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Abstract:

This study describes the synthesis of some novel compounds containing bis-1,3,4
oxadiazole bearing quaternary ammonium salt moieties. The target compounds were prepared
from 2-(dimethylamino)ethyl methacrylate (DMAEMA) or 2-(diethylamino) ethyl
methacrylate (DEAEMA), using adipic acid as starting material. All the newly synthesized
compounds showed satisfactory analytic data for the proposed structures, which were
confirmed by IR and NMR (*H and *3C) spectroscopy. The newly synthesized compounds
were evaluated for their antibacterial activity against various gram-positive and gram-negative
strains of bacteria, and the antifungal activities were tested against three phytopathogenic
fungi namely, Fusarium oxysporum, Fusarium commune and Fusarium rodelens. Some of the

tested compounds displayed promising antibacterial and antifungal activities.
Résumé:

Cette étude décrit la synthése de certains nouveaux composés contenant des fonction
de sel d'ammonium quaternaire a base bis-1,3,4-d'oxadiazole ces composés ont été préparés a
partir de méthacrylate de 2- (diméthylamino) éthyle (DMAEMA) ou de méthacrylate de 2-
(diéthylamino) éthyle (DEAEMA), en utilisant I'acide adipique comme matiére de départ.
Tous les composés nouvellement synthétisés ont montré des données analytiques
satisfaisantes pour leur structures proposées, qui ont été confirmées par la spectroscopie IR et
RMN (*H et *3C). Les composés synthétisés ont été évalués pour leur activité antibactérienne
contre diverses souches bactérienne gram-positives et gram-négatives, et les activités
antifongiques ont été testées contre trois champignons phytopathogenes, a savoir Fusarium
oxysporum, Fusarium commune et Fusarium rodelens. Certains des composés testés

présentaient des activités antibactériennes et antifongiques prometteuses.
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Liste des abréviations

(QAS) : sels d'ammonium quaternaire

DEAEMA : 2-(Diethylamino) éthyle méthacrylate

DMAEMA : 2-(Dimethylamino) éthyle méthacrylate

5a : bromure de n, n'- [butane-1,4-diyl bis (1,3,4-oxadiazole-5,2-diylmethyléne)] bis[n, n-diethyle-2-
(méthacryloyloxy) éthane ammonium]

5b : bromure de n,n’-[butane-1,4-diylbis(1,3,4-oxadiazole-5,2-diylmethylene)]bis[2-
(methacryloyloxy)-n,n-dimethylethan ammoinium]

DCC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide

CCM: Chromatographie sur couche mince

IR : Infrarouge

RMN 'H et **C : Résonance Magnétique Nucléaire

Rt : Rapport frontal

R% : Rendement

DMSO : Diméthylsulfoxyde

CMI : Concentration minimale inhibitrice

PDA : Potato Dextrose Agar

TMS : Tétraméthylsilane

ppm : Partie par million

MH : Gélose Mueller Hinton

GN : la gélose nutritive




Liste des Figures de chapitre A-1 les oxadiazoles

Figure A-1-1-Structure moléculaire des différents Isoméres d'Oxadiazole

Figure A-1-2-Structure de 4-[5- (2-chlorophényl) -1,3,4-oxadiazole-2-yl] benzénamine
Figure A-1-3-Structure del,3,4-oxadiazole-quinazoline-4 (3H) —ones.

Figure A-1-4-Structure de 2-(3-bromo-2-methylphenyl)-5-(2-fluoro-4-methoxyphenyl)-1,3,4-
oxadiazole.

Figure A-1-5-Structure de composés a effet antioxydant

Figure A-1-6-Structure de 5-(2-hydroxyphényl)-3-substitué-2,3-dihydro-1,3,4 oxadiazole-2-
thione.

Figure A-1-7-Structure de 5-[1-(4-alkylphényle)éthyle]-3-(pipéridine-1-ylméthyle)-1,3,4
oxadiazole-2-thione

Figure A-1-8-Structure de 2-[(4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-ylmethoxy)méthyle]-1,3,4-
oxadiazole.

Figure A-1-9-Structure de N-phényle-5-(pyridine-4-yl)-1,3,4-oxadiazole-2-amine.
Figure A-1-10-Structure de 2-{[(5-alkyl-1, 3,4-oxadiazol-2-yl)methyl]sulfanyl}-1H-
benzimidazole.

Figure A-1-11-Structure des dérivés de 5-aryl-2-thio-1,3,4-oxadiazole

Figure A-1-12-Structure de dérivés de 1,3,4-oxadiazole de fenbufen

Figure A-1-13-Structure de dérivé de 1, 3,4-oxadiazole (NOX-1)

Figure A-1-14-Structure del,3,4-oxadiazole-2 (3H) -thiones et 1,3,4-thiadiazole-2 (3H) -
thiones

Figure A-1-15-Structure de dérivés de 1,3,4-oxadiazole-2-thione

Figure A-1-16-Structure de dérivés de 1,3,4-oxadiazoles- (3H) -2-one

Liste des Figures de chapitre A-2 les sels d’ammonium quaternaires

Figure A-2-1: Structure moléculaire général d'un sel d'ammonium quaternaire.
Figure A-2-2: Structure de la Choline

Figure A-2-3: Structure d’lodide Mebezonium

Figure A-2-4: Structure de la Sanguinarine

Figure A-2-5: Structure des sels d’ ammoniums hétérocycliques.

Figure A-2-6: Structure de la Glycopyrrolate

Figure A-2-7: Structure de la I’halopéridol

Figure A-2-8: Structure de la 1-Citronellylpyridinium bromide.

Figure A-2-9: Structure des sels d’ammoniums hétéro bicycliques




Liste des schemas de chapitre A-1 les oxadiazoles

Schéma A-1-1 : synthése de 1.3.4 oxadiazole

Schéma A-1-2 : synthese de 1.3.4 oxadiazole a partir diacylhydrazines

Schéma A-1-3 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir des tétrazoles

Schéma A-1-4 :synthese de 1.3.4 oxadiazole a partir cyclisation d 'un N,N’-diacylhydrazines.
Schéma A-1-5 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir d’un aldéhyde et hydrazone.

Schéma A-1-6 : synthese de 1.3.4 oxadiazole a partir de trichlorophénylméthane

Schéma A-1-7 : synthése de 1,3,4-oxadiazole 2-thiols (2-mercapto 1,3,4-oxadiazole)
Schéma A-1-8 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir Isothiazole

Schéma A-1-9 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir d hydrazides acides

Schéma A-1-10 : synthese de 1.3.4 oxadiazole a partir de Thiosemicarbazide

Liste des schémas de chapitre A-2 les sels d’ammoniums quaternaires

Schéma A-2-1: Synthése d’un sel d’ ammonium quaternaire alicyclique aromatique dérivé
des allylphénol.

Schéma A-2-2: Syntheses de 1,1-dimethyl-3-ox0-1,4-diazepan-1-ammonium chloride.
Schéma A-2-3: Synthése d’un sel d’ammonium quaternaire hétérocyclique aromatique.
Schéma A-2-4: Synthése d’un sel d’ ammonium bi hétérocyclique.

Schéma A-2-5: synthése des sels d’ ammonium quaternaire par micro-onde

Schéma A-2-6: Synthese des sels d’Ammonium Quaternaires par l’action des époxydes.
Schéma A-2-7: synthése des sels d'ammonium quaternaire a partir des sels d'ammoniums
Schéma A-2-8: synthése d’un Sels d'ammonium quaternaire avec des contre-Novel
Schéma A-2-10: synthese des sels d’ammonium a partir des amides.

Schéma A-2-11: Principaux équilibres transfert de phase

Schéma A-2-12: exemple d utilisation des sels d’ammonium quaternaire comme catalyseur

dans les synthéses organique.

Liste des schémas de chapitre B-1 Synthese

Schéma B-1. Voie synthétique des composés 5(a-b).
Schéma B-1-1: Synthése du composé 2

Schéma B-1-2: Synthése du composé 3

Schéma B-1-3: Synthese du composé 4

Schéma B-1-4 : Synthése du compose 5a

Schéma B-1-5 : Synthése du composé 5b




Liste des Tableaux

Tableau B-2-1. Concentration minimale inhibitrice (CMI) en mg / ml de composés
synthétisés contre les souches bactériennes testées par méthode de microdilution.

Tableau B-2-2. Taux d'inhibition relative (%) des composés synthétisés contre les souches
fongiques testées.

le tableau C-3-1 Les especes bactériennes utilisées




Introduction

generale



Introduction générale

Le traitement des maladies infectieuses bactériennes et fongiques reste un probleme
difficile en raison de nombre croissant d'agents pathogénes microbiens [1-3]. L'intérét actuel
pour le développement de nouveaux agents antimicrobiens peut étre partiellement attribué a la
fois a I'émergence croissante de la résistance bactérienne a la thérapie antibiotique et a
I'émergence récente pathogenes [4]. Cela renforce la nécessité de développer des entités
chimiques nouvelles et puissantes ou une amélioration de 1I’activité des composés chimiques
bien connus. Compte tenu de cette déclaration, on peut voir la synthese des analogues comme
une approche efficace pour optimiser une structure chimique active et concevoir de nouveaux
médicaments [5-8], la littérature révele que les composes contenant 1,3,4 noyaux d'oxadiazole
ont démontré une large gamme des activités pharmacologiques [9,10], y compris: anti-
inflammatoire [11], antimicrobien [12], antiviral [13], anti-tumoral [14], antihypertenseur
[15,16], antioxydant [17], antituberculeux [18], et les activités antibactériennes et

antifongiques [19].

Les sels dammonium quaternaire (QAS) constituent une classe importante de
composés organiques présents dans un grand nombre de molécules biologiquement actives
[20]. 1l a été rapporté que les composés d'ammonium quaternaire avaient des antimicrobiens.
Les propriétés, montrent lI'adsorption sur les solides chargés négativement, agissent sur la
paroi cellulaire et ont un effet direct ou indirect Sur la cellule [21,22]. Les sels d'ammonium
quaternaire (QAS) ont été introduits comme agents antimicrobiens par Domagk il y a plus de
quatre-vingts ans [23]. Au cours des dernieres années, le nombre d'applications de (QAS) a
augmenté de facon continue. Ils sont largement utilisés comme biocides [24,25], les
antibiotiques [26], les désinfectants [27], les antipaludiques [28], et les propriétés
antimicrobiennes [29,30]. Dans le design de nouveaux medicaments, la combinaison de
différents groupements de pharmacophores peut conduire a des composés a profil biologique
intéressante [31]. En outre, (QAS) incorporant des hétérocycles, par ex. 1,3,4 oxadiazole, ont

présenté diverses propriétés pharmacologiques [32].

Par suite de toute ces observations, nous avons synthétisé des composés 5a et 5b
contenant du bis 1,3,4-oxadiazole avec le groupe d'ammonium quaternaire. Les différentes
méthodes spectroscopiques (IR et RMN 'H, **C) ont été mises & profit pour établir les

caractéristiques structurales des composes synthétiseés.



La premiére partie A étant la partie théorique, est partagée en deux chapitres.

Dans le premier chapitre, nous passerons en revue quelques méthodes de syntheses
décrites dans la littérature pour la préparation de 1.3.4-oxadiazole, ensuite nous rappelons

leurs intéréts thérapeutiques.

Le deuxiéme chapitre, sera consacre a un rappel bibliographique sur les sels
d’ammoniums quaternaires nous présenterons leur mécanisme d’action, méthode de synthése

ainsi que les composés a bases d’ammoniums quaternaires utilisés dans différentes domaine.

Dans la deuxieme partie B, nous exposerons les résultats obtenus pour les réactions de
synthése, que nous avons effectués et qui nous ont permis d’obtenir les sels d’ammoniums

quartenaires. Comme nous présentant les résultats de 1’activité biologique.

Finalement, dans la troisieme partie C expérimentale nous décrirons les méthodes de
synthése que nous avons utilisées pour la préparation des sels d’ammonium quartenaire. Ainsi

que mode opératoire des testes de I’activité biologique.
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Oxadliazoles



Chapitre A-1 Oxadiazoles

A-1-1-Introduction

La chimie des composés hétérocyclique a été depuis longtemps un champ intéressant
d'étude. La synthése de nouveaux dérivés de l'oxadiazole et étude de leur comportement
chimique et biologique a gagne plus d'importance dans les décennies récentes. [1]

La capacité des composés hétérocycliques de 1,3,4-oxadiazole a subir diverses réactions
chimiques les a rendus importants pour la planification des molécules en raison de leur
structure privilégiée, qui a énormément potentiel biologique. Les nombreux exemples de
composés contenant l'unité 1,3,4-oxadiazole actuellement utilisés médecine clinique [2].

Il existe quatre possibilit¢ isomeres d'oxadiazole dépend de la position du I’atome d'azote
dans le cycle nommé 1,23 -, 1,24 -, 1,25 - et 1,3,4-oxadiazoles. Les composés 1, 3, 4-

oxadiazoles sont jugés plus puissant biologiquement [3].

@) @) @) 0]
o NN N (0
N N N—N
1,2,3-oxadiazole 1,2,5-oxadiazole 1,2,4-oxadiazole 1,3,4-oxadiazole

Figure A-1-1-Structure moléculaire des différents Isoméres d'Oxadiazole

A-1-2-Propriétés physiques de 1,3,4 oxadiazoles

1,3,4-oxadiazole est une molécule aromatique avec de I'énergie de résonance 167,4 kJ /
mol. Motif 1,3,4-oxadiazole est symétrique et plane, 1,3,4 oxadiazoles sont liquides dans la
nature. Ils ont un point d'ébullition de 150°C, sont des molécule thermiquement stable, les
dérivés de 1,3,4-oxadiazoles, comme le 2,5 disubstitués -1,3,4- Oxadiazoles se sont par fois

incolore [4].
A-1-3-Chimie de I'oxadiazole

L'oxadiazole est une base tres faible en raison de I'effet inductif donneur de I'nétéroatome
supplémentaire [5]. Le remplacement de deux groupes (-CH=) en furane par deux azote de
type pyridine (-N=) réduit I'aromaticité du cycle oxadiazole résultant a tel point que le motif
d'oxadiazole presente caractere du diéne conjugué. Les substitutions électrophiles dans le

cycle oxadiazole sont extrémement difficiles a I'atome de carbone en raison de la densité



d'électrons relativement faible sur I'atome de carbone ce qui peut étre attribué a l'effet de
retrait d'électrons de I'atome d'azote du type pyridine. Cependant, I'attaque d'électrophiles se
produit a l'azote, si le motif d'oxadiazole est substitué par groupes de libération d'électrons. Le

cycle oxadiazole est généralement résistant a une attaque nucléophile.

L'oxadiazole halogéné-substitué, cependant, subit une substitution nucléophile avec
remplacement d'atome d'halogéne par des nucléophiles. L'oxadiazole subit une substitution
nucléophile de la méme maniére que se produisant a un atome de carbone aliphatique sp? [6].
Le présent manuscrit souligne particulierement sur la chimie, les méthodes de synthése et la

réactivité du 1, 3, 4-oxadiazole et de ses dérivés.

A-1-4-Principaux Méthodes de synthese des oxadiazoles et ses dérivés

Vue [P’'importance des hétérocycles 1,3,4-oxadiazoles dans 1’industric chimique,
notamment dans le domaine biologique et pharmaceutique. Les 1,3,4-oxadiazoles ont été
préparés par différents procédés. Actuellement des nouvelles techniques et méthodologies de

préparation sont rapidement développées.

Un bref compte rendu des méthodes adoptées jusqu'a présent pour la synthese des
hétérocycles 1,3,4-oxadiazole est décrit ci-dessous.

A-1-4-1-Synthese de 1,3,4 Oxadiazole

1,3,4-oxadiazole il a eté préparé en 1965 par Ainsworth. En utilisant la thermolyse du
formyle d'éthyle formyle hydrazone a la pression atmosphérique [7]

A N——N
H._NH__O.__CH, m J + C,H.0
0

o)

Schéma A-1-1 : synthése de 1.3.4 oxadiazole
En chauffant des diacylhydrazines avec du chlorure de thionyle (SOCI>), on obtient un
oxadiazole.

? N——N

A
NH _R |
Rl/\NH W ? R)\O)\R
. . 1 2
@) Diacylhydrazine

Schéma A-1-2 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir diacylhydrazines



1,3,4 oxadiazoles sont également obtenus en chauffant des tétrazoles avec des chlorures
d'acide (dans CsH4N a 50 °C)

NN phcoct ~ N——N
/ \\ | |
F’h/(N/N Ph)\o)\Ph
H

Schéma A-1-3 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir des tétrazoles

A-1-4-2-A partir des compose N, N’-diacylhydrazides
La méthode ci-dessous est basée sur la cyclisation intramoléculaire déshydratante d’un
dérivé N,N’-diacylhydrazide en présence de 1’oxychlorure de phosphore avec une base,

généralement la pyridine [8].

@)
/  POCI N—N
R NH 3
SN T N\
@)

Schéma A-1-4 :synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir cyclisation d’'un N,N -
diacylhydrazines.
A-1-4-3-A partir d’un aldéhyde
Les aldéhydes substitués ont ¢été condensés avec les hydrazones d’acide

trichloracétique en présence d'une base pour former les 1,3,4-oxadiazoles [9].

R R
Base N—N

CI?’CTNHN/ + H>:o —>CI3C/« )\R

@
O
Schéma A-1-5 : synthese de 1.3.4 oxadiazole a partir d’un aldéhyde et hydrazone.

A-1-4-4- A partir de trichlorophénylméthane
Les 2,5-diaryl 1,3,4-oxadiazole symétriques ont été préparés en faisant réagir le
trichlorophénylméthane avec un excés d’hydrate d’hydrazine dans I’éthanol comme

solvant [10].
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Schéma A-1-6 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir de trichlorophénylméthane

O

A-1-4-5-A partir d’un dérivé hydrazide et le disulfure de carbone

Les hétérocycles 1,3,4-oxadiazole 2-thiols (2-mercapto 1,3,4-oxadiazole) sont des
composés potentiellement active, notamment comme inhibiteurs de corrosion de I’acier dans
les solutions acides. A ce fait plusieurs protocoles expérimentales ont été proposes pour
I’obtention des dérivés 1,3,4-oxadiazole 2-thiols. Le plus couramment utilisé et celui qui
consiste a faire réagir un dérivé hydrazide avec le disulfure de carbone en présence d’une base
tel que (KOH, NaOH ou la pyridine) [11, 12]. Cette méthode permettant 1’obtention d’un sel
intermédiaire qui est neutralisé par le HCI pour donner un oxadiazole substitué par un
groupement thiol en position 2.

H
@)
N/N

N—N

1) CS, KOH EtOH
H.C I NH 2 . H.C I\ _ o
FNTONH 2 2 HClag ’ \V/J;O;L\SH rgc\v/ﬂ\o>L‘S

Schéma A-1-7 : syntheése de 1,3,4-oxadiazole 2-thiols (2-mercapto 1,3,4-oxadiazole)
A-1-4-6-A partir Isothiazole

Kiselyov et all ont rapporté la synthése de lI'oxadiazole par un dérivé d'isothiazole au
reflux avec une solution soignée Hydrate d'hydrazine pendant 4 h. L'hydrazide ainsi obtenu
peut encore étre mis a réagir avec des isothiocyanates suivis de cyclisation in situ des
thiosemicarbazides intermédiaires avec DCC (N,N’-dicyclohexylcarbodiimide) pour donner

les molécules clés oxadiazole [13].

NH
M NH, NH, '>H§I
2 CONHNH
J.NH, T %W/ S O)\'TIH
S—N S—N S—N Ar

Schéma A-1-8 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir Isothiazole



A-1-4-7-A partir d’hydrazides acides

La formation de 1,3,4 -oxadiazole par condensation de divers hydrazides d'alkyle avec
des acides substitués sont rapportés dans la littérature. Quelques-uns d'entre eux sont
mentionnés ci-dessous.

Husain et. All.; (2010); rapporté la synthese de 1,3,4-oxadiazole par réaction
de 4-oxo0-4 (biphényl-4-yl) butanoique (fenbuféne) avec des hydrazides d'acides aryle en

Q O anhydride succinique O (|)|
AICL, anhydr oH

RCONHNH,
POCI,

O _E
.

] ©

oxychlorure de phosphore [14].

Schéma A-1-9 : synthése de 1.3.4 oxadiazole a partir d ’hydrazides acides

A-1-4-8-A partir de Thiosemicarbazide

Barbuceanu et. All.; (2010); Rapporté la synthese d'oxadiazole en faisant réagir du
N1-[4-(4-Bromophénylsulfonyl)benzoyl]-N4-(4-flouphényl)-thiosemicarbazide  avec (a)
I'oxyde mercurique (HgO) dans milieu I'éthanol (b) 12 / KI dans le milieu de solution de
NaOH [15].



. H.OH RCONHNH
RCONHNH, + SZCZNOF 25", C NH
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0

F
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Schéma A-1-10 : synthése de 1.3.4 oxadiazole & partir de Thiosemicarbazide

A-1-5-Profil Biologique

1,3,4-oxadiazoles représentent une classe importante de composés hétérocycliques.
Leurs dérivés possedent un large éventail d'activités biologiques tant dans les produits
agrochimiques que dans les produits pharmaceutiques tels que les produits insecticides,
herbicides, antibactériens, Antifongique, analgésique, anti-inflammatoire, antipaludique,
antiviral, anti-VHB, anti-angoisse, Anticancéreux, anti-VIH, antituberculeux et

anticonvulsivant.

Oxadiazoles posséde diverses activités biologiques qui sont données ci-dessous:
A-1-5-1-Activité antibactérienne

Le composé 4- [5- (2-chlorophényl) -1,3,4-oxadiazole-2-yl] benzénamine a est été
testées pour une activité antibactérienne in vitro contre deux bactéries gram positives (S.
aureus MTCC 96, S. pyogenes MTCC 442) et deux bactéries gram négatives (E. coli MTCC
443, P. aeruginosa MTCC 1688). En utilisant I'ampicilline comme norme de médicament. Le
composé 4- [5- (2-chlorophényl) -1,3,4-oxadiazole-2-yl] benzénamine, 2 et 5 fois plus
puissant que I'ampicilline [16].

N—N
@)

Figure A-1-2-Structure de 4-[5- (2-chlorophényl) -1,3,4-oxadiazole-2-yl] benzénamine

Cl



A-1-5-2-Activité antifongique

Pour l'activité antifongique in vitro, trois espéces de champignons (C. albicans MTCC
227, A. niger MTCC 282) et A. (clavatus MTCC 1323) ont été utilisées et comparées avec le
médicament standard de griséofulvine. Le composé 6-Bromo-3-[5-(2-chlorophenyl)-1,3,4-
oxadiazole-2-yl]-2-{2-[(2,6-dichlorophenyl)amino]-benzyl}quinazolin-4(3H)-one, possédait
une trés bonne activité & 200-250 pg / m. [16]

N
Sl N
N= @)

NH

Cl
Figure A-1-3-Structure del,3,4-oxadiazole-quinazoline-4 (3H) —ones.
A-1-5-3-Activité antimicrobienne

Les antimicrobiens tuent ou inhibent la croissance de microorganismes comme les
bactéries, les champignons et les protozoaires. Les médicaments antimicrobiens sont sélectifs
et éliminent les microbes (micro-biocides) ou empéchent leur croissance (microbiostatique).
Les dérivés de 1,3,4-oxadiazole ont montré une activité antimicrobienne significative contre
une large gamme de microorganismes comme les champignons. Parmi les divers composés
synthétisés, une série de nouveaux 2, 5-disubstitués 1, 3, 4-oxadiazoles, puis les composés
finaux ont été testés pour leurs activités antibactériennes et antifongiques. Le composé 2-(3-
bromo-2-methylphenyl)-5-(2-fluoro-4-methoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazole montré une
excellente activité antibactérienne contre (E. coli) et (P. aeruginosa) méme a faible

concentration de 3 mg / ml. [17].
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Figure A-1-4-Structure de 2-(3-bromo-2-methylphenyl)-5-(2-fluoro-4-methoxyphenyl)-1,3,4-

oxadiazole.
A-1-5-4-Activités antioxydants

Les résultats de l'activité antioxydant du composé présenté dans la figure A-1-5-

montrent une excellente activité antioxydant comparable a celui de la norme employée [18].
//R
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Figure A-1-5-Structure de composés a effet antioxydant

A-1-5-6-Activité anti-tumorale et anticancéreuse

Les tumeurs se produisent lorsque la division des cellules devient incontrélée dans le
corps. Typiquement, la division cellulaire est strictement contrélée. De nouvelles cellules sont
créées pour remplacer les anciennes ou pour effectuer de nouvelles fonctions. Les cellules qui
sont endommagées ou ne sont plus nécessaires en raison de la possibilité de remplacement
sain. Si cet équilibre est perturbé, une tumeur peut former. Le traitement varie en fonction du
type de tumeur, qu'elle soit non cancéreuse ou cancéreuse, et son emplacement. Une variété
de médicaments anti-tumoraux est actuellement en usage clinique. La recherche de
médicaments anti tumoraux a conduit a la découverte de plusieurs dérivés de 1,3,4-oxadiazol
ayant une activité anti tumorale. Tel que le 5-(2-hydroxyphényl)-3-substitué-2,3-dihydro-
1,3,4 oxadiazole-2-thione [19].
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Figure A-1-6-Structure de 5-(2-hydroxyphényl)-3-substitué-2,3-dihydro-1,3,4 oxadiazole-2-
thione.

A-1-5-7-Médicaments antihypertenseurs

Le noyau d'oxadiazole est présent dans les médicaments antihypertenseurs tels que la
thiodazosine et le 5-[1-(4-alkylphényle)éthyle]-3-(pipéridine-1-ylméthyle)-1,3,4 oxadiazole-
2-thione [20].

Ry

Figure A-1-7-Structure de 5-[1-(4-alkylphényle)éthyle]-3-(pipéridine-1-ylméthyle)-1,3,4

oxadiazole-2-thione
A-1-5-8-Activité anti-inflammatoire

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont une large utilisation clinique pour le
traitement d'affections inflammatoires et douloureuses, y compris la polyarthrite rhumatoide,

les tissus mous et les Iésions de la cavité buccale, les infections des voies respiratoires et la

fievre [21].
R N/'\{
EX/ \/k >

Figure A-1-8-Structure de 2-[(4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-ylmethoxy)méthyle]-1,3,4-

oxadiazole.



A-1-5-9-Activité anticonvulsivant

Les anticonvulsivants sont les médicaments qui dépriment sélectivement le systeme
nerveux central. Ces médicaments sont utilisés dans la prévention et le contrble des crises
épileptiques. Le N-phényle-5-(pyridine-4-yl)-1,3,4-oxadiazole-2-amine composé a montré

une activité maximale et le composé [p-chloro substitué] a montré une bonne activité [22].

ONH\
4 1
”\\NIOR

R=H, p-Cl
Figure A-1-9-Structure de N-phényle-5-(pyridine-4-yl)-1,3,4-oxadiazole-2-amine.
A-1-5-10-Activité Antidiabétique

Un groupe de 1,3,4-oxadiazole contenant le groupe 2-mercapto benzimidazole a été
synthétisé et testé pour une activité antidiabétique en utilisant le test de tolérance au glucose
par voie orale (OGTT) [23].

N 0
Oy
NH N—N

Figure A-1-10-Structure de 2-{[(5-alkyl-1, 3,4-oxadiazol-2-yl)methyl]sulfanyl}-1H-

benzimidazole.
A-1-5-11-Activités anti-mycobactériennes

Macaev et all ont été rapportés avec la synthese des dérivés de 5-aryl-2-thio-1,3,4-
oxadiazole ont été criblés. Pour leurs activités anti-mycobactériennes contre Mycobacterium
tuberculosis H37Rv [24].

Figure A-1-11-Structure des dérivés de 5-aryl-2-thio-1,3,4-oxadiazole



A-1-5-12-Activité analgésique

Husain, et all., 2009; synthétisé des dérivés de 1,3,4-oxadiazole de fenbufen. L'auteur
a constaté que le composé 16 substitué par un cycle p-fluoro-phényle a montré une activité
analgésique maximale (72,52%) mieux que le diclofénac sodique (70,32%) et le fenbufene
(54,1%) [25].

Figure A-1-12-Structure de dérivés de 1,3,4-oxadiazole de fenbufen
A-1-5-13-Bloqueur de canal de calcium

Girish R. Bankaraln a étudié si la correction du dysfonctionnement endothélial dépend
de la normalisation des niveaux de pression artérielle élevée par le dérivé de 1,3,4-oxadiazole
(NOX-1) dans les genes d'acetate de désoxycorticostérone (DOCA-sel) et de NG-nitro-I-
arginine (L-NNA) hypertendus. Dans les rats hypertendus de DOCA-sel et de L-NNA, la
pression sanguine systolique moyenne (MSBB) était de 185,3 + 4,7 et 170,2 + 4,1 mmHg,
alors qu'apres administration de NOX-1 a des rats hypertendus, le MSBB était de 127,8 + 4,5.
Et 120,2 £ 5,1 mmHg, respectivement [26].

Figure A-1-13-Structure de dérivé de 1, 3,4-oxadiazole (NOX-1)
A-1-5-14-Activité contre venin de serpent

Ramya V. Shingalapur et all ont synthétisé et évalué une série de 1,3,4-oxadiazole-2
(3H) -thiones et 1,3,4-thiadiazole-2 (3H) -thiones pour leurs activités inhibitrices contre les

deux nucléotides Pyrophosphates phosphodiesterase 1 enzymes. Dixon, ainsi que les parcelles



de Lineweaver-Burk et leurs les rapports secondaires ont indiqué que l'inhibition était de type
purement non compeétitif, contre les deux .Le venin de serpent et les enzymes recombinantes
humaines pures a mesure que les valeurs de Vmax diminuent sans affecter les valeurs Km. 5-
[4- (t- butyldiméthylsilyloxy) - phényl] -1,3,4-thiadiazole-2 (3H) -thione et [4-
(tbutyldiméthylsilyloxy) -Phényl] -1,3,4-oxadiazole-2 (3H) -thione ont été jugés les plus actifs
composes avec des valeurs IC50 66,47 et 368 IM, respectivement [27].

R,
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R1/<o)§s
Figure A-1-14-Structure del,3,4-oxadiazole-2 (3H) -thiones et 1,3,4-thiadiazole-2
(3H) -thiones
A-1-5-15-En chimie organique synthétique

1,3,4-oxadiazoles et leurs dérivés ont trouve beaucoup utilisation dans la chimie
organique synthétique, par exemple plusieurs bases de mannich [28]ont été synthétisés a partir

de 1,3,4-oxadiazole-2-thione dérivés en utilisant différentes amines et formaldéhyde.

CH>—NH—R
NN _CH,NHAr
BB et g
I 0~ s
R=4-CIC H,, 4,2-CL,C;H, o)

R=1,2-Naphthyl, 3,5-MeC (H,
Figure A-1-15-Structure de dérivés de 1,3,4-oxadiazole-2-thione
A-1-5-16-Réactions de clivage

Les réactions de clivage du cycle 1,3,4-oxadiazole sont excellentes importance qui ne
conduit pas seulement a la possession de N-poséssion plus récente dérivés aliphatiques, mais
donnent lieu a peu de nouveaux motif structures. Ainsi, 1,3,4-oxadizoles ont été obtenus a
partir de 1,3,4-oxidazoles utilisant de la thiourée comme agent de thionation de ring
transformation de dérives de 1,3,4-oxadiazoles- (3H) -2-one [29].En I-amino et 1,3-diamino-

2,4-imidazolidinedione hydantoin) a été réalisée par Milscent et Collaborateurs efficacement.
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Figure A-1-16-Structure de dérives de 1,3,4-oxadiazoles- (3H) -2-one
A-1-5-17-Les propriétés chélatrices

Les propriétés chélatrices des 1,3,4-oxadiazoles ont été étudiées en utilisant
des métaux de nickel (II), de cuivre (Il) et de zinc (Il). Des études montrent que les
oxadiazoles ont une meilleure chance d'agir des fongicides aprés chélatant avec I'ion
métallique [30].
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Chapitre A-2 Les sels d’ammonium quaternaires

A-2-1-Introduction

Les composés d'ammoniums quaternaires sont des molécules organiques qui sont
largement utilisées dans les usages domestiques, agricoles, de la santé, et également dans des
applications industrielles comme surfactants, émulsifiants, assouplissants, désinfectants,

pesticides, inhibiteurs de corrosion, et produits de soins personnels [1.2].

Ces produits sont stables en milieu acide et basique et sont le plus souvent solubles
dans I’eau et les alcools [3]. Ils s’absorbent fortement sur différents matériaux, ce qui peut
diminuer la concentration de leurs solutions. Les dérives d’ammoniums quaternaires sont
bactéricides sur une grande varieté de germes, surtout sur les bactéries a grams positifs. lls
possedent souvent des propriétés fongicides, virucides et algicides. Le PH, la dureté de 1’eau

influencent leurs activités.

A-2-2-Définition

Les ammoniums quaternaires sont des composés chimiques obtenus par substitution
de radicaux organiques aux atomes d’hydrogéne d'un ion ammonium. llIs ont la formule
générale de RsN" X'. Dans une structure quaternaire, I’atome d'azote est 1ié de maniére

covalente a quatre groupes alkyls et la charge positive est équilibrée par un centre-négatif [4].

R;——N

R3
| x

R4

Figure A-2-1: Structure moléculaire général d'un sel d'ammonium quaternaire.



A-2-3-Caractéristiques des sels ammoniums quaternaires:

Parmi les caractéristiques des ammoniums quaternaires, ils sont stables en milieu acide
et alcalin, non oxydantes (Tres grandes stabilités) et aux concentrations d'utilisation, ces
produits sont d'une manipulation aisée [5]. lls sont peu toxiques, et ils n'attaquent ni les
matieres synthétiques ni les métaux (non corrosifs). L'efficacité de ce type de substances
actives résulte de l'association de I'abaissement de la tension superficielle (tensio-actifs
cationiques) et de la polarité de la molécule [6].

Ces composés développent souvent beaucoup de mousse, ce qui limite leurs
utilisations ils ont un bon pouvoir mouillant. 1ls sont inodores et possédent une bonne
tolérance dermique malgré un effet dégraissant, on peut les utilisés en combinaison avec des
produits acides ou alcalins, dont ils renforcent I'action détersive. Ils peuvent étre utiliser en

milieu acide, neutre ou alcalin.

Le plus souvent ils sont utilisés dans les milieux industriels et hospitaliers, pour leurs

propriétés désinfectantes [7].

A-2-4-Les classes des sels d’ammoniums quaternaires

Les composes de sels d’ammoniums quaternaires pouvant étre classe selon la position

du I’atome d’azote dans la chaine carboné.

A-2-4-1-Classification des sels d’ammoniums quaternaires selon la position de I’atome

d’azote dans la chaine carboné :
a-i-Les sels d’ammonium Acyclique :

Dans les sels d’ammoniums quaternaires acycliques 1'atome d'azote est reli€¢ a un ou

plusieurs groupes alkyles.

Exemple la choline (Figure A-2-2) c’est une substance apportée par l'alimentation ou
synthétisée par le foie [8].
CHj

+

o

|
C

Figure A-2-2: Structure de la Choline


http://fr.wikipedia.org/wiki/Foie

a-ii-Les sels d’ammonium cyclique :

Dans les sels d’ammoniums quaternaires cycliques I'atome d'azote est lié dans un

cycle qui peut étre aromatique ou non aromatique. Dans cette classe en trouve.

» Les sels d’ammonium Alicyclique :
Dans les sels d’ammonium quaternaire alicyclique I'atome d'azote est lié a un cycle

non aromatique.

Exemple: lodide Mebezonium (Figure A-2-3)

CH H3C
HSC\N-(- 3 3 \N+/CH3
/ I- I-\

HsC CH,

Figure A-2-3: Structure d’lodide Mebezonium

» Les sels d’ammonium aromatiques :

Dans cette classe I’atome d'azote est 1i¢ a un cycle aromatique :

Exemple le Sanguinarine (Figure A-2-4)

I
o
Figure A-2-4: Structure de la Sanguinarine

» Synthése d’un sel d’ammonium quaternaire alicyclique aromatique :
En 1991 A. B. de Oliveira et collaborateurs on réalisés la synthése des sels

d’ammoniums quaternaires alicycliques aromatiques dérivés de 1’allylphénol [9].



XCH, XCH, XCH, "XCH,
SnCl, / HCI CH;l
_ = —_— CH
EtOH EtOH Acétone |, °
NO, o NH, <|D l\ll—CHs
H3 CH3

Hy OH CH; O, CHy

Schéma A-2-1: Synthése d’un sel d’ ammonium quaternaire alicyclique aromatique dérivé

des allylphénol.

> Les sels d’ammonium Hétérocyclique :
Dans les sels d’ammonium quaternaires hétérocyclique 'atome d'azote est engagé dans

un cycle qui peut étre aromatique ou non aromatique selon la structure dans la figure A-2-5.

-+
~

~
1 R

R

Figure A-2-5: Structure des sels d’ammoniums hétérocycliques.

A titre d’exemple, la glycopyrrolate (Figure A-2-6) est un médicament utiliser dans le
traitement de I'asthme. Les sels d’ammoniums quaternaires dérivés de 1’halopéridol (Figure

A-2-7) est un médicament antipsychotique typique [10-12].

CH3

Figure A-2-6: Structure de la Glycopyrrolate

HsCgH 2C cr

@f@@

Figure A-2-7: Structure de la [ ’halopéridol


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Medication&prev=/search%3Fq%3DGlycopyrrolate%26hl%3Dfr%26sa%3DG&rurl=translate.google.fr&usg=ALkJrhjoaDC6haOERmwPdqOT03o6UdbulQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Asthma&prev=/search%3Fq%3DGlycopyrrolate%26hl%3Dfr%26sa%3DG&rurl=translate.google.fr&usg=ALkJrhh3wZOgPn1QJRiV_a4RvEIzIIsPqQ
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dicament
http://fr.wikipedia.org/wiki/Antipsychotique
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» Synthése des sels d’ammoniums quaternaires hétérocycliques non aromatiques :
En 2008 Iwona Kowalczyk a fait la quaternisation de 1,1-diméthyl-1 ,3-propyléne
avec chloracétate d'éthyle sous forme anhydre dans I'éthanol, ce qui a donné le 1,1-diméthyl-

3-0x0-1 ,4-chlorure de diazépan-1-ammonium [13].

ch\ CHq
H3C\ N Cl-
cl o)
N \ / CHOH
/ + .
\ o o=
NH, N

Schéma A-2-2: Synthéses de 1,1-dimethyl-3-oxo-1,4-diazepan-1-ammonium chloride.

» Les sels d’ammonium quaternaires hétérocycliques aromatiques
Dans les sels d’ammoniums quaternaires hétérocycliques aromatiques 1’atome d'azote

est engagé dans un cycle aromatique.

Exemple la 1-Citronellylpyridinium bromide (Figure A-2-8)

L

_N Nt
Br_\/\(\/\(

CHs CH,
Figure A-2-8: Structure de la 1-Citronellylpyridinium bromide.

» Synthése d’un sel d’ammonium quaternaire hétérocyclique aromatique [14] :
Le sel d’ammonium quaternaire 1-(3,4-dihydroxybutyl)-4-
(dimethylamino)pyridinium
a été synthétisé, par un mélange de N,N-dimethylpyridin-4-amine avec le 3-chloropropane-
1,2-diol

en présence de I’acétonitrile, selon la réaction du schéma (A-2-3).

HgC—CN

Schéma A-2-3: Synthése d’un sel d’ ammonium quaternaire hétérocyclique aromatique.



» Les sels d’ammonium bi hétérocyclique :

Dans cette classe de sels d’ammoniums quaternaires I'atome d'azote est engagé entre

deux cycles.

Figure A-2-9: Structure des sels d’ammoniums hétéro bicycliques

Exemple: le 5-azoniaspiro[4.4]nonane (Figure A-2-10) et le 6-azoniaspiro[5.5]undecane
(Figure A-2-11)

A

Figure A-2-10: Structure de la 5-azoniaspiro[4.4]nonane

A

Figure A-2-11: Structure de la 6-azoniaspiro[5.5]undecane
» Synthése d’un sel d’ammonium bi hétérocyclique
La réaction de pipérazine avec le 1,5-dibromopentane en présence
d'hydroxyde de sodium a donné le sel dispirotricyclic, [15] selon le schéma de
réactionnel (A-2-4)

Br Br NaOH \Br;/ \Br+/
HN NH 4+ 2 —_— N N
/N \

Schéma A-2-4: Synthése d’un sel d’ammonium bi hétérocyclique.

A-2-4 Méthodes de syntheses des sels d’ammonium quaternaires :



A-2-4-1 Synthese des sels d’Ammonium Quaternaires par micro-onde :

La synthése des sels d’ammonium quaternaire par micro-onde révéle des rendements

meilleurs que celle des méthodes publiées avec un temps réduit et sont utilisation des solvants

[16].
7 Z
RX
ot —2 o [ o
N Micro-onde N* X
\

R

Schéma A-2-5: synthése des sels d’ammonium quaternaire par micro-onde
A-2-4-2 Synthése des sels d'Ammonium Quaternaires par ’action des
époxydes :

Une autre méthode de synthese est la réaction entre une amine tertiaire, 1’oxyde

d’¢éthyléne et de I’eau et en absence de catalyseur [17].

cH, © HsC
s \
HysCim N+ HLC—CH@+H,0 — = co—N——CH,CH,OH
CH, ot
H3

Schéma A-2-6: Synthése des sels d'Ammonium Quaternaires par l’action des époxydes.
A-2-4-3 La synthese des sels d'ammonium quaternaire a partir des sels
d'ammoniums

Les sels d'ammonium quaternaire ont été synthétisés a partir des sels d'ammonium et

les carbonates de dialkyle sur un catalyseur liquide ionique 1-éthyl-3-méthylimidazolium le
bromure [18].

O R, 1-éthyl-3-méthylimidazolium R,
| bromide U i
Re,C\o)J\O/CRs + RZ—I}F—H ---B = [ReN=CRy|- -B'+ HOCR,+CO,
R, Ry

R1, R2, Rs, groupement alkyle
Schéma A-2-7: synthése des sels d'ammonium quaternaire a partir des sels d'ammoniums

A-2-4-4 Sels d'ammonium quaternaire avec des contre-novel



Synthétisés par I'hydrolyse du carbonate de méthyle sels d'ammoniums quaternaires ou
par une réaction d'échange d'ions de carbonate de méthyle sels d'ammonium quaternaires avec

des acides correspondants [19].

Rl\ o '?1 H,O/ Acide F|21
R2 R3 R3

Schéma A-2-8: synthése d'un Sels d'ammonium quaternaire avec des contre-Novel

A-2-4-5 Synthese par dosage acido basique :

Des sels d'ammonium d'acide caféique ont été synthétisés par neutralisation acide-

base, entre I’amine et 1’acide caféique [20].

” H3C\N/CH3
X OH H,C— N —CH,
EtOH
+
HO pH=6.8 - 75Ho
OH

Schéma A-2-9: synthese des sels d’ammoniums par neutralisation acido-basique.

A-2-4-6 Syntheses a partir des amides :

Le mécanisme démontre un processus de synthése en une seule étape pour la
préparation de composé ammonium quaternaire de formule (1I). R-L est un agent alkylant
dans lequel R est soit un alkyl substitué et/ou insaturé et L est un groupe partant. A est H ou
est soit un alkyl substitué et/ou insaturé. X est L ou un autre ion revoir cette formulation écrire
en bas de la réaction, A :, R :, L : etc. Le composé de la formule (I1) est le diméthylformamide

et le composé de la formule (111) est un halogénure d’alkyle [21].

R -
)J\ Ry Amide Hydrolyse it X
> R—N—

(I (1) (1



Schéma A-2-10: synthése des sels d’ammonium a partir des amides.

A-2-5-Utilisation des sels d’ammoniums quaternaires :

Les sels d'ammonium quaternaire ont diverses utilisations, comme antifongiques et
bactéricides, comme agents thérapeutiques, tensioactifs, détergents, inhibiteurs de corrosion et

également comme catalyseurs par transfert de phase en synthese organique.
A-2-5-1-Utilisation médicale :

1) Antimicrobiens :

Les composés d’ammoniums quaternaires sont surtout bactériostatiques et
fongistatiques, [22] mais a fortes concentrations, ils sont microbicides contre certains
organismes. lls sont plus actifs contre les bactéries gram positive que contre les bacilles gram
négatifs. Ils sont actifs contre les virus lipophiles, Parmi ces composés les plus utilisés on a,
les chlorures de benzalkonium (Figure A-2-12).

H5;C
\ +/\/\/\/\
N CH,

A\
Cl CHj

Figure A-2-12: structure du Chlorure de benzalkonium.

2) Agents anticancéreux :

L’action des dérivés d'ammoniums quaternaire halogénés sur la prolifération in vitro
de plusieurs lignées de cellules cancéreuses appartenant a divers types de cancers humains
indique que des ammoniums quaternaires exercent un net pouvoir inhibiteur sur la croissance
in vitro de cellules cancéreuses [23].

Exemple : Edelfosine (Figure A-2-13) est un alkyl lysophospholipide qui agit comme

un agent anticancéreux in vivo [24].

CH,
o o
H3C(H2C)1\6/O\/\C/\ /\;/O\/\ CHy

\ O- /N\
H H3C CH3

Figure A-2-13: structure de I’Edelfosine



3) Relaxants musculaires :

Les sels d'ammonium quaternaires sont aussi utilisés comme médicaments pour la
relaxation musculaire, le plus souvent en anesthésie, pour empécher le mouvement spontané
du muscle pendant les opérations chirurgicales.

Exemple le chlorure de suxaméthonium (Figure A-2-14) est un médicament

paralysant utilisés pour induire la relaxation musculaire et une paralysie a court terme [25].

. O] H.Cc ClI
H3C/ \CH || CH3
3 @)

Figure A-2-14: structure du Chlorure suxaméthonium
A-2-5-2-Utilisation industrielle :

1) Herbicides :
Les ammoniums quaternaire sont utilises aussi comme herbicide, ils sont responsables
de la rupture des réactions lumineuses de la photosynthése provoquant I'arrét de I'assimilation
de CO..

Exemple : le paraquat (Figure A-2-15) c'est I’un des herbicides les plus utilises au
monde. [26].

H3C—I_\I+\_ py / \N+—_CH3

—/ Cl

Figure A-2-15: Structure du paraquat.

2) Agents tensioactifs :
Les ammoniums quaternaires sont des agents tensioactifs ils ont donc un pouvoir
moussant et détergent qui permet leur utilisation en bain ou sur de grandes surfaces, étant

cationiques, ils sont antagonistes avec les savons et les tensioactifs anioniques [27].

Les tensioactifs cationiques sont caractérisés par une partie hydrophile chargee
positivement, le plus souvent ce sont des sels d'ammonium quaternaires triméthylés ou des

sels de pyridinium [28].


http://fr.ekopedia.org/Herbicide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Herbicide

CHs

/ CH
HaC 3

Figure A-2-16: structure du HTAB Bromure d’hexatriméthylammonium.

H;C _N\ /

Cl
Figure A-2-17: structure du HPCI chlorure d’hexadécyl pyridinium

Les tensioactifs zwitterioniques, ou amphotéres, possedent sur la partie hydrophile a la
fois une charge positive et une charge négative. Ce type de tensioactifs peut alors aisément
devenir cationique ou anionique selon le pH de la solution dans laquelle ils sont solubilisés.
Cette structure dipolaire s'apparente a celle des phospholipides naturels et conduit a une

famille de produits généralement non irritants et peu agressifs sur le plan biologique.

Exemples de tensioactifs zwitterioniques: la sulfobétaine (Figure A-2-18) et la

carboxybétaine (Figure A-2-19)
CHg
Y N N NN g N -
H3C /NWSO3

Figure A-2-18: structure du Sulfobétaine

0 o}
N
/\/\/\I ICH3
+
HaC N

/ CH,
HaC

Figure A-2-19: structure du carboxybétaine
3) Inhibiteur de corrosion :
Les sels d'ammoniums quaternaires sont largement utilisés comme inhibiteurs contre
la corrosion du fer, de I’acier et de l'aluminium [29]. Les N-alkyl des composés
d'ammoniums quaternaires inhibent la corrosion de l'acier dans les acides et I'efficacité de

I'inhibiteur augmente réguliérement avec une augmentation de la chaine alkyle.



Exemple : le Benzyl dimethyl-n-hexadecylammonium chloride (BHDC) (Figure A-2-
20)

H31C15

HaC—N"—CHj

Figure A-2-20: structure du Benzyl dimethyl-n-hexadecylammonium chloride (BHDC)

4) En thérapeutique piscicole :
En pisciculture, on les utilise en bain pour traiter les affections branchiales dues aux
myxobacteries et les bactérioses externes. Ils sont également de trés bons désinfectants. Les
ammoniums quaternaires peuvent étre employés sans danger pour traiter préventivement les

poissons [30].
A-2-5-3-Utilisation en catalyse :

1) En extraction liquide —liquide :
L’effet catalytique des sels d'ammoniums quaternaires sur l'extraction liquide-liquide,
indique que la présence d'ions d'ammoniums quaternaires lipophiles accélére I'extraction des

métaux [31].

2) Catalyseur transfert de phases :
Les ions ammoniums quaternaires peuvent étre utilisés comme catalyseurs de
transfert de phase [32,33] ils transportent un réactif de la phase aqueuse vers le 2™ réactif en

phase organique ou inversement.

Exemple le schéma A-2-11 ci-dessous, résume les principaux équilibres dans le cas

d'une réaction de substitution.
Phase organique ~ RX + Q' Y)——» RY +@Q"X)
I I

Phaseaqueuse  m'x + Q'Y M Y+Q X




Schéma A-2-11: Principaux équilibres transfert de phase

Exemple : le bromure de tétra-n-butylammonium (figure A-2-21) plus couramment

utilise comme catalyseur de transfert de phasel

ch/\/\Br' CH

+/\/\ 3
N

H3C\/\/ \/\/CHg

Figure A-2-21: structure du Bromure de tétra-n-butylammonium

Les sels d’ammonium quaternaire peuvent &tre utilisés comme catalyseur dans les
syntheses organiques comme par exemple la réaction de cyclopropanation [34]. (Schéma A-2-
12)

o
@/Br CH3N02/THF/K2CO3®
20°C/PTC L

PTC

Schéma A-2-12: exemple d utilisation des sels d’ammonium quaternaire comme

catalyseur dans les synthéses organique.

A-2-5-4-D’autre utilisation

L'acide ribonucléique soluble peut étre précipité, par un certain nombre de sels
d'ammonium quaternaire, le ribonucléate d'ammonium quaternaire est soluble dans divers
solvants organiques polaires. A partir de la solution organique de ribonucléate d'ammonium
quaternaire, on peut addition de chlorure de sodium régenérer le sel de sodium de l'acide
ribonucléique soluble. Ce traitement ne semble pas modifier la molécule, ni affecter ses
propriétés biologiques [35]. Exemple le bromure d'éthidium (Figure A-2-22) couramment

utilise comme marqueur d'acide nucléique dans les laboratoires de biologie moléculaire [36].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_nucl%C3%A9ique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Biologie_mol%C3%A9culaire

Figure A-2-22: structure du bromure d'éthidium.
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Chapitre B-1
Synthese



B-1-1- Introduction

Ce travail consiste a synthétiser de nouveaux bis-1.3.4.o0xadiazoles a partir d’un di-
acides. On a pris comme produit de départ 1’acide adipique, Pour y parvenir, plusieurs

produits intermédiaires ont été préparés selon les schémas réactionnels Schéma B-1

Les composes cibles 5a et 5b ont été synthétisés par une procédure en plusieurs étapes. La
voie synthétiqgue a commencé a partir de I'estérification de l'acide adipique 1 en utilisant
I'éthanol en présence d'acide sulfurique. Cet ester a réagi avec de I'hydrate d'hydrazine dans
I'éthanol pour donner du dihydrazide d'acide adipique 3. Le bis-1,3,4-oxadiazole 4 a été
obtenu par réaction de fermeture de cycle lors du traitement de I'nydrazide d'acide 3 avec
I'acide bromaceétique dans l'oxychlorure de phosphore. Enfin, les produits 5a et 5b ont été
obtenus par reflux du composé 4 avec I'amine tertiaire appropriée (DEAEMA ou DMAEMA)

dans I'acétone pour donner les sels d'ammonium quaternaire correspondants.

Afin de pouvoir distinguer entre les réactifs de départ et les produits préparés,
I’avancement des réactions a été suivi par CCM.

Les structures de tous les composés synthétisés ont été confirmées par des données

physico-chimiques et spectroscopiques tel que points de fusions, IR, RMN H et 13C.
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Schéma B-1. Voie synthétique des composés 5(a-b).



Chapitre B-1 Synthese

B-1-2- diethyle adipate :

L’ester de diethyle adipate a été préparé selon le schéma réactionnel par 1’action de
l'acide adipique dans un exces d’éthanol absolu en présence de quelques gouttes d'acide
sulfurique. Le mélange est chauffé sous reflux a 80 °C et agitation magnétique pendant 8

heures.

EtOH / H,SO,
B

HOOC*{CH%COOH EtOOC%{CHZa»COOEt
4 80 °C 4

Schéma B-1-1: Synthese du composé 2
L’analyse CCM indique I’apparition de la tache de Rf=0.45dans 1’éluant (CHCl3 /
CH30H = 8/2), en obtient I’ester sous forme d’un liquide visqueux de couleur transparent

avec un rendement de 76 % .
Caracterisation spectrale

Infrarouge (IR)

Le spectre infrarouge (annexe 2) du composé diethyle adipate (2) montre une forte
bande d’absorption pour 1’élongation du groupement carbonyle (C=0) a 1706.9 cm™ ainsi la
présence de la bande du groupe (C-O-C) de I’ester a 1070.4 cm™.

B-1-3-Adipique Acide dihydrazide 3 :
La formation de I’acide hydrazide a été obtenu par un mélange d'adipate de diethyle
(2) dans un excés d'hydrate d'hydrazine dans I'éthanol absolu, selon le schéma réactionnel B-
1-2. Le mélange et porté sous reflux pendant 6 heures.
@) O
NH,-NH,.H,0

[l [l
EtOOC{CHZa»COOEt - HZN-NH—C{CHZ?—C—NH—NH2
4 EtOH/ 80 °C 4

Schéma B-1-2: Synthese du composé 3



L’analyse par CCM indique I’apparition d’une tache de adipique Acide dihydrazide
(3) de Rf=0.40 dans I’éluant (CHCI3/CH3OH = 9/1) avec un rendement de 67 %, le produit
est obtenue sous forme de cristaux de couleur blanche de température de fusion =180-181°C.

Caractérisation spectrale

Infrarouge (IR)

Les résultats de la caractérisation par spectroscopie infrarouge (annexe 3) du
composes adipique acide hydrazide (3) présente une important bande qui confirme la
formation de I’acide hydrazide situe a 3222.8 cm™ du groupement (NH-NH_), ainsi que le

déplacement de la bande carbonyle (C=0) vers 1606.6 cm™.

RMN 'H

L’analyse par spectroscopie RMN 'H du composes 3 (annexe 7) montre quelques
signaux caractéristiques : les trois protons de la fonction hydrazide (3H, O=C-NHNH>)
résonnent a 8,34 ppm, les deux protons de carbone (2H, O=C-CH2CH>) sont observé a 1,99

ppm, ainsi celle de carbone (2H, O=C-CH,CHp>) résonnent a 1,42 ppm.

RMN 13C

Le spectre RMN du carbone (annexe 11) confirme du composé 3 par la présence d’un
pic a 178,2 ppm correspondants la résonance du carbone amide (O=C-NHNH>). On observe
également la présence des pics caractéristiques du carbone (O=C-CH>CH>) a39, 8 ppm et
celle du carbone (O=C-CH,CH>) a 26,3ppm.

B-1-4- 2,2'-butane-1,4-diylbis [5- (bromométhyl) -1,3,4-oxadiazole] 4 :

Le composé (4) a été synthétisé par la réaction de cyclisation en faisant réagir 1’adipique
Acide dihydrazide avec le bromoacide acétique dans le trichlorure de phosphoryle selon le

schéma réactionnel B-1-3.

0 0 o N—N N—N
I I / POC, | -
HN-NH-C—CH;—C—NH-NH, + —X o CH; o
Br OH 60 °C 4
Br Br

Schéma B-1-3: Synthese du composé 4



Apres 6 heures sous reflux 1’analyse par CCM dévoile 1’apparition d’une nouvelle tache
de Rf= 0.42 dans 1’éluant (CHCIs/CH3OH = 4/1) le produit final et obtenu sous forme de
cristaux blanc avec un rendement de 85% est de température de fusion = 114-115°C.

Caractérisation spectrale

Infrarouge (IR)

Le spectre IR (annexe 4) du composé (4) présente une bande situe & 1643.2 cm™ du
groupement (C=N), comme nous remarquant une autre bande situe a 1105.1cm™ de la
fonction éther (C-O-C) du cycle 1.3.4 oxadiazole qui confirme la formation du cycle. Ainsi la

présence de la bande du groupement (C-Br) situe a 497cm™.

RMN 'H

Le spectre RMN 1H du composes (4) (annexe 8) révele la présence du signal du deux
proton (2H, O=C-CH>-Br) a 8.30 ppm, concernant le proton du carbone (2H, N=C-CH>CH>)
il résonne a 2,17 ppm, le pic a 1,45 ppm est attribué aux deux protons du carbone (2H, N=C-
CH2CH>).

RMN 13C

Le spectre RMN du carbone (annexe 12) montre la présence de deux pics al74, 8 et
172,1 ppm caractéristiques la résonance des deux carbones du I’hétérocycle (N=C-CH.CH.)
et (N=C-CH>-Br) respectivement confirment ainsi la formation du cycle 1.3.4 oxadiazole, le
pic caractéristique du carbone (N=C-CH>CHy>) se situe a 39,7 ppm, Le déplacement chimique
a 33,8 ppm correspond au carbone (N=C-CH2CH>), et le carbone du groupement (O=C-
CH:Br) résonne a 24,4 ppm.



B-1-5- Bromure de N, N'- [butane-1,4-diyl bis (1,3,4-oxadiazole-5,2-
diylmethylene)]  bis[N, N-diethyle-2-  (méthacryloyloxy)  éthane

ammonium](5a):

Le composé 5a est synthétisé par un mélange de composé 4 et d'aminé tertiaire. 2-
(Diethylamino) éthyle méthacrylate (DEAEMA) dans l'acétone, en présence d’une trace de
hydroquinone. Le mélange a été chauffé au reflux pendant 8 heures.

CH,
o 2 Gy omm, Ao g
H\o 4 o)\ <_\_o \CH2 50 °C . .
Br Br CHs

Schéma B-1-4 : Synthése du composé 5a
La réaction est suivi par la CCM qui indique 1’apparition d’une tache de Rf=0,50 dans
I’éluant (CHCI3/CH3OH= 4/1), finalement en obtiens le produit sous forme d’un semi solide

de couleur marron avec un rendement 82%.
Caracteérisation spectrale

Infrarouge (IR)

Le spectre infrarouge (annexe 5) du composeé (5b) montre I’apparition d’une bande
forte intense de vibration d’élongation situe a 1737.7 cm™ qui caractérise le groupement
(C=0) et une bande moyenne a 1625.9cm™ caractéristique du groupement (C=N) et une
bande d’élongation située a 1460 cm™ caractéristique du groupement (C=C), et une autre
bande du groupement (C-O-C) situe a 1026.1 cm™

RMN H

Les données du spectre RMN du proton du composé (5b) (annexe 9) montre un signal a
6,12-5,76 ppm des deux protons du carbone (2H, =CHp2), les proton du carbone (2H,
N*CH,CHy) et (2H, N=C-CH>N") sont observé a 4,44 et 3,73 ppm, on remarque également



un pic a 3,44 ppm correspond le proton (2H,N*CH2CHy>) et un autre pic vers 2,55 ppm pour
deux trois protons de carbone méthyle (3H,N"CH3).

RMN BC

Les données spectroscopiques RMN *3C(annexe 13) du composé (5b) montre I'existence
de trois signaux a 174.0, 166,5 et 157,0 ppm attribue au carbone (N=C-CH>CH), (C=0) et
(N=C-CH2N") respectivement, les carbone (C(CHs)=CH>) et (=CH) sont observé a136,0 et
125,6 ppm, les carbone lie au amine quaternaire sont observé a 63,3 et 55,7 ppm pour les
carbone (N'CH>CH,) et (N=C-CH:N*) et celle du carbone (N*CH2CH,) et (N'CHz)
résonnent a 50,6 47,2 ppm.

B-1-6- Bromure de N,N’-[butane-1,4-diylbis(1,3,4-oxadiazole-5,2-
diylmethylene)]bis[2-(methacryloyloxy)-N,N-dimethylethan
ammoinium] 5b

La réaction du composé (4) avec I’amine tertiaire le 2-(dimethylamino) ethyl 2-
methylacrylate dans I’acétone avec une pincée de hydroquinone, Permis d’obtenir le composé

(5a) selon le schéma réactionnel B-1-5.

oH CH,Cl, H\ CH?—I\ )\
o E } XS HC_\_> <\CH2 50°C
HaC—N—CHj 3c N CH3
Br’

o o O o
I j\
H5C CH, H,C CHg

3 2

Schéma B-1-5 : Synthése du composé 5b

Apres 8 h de reflux a une température de 50 °C, ’avancement de la réaction est suivez
la CCM qui indique la formation du produit par I’apparition d’une nouvel tache de Rf = 0.58
(CHCI3/CH3OH= 4/1) avec un rendement de 79 %, le produit est obtenu sous forme d’un semi

solide de couleur marron.



Caractérisation spectrale

Infrarouge (IR)

Le spectre infrarouge (annexe 6) du composé (5b) révele la présence d’une bande forte
intense de vibration d’élongation situe a 1737.7 cm™ qui caractérise le groupement (C=0) et
une bande moyenne & 1647.1cm™ caractéristique du groupement (C=N) et une bande
d’élongation située a 1460 cm™ caractéristique du groupement (C=C), et une autre bande du

groupement (C-O-C) situe a 1022.2 cm™®.

RMN !H

Le spectre RMN 1 H du composé (5b) (annexe 10) montre un déplacement chimique
entre 6.17et 5.75 ppm des deux protons du carbone (2H, =CH?>), on a constaté un signal a 4.40
correspond au deux protons (2H, N+CH2CHp>), les protons lie au amine quaternaire(2H, N=C-
CH2N+),(2H, N+CH.CHy), résonnent a 3.71et 3.39 ppm, les trois protons (3H, N+CH3)
résonnent sous forme de singulet & 2.78, On remarque aussi I’existence le signal des protons
(2H, N=C-CH2CHy), (3H,C(CH3)=CHy) et (2H, N=C-CH2CH>) 42.50, 1.90 et
1.14 respectivement.

RMN 13C

Le spectre RMN 3C (annexe 14) permet de repérer les déplacements chimiques de
certains carbones. La fonction imine (N=C-CH2CH), (N=C-CH> N+) se manifeste par les
pics a 174.9 et 155.67 ppm, la fonction carbonyle (C=0) résonne a 167.0 ppn, on note par
ailleurs la présence du carbone on note par ailleurs la présence du carbone (C(CHs)=CHy>) et
(=CH>) a 136.0 et 128.0 ppm, tandis que les autres carbones apparaissent a 62.3ppm pour le
carbone (N*CH2CHy), et a 59.0 ppm pour le carbone (N=C-CH, N*). Le carbone
(N+CH2CH>) et (N*CHz3) ont un déplacement chimique a 50.1 et 43.1 ppm.
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Chapitre B-2 Résultats de I’activité biologique des composes testés

B-2-1-Introduction :

Nous avons préparé de nombreux composés organiques et nous exigeons tester leurs
activités biologiques pour étudier les effets antibactériens des produits synthétises contre trois

types de micro organisme.
» Le gram négatif.
» Le gram positif
» Fongique

Le solvant utilisé pour dissoudre les produits testés (DMSO) n’a pas montré d’effet sur la

croissance des bactéries.

Sur la base de 1’observation de I’effet antimicrobien des composés synthétisé permet de
distinguer un effet semblent étre doues, une activité inhibitrice assez importante via les

différentes souches bactérienne et fongique testé
B-2-2- Activité bactérienne :

Les produits de synthése se virent ainsi d’étre d’excellents agents antimicrobiens.
Nous avons choisi de travailler sur une large gamme de microorganismes afin de donner une
idée sur I’étendu du champ d’activité antibactérienne de nos produits. Ainsi, pour mieux
valoriser nos produits synthétisés, il nous a paru intéressant d’étudier leur sensibilité

antibactérienne. Les résultats sont regroupés respectivement dans les tableaux B-2-1, B-2-2.

D’apres les résultats obtenus, les composés testés semblent étre doués d’une activité
inhibitrice assez importante via les différents microorganismes testés a différentes

concentrations.



Tableau B-2-1. Concentration minimale inhibitrice (CMI) en mg / ml de composés synthétisés
contre les souches bactériennes testées par méthode de micro-dilution.

Composé et valeurs de CMI en mg / mL

Bacteries 3 4 5a 5b
Enterobacter aerogenes (ATCC 51697) 0,097 12,5 25 12,5
Citrobacter freundii (ATCC 8090) 12,5 0,39 0,19 0,097
Acetobacter aceti (ATCC 15973) 1,56 6,25 6,25 6,25
Escherichia coli (ATCC 25933) 6,25 1,56 100 50
Klebsiella pneumoniae (ATCC 70603) 6,25 0,78 25 25
Enterobacter cloacae (ATCC 13047) 3,12 12,5 12,5 12,5
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 3,12 12,5 12,5 12,5
Salmonella enterica (ATCC 13312) 0,78 12,5 12,5 12,5
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 25 0,78 0,78 0,78
(ATCC 43300)
Curtobacterium fl accumfaciens (ATCC 53934) 3,12 12,5 25 25
Staphylococcus wavy 1,56 12,5 12,5 25

Comme le montre le tableau 2, les résultats de I'évaluation des propriétés
antibactériennes suggeérent que tous les composés ont trés bon potentiel pour agir comme
agent antibactérien. Les valeurs de CMI variaient entre: 0,097-100 mg / ml. Composés 3 et 4
ont montré l'activité antibactérienne la plus élevée contre tous les microorganismes testés. La
meilleure activité a été observée contre citrobacter freundii ATCC 8090 et MRSA par les
composes 5a et 5b, mais relativement faible activité antibactérienne, (MIC 50-100 pg / ml) a

été observé contre Escherichia coli.
B-2-3- Activité antifongique :

L’activité antifongique est déterminée par la méthode de diffusion en mesurant la
croissance radiale sur gélose PDA (Potato Dextrose Agar), sur des souches de champignons
filamenteux de type Fusarium. L’inoculum est préparé a partir de cultures jeunes de 4 jours a
30°C. Tous les composés testé ont crée des zones d’inhibition les résultats ils sont regroupé

dans le tableau B-2-2



Tableau B-2-2. Taux d'inhibition relative (%) des composés synthétises contre les souches

fongiques testées.

Zone d’inhibition %

Composé Fusarium oxysporum

Fusarium commune

Fusarium rodelens

Concentration in pg/ml

50 100 150 200 50 100 150 200 50 100 150 200
3 145 155 166 188 33 122 211 222 66 88 30 30
4 122 129 133 155 10 111 111 111 7.7 88 111 111
S5a 55 66 66 77 33 55 66 66 66 66 7.7 88
5b 55 55 74 144 11 11 33 44 55 66 17 17

De méme, les composés nouvellement préparés ont été criblés in vitro pour leur

activité antifongique contre trois champignons pathogénes de la tomate, tels que Fusarium
oxysporum MIAE 00123, Fusarium commune MIAE 00112 et Fusarium Rodelens MIAE

00129. Les résultats des activités antifongiques in vitro sont présentés dans le tableau 3.Le

dépistage antifongique a montré que l'activité inhibitrice maximale a été trouvée pour le

composé 3 contre tous les tests des champignons a une concentration de 200 pg / ml, et le

composé 4 a montré une bonne activité contre les champignons testés, composé 5a et 5b, ont

montré une activité modérée contre Fusarium oxysporum et Fusarium rodelens. Cependant,

une activité inférieure était observée pour le composé 5b contre la commune de Fusarium.
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Chapitre C-1 Techniques Et Appareillages Utilisée
C-1-1Généralité :
C-1-1-1-Techniques et appareillages utilisé :
1) La pesé :

La peseé des réactifs a été effectue par I’emploi d’une balance électrique analytique

précise de types yp 402n sa précision est de 10“g.
C-1-1-2-Chauffage :

Le mélange réactionnel est porté au reflux sur bain marie. Sur un appareil de type
TMA2071

2) Température de fusion :

Les températures de fusion des produits solides sont mesurées dans un capillaire a
point de fusion avec appareil Gallenkamp (Ymax=400°C) bain de d’huile laboratoire de chimie
organique bioactive LCOB USTO.

3) Titrage ph-métrique :
Les pH sont mesurés avec du papier pH.
4) Chromatographie sur couche mince CCM :

Les CCM sont effectuées avec des couche mince de gel de silice (60A° TLC) sur des
plaques en verre de diamétre de (0.3 x 4 x 10) cm, ces derniers sont préparées au niveau de

notre laboratoire que l'on active, apres séchage, a 100°C pendant 2 heures a I'étuve; apres

¢lution dans le solvant donné les plaques sont révélées par I’10de.
CCM (éluant : v/v), (Rfy)
5) Spectroscopie infra rouge :

Les spectres IR en été enregistrés sous forme de pastille de KBr dans un spectrométre
de type shimatzu 8300 entre 400 et 4000 cm-1 (université MOULAY Taher Saida).



6) RMN:

Les mesures RMN ont été effectuées au laboratoire de synthese organique département
de chimie université d’Oran es-senia. Les spectres RMN des produits, ils ont été enregistrés
sur un appareil de type BRUCKER AM (300MHz) dans le DMSO-d6 comme solvant.

Le standard interne pour le spectre est le TMS (tétraméthylsilane) o =0.00ppm les

déplacements chimiques sont donnés en ppm.
7) Tests biologiques :

Tous les microorganismes ont été obtenus aupres du Laboratoire de microbiologie, de

I'Institut de biologie, de I'Université du Dr Moulay Tahar, Saida.

Les souches fongiques ont été obtenues a partir de la collecte de cultures pures du
laboratoire de Microbiologie Appliquée Faculté des sciences de la nature et de la vie,

Université d'Oran.



C-1-1-2-La liste des produits chimiques utilises :

Produits (pureté%o) Formule Mg/mol Tr °C | Teb°C d
brute
Acide adipique CeH1004 146,14 152 338 -
DMAEMA * CsH1sNO2 157.21 - 30 186 0.934
DEAEMA * C10H19NO2 185.26 - 176 0.922
Les solvants
Méthanol (99%) CHsOH 32.04 -98 64.5 0.79
Ethanol (99%) C2Hs0H 46,06 -114 79 0,78
Ether di éthylique C2HsOC2Hs 74.12 -116 35 0.715
Chloroforme (99.6) CHCl3 119.38 -63.5 61.2 1.48
Acétone CsHeO 58,07 —94.,6 56,05 -
Réactifs et catalyseur

Hydrazine hydraté N2Hs-nH20 32,04 2 114 1.01
Hydroquinone CsHsO2 110.11 172 287 1,358
Acide bromoacetique C2H302Br 138,94 50 208 1,93
Oxychlorure de phosphore POClI3 153,33 1,2 106 1,64
Acide sulfurique H2SO4 98.07 -15 310 1.84
Bicarbonate de sodium NaHCOs3 84,00 50 °C -
Sulfate de magnésium anhydre MgSQOg4 120.48 - - 2,65
Gel de silice S0z - - - -
lode I, 126.9 113.7 184.3 -

DEAEMA * : 2-(Diethylamino) éthyle méthacrylate

DMAEMA * : 2-(Dimethylamino) éthyle méthacrylate
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CHAPITRE C-2 Expérimentale

C-2-1 Préparation de diethyle adipate :

L’ester de l'adipate diethyle 2 a été préparé selon la procédure décrite dans la
littérature [1] L'acide adipique (5 g, 0,034 mole) a été dissous dans 200 ml d'éthanol absolu en
présence de quelques gouttes d'acide sulfurique, Le mélange a été chauffé sous reflux a une
température de 80° C dans un bain d'huile pendant 8 heures, 1’avancement de la réaction étant
surveillée par CCM. Apres l'achéevement de la réaction le mélange est refroidi a la
température ambiante, et I’acide est neutralisé par une solution de bicarbonate de sodium
NaHCOs a 5%, en suite on effectue I’extraction liquide-liquide par le chloroforme CHCl3,
puis les phases organiques sont rassemblées est séchées sur MgSQOas anhydride et filtré, apres

évaporation de solvant sous base pression,

Figure C-2-1 : Structure de diethyle adipate
Rendement =76%.
Aspect de produit : Liquide de couleur transparent
Rf = 0.45 (CHCI3s/CH3OH= 8/2);
IR (KBr, v cm—1): 1706.9 (C=0), 1070.4 (C-O-C).
C-2-2 Préparation Acide Adipique dihydrazide 3 :

Un mélange d'adipate de diethyle 2 (5 g, 0,028 mole) et un exces d'hydrate d'’hydrazine
(0,05 mole) dans I'éthanol absolu (150 ml) ont été chauffés au reflux pendant 6 heures dans un
bain d'eau. La pureté des produits a été vérifiee par CCM a point unique, le mélange
réactionnel a éete refroidi. Ensuite, le solvant a été évaporé sous pression réduite pour donner

du dihydrazide d'acide adipique 3.
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Figure C-2-2 : Structure de /’Acide Adipique dihydrazide 3
Rendement = 67%.
Aspect de produit : poudre de couleur blanche.
Point de fusion : 180-181°C
Rf = 0.40 (CHCI3/CH30OH =9/1);
IR (KBr, v ecm—1): 3222.8 (NH-NH3), 1606.6(C=0).

RMN H (300MHz, DMSO-d6), & (ppm): 6.34 (3H, O=C-NHNH,), 1.99 (2H, O=C-
CH2CHy), 1.42 (2H, O=C-CH,CH,).

RMN 13C (300MHz, DMSO-d6), & (ppm): 178.153(0=C-NHNH,), 39.799(0=C-CH:CHb>),
26.290(0=C-CH,CHb>).

C-2-3 Synthése de 2,2'-butane-1,4-diylbis [5- (bromométhyl) -1,3,4-

oxadiazole] 4 :

La synthese du composés 4 a été réalisé par un mélange contenant le dihydrazide d'acide
adipique 3 (3 g, 0,017 mole), d'acide bromacétique (4,78 g, 0,034 mole) et 5 ml d’oxychlorure
de phosphore POCI3 a été chauffé sous reflux a une température de 80°C pendant 6 heures.
Apres 1’achévement de la réaction, comme indiqué par la CCM, Le mélange a été refroidi et
versé dans de I'eau glacée, puis une solution de bicarbonate de sodium a été ajoutée. Le solide
résultant a été recueilli par filtration, Lavé a l'eau froide et séché, ensuite, le solvant a été
évaporé sous pression reduite pour donner le 2,2'-butane-1,4-diylbis [5- (bromométhyl) -
1,3,4-oxadiazole]4.
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Figure C-2-3 : Structure de 2,2'-butane-1,4-diylbis [5- (bromométhyl) -1,3,4-oxadiazole]
Rendement = 85%.
Aspect de produit : Cristaux solide de couleur blanc.
Point de fusion : 114-115°C.
Rf = 0.42 (CHCI3/CH3sOH= 4/1);
IR (KBr, v em—1): 1643.2 (C=N), 1105.1(C-O-C), 497(C-Br).

RMN 'H (300MHz, DMSO-d6), & (ppm): 8.303 (2H, O=C-CH. Br), 2.169 (2H, N=C-
CH2CHy), 1.446 (2H, N=C-CH2CHo).

RMN 13C (300MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 174.804 (N=C-CH,CHy), 172.070 (O=C-CH
Br), 39.700 (N=C-CHCHy), 33.837 (N=C-CH2CH3), 24.429 (O=C-CH, Br).

C-2-4 Synthése de bromure de N,N’-[butane-1,4-diylbis(1,3,4-oxadiazole-
5,2-diylmethylene)]bis[N,N-diethyl-2-(methacryloyloxy)ethan ammonium]
oa.

Selon la procédure adoptée par Guigian Lu et all. [2], le composes 4 (1g, 0.003 mol)
est mixé avec ’amine tertiaire le 2-(Diethylamino) éthyle méthacrylate DEAEMA dissous
dans I’acétone (20ml) ensuite le mélange est porté a reflux en présence d’une pincée de
hydroquinone a une tempeérature de 50°C pendant 8h I’avancement de la réaction est suivie
par la CCM le produit est obtenu apres refroidissement et filtration lavé par la suite avec du

diéthyle éther.
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Figure C-2-4 : Structure de N, N -[butane-1,4-diylbis(1,3,4-oxadiazole-5,2-
diylmethylene)]bis[N,N-diethyl-2-(methacryloyloxy)ethan ammonium]

Rendement = 82%.
Aspect de produit : Pate de couleur marron.
Rf=0.50 (CHCIs/CH3OH= 4/1);

IR (KBr, v em—1): 1737.7(C=0), 1625.9(C=N), 1460 (C=C), 1384.8(C-N*), 1026.1 (C-O-
C).

RMN !H (300MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 6.118-5.760(2H, =CH,) 4.437(2H, N*CH.CH.)
3.728 (2H,N=C-CH> N*) 3.445 (2H, N*CH2CH,) 2.548 (3H, N*CHs) 1.934 (2H, N=C-
CH>CH2) 1.487 (3H,C(CH3)=CH2) 1.232 (2H, N=C-CH2CH>).

RMN 8C (300MHz, DMSO-d6), & (ppm): 174.015 (N=C-CH,CH.) 166.463 (C=0)
157.043( N=C-CH, N*)  135.963(C(CH3)=CH,) 125.629(=CH;) 63.283 (N*CH.CHy)
55.750( N=C-CH. N*) 50.628( N*CH2CH) 47.255(N*CHs) 26.700 (N=C-CH,CH2) 24.389
(N=C-CH2CH2)17.775(C(CH3)=CH,).

C-2-5 Synthese de bromure de N, N'- [butane-1,4-diyl bis (1,3,4-oxadiazole-
5,2-diyl  methyléne)]bis[N, N-diethyle-2- (méthacryloyloxy) éthane

ammonium] (5b):

Pour I’obtention de I’amine quaternaire on a dissous un mélange de composé 4 (1 g, 0,003
mole) et d'amine tertiaire le 2-(Dimethylamino) éthyle méthacrylate DMAEMA (0,97 g, 0,005
mole) dans de I'acétone seche (50 ml), en présence d'hydroquinone. Le mélange a été chauffé

au reflux pendant 8 heures au bain-marie a une température de 50°C. Apres refroidissement,



On ajoute de I'éther diéthylique, Le sel d'ammonium quaternaire 5b a été recueilli par

filtration sous pression réduite et lavé plusieurs fois avec de I'éther diéthylique.
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Figure C-2-3 : Structure de bromure de N, N '- [butane-1,4-diyl bis (1,3,4-oxadiazole-5,2-diyl

Rendement = 79%.
Aspect de produit : Pate de couleur marron.
Rf = 0.58 (CHCI3/CH3OH= 4/1);

IR (KBr, v em—1): 1737.7 (C=0), 1647.1 (C=N), 1460 (C=C),1384.8 (C-N*), 1022.2 (C-O-
C).

RMN H (300MHz, DMSO-d6), & (ppm): 6.167-5.747(2H, =CH), 4.403(2H, N*CH.CHb>),
3.705 (2H, N=C-CH2N"), 3.388 (2H, N*CH2CHy), 2.778 (3H, N*CHs), 2.498 (2H, N=C-
CH2CH>), 1.900 (3H, C(CHz3)=CH>), 1.142 (2H, N=C-CH,CHo).

RMN 3C (300MHz, DMSO-d6), & (ppm): 174.887 (N=C-CH.CH,), 166.972 (C=0),
155.666 ( N=C-CH, N*), 135.961 (C(CH3)=CHy), 127.967 (=CH,), 62.340 (N*CH2CHy),
59.036( N=C-CH, N*), 50.118 ( N*CH,CH,), 43.078 (N*CHs), 27.149 (N=C-CH.CHy),
24.359 (N=C-CH,CHy), 17.776 (C(CHz3)=CHy).
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Chapitre C-3 Activité Biologique

C-3-1-Introduction

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription & grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes d’ou I’'importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
medicaments.

Ce travail vise 1’étude de D’activité antibactérienne et antifongique des composés
synthétisés 1’activité antimicrobienne ont été testés contre une large gamme de bactérie gram
négatif et gram positif de champignons dans le domaine de la recherche de nouveaux agents

thérapeutiques.
C-3-2-activite antibactérienne
C-3-2-1-La concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n’y a pas de
croissance visible a I’ceil nu apres un temps d’incubation de 18 a 24 h. Sa détermination a été
faite par observation du trouble induit par la croissance des germes étudiés dans chaque tube.
Cette valeur permet de classer une souche bactérienne dans les catégories: "sensible"

"résistante” ; "intermédiaire"[1]

C-3-2-2-Souches bactériennes

Les especes bactériennes sur lesquelles nous avons travaillé sont présenté dans le
tableau C-3-1

Bacterie Gram negative Bacterie Gram positive
Enterobacter aerogenes ATCC 51697 Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) ATCC 43300
Citrobacter freundii ATCC 8090 Curtobacterium fl accumfaciens
Acetobacter aceti Staphylococcus wavy Staphylococcus wavy

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella enterica ATCC 13312




C-3-2-3-Milieux de culture :

Gélose Mueller Hinton (MH) : milieu pour I’étude de la sensibilité¢ des bactéries, en

milieu solide, vis-a-vis des composes testé.

C-3-2-4-Conservation des souches :

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur la gélose nutritive GN.
Incubées pendant 24 h a 37 °C, elles sont conservées a 5 °C dans des tubes contenant de la
gélose nutritive incliné. La solution mere est préparée par solubilisation des composés testes
brute dans le dimethylsulfoxide (DMSO) a 10%, pour atteindre une concentration initiale.

C-3-2-5-Méthodes

Nous avons utilisé la méthode de micro dilution en milieu liquide [2]. C'est une
méthode de référence consistant a distribuer dans une série de micro cupules contenant un
volume déterminé de bouillon de Miller-Hinton, des concentrations décroissantes
d'antibiotiques et a ensemencer chaque tube avec une suspension standardisée de la bactérie a
étudier; apres incubation (de 18 a 24 h), la plus faible dilution d'antibiotique dans laquelle la

croissance bactérienne est complétement inhibée représente la CMI.
C-3-2-6-Préparation de I’inoculum :

Les souches bactériennes sont enrichies sur un tube contenant 9 ml de MH Muiller-
Hinton, puis incubées & 37°C pendant 18-24 heures. A 1’aide d’une anse de platine on
ensemence une goutte de la culture sur une boite de Pétri contenant de la gélose nutritive GN,
elle sera par la suite incubé a 37°C pendant 18-24 heures. A partir de ces cultures pures, la
suspension bactérienne (I’inoculum) est préparée a I’aide d’une anse de platine on racle 3a 5
colonies bien isolées et parfaitement identiques, on décharge 1’anse dans 10 ml d’eau
physiologique stérile a 0.9% NaCl. Apres homogénéisation de la suspension bactérienne a
I’aide d’un vortex, la standardisation de la densité optique a 0.5 Mc Farland est réalisée par
spectrophotomeétre réglé sur une longueur d’onde de 625 nm. La densité optique obtenue doit
étre comprise entre 0.08 et 0.1 ce qui correspond a une concentration de 107 a 108 UFC/ml

selon Mc Farland.



C-3-2-7-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI des composés synthétisés 3, 4, 5a et 5b a été déterminée en utilisant la
méthode de microdilution au bouillon [39]. Les solutions de chaque composé testé ont été
préparées dans du DMSO pour obtenir une concentration de 100 mg / ml. De ce Solution
meére, dilutions en série des composés (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19 et
0,097 mg / ml) ont été préparés. La CMI a été enregistré dans chaque cas comme la
concentration minimale du composé, qui a inhibé la croissance visible du microorganisme

testé, et le DMSO a été utilise comme témoin negatif.
C-3-3-Activité antifongique [3]
C-3-3-1-Souches fongiques

Trois souches fongiques sont utilisées pour I’évaluation de ’activité antifongique des
composés synthétisés Il s’agit des champignons filamenteux Fusarium sp. Qui sont des

phytopathogeénes.
C-3-3-2-Aspect macroscopique des trois souches de Fusarium

Les composés synthétisé sont été testées vis-a-vis des souches Fusarium oxysporum,

Fusarium commune,et Fusarium rodelens.

Figure C-3-1 : Fusarium commune



Figure C-3-3 : Fusarium oxysporum

C-3-3-3-Milieux de culture :

Potato Dextrose Agar (PDA) : milieu de culture pour la conservation et I’étude de la

sensibilité des champignons vis-a-vis des antifongiques,
C-3-3-4-Préparation de ’inoculum :

L’inoculum des souches fongiques est préparé par repiquage d’un disque mycélien, d’une
culture pure, au centre d’une boite de Pétri contenant le milieu PDA. La boite sera incubée a

28 °C pendant 4 jours.



C-3-3-5-Fongicides des composés synthétisés testée

Chaque produit a tester est soluble dans un DMSO, Des dilutions sont ensuite
préparées et incorporées, a des concentrations croissantes (50,100, 150, 200 ppm) (partie par
million), au milieu de culture PDA.

Le 0 ppm comme étant le témoin, ne contient que le solvant incorporé dans le milieu
PDA. Toutes pouvant supporter des températures de fusion allant de 80C° jusqu’a 120C°
pour pas plus de 8h.

C-3-3-6-Méthodologie de travail
» Préparation des solutions de fongicides :

Les composés testés ont été incorporés aseptiquement, a la dose homologuée, dans le
milieu de culture PDA maintenu en surfusion a une température de 40 a 45 °C. Apres
écoulement et solidification du mélange (milieu de culture et fongicides), Des implants
mycéliens de 6 mm de diameétre portant 1’agent pathogéne , prélevés de la périphérie de pré
culture de jeunes des souches souches Fusarium oxysporum, Fusarium commune, Fusarium
rodelens.de F.spp., sont déposés au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA avec
les 4 concentrations pour chaque substance active a étudier (50,100, 150, 200 ppm).

L’incubation a été faite a 25 °C et a ’obscurité pendant 4 jours et la lecture se fait

quotidiennement. Chaque combinaison pathogéne-fongicide est répétée trois fois.

Les différentes dilutions sont obtenues en respectant la loi suivante :

C1v1l = C2V2

C1 : Concentration de la solution mére V1 : Volume pris de la solution mére

C2 : Concentration a préparer V2 : Volume final voulu du milieu PDA

> Evaluation de la croissance mycélienne des isolats de Fusarium :

L’évaluation de la croissance mycélienne de chaque souche est mesurée en calculant la
moyenne des deux diamétres mesures sur deux axes perpendiculaires traces au revers des
boites de culture pendant le 4eme jour d’incubation (Figure C-3-4) [4]

Pour chaque dose, le pourcentage d’inhibition 1(%) a été détermine par rapport au témoin

et calculé selon la formule de Leroux et Gredet [5,6]



o (Diamétre témoin - Diameétre test)
Taux d’inhibition (%) = — — x 100
Diameétre témoin

La mesure de l'accroissement (moyenne de toutes les valeurs) du mycélium est faite

selon la méthode des deux diamétres perpendiculaires.

Boite de Pétri
contenant le
milieu de culture

Implants du
mycelinm

Figure C-3-4 : Schéma de la méthode de mesure du diamétre dans les deux sens

perpendiculaires.
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Conclusion générale

Au cours de ce travail nous nous somme intéresses a la synthése des sels d’ammonium
quaternaire, nous avons préparé dans une premier partie 1.3.4 oxadiazole contenant un

halogénure d’alkyl a partir d’un diacide par différent réactions de substitution.

Dans une seconde partie nous avons mis au point la synthése des sels d’ammoniums

quaternaires a partir des amines tertiaire.

Les molécules synthétisées ont été isolées et caractérisés par les méthodes physiques et
spectroscopiques telles que le point de fusion, la chromatographie sur couche mince, la

spectroscopie infrarouge ainsi, que RMN 'H et RMN *3C.

L’activité biologique des composés synthétisés on ¢été testés sur des bactéries a gram
positif et bactéries a gram négative et contre les champignons. Afin de voire leur activité

biologique, et les résultats sont ensuite complétés par la détermination des valeurs de CMI.

En conclusion, nous avons synthétisé les sels d’ammonium quaternaire contenant un
noyau hétérocyclique 1.3.4 oxadiazole en quatre étapes avec de bons rendements les résultats

obtenus sont trés promoteurs.

A T’issue de ce travail, diverses perspectives de recherches peuvent apparaitre liées
principalement avec le mécanisme d’action antimicrobien des sels d’ammoniums quaternaire
et des hétérocycles 1.3.4 oxadiazole il est cependant nécessaire de synthétiser d’autres
composes d’ammoniums quaternaires et d’effectuer les tests nécessaire a fin d’optimiser les
caractéristiques pharmacologiques nécessaires a [’obtention d’un candidat médicament

valorisable.
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Annexe-6- spectre infrarouge du composé (5b) dans le KBr
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	Figure A-2-2: Structure de la Choline

