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Les hétérocycles azotés est I'un des plus importants et fascinants branches de la chimie
organique, leurs intéréts sont particulier en raison de leurs différentes méthodes de synthése
et de leurs propriétés remarquables, notamment en tant que composés bioactifs ou inhibiteurs
de la corrosion. De plus, ils sont utilisés dans le traitement des maladies cardiovasculaires et

du cancer, ces deux maladies sont les plus dangereuses chez I’homme 1.

Le motif pyrazole occupe une place essentielle en tant que structure hétérocyclique dans
de nombreux composés biologiquement actifs. De plus, il joue un réle important dans le
domaine de I'agrochimie, ou il est présent dans divers composés herbicides, fongicides et

insecticides 2.

Les travaux actuels pour la synthese des molécules pyrazolidine vont eventuellement
conduire vers des produits trés diversifiés et des composés d’intérét pharmaceutique et
thérapeutique, par la mise en ceuvre de réactifs simples et trés peu colteux et des procédures

expérimentales convenables.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéresses a la synthése des hétérocycles de type
pyrazole via une cyclocondensation des chalcones a, B-insaturés a partir de 1’acétanilide

connu par ses propriétés pharmacologiques.

Le travail présenté dans ce mémoire outre 1’introduction et la conclusion générale, se divise

en trois en trois parties A, B et C.

v’ La partie A comporte quatre chapitres. Le premier chapitre contenant un rappel
bibliographique donnant un apercu sur les acétanilides et leurs applications biologiques.
Le deuxieme chapitre comporte la généralité sur les chalcones et leurs intéréts
pharmacologiques en citant quelques exemples de chalcone o, B-insaturés.
Dans le troisieme chapitre, nous rapportons une mise au point bibliographique sur les
pyrazole et les différentes méthodes d’acceés au motif pyrazolique, on cite quelques
applications thérapeutiques. Le troisiéme chapitre englobe les généralités sur I’activité

antibactérienne.
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v La partie B inclut les appareillages et les techniques, on décrira tous les protocoles
expérimentaux utilisés pour préparer et caractériser les composes concerné et la partie

biologique.

v' la partie C comporte toutes les interprétations et les discussions des résultats
concernant : exploitions leur interprétation par: [I’analyse par IR, UV-vis,
le contrble par CCM et I’identification des points de fusions ainsi que I’étude de I’activité

antibactérienne.

Enfin une conclusion générale résumant 1’essentiel des résultats et les perspectives.
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Chapitre I : L’acétamide et ses domaines d’applications

1.1 Introduction :

Les résultats bibliographiques les plus récents révélent un intérét important pour les
dérivés de l'acétamide liés aux aromatiques substitués du fait de leurs applications dans les

domaines les plus divers telles la biologie, la pharmacologie et I’agrochimie. . .etc.

D’autre part, les dérivés de l'acétamide et leurs analogues représentent un fort potentiel
d'activités biologiques notamment agents analgésiques, anti-oxydantes, anticancéreuses !,
antimicrobiennes 2, des molécules anti-COVID-19 3. De plus, plusieurs dérivés de l'acétamide
sont utilisés pour améliorer certaines enzymes qui inhibent la réplication de l'activité du virus

VIH*. L’exemple le plus connu est le paracétamol > qui est I'un des agents les plus largement

; NH,

utilisés au monde comme analgésique et antipyrétique portant le groupe acétamide ’.

y Xtandi 40mg

Enzalutamid /
Enzalutamide

NH .

.. Bt

Bilastin  C

(0) NH e
112 e o T N "
J( O OH ‘

N Rt BT ]
NH-Me Paracétamol

isopropylphenoxy acétamide

Figure 1.1 Quelques médicaments dérivés de N-phényle acétamide

I .1.1 Définition de I’acétamide :

L'acétamide (également connu sous le nom éthanamide ou amide d'acide acétique)
appartient a la classe de composés organiques connus sous le nom d'acides carboxamides avec
la formule CH3CONH_; (Voir Figure 1.2) 8. Il existe sous forme solide blanc, soluble dans I'eau

et faiblement soluble dans 1’acide °.

o
HSC)J\NHR Q\h
R=H

Figure 1.2 Structure d’acétamide
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1.2 Applications biologiques des dérivés de I'acétamide :
1.2.1 Une activité analgésique :
En 2009, Barbosa et Coll. ont voulu préparer une séric d’analogues pyrazolique. Ils
ont deduit que les dérivés substitués R1 R. présentent une trés bonne activité antalgique
d’origine inflammatoire. R1 R2 tandis que le pyrazole porte I’entité Rz révele un pouvoir anti-

hyper nociceptive intéressant'® (Voir Figure 1.3).

( )

N

Figure 1.3 Quelques exemples de N-phényle acetamide substitué

1.2.2 Activité anticancéreuse :

Récemment, en 2020 I’équipe de Khazira décidé de synthétiser les dérivés de méthoxy-
phényle donc le groupe a réalisé la synthése de N-(4-méthoxyphényle)-2-(4-pyrrolidin-1-
ylquinazoline-2-sulfonyle)-acétamide (Voir Figure 1.4).

Cette molécule a donné des résultats remarquables comme agent anticancéreux 2.

o/
O NH

o ™Y Q

N S

\\/N Y \ N-(4-méthoxyphényl)-2-(4-pyrrolidin-1-ylquinazoline-2-
\ (@] sulfonyl)acétamide
N

Figure 1.4 Acétamide liés aux groupements de methoxy-phényle
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1.2.3 Activité antidépresseurs :

D’autre part, en 2010 Shelkeet Coll. Ont synthétise acétamide lié avec un hétérocycle
révele une activité antidépresseurs considérable par rapport aux médicaments antidépresseurs

standard comme le moclobémide, I'imipramine et la fluoxétine!2. (Voir Figure 1.5)
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Figure 1.5 Effet antidépresseurs dérivé de I’acétamide

1.2.4 Activités antimicrobienne :

Comme illustre dans I’exemple suivant (figure 1.6) la série de dérivés de I’acétamide
substituée présente un effet antimicrobien dont le composé2-(4-(benzo[d]thiazol-5-ylsulfonyl)
pipérazin-1-yl)-N-(3-isopropylphényl) acétamide a montré une trés bonne activité

antibactérien contre les bactéries & Gram-positive 3.

%ka Q)

Figure 1.6 Effet antibactérien de dérivé de [’acétamide

Nous avons vu dans ce chapitre que plusieurs méthodes sont déja connues pour préparer des
acetamides substitues, nous nous sommes intéressées par la synthése de N-phényle acétamide

pour synthétiser leurs chalcones correspondante.
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Chapitre Il : Géneéralités sur les chalcones et leurs intéréts

I11.1. Introduction

Les chalcones occupent actuellement une classe importante dans le domaine de la
chimie organique, notamment en tant qu'intermédiaires de synthese et en thérapeutique. Il est
utilisé comme une base pour la composition de nombreux principes actifs présents dans les
médicaments en tant que produits biologiquement actifs, elles sont la base de nombreux
principes actifs utilisés dans les médicaments. L’origine de ces composés peut étre naturelle,

extraits de plantes ou issus d'une production hémi-synthétique ou totalement synthétique *.

11.2 La chalcone

La chalcone d’origine naturelle, son structure chimique est simple, nommée : 1,3-diaryl-2-
propéne-1-one, elles sont considérées comme les précurseurs de flavonoides et isoflavonoides
a chaine ouverte ou les deux noyaux aromatiques sont reliés par un trois atomes de carbone a,

B et de carbonyle insaturé (Voir figure 11.1)2.

Ve

Figure I1.1 : Structure de flavane et chalcone
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Les chalcones sont abondantes dans les plantes comestibles : les fruits, les légumes, les
épices, le thé et affichent un éventail diversifié d'activité pharmacologique * (Voir figure 11.2).

L

5
Pt
]

HO. ] 0.
| OH
o OH
Flavonols Flavanols
Isoflavones Flavanones

o

o
A
SRR HO

S
S
°\' b}:

Figure 11.2 : Sources alimentaires des flavonoides

11.3 Historique sur la synthese des chalcones

Le terme chalcone dérivé du mot grec Chalcos, signifiant bronze *. Cette association est
due aux couleurs jaune et orange (comme le bronze) des tissus veégétaux contenant ces
composés °. Ce mot a été mentionné pour la premiére fois par Stanistaw Kostanecki et Josef
Tambor, les premiers scientifiques responsables de la synthése de ces composés naturels aux

couleurs uniques °.

11.4 Les propriétés pharmacologiques de quelques substances naturelles
La nature est la source principale et la plus ancienne qui a fourni des substances
biologiquement actives. De nombreuses plantes contenant des chalcones possédant des

propriétés médicinales traditionnelles et ils sont utilisés pour leur efficacité dans le traitement
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de diverses maladies comme agent anticancéreux, anti inflammatoire et antioxydant..

(Voir figure 11.3).

.etc

-

Basilic (Ocimum basilicum L.)
(Antioxydantes) °

Lierre (Hedera helix L.) "I Q [ J’"’“‘

Houblon (Humulus Lupulus)
(Anti-inflammatoire) 8

[ Chalcone naturelle ]

Rosier des chiens (Rosa canina L.)
(Anticancéreuse) ’

i (G =
Phytoclarix
Lierre Grimpant
Phytociarix
Toux productive
]

(Anti-toux grasse) 10

Figure 11.3 : Les propriétes thérapeutiques de quelques plantes naturelles

De nos jours, plusieurs chalcones sont également utilisées comme des formulations

cosmétiques et dans des additifs

alimentairest'dont les flavonoides sont des pigments

responsables de la coloration des fleurs et des fruits (Voir figure 11.4).

Des additifs alimentaires
d'origine de flavonoides

.@’

i
o

i

"j;‘

/e |<|\\”|_|\|
N

‘\- e !
R\ S f;,w,

Parfum d'origine de flavonoides

Figure 11.4 : La chalcone comme additifs alimentaires en parfumerie
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I1.5 Synthése des chalcones
11.5.1 Synthése des cétones a, B-insaturées

En 1880-1881, L. Claisen'? et J. G. Schmidt® ont publié¢ les premiers rapports de recherche
décrivant la condensation catalysée par une base entre un aldéhyde et une cétone, qui semble
étre la premiére méthode de préparation de la chalcone. Depuis lors, différentes variantes de
la condensation de Claisen-Schmidt (SCC) utilisant divers catalyseurs et conditions de
réaction ont été développées. Parmi ces nombreuses méthodes, la version catalysée par une

base aqueuse du SCC reste la plus couramment utilisée pour la synthése de la chalcone.

La méthode de synthese de cétones et d'aldéhydes a, B-insaturé sont diverses ; cependant le
plus répandue est la suivante :

11.5.2 La condensation aldolique

La condensation aldolique est une réaction classique en chimie organique, largement
utilisée pour créer de nouvelles liaisons carbone-carbone!®.Elle se produit entre deux cétones

et/ou aldéhydes et peut conduire a la formation d’énones en éliminant une molécule d’eau®.

C’est I'une des méthodes les plus couramment employées pour générer des composés

carbonylés différents (\Voir le Schema 11.1).

oy
1 ELO\O(%O =

Vs

o (OoH
A
-H,0

[

Schéma 11.1 : Mécanisme d'catalysée par une base de Claisen-Schmidt condensation
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11.6 Intéréts biologiques des chalcones

Les chalcones sont connues par leurs nombreuses propriétés pharmacologiques et une
grande variété d’activités biologiques telles que : ’activité anticancéreuse, anti-inflammatoire,

et anti-leishmaniel. . .etc.

11.6.1 Activité anticancéreuse

Le groupe de Seunghyun ont déduit que ce type de chalcone posséde une activité inhibitrice

puissante et sélective envers les cellules cancéreuses *°.

H,CO Br

OCH;

Figure I1.5 : Structure de la chalcone.

11.6.2 Activité anti-inflammatoire

Amit N. Panaskar et son équipe bont synthétisé une série de chalcone hydrazide a partir de

chalcone substitué et ils ont montré leur efficacité en tant qu’agents anti-inflammatoire ',

Ry
R ‘

R: NOz, Cl

Figure 11.6 : Structure de dérivé la chalcone hydrazide
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11.6.3Activité antibactérienne

Le chalcone (E)-3-(3,4-dimethoxyphényle)-1-(2-hydroxyphényle)  prop-2-en-1-one
présente un pouvoir antibactérien intéressant contre la souche bactérienne Bacillus subtilis

avec une CMI qui est égale 62.5 pg/ML %°.

OH O

/ OMe

OMe

Figure 11.7: Chalcone (E)-3-(3,4-dimethoxyphényle)-1-(2-hydroxyphényle) prop-2-en-1-one
11.6.4 Activité antidépressant :

Parmi les chalcones synthétiques biologiquement actives, on peut citer quelques dérivés de
DHIPC (2,4-dichloro-2"-hydroxyl-4",6"diisoprenyloxychalcone) qui a montré une activité

antidépressive?®,

Figure 11.8 : Chalcone dérivés de DHIPC
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11.6.5Activité anti-leishmanial

En 2018, 1’équipe de Palmeira de Mello ont synthétise des molécules de chalcone
dérivées de méthoxy ou hydroxy-phényle, ces deux produits ont montré une tres bonne
activité anti-leishmanial dont la concentration 1Csoest égale 30 uM *°.

O
HsCO P o -
O O \ '\H
H OH o
(6} . .
~ Leishmania

Figure 11.9 : Chalcone derivées de méthoxy ou hydroxy-phényle
11.6.6 Activité anti-oxydante

Un certain nombre de chalcone (E)-1-(2-hydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl) prop-2-en-
(E)-s-(3!4_
dimethoxyphenyl)-1-(2-hydroxyphenyl) prop-2-en-1-one ont été eégalement préparés et ont

1-one, (E)-1-(2-hydroxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one  and
montré une activité anti-oxydante plus puissante que celle de vitamine C utilisé comme

référence avec des valeurs de 1Cs08.22, 6.89 et 3.39 pug/mL respectivement?.

-

OH (0]
P R,
R,
R1= OMe R2= OMe
Ry=H R,= OH
R1= H R2= OCH3

N\

J

Figure 11.10 : Différentes structure de chalcones
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Chapitre 111 : Les hétérocycles pyrazoliques et leurs
domaine d’applications

I11.1 Introduction

La chimie hétérocyclique est une branche de la chimie organique, elle permet la synthese
d’un grand nombre de composés d’origine naturelle ou synthétique par diverses méthodes

pour I’intérét industrielle de compose hétérocycliques.

111.2 Définition

Un hétérocycle est un cycle contenant au moins un hétéroatome hors I’atome de carbone.
« Hétéro » veut dire différent : soufre, oxygeéne, azote sont les atomes les plus rencontrés dans
un hétérocycle. lIls peuvent étre aromatiques ou non aromatiques. De notre part, nous nous

sommes intéressees par les hétérocycles a cing chainons contenant  deux

l

hétéroatomesd’azote.

N
|
H H
Pyrazole Imidazole
L J/

Figure 111.1 : Structure hétérocycles a cing chainons?

L’imidazole est également tres présent naturellement, on peut le trouver dans les graines de
café et le cacao. (\Voir figure 111.2)

Figure 111.2 : Quelques exemples de substances naturelles contenant le pyrazole substitué 34
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Chapitre 111 : Les hétérocycles pyrazoliques et leurs domaine d’application

111.3 Les pyrazoles
111.3.1 Définition

Le mot pyrazole présente un composé hétérocyclique aromatique pentagonal, avec deux

azotes voisins dans le cycle et trois carbones. La structure générale du pyrazole est comme

suite * :

4

5

»

3

N—"

=~ /
N 2

1

Pyrazole

Figure I111.3 : Structure de pyrazole

111.3.2 Historique

Plusieurs voies de la synthése du pyrazole ont subi des nombreuses modifications depuis la
premiére sa synthése qui a été effectuée en 1883 par KNORR et Coll> (Voir schéma 111.1).

1,3 dicarbonyl

Pyrazole

Schéma 111.1 : Réaction de synthese des pyrazoles par KNORR

Il est particulierement rare dans la nature comme la plante Withasomnine a été utilisée dans la

médecine traditionnelle indienne pour le traitement de troubles légers (effets analgésique

antidépresseurs) ’.

J

Figure 111.4 : Structure de la plante de withaniasomnifera
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Les hétérocycles pyrazoliques synthétisés existent dans certains médicaments, les plus
puissants notamment pour le traitement : d’obésités, anti-inflammatoires, antidépresseur et

antibactériennes. ..etc®?.

Ve

COXJB 200mg
CELECBEKER

CH,

P e

E-EDﬂ)ﬁ.S'_L_LT

Pty

0% /N \N
Sy \ /

®!

HoN Sulfaphenazole Felecoxib _
(Anti bactérien) (Anti inflammatoire)
ACOMPLIA ‘
N _renabant
’ N - 7‘" "”‘:'l‘;h\
CH;
Fezolamine Rimonabant
(Anti dépresseur) (Anti obésité)
S/

Figure 111.5 : Quelgues exemple des pyrazoles bioactifs
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Cet hétérocycle est également trés présent dans 1’agrochimie, on le trouve dans de nombreux

composeés herbicides, fongicides et insecticides °

Cl

Fluazolate
(Herbicide)

Penthiopyrad
(Fongicide)

Cl Cl

Fipronil
(Insecticide)

Figure 111.6 : Application des pyrazoles en agrochimie

111.4.Synthése des pyrazolines

La méthode prédominante pour la synthese de pyrazoles substitués est la réaction de
cyclocondensation. Elle implique [l'utilisation d'une hydrazine appropriée en tant que
nucléophile bidenté, réagissant avec une entité carbonée contenant deux carbones
électrophiles en positions 1 et 3. Ces entités carbonées peuvent étre des dérivés 1,3-

dicarbonylés (A) ou des cétones a-B-insaturées (B, C, D) (voir schéma 111.2) 1!
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La fonction carbonyle présente une réactivité particuliére qui se réagit de différentes

maniéres!?:

e [’addition 1, 2, ou le carbone en 2, est réalisée par un nucléophile (A)

e Les doublets de I’oxygene, jouent le role d’une base réagissant avec les acides (B)
et la fonction alcéne, ou la double liaison carbone-carbone est un site de forte densité
électronique, elle est souvent attaquée en premier lieu par un électrophile, mais également
une réactivité globale engageant I’ensemble de la structure ce qui conduit a considérer les
fonctions dans les cétones a, B-insaturées comme une fonction entiére. Cette réactivité

globale se traduit par I’addition 1,4 ou le carbone en 4 est attaqué par un nucléophile (C).

/\‘({’\O . Nt.i'/_\ﬁcide M

Nucléophile h_  Nucléophile
Addition 1.2 Addition 1.4
(A) ®) ©

Schéma 111.2 : Différentes méthodes pour obtenir les pyrazoles substitués

Nombreuses cétones a, B-insaturées sont intéressantes, en particulier les chalcones qui

possedent des noyaux aromatiques.

-

AN

Chalcone

Figure I111.7 : Chalcone

I11.5 Propriétés pharmacologiques des dérivés pyrazoles

Les différents dérivés pyrazoles ont une activité importante surtout dans le domaine
biologique et pharmaceutique. L’activité biologique de ces produits différe selon leur

structure, leur substitution et de leur stéréo-isomérie.
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111.5.1.Effet antimicrobien

Synthése d’une nouvelle série de pyrazole dérivés de I’'imidazole par Vijesh et coll. Ensuite

ces composeés ont été testés pour leur activité antifongique et antibactérienne.
Parmi les synthétisés, un en particulier Le composé s’est révélé étre un agent antimicrobien

puissant 3,
e H N
N\
N

\ 4

\

S N

/
T
HN ~ SCHs
© o OCHjs

Figure 111.8 : Pyrazole dérivé de ['imidazole

111.5.2.Effet antifongique

D’autre part, la synthese de plusieurs dérivés du thiourée d’acyle pyrazole ont montré un

pouvoir antifongique contreles champignons testés G. zeae, F. oxysporum,C. mandshurical®.

Figure 111.9 : Pyrazole dérivé du thiourée d’acyle
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111.5.3.Effet antibactérien

Récemment, le groupe Desaia préparé une nouvelle série dérivée pyrazoliques. Certains
molécules est révélé un pouvoir antibactérien intéressant via la souche bactérienne

staphylocoque doré avec une CMI de 2 mg/mL*°. Une série de nouveaux dérivés pyrazolés.

Vs

Cl

Cl

Figure 111.10: Pyrazole substituée

111.5.4.Effet anticancéreux

L’équipe de Farag a synthétiseé des pyrazoles substitués et évalué leur activité anti-
tumorale. Le compose a été présenté une activité anticancéreuse puissant contre les cellules

tumorales cancéreuses d’ascites d’Ehrlich?®®.

Figure 111.11 : Molécules de pyrazole substitué
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111.5.5.Effet anti-inflammatoire et antalgique

Une série de 1-(4-phényl) -3-phényl-1H-pyrazole-4-carbaldéhyde sont été préparées et
testés pour leurs activités anti-inflammatoires et analgésiques. Parmi ces composés e
pyrazole contenant le groupement 4-fluoro-phényle montre une activité anti-inflammatoire et

analgésiques maximales 7.

Figure 111.12 : Pyrazole contenant le groupement fluoro-phényle

111.5.6.Effet Anti-Alzheimer

Le groupe Chimenti et coll. a préparé une série de 3,5-pyrazoles diaryliques. Plusieurs

composes présentent une tres bonne activité inhibitrice contre la MAO-A et la MAO-B avec

une faible sélectivité!®.

Figure 111.13: 3,5-Pyrazoles diaryliques

111.5.7. Effet antidiabétique

Une nouvelle série d’acides pyrazole-4-carboxyliques substitués a été synthétisée par

Cottineau et coll. Les résultats ont indiqué qu’une seule molécule est considérée comme un

agent hypoglycémique de la série®®.

Vs

Figure 111.14 : Acides pyrazole-4-carboxyliques substitués
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Généralités sur Pactivité biologique

IV. Généralités sur Pactivité antibactérienne
IV.1. Introduction

Les microbes sont des micro-organismes indispensables a I’homme et a I’environnement,
Certains micro-organismes tels que les bactéries et les levures peuvent étre pathogenes et
causer des maladies chez I’homme, les plantes ou les animaux. Elles sont responsables de
plusieurs maladies épidémiques et pandémiques. A partir d’une succession d’observation et
de travaux de nombreux chercheurs dont Pasteur, Joubert, Duchesne puis Fleming, cette quéte

a abouti a la découverte des antibiotiques *.
IV.2. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances qui ont la capacité d'inhiber ou de détruire
spécifiqguement les bactéries sans étre toxiques pour I'organisme hote. Ils peuvent agir de deux
maniéres : par une action toxique directe, appelée bactéricide, ou ils tuent les bactéries, ou par
une action bactériostatique, ou ils inhibent la croissance des bactéries sans les éliminer

complétement.

L'objectif du traitement antibiotique est d'aider le systéme immunitaire de I'organisme a

éliminer les bactéries pathogénes présentes 2.
IV.3. Parameétres d’activité d’un antibiotique

L’activité d’un antibiotique sur le germe peut étre définie par différentes méthodes

connus 3:

v' Le spectre d’activité : Ensemble des bactéries sensibles a I’action d’un
médicament antibiotique particulier.

v’ La concentration minimale inhibitrice (CMI).
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IV.3.a La concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus petite concentration
d'antibiotique nécessaire pour inhiber toute croissance visible d'une souche bactérienne apres
18 heures d'incubation a 37 °C. Cette valeur est utilisee pour caractériser I'effet
bactériostatique d'un antibiotique 3.

IV.4. Apergu sur les bactéries testees

A. Gram positif

> Staphylococcus aureus : est une bactérie a Gram positif de forme Cocci qui se trouve
couramment chez I'hnomme en tant que commensal, mais qui peut également devenir
pathogene opportuniste dans certains cas. Cette bactérie est responsable d'une variété
d'infections, y compris les infections nosocomiales, les intoxications alimentaires et les

infections cutanées “°.

Figure IV.1 : Observation de Staphylococcus aureus en microscopie électronique a

balayage.

> Bacillus cereus : est une bactérie responsable de deux types de maladies liées a
l'alimentation. Elle provoque des infections caractérisées par des symptdémes de
diarrhée et des intoxications qui se manifestent par des vomissements.

Cette bactérie s’agit d’un bacille a coloration de Gram positive, sporulant et aéro-anaérobie

facultatif ©.
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Figure 1V.2 : Observation de bacillus cereus en microscopie électronique a balayage.

B. Gram négatif
» Escherichia coli (E. coli) : Il s'agit d'un colibacille, une bactérie a Gram négatif de
la famille des entérobactéries intestinales. Cette bactérie est largement répandue
chez les mammiferes trés communs chez 1I’étre humain. Découverte en 1885 par
Théodore Escherichia dans des selles de nourrissons ; c’est un coliforme fécal

généralement commensal "

Figure 1V.3 : Observation d Escherichia coli microscopie électronique a balayage.

> Klebsiella : est un genre de bactérie bacilles Gram négatifs appartenant a la famille
des Enterobacteriaceae. Son nom est en référence fait référence au

bactériologiste Edwin Klebs 8.

Ces bactéries sont responsables jusqu'a 5 % des infections urinaires communautaires et
9 % des nosocomiales °.Les infections & Klebsiella peuvent toucher diverses parties du

corps, y compris les voies urinaires, les poumons, le sang et les plaies. Ces bactéries
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peuvent présenter une résistance aux antibiotiques, ce qui peut compliquer le traitement et

necessiter I'utilisation d'agents antimicrobiens spécifiques.

Figure 1V.4 : Observation Klebsiella en microscopie électronique a balayage.

» Pseudomonas aeruginosa : Parmi les bactéries, elle est classé les plus difficiles a
traiter cliniqguement particulierement. P. aeruginosa, reconnu comme pathogéne
opportuniste et causant des infectons pulmonaires mortelles chez les patients atteints

de fibrose kystique .

Figure IV.5 : Observation Pseudomonas aeruginosa en microscopie électronique a

balayage.
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I. Techniques et appareillages utilisés

1.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous présenterons les produits utilises, les dispositifs de synthese et les
méthodes de caractérisation qui ont été employés pour analyser nos échantillons. Nous

aborderons également le matériel et les techniques utilisés pour mener I'étude biologique.
1.2 Matériels de synthése

e Montage de synthese

Dans notre montage expérimental, nous avons utilisé les éléments essentiels suivants :
- Une plaque chauffante avec agitation magnétique.
- Un réfrigérant qui sert a condenser le solvant pendant la réaction.

- Un ballon monocol de 100 mL avec un barreau magnétique.

e Réactifs et solvants utilisés

Réactifs et solvants Structure M. (g/mol) T+(°C) Peu(°C) Densité
Benzaldéhyde C7HsO 106,12 - 1,046 1,046
2-Hydroxy-benzaldéhyde C7HeO:2 122,12 - 194 1,17
2-4 Dihydroxybenzaldhyde C7HsO3 138.12 134-138 - 1.2667
Vaniline CsHgOs3 152,15 81,5 285 1.06
Hydroxide de sodium (C2Hs)20 74,12 318 - 2.13
Charbon actif - 12.01 3550 - 2.31
lode I2 127 113,7 184 °C 4,93
Aniline CeH7N 93,13 -6,3 184,1 1,02
Hydrazine hydrate 80% H4N2.H20 50,06 - 117 -119 1.02
Anhydride acétique C4HsO3 102,09 -73,1 139,5 1,08
Meéthanol CH4O 32,04 - 64,7 0.792
Ethanol C2HeO 46,06 - 78,37 0.789
Acétone CsHeO 58,08 - 56 0.784
Cyclohexane CeHa12 84,15 - 80,75 0,779
Acide acétique glacial C2H402 60,05 - 118 1.05
Acide chlorohydrique HCI 36,458 - -85,05 1,49
Acétate de sodium C2H3NaO: 82,0343 - 881,4 1,53

Tableau B.1 : Caractéristiques des produits chimiques et les solvants utilisés
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1.3 Méthode de caractérisation

1.3.1 Point de fusion
Les points de fusion sont mesurés dans un capillaire a point de fusion avec un appareil
KRUSS (Ymax = 400 °C).

Figure B.1 : Appareil KRUSS de point de fusion

1.3.2 Spectrophotométrie UV-Visible

Les produits de départ et synthétisés sont analysés par I’absorption UV-Vis par un
spectrophotométre OPTIZEN (MECASYS). La cellule d’étude, en quartz, est de 1 cm
d’épaisseur, le solvant adéquat pour mener cette étude est le méthanol ou I’eau distillée, selon
le type de composé. Les spectres électroniques ont été tracés dans I’intervalle de 190 a
600 nm.

Figure B.2 : Spectrophotométrie d’absorption moléculaire UV-visible

1.3.3. Spectroscopie infrarouge

Les composes solides sont analysés dans une pastille KBr pour avoir des spectres IR a
partir d'un spectrométre de type Jasco V-530 entre 4000 et 400 cm™ (laboratoire d’Organique,
Département de Chimie, Université Es-Sénia, Oran).
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1.3.4. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Chromatographie sur couche mince (CCM) : La chromatographie est une méthode de
purification, de séparation et d’identification d’'un mélange de constituants. Les CCM sont
effectuées avec de couches minces du gel de silice sur des plaques en aluminium. Apres
élution dans le solvant donné, les plaques sont révélées par I'lode avec le chauffage pour
obtenir les points.

Chaque constituant migre d'une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que l'on
appelle rapport frontal ou rétention frontale (Ry) 1.

Rt = d substance / d solvant

d substance : Distance parcourue par le composé (mesurée au centre de la tache).

d sowant : Distance parcourue par le front du solvant.

couvercle

front de l'éluant

cuve 3 chro'n.noc.':ph.v

plague CCM

ligne de dépot

éluant

Melange d'eluant

Figure B.3 : Montage de la Chromatographies sur Couche Mince
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B.11 Syntheses des chalcones et leurs pyrazoles correspondants

B.11.1 Introduction

Dans ce travail, nous avons synthétisées une série de chalcone a, B-insaturées a partir de

N-phényle-acétamide comme produit de départ.

Les molécules préparées ont été caractérisées par le point de fusion, IR, UV-Visible afin de
pouvoir distinguer entre les réactifs de départ et les produits intermédiaires ainsi que les

composeés finaux. L avancement des réactions a été suivi par CCM.

B.11.2 Mode opératoire
B.11.2.1 Synthése de N-phényle-acétamide
B.11.2.1.a Préparation produit de départ
Pour préparer N-phényle acétamide comme illustre dans le schéma suivant , on va

passer par deux étapes 2:

e 0 N
NH, o o H_ N )I\ CH, o
)J\ )L —_— )k / :
+ H,C o] CH, ~—— * H¢” 0
Phénylamine Anhydride acétique N-Phényle-acétamide  Acide acétique
Aniline
\ J

Schéma B.1 : Préparation de N-phényle acétamide
e Préparation des réactifs

Solution A : Dans un bécher de 400 ml 250 ml d'eau distillé, dissoudre 10 ml d'aniline en
présence de quelques millilitres d'acide chlorhydrique concentré en agitant puis on ajoute le
charbon actif en chauffant a 50°C environ pendant 5 minutes pour assurer la décoloration du

produit final puis on filtre.
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Figure B.4 : Préparation de la solution A

Solution B : Mettre le bécher contenant une solution d'acétate de sodium anhydre dans un

bain de glace puis on ajoute goutte a goutte I'anhydride acétique.

e Acétylation

Verser immédiatement et d'un seul coup la solution B dans la solution A en agitant
quelques minutes puis refroidir le milieu réactionnel dans un bain de glace pour I’apparition
des cristaux blanc. La réaction est suivie par CCM.

.
A 4

Figure B.5 : Préparation de N-phényle acétamide

e Séparation et Purification :

Filtrer N-phényle acétamide brut sous vide puis laver avec un peu d’eau distillée aprés
le séchage du solide désiré sur papier filtre ,recristalliser le produit brut dans l'eau distillée

bouillante, filtrer les cristaux blancs.
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t
Figure B.6 : Séparation et Purification de N-phényle acétamide
Tableau B.2 : Caractéristique physique de N-phényle acétamide préparés
N-phényle couleur Rendement (%) Point de fusion (°C) Rt
acétamide
A Cristaux 85 114 0,6

blanc

B.11.2.2 Synthése de chalcone a, B-insaturées (C1-C4)

La synthese des chalcones a, B-insaturées s’effectuc par le procedé général de

condensation des quantités équimolaires d’aldéhyde aromatique substitués avec le N-phényle-
acétamide en milieu Ethanoique en présence de NaOH2.L’ensemble est porté sous agitation
magneétique pendant 24h. La réaction est suivie par CCM (Acétone-Cyclohexane). Le
mélange réactionnel est acidifié, filtré puis lavé par I’cau distillée. Le solide obtenu est purifié

par recristallisation dans 1’éthanol.

( )
o R R,
o ] 1
J\ ! H\N/C\c=(H:\
07 SNH C—H H Rs
H R1 NaOH
» + H,0
+
R
H ? c1-c4
R
1 3 Ry-H R,-H Rs_H
Ry-OH R,-H Rj.H
R;-OH R,.H R;.OH
R,-OH R,-OCH; R;.H

Schémas B.2 : La réaction de synthése dérivés de chalcone (C1-C4)
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+ (Aryle)-N-phényle-acétamide (C1)

+ (2-Hydroxy-aryle)-N-phényle-acétamide (C2)

+ (2,4-Dihydroxy-aryle)-N-phényle-acétamide (C3)

+ (2-Hydroxy-3-méthoxy-aryle)-N-phényle-acétamide (C4)

Les rendements et les points de fusion des produits obtenus pour chaque chalcone sont
calculés et mesurés. Les résultats ainsi obtenus sont regroupés dans le tableau B.2 suivant :

Tableau B.3 : Caractéristique physique de chalcone préparés

Chalcone couleur Rendement (%) Point de fusion (°C) Rt

C1 blanc 70 >317 0,5
C2 Marron foncé 68 103,2 0,76
C3 ‘ Jaune clair ‘ 75 ‘ 101,5 ‘ 0,7

C4 ‘ Jaune ‘ 80 ‘ 71 ‘ 0,6

B.11.2.3 Synthese des pyrazoles correspondants (P1-P4)

Les hétérocycles pyrazoliques (P1-P4) sont obtenus en mélangeant les chalcones
synthétisées avec la quantité requise d'hydrazine hydratée 80 %dans un milieu alcoolique des
en présence de quelgues gouttes d'acide acétique glacial (Schéema B.3).

Le mélange réactionnel est porté au reflux sous agitation magnétique a 80°C entre 8 a 10 h.
La reaction est suivie par CCM (Acétone-Cyclohexane). Le solide obtenu aprés 1’évaporation

de solvant est recristallisée a partir de 1’éthanol absolu .
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Nous avons synthétisé des pyrazoles dont les structures proposées sont comme suit :

( N
0
H. .C. _H R R ¥
N™ C=C~ Reflux 8h
+NH,-NH, H,0 ————» R, |
AcOH n-N
c1-c4 /
H,CcOC
Rs-H R,-H R;.H
R;-OH Ry,-H R,.H
R-OH R,.H R;.OH
R;-OH R,_OCH; R;_H
N\ J

Schéma B.3 : La réaction de synthése des pyrazoles P1-P4

+ 1-(5-phényl-3-(phénylamino)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)-éthanone  (P1)

+ 1-(5-(2-hydroxyphenyl)-3-(phenylamino)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)-
éthanone (P2)

+ 1-(5-(2,4-dihydroxyphenyl)-3-(phenylamino)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)-
éthanone  (P3)

+ 1-(5-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(phenylamino)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)-
éthanone  (P4)

Les rendements et les points de fusion des produits obtenus pour chaque pyrazole sont

calculés et mesurés. Les résultats ainsi obtenus sont regroupés dans le tableau B.3 suivant :

Tableau B.4 : Caractéristique des hétérocycles pyrazoliques synthétisés [P1-P4]

Pyrazole Couleur Rendement% | Point de fusion °C Rt
P1 Blanc cassé 60 >292 0,6
P2 Marron foncé 68 >220,2 0,42
P3 ‘ Jaune pale ‘ 72 ‘ 130 ‘ 0,8

P4 ‘ Jaune foncé ‘ 76 ‘ 155 ,8 ‘ 0,66
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B.111 Expérimental du pouvoir antibactérien des produits testes
B.111.1 Introduction

Les molécules synthétisées au cours de ce travail ont été exploitées pour leurs activités
biologiques, notamment leurs activités antibactériennes au niveau de laboratoire bactériologie

Hopital Dr Benzerdjeb a Ain Temouchent.

La solution mere est préparée en dissolvant 1’équivalent en poids de 30 mg de matiere active

dans 1 mL DMSO qui est utilisé comme solvant inactif via les souches bactériennes etudiées.

VAT Ps

Figure B.7: Exemple de L'effet inactif du DMSO via la souche Pseudomonas aeruginosa.

B.111.2 Test antibiogramme

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques qui sont
utilisés dans cette étude ont été choisis selon leur spectre d’activité qui s’étend vers les
espéces étudiées .

B.111.3 Méthode et mateériel utilisé

Notre travail est basé sur la méthode de diffusion dans un milieu gélosé Muller- Hinton
(méthode des puits) c’est-a-dire la diffusion des produits testés selon un gradient de
concentration. La méthode des puits décrite par Berghe et Vlietinck est choisie dans cette

étude pour sa fiabilité et sa simplicité. Cette méthode nous fournit des résultats préliminaires

sur la sensibilité des souches et les activités antibactériennes du produit testé °.
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B.111.4 Principe

Le milieu Gélose Mueller Hinton est coulé sur boite de pétri a une épaisseur de 8 mm,
aprés inoculation par écouvillonnage d'une dilution du microorganisme a tester réalisée
suivant une échelle de Mac Ferland, des puits de 6 mm de diamétre sont réalisés de maniere
concentrique sur les milieux puis, metre 0.1mL de chaque concentration dans chaque puits au
centre. Apres une pre-diffusion de 45 minutes & température ambiante, les souches sont
incubées a 37C°, pendant 24 heures au terme desquelles les diamétres des zones d'inhibition

sont mesurés en millimétres & l'aide d'un pied a coulisse °.

B.111.5 Les micro-organismes utilisés
Ainsi, pour mieux valoriser nos produits synthétisés, il nous a paru intéressant d’étudier

leur sensibilité.

Nous avons choisi de travailler une moyenne gamme de microorganismes afin de donner

une idée sur I’étendue du champ d’activité antibactérienne de nos produits.

Les souches bactériennes sont :

> Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus
(ATCC 14579).

> Bactéries a Gram negatif : Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 70063).
Dans notre recherche, nous avons utilisé des tests antibactériens des neuf produits
synthétisés contre cing (05) bactéries, en culture in vitro, Il permet aussi d’identifier la

concentration minimale (C.M.I) de chaque produit.

B.111.6 Les témoins
Gentamicine (GM) est un antibiotique de la famille des aminoglycocides utilisés pour
traiter divers types d’infections bactériennes, en particulier celles provoquées par des

bactéries a gram- négatif ®.

Figure B.8 : Gentamicine utilisé comme références.
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B.111.7.1 Préparation des échantillons

30 mg de chaque composé a étudier ont été dissous dans 1mL diméthylsulfoxyde
(DMSO). Cette premiere dilution constitue la solution mére. Les differentes dilutions des
molécules testées sont : 1500, 750,375, 187.5, 93.75 pg/mL.

-

Ajout de 0.5mL v=05mL V=05mL V=0.5mL

Solution mére
(SM) (SM) m |
DMSO |
(ImL) y
5/ B8

3000ug/mL. 1500pg/mL. 750ug/ml 375ug/mL  187.5ug/mL 93.75ug/mL
(Produit synthétisé)

Figure B.9 : Dilution des produits synthétiseés.

B.111.7.2 Cultures bactériennes

+ Revivement de bactérie : Prendre avec un écouvillon, on prend une petite quantité de
bactérie et on met dans un bouillon ou gelose nutritive et I’incubation se fait a 37°C
pendant 18 a 24 heures.

+« Préparation de la suspension bactérienne : Une colonie bien isolée issue d’une culture
de 18-24 h a été introduite dans 5 mL d’eau physiologique contenue dans un tube a essai.
L’opacité est ensuite ajustée afin d’avoir un inoculum qui correspond a I’échelle 0,5 de

Mac Farland *.

Figure B.10 : Appareil de Mac Farland
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s Ensemencement ou test d’écouvillonnage . On trempe 1’écouvillon dans la suspension

*
puis on ensemence par la suite la gélose par 1mL de suspension (eau physiologique

contenant une souche active).

Figure B.11 : Ensemencement de la bactérie sur Mueller Hinton

% Méthode de diffusion des puits : Par une pipette pasteur on fait des puits aprés on met le

disque d’antibiotique de gentamicine en milieu de la boite pétri en remplissant les puits

par nos produits synthétisé. L’incubation se fait a 37°C pendant 18 a 24 heures pour les

bactéries.

Figure B.12 : Méthode de diffusion des puits

« La lecture des résultats : La lecture des résultats obtenus se fait en mesurant le diameétre

*

de la zone d’inhibition produite autour des puits aprés I’incubation.

Figure B.13 : La lecture des résultats
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Résultats et discussions de synthése

C.l Résultats et discussions de synthese

C.1.1 Identification Spectrale des produits synthétises

1. Spectroscopie infrarouge de N-phényle acétamide

e o 2
| 11
N—C —CH,

_ 1 D

Figure C.1 : Structure de N-phényle acétamide

Le spectre infrarouge de N-phényle acétamidelindique I'apparition de bande située entre

3286 et 3257 cmicaractéristiques de la fonction amine NH. La présence de vibration de bande

caractéristique au carbone aliphatique (CHs) située entre 2924 et 2768 cm™ sans oublier les

deux bandes intenses et aigués correspondants aux groupements carbonyle C=0 apparaissent

a 1659 cm™de I’acétamide et C=C aromatique révelent a 1593 et 1534 cm™ respectivement

ainsi

3189 et 3131 cm™. Les résultats sont en accords avec celle de la littérature *.

que les deux bandes du groupement C-H aromatique qui sont attribuées entre

110
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Figure C.2 : Le spectre IR de N-phényle acétamide
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2. Spectroscopie UV de N-phényle acétamide

Le spectre d’analyse UV de N-phényle acétamide indique la présence d’une bande situées a

240 nm est attribuable a la transition 1 — n*, n — * (C=0, N-H) 23,

15 - 1
8 1-
c
©
=
g 05 -
Q0
<
O T T T 1
0 100 200 300 400
Longueur d'onde A (nm)

Figure C.3 : Le spectre UV de N-phenyle acétamide

3. Les differentes chalcones synthetisées (C1-C4)

Les dérivés chalconiques a, B-insaturés synthétisés (C1-C4) ont été obtenus sous forme
solide. Ces composé sont été recristallisés dans 1’éthanol et / ou ’acétate d’éthyle, afin de les

purifier et les obtenir sous forme des cristaux.

P
HO
fo} ﬁ HO (l:l)
I H c H
H Cc H H C H SN Neo=
SNT \C=C\© SNT Ne=c ﬁ c OH
H H
c3
c1 C2
(I? OCH,
H C H
SNT T Ne=c OH
H
c4
/

Figure C.4 : Les structures de différentes chalcones (C1-C4)
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4. Caractéristiques spectroscopiques
Les structures des chalcones préparés ont été elucidées par les méthodes spectroscopiques

usuelles Infrarouge et ultraviolet.
+ Spectroscopie infrarouge des de différentes chalcones synthétisées (C1-C4)

Les quatre spectres IR des différentes chalcones (C1-C4) révelent des bandes larges de
vibrations dans le domaine allant de 3416 a 3253 cm™ et qui sont attribuées aux d’élongations
de deux groupements OH et NH ainsi que I’apparition des bandes faible d’intensité révelent
entre 3163 et 3016cmindique le groupement CH aromatique.

Les pics intenses observés entre1696 et 1598 cm™ sont dues aux vibrations d’élongations des
liaisons carbonyle C=0, sans oublié le groupement C=C aromatique qui révéle entre 1596 et
1540 cm™.

La présence des pics aigus dans I’intervalle 1625-1553 cm™ sont dues aux vibrations liaisons

C=C qui confirme I’existence de chalcone a, B-insaturées.

Enfin I’existence d’une bande de fréquence caractéristique au groupement C-H aliphatique

O-CHjssituée environ a 2967 cm™ 2-3,

Tableau C.1 : Données spectrales d’IR des différents chalcones (C1-C4)

_ IR (cm™)
Produits
_ c=C c=C

OH-NH C-Har €20 (Chalcone) = (aromatique) OCH;
Ci1 3287-3255 3056 1660 1594 1592 -
C2 3416-3284 3163 1598 1630 1553 -
C3 3402-3272 3160 1696 1625 1540 -
C4 3287-3253 3016 1660 1585 1560 2967
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Les spectres infrarouges correspondants sont illustrés sur les figures suivantes :
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Figure C.5 : Le spectre IR de chalcone C1
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Figure C.6 : Le spectre IR de chalcone C2
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Figure C.7 : Le spectre IR de chalcone C3
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Figure C. 8 : Le spectre IR de chalcone C4
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5. Spectroscopie UV des chalcones préparées (C1-C4)

Les spectres UV-visible des chalcones (C1-C3) dans 1’éthanol, montrent la présence
d’'une seule bande d’absorption ayant des longueurs d’ondes entre 230-250 nm
correspondante aux transitions n-n* et w-n*. En revanche, le chalcone C4 montre la présence
de trois bandes ayant les longueurs d’ondes 240, 280 et 310 nm attribuées respectivement aux

transitions n-m*, w-n* et n-o* 2-3 (Voir figure C.9).

(C1) (C1)
1,8
1,6 2
l.i
1,2 15
1
0,8 1
0,6
) 0 50 100 150 200 250 300 350 400 ) 0 100 150 200 250 300 350 400 450
(C3) (C4)

5
2 25
15 2
1 15
1

05

05
0 100 150 200 250 300 350 R

0 00 250 300 350 400

Figure C.9 : Le spectre UV des chalcones (C1-C4)

50 100 150
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6. Les différents pyrazoles synthétisés (P1-P4)

Les composés pyrazoliques synthétisés (P1-P4)sont stables & cause de la bonne
répartition de la conjugaison. Ils se présentent sous forme des cristaux aprés la recristallisation

en utilisant 1’éthanol afin de les purifier (Voir figure C.10).

4 N\
H OH H
N N
| I
N-N n—N
/ /
H,COC H,COC
P1 P2
H,CO H
N
HO I
n-N
/ /
H;COC g H;coC o,
. J

Figure C.10 : Les structures des pyrazoles préparés (P1-P4)
7. Caractéristiques spectroscopiques

Les structures des composes preparés ont été élucidées par les méthodes spectroscopiques

usuelles Infrarouge et ultraviolet.
+ Spectroscopie infrarouge des différents pyrazoles synthétisés (P1-P4)

Les spectres infrarouges des pyrazoles synthétisés (P1-P4) ont montré comme motif
commun les bandes caractéristiques suivantes: la présence d’une bande large indique
I’apparition du groupement OH-NH révele dans l’intervalle 3467-3275 cm'l. D’une part
on observe une bande correspond a la vibration d’élongation de la liaison (C=N) vers 1660-
1614 cm?confirme I’existence de I’hétérocycle pyrazolique. D’autre part la présence de
nouvelles bandes apparaissent dans I’intervalle 1597 a 1538 cm™! attribuées au groupement

C=C aromatique.
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Tableau C.2 : Données spectrales d’IR des différents chalcones (P1-P4)

IR (cm™)
Produits
C=N C=C
OH-NH C-Har (pyrazole) (aromatique) OCHs
P1 - 3015 1614 1590 -
P2 3403-3274 3167-3057 1633 1597 -
P3 3415-3285 3168 1633 1538 -
P4 3467-3286 3130-3015 1660 1593 2925
L’ensemble des spectres IR réalisés sont représenté dans les figures suivantes :
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Figure C. 11 : Le spectre IR de pyrazole P1
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Figure C.12 : Le spectre IR de pyrazole P2
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Figure C.13 : Le spectre IR de pyrazole P3
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Figure C.14 : Le spectre IR de pyrazole P4

8. Spectroscopie UV des chalcones préparées (C1-C4)

Les pyrazoles (P1-P4) préparés donnent des transitions électroniques qui apparaissent
généralement sur leurs spectres UV-Visible, enregistrés dans I’éthanol, sont représentés ci-
dessous (la figure C.15).

Le spectre du composé P1 donne une bande dans le domaine de I’ultra-violet, 230nm,
correspondant a la transition m—a*indique le groupement imine (C=N) de I’hétérocycle
pyrazolique. En revanche, le produit P3 montre la présence de deux bandes ayant les
longueurs d’ondes 240, 280 nm attribuées respectivement aux transitions n-n*, m-n* 23,

Enfin les deux hétérocycles P2 et P4 indiquent de trois bandes d’absorption ayant des

longueurs d’ondes 240, 290 et 360 nm attribuées respectivement aux transitions n-m*, n-n* et

n-o* 23,
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Figure C.15 : Le spectre UV des pyrazoles synthetisés (P1-P4)

Dans ce chapitre, nous avons préparé les chalcone o, B-insaturées (C1-C4) et leurs

pyrazoles correspondants (P1-P4) a 1’état solide. Pour cela, nous avons adopté une stratégie

qui consistait a étudier ces produits par la spectroscopie IR et UV-visible.
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C.11 Evaluation de P’activité antibactérienne

C.11.1 Introduction

L’évaluation de I’activité antibactérienne des molécules synthétisées a été effectuée au

niveau de laboratoire bactériologie Hopital Dr Benzerdjeb a Ain Temouchent.
Les souches utilisées dans les tests font parties de différent microorganismes :

e Trois souches bactériennes & Gram négatif.

e Deux souches bactériennes a Gram positif.

Elles sont testées sur les produits synthétisés d’apres la figure suivante :
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Figure C.16 : Les structures des molécules testées
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C.11.2 Tests antibactériens

D’aprés les résultats obtenus, les produits testés indiqués dans la figure C.16 semblent
étre douées d’une activité inhibitrice sur certaine classes de micro-organismes testées.
Le diametre d’inhibition est compris entre 10 mm et 14 mm (Tableaux C.3).

La lecture des résultats se fait par la mesure du @ de la zone d’inhibition en mm selon la

fourchette proposée par Ponce et coll. * est comme suit :

6 mm < < 8 mm : non sensible 9mm <@ <14 mm : sensible

1I5mm <0 <19 mm : trés sensible ) >20 mm : extrémement sensible

Les résultats des tests de I’activité antibactérienne réalisés sur les pyrazoles synthétisés et
leurs chalcones correspondants ainsi que le produit de départ préparé sur les differentes
souches bactériennes en comparaison avec les antibiotiques sont indiqués dans le tableau qui

suivant :

Tableau C.3 : Résultats des tests in vitro de I’activité antibactérienne de différents produits :

Bactéries Souches bactériennes Souches bactériennes Gram-
Gram-positif (G+) négatif (G-)
Staph. Bacillus Klebsiella E-coli Ps
ATCC cereus. pneumoniae  ATCC ATCC
Produits Zone d’inhibition (mm)
1 - - - - -
C1 - - - - -
C2 - - - - -
C3 - - - - -
C4 - - - - -
P1 - - - - -
P2 - 10 - 10 10
P3 - - - - -
P4 11 - 11 11 14
Gentamycine 30 25 21 24 25
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C.11.3 La discussion du pouvoir antibactérien des produits testés

A partir des résultats du test, on constate clairement que les composés chalconiques
(C1-C4) et leurs pyrazoles correspondants (P1 et P3) ainsi que N-phényle acétamide utilisé
comme produit de départ préparé n'ont présenté aucune activité inhibitrice vis-a-vis toutes les
souches a bactérienne a Gram positif et a Gram négatif. Ces souches possedent un potentiel de

résistance trés élevé contre I'action antibactérienne de ces composés.

En revanche, les deux hétérocycles pyrazoliques testés substitués avec 2-Hydroxy-aryle
et 2-Hydroxy-3-méthoxy-aryle (P2 et P4) respectivement possédent une faible activité
vis-a-vis les souches bactériennes a Gram positive (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) et
les souches bactériennes a Gram négative (Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa,
Klebsiella pneumoniae) par rapport a gentamycine utilisé comme antibiotique de référence

dont le diameétre de zone d’inhibition est envers 10-11 mm.

Tant dis que la souche bactérienne Pseudomonas aeroginosa est sensible via la molécule
pyrazoliques liées 2-Hydroxy-3-méthoxy-aryle P4 et son diamétre de ’auréole est de 1’ordre
de 14 mm.

Gentamycine

P4

Escherichia coli

oy
-

P3 o MR P3 3
!M': 3 .b MR
\ Gentamycine - Gentamycine siella pneumoniag

. &
P4
® ) P4

hylococcus aureush

'seudomonas aeroginosa

Figure C.17 : L effet biologique des produits testés sur les souches bactériennes
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C.11.3.1 La discussion la concentration minimale inhibitrice des produits testes

D’aprés le résultat qui sont représentés dans de tableau (C.4) et les figures (C.18). Apres
incubation & 37C° pendant 24 h, nous constatons une apparition des zones d’inhibition dans
les deux composés P2 et P4 contre Escherichia coli dont la CMI qui est égale & 750 pg/mL.
Les mémes produits P2 et P4 possedent une CMI qui est égale a 375 et 187,5 pg/mL
respectivement via Pseudomonas aeroginosa. Tandis que la souche bactérienne
Staphylococcus aureus est sensible contre la molécule P4 qui possedent une CMI révéle a :
750 pg/mL.

D’autre part, les composés P4 présente la plus faible CMI par rapport aux autres souches
bactériennes dont la valeur est égale 93,75 pug/mL vis-a-vis Klebsiella pneumoniae.

Tableau C.4 : Résultats de CMI des différents pyrazoles P2 et P4.

Bactéries a Gram-positif Bactéries a Gram-négatif
. (GH) (G)
Bacteries
Staphylococcus | Bacillus | Escherichia | Klebsiella | Pseudomonas
aureus cereus coli pneumoniae | aeroginosa
Composes Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) : pg/mL
P2 - - 1/4 - 1/8
(750) (375)
P4 1/4 - 1/4 1/32 1/16
(750) (750) (93,75) (187,5)

CMI: 1/2: 1500 pg/mL, 1/4: 750 pg/mL, 1/8: 375 pg/mL, 1/16: 187.5 pug/mL, 1/32: 93.75ug/mL.
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Figure C.18 : La CMI des produits synthétisés contre les bactéries Gram positif et négatif

C.11.3.2 Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de produit
synthétisé qui laisse au plus 0,01% de germes survivants. A 1’aide d’une pipette pasteur, on
fait un repiquage des zones d’inhibitions de la CMI. L’ensemencement a été fait par stries
paralleles de 5 cm de long a la surface de la gélose. Aprés 24 h d’incubation a I’étuve a 37 °C,
si on observe des colonies sur les stries donc le produit a un effet bactériostatique sinon le

produit a un effet bactéricide 2.

60



Partie C : Résultats et discussions Reésultats et discussions de ’activité biologique

A partir des résultats qui sont dans la figure suivante des tests bactéricides, on remarque
que la molécule hétérocyclique P2 a montré un effet bactériostatique envers deux souches

bactériennes (E-coli et Pseudomonas aeruginosa).

Kiebiella S5

= e oy ' Pseudo.
E-coli Pseud:

Figure C.19 : Effet bactériostatique et bactéricide des molécules testées sur quelques
souches bactériennes.

D’autre part, le produits P4 a le méme effet via la majorité des souches bactériennes
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae) sauf la bactérie

E-coli qui a un pouvoir bactéricide via le méme compose.

En premier lieu, il faut noter que quelques composés testés ont montré des diametres

d’inhibition convenable devant celui de gentamycine.

La modification de ces molécules en changeant leurs structures ou I’un des constituants et la

cyclo-addition pour avoir I’hétérocycle pyrazolique peut influencer 1’activité antibactérienne
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Conclusion générale

On a essayé de synthétiser au niveau de laboratoire quelques pyrazoles pouvant
présenter une activité biologique intéressante a partir des chalcones o, pB-insaturées.
Ces derniers ont été préparés sous les conditions de Claisen-Schmidt a partir de la
condensation aldolique des aldéhydes aromatiques avec le N-phényle acétamide en milieu

basique et ce dernier a été préparé au niveau de laboratoire.

Les produits synthétisés ont été élucidés par quelques techniques usuelles, telles que le
point de fusion (Ps), la chromatographie sur couche mince (CCM) et le spectroscopique
infrarouge (IR) et 1’UV-vis. Cette derniére confirme la structure des composés voulus par
I’apparition des bandes d’absorption caractéristiques des fonctions correspondantes aux
produits préparés.

La seconde partie de ce travail comporte un chapitre : Etude de I’activité biologique (tests

antibactériens).

L’évaluation des propriétés antibactériennes ont montré des activités intéressantes via les
bactéries a Gram positif et négatif pour les composés P2 et P4 peut étre due a la présence des
sites actifs qui facilitent le passage a travers la paroi bactérienne et de ce fait inhibent leurs

croissances.
Les perspectives de ce travail, elles peuvent s’articuler autour des points suivants :

< Faire des analyses spectroscopiques RMN H!, RMN Cet SM.

% Etudier de facon plus approfondie d’autres propriétés biologiques de ces composeés, a
savoir les propriétés anti-inflammatoires, antivirales et anticancéreuses des chalcones et
leurs pyrazolidines correspondants.

% L’utilisation de nos différents produits dans les réactions organométallique et les utilisés

comme catalyseurs dans d’autres réactions de chimie organique.
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Résumé

Ce travail a été réalisé dans le cadre de la synthése organique, particuliérement la synthése des chalcones «,
P-insaturées et leurs pyrazolines correspondants qui sont biologiquement actives et possédant des intéréts
pharmaceutiques.

Nous nous sommes intéressés par : Les composés carbonylés o, B-insaturés (les chalcones) sont obtenus par la
condensation aldolique selon la réaction de Claisen-Schmidt, en faisant réagir des aldéhydes aromatiques
avec [acétanilide en milieu basique, [hydrazine hydraté (NH> NH2.H>0) se condense avec les chalcones
préparées pour donner les dérivés pyrazoliniques correspondants.

Les structures des molécules synthétisées ont été caractérisées grice aux données spectrales UV —visible et

IR,

Mots clés : Aldéhyde aromatique, acétanilide, chalcones, condensation aldolique, pyrazolines.

Summary

This work, is done in the context of organic synthesis, particularly synthesis of Retones o, f-unsaturated,
pyrazolines, which are biologically active and possess pharmaceutical interest.

Carbonyl compounds «, f-unsaturated (chalcones) are obtained by the aldol condensation of the Claisen
Schmidt reaction, by reacting aromatic aldefydes with acetanilide in a basic medium, the hydrazine
monohydrate (NH>NH>.H>0) condenses on the chalcones prepared to give the corresponding pyrazoline
derivatives.

The identification of products obtained was determined by the usual spectroscopic methods such as the
infrared (IR) UV-visible and physico-chemical parameters such as meting points, thin layer
chromatography.

Key words: aromatic aldefryde, acetanilide, chalcone, aldolic condensation, pyrazoline




	 Bactéries à Gram négatif : Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 70063).

