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RESUME

L’acces a de nouveaux composés hétérocycliques biologiquement actifs,
nécessite la mise au point de nouvelles méthodes de synthése rapides et
efficaces. Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a la
synthése de nouveaux hétérocycles azotés par cyclisation réductive a partir de
(3-nitro-4-pyridyl) hydrazonoglutarate de dialkyle.

Les (3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarates de dialkyle ont été synthétisés pour
la premiere fois par condensation des esters diméthylique et diéthylique de

I'acide 2-oxoglutarique avec la 4-hydrazino-3-nitropyridine

Ces composés peuvent exister sous deux configurations diastéréoisoméres de
la forme (E) et (2).

L’hydrogénation catalytique de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarate de

diméthyle méne seulement au produit aminé correspondant.

Le chauffage dans 'acide acétique de (Z)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarate
de diméthyle a donné un produit dont une premiéere caractérisation limitée

seulement par FT-IR, *H- et 3 C-RMN pourrait s’agir d’une cyclisation.

Les produits synthétisés ont été caractérisés par les différentes méthodes
physiques d’analyses. A savoir, la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FT-IR), la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) du

proton *H et du carbone *C et la spectrométrie de masse.

Tous les composés synthétisés ont eté soumis a des tests biologiques auxquels

ils ont montré une activité.

Mots clés : 2-oxoglutarate, Hydrazones, hydrogénation catalytique, réduction.



ABSTRACT

Access to new biologically active heterocyclic compounds requires the
development of new rapid and efficient methods. In this thesis, we decided to
focus particularly on the synthesis of new nitrogen heterocycles by reductive

cyclization of isomers (E) and (Z) dialkyl (3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarates.

These compounds were synthesized for the first time by condensation of
dimethyl ester of the acid 2-oxoglutaric with the 3-nitro-4-pyridylhydrazine. They

correspond to a Z/E isomerism.

The catalytic hydrogenation of isomer (E) dimethyl (3-nitro-4-
pyridyl)hydrazonoglutarate stop at the corresponding amine.

Heating in the acetic acid of isomer (Z) dimethyl (3-nitro-4-
pyridyl)hydrazonoglutarate gave a product whose first characterization only

limited by Ft-ir, ' H and ** C-NMR could act of a cyclization.

The synthesized products are characterized by the various physical methods of
analyses available: melting point, infra-red spectroscopy (IR), proton *H and
carbon '3C spectroscopy of the nuclear magnetic resonance (NMR) for a

reduction compound.

All the synthesized compounds were subjected to biological tests to which they

showed an activity.

Keywords : 2-oxoglutarate, Hydrazones, catalytic hydrogenation, reduction.
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INTRODUCTION

Les hétérocycles que l'on retrouve dans une large proportion de substances
naturelles, ont une grande importance du fait de I'activité de certains d’entre
eux sur les organismes vivants. En effet, de par leurs activités, nombre de
composés hétérocycliques sont utilisés comme médicaments. De tres
nombreuses publications concernent plus ou moins directement ces structures

dont les plus courantes contiennent de I'oxygéne ou de I'azote.

Les hétérocycles contenant de I'azote forment un groupe de produits possédant
des propriétés chimigues et biologiques intéressantes. Ces hétérocycliques
existent dans de nombreux produits naturels tels que les vitamines, les acides
nucléigues, les hormones, les antibiotiques et les alcaloides. lls servent aussi a
la fabrication des colorants, des herbicides, des fongicides, des insecticides et

de nombreux produits pharmaceutiques

La formation de cycles est une étape prépondérante dans la synthése de
molécules hétérocycliques. 1l existe dans la littérature de nombreuses
meéthodes permettant les réactions d’hétérocyclisation dont les plus courantes
de nos jours s’effectuent a l'aide de catalyseurs aux sels de métaux de

transition.

Les réactions d’hétérocyclisation sont le plus souvent décrites par des réactions
de cyclisation inter ou intramoléculaires, en milieu acide ou basique, avec
usage ou non de sels de métaux comme le fer, I'argent, le palladium, ou le
cuivre etc., ceci en proportion stoechiométrique ou catalytique. La fermeture
sélective de ces cycles constitue toujours un défie pour les chimistes

organiciens.

Nombreux sont les hétérocycles azotés doués d’activité biologique sont
obtenus par cyclisation réductive a partir des composés ortho nitrés

aromatiques appropriés.
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Le présent travail propose, par cette voie de synthése, I'obtention de nouveaux

hétérocycles azotés qui devraient en principe avoir une activité biologique.
Le manuscrit proposé se divise en trois chapitres distincts:

Dans le premier chapitre, nous présenterons brievement un apercu résumant
les réactions de synthese des hétérocycles azotés par cyclisation réductive.
Seront également exposés les travaux antérieurs concernant I'application

pharmaceutique et biologique de ces hétérocycles.
Au cours du deuxiéme chapitre, les objectifs suivants sont a réaliser :

1- Synthese et caractérisation de la 2-hydrazino-4-nitropyridine.

2- Synthese et caractérisation des diastéréoisomeres (E)- et (Z2)-(3-nitro-4-
pyridyl)hydrazones des esters méthylique et éthylique de l'acide 2-
oxoglutarique.

3- L’étude de la réduction de ces isomeéres par :

a) Hydrogénation catalytique.
b) Autres méthodes de réduction.
4- Test de [l'activité biologique des produits synthétisés sur quatre

microorganismes : deux bactéries et deux champignons.

Le troisieme chapitre sera consacré aux protocoles expérimentaux

correspondants.

Aprés une conclusion sur les travaux effectués nous exposerons des

perspectives pour la poursuite de ces travaux.
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CHAPITRE |

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Introduction :

Les composés nitrés sont des produits organiques trés importants dans divers
domaines de la chimie par exemple en chimie pharmaceutique, en agrochimie
et en chimie des colorants. Ills ont trouvé une tres large application dans la
synthése des hétérocycles azotés pour la fabrication de nombreux produits
pharmaceutiques et le développement de nouveaux médicaments.

L'intérét grandissant dans l'industrie pharmaceutique conduit une grande partie
des chimistes organiciens a concevoir de nouvelles méthodes de synthése ou
de fonctionnalisation de ces dérivés. Un grand nombre d’hétérocycles azotés
ont été et sont encore synthétisés par cyclisation réductive a partir de

COMpPOSES nitrés.

1.2. Réduction des composés nitrés :

La réduction des composés nitrés est l'une des transformations les plus
importantes en chimie organique synthétique. Une vaste variété de réactifs ont
été employés pour la réduction de composés nitrés aromatiques aux amines
correspondantes. Parmi elles traditionnelles et encore importante est la
réduction avec du fer et l'acide chlorhydrique ou I'acide acétique [1]. D'autres
métaux tels que le Zn [2] et le Sn [3] en présence de l'acide chlorhydrique,
aussi bien que Zn/NHs3 [4], Sm [5], In [6], fer activé [7], Zn/NaOH/EtOH [8],
Al/NH,Cl/MeOH [9], Zn/CaCl,/EtOH [10], Co, (CO)s/H,0 [11], Mo(CO)s [12] ont
ete également employés. D'autres réducteurs tels que SnCly/H,O [13],
NoH4/FeCl; [14], NoHsZn [15], TiCl; [16], NaHPO,FeSO, [17],
FeCls/Zn/DMF/H,0O [18], HCOONH,/Pd/C [19], HCOONH,/Mg [20], HCOOH/
nickel de Raney [21], NyHs/nickel de Raney [22], HCOONa/K3;PO, [23].
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L'hydrogénation catalytiqgue avec les catalyseurs tels que le Pd/C [24], ou nickel
de Raney [25] est I'une des méthodes les plus économiques et les plus
efficaces. La réduction des composés ortho-nitrés appropriés peut mener
directement a la formation d’hétérocycles azotés si les produits de réduction
réagissent par addition, condensation ou substitution intramoléculaire avec les
autres groupements fonctionnels par formation d’une liaison C-N, les
cyclisations de ce type sont habituellement désignées comme des cyclisations
réductives.

Nous rapportons dans ce qui suit des exemples choisis de l'utilisation large de

cette méthode de synthése d’hétérocycles azotés.

1.3. Synthése d’hétérocycles azotés par cyclisation réductive des composés

nitrés :

1.3.1. Synthése d’hétérocycles azotés a cing membres :

La 7-méthoxy-2-méthyl-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridine est obtenue avec un
rendement de 66% a partir de 2-méthoxy-3-nitro-4-(2-nitro-propényl)pyridine

par hydrogénation catalytique dans I'éthanol, 'acétone et I'acétate d’éthyle [26].

N X H,/Pd-C N\
| > CHj
N~ NO NO,  EtOH, CH,COCH,, AcOEt, 20°C N ~N
2 H
OCH, OCHj

De méme la 7-méthoxy-1H-pyrrolo[2,3-c]pyridine est obtenue avec un
rendement de 20% par cyclisation réductive avec le bromure de
vinylmagnésium dans le tétrahydrofurane a partir de 2-méthoxy-3-

nitropyridine [27].
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OCHj,
\
X102 CH,CHMgEr | A\
| THF N
/ H

OCH,

La réduction des dérivés o-nitrostyréne par Fe(CO)s; sous pression de

monoxyde de carbone donne le 1H-indole-2-carboxylate de méthyle [28].

COOCH
AN 3 Fe(CO), A
+ 2CO0 ——» COOCH,
NO N
2 H

Le dérivé o-B-nitrostyréne a été converti par cyclisation réductive au dérivé 6,7-

diméthoxyindole utilisant le Fe/AcOH, gel de silice dans le toluene [29]

N0

Fe/AcOH A\
H3CO NO, toluéne H,CO N
H

OCH3 OCHj

Récemment de nouveaux deérivés benzimidazoles doués d’une haute activité
biologique sont obtenus, avec des rendements variables, a partir de I'o-
nitroaniline et des acides aliphatiques par cyclisation réductive avec la poudre

de fer et I'acide chlorhydrique [30].
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o2 Fe/HCl \
+ RCOOH __ % \>7R
NH, N

R =H, Me, Et, Pr, Bu

La réduction de 2-(4-bromo-2-nitrophényl)-1-(4-éthoxyphényl)acétone par le
Na,S,04 dans I'éthanol, THF et H,O donne le dérivé éthoxyphénylindole [31].

OEt
J|\; |
/
Na,S,0, Br SN
(I)I _ H
Br NO H,O, EtOH, THF OEt

2

Le 3-[méthoxy(oxo)acétyl]-1H-indole-2-carboxylate d’éthyle est obtenu a partir
de 2-méthyléne-4-nitro-3-(2-nitrophényl) pentanedioique de 5-éthyle et 1-
méthyle par cyclisation réductive avec le chlorure d’étain dihydrate dans le

méthanol avec un rendement de 56% [32].

EtO,C_ _NO, o
I
|| COMe  gncl,.2H,0, MeoH | CO,Me
CH, N CO,Et

NO,

La réduction du chlorure de N-(3-nitro-2-pyridyl)pyridinium par le chlorure
d’étain dihydrate dans I'’éthanol et I'acide chlorhydrique conduit a la formation
de pyrido[3',2":4,5]imidazo[1,2-a]pyridine avec rendement de 82% [33].
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—\cl N— N
\ % \ / SnCl,.2H,0, HCI/EtOI—l ZZ2aN N
% N \N =

Le dérivé 2-oxo-5-(1-méthylnaphtaléne)pyrolidine est obtenu par cyclisation
réductive a partir de 5-(naphthalen-1-yl)-4-nitropentanoate d’éthyle avec un
rendement de 82% [34].

NO,
~
o
H,/Ni H
OEt .~
Et,0,EtOH
0

Le dérivé 2-oxo-4-arylpyrrolidine-3-carboxylate d’éthyle est obtenu par

cyclisation réductive a partir de 2-(2-nitro-1-aryléthyl)malonate de diéthyle au

moyen de poudre de zinc dans le chlorure d'ammonium aqueux [35].

Rl
1 2
R R RZ
Zn/NH,CI
—_—
NO,
EtOOC NH
0

EtO0C COOEt
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Des dérivés pyrazolo[1,5-a:4,3-b’]dipyridine, pyrazolo[1,5-a:3,4-c’'|dipyridine, et
pyrido[3’,2":3,4]pyrazolo[1,5-a]pyrimidine sont obtenus avec un rendement de
71%-87% a partir de 3-nitro-2-(pyrimidin-2-yl)pyridine et 3-nitro-2-(pyrid-2-
yhpyridines par réduction avec le triéthylphosphite sous micro-ondes
a 176°C [36].

XN NO
| : Syt
_ N (EtO),P, 176°C |

| MW Z Y
\%Y X:/

Y

Z=CH ou N; X=CH et Y=N ou X=N et Y=CH

Le dérivé 8-méthoxy-7-nitro-1,3,4,5-térahydro-pyrrolo[4,3,2-de]quinoléine est
obtenu par hydrogénation catalytique a partir de 6-méthoxy-5,7-dinitro-1,2,3,4-

tetrahydroquinoléine-4-carbaldehyde avec un rendement de 42% [37].

OMe OMe
O,N NO H
2 2 02N N
CHO  H,/Pd-C
_— /
HN HN

Le chauffage de N-(5-méthoxy-2-nitrophényl)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoléine
dans l'acide acétique donne le benzimidazo[2,1-a]isoquinoléine-N-oxide. Ce
dernier est chauffé avec PCIl; dans le chloroforme pour donner le dérivé

benzimidazo[2,1-a]isoquinoléine [38].
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AcOH
MeO N

reflux 24h /
MeO +N

N02 O'
PCI 4/CHCI,
reflux 2h \C[

Le 7-méthoxy-11H-isoindolo[2,1-a]benzimidazole est obtenu avec un
rendement de 90% par cyclisation réductive avec le palladium
dibenzilideneacétone dans le diméthylformamide & 120°C a partir de 2-(4-

meéthoxy-2-nitrophényl)-2,3-dihydro-1H-isoindole [39].

N Pd(dba), N
S
DMF, 120 °C Y/
MeO NO, MeO N

De méme le 6-méthyl-11-oxoisoindolo[2,1-a]benzimidazole est obtenu avec un
rendement de 50% par cyclisation réductive avec la poudre de fer dans l'acide
acétigue a 100°C a partir de N-(2-nitro-3-méthylphényl)phtalimide [40].
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N \
N N
\\ Fe, AcOH, 100 °C
o) > %
N

NO,

Me Me

Le 2-amino-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridine-3-carboxylate d’éthyle est obtenu par
cyclisation réductive au moyen de poudre de fer dans I'acide acétique a partir

de 3-éthoxy-3-hydroxy-2-(3-nitropyridin-2-yl)prop-2-énenitrile [41].

CN COOEt
N
N OEt
| N Fe/ACOH | TN NH,
— =
NO, H

La 1,3-diméthyl-1H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione est obtenue par
cyclisation réductive avec la poudre de zinc dans 'acide acétique a partir de 6-
(2-diméthylamino)éthenyl-1,3-diméthyl-5-nitropyrimidine-2,4(1H,3H)-dione [42].

o T
O N
O N N ™
%r XX CH, Zn/AcOH \r | A\
N | /N N

La cyclisation réductive du chlorure de N-(2,4-dinitrophényl)-3-méthyl-4-
diméthylsilylpyridium avec la phénylhydrazine dans I'acide acétique donne par
réduction sélective les 7-nitro-2-méthyl- et 7-nitro-4-méthyl-3-

diméthylphénylsilylpyrido[1,2-a]benzimidazoles [43].
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Me
Né,SiMezPh
jPe
N
+
NQ,SiMeZPh
@EN/ Me

O,N

PhNHNH,/AcOH
>

NO, O,N

Intérét biologique :

Les hétérocycles azotés a cing membres et leurs dérivés sont des hétérocycles
trés importants dans divers domaines de la chimie. De nombreuses méthodes
ont été développées pour permettre la synthese de ces hétérocycles azotés du
fait de leur importante utilisation dans des domaines divers et surtout en chimie

pharmaceutique.

Parmi les nombreuses familles de molécules biologiquement actives, les
hétérocyles azotés tels que les dérivés indoles [44], indazoles,
Benzimidazoles, benzotriazoles [45], ou encore les azaindoles [46], sont de
plus en plus fréquemment rencontrés dans les structures de composés d’intérét

pharmaceutique ayant une activité biologique.

Concernant les applications biologiques des dérivés 4, 5 et 6-azaindoles, de
nombreux brevets et publications ont été décrits dans la littérature. Parmi les
applications les plus récentes, les dérivés azaindoles sont utilisés en tant
gu’antibactériens [47], antiprolifératifs [48], anticancéreux [49] , inhibiteurs de
protéines kinases : c-Met [50], tryptase [51], cytokine [52], ligands des
récepteurs a la sérotonine 5-HT : [53,54] et aussi pour la synthése de 4- et 6-

azaindolyloxacetylpiperazines en tant que drogues anti-VIH [55].
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Les dérivés indoles ont des activités intéressantes dans le traitement des
désordres liés aux hormones sexuelles [56,57], ainsi que dans le traitement de
différents types de cancer [58]. Cette famille de composés tres intéressante et
largement utilisée dans le traitement de I'asthme de l'insuffisance cardiaque et

des maladies vasculaires cérébrales [59].

Ces vingt derniéeres années, la littérature a rapporté un grand nombre de
travaux concernant [lactivité biologique des dérivés imidazopyridine et
imidazopyridazine. |l s’est avéré que ces dérivés possédaient des activités dans
des domaines variés : anti-inflammatoires [60], agents utilisés dans le
traitement de certaines pathologies du systeme nerveux central [61],
antibactériens [62], et antiviraux [63], antagonistes des récepteurs CRF1
(facteur de libération du corticotropine actif dans le traitement des troubles
psychiques, des maladies neurologiques [64], cardio-pulmonaires et certaines

douleurs somatiques [65].

1. 3. 2. Synthéses d’hétérocycles a six membres :

Les dérivés o-phénacylnitropyridine et o-acétylméthylnitropyridine ont été
cyclisés aux dérivés pyrido[2,3-b][1,4]oxazines par hydrogénation catalytique en

présence de nickel de Raney et l'acétate d’éthyle avec de bons rendements

[66].
2
N R
X X
78%
1 =
R N (@)

N NO, R'=p-Tol ou i-Bu; R*= Ph
H,/Ni-Raney

= R AcOEt
o) =
79%
1 =
R N (@]

R'= p-Tol ou i-Bu; R*= Me
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La cyclisation réductive de diéthyle 2-[(2-nitro-3-pyridyl)oxy]malonate par
hydrogénation catalytique dans I'acétone donne I'éthyle 3-oxo-3,4-dihydro-2H-
pyrido[3,2-b][1,4]- oxazine-2-carboxylate d’éthyle avec un rendement de 51%
[67].

O COOEt

0 COOEt
| X Y H,/Pd-C , 1atm E\/E j/
_ COOEt o
N NO, AcOH / AN

Les dérivés 1,2-dihydro-2,2-diméthylquinoxaline et 3,4-dihydro-3,3-diméthyle-2-
quinoxalinone sont obtenus avec un rendement de 71% et 11%
successivement par cyclisation réductive avec le palladium
dibenzilideneacétone, le 1,3-bis(diphenyl-phosphino)propane (dppp) et
I'acétonitrile & 70°C sous 4 atm de monoxyde de carbone a partir de 2-nitro-N-

(2-methyl-1-propéne-1-yl)benzénamine [68].

N N
AN AN
| CH,
CH, =
H N CH,
H

L
X % CH Pd(dba),, dppp, MeCﬂ

3 o
+
| — CO, 4 atm, 70 °C
NO, H
N N O
AN =
| CHj
/
N CHj
H

1-(2-nitrophényle)-3-(4-méthylphényle)prop-2-én-1-one ou 2-nitrochalcone a été
cyclisé en 2-(4-méthylphényle)quinoléin-4(1H)-one avec un rendement de 80%
par cyclisation réductive sous traitement avec le tétrachlorure de titane et le
zinc dans le THF [69].
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| Zn/Ticl, O |
(0]
THF, 40 °C \

NO,

CH, CHj3

Le (1,2,3,4-tétrahydroquinoxalin-2-yl)acétate d’éthyle est accessible a partir de
4-(2-nitrophénylamino)butan-2-énoate d’éthyle par réduction avec le fer dans

I'acide acétique avec un rendement de 89% [70].

H
N
Fe/AcOH
X _COOEt >
NO,

La 3-méthyléne-4-(1-nitro-éthyl)-3,4-dihydro-1H-quinoléin-2-one est obtenue a
partir de 2-méthylidéne-4-nitro-3-(2-nitrophenyl)pentanoate de méthyle par
cyclisation réductive ave le chlorure d’étain dihydrate dans le méthanol avec un

rendement de 53% [32].

Z T

Iz

COOEt

H,C NO,

fr—

CO,M
M€ sncl,.H,0, MeOH, reflux &
X

CH
NO, 2 N @]
H
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L’hydrogénation catalytique de N-(3-nitro-2-pyridyl)-L-phénylalaline donne
directement par cyclisation réductive la 3-benzyl-1, 2, 3,4-tetrahydropyrido[2,3-

b]pyrazin-2-one [71].

H
NH_ S lll
N \/OR H,/Pd-C A ~pp
| // R |
— O Z N
N NO, N 'TI O
H

La réduction du composé (1R*2R*)-1-(2-nitrophenyl)-cyclopropane-1,2-
dicarboxylate de 2-éthyle-1-méthyle avec le zinc dans I'éthanol, I'eau et I'acide
chlorhydrique donne avec un rendement de 58% le (1aR*,7bR*)-2-oxo0-1,14a,2,3-
tetrahydro-7bH-cyclopropa[c]quinoléine-7b-carboxylate de méthyle [72].

MeO,C

Zn/HCI, EtOH, reflux

Iz
4
@)

Le composé biologiquement actif 7-nitro-2-oxo-1,2,3,4-tétrahydroquinoxaline-5-
carboxylate de méthyle est accessible a partir de N-(6-méthoxycarbonyl-2,4-

dinitrophényl)glycine par cyclisation réductive avec le sulfite d’hydrogéne en

présence de triethylamine [73].

NHCH,CO,H COMe
2
MeO,C NO,, E
H,S/NEL, j
—_ >
~N

O,N N
NO,
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A I'égard de l'objectif de ce travail la synthése des dérivés 1,2,4-benzotriazine

par cyclisation réductive occupe un intérét particulier [74].

CH, ,
2 N\
R NHN— H,/PtO, XN
—_—
COOH EtOH 1 A
) R N CH,
R NO,
1 2
R™=H, Cl, Br, NH, ; R"= H, Cl, Br
Ph )
R No
R’ NHN=— H,/Pt-C XN
—_—
OEt EtOH 1 A
. R N Ph
R NO,

R'=H Br: R’z H, Cl

Le 7-méthylimidazo[2,1-g][1,7]naphtyridine est obtenu par cyclisation réductive
a partir de 6-nitroimidazo[1,2-a]pyridin-7-carbaldéhyde avec un rendement de

43% par réduction sélective avec un mélange de chlorure d’étain et chlorure de

zinc dans I'acétone [75].

A — SnCl,, ZnCl, =N
= N Acétone & N
02N H3C N \

La réduction des dérivés dipyridinylamines au moyen de chlorure d’étain

dihydrate sous reflux dans [I'éthanol pendant 5 heures donne Iisomere

dihydrodipyridopyrazinique avec un rendement de 30-43%. Pour augmenter le
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rendement, la méme réaction en présence de chlorure d’étain dihydrate mais a
température ambiante pendant 44h donne I'intermédiaire amine. Ce dernier est
catalysé par le palladium pour donné le composé désiré avec un rendement de
79% [76].

NO, X N
AN 2 Xy  SnCl,.2H,0 AN N\ N\
e
P ~°  EtOH, reflux = N
N N

N N
H X=Cl 43%
= 0, “

X=F 30% a) EtOH b) Pd(OAc),
reflux K,CO,
6h dioxane
30% 79%

SnCl,.2H,0
68%
EtOH, 20 °C, 44 h

Le dérivé 8-méthoxybenzo[i] phénanthridine est obtenu par réduction avec le
zinc dans l'acide acétique a partir du dérivé 2-(4,5-diméthoxy2-nitrophényl)-

naphtaléne-1-carbaldéhyde avec un rendement de 90% [77].

CHO
NO,

H,CO

La Benzimidazo[1,2-c]quinazoline est obtenue avec un haut rendement par
traitement de 2-(2-nitrophényl)benzimidazole avec l'orthoformiate d’éthyle en
présence de TiCls/Zn [78].
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N\ 1. TiCl,/Zn ©\7|
N 2. HC(OEt),, reflux
H

O,N

Un autre dérivé 1-méthyle-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[3,2-c]quinoléine  est
accessible en deux étapes a partir de 1-[1-méthyl-2-(2-nitrophényl)-4,5-
dihydro-1H-pyrrol-3-yl]propan-1-one par I'hydrogénation catalytique dans le

méthanol avec un rendement de 38% [79].

HsC
\
NO, N
(j/%/ H,/Pd-C
_ CH MeOH, 12h, 20 °C
o~ 3

HoC_
N
H,/Pd-C X
=
MeOH, 12h, 20 °C &

La 1,4-benzoxazine-3(4H)-one est facilement accessible par cyclisation
réductive a partir de 2-(2-nitrophénoxy)acétonitrile au moyen de poudre de fer

dans 'acide acétique avec un rendement de 93% [80].

NO, 0)
|N| Fe/AcOH =
O) Reflux 2h
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Le dérivé benzo[c]cinnoline est obtenu par cyclisation réductive avec le
trichlorure de bismuth, le zinc dans I'acétonitrile a partir de 0,0 -dinitrophényle

avec un bon rendement [81].

B|CI JZn

Des dérivés benzimidazo[1,2-c]quinazolines sont aussi obtenus a partir de 2-(2-
nitrophényl)benzimidazole par réduction avec I'hydrazine monohydrate /Ni de
Raney dans le méthanol suivi d’un traitement avec des aldéhydes dans un

mélange d’alcool et d’acide acétique [82].

N
| 1. N,H,.H,0, Ni Raney/MeOH ’\/'
N =
H 2. RCHO/EtOH, AcOH N
NO, NAR

R = 4 BIC4H,, 4 CIC,H,, MeOC,H,, 4 NO,CH,

Un autre dérivé benzimidazo[l,2-c]quinazoline est accessible en une seule
étape a partir de 1-acétyl-2-(2-nitrophényl)benzimidazole par réduction avec le

fer et 'acide chlorhydrique dans I'éthanol [83].

Fe,HCI/EtOH /
\ > N

- X
NO, =
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Les dérivés 5-hydroxy-3-méthyl-1-phényl-1H-pyrazolo[4,3-c]quinolin-4(5H)-one
et 3-méthyl-1-phényl-1H-pyrazolo[4,3-c]quinoléin-4(5H)-one sont obtenus par
cyclisation réductive de 3-méthyl-5-(2-nitrophényl)-1-phényl-1H-pyrazol-4-
carboxylate par I’hnydrogéne/platine dioxyde ou chlorure d’étain respectivement

avec d’excellents rendements [84].

Ph
'
Me
H_/PtO N
2 2, Zn/AcOH
N \O
Ph | 90%
N———N\ OH
. Me
CO,Et
NO, 2 Ph\
A
Me
SnCl, X
— -
N
N o
H 80%

La cyclisation réductive du  3-(2-nitrophényl)-1-phényl-1H-pyrazol-4-
carbaldéhyde par hydrogénation catalytique donne le 2-phényl-2H-pyrazolo[4,3-

c]quinoléine avec un rendement de 90% [85].

NO, Ph
N
CHO
1 H,/Pd-C /
N/ \ 2. EtOH/requx
N

Ph

Des dérivés quinoléines sont obtenus avec de bons rendements (79%-85%) par

cyclisation réductive avec le fer dans I'acide acétique [86].
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O,N
@)
CH, _ FelAOH ©jt[
reflux 2h
N02R
R =H, CH3, C4Hq

Sous les mémes conditions de réduction le dérivé 1,2,3,4-tétrahydro-acridine
est obtenu avec un rendement de 81% a partir de 2-(2-nitro-1-(2-nitro-phényl

éthyl)cyclohexanone [86].

O,N
I
Fe/AcOH
reflux 2h
NO,

L’azepan-1-yl(2-nitrophenyle)méthanone est cyclise en 7,8,9,10-
tétrahydroazepino[2,1-b]quinazolin-12(6H)-one avec le ruthénium comme

catalyseur dans le dioxane en présence de monoxide de carbone [87].

/(/3 0
N Ru (CO),, dioxane N
NO, CO (40 atm), 200°C N/

Le mérinide est obtenu a partir de 4-Hydroxy-8-(2-nitrophenyl)-1,5-

diazaanthracene-9,10-dione par hydrogénation catalytique dans le méthanol
avec un rendement de 19% [88].
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H,/Pd-C, latm

Fr—
y

MeOH, 1h

Intérét biologique :

Les quinoléines sont de plus en plus fréquemment rencontrées dans les
structures de composés d’intérét pharmaceutique ayant une activité biologique.
Parmi les applications les plus récentes, les dérivés quinoléines sont utilisés
comme anticancéreux [89], antibactériens, antifongiques [90,91],
antimalariques [92], antihypertensives [93],anti-inflammatoires [94], antivirales
[95].Les quinoxalines ont des activités biologiques telles que l'activité antivirale
[96] et antibactérienne et antifongique [97].

Les quinazolines sont bien connues dans la littérature, soit pour étre des agents
inhibiteurs des cancers, soit des intermédiaires pour la synthése d’autres
polyhétérocycles. lls peuvent avoir des activités antivirales [98],
anticancéreuses [99], antibactériennes [100], anti-inflammatoires, anti-
asthmatiques ou anti-ischémiques [101].

Les dérivés cinnolines et indolocinnolines ont une activité biologique comme
antiproliférative, antifongique et antibactérienne [102]. Quelques dérivés de
cinnoline ont été examinés pour leur effet sur le systéme nerveux central [103].
les acridines ou dibenzolb,e]pyridines ont fait 'objet de nombreuses application,
notamment comme agents thérapeutiques, antitumorales [104]. lls sont utilisées
pour la synthése en tant qu’antiseptiques (acriflavine ou euflavine), puis en tant
gu’antiparasitaires (quinacrine)

Les (pyridyl)pipérazines sont connues depuis longtemps comme ayant une
activité antagoniste de I'histamine [105]. Depuis, de nombreux brevets ont été
déposés sur leur utilisation comme antidépresseurs [106] ou encore comme

traitement contre la maladie de Parkinson [107].
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1.3.3. Synthése d’hétérocycles a cing et six membres :

La réduction de 2-amino-5-nitropyridine-4-carbaldehyde avec le chlorure d’étain
et le chlorure de zinc en présence dacétone donne le 2-méthyl-1,7-
naphthyridin-6-amine. La réaction de ce dernier avec le chloroacetaldehyde

dans I'éthanol donne le 7-methylimidazo[2,1-g][1,7]naphthyridine [108].

OHC NH NH,
N 2 Acétone, SnCl,, ZnCl, | NN
N A, EtOH I~ =N
O,N H,c” N
CICH,CHO 2
> N N N\/>
A, EtOH ch N

L’alcaloide  cryptotackieine :  6H-indolo[2,3-b]quinoline  doué  d’activité
pharmacologique isolé a partir de la plante tropicale Criptoleipis Sanguinolenta
est synthétisé a partir de (2E)-2,3-bis(2-nitrophényl)prop-2-énoate d’éthyle par
une double cyclisation réductive avec la poudre de fer dans 'acide acétique en

présence d’acide chlorhydrique [109].

NO,

COOEt
\ \
Fe/AcOH, EtOH: H,0/HCI
NO, - P
‘ 120 °C, 24h N

N
H

74%

Le derivé pyridazino[l,6-a]benzimidazole est obtenu a partir de (E)-2-
nitrophényl- hydrazono glutarate de dialkyle par cyclisation réductive par
hydrogénation catalytique avec traitement ultérieur du mélange réactionnel
avec NaOH [110].



CO,R ,
R: NHN
= H,/Pd-C, [OH]
CH,CH,CO,R -
1
R’ NO, R

R= R’z H, Cl ; R= Me, Et

La 7,8-diméthoxy-1,5-dihydropyrrolo[4,3,2-de]quinolin-4(3H)-one un alcaloide
est obtenu par une double cyclisation réductive par hydrogénation catalytique a

partir de 3-cyano-3-(3,4-diméthoxy-2,6-dinitrophényl)propanoate d’éthyle [111].

NO, CN

CO,Et
H, (PdCl,, Fe)
e ——

MeO NO,
OMe

MeO

OMe

Intérét biologique :

Les dérivés benzimidazoloquinazolines sont décrits dans la littérature et se sont
avérés potentiellement actifs notamment comme agents anti-tumoraux [112],
immunosuppresseurs [113], anticancéreux [114], antimicrobiens [115], anti-
inflammatoires [116].

Les dérivés indoloquinolines montrent une activité antiplasmodiale forte [117]
en plus de l'activité antimicrobienne, cytotoxique [118] , anticancéreux [119],
antimalariale [120], antibactérienne [121], antiplasmodiale [122], antitumorale
[123], antivirale, antimicotique, et antihyperglycemique [124,125].

Les dérivés Imidazonaphthyridine ont des diverses activités biologiques
gu’antitumorale, antiproliferative [126] et cytocidale [127].



36

1.3.4. Synthése d’hétérocycles a sept membres :

7-Hydroxy-2,3-dihydro-1H-pyrrolo[2,1-c][1,4]-benzodiazépin-5,11(10H,11aH)-
dione est obtenu par cyclisation réductive de N-(5-benzyloxy-2-nitrobenzoyl)-L-

proline méthylester[128].

NH
CO,Me 2 CcOo,Me

H./Pd-C

) =
—_— >
THF, MeOH ] NO
O

A DMF
36%

Le dérivé 1,2,3,11a-tetrahydro-5H-pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazépin-5-one est

obtenu par cyclisation réductive en deux étapes [129].

PhH,CO NO
2
SnCI .H,O
MeO
N

——
Hg,Cl,/CaCO,

MeCN, H,0O N
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L’antibiotique PBD : pyrrolo[2,1-c][1,4] benzodiazépine est accessible en une
seule étape par cyclisation réductive au moyen de N,N-diméthylhydrazine a
partir de (2R)-1-(2-nitrobenzoyl)pyrrolidine-2-carbaldéhyde [130].

Q 0
R2 2
N (CH,)NNH,/FeCl,.6H,0 R N
1 -
R NO, CHO R = H

Ainsi le tranquillisant clobazam : 7-chloro-1-méthyl-5-phényl-1H-1,5-benzodi-

azépine-2,4(3H,5H)-dione est obtenu en deux étapes par réduction catalytique
a partir de 3-[(5-chloro-2-nitrophenyl)(phenyl)amino]-3-oxopropanoate d’éthyle
[131].

NO, _COOEt NH, _COOEt
Ji H,/Ni-Raney
e
X

cl T OH al T o
Ph Ph
1. NaOEt
2. Mel _
N
/ o]
Ph

Ainsi le dérivé pyrrolo[1,2-a][1,4]benzodiazépinone est accessible a partir de 2-
[N-(5-alkyl-2-furyl)méthyl]nitrobenzamide par cyclisation réductive en une seule
étape avec le chlorure d’étain dihydrate et I'acide chlorhydrique dans I'éthanol
[132].
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R NO, R HaC NO,
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HCI/EtOH H H 1
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R= H, MeO : R'= Me, Et
SnCl,.2H,0

Des dérivés 1,2,3-triazolo[1,5-a][1,4]benzodiazépines sont obtenus par
cyclisation réductive a partir de 4- carbethoxy-1-(2-nitroaryle)-1H-1,2,3-triazole-

5-acétate d’éthyle avec un excellent rendement [133].

N COOEt
i NF
N | /
H/Pd-C N N
i CH,COOEt xylene H* oot
EtOH NH, reflux
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PAERENS
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80%
CH,COOEt

COOEt
R=Cl

//
R=COCHj,

/

/
H,SO,
R Fe/EtOH CHZCOOEt toluene
e COOEt
reflux, 3h reflux 4h

98%
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De méme en une seule étape le 2-oxo-1,2,3,5-tetrahydro-4H-[1,4]diazepino[5,6-
b]quinoline-4-carboxamide est obtenu a partir de 2-{cyano[(Z)-2-cyano-3-(2-
nitrophenyl)prop-2-enyllJamino}acétate d’éthyle par une double cyclisation

réductive au moyen de poudre de fer dans I'acide acétique [134].

k)
>\NH2
_CN . N

X N Fe, AcOH, 120 °C X

CN K B} p
NO, COOEt N NN
H o)

La réduction de 4-hydroxy-1-(2-nitrobenzoyl)pyrrolidine-2-carboxylique acide
méthyle ester en deux étapes donne le dérivé 2R-hydroxy-1,2,3,10,11,11aS-
hexahydro-5H-pyrrolo[2,1-c][1,4]benzodiazépin-5,11-dione avec un rendement
de 82% [135].

O H 0
NO, \—OMe | N—y/
1. 10% Pd/C, EtOH, H, (45 psi), 2 h H
NO\ 2. Conc HCI/H,O/THF (0.03:10:1 v/v), N
// OH rt, 20 h // OH
0] o]

Le 2-amino-3-phényl-3,4-dihydro-5H-1,4-benzodiazépin-5-one est obtenu aussi
en une étape a partir de N-[cyano(phenyl)methyl]-2-nitrobenzamide par

réduction avec la poudre zinc dans I'acide acétique [136].

O

o)
H T
N~ N
Ph Zn/AcOH
| Eeon o
CN
NO, N=
NH,
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Dés dérivés isoxazoloazépinone et triaza-azulénones sont obtenus par
cyclisation réductive avec le chlorure d’étain a partir de 4-(3-méthyl-4-nitro-1,2-
oxazol-5-yl)-3-phénylebutanoique et le 4-(3-méthyl-4-nitro-1H-pyrazol-5-yl)-3-

phénylebutanoique respectivement avec de bon rendements [137].

o 0
Ethanol/H,0 | c
M \ Ph+ HsC \ Ph
reflux, 1h \ \
H,C NO, N—q N—q
N\x X=0
X=NH
O
Ph |
COGH SnCl,/HCl HN
THF/H,O HaC
" N\ Ph
reflux, 16h \
N\‘N
H

71%

Le dérivé phénylméthyle bis-isoxazolo[4,5-blazépines est obtenu par cyclisation

réductive avec le chlorure d’étain dans le méthanol avec un bon rendement
[138].

Sncl,, MeOH

Reflux, 4h

Ar = CgHg , 4-CHaCgH,



41

Intérét biologique :

Les hétérocycles azotés a sept membres présentent diverses activités
biologiques dans le domaine pharmacologique.

Les dérivées benzodiazépines, sont largement utilisés comme agents
antitumorales [139], anticancéreux [140], anticonvulsants [141,142],
hypnotiques  [141]. Les applications therapeutiques des dérivés
benzodiazepines (Diazepam, Triazolam, Midazolam) sont trés connues comme
anxiolytiques [143], sédatives [144].

1.4. Activités antibactérienne et antifongique :

1.4.1. Les bactéries :

Ce sont des micro-organismes, utiles pour la vie sur terre, inoffensifs dans leur
grande majorité bien que certains soient pathogénes et dangereux pour la
santé. Les bactéries pathogenes sont responsables des infections. Elles
peuvent provoquer une inflammation des parois intestinales. Certaines d’entre
elles peuvent méme traverser ces parois et infecter d’autres organes en
provoguant des dommages graves et parfois mortels. Elles sont la cause de 90
% des intoxications alimentaires. Elles peuvent étre divisées en deux groupes

(Gram négatif et Gram positif) [145].

Bactéries étudiées :

Dans les travaux scientifiques de la littérature de nombreuses bactéries sont
étudiées mais deux d’entre-elles focalisent une majorité des études
Escherichia coli et Staphylococus aureus. Ces deux bactéries sont présentées

dans ce paragraphe et elles ont été ensuite utilisées dans notre travalil.
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1.4.1.1. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif. Cest 'une des espéces
bactérienne les plus souvent rencontrées en pathologie humaine. C’est une
bactérie de « référence » pour la recherche. Typiqguement elle se présente sous

la forme de batbnnets de 2-4 um de longueur (Figure 1.1).

Figure 1.1 : Image MEB d’Escherichia coli [146].

De nombreuses infections peuvent se rencontrer, certaines localisées aux voies
digestives (cholécystites, appendicites) d’autres aux voies génitales et
respiratoires. Elle est responsable de 60 a 80 pour 100 des infections des voies
urinaires [147].

Certaines souches d’Escherichia coli présentent un pouvoir pathogéne comme
E. coli O157:H7 qui se retrouve dans les aliments non stériles tels que le lait
cru, les plats non cuisinés et dans la viande (steak haché). Les symptomes
couramment associés avec cette bactérie sont la diarrhée et la gastro entérite
[148].

Dans notre cas I'Escherichia coli servira de référence pour la famille des

bactéries a Gram négatif.
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1.4.1.2. Staphylococcus aureus :

S. aureus est une cocci a Gram positif. C'est une bactérie pyogéne et
toxinogene, responsable de nombreuses infections communautaires et
nosocomiales qui représente donc un probleme de santé publique important.
Elle provoque de nombreuses infections suppuratives dues a la multiplication
de la bactérie et des infections toxiniques liées a la diffusion de toxines
spécifiques [149]. Typiquement elle se présente sous forme de coques

sphériques de diameétre 1 um (Figure 1.2).

Figure 1.2 : Image MEB de Staphylococcus aureus [146]

S. aureus se trouve généralement dans les fosses nassales et sur la peau de
personnes en bonne santé. Si elle pénétre dans le corps, elle peut causer des
infections cutanées légeres, telles que des furoncles ou des anthrax, ou des
infections plus graves, comme des pneumonies ou des bactériémies [145].

S. aureus sera utilisé dans nos travaux comme bactérie de référence pour les

Gram positif.
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1.4.2. Les antibactériens :

Les antibactériens sont des substances naturelles ou de synthése capable
d’inhiber la croissance ou méme de détruire certains micro-organismes. llIs
peuvent étre bactéricides, c'est-a-dire tuant les bactéries, ou bactériostatiques,
empéchant leur développement. Les antibiotiques, par exemple, sont des

médicaments antibactériens [150].

1.4.3. Les champignons :

Les champignons sont des organismes uni ou pluricellulaires dépourvus de
chlorophylle. lls peuvent étre soit bénéfiques pour la transformation des
matiéres premieres dans I'industrie agroalimentaire, pharmaceutique ou encore
dans la production d’enzymes... ; soit nuisibles par altération des matieres
premieres et produits alimentaires, par la formation de métabolites toxiques, les
mycotoxines ou par la présence d’agents pathogénes entrainant mycoses et

allergies [151].

Champignons étudiés :

1.4.3.1. Candidas albicans :

Candidas albicans est I'éspéce de levure la plus importante et la plus connue
de genre candida. C’est un organisme vivant a I'état naturel sur la peau, dans la
bouche et les voies génitales de I'étre humain. Quelque fois la condidas
albicans est a l'origine de manifestations au niveau des muqueuses (couche de
cellules recouvrant les organes creux en contact avec l'air) et de la peau, plus
rarement entraine des septicémies (présence dans le sang) ou des lésions
viscéerales. Elle provoque des infections fongique (candidase ou candidose)
essentiellement au niveau des muqueuses digestive et gynécologique [152].

Candidas albicans sera utilisé comme champignon de référence pour I'étude de

I'activité antifongique.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ricide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9riostatique
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Figure 1.3 : Image MEB de Candidas albicans [153].

1.4.3.2. Asperqillus flavus :

Aspergillus flavus est une espéce de champignon ascomycéte. Cette
moisissure colonise les végétaux déja abimés par des blessures, des piglres
d’'insectes ou des attaques d’autres champignons. Mais ils sont aussi présents
sur la surface des graines. Dans les mauvaises conditions de stockage, ces
champignons peuvent évoluer et devenir des parasites. on la retrouve
également dans les régions tropicales sur les niébés (haricots du sénégal) et le

riz.

Aspergillus flavus est le principal producteur d'aflatoxines Bl (la plus
importante), B2, G1 et G2. L'aflatoxine B1 est actuellement considérée comme
le plus important agent carcinogene d'origine naturelle connu. D'autres
mycotoxines sont produites : acide aspergillique, acide kojique (trés toxique
pour les animaux), flavicine, flavicidine, granegilline, orizazine, acide
flavicidique (phytotoxique), acide [ propionique, substance trémorgénique.
Certaines souches peuvent également produire de l'acide cyclopiazonique. Il
existe des teneurs maximales reglementaires selon les produits [154].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Ni%C3%A9b%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Aflatoxines
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mycotoxines
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acide_aspergillique&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_kojique
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavicine&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavicidine&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Granegilline&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Orizazine&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acide_flavicidique&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acide_flavicidique&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acide_flavicidique&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acide_%CE%B2_propionique&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Substance_tr%C3%A9morg%C3%A9nique&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Acide_cyclopiazonique&action=edit&redlink=1
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Figure 1.4 : Image MEB d’ Aspergillus flavus [155].

1.4.4. Les antifongiques :

Les antifongiques sont des molécules bioactives utilisées contre les
champignons. Ces organismes forment un groupe phylogénétique homogéene
constitué de champignons macroscopiques et de champignons microscopiques
(mycétes) a savoir les levures et les moisissures qui peuvent étre saprophytes
ou parasites. Dans ce dernier cas, ils peuvent attaquer soit I'étre humain et on
parle de mycose, soit les plantes causant ainsi des maladies cryptogamiques.

Selon l'activité gu'il exerce, un antifongique peut avoir un effet fongistatique
(arréte la croissance des champignons) ou fongicide (détruit complétement la
cellule fongique).Comparé aux infections bactériennes, le traitement des

mycoses est souvent beaucoup plus difficile.
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CHAPITRE Il

RESULTATS ET DISCUSSIONS

2.1. Synthése de 2-oxoglutarate de dialkyle :

L’acide 2-oxoglutarique, comme tous les acides 2-oxocarboxyliques, se
décarboxylise sous I'action de la chaleur en présence d’un oxydant [156]
L’estérification des acides carboxyliques est une réaction équilibrée et limitée par
une réaction réversible appelée hydrolyse.

A I'équilibre les quatre constituants (I'acide, I'alcool, I'ester et I'eau) sont présents
dans des proportions qui ne varient plus au cours du temps, par suite de I'égalité
des vitesses de réaction dans les deux sens.

L’équilibre peut étre déplacé dans le sens favorable a la formation de I'ester en
utilisant un excés de I'un des deux réactifs par rapport a l'autre ou en éliminant
'un des produits de la réaction au fur et a mesure de sa formation, la méthode
habituelle pour rendre I'estérification compléte consiste précisément a éliminer
I'eau qui se forme par divers procédés.

D’aprés une procédure générale de synthése du 2-oxoglutarate de dialkyle qui
consiste a chauffer pendant plusieurs heures I'acide 2-oxoglutarique dans l'alcool
correspondant en présence d’acide sulfurique et finalement extraction avec
I'éther éthylique donne un rendement maximal de 50% seulement d’ester [157].
La variation des conditions opératoires (augmentation du temps de réaction, de
'excés d’alcool, de la quantité catalytique d’acide et une distillation ménagée)

n’améliora en aucun cas ce rendement.
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COOH C|)OOR
c=o0 ., C=o0
| H] |
(ITHZ C|:H2
COOH COOR
1 2: R:CH3
3:R=C,H;

Les valeurs pk, de I'acide 2- oxoglutarique ont été déterminées [158].

1 2 3 4 5
HOOC —C—CH,—CH,—COOH

ok =244 O pkaz = 4,90

En comparant l'acidité des deux groupements carboxyles il apparait une
différence considérable de réactivité a l'intérieur de I'acide 2-oxoglutarique.

La différence a la valeur pk, de I'acide glutamique (4,34) montre clairement I'effet
fort attracteur du groupement 2-oxo.

Il s’ensuit que l'acidité de l'acide 2-oxoglutarique est suffisante pour qu'il
s’autocatalyse dans une estérification.

Le probleme est cependant I'élimination de I'eau de la réaction car lors d’une
estérification avec le méthanol ou I'éthanol elle ne forme pas de mélange
azéotrope.

Une solution élégante pour éliminer I'eau de la réaction consiste a ajouter une
quantité équimolaire d’acétonediméthylacétal ou d’acétonediéthylacétal (2,2-
diméthoxypropane ou 2,2-diéthoxypropane). Celui-ci réagit exclusivement avec

I'eau pour donner l'alcool et 'acétone [159].
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COOH COOR C|300R
2 %ZO — (:::O T
Cl:Hz + ROH +2(H3C),C(OR), '_24HC3|_C|OOCRH3 Cl:HZ + C|IH2
CH, ’ CH, CH2
C|ZOOH CliOOR COGH
1 2:R=CH, 4:R=CHy
3:R=C,Hs 5:R=C,Hs

Schéma 2.1 : synthése de 2-oxoglutarate de dialkyle

La solution de 2-oxoglutarique dans le méthanol ou [I'éthanol repose a
température ambiante pendant 5 jours, au 6°™ jour seulement une quantité
correspondante équimolaire d’acétonediméthyl- ou d’acétonediéthylacétal est
ajoutée et I'on distille au 7°™ jour. On obtient le 2-oxoglutarate de dialkyle avec
un rendement de 80%.

Le fractionnement du mélange réactionnel dans le vide livre d’abord le 2-
oxoglutarate de dialkyle et apres élévation de la température encore une petite
quantité de 2-oxoglutarate de monoalkyle suit.

Ceci explique la différence de réactivité des deux groupements acides dans
'acide 2-oxoglutarique, l'attaque nucléophile est portée de préférence sur le
groupement carboxyle 1.

L’ester monométhylique 4 ou monoéthylique 5 peut étre transformé en ester
diméthyliqgue ou diéthylique par le procédé d’écrit ci-dessus, le rendement total
peut alors atteindre 95%.

Dans notre présent travail nous avons synthétisé I'ester diméthylique et
diéthylique de I'acide 2-oxoglutarique suivant ce procede.

Malheureusement nous n’avons pas pu reproduire les excellents rendements
précités. Car lors du fractionnement du produit estérifié brut une importante
partie s’est décomposée a cause du trés faible vide (310 mm de mercure) réalisé
par la pompe a vide du laboratoire.

Le spectre IR fait apparaitre les bandes d’absorption caractéristiques du
groupement carbonyle & 1723, 1737 et 1749 cm™ (C=0) pour le 2-oxoglutarate
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de diméthyle (figure 2.1) et 1730, 1737, 1745 cm™ (C=0) pour le 2- oxoglutarate
de diéthyle (figure 2.2).
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Figure 2.1 : Spectre IR de 2-oxoglutarate de diméthyle
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Figure 2.2 : Spectre IR de 2-oxoglutarate de diéthyle
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2.2. Synthese de 4-hydrazino-3-nitropyridine :

La 4-hydrazino-3-nitropyridine est accessible a partir de la 4-chloro-3-
nitropyridine par une réaction de substitution nucléophile. La pyridine est un
hétérocycle pauvre en électrons comparativement au benzene. Les substitutions
électrophiles exigent des conditions drastiques et ont lieu pratiguement et
exclusivement a la position 3. En revanche les substitutions nucléophiles sont
plus favorables et ont lieu aux positions 2 et 4. Dans la 4-chloro-3-nitropyridine
'atome de chlore est facilement substitué a froid par I'hydrazine en un

mécanisme en deux étapes (addition/élimination) (schéma 2.2).

0
[ Cl i N
Cl —/)( AN \H
\\_/.. + !
| + NHoNH, o f ] NH -NH [ -
Ne 2N 2 HCI N = 40
N N
NO, = NO, |
B - o}
6

Schéma 2.2 : Mécanisme réactionnel de la synthése de la 2-hydrazino-3-

nitropyridine

Cette substitution nucléophile est encore accrue par le groupement NO
attracteur d’électrons.

Par analogie au mode opératoire décrit dans la littérature [160], la 4-chloro-3-
nitropyridine est dissoute a froid dans le méthanol et a cette solution une quantité
en excés d’hydrazine dissoute dans le méthanol y est égouttée. Le précipité formé
est porté sous reflux pendant quelques instants pour achever la réaction. Nous
avons obtenu un produit de couleur rouge avec un rendement de 86% Le spectre
IR (figure 2.3) montre la présence de deux modes vibrationnels d’élongation des
liens NH & 3438 cm™ et du groupement NH, & 3375 cm™. A 1621 cm™ apparait la

bande d’absorption caractéristique du groupement NO».
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Figure 2.3 : Spectre IR de 4-hydrazino-3-nitropyridine

2.3. Synthese de (E)- et (2)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarate de dialkyle :

La synthese de (3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarate de dialkyle se déroule
d’aprés la réaction bien connue de condensation du groupement carbonyle

d’aprés un mécanisme en deux étapes (addition/élimination) (schéma 2.3)
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Schéma 2.3 : Synthese de (E)- et (Z)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de
dialkyle

Dans une premiere étape un produit d’addition se forme mais celui-ci instable
évolue vers les hydrazones indiqués. Les (3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarates
de dialkyle, a travers la formation de la double liaison C=N, peuvent exister sous
deux diastéréoisomeres de configurations (E) et (Z). A température ambiante
dans l'alcool correspondant se forment exclusivement les isomeres (E). En
traitant ces derniers a chaud dans I'acide acétique, ils se transforment facilement
en isomeéres (Z) thermodynamiquement plus stables. Les isoméres (Z) ne se
transforment plus a la forme (E). Tous les essais (chauffage dans [l'alcool
correspondant pendant plusieurs heures, catalyse basique ...), sont restés sans
succes.

Ces hydrazones (E) et (2) se différencient nettement par leurs points de fusion et
par la position caractéristique de leurs signaux du proton NH dans le spectre *H-
RMN. Celui-ci apparait entre 11,036 et 11,042 ppm pour les isoméres (E). Par

contre le signal NH pour les isoméres (Z) apparait entre 13,705 et 13,685 ppm
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(figures 4, 5, 6 et 7). Ceci est di a la formation de la deuxiéme liaison hydrogene

entre 'atome d’oxygéne du groupement carbonyle 1 et le proton NH.

Tous les spectres *H-RMN, pris dans le DMSO-dg, montrent les signaux pour les

groupements méthoxy entre 3,60 et 3,80 ppm (deux singulets), pour les

groupements éthoxy ceux-ci se trouvent entre 2,67 et 2,86 ppm (deux triplets)

ainsi qu’entre 4,03 et 4,30 ppm (deux quadruplets). Les groupements méthylenes

apparaissent entre 1,13 et 2,91 ppm (deux singulets). Tous les protons

aromatiques sont résolus (un singulet et deux doublets) et sont situés entre 7,65

et 9,17 ppm dans leur domaine d’apparition.

OCH3 OCH3

i

?OOCH3
,40\
I\II CH,CH,COOCH;
N
R
T
= ::.50
~ N
'
0]
CH (arom) CH (arom) @ZH (arom)
NH \ / N/
-
a r oy ‘
4 | t
a |
‘ |
™ ,l t J
‘ \
____—._/“AL_ i it _.,‘L__ J\
T LR T e ) w | T | B T —
13 12 11 10 9 8 7
7.‘23‘ 8.08
3.12 7.90

CH2 CH2
[ (
\ s
yeqar
STERYS
@« | ~
g
//
I
1|
11 |
1|
il |
15, ] | ]
o 7 L L TR PR T T T

5 a 3 2 1 ppm
22.93
21.87 31.99

Figure 2.4 : Spectre *H-RMN de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de

diméthyle
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Dans les spectres °C-RMN, pris dans le DMSO-ds, apparaissent 12

respectivement 14 pics dans leur domaine d’apparition (figures 8, 9, 10 et 11).
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Figure 2.9 : Spectre **C-RMN de (2)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de

diméthyle
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Figure 2.11 : spectre **C-RMN de (Z)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de

diéthyle

Les spectres de masse (figures 12, 13, 14 et 15) montrent les pics des ions

moléculaires correspondant aux masses moléculaires des composeés.
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Figure 2.12 : Spectre de masse de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de
diméthyle
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Figure 2.14 : Spectre de masse de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarate de

diéthyle
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Figure 2.15 : Spectre de masse de (2)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de
diéthyle

Les spectres IR des hydrazones méthyligues montrent une absorption du
groupement carbonyle a 1721 et 1719 cm™ respectivement. A 1606 et 1600 cm™
respectivement apparaissent les bandes d’absorptions caractéristiques du
groupement NO,. A 3254 et 3285 cm™ respectivement apparaissent deux

modes vibrationnels d’élongation des liens NH (figures 2.16 et 2.17).
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diméthyle
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Les spectres IR des hydrazones éthyliques montrent une absorption du

groupement carbonyle & 1735 et 1722 cm™ respectivement. A 1609 et 1612 cm™

respectivement

apparaissent les bandes d’absorptions caractéristiques du

groupement NO,. A 3173 et 3229 cm™ respectivement apparaissent deux modes
vibrationnels d’élongation des liens NH (figures 2.18 et 2.19).
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Figure 2.18 : Spectre IR de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de diéthyle
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Figure 2.19 : Spectre IR de (Z)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de diéthyle
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2. 4. Réduction de (E)-(3-nitro-4-pyridy)hydrazonoglutarate de dialkyle :

En principe deux possibilités de cyclisation réductive pourraient avoir lieu par
hydrogénation catalytique de (E)-(3-nitro-2-pyridyl)hydrazones 7et 8.

Apreés réduction du groupement nitro au groupement amino, une addition
nucléophile sur 'atome de carbone de la liaison azométhine N=C devrait mener
au dérivé pyrido[3,4-e][1,2,4]triazine A (schéma 2.4).

COOR ?OOR
|
C r>Co
N CH,CH,COOR 'T'/ CH,CH,COOR
|
NH
SN 3 H,/Pd - C | XX
| | - 2 H,0 N
0
(E)7.8
H
| !
N H
~n N —
i X N X >N
COOR -—
N _~ N)< N A+ COOR
| CH;CH,COOR \ CH,CH,COOR
H H H
A

Schéma 2.4 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive

éventuellemenant au dérivé A

De méme la réduction du groupement nitro, attracteur d’électrons, au
groupement amino, donneur d’électrons, le noyau pyridinique s’enrichit en
densité électronique. De ce fait le doublet libre sur 'atome d’azote NH sera plus
disponible et il s’ensuivrait une attaque nucléophile sur I'atome de carbone 5
avec élimination d’alcool meénerait a une premiére cyclisation au dérivé
pyridazine. Ensuite une attaque nucléophile du groupement amino sur le
groupement carbonyle se trouvant en position favorable de I'hétérocycle formé,
meénerait, avec  élimination  d’eau, au dérivé  3,4-dihydropyrido

[3',4":4,5]imidazo[1,2-b]pyridazine-2-carboxylate d’éthyle B (schéma 2.5)
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Schéma 2.5 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle

menant au composé B

A cet effet les (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarates de dialkyle 7 et 8 sont

suspendus dans l'alcool correspondant et aprés ajout de Pd/C comme catalyseur

sont hydrogénés a température ambiante et a pression atmosphérique jusqu’a la

fin d’absorption d’hydrogéne. Aprés filtration du catalyseur et distillation du

solvant dans I'évaporateur rotatif les produits huileux restants dans le ballon se

cristallisent aprés refroidissement.

La caractérisation a montré que la réduction de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono

glutarate de diméthyle mena seulement au (E)-(3-amino-4-pyridyl)hydrazono

glutarate de diméthyle 9 (schéma 2.6).
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Schéma 2.6 : Synthese de (E)-(3-amino-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de
diméthyle

La structure du composé (E)-9 a été confirmée par les méthodes
spectroscopiques. Ainsi le spectre IR (figure 2.20) montre les bandes
d’absorption caractéristique du groupement carbonyle pour les deux
groupements ester & 1730 et 1619 cm™ et le mode vibrationnel d’élongation du
lien NH, & 3166 et 3129cm™,
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Figure 2.20 : Spectre IR de (E)-(3-amino-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de
diméthyle
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Dans le spectre *H-RMN pris dans le DMSO-ds, (figure 2.21), le signal du proton
NH apparait a 10,80 ppm. Les protons aromatiques apparaissent entre 7,53 et
7,96 ppm. Les protons du groupement NH, sont situés a 6,61 ppm Les triplets du
groupement méthylene CH, apparaissent a 2,62 et 3,06 ppm. Les deux singulets

des groupements méthoxy OCH3 apparaissent a 3,57 et 3,77 ppm.
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Figure 2.21 : Spectre *H RMN de (E)-(3-amino-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de
diméthyle

Le spectre *C-RMN, pris dans le DMSO-ds (figure 2.22) montre en tout 12

signaux situés dans leur domaine d’apparition.
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Figure 2.22 : Spectre *C-RMN de (E)-(3-amino-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de
diméthyle

Le spectre de masse (figure 2.23) montre le pic de lion moléculaire

correspondant a la masse moléculaire du compose.
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Figure 2.23 : Spectre de masse de (E)-(3-amino-4-pyridyl)hydrazono glutarate de
diméthyle
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Nous avons essayé de cycliser ce (E)-(3-amino-4-pyridyl)hydrazono glutarate de

diméthyle (E)-9 soit au dérivé pyrido[3,4-e][1,2,4]triazine A.

?OOCH3
/C\
'TI/ CH,CH,COOCH;, ||4
N SN
| —H— N| P )<COOCH3
N
Z\H N
2 |  CH,CH,COOCH,
H

(B9 A

Soit au dérivé 3,4-dihydropyrido[3',4":4,5]imidazo[1,2-b]pyridazine-2-carboxylate

de méthyle B
(|ZOOCH3

/C\
ITI/ CH,CH,COOCHj,
NH

[ AR

N~ N =
NH,

(E)-9 B

Les hétérocycles ciblés qui ne sont pas encore jusque la décrits dans la
littérature.
Le chauffage dans I'alcool correspondant et dans différents solvants sans et avec

catalyse acide et basique n’ont donné aucun résultat.

2.5. Réduction de (2)-(3-nitro-4-pyridyhydrazonoglutarate de dialkyle :

Concernant lisomeére (Z)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazone, deux possibilités de
cyclisation réductive sont aussi envisageables par hydrogénation catalytiqgue

Apres réduction du groupement nitro au groupement amino, une addition
nucléophile sur 'atome de carbone de la liaison azométhine N=C devrait mener

a un dériveé pyrido[3,2-e][1,2,4]triazine C (schéma 2.9).
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Schéma 2.9 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle

menant au composé C

De méme la réduction du groupement nitro au groupement amino, une attaque

nucléophile de ce dernier sur le groupement carbonyle se trouvant en position

favorable pourrait mener, avec élimination d’éthanol, a un dérivé 3-(4-oxo-4,5-

dihydro-1H-pyrido[4,3-c][1,2,5]triazepin-3-yl)propanoate d’éthyle D (schéma

2.10).
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Schéma 2.10 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle

menant au composé D

L’hydrogénation catalytique des isomeéres (Z)-7,8 opérée dans les mémes
conditions que celles des isomeéres (E)-7,8 a donné des produits huileux qui,
aprés plusieurs tentatives (extraction avec I'éther de pétrole, chauffage dans

différents solvants) n’ont donné aucun produit solide.

2.5.1. Cyclisation de (Z2)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de diméthyle 7

Le chauffage sous reflux de lisomére (Z)-7 dans l'acide acétique pendant 4
heures a donné un produit pur dont la caractérisation a montré qu'’il se serait
cyclisé en 3-(4-hydroxy-5-oxido-1H-pyrido[4,3-c][1,2,5]triazepin-3-yl)propanoate
de méthyle
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Ainsi dans le spectre IR (figure 2.24) & 1713,73 cm™ apparait une forte
absorption caractéristique attribuable au groupement carbonyle. A 3445,21 cm™

apparait une absorption du groupement OH
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Figure 2.24 : Spectre IR de 3-(4-hydroxy-5-oxido-1H-pyrido[4,3-c][1,2,5]triazepin-
3-yl)propanoate de méthyle

Le spectre *H-RMN (DMSO-ds) (figure 2.25) montre & 3,59 ppm un singulet
qgu’on peut attribuer aux protons du groupement méthoxy. A 2,64 et 2,84 ppm
apparaissent deux triplets des protons du groupement CH,CH,. A 7,64; 8,51 et
9,13 ppm apparaissent les trois protons aromatiques (deux doublets et un
singulet) qui sont sans aucun doute ceux du cycle pyridinique. A 13,98 ppm
apparait un pic typique au proton du groupement OH. Le signal du groupement

NH n’apparait pas.
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Figure 2.25 : Spectre *H RMN de 3-(4-hydroxy-5-oxido-1H-pyrido[4,3-
c][1,2,5]triazepin-3-yl)propanoate de méthyle
Dans le spectre *C-RMN pris dans le DMSO-ds (figure 2.26) apparaissent
distinctement 11 pics dans le domaine d’apparition des atomes de carbone

constituant le composé proposeé.
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Figure 2.26 : Spectre *C-RMN de 3-(4-hydroxy-5-oxido-1H-pyrido[4,3-
c][1,2,5]triazepin-3-yl)propanoate de méthyle
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Mais cette caractérisation est insuffisante pour pouvoir se prononcer
définitivement sur cette structure. Un spectre de masse et une analyse
élémentaire sont donc indispensables pour établir sans équivoque la structure de

ce compose.

2.6. Résultats et discussions de l'activité antimicrobienne :

On a testé l'effet antimicrobien de 6 produits synthétisés, sur I'Escherichia coli
(Bacille Gram-négatif), Staphylococcus aureus (Coccie Gram-positif), Candida
albicans (levure) et Aspergillus flavus (moisissure), le solvant DMSO a été testé
comme témoin.

Les disques contenant les différentes solutions ont été placés directement a la
surface de la gélose. Les durées et les températures d’incubation ont été de 24
heures et 37 "C pour les souches bactériennes et de 48 heures et 30 °C pour les
souches fongiques. Les activités antibactériennes et antifongiques ont ensuite
été évaluées par la mesure du diameétre des zones d’inhibition.

On a utilisé la méthode de contact direct pour le calcul de la concentration

minimale d’inhibition CMI.

N° Nom du produit

1 (E)-(3-nitro-4-pyridyl) hydrazonoglutarate de diméthyle (E)-7
2 (2)-(3-nitro-4-pyridyl) hydrazonoglutarate de diméthyle 2)-7
3 (E)-(3-nitro-4-pyridyl) hydrazonoglutarate de diéthyle (E)-8
4 (2)-(3-nitro-4-pyridyl) hydrazonoglutarate de diéthyle (2)-8
5 (E)-(3-amino-4-pyridyl) hydrazonoglutarate de diméthyle (E)-9
5 3-(4-hydroxy-5-oxido-1H-pyrido[4,3-c][1,2,5]triazepin-3- -

yhpropanoate de méthyle
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2.6.1. Evaluation de I'activité antibactérienne :

Aprés l'incubation de 24h, on peut remarquer I'apparition des diamétres du halo
d’inhibition entourant les disques pour les souches bactériennes, qu’'on a les

mesuré en millimetres pour obtenir les résultats suivants :

Tableau 2.1 : valeurs des diameétres d’inhibition (en mm) de différents produits

synthétisés sur la croissance d’Escherichia coli et Staphylococcus aureus

Activité sur Escherichia coli a la concentration 10 mg/mL

produits solvant 1 2 3 4 5 6
Zone

d’inhibition - 8 10 10 10 16 17
(mm)

Activité sur Staphylococcus aureus ala concentration 10 mg/mL

produits solvant 1 2 3 4 5 6
Zone

d'inhibition - 16 17 17 16 17 19
(mm)

— : pas de zone d’inhibition observée au tour du disque

Les figures 2.27 et 2.28 visualisent les différentes zones d’inhibitions obtenues

avec Candidas albicans et Staphylococcus aureus
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Figure 2.27 : photographies montrant des zones d’inhibition des différents
produits synthétisés sur Escherichia coli
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Figure 2.28 : photographies montrant des zones d’inhibition des différents
produits synthétisés sur Staphylococcus aureus
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Les résultats relatifs a I'activité antibactérienne de divers produits sont consignés
dans le tableau 1. Les produits synthétisés se sont averés trés actifs contre les
deux espéces bactériennes testés, avec des zones d’inhibition comprises entre 8
mm et 19 mm a la concentration de 10 mg/mL. La zone d’inhibition la plus
grande a été observée chez Staphylococcus aureus (19 mm).

La souche Gram-négatif Escherichia coli s’est montré trés résistante aux
produits 1, 2, 3, 4 que la souche Gram-positif Staphylococcus aureus

Les produits 5 et 6 ont montré presque le méme effet sur Escherichia coli et
Staphylococcus aureus, avec des zones d’inhibition qui oscillent entre 16 mm et

19 mm.

2.6.2. Evaluation de I'activité antifongique :

La méthode des disques a été utilisée pour confirmer les différences d’activités
antifongiques observées entre les produits synthétisés. Des concentrations de 10
mg/mL ont été utilisées au cours de ce test. Les résultats obtenus aprés 48 h

d’'incubation sont regroupés dans le Tableau 2.

Tableau 2.2 : valeurs des diamétres d’inhibition (en mm) de différents produits

synthétisés sur la croissance de Candida albicans et Aspergilus flavus

Activité sur Candidas albicans a la concentration 10 mg/mL

produits solvant 1 2 3 4 5 6
Zone

d’inhibition — 10 14 14 20 14 26
(mm)

Activité sur Aspergillus flavus a la concentration 10 mg/mL

produits solvant 1 2 3 4 5 6

Zone
d’inhibition _ _ _ _ _ _ _

(mm)

— : pas de zone d’inhibition observée au tour du disque
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La figure 2.29 visualise les différentes zones d’inhibitions obtenues avec

Candidas albicans.

1
4 2
3
6
5
Solvant

Figure 2.29 : photographies montrant des zones d’inhibition des différents
produits synthétisés sur Candidas albicans
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Tous les produits ont montré une activité contre la Candidas albicans pour une
concentration de 10 mg/mL comme il est indiqué dans le tableau 2. Toutefois
aucun effet n’a été décelé contre I'Aspergillus flavus pour la méme concentration.
Le pouvoir inhibiteur des produits synthétisés a affecté la souche Candidas
albicans avec des zones d’inhibition de 10 mm a 26 mm.

L’activité antifongique la plus forte a été obtenue avec le produit 6 qui a présenté

une zone d’inhibition de 26 mm.

2.6.3. Etude de I'effet antimicrobien par la méthode de contact direct :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de chaque produit a été déterminée

pour les souches microbiennes par la méthode de contact direct.

Seuls les microorganismes dont les diamétres d’inhibition sont importants sont

considérés dans cette étude.

Les solutions méres de concentration 10mg/mL sont diluées dans un mélange
DMSO/Eau a 50% afin d’obtenir les dilutions : 1/2, 1/5, 1/10, 1/15, 1/20, 1/25,
1/50, 1/75, 1/100.

La CMI est calculée en ensemencant une série des tubes a essai contenant un
bouillon de culture avec des différentes souches et des concentrations
croissantes de la substance.

Nos résultats sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 2.3 : pouvoir anti microbien de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate

de diméthyle selon la méthode de contact direct

Dilutions

T | SM 1/2 1/5 | 1/10 | 1/15 | 1/20 | 1/25 | 1/50 | 1/75 | 1/100
Souches

Concentrations de

produit 1 dans le milieu | 0 | 10 5 2 1 | 066 | 05 | 04 | 06 | 013 | 0.1
(mg/mL)
Escherichia coli i _ _ + i i n n o o o
Staphylococcus aureus | 4+ _ _ _ _ _ + " n - -
Candidas Albicans i _ _ + i i n — o o o
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Tableau 2.4 : pouvoir anti microbien de (Z)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate

de diméthyle selon la méthode de contact direct

Dilutions

T | sSM | 12 1/5 | 1/10 | 1/15 | 1/20 | 1/25 | 1/50 | 1/75 | 1/100
Souches

Concentrations de

produit 2dans lemilieu | o | 10 | s 2 1 |o066| 05 | 04 | 06 |013]| 01
(mg/mL)
Escherichia coli " _ _ + i i n — o o o
Staphylococcus aureus | _ _ _ _ _ 5 + ++ ++ ++
Candidas Albicans " _ _ + " " + + " — —

Tableau 2.5 : pouvoir anti microbien de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate
de diéthyle selon la méthode de contact direct

Dilutions

T | SM | 12 1/5 | 1/10 | 1/15 | 1/20 | 1/25 | 1/50 | 1/75 | 1/100
Souches

Concentrations de

produit 3danslemilieu | o | 10 | s 2 1 |066| 05 | 04 | 06 |013]| 01
(mg/mL)
Escherichia coli " _ + + + i — — ++ ++ ++
Staphylococcus aureus | _ _ _ _ _ n n n o ++
Candidas Albicans n _ _ + ¥ ¥ n — o o o

Tableau 2.6 : pouvoir anti microbien de (Z)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate

de diéthyle selon la méthode de contact direct

Dilutions

T | SM 1/2 1/5 | 1/10 | 1/15 | 1/20 | 1/25 | 1/50 | 1/75 | 1/100
Souches

Concentrations de

produit 4dansle milieu | o | 19 | 5 2 1 |o066| 05 | 04 | 06 | 013 | 01
(mg/mL)
Escherichia coli + _ _ + + i — — o o o

Staphylococcus aureus |

Candidas Albicans "




Tableau 2.7 : pouvoir anti

glutarate de diméthyle selon la méthode de contact direct
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microbien de (E)-(3-amino-4-pyridyl)hydrazono

Dilutions
SM | 1/2 | 1/5 | 1/10 | 1/15 | 1/20 | 1/25 | 1/50 | 1/75 | 1/100
Souches
Concentrations de
produit 5 dans le milieu 10 | s 2 1 |oe6| 05 | 04 | 06 |013] 01
(mg/mL)
Escherichia coli _ _ _ + + n n n o o
Staphylococcus aureus _ _ _ _ _ 5 + + ++ ++
Candidas Albicans _ _ _ _ _ n + " — —

Tableau 2.8 : pouvoir anti microbien de 3-(4-hydroxy-5-oxido-1H-pyrido[4,3-

c][1,2,5]triazepin-3-yl)propanoate de méthyle selon la méthode de contact direct

Dilutions

Souches

SM 1/2 1/5 1/10 | 1/15

1/20

1/25

1/50

1/75

1/100

Concentrations de
produit 6 dans le milieu
(mg/mL)

10 5 2 1 0.66

0.5

0.4

0.6

0.13

0.1

Escherichia coli

++

++

Staphylococcus aureus

I+

++

++

Candidas Albicans

I+

++

Tableau 2.9: concentrations minimales inhibitrices des différents produits

synthétisés
CMI (mg/ml)
Souches bactériennes Souches fongiques
produits Escherichia coli Staphylococcus aureus Candidas albicans
01 2 0,5 2
02 2 0,5 2
03 5 0,5 2
04 2 0,5 2
05 0,66 0,5 0,5
06 0,66 0,5 0,4
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Iy a une absence de la croissance de toutes les souches au niveau de la
solution mere et la dilution de 1/2. La souche Escherichia coli et la plus résistante
avec une CMI comprise entre 0,66 et 5 mg/mL. La souche Staphylococcus
aureus a une CMI stable de 0,5 mg/mL.

La souche fongique Candidas albicans a des CMI plus faibles qui sont comprises

entre 0,4 et 2 mg/mL.

Le pouvoir inhibiteur des produits synthétisés a affecté les souches bactériennes
et la souche fongique Candidas albicans avec des zones d’inhibition de 8 mm a
26 mm pour une concentration de 10 mg/mL, alors qu’a cette méme

concentration aucune croissance d’Aspergillus flavus n’a été décelée.

Le pouvoir antimicrobien des produits testés est proportionnel a leur
concentration. Le phénoméne de dilution pourrait affecter sensiblement leur
efficacité dans certains cas. Aussi 'activité de ces produits varie en fonction de

leurs concentrations et de la nature des souches testées.



84

CHAPITRE IlI

PARTIE EXPERIMENTALE

Indications générales pour les protocoles de synthése

Réactifs et solvants :

Tous les réactifs sont utilisés directement sur leur forme commerciale, sans
purifications supplémentaires.
Pour certaines réactions la distillation des solvants a été nécessaire. Le

méthanol et I'éthanol absolu sont distillés sur le magnésium.

Appareillage et outils d’analyse :

Les points de fusion Pf (°c) sont déterminés a 'aide d’un appareil a plaque
chauffante de FICHER-JONES (a lamelles).

Les spectres infrarouges (IR) sont enregistrés sur un spectrometre a
transformée de Fourier. PARAGON 1000pc.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire(RMN) sont enregistrés
sur un spectrométre de la marque BRUKER.AVANCE 300 et 400 MHz de
I'université de Leipzig en Allemagne.

Les déplacements chimigues (8) sont exprimés en ppm par rapport aux
signaux résiduels du diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-de)

La multiplicité des signaux est représentée de la maniére suivante : singulet
(s), singulet large (s, I), doublet (d), doublet dédoublé (dd), triplet (t), triplet
dédoublé (dt), quadruplet (q) et multiplet (m). Les constantes de couplages
(J) sont exprimées en Hertz (Hz).

Les spectrometres de masse sont enregistrés sur un spectrometre Varian
MATCH-G, VG 12-250 de la firme Masslab.

La chromatographie sur couche mince a été utilisée comme critéere de
pureté des composés synthétisés au moyen de plaques d’aluminium de la
firme MERCK.
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3.1. Préparation du 2-oxoglutarate de diméthyle :

HSCOOC—ﬁ—CHZ—CHZ—COOCH3
0

Dans un ballon on dissout 50 g (0,3 mole) d’acide 2-oxoglutarique dans 300 mL
de méthanol absolu, on ferme le ballon sous protection de I'humidité et on
laisse reposer a température ambiante pendant 5 jours, tout en agitant
occasionnellement. Le 6°™ jour, on ajoute 71,23 g (1 mole)
d’acétonediméthylacétal (2,2-diméthoxypropane) et on laisse reposer encore un
jour. Ensuite on distille 'excés de méthanol et I'acétone formé sous vide dans

un évaporateur rotatif. Ensuite on fractionne sous vide le produit huileux restant.

C7Hi100Os

Produit huileux incolore

M= 174,1 g/mole

Rendement = 80%

tebsip = 180-185 °C

np'® = 1,4420

IR (film) = 1723, 1737, 1749 cm™ (C=0)

3.2. Préparation du 2-oxoglutarate de diéthyle :

H3CH2COOC—ﬁ—CH2—CH2—COOCH2CH3
o}

Dans un ballon on dissout 50 g (0,3 mole) d’acide 2-oxoglutarique dans 300 ml
d’éthanol absolu, on ferme le ballon sous protection de I'’humidité et on laisse
reposer a température ambiante pendant 5 jours, tout en agitant



86

occasionnellement. Ensuite on distille I'excés d’éthanol sous vide dans un

évaporateur rotatif et on fractionne sous vide le produit huileux restant.

Co H14 Os

Produit huileux incolore

M= 202 g/mole

Rendement = 60%

Tebzgo = 130-135 °C

np™® = 1,4360

IR (film) = 1730; 1737,7; 1745,5 cm™ (C=0)

3.3. Préparation de 4-hydrazino-3-nitropyridine :

NHNH.,
| X

N
NO,

Dans un ballon bicol on dissout 5g (0,032 mole) de 4-chloro-3-nitropyridine
dans 30 mL de méthanol. On égoutte sous agitation 5 mL d’hydrazine
monohydrate dissous dans 20 mL de méthanol. Le mélange est porté sous
reflux pendant 30 min pour achever la réaction. On verse la solution dans un
cristallisoir. Apres refroidissement a température ambiante on filtre sous vide le

précipité formé et on le recristallise dans le méthanol.

CsHsN4O:

Aspect : Cristaux rouges

M = 154 g/mole

Rendement : 4,2 g (86,59%)

P; = 200-202 °C

IR (KBr) : 3438,64 cm™ (NH) ; 3345,34 cm™ (NH,) ; 1621,95 cm™ (NO,).
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3.4. Préparation de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de diméthyle

CO,CH,

NZ~ CH,CH,CO,CH,4

NH

NO,

Dans un ballon bicol on dissout 2g (0,019 mole) de 4-hydrazino-3-nitropyridine
dans 30 mL de méthanol. On égoutte sous agitation 2,26g (0.015 mole) de 2-
oxoglutarate de diméthyle dissous dans 20 mL de méthanol. Le mélange est
porté sous reflux pendant 30 min. Ensuite on verse la solution dans un
cristallisoir. Aprés refroidissement a température ambiante on filtre sous vide le

précipité formé et on le recristallise dans le méthanol.

C12H14N4Os

Aspect : Cristaux jaunes
M = 310 g/mole
Rendement : 52,23%

P: = 124-126 °C

IR (KBr) : 1721.30 cm™ (CO); 1531.58 cm™ (NO,); 3250.11 cm™ (NH)

'H-RMN (DMSOd-) : 2,72 ppm (t, 2H,CH,); 2,85 ppm (t, 2H, CH,); 3,60 ppm (s,
3H, OCHy); 3,80 ppm (s, 3H, OCHj3); 7,66 ppm (d, H, CHarom), 8,56 ppm (d, H,
CHarom); 9,16 ppm (s, H, CHgom); 11,036 ppm (s, H, NH)

13C-RMN (DMSOd-g): 21,28 ppm (CH>): 29,23 ppm (CH,); 51,77 et 52.50 ppm
(OCHs); 109,56, 130,06, 144,41, 144,65 et 154,88 ppm (Caom); 147,06 ppm
(CN); 163,82 et 172,50 ppm (C=0).

SM : m/z (% intensité relative): 310 [M]
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3.5. Préparation de (Z2)-(3-nitro-4-pyridyhydrazonoglutarate de diméthyle

CH,CH,CO,CH,

Dans un ballon bicol on dissout 1g (0,0032 mole) de (E)- (3-nitro-4-
pyridyl)hydrazono glutarate de diméthyle dans 30 mL d’acide acétique. La
solution est portée sous reflux pendant 1 heure. Ensuite on chasse le solvant
dans un évaporateur rotatif. Le précipité formé est recristallisé dans le

méthanol.

C12H14N4O¢

Aspect : Cristaux jaunes
M = 310 g/mole
Rendement : 52,23%
Pf=109-110 °C

IR (KBr) : 1701,27 et 1735,99 cm™ (CO); 1609,28 cm™ (NO,); 3173,03 cm™
(NH)

'H-RMN (DMSOd-¢) : 2,66 ppm (t, 2H,CH,); 2,86 ppm (t, 2H, CH,); 3,61 ppm (s,
3H1 OCH3)1 3’87 ppm (3H1 OCH3)1 7’67 ppm (dl H1 CHarom)' 8155 ppm (dl H;
CHarom); 9,17 ppm (s, H, CHarom); 13,70 ppm (s, H, NH)

13C-RMN (DMSOd-g): 28,02 ppm (CH>): 29,64 ppm (CH.); 51,34 et 52,82 ppm
(OCHs); 108,66, 129,22, 137,99, 144,88 et 153,88 ppm (Caom); 147,82 ppm
(CN); 161,90 et 172,71 ppm (C=0).

SM : m/z (% intensité relative): 310 [M]
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3.6. Préparation de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazonoglutarate de diéthyle

CO,C,Hg

l\ll/ CH,CH,CO ,C,Hs
NH

| X

N _—
NO,

Dans un ballon bicol on dissout 2g (0.0128 mole) de 4- hydrazine-3-
nitropyridine dans 30 mL d’éthanol. On égoutte sous agitation 2,62 g
(0,0128mole) de 2-oxoglutarate de diéthyle dissous dans 20 mL d’éthanol. Le
mélange est porté sous reflux pendant 30 min. Ensuite on verse la solution
dans un cristallisoir. Apres refroidissement a température ambiante on filtre

sous vide le précipité formé et on le recristallise dans I'éthanol.

C14H18N4Os

Aspect : Cristaux jaunes
M = 388 g/mole
Rendement : 82,3%

P: =96-98 °C

IR (KBr) : 1719,23 et 1707,66 cm™ (CO); 1600,63 cm™ (NO,); 3285,14 cm™
(NH)

'H-RMN (DMSOd-) : 1,13 ppm (t, 3H,CHs); 1,18 ppm (t, 3H, CH3); 2,71 ppm (t,
2H, CHy); 2,73 ppm (t, 2H, CHy); 4,02 ppm (q, 2H, CH>), 4,22 ppm (q, 2H, CHy);
7,65 ppm (d, H, CHaom); 8,56 ppm (d, H, CHaom ); 9,16 ppm (s, H, CHaom ),
11,04 ppm (s, H, NH).

13C-RMN (DMSOd-¢): 13,94 et 14,00 ppm (OCHs); 21,27, 29,41, 60,47 et 61,29
ppm (CH,); 109,53; 130,08; 144,69 et 147,63 ppm (Caom); 154,05 ppm (CN);
163,31 et 171,99 ppm (C=0).

SM : m/z (% intensité relative): 338 [M]
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3.7. Préparation de (Z)-(3-nitro-4-pyridyhydrazonoglutarate de diéthyle :

CH,CH,CO,C,Hg

Dans un ballon bicol on dissout 1g (0,0023 mole) de (E)- (3-nitro-4-
pyridyl)hydrazono glutarate de diéthyle dans 30 mL d’acide acétique. La
solution est portée sous reflux pendant 1 heure. Ensuite on chasse le solvant

dans un évaporateur rotatif. Le précipité formé est recristallisé dans I'éthanol.

C14H18N4O¢

Aspect : Cristaux jaunes
M = 388 g/mole
Rendement : 40,25%
P;=70-72 °C

IR: 1722,12 et 1694,16 cm™ (CO); 1612,2 cm™ (NO,); 3229,22 cm™ (NH)

'H-RMN (DMSOd-¢) : 1,16 ppm (t, 3H,CHs); 1,21 ppm (t, 3H, CH3); 2,67 ppm (t,
2H, CHy); 2,86 ppm (t, 2H, CHy); 4,06 ppm (q, 2H, CH>), 4,33 ppm (q, 2H, CHy);
7,68 ppm (d, H, CHawom); 8,53 ppm (d, H, CHarom ); 9,16 ppm (S, H, CHarom ),
13,68 ppm (s, H, NH).

13C-RMN (DMSOd-g): 13,77 et 14,12 ppm (OCHs); 28,00; 29,79; 59,93; 62,00
ppm (CH,); 108,72; 129,17; 138,16; 144,85; 147,18 ppm (Caom); 153,77 ppm
(CN); 161,42et 172,20 ppm (C=0).

SM : m/z (% intensité relative): 338 [M]
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3.8. Préparation de (E)-(3-amino-4-pyridy)hydrazonoglutarate de diméthyle

CO,CH,

ITI/ CH,CH,CO,CH4
NH

| N

N =~
NH,

0,79 (0,003 mole) de (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarate de diméthyle est
suspendu dans le méthanol et apres ajout de 0,01 g environ de Pd/C comme
catalyseur est hydrogéné sous agitation a température ambiante et a pression
atmosphérique jusqu’a la fin d’absorption d’hydrogéne. Aprés filtration du
catalyseur et évaporation du solvant sous vide dans un évaporateur rotatif, le
produit huileux restant dans le ballon se cristallise aprés quelques instants. Ce

dernier est recristallisé dans un peu de méthanol.

C12H16N4O4

Aspect : Cristaux marron
M = 280 g/mole
Rendement : 35,7%
Pf=189-190 °C

IR (KBr) : 1730,55 et 1619,04 cm™ (CO); 3294,49 cm™ (NH), 3166,55 cm™
(NHy)

'H-RMN (DMSOd-) : 2,60 ppm (t, 2H,CH>); 3,06 ppm (t, 2H, CH,); 3,32 ppm (s,
3H, CHj3); 3,77 ppm (s, 3H, CH3); 6,61 ppm (s large, 2H, NH>); 7;53 ppm (d, 2H,
CHarom), 7,94 ppm (d, H, CHarom); 10,60 ppm (s, H, NH)

13C-RMN (DMSOd-¢): 21,50 et 29,58 ppm (CH>); 51,55 et 52,45 ppm (OCHs);
69,78 (CN); 108,81; 124,86; 130,06; 133,93 et 142,00 ppm (Caom); 164,72 ppm
et 172,3 ppm (C=0).

SM : m/z (% intensité relative): 280 [M]
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3.9. Préparation de 3-(4-hydroxy-5-oxido-1H-pyrido[4,3-c][1,2,5]triazepin-3-yl)

propanoate de méthyle

H
N
| \ CH,CH,COOCH;
\
- ow

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant a reflux on dissout 1g (0,0032 mole)
de (2)- (3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarate de diméthyle dans 30 mL d’acide
acétigue. La solution est portée sous reflux pendant 4 heures. Ensuite on
chasse le solvant dans un évaporateur rotatif. Le précipité formé est recristallisé

dans le méthanol.

C11H12N4O4

Aspect : Cristaux jaunes pales
M = 264 g/mole

Rendement : 35,7%

Ps = 228-230 °C

IR (KBr) : 1732,73 cm™ (CO); 3445,21 cm™ (OH)

'H-RMN (DMSOd-¢) : 2,64 ppm (t, 2H,CH.); 2,86 ppm (t, 2H, CH,); 3,59 ppm (s,
3H, CHg); 7;61 ppm (d, 1H, CHarom), 8,51 ppm (d, 1H, CHaom); 9,13 ppm (s, 1H,
CHarom), 13,98 ppm (s large, 1H, OH)

13C-RMN (DMSOd-g): 28,44 et 29,73 ppm (CH,CH,); 51,29 ppm (OCHs);
108,68 (CN); 129,04; 140,57; 145,10; 147,59 et 153,19 ppm (Caom); 163,49
ppm (COH) et 172,79 ppm (COO).
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3.10. Evaluation de I'activité antimicrobienne des produits synthétisés :

Les tests microbiens ont été faits dans un laboratoire d’analyse de la qualité
PiLAB, 136 Rue Zabana, 09000-Blida.
L’activité antimicrobienne des produits synthétisés a été déterminée par la

méthode de diffusion en milieu gélosé [161,162].

3.10.1. Préparation des solutions :

On dissout 0,01g de produit dans 10 mL de DMSO. On obtient une solution
avec une concentration de 1 mg/ mL. On met la solution dans un tube a essai

sterilisé. On refait ce travail avec les autres produits.

Les produits testés sont :

N° nom structure concentration
CO,CH,
_ | B)(3mitro-4-pyridyl) hydrazono '}‘—_<
o NH CH,CH,CO,CH, 10 mg/mL
glutarate de diméthyle @[
N
= NO,
CO,CH,
(2)-(3-nitro-4-pyridyl) hydrazono '|“—<
2 o NH CH,CH,CO,CH, 10 mg/mL
glutarate de diméthyle @
N
= NO,
CO,C,H;
(E)-(3-nitro-4-pyridyl) hydrazono “|‘—<
3 0 NH CH,CH,CO,C,H, 10 mg/mL
glutarate de diéthyle | X
N
= NO,
CH,CH,CO,C,Hg
Z)-(3-nitro-4-pyridyl) hydrazono N=—
4 (2)-( py y.), y » <COCH 10 mg/mL
glutarate de diéthyle | AN 272’5
N
= NO,
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CO,CH,
(E)-(3-amino-4-pyridyl) l|\|_
hydrazonoglutarate de CH.CH.CO.CH
5 diméthyle | SN NH 2~y 10 mg/mL
N
= NH,
H
3-(4-hydroxy-5-oxido-1H- N N—y
6 pyrido[4,3-c][1,2,5]triazepin-3- | N ch,cH,c00CH, 10 mg/mL
yl)propanoate de méthyle N AN e
c‘)" OH

3.10.2. Evaluation de l'activité antibactérienne des produits synthétisés

= Microorganismes :

Au cours de ce travail ont a utilisé deux souches bactériennes :

Bacille Gram-négatif, Escherichia. coli

Coccie Gram-positif, Staphylococcus aureus

= Milieux de cultures :

Les différents milieux de culture utilisés sont :

Pour Escherichia.coli: les bactéries sont cultivées sur milieu VRBL

(gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre)

Pour Staphylococcus aureus : les bactéries sont cultivées sur un milieu

Muller Hinton

= |solement, revivification des bactéries et préparation de 'inoculum

Suite a un isolement par stries, une colonie bactérienne isolée a été remise en
suspension dans 10 mL de bouillon et incubé pendant 24 heures. De cette
culture, 1 mL est mis dans 9 mL de bouillon de culture et la suspension de
bactéries obtenue est incubée de nouveau pendant 18 heures sous les
conditions précitées. L'inoculum a été obtenu en diluant les suspensions méres

de 18 heures avec de I'eau physiologique stirille.
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Dilution

a. Bouillon initial, b : Ensemencement des bactéries sur un milieu solide (sous forme de stries). ¢ :
Isolation des colonies, d : Bouillon de culture a incuber pendant 24 h. e : Bouillon de culture & incuber
pendant 18 h. f: Inoculum de bactéries

Figure 3.1 : les grandes étapes de préparation d’inoculum

= |noculation du milieu de culture et évaluation de [lactivité

antibactérienne par la méthode des disques :

Un volume de 0,1 mL de l'inoculum est étalé délicatement et uniformément a la
surface du milieu de culture. Aprés 5 min de solidification, des disques stériles
de 6 mm de diameétre en papier Wattman sont imbibés des produits synthétisés
a tester sont déposés a la surface du milieu ensemencé. Le DMSO est aussi
testé en méme temps comme référence enfin de déterminer l'effet potentiel
exercé par ce solvant sur le développement des bactéries. Les boites ont été
incubées 24 h a 37 °C. L'efficacité inhibitrice des produits vis-a-vis des
bactéries a été déterminée par mesure du diamétre de la zone claire (zone

d’inhibition) se trouvant autour du disque.

3.10.3. Evaluation de l'activité antifongiqgue des produits synthétisés :

=  Micro-organismes

Deux souches fongiques sont utilisées :
Champignon non filamenteux Candida albicans (Levure)

Champignon filamenteux Aspergillus flavus (moisissure)
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= Milieu de culture :

Les différents milieux de culture utilisés sont :

Pour Candida albicans: la levure est cultivée sur un milieu
Sabouraud+chloramphénicol

Pour Aspergillus flavus : le champignon et cultivé sur un milieu PDA

= Préparation des souches

A l'aide d’une lame de cutter, préalablement stérilisée a la flamme, de petits
morceaux de la colonie de champignons sont déposés au milieu de la boite de
pétri contenant 25 mL du milieu de culture. Les boites ensemencées sont alors
incubées a température de 25°C et une humidité relative de 75 % pendant 15
jours. Aprés recouvrement de la boite de pétri par le mycélium, des tubes a
essais préalablement stérilisés avec leurs bouchons, remplis au tiers de milieu
de culture et maintenus inclinés jusqu’a sa solidification, ont regu a leur tour de
petits fragments des mycéliums et ont été incubés dans les conditions décrites
précédemment. Aprés 2 semaines d’incubation, les mycéliums sont préts a étre
utilisés pour le test de l'activité biologique. La figure 3.2 montre les étapes de

préparation des souches

Mycélium de
Morceau de souche meére . Boite de pétri couverte Cha:\nt];etgpou dans
/' déposé sur le milieu malt i de champignon § uniubeaessal
7 agar H

7 —31 - ; 15 j

73 —_—) —_— ¢

oot 3 -7
&N ' “

\

=

Figure 3.2 : Etapes de la préparation de la souche de champignon
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= |noculation du milieu de culture et évaluation de I'activité antifongique :

Evaluation par la méthode des disques : Pour la levure (Candidas albicans) et

la moisissure (Aspergilus flavus)

Le milieu malt agar (20 mL) est mis dans chaque boite de pétri. Apres
solidification, 2 mL de la solution physiologique contenant des spores de
champignons sont ajoutés dans chaque boite et répartis équitablement a la
surface du milieu. Les disques circulaires de 10 mm de diametres en papier
filtre et préalablement stérilisés a 'UV pendant 30 min, sont imbibés de biocides
a tester et déposés a la surface du milieu ensemencé (Figure 71). Les disques
imbibés de solvants utilisés ont été testés en méme temps comme références.
L’activité antifongique est évaluée par la mesure du diamétre D1 ou D2 de la
zone d’inhibition se trouvant autour du disque. Si D2 est supérieur a D1 alors le
produit ayant donné la zone d’inhibition D2 est plus actif que le produit qui a

donné la zone Da.

Disques imbibés
de produits

Zone d’mhibition

\ Absence de la

/ zone d’inhibition
|

"\I |l
| p .
\ e i i3 Souches
— __\ microbiennes

Milieu de culture

Figure 3.3 : principe d’évaluation de I'activité antifongique par la méthode des
disques

3.10.4. Calcul de la concentration minimale d’inhibition par la méthode de

contact direct :

=  Préparation des dilutions :

A patrtir d’'une solution mére d’'une concentration 10 mg/ml, on prépare avec un
mélange DMSO/Eau (1/2) stérile les dilutions suivantes : 1/2 , 1/5, 1/10, 1/15,
1/20, 1/25, 1/50, 1/75, 1/100.
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= Calcul de CMI :

La CMI et calculée en ensemencant une série des tubes a essai contenant un
bouillon de culture avec des différentes souches et des concentrations

croissantes de la substance.

Pour les moisissures le disque couvert de mycélium est disposé au milieu d’'une

boite a Pétri.
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CONCLUSION

La cyclisation réductive de composeés nitrés est largement utilisée pour la

synthese d’hétérocycles azotés de différentes grandeurs.

Le principe de synthese repose sur la réduction du groupement nitro dont les
produits de réduction réagissent par addition, condensation ou substitution
intramoléculaire avec les autres groupements fonctionnels par formation d’une

liaison C-N.

L’objectif de ce travail était de synthétiser de nouveaux hétérocycles azotés,
doués d’activité biologique, par cyclisation réductive a partir de (3-nitro-4-

pyridyl)hydrazono glutarate de diméthyle et de diéthyle.

La synthese de ces hydrazones est diastéréosélective. Ainsi la condensation de
4-hydrazino-3-nit pyridine avec les esters diméthyliques ou diéthyligues dans
I'alcool correspondant donne exclusivement les (E)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono
glutarates de dialkyle qui, par traitement avec I'acide acétique, se transforment

complétement en (2)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono glutarates de dialkyle.

Ces diastéréoisomeres se différencient nettement par leur point de fusion et
surtout par la position caractéristique de leurs signaux du proton du groupement
NH dans le spectre *H-RMN.

La réduction par hydrogénation catalytique de (E) (3-nitro-4-pyridyl)hydrazono
glutarate de diméthyle s’est arrétée au produit aminé correspondant : (E)-(3-

amino-4-pyridyl)hydrazono glutarate de diméthyle.

Par chauffage dans lacide acétique de (Z)-(3-nitro-4-pyridyl)hydrazono
glutarate de diméthyle un produit pur a été isolé. Une premiére caractérisation

par FT-IR, *H- et **C-RMN de ce composé correspondrait & une cyclisation.



100

Des tests ont été effectués sur les composés synthétisés. Ceux-ci ont présenté

une activité biologique.

Un travail ultérieur devra étre mené afin de cycliser ces hydrazones sous
'emploi d’autres méthodes de réduction et en opérant sous différentes
conditions (chauffage dans différents solvants, utilisation de composés

déshydratants etc...).
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