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Résumé

Notre travail consiste a la synthese de nouvelles molécules, analogues de glycosides seco-
acycliques, partant de la synthése de différents composés hétérocycliques a cing chainons,
dérivés de I’acide lactique, tel que le 5-(1-hydroxyéthyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione, le
3-(1-hydroxyéthyl)-4-amino-1,2,4-triazole-5-thiol et le 1-(5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-yl)
éthanol. Et de les greffer sur un sucre synthétisé, obtenu par la protection sélective des
groupements alcool du glycérol. Leur structure a été caractérisée par spectroscopie infrarouge
et résonnance magnétique nucléaire. Le test antibactérien des produits de synthése contre des
bactéries pathogenes et/ou d’altération a Gram positif montre une activité inhibitrice

remarquable.

Mots Clés : glycoside, acide lactique, 1,3,4-oxadiazole, 4-amino-1,2,4-triazole, 5-amino-

1,3,4-thiadiazole, bactéries a Gram positif, bactéries a Gram négatif.



Abstract

This work consists of the synthesis of new molecules, analogues of seco-acyclo glycosides.
Starting with the synthesis of different five-membered heterocyclic compounds, derivatives of
lactic acid, such as 5-(1-hydroxyethyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione, 3-(1-hydroxyeéthyl)-4-
amino-1,2,4-triazole-5-thiol and -(5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-yl) éthanol. To achieve the aim
of this work, it has been necessary to link the latest five-membered heterocyclic compounds to
a synthetic carbohydrate. Glycerol was taken as a seco-acyclo sugar moity. The structures of
all compounds have been characterized by infrared spectroscopy and nuclear magnetic
resonance. The antimicrobial test of our products has shown an interesting activity against

Gram-positive bacteria.

Key Words : glycoside, lactic acid, 1,3,4-oxadiazole, 4-amino-1,2,4-triazole, 5-amino-1,3,4-

thiadiazole, Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria.
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Introduction Générale

Les composés bioactifs sont de plus en plus recherchés dans 1'industrie en raison de
leurs potentialités d'application dans différents domaines. La production et l'utilisation de ces
Ccomposés a suscité une attention tres particuliere des chercheurs utilisant des méthodes et des
technologies de pointes. Des études ont été menées pour les produire a partir des ressources

renouvelables et écologiques.

L’objectif de ce travail est basé sur la syntheése d’analogues des glycosides et
nucléosides, ayant des propriétés thérapeutiques trés variables, des antitumoraux ou des
antiviraux, comme le gancyclovir, acyclovir, pencyclovir, etc. Ces derniers sont classés parmi
les nucléosides seco-acycliques, et donc comme objectif final c’est d’obtenir des composés

seco-acycloazolyl glycoside avec une structure semblable a ceux connus.

Ces composés présentent un intérét considérable en raison de leurs structures. Elles sont
diversifiées et ouvrent de nouveaux domaines d'applications en plus de leurs nombreuses

applications en biologie.
La disposition de cet ouvrage est faite de la maniére suivante :

¥ La premiére partie du manuscrit consiste en une étude bibliographique qui s’articule
autour de deux chapitres principaux, le premier comporte une étude globale sur 1’acide
lactique, sa production, son utilisation et ses derivés synthétiques. Le deuxiéme
chapitre concerne les généralités sur les nucléosides et les glycosides. Nous y

abordons leurs classifications ainsi que leurs différents dérivés et analogues.

+ La deuxieme partie, regroupe toutes les interprétations et les discutions des résultats
obtenus des syntheses des composés cités ultérieurement et leurs intermédiaires et

l'¢tude de leur activité antibactérienne sur des souches pathogenes et/ou d’altérations.

< La troisiéme et la derniére partie, est la partie expérimentale qui comporte deux chapitres ; le
premier chapitre est consacré a la synthese organique des différents composes en partant de
I’acide lactique. Et pour y atteindre, ce travail doit se dérouler en trois phases :

= La premiere phase consiste a la protection de deux groupements -OH du glycérol a fin

d’obtenir un sucre protégé.



= La deuxieme phase consiste a la synthese des héterocycles a cing chainons a partir de
I’acide lactique a savoir oxadiazoles, aminotriazole et aminothiadiazoles selon le
schéma réactionnel global.

= Et latroisieme phase représente le greffage des hétérocycles avec le sucre protégé.

Le deuxiéme chapitre de la partie expérimentale traitera le test antibactérien de tous les
produits synthétisés sur une série de souches bactériennes. Pour les souches bactériennes a
Gram positif nous allons utiliser Staphylococcus aureus, Bacillus sp. et Enterococcus faecalis

et a Gram neégatif Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei et Salmonella

sp.

Enfin nous terminerons ce mémoire par une conclusion générale. Nous présenterons
I'ensemble des résultats obtenus et quelques perspectives pour la suite de ce travail. Sans
oublier l'annexe qui comporte tous les spectres IR et RMN ainsi que les références
bibliographiques qui regroupent tous les articles et theses sur lesquels nous nous sommes

appuyés pour mener a bien ce travail.



Partie A. (Théorie)
Chapitre A. I.
Etude de I’Acide Lactique
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Chapitre A. I.

Etude de I’Acide Lactique

A.l1.1. Définition

L’acide lactique (A.1) est un acide organique rencontré tant6t libre, dans le lait et le vin,

tant6t combiné dans 1’organisme, dans certains fruits et 1égumes et dans les muscles [1][2].

L’acide hydroxy-2-propanoique (acide lactique) est un acide alpha hydroxylé, de
formule brute C3HgO3 [1].

Figure A.l.1 - Structure modéle de I’acide lactique.
A.1.2. Historique

L’acide lactique a été isolé du lait aigre en 1780 par le chimiste suédois Karl Wilhelm
Scheele [1][3]. En 1808, Jons Jacob Berzelius constate que 1’acide lactique est également
produit dans des muscles pendant 1’effort. En 1856, Louis Pasteur découvre le lactobacille et
son rdle dans la fabrication de 1’acide lactique. L’acide lactique a commencé a étre produit
commercialement par 1’entreprise pharmaceutique allemande Boehringer Ingelheim dés 1895.

La structure de I’acide lactique a été établie par Johannes Wislicenus en 1873 [3].

A.1.3. Synthése de I’acide lactique

A.1.3.1. Production industrielle
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Plusieurs procédés purement chimiques ont été proposés, dont la majorité date du XIXe

siecle :

Un procéde de synthese pour la production d'acide lactique a été lancé en 1963. Ce
processus commence par l'addition d'acide cyanhydrique (HCN) a l'acétaldéhyde
(éthanal, CH3CHO), résultant en la formation de lactonitrile (CH3CH,OCN). Le
lactonitrile est ensuite hydrolysé a I'aide d'un acide fort, tel que I'acide sulfurique, en

tant que catalyseur, pour fabriquer de I'acide lactique [4].

N Sy

Acétaldéhyde Lactonitrile Acide Lactique

Schéma A.1.1 — Production industrielle de 1’acide lactique a partir de ’acétaldéhyde.

On peut également obtenir de I'acide lactique par oxydation du propylene glycol en

présence de noir de platine [4].

CHs Pt o] CHs
/—< + 0 — \>—< + H,0
HO OH HO OH
Propyléne Glyocol Acide Lactique

Schéma A.1.2 - Production industrielle de I’acide lactique a partir du propyléne glycol.

L’oxydation de 1’acétol par différents agents oxydants, tels que les sels cuivriques et
I’oxyde mercurique en présence d’alcali [4], donne de 1’acide lactique avec formation
d’aldéhyde pyruvique comme produit intermédiaire d’ou ce dernier est réduit en

présence du tétrahydruroborate de sodium (NaBH,) [5].

CHs CHs NaBH 0\ CH3
/N > \

HO e} NaOH HO HO OH

Acétol Acide Pyruvique Acide Lactique

Schéma A.1.3 - Production industrielle de I’acide lactique a partir de 1’acétol.

Cependant, la rareté de 1’acétol ne permet pas 1’utilisation industrielle de ce procédé.
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- Le traitement de I’acétaldéhyde par un mélange d’oxyde de carbone et d’eau, en

présence d’acide sulfurique et en opérant a température et a pression élevée [4].

/o AP O\ CH,
H30~< 4+ CO+ HO — >—<
H O OH

H,SO, H

Acétaldéhyde Acide Lactique
Schéma A.1.4 - Production industrielle de 1’acide lactique a partir de I’acétaldéhyde.

A.1.3.2. Production par les cellules musculaires

Dans les cellules musculaires, ’acide lactique est le produit d’une respiration
anaérobique, le processus par lequel le glucose qui se retrouve dans le sang ou bien obtenu
par la dégradation du glycogéne musculaire, puis oxydé en absence d'oxygene pour produire
de I'énergie requise par les cellules.

CH.OH CHuOH

O
)
i Q

I
CHLOH HO CH.

OH

o .. OH

Glyoozine Musculairs

Glyoolyse
ATF

HiC o

Aride Pyruvigue H

Schéma A.1.5 — Production de I’acide lactique par les cellules musculaires.
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Bien que peu d'acide lactique soit toujours produit dans les cellules musculaires a de
trés faibles concentrations, il a tendance a s'accumuler au cours d’exercice physique, lorsque
les cellules ne recoivent pas des quantités suffisantes d'oxygéne pour métaboliser I'oxygene
par les voies normales. L'acide lactique produit pendant I'exercice reste dans le corps que pour
de courtes périodes de temps, parfois en moins de trente minutes. Il est métabolisé dans les
cellules musculaires, ou il a été produit, d'ou la production d'énergie, le dioxyde de carbone,

I'eau et les autres produits [6].
A.1.3.3. Production par fermentation bactérienne

Il existe deux grands types de fermentation bactérienne qui produisent de l'acide

lactique : dans le vin et les produits laitiers :

e Dans levin, il sagit de la fermentation malolactique : I'acide malique, naturellement

contenu dans le vin, est dégradé en acide lactique sous l'action des bactéries.

a. Malicodéshydrogénase (MDH)

(0]
(0] OH NAD NADH, ” co, NADH, NAD o o
o OH
/H\)\/OH AL o NN \_ A
" H MDH ” H Décarboxylase \\ LDH HAC Y
o ©c o HaC o) 3
Acide Malique Acide Oxaloacétique Acide Pyruvique Acide Lactique

b. Enzyme Malique (EM)

o OH NAD NADH, NADH, NAD o on
1 co, o) OH \/
++
EM + Mn \ LDH |, & 5
” H3C o) 3
Acide Malique Acide Pyruvique Acide Lactique

Schema A.1.6 - Production d’acide lactique par fermentation malolactique.

e Dans lelaitet les produits laitiers, l'acide lactique provient de la dégradation du
lactose par les bactéries. Plus un lait est frais, moins il contient d'acide lactique. La
concentration en  acide lactigue dans un lait  s'exprime  en degré
Dornic (°D) :1 °D correspond a 0,1 g d'acide lactique par litre de lait. Un lait frais contient
de 15a 18 °D, il caille a 60-70 °D [7].
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Schéma A.1.7 - Production d’acide lactique par fermentation lactique.

De nombreuses bactéries peuvent provoquer la transformation des sucres en acide
lactique, mais nombreuses d’entre elles fournissent en méme temps des quantités importantes
d’autres acides organiques et seules les bactéries lactiques ne fournissent que de 1’acide

lactique.

Commercialement, la fermentation du glucose s’effectue a 1’aide de Lactobacillus
delbruckii et convient également pour le maltose. Cependant cette derniére ne fermente pas le

lactose et dans ce cas la bactérie Lactobacillus bulgaricus est employée [4].
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Lorsqu'ils operent dans la bouche, I'acide lactique produit peut entrainer des caries

[6I[71[8][91[10].

Ce mode de fermentation lactique se produit aussi sur certains légumes (chou =
choucroute, et autres légumes dits « lacto-fermentés »). L'acide lactique utilisé comme AHA
dans les cosmétiques n'est pas extrait du lait mais, par exemple, du sucre de betterave,

de myrtille, etc. [6].
A.1.3.4. Production par les levures

L'acide lactique est également produit par les levures au cours du processus de
fermentation. La fermentation est le processus par lequel les cellules de levures transforment
le glucose en alcool et en gaz carbonique. Les cellules de levure utilisent presque exactement
la méme enzyme en fermentation que les cellules musculaires utilisent dans la respiration
anaérobie. L'enzyme des cellules du muscle et I'enzyme de levure ne different que par
I'orientation d'un groupe d'atomes, conduisant a la production de I'isomére D dans un cas, et

I'isomere L de l'autre [11].

A.L.4. Chimie de I’acide lactique
A.L.4.1. Chiralité de I’acide lactique

L’atome du carbone 2 portant le groupe hydroxyle est asymétrique rendant la molécule

d’acide lactique chirale. Il se présente donc sous forme de deux énantiomeres :

e (R)-acide lactique ou D(-)-acide lactique

e (S)-acide lactique ou L(+)-acide lactique

Miroir

OH g OH s

Figure A.1.2 - Chiralité de I’acide lactique.
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L’acide contenu dans le lait est un mélange équimoléculaire des formes D et L, donc il

s’agit d’'un mélange racémique, tandis que le produit extrait du tissu musculaire est de I’acide

lactique L pur [12].
A.L.4.2. Solubilité de I’acide lactique

L'acide lactique est soluble dans I'eau et considéré comme un acide faible (pKa=3,90),
c'est-a-dire que la réaction de dissociation dans I'eau n'est pas totale :

H3C o] HsC o)
/ - Y/ )
+ H,0 =— + HZ0
HO OH HO o
Acide Lactique Lactate

Schéma A.1.8 - Solubilité de I’acide lactique dans 1’eau.

On trouve donc a la fois en solution I'acide lactique et sa forme basique, I'ion lactate, en

proportions variables selon le pH [12].
A.LS. Utilisation de I’acide lactique

On trouve aux Etats-Unis au moins quatre qualités commerciales d'acide lactique qui
sont : l'acide lactique brut dilué, I'acide lactique comestible a 50%, la qualité plastique et
I'acide a 85% répondant aux spécifications de la pharmacopée américaine. Que-ce soit sous
I'une ou sous l'autre de ses formes, l'acide lactique a déja des applications trés variées et

importantes [1] :

Dans la fabrication des produits pharmaceutiques, le pouvoir instantané de l'acide
lactique dans le traitement de la douleur liée aux aphtes buccaux. Un simple contact avec un
coton-tige imbibé d'acide lactique blanchit I'aphte et calme immédiatement la douleur, Il agit
comme agent bactériostatique notamment sur des bactéries pathogénes comme la salmonelle
(ou la listeria). On peut se procurer de 1'acide lactique ou bien d’autres produits contenant cet

acide dans certaines pharmacies comme le gel Gynofit® a usage hygiénique [13].
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GQynofit

Vognol-Gel cut Bass von

Acide Lactique 80%

Figure A.1.3 - L’acide lactique commercialisé dans les pharmacies.

D'aprés des recherches ayant eu lieu au Québec, il semblerait que I'acide lactique soit un
des moyens les plus naturels pour prévenir le cancer de la vessie, mais aussi celui de la peau
[14]. En effet les instituts de beauté 1’utilisent pour le peeling du visage et pour les soins de
cheveux en éliminant les pellicules. Ce peeling a 1’acide lactique permet d’atténuer les défauts
cutanés, lisser la surface de la peau en éliminant la peau morte de 1’épiderme et de traiter les

premiers signes du vieillissement cutané.

Dans I’industrie alimentaire comme additif (E270) en tant qu’antioxygeéne, exhausteur
de godt ou acidulant: essence de fruits, extraits, sirops, levure, cremes glacées, pickles, etc.
Ainsi que pour la fabrication des eaux gazeuses et limonades a la place de I'acide citrique.

Il a été employé également dans la teinture pour le rouge turc, dans la teinture des soies
et autres textiles, comme mordant pour les impressions sur calicot, pour le traitement des
plumes, pour le traitement des peaux et dans le tannage végétal. Dans la préparation des
résines phénoliques coulables, on l'utilise comme catalyseur et plastifiant [1].

A.L6. Dérivées de I’acide lactique et leurs utilisations

Comme la formule de I’acide lactique l'indique, il posséde deux groupements -OH
actifs, I'un est le groupement carboxyle normal, et l'autre en position alpha est un groupement
alcool secondaire [1]. Il est par conséquent possible d'obtenir divers dérivés en partant d'acide

lactique en modifiant une seule position ou bien deux positions en méme temps.

11
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Position 1 HO O |&——— Position4
;\ f Position 5
Position 2 H3C OH &= Position 3

Figure A.l1.4 — Les positions des groupements fonctionnels de 1’acide lactique.

R
\ H,C. CH
c—o0 0—R N ®
OH / PN
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H3C

H,N OH / \ ’
\o / \ O—R
] P
HyC o)
//¥o OH
o} H3C>—\<O HO>_/OH H3C\>_\<O

Schéma A.1.9 — Représentation générale des dérivés de I'acide lactique.

e Position 1 : le groupement -OH en position o

a. Ester lactique de catégorie 2

Enfin, pour obtenir un ester de la 2tme catégorie, on fait réagir le groupe alcool
secondaire de I'acide lactique avec de I'anhydride acétique et un chlorure d'acide [15] de fagon

a obtenir un produit répondant a la formule générale démontrée dans le schéma suivant :

12
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Acide Lactique Anhydride Acétique
Ester lactique de catégorie

Schéma A.1.10 - préparation de ’ester lactique de catégorie 2.

Ce composé peut étre également préparé par saponification partielle de I'a-

oxypropionate d'éthyle [16].
b. Oxydation de I'acide lactique en acide pyruvique

C’est une déshydrogénation oxydative de I’acide lactique, elle se fait dans le laboratoire

en présence de permanganate de potassium acidifié a I'acide sulfurique [4].

Hec o kmno, M& 90

Ho oH  H.S0, o oH
Acide Lactique Acide Pyruvique

Schéma A.1.11 - Oxydation de I'acide lactique en acide pyruvique

C. Synthese d’un acide aminé

Cette invention consiste a une méthode d’introduire un groupement amine dans un acide
organique ou un ester organique en faisant réagir un sel organique ou un ester organique avec
de ’ammoniaque sous haute température et haute pression d’eau. L’objectif de cette méthode

est de d’industrialiser un composé acide aminé en partant d’un acide organique [17].

- +
HO O Na NH3 H,N OH
>— _— —

\\ A, P \\
H;C O ' H,C e}
Lactate de Sodium Alanine

Schéma A.1.12 — Synthése d’un acide aminé a partir de 1’acide lactique.
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e Position 1 et 2 : groupement -OH en position o et groupement -CH3

a. Formation de ’acide acrylique

Cette méthode consiste a la déshydratation catalytique de 1’acide lactique en acide
acrylique avec un rendement élevé et une sélectivité sans I’obtention d’autres produits comme

I’acétaldéhyde, 1’acide propionique et I’acide acétique. [18]

HO OH Déshydratation OH
> N\ 7 N\

HsC 0] H,C O

Acide Lactique Acide Acrylique

Schéma A.1.13 - Formation de I’acide acrylique.

e Position 1 et 4 : Groupement -OH en position « et le -OH du carboxyle

a. L’ester lactique de catégorie 3

Pour obtenir un ester de la 3*™ catégorie, on fait réagir le groupe alcool secondaire en
position o (en position 1) restant dans I'éther de la 1% catégorie, soit avec des chlorures
d'acide [19], soit avec des anhydrides d'acide [20] pour obtenir un produit répondant a la

formule générale comme démontré sur le schéma suivant :

H;C

Acide Lactique Ester lactique de catégorie
Schéma A.1.14 — Production de ’ester de catégorie 3.

Les esters inférieurs, c'est-a-dire les esters methyliques, éthyliques et propyliques sont
solubles dans I'eau et ont tendance a s'hydrolyser; aussi ces caractéristiques tendent a limiter
leurs emplois. Tandis que les esters supeérieurs : esters butyliques, amyliques, lauryliques,

stéaryligues, etc., sont insolubles dans I'eau et plus stables [1].

14
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Tous les esters déja cités sont susceptibles d'étre utilisés comme solvants, plastifiants,
ainsi que pour la modification des caractéristiques des laques, matieres plastiques, vernis,

colles, encres d’imprimeries, etc. [1].

b. Synthese de tétraméthylglycolide
La synthese du tétraméthylglycolide se fait en trois étapes essentielles :

- La premiére étape consiste a la protection de 1’acide lactique par acétylisation cyclique
en employant de I’acétone.

- Ladeuxieme étape représente la méthylation du 2,2,5-trimethyl-1,3-dioxolan-4-one
obtenu.

- Laderniére étape ce fait en incorporant une synthése du tétraméthylglycolide a one-

pot qui inclue I’hydrolyse du 2,2,5-tétramethyl- 1,3-dioxolan-4-one.

Le polytétraméthylglycolide est un polymeére recyclable. Actuellement, il a un grand

intérét en comparant a celui de I’acide polylactique [21].

HiC. CHg
HO OH 0 Reflux o” Yo
el
48h \_<
HyC o) CH, O// -
3

Acide Lactique Tétramethylglycolid

Schéma A.1.15 — La synthése du tétraméthylglycolide.

C. Synthese de I’acide polylactique

Lorsqu’une solution aqueuse d’acide lactique est concentrée, il y a formation

d’anhydride et inter-estérification. La réaction initiale donne de 1’acide monolactyl-lactique

[4].
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HO OH HO OH oH ﬁ
- = o]
> - > A HyC %OH + HO
H,C @ H,C @ |
O CH,
Acide Lactique Acide Lactique

Acide Monolactyl-lactique
Schéma A.1.16 - Condensation de 1’acide lactique en acide monolactyl-lactique.

La réaction est réversible et 1’élimination progressive de I’eau favorise la formation de
I’ester acide. En poursuivant la déshydratation, 1’inter-estérification se poursuit avec
formation de I'acide dilactyl-lactique, de I'acide trilactyl-lactique et finalement des produits

fortement condensés et polymérisés [4] répondant a la formule générale :

| |

OH ol cH,

)\/’O H )\/OH
<)
O| CH, 0

- n

Acide Polylactyl-lactique
Figure A.1.5 — L’acide polylactyl-lactique.

La déshydratation peut étre réalisée en chauffant I’acide lentement de 100 a 180°C., elle
est facilitée en opérant sous pression réduite en présence d’un catalyseur comme I’acide
sulfurique et d’un agent entrainant 1’eau formée [4].Ces produits peuvent étre employés dans
la préparation d’adhésifs ou de vernis destinés a étre cuits au four [1], par exemple le
vernissage des récipients pour produits alimentaires, des siccatifs non toxiques a base de zinc,
de cobalt ou de fer sont employés et les vernis, apres application, subissent une cuisson entre
160 et 200°C. Ces vernis reésistent (insolubles) aux acides dilués, aux alcalis, aux alcools, a
I’eau et en général a tous les produits employés dans la fabrication des aliments, ces vernis

conviennent particuliérement bien pour protéger le matériel utilisé dans I'industrie laitiere [4].
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d. Synthese du lactide

Le chauffage prolongé de I'acide lactique a 140°C sous pression réduite le transforme en
un composé reconnu comme un lactide et il est probable que I'acide monolactyl-lactique

formé initialement a subi une intra-estérification pour fournir un produit cyclique.

(0]
OH o] ! CHs
5 0
HC Y on — 0 e
| H3C
O  CH, I
(0]
Acide Monolactyl-lactique Lactide

Schéma A.1.17 - Formation du lactide.

Le lactide est un solide cristallin blanc, qui fond a 128° et bout a 255° sous la pression
atmosphérique. On peut le distiller facilement et le faire cristalliser de ses solutions dans les
solvants courants. C'est une excellente matiére de départ pour la préparation des polymeres de

I'acide lactique, car cette polymérisation n'exige pas la perte d'eau [4][22].

e Position 3 : groupement C=0 du carboxyle
Préparation du propane-1,2-diol

L’hydrogénation de I’acide lactique se procéde en présence d’hydrogene et de
nanoparticules de ruthénium combinées a un support de titane. Cette combinaison a une trés

forte activité catalytique, d’ou son choix pour ce type de réaction [23].

HO OH H HO OH
e
AN :
Acide Lactique Propane 1,2 diol

Schéma A.1.18 - Préparation du propane-1,2-diol.
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e Position 4

a. L’ester lactique de catégorie 1

L'hydroxyle du groupe -COOH peut réagir avec un alcool et former un ester de l'acide
lactique répondant a la formule CH3;CH OH COOR [24].

HO OH HZSO4 HO O—R
— + R—OH —— >—/ H,O
N\ N\ + 2
H3C O H;C o]
Acide Lactique (A.1) Ester Lactique de catégorie 1

Schéma A.1.19 — Production de I’ester lactique de catégorie 1.
b. Les sels métalliques

Les sels métalliques industriels s'obtiennent en neutralisant au moyen de sels alcalins
I'acide lactique tel qu'il se forme dans les récipients ou s'effectue la fermentation du lactose.
Lorsque la neutralisation est terminée, les solutions sont concentrées et les sels de l'acide
lactique cristallisent. Lorsqu'on désire obtenir des sels purs, il faut raffiner les sels bruts, et

employer une méthode assez longue de purification [1].

En solution, le groupe carboxyle -COOH peut perdre un proton, donnant un ion lactate
(sel de I’acide lactique) : CH3CHOHCOO'™ [4].

Le lactate de calcium (E327) se prépare facilement et jusqu'ici, c'est le sel de l'acide
lactique qui est le plus Important. 1l est employé, en médecine, dans les poudres destinées a

faciliter la cuisson du pain, etc.

CH

3 H3C
o Ca2+0_\)\
HO , I OH
o

o}
Figure A.1.6 — Lactate de calcium.

On a récemment utilisé le sel de sodium (E325) a la place de la glycérine, car ce produit
a l'avantage d'absorber et de retenir I'humidite, on I'ajoute donc au tabac pour éviter le séchage

de ce dernier.
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R +
HO O Na
> N\
H,C 0

Figure A.1.7 — Lactate de sodium.

Des brevets signalent également I'emploi du lactate de cuivre dans la préparation de

bains électrolytiques.

Le sel de zinc est enfin employé parfois dans la préparation de I'acide lactique pur [1].

CH

5 HyC
o Zn2+o'\)\
HO | I OH

O O
Figure A.1.8 — Lactate de zinc.

Ses sels sont sous formes de poudre et sont également solubles dans 1’eau. lls agissent
comme agent bactériostatique notamment sur des bactéries pathogénes comme la salmonelle
(ou la listeria) [1][13].

e Position 5 : le groupement carboxylique -COOH

La fonction carboxylique de I'acide lactique peut réagir avec des réactifs différents pour
former les esters, les amides et les sels de calcium, de sodium et de potassium, hydrazide
lactique, etc. Ces derniers jouent le role d’intermédiaires pour donner des COMPOSES
hétérocycliques comme les oxadiazoles, thiadiazoles, triazoles aminotriazoles,

aminothiadiazole, etc.

A.1.7. Conclusion

Ce chapitre nous a permis d’étudier I’acide lactique qui représentera le produit de départ
pour la synthése des hétérocycles, d’ou leurs importance parmi les composes chimiques,
pharmaceutiques et biologiques actifs, et qui a leur tour joueront le réle de la partie base des
analogues de glycosides et nucléosides. Ces deux derniers seront bien détaillés dans le

chapitre suivant.
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Chapitre A. 1.

Les Nucléosides et les Glycosides
A.11.1. Introduction

Les glycosides et les nucléosides sont des molécules biologiques naturelles d'une
importance capitale, car ils jouent un rble essentiel dans de trés nombreux processus
biologiques. Leur modification peut étre effectuée soit au niveau de toute la molécule ou

seulement d’une partie pour la production d’analogues synthétiques.

A.l11.2. Les Nucléosides

A.11.2.1. Les Nucléotides et les Nucléosides

A I’instar des protéines qui sont des polymeéres d’acides aminés, les acides nucléiques
sont des polyméres de briques élémentaires, appelées nucléotides, reliés entre eux pour
former une longue chaine. Chaque nucléotide est composé d’un nucléoside reli¢ a un
groupement phosphate, et chaque nucléoside est constitué d’un sucre aldopentose reli¢ a une
base aminée hétérocyclique par une liaison entre le carbone anomérique du sucre et I’azote de

la base (Figure A.11.1) [25]

i PR
1 | 1
ey ,
o i ! | ,-fl i Base Azotee
HO—F —0 N R TE
| ;D? ——————— -
OH |
Acide ! i Sucre

Phosphorigue .

Figure A.ll.1 - Structure d’un nucléotide (Adénosine).
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A.11.2.1.1. Les Nucléosides

Le nucléoside est constitué d’un sucre (ribose dans I’ARN ou désoxyribose dans
I’ADN) qui se lie a une base azotée par une liaison covalente (N-osidique) impliquant un des
azotes de la base (N1 des pyrimidines ou Ng des purines) et le carbone 1’ du furanose (sous

forme hémiacétalique) en conformation B (carbone réducteur ou fonction semi-acétalique)

[26].
A.11.2.1.2. Les Nucléotides

Le nucléotide résulte de la condensation d’un ose (pentose) avec une base nucléique
(hétérocycle azoté) qu’on appelle nucléoside et I’estérification de la fonction alcool primaire
(carbone 5”) du sucre et une des trois fonctions acides du phosphate produit un nucléotide
[26].

A.11.2.2. Classification des Nucléosides
On peut classifier les nucléosides selon leurs origines ou selon leurs structures chimiques.
A.11.2.2.1. Les nucléosides naturels

e N-nucléosides : ce sont des nucléosides ayant une obligation entre le carbone

anomérique de la partie de sucre et I’azote de la partie basse.

e C-nucléosides : ce sont des nucléosides ayant une obligation entre le carbone
anomérique et le carbone de la base.
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Q NH,
NH, ||
N NH N XN
70 | <
N =~ HO N" =0 N
HO N 0 'e)
© H,C=—=
CH,OH
OH OH
OH OH OH
Désoxyadénine Uridine Décoyinine
PN . \
9 ” f L
N
N \ N\
7 \ N
C N
HO N C
0 HO o 0
OH OH OH OH OH OH
Formycine A Pyrazomycine Showdomycine

Figure A.11.2 - Exemples de N- et C-Nucléosides.

A.11.2.2.2. Les analogues des nucléosides

Les analogues de nucléosides sont des molécules de synthése ayant une structure
proche des nucléosides naturelles. Grace a leurs roles biologiques essentiels, ils ont joué un
role majeur dans le traitement de nombreuses maladies virales, comme les hépatites, les
herpés ou le SIDA [27].

La recherche dans ce domaine a conduit a de nombreuses modifications portant sur :

La base (hétérocycle) et / ou le sucre (cyclique, acyclique, seco-acyclique) des nucléosides
naturels (Figure A.11.3).
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Hétérocycle
Y
X
Sucre X=0 N S C. P etc
Y=N 0O 5 C eic

Figure A.11.3 - Sites de modifications d’un nucléoside.

a. Nucléosides cycliques

Ce type d’analogue de nucléoside ne comprend pas une modification sur le sucre, en
terme de forme, mais des modifications sur les différents eléments du sucre et/ou
I’hétérocycle sont possibles. Ce sont des analogues des nucléosides naturels comme les
nucléosides a X =0 et Y = N qui sont tous analogues d’adénosine d’ou le sucre est modifié. I
existe aussi des analogues de nucléosides cycliques dont X est variable et/ ou avec
modification de la base (Figure A.11.4) [28].

0
HN—/ (|)| NH,
N
N
\ S /)\ < /)
HO HO N N NH, HO H N N
S N

OH OH OH OH
Tiazofurine Lobucavir Azanucléoside

Figure A.11.4 - Exemple de nucléosides cyclique.
b. Nucléosides acycliques

Les nucléosides acycliques, d'autre part, different des nucléosides conventionnels car
I'anneau du sucre est remplacé par une partie acyclique [29]. Deux exemples pour cette
catégorie de nucléosides acycliques : 2-(D-erythro-glycérol-1-yl) pyrrole (A.2) et 1-phenyl-4-
phenyl-3-(1-threo-trititol-1-yl) pyrazolin-5-one (A.3).
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2 “NH
_ CH,
o I
N ONN
HO \=
OH
0

HO

HO

A.2 A3

Figure A.I1.5 - Exemple de nucléosides acycliques.

Parmi la classe des nucléosides acyclique, il existe la sous classe appelée seco-
nucléosides. Ce sont des nucleosides acycliques, lls différent des nucléosides cycliques par
I’absence de la structure d’anneaux du pentosyl. Pour distinguer cette classe est 1’absence
d’une ou plusieurs liaisons de la partie sucre (pentose) pour donner une chaine ouverte

(Figure A.11.6).

+ Seco-nucléosides
OH OH OH OH OH OCH
+ Diseco-nucléosides
HO H
I Y g el
DH OH OH OH
+ Triseco-nucléosides

L x] ,N W—H

OH
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+ Tetraseco-nucléosides

B B B
N
cl:.H OH CH

+ Pentaseco-nucléosides

N
X=0,N,S.C, P, etc
B = Base.

@

Figure A.11.6 - Classification des Seco-nucléosides.

Les seco-nucléosides ont montré une trés importante efficacité clinique comme un agent
antiviral, par exemple 1'inhibition sélective de la réplique de VHS (Virus d’Herpes Simplex)

par ’acyclovir qui est un analogue de la 2'-désoxyguanosine [30].

i ]
L e S

HO
Acvelovi HO
cyclovir
y Gancyclovir
NH, |C|)
N 5 NH
48 T T
/) N &
HO N N N™  "NH;
N 9 o
HO—IT—/
HO CHs
OH
Penciclovir (S)-HPMPA

Figure A.11.7 - Exemple de seco-nucléosides.
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A.11.3. Les Glycosides
A.11.3.1 Définition

Les hétérosides, ou glycoside, sont des molécules nées de la condensation d’un sucre
(ose, alors qualifié de glycone) et d'une substance nonglucidiques (appelées aglycone).

Les glycosides jouent de nombreux roles importants dans les organismes vivants.
Beaucoup de plantes stockent des produits chimiques sous forme de glycosides inactifs. Ces
produits peuvent étre activés par des enzymes d’hydrolyses, ce qui provoque la rupture de la
partie sucre, ce qui rend le produit chimique disponible pour étre utiliser. Beaucoup de ces
glycosides de plantes sont utilisées comme médicaments. Chez les animaux et les humains,
les poisons sont souvent liés a des molécules de sucre dans le cadre de leur élimination de

I'organisme. [31]

Liaison Glvcosidigque

Figure A.11.8 - Structure d’un glycoside.
A.11.3.2. Classification des Glycosides

Les glycosides peuvent étre classifié selon le type du sucre présent (glycone), selon la
liaison entre la partie glycone et la partie aglycone (liaison glicosidique) ou selon la nature

chimique de la partie aglycone.

A.11.3.2.1. Classification selon le glycone
+ Si le groupe glycone du glycoside est un glucose, la molécule est appelée glucoside.

+ Si le groupe glycone du glycoside est un fructose, la molécule est appelée fructoside.
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+ Si le groupe glycone du glycoside est un pentose, la molécule est appelée pentoside.

+ Si le groupe glycone du glycoside est un rhamnose, la molécule est appelée

rhamnoside.

+ Si le groupe glycone du glycoside est un acide glucuronique, la molécule est appelée

glucuronide, etc.

Dans le corps humain, les substances toxiques sont souvent liées a 1’acide glucurinique

pour augmenter leurs solubilités dans I’eau, et donc les glucuronides formés sont excrétées.

A.11.3.2.2. Classification selon la liaison glycosidique

Un glycoside est une molécule dans laquelle le sucre est lié par son carbone anomérique
a la partie aglycone par une liaison glycosidique. Il existe quatre types de liaisons et elles

peuvent étre toutes rompues par hydrolyse : [32]
+ Liaison de type C- définissant un C-glycoside.
+ Liaison de type O- définissant un O-glycoside.
+ Liaison de type S- définissant un thioglycoside.
+ Liaison de type N- définissant un glycosylamine.
A. I1.3.2.3. Classification selon I’aglycone

Les glycosides sont aussi classifiés selon la nature chimique de I’aglycone. C’est la

classification la plus utilisée et considérée en biochimie et en pharmacologie.
+ Les C-glycosides
e Glycosides anthracéniques

Ces glycosides contiennent des groupes aglycones qui sont des dérivés d’anthracenes.
IIs ont un effet laxatif. Ils sont principalement retrouvés dans les plantes dicotylédones sauf la
famille des Liliacees qui sont des monocotylédones. Ils sont présents dans le séne, la rhubarbe

et les especes de I’ Aloés. Antron et anthranol sont des formes réduites d'anthraquinone [33].
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Figure A.11.9 - Structure chimique d’Aloine A.
e Glycosides Chromones

Dans ce cas, I'aglycone est un benzo-gamma-pyrone [34].

Figure A.11.10 - Structure chimique d’un glycoside chromone.

+ Les O-glycosides
e Glycosides Coumarines

Dans ce type de glycosides, ’aglycone est la coumarine ou un de ces dérivés. Par
exemple ’apterine est rapportée a dilater les artéres coronaires ainsi que des canaux de
calcium bloguent. Autres glycosides coumarine sont obtenus a partir de feuilles séchées de

Psoralea corylifolia [35].

HO Dv
HO"
0

Figure A.11.11 - Structure chimique d’ Apterine.
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e Glycosides Cyanogénétiques

Dans ce cas, I'aglycone contient un groupe de cyanure. Toutes les plantes qui ont ces
glycosides, se trouve stockées dans la vacuole, mais, si la plante est attaquée, ils se liberent et
s’activent par des enzymes dans le cytoplasme. Ces enzymes enlévent la partie sucre de la
molécule et liberent le cyanure d'’hydrogéne toxique. Leur stockage sous formes inactives
dans le cytoplasme les empéche d’endommager la plante dans des conditions normales. Les
hétérosides cyanogénétiques sont fréquents chez de nombreuses plantes (fougéres, Rosaceae,
Fabaceae, gymnospermes, Poaceae, Araceae, Euphorbiaceae, Passifloraceae). Exemple

d’Amygdaline retrouvée dans les amandes [36].

clm
HO~ 0
HM-—'G
OH T
HO— =a—15, |
HO- -0 y
OH
o
Il
N

Figure A.11.12 - Structure chimique d’ Amygdaline.

e Glycosides flavonoides

L'aglycone est un flavonoide. Des exemples de ce grand groupe de glycosides
comprennent :

- Hespéridine (aglycone: hespérétine, glycone: Rutinose)
- Naringine (aglycone: Naringenin, glycone: Rutinose)

- Larutine (aglycone: quercétine, glycone: Rutinose)

- Quercitrine (aglycone: quercetine, glycone: Rhamnose)

Parmi les effets importants de flavonoides sont leur effet antioxydant. Ils sont aussi

connus pour diminuer la fragilité capillaire [37].
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Figure A.11.13 - Structure chimique de quelques glycosides flavonoides.

e Glycosides phénoliques

Dans ce type, I'aglycone est une structure phénolique simple. Par exemple, I'arbutine qui

se trouve dans Arctostaphylos uva-ursi. Il a un effet antiseptique urinaire [38].

OH
OH
0
HO
k&/o
OH

Figure A.11.14 - Structure chimique d’Arbutine.
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e Les Saponines

Ces composés donnent une mousse permanente quand on les secoue avec de I'eau. lls
provoquent également une hémolyse des globules rouges. Les glycosides de saponine se
trouvent dans la réglisse. Leurs valeurs médicinales est due a leurs effets, corticoide et anti-

inflammatoires [39].

Figure A.11.15 - Structure chimique de la Solanine.

e Glycosides stéroidiens ou glycosides cardiotoniques

La partie aglycone est un noyau stéroidien. Ces glycosides sont trouvés dans les genres
de plantes Digitalis, Scilla, et Strophanthus. Ils sont utilisés dans le traitement des maladies
cardiaques, par exemple, I'insuffisance cardiaque congestive et I'arythmie. Leurs actions sur
le cceur augmentent la contraction du muscle cardiaque, en ralentissant le rythme cardiaque et

en diminuant la résistance artérielle [40].

4]

,ml)kc. G
Ve

e

Figure A.11.16 - Structure chimique d’un glycoside cardiotonique.
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e Glycosides Alcooliques

Un exemple d’un glycoside alcoolique c’est la salicyline, qui se trouve dans le genre
Salix. La salicine est convertie dans le corps en acide salicylique, qui est étroitement reliée a

I’aspirine et elle a des effets analgésique, antipyrétique et anti-inflammatoire [41].

Figure A.11.17 - Structure chimique d’un glycoside alcoolique.

e Les Stéviosides

Ces glycosides sucrés sont trouvés dans la plante Stevia rebaudiana. Les deux
glycosides primaires, le stévioside et le rébaudioside A, sont utilisés comme édulcorants
naturels dans de nombreux pays. La partie aglycone de ce type de glycoside est le stéviol. Le
glucose ou les combinaisons rhamnose-glucose sont liés aux extrémités de I'aglycone pour

former les différents composés [42][43].

OH

OH

Figure A.11.18 - Structure chimique d’un stévioside.
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¥ Les S-glycosides
e Thioglycosides

Comme son nom l'indique, ces composés contiennent du soufre. Par exemples, sinigrine

trouvé dans la moutarde noire, et sinalbine dans la moutarde blanche [44].

OH 0.0

0 - 0" oH

HO = -
Ho S N“*D’Sﬁ"'ﬂ HO O. LS. =N
OH 0 .
HO OH
OH OH
Sinigrine Sinalbine

Figure A.11.19 - Les thioglycosides.

+ Les N-glycosides

Cette classe de glycosides est caractérisée par la présence d’une liaison glycosidique -N-
entre le glycone et I’aglycone. Exemple de 5-pentyl-2-(D-amino arabinoside)-1,3,4-
oxadiazole (A.4) et 5-pentyl-2-(Daminoglycoside)-1,3,4-thiadiazole (A.5) obtenus par
I’association de 1,3,4-oxadiazole et de 1,3,4-thiadiazole (partie aglycone), synthétisés a partir

de I’acide n-hexanoique, respectivement avec 1’arabinose (partie glycone) [45].

R ]

R: - [.1]']_2}4{.1["3

Figure A.11.20 — Exemple de N-Glycoside.
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A.11.4. Conclusion

Des recherches récentes s’intéressent aux glycosamines ou N-glucosides vu leurs
importantes activités Antimicrobiennes, et donc ce travail se basera sur la synthese de ce type
de glycoside en vu d’obtenir de nouveaux analogues synthétiques ayant une structure

semblable au penciclovir.
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Chapitre B. I.

Synthéses Organiques

B.1.1. Introduction

L’objectif de notre travail est basé sur la synthése d’analogues du seco-acycloazolyl

glycoside. Et pour y atteindre, ce travail a été partagé en trois phases :

- La premiére phase consiste a la protection de deux groupements -OH du glycérol a fin
d’obtenir un sucre protégé.

- La deuxiéme phase consiste a la synthése des hétérocycles a cing chainons a partir de
I’acide lactique a savoir oxadiazoles, aminotriazole et aminothiadiazoles selon le
schéma réactionnel global (Schéma B.1.1).

- Etlatroisieme phase représente le greffage des hétérocycles avec le sucre protégé.

L’analyse des spectres infrarouge et RMN des produits synthétisés a été comparée et
confirmée [46][47].
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B.1.2. Synthése de 2-phenyl-1,3-dioxan-5-ol / 2-phenyl-1,3-dioxolan-4Y | — methanol
(B.3)

La réaction du glycérol (B.1) avec le benzaldéhyde (B.2) dans le chloroforme comme
solvant et en présence de I’acide para toluéne sulfonique (APTS), et aprés que ce mélange a
été porté a reflux et sous agitation magnétique pendant 6 heures, la CCM (Toluéne / Ethanol
2:1) a démontré un rapport frontal égal a 0.78. Cette réaction conduit a la formation du sucre

protégé sous forme d’un liquide jaunatre avec un rendement de 31.5%.

o OH

OH ., ATPS H\
oL _on+ B

CI—CH; O._ O

B.1
B.2

B.3
Schéma B.1.2 - Synthése de 2-phenyl-1,3-dioxan-5-ol.

Le spectre infrarouge du produit (B.3) présente une bande large centrée & 3398.07 cm™
révélant le groupement -OH et celle située & 2879.24 cm™ indique le groupe -CH aromatique.
Les vibrations du groupement C=C aromatique apparaissent & 1597 cm™ et celle de I’éther (C-

O-C) apparaissent en 1070cm™ (Annexe 1).

B.1.3. Synthése de 2-phenyl-1,3-dioxan-5-yl 4-methylbenzenesulfonate (B.4)

La synthése du composé (B.4) a été effectuée par la réaction du mélange du produit
(B.3) avec le tosyl chloride en présence de pyridine, le mélange est porté sous agitation
magnétique a température ambiante, pendant 12 heures. Le produit obtenu est sous forme de

cristaux blancs ayant un point de fusion a température ambiante, avec un rendement de 60%.
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Schéma B.1.3 : Synthése de 2-phenyl-1,3-dioxan-5-yl 4-methylbenzenesulfonate.

Le spectre infrarouge du produit (B.4) montre 1’absence de la bande qui caractérise le
groupement —OH et 1’apparition de deux bandes intenses a 1171cm™ et & 1373cm™ relatives
au 0=S=0. (Annexe 2).

B.1.4. Synthese du 2-Hydroxypropanoate d'éthyle (lactate d’éthyle) (B.5)

L'estérification de l'acide lactique (Al) avec I’éthanol absolu en présence de l'acide
sulfurique concentré pendant 7 heures de reflux a haute température (110°C) nous a permis
I’obtention du lactate d’éthyle (B.5) avec un rendement de 62%. L'ester obtenu est sous forme
de liquide huileux jaunatre, soluble dans les alcools, ayant un point d'ébullition de 154°C

(schéma B.1.4).

| H,SO, |

i I
e HaC
3 Y\oH + C,HsOH Y\O/\CH3 + H,0
A
OH OH B.5
Al

Schéma B.1.4 Synthese du 2-Hydroxypropanoate d'éthyle (lactate d’éthyle) (B.5)
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Cette réaction a été contr6lée par la chromatographie sur couche mince (CCM) qui a
indiqué 1’apparition de la tiche de I’ester aprés 30 min de la réaction avec un rapport frontal

Rig.1= 0.89 dans 1I’éluant (Toluéne / Ethanol 2:1).

Le spectre infrarouge du lactate d’éthyle (B.5) indique la diminution de la bande dans le
domaine 3477 cm™ caractérisant I’¢longation du -OH du groupement carboxylique, I’intensité
de la bande aigue est concentrée & 1741cm™ qui caractérise le groupement carbonyle C=0 de
I’ester, ainsi que I’intensité du pique C-O-C & 1132cm™ (Annexe 4).

B.1.5. Synthese du 2-hydroxypropanehydrazide (hydrazide lactique) (B.6)

L’hydrazide lactique (B.6) a été obtenu a un rendement de 91% a partir du lactate
d’éthyle (B5) et I'hydrazine hydraté a 50-60%. Le suivi de la synthése a été suivi par CCM
(Toluéne / Ethanol 2:1) qui a révélé une tache ayant un rapport frontal Rig, = 0.34 et
disparition totale du lactate d’éthyle aprés 5 heures sous reflux a 130°C. Le produit final

obtenu est sous forme de sirop incolore d’une densité de 1.2, soluble dans I’eau et les alcools.

| C,H.OH |

(|) (|)
H;C
\’/\O/\CHQ, + HN—NH, —— > HsC NH/NHZ
A
OH OH
B.6

B.5

Schéma B.1.5. Synthése du 2-hydroxypropanehydrazide (hydrazide lactique).

Le spectre infrarouge indique une bande large & 3443 cm™ attribuée au groupement (-
OH, NH, NH,). Le groupement carbonyle C=0 apparait & 1682 cm™ (Annexe 5).

B.1.6. Synthese du 5-(1-hydroxyéthyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione (B.7)

La synthése du 5-(1-hydroxyéthyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione (B.7) a été réalisée a
partir de ’hydrazide lactique (B.6) aprés un reflux de 30 heures a 130°C pour avoir un
rendement de 75 %. Apres traitement, le produit est sous forme d’un gel marron visqueux
ayant une odeur de vinaigre, la CCM (Toluéne / Ethanol 2:1) a démontré un rapport frontal
égal a 0.29.
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Schéma B.1.6. Synthese du 5-(1-hydroxyéthyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione (B.7)

Le spectre infrarouge présente une bande large dans les domaines 3405 cm™ du
groupement —NH, la vibration d’¢longation de la liaison C=N est assignée avec la bande
située en 1626 cm™ et démontre aussi les deux bandes en 1289 cm™ et en 1059 cm™ qui

caractérisent la liaison C-O-C (Annexe 6).

Le composé 5-(1-hydroxyéthyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione (B.7) est un dérivé de
1,2,3-oxadiazole, son groupement mercapto de I'hétérocycle est capable d’établir un équilibre
entre deux formes tautomeéres, une forme thione (B.7a) et une forme thiole (B.7b) et cette

derniére est confirmée par I'apparition du groupement —SH dans la région 2750 cm™,

Le RMN *H du produit B.7 met en évidence les signaux correspondants aux protons
présents dans cette molécule : un singulet en 1.50ppm correspondant au CHs, un autre
singulet en 2.00ppm pour le OH, un multiplet en 4.07 pour le CH et un doublet en 1.65ppm
pour le NH. (Annexe 7)

Ce RMN *H confirme que la structure de ce produit est celle désignée par B.7.a vu

I’absence du signal attribué au proton du groupement -SH.

B.1.7. Synthése de 4-amino-5-(1-hydroxyethyl)-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-thione
(B.8)

Par réaction du sel de potassium obtenu suite a la réaction de 1’hydrazide lactique (B.6)
avec 1'hydrazine hydraté 50-60% dans le méthanol a reflux pendant 7heures, le produit est
obtenu avec un rendement de 37% sous forme de poudre jaunes. La synthese a été suivie par
CCM (Toluéne /Ethanol 2:1) ou le R¢gg = 0,61 avec un point de fusion de T¢: 122°C

42



Partie B. (Résultats et Discussion) ~ Chapitre B.1. Synthéses Organiques
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Schéma B.1.7. Synthése de 3-(1-hydroxyéthyl)-4-amino-1,2,4-triazole-5-thiol (B.8)

Le spectre infrarouge présente une bande dans le domaine 3324.68 cm™ assignée a
I'élongation du groupement (NH, NHy), & 2701.49 cm™ attribuée & la vibration de la liaison
S-H et & 1270cm™ correspondant & C=S ce qui explique qu’il y a un équilibre entre deux
formes tautomeres, une forme thiole (B.8.a) et une forme thione (B.8.b). Une bande a 1623.77

cm caractéristique au groupement C=N (Annexe 8).

Le RMN *H du produit B.8 met en évidence les signaux correspondants aux protons
présents dans cette molécule : un singulet situé en 1.57ppm pour le CHj; et un autre en
2.63ppm pour le OH, un multiplet en 3.15ppm pour le CH, un singulet en 8.60ppm pour le
NH et en fin un singulet en 5.00ppm pour le NH, (Annexe 9).

Ce RMN 'H confirme que la structure de ce produit est celle désignée par B.8.b vu

I’absence du signal attribué au proton du groupement -SH.

B.1.8. Synthese du thiosemicarbazide lactate (B.9)

Le composé 2-hydroxypropanethiosemicarbazide (B9) est préparé a partir de
I’hydrazide lactique (B.6) et le thiocyanate d’ammonium NH4SCN apres un reflux de 30
heures. Le produit (B9) a abouti avec un rendement de 70.21% sous forme de pate beige ayant
une odeur caractéristique, de Rsg10 = 0,66 et une température de fusion égale a 80°C. (Schema
B.1.8)

0 0
NH
H.C I N Reflux, A _ HC | NH/NH\/ 2
W/\NH NH,SCN, HCI, CHZOH, Il
OH OH s
B.6 B.9

Schéma B.1.8. Synthése du thiosemicarbazide lactate (B.9).
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Le spectre infrarouge du 2-hydroxypropanethiosemicarbazide (B9) présente une bande
vers 3410 cm™ attribuée au groupement (NH, NH,). Le groupement carbonyle C=0 présente

une bande aigile & 1684.52 cm™ et 1405.85 cm™ pour le groupement C=S (Annexe 10).

B.1.9. Synthese de 1-(5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-yl) éthanol (B.10)

Le 1-(5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-yl) éthanol (B.12) est obtenu a partir du 2-
hydroxypropanethiosemicarbazide (B.10) et du H,SO, concentré apres un reflux de 5 heures
sous agitation magnétique, le mélange est neutralisé avec de I’ammoniaque (NH4OH), filtré et
lavé avec 1'eau. Le composé obtenu (B.10) est sous forme de poudre marron foncé avec un

rendement de 9% et une température de fusion de 156°C. (Schéma B.1.9)

ﬁ HaC
H, S
NH Reflux, A NH,
i: H,SO, N—N
i NH,OH. H,O
B.9 4 2 B.10

Schéma B.1.9. Synthése de 1-(5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-yl) éthanol (B.10).

Le spectre infrarouge présente une bande dans le domaine 3394.79cm™ assignée a
I’élongation du groupement (NH) et & 1622.80 cm™ attribuées au groupement C=N et
1513.85 cm™ pour C-N. Une bande & 1044.26 cm™ assignée a Iélongation du groupement (C-
S). (Annexe 11).

Le RMN *H du produit B.8 met en évidence les signaux correspondants aux protons
présents dans cette molécule : un singulet situé en 2.49ppm pour le CH; et un autre en
6.32ppm pour le OH, un multiplet en 3.06ppm pour le CH et en fin un doublet en 7.04ppm
pour le NH, (Annexe 12).

B.1.10. Synthése de 1-{5-[(phenyl-1,3-dioxan-5-yl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazol-2-yl}ethanol
(B.11)

Cette réaction consiste a mélanger le composé B.4 dans le DMF, DEA et le produit B.7.

Aprés traitement et purification, la pate marron de nature visqueuse nommée B.11 a permis
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d’obtenir le spectre infrarouge qui ne confirme pas sa structure, d’ou I’existence d’un pic
intense correspondant au groupement O=S=0 en 1388cm™. Une bande trés large dans le

domaine 3402cm™ caractérisant 1’élongation du -OH (Annexe 13).

H3C
(@)
> S
N
N—N
(@)
B.11

Schéma B.1.10 - Synthese de 1-{5-[(phenyl-1,3-dioxan-5-yl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazol-2-
yl}ethanol.

B.1.11. Synthése de 4-[(2-phenyl-1,3-dioxan-5-yl)amino]-5-{1-[(2-phenyl-1,3-dioxan-5-
yl)oxy]ethyl}-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-thione (B.12)

Suite au mélange du produit B.8, B.4 avec le DMF et le DEA, et aprés traitement et
purification, la pate visqueuse d’une couleur marron foncé nommée B.12 a permis d’obtenir
un spectre infrarouge et un spectre RMN qui confirme le greffage du sucre B.4 avec
I’hétérocycle B.8 (Schéma B.1.11).
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0=5=0
N H
__s s DMF | P
HO \ + > CHz3 ~0~ “Ph

N—N DEA o) NH
: Ph

B.4

Schéma B.1.11 - Synthése de 4-[(2-phenyl-1,3-dioxan-5-yl)amino]-5-{1-[(2-phenyl-1,3-
dioxan-5-yl)oxy]ethyl}-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-thione (B.12).

11 est bien visible dans le spectre infrarouge 1’absence des bandes —OH et —NH,, un pic
intense caractérisant la fonction éther (C-O-C) en 1151cm™, les deux pics en 1449 cm™ et en
1595 cm™ pour le C=C aromatique du benzéne et en fin I’¢longation en 1199 cm™ pour la

liaison glycosidique C-N (Annexe 14).

Le RMN *H de ce produit exprimé en ppm met en évidence les signaux correspondants
aux protons présents dans cette molécule : NH du cycle hétérocyclique en 7.85ppm et le NH
de la liaison glycosidique en 1.26ppm, le CH3 en 1.11, et les différents CH existants dans la
molécule (5.41, 5.55, 4.14, 3.64, 3.20, 2.40, 7.45, 7.28, 7.29, 7.674, 7.679, 7.70) (Annexe 15).

L’analyse du spectre RMN **C de ce composé confirme sa structure (Annexe 16).

B.1.12. Conclusion

L’objectif de ce travail est de synthétiser des analogues du seco-acycloazolyl glycoside.
La comparaison de la molécule (B.12) obtenue suite au greffage du sucre avec I’hétérocycle,
mais apres la déprotection de ce premier, la structure du composé (B.13) a démontré une

compatibilité avec celle tres connue du penciclovir (Figure A.11.7) (Page 28).
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Chapitre B.I1.

Activité Antibactérienne

B.11.1. Introduction

Afin de compléter ce travail, un test antibactérien est nécessaire. Les produits déja synthétisés
et caractérisés seront testés contre une série de souches bactériennes pathogenes et/ou d’altération a

Gram positif et a Gram négatif, pour déterminer leurs propriétés biologiques
B.11.2.Evaluation de I’effet antibactérien

Chaque espece bactérienne a été ensemencée dans une boite pétri contenant du M.H. Apres
disposition des disques imbibés par les produits synthétisés ainsi que les disques d’antibiotiques de
références et aprés incubation a 37°C pendant 18h, nous avons obtenu les résultats représentés dans

le tableau suivant (Tableau B.11.1) suite a la mesure des zones d’inhibitions en mm :

Tableau B.11.1
Tableau récapitulatif de I’effet antibactérien contre les produits de syntheése.

(Les zones d’inhibition sont données en mm)

Réf. Produits Synthétisés
Bactéries Gram | GEN | AMP | A1 | B4 | B5|B6|B7|B8| B9 | B10 | B.12
Staphylococcus + 27 13 / / / / 11 | 08 / 12 22
aureus
Bacillus sp. + 29 25 / / / / / / / / /
Enterococcus + 24 30 / / / / 10 / / / 12
faecalis
Pseudomonas - 30 / / / / / / / / / /
aeruginosa
Escherichia coli - 29 08 / / / / / / / / /
Shigella sonnei - 20 / / / / / / / / / /
Salmonella sp. - 22 10 / / / / / / / / /
/ : Produit inactif I:I Réf. I:I Heétérocycles I:I Glycoside
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B.11.3. Mise en évidence des effets antibactériens

Aprés incubation des boites pétri a 37°C pendant 18h, il a été remarqué que le produit de
départ, I’acide lactique (A.1) et les produits de synthéses intermédiaires (B.5, B.6 et B.9) n’ont
aucun effet inhibiteur contre les sept souches bactériennes utilisées. Ceci peut étre expliqué que ces
produits sont inactifs ou bien c¢’est dii probablement a la faible concentration de la solution mere
(20mg/ml).

Le produit B.4 qui représente le sucre de I’analogue de glycoside n’a pas d’effet inhibiteur car

les sucres sont habituellement des aliments, nécessaire pour les microorganismes afin d’accomplir

leurs activités vitales, et non pas des agents inhibiteur.

B.11.3.1. Effet des produits testés sur les bactéries a Gram positif
+ Staphylococcus aureus

A partir des résultats montrés dans la figure ci-dessous, il a été observé que les composes
hétérocycliques (B.7), (B.8), (B.10) et I’analogue de glycoside (B.12) possédent une activité

antibactérienne assez importante contre le Staphylococcus aureus. Ce dernier est une bactérie

sensible a la gentamycine (GEN) et peu sensible a I’ampicilline (AMP).

Figure B.11.1 - Staphylococcus aureus
< Bacillus sp.

En plus des produits intermeédiaires, la bactérie Bacillus sp. a montré une assez remarquable
résistance contre les produits hétérocyclique (B.7), (B.8),(B.10), ainsi que contre ’analogue de glycoside

(B.12). Cette bactérie est hautement sensible contre les deux antibiotiques de références utilisés.
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Figure B.11.2 - Bacillus sp.
+ Enterococcus faecalis

La souche indicatrice Enterococcus faecalis a pu résister aux hétérocycles testés sauf au B.7
et a sont glycoside B.12. Selon sont antibiogramme, on note que cette bactérie est trés sensible aux

deux antibiotiques de références

Figure B.11.3 - Enterococcus faecalis
B.11.3.2. Effet des produits testés sur les germes a Gram négatif

Suite aux tests antibactériens des produits de synthese, il a été observé que tous les germes
a Gram négatif sont résistants a nos produits. A partir des résultats figurés dans les figures on note

que :

- Escherichia coli, Shigella sonnei et Pseudomonas aeruginosa sont résistantes a 1’ampicilline
(AMP) et fortement sensible a la gentamycine (GEN).

- Salmonella sp. est sensible a I’AMP et moyennement résistante a la GEN.
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Figure B.11.4 - Escherichia coli

Figure B.11.5 - Shigella sonnei

Figure B.11.6 - Pseudomonas aeruginosa
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Figure B.11.7 - Salmonella sp.

B.11.4. Détermination de la CMI

Les inhibitions des concentrations minimales ont été déterminées en milieu solide pour les
substances actives avec différentes concentrations en ordre décroissant. Les résultats sont regroupés
dans le tableau B.11.2 et les figures qui en suivent (Figure B.11.8 et B.11.9), sachant que les
concentrations marquées en rouge représentent les CMI des produits actifs.

Tableau B.11.2

CMI des produits de synthése contre Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus

Bactéries Produits Les Dilutions
Actifs |SM.| 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128
Enterococcus faecalis B.7 - - - - + + + +
B.12 - - - + + + + +
B.7 - - - - + + + +
Staphylococcus aureus B.8 - - + + + + + +
B.10 - - - + + + + +
B.12 - - - - - + + +
+ : Croissance Bactérienne - : Pas de Croissance Bactérienne |:| CMI des Produits

50



~ Chapitre C.I1. Activité Antibactérienne

Dilution par ordre décroissant

Figure B.11.8 - CMI des produits de synthése contre Enterococcus faecalis

Dilution par ordre décroissant

Figure B.11.9 - CMI des produits de synthése contre Staphylococcus aureus
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Généralités

C.a. Techniques et appareillages utilisés
- Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les CCM sont effectuées sur des couches minces en gel de silice sur des plaques en
verre préparées au niveau de notre Laboratoire de Synthése Organique Physico-Chimie,
Biomoléculaire et Environnement. Département de Chimie Organique Industrielle. Faculté de
Chimie. Université des Sciences et de la Technologie d’Oran-Mohamed BOUDIAF. Apres

¢lution dans le solvant approprié, les plaques sont révélées par 1'iode.

La distance parcourue par le composé est calculée a partir du niveau de déposition
jusqu’au centre de la tache, tandis que la distance parcourue par I’¢luant est calculée a partir
du niveau de déposition de I’échantillon jusqu’au front de I’éluant, marqué a la fin de

I’élution. Le Rt est un nombre sans unités qui varie entre 0 et 1.

—— front d'¢luant

_ distance parcourue par le composé -
distance parcourue par I'¢luant

. — centre de la tache

— niveau de déposition

Figure C.1 - Calcul du rapport frontal Ry.
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- Température de fusion

Les points de fusion sont mesurés dans des tubes capillaires a 1'aide d'un appareil
électro-thermal (Tmax = 400°C) de Type GALLENKAMP et sont donnés en degré Celsius
(°C).

- Titrage pH-métrique
Les pH sont mesurés avec du papier pH.

- Une balance électronique
Qui permet d’effectuer des pesées d’une précision de 10™g.

- Une plaque chauffante avec agitateur magnétique (Type Assistant TMA) :
Cette plaque sert de source de chaleur pour chauffer divers récipients et leur contenu.

Elle permet également d’assurer une bonne homogénéisation de la solution a 1’agitation

magnétique.
- Spectroscopie Infrarouge IR

Les spectres infrarouges ont été enregistrés sous forme de pastille KBr dans un
spectrométre JASCO FT-IR entre 400 et 4000 cm™. Et aussi en utilisant le spectrométre Ifra-
Rouge a transformé de Fourier Alpha Bruker équipé d’une ATR Diamant (Laboratoire des

Polymeéres du Département de Chimie de 1'Université d’Es-Senia-Oran).
- Résonance Magnétique Nucléaire RMN

Les spectres de la résonance magnétique nucléaire (RMN *H et RMN **C) au niveau du

Laboratoire des Polyméres du Département de Chimie de 1'Université d'Es-Senia-Oran.
- Bec benzene

Il est utilisé dans 1’activité antimicrobienne en vue d’assurer une zone stérile de 20-
30cm pour éviter les contaminations avec d’autres germes (au niveau du laboratoire du

Service Bactériologie, Laboratoire Central, Hopital Militaire Régional Universitaire d’Oran).
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Cette étuve ou incubateur permet de favoriser la température nécessaire pour la
croissance et la multiplication des bactéries réglée a 37°C (favoriser les conditions de
croissance des bactéries indicatrices) (au niveau du laboratoire du Service Bactériologie,

Laboratoire Central, Hopital Universitaire Militaire Régional d’Oran).
- McFarland mettre

Cet appareil utilise dans les laboratoires de microbiologie. Il est utilisé pour ajuster la
turbidité des suspensions bactériennes de sorte que le nombre de bactéries est a une gamme
(concentration) donnée pour standardiser 1’analyse microbienne (laboratoire du Service

Bactériologie, Laboratoire Central, Hopital Universitaire Militaire Régional d’Oran)..
- Vortex®

C’est un appareil utilisé en biologie moléculaire et aussi dans les laboratoires de
microbiologie pour mélanger les solutions en tube (laboratoire du Service Bactériologie,

Laboratoire Central, Hopital Universitaire Militaire Régional d’Oran).

C.b. liste des produits chimiques et solvants utilisés

Tableau C1
Les produits chimiques et solvants utilises

Les Produits (pureté ~ Formules chimiques MM Tep Ts d Références
%)

(g/mole) °c °C
Acide Lactique C3HgO3 90 - - 1.21  Organics
Ethanol (99%o) C,HsOH 46,07 78,37  -114 0,78 Prolabo
Meéthanol (99%) CH30OH 32,04 64,7 -97.6 0,79  Organics
Chloroforme (99,6%0) CHCl3 119,38 61,2 -63,5 1,48 Prolabo
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Dichlorométhane CH,Cl, 84,93 39.6 -96,7 1,33 Merck

(99,5%)

Sulfate de Magnésium MgSO, 120,37 - 1124 2,66 Panreac

Anhydre

Acide Chlorhydrique HCI 36,46 48 -30 1,18 Prolabo

(36%0)

Acide Sulfurique H2SO4 98,07 337 3 1,84  Organics

(98%)

Bicarbonate de NaHCO3 84 - 270 2,16  Organics

Sodium

Hydrazine Hydraté H,N-NH,, H,0 50,06 - - 1,03 Prolabo

(50-60%0)

Hydroxyde de KOH 56,11 - 380 - Prolabo

Potassium

Acétate d'éthyle CH3COOC;Hs 88,11 77 -83.06 0,89 Prolabo

Disulfure de Carbone CS; 76,14 46 -111 1,26 Prolabo

(99,9%)

Thiocyanate NH;SCN 76,12 - 149.6 1,300  Sigma-

d’ammonium Aldrich

Ammoniac 34% NH,OH 17 38 -58 0.88 Prolabo

Ether Diéthylique C2Hs0C,Hs 74,12 34 -116 0,715  Sigma-
Aldrich

Diméthyle Sulfoxyde (CH3),SO 78,13 189 19 18,4 Prolabo

DMSO (99%o)

Gel de silice SIO; 60 2230 1650 - Prolabo
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ATPS : Acide C7Hg03S 172.2 185 106 - Sigma-
paratoluenesulfonique Aldrich
Glycérol HOH,C.CHOH.CH;, 92.09 290 18.02 1.26 Sigma-
OH Aldrich
Benzaldéhyde C7/HsO 106.12 179 -26 1.04 Sigma-
Aldrich
Diéthylamine DEA C2HsNH.C3Hs 73.14 55.5 -50 0.7 Prolabo
Diméthylformamide C3H;NO 73.09 153 -61 094 Prolabo
DMF
Anhydride acétique CH3.CO.0.CO.CH3  102.09 139 -73 1.08 Prolabo
Pyridine CsHsN 79 11535 -41.15 0.98  Organics

C.c. Caractéristiques de I'acide lactique

0
e
Y\OH
OH

Figure C.2 — Structure Chimique de I’acide lactique.

Nom IUPAC : Acide 2-hydroxypropanoique.
Nom Commercial : Acide Lactique.

Etat physique : Liquide.

Aspect : Sirop incolore [48]

Odeur : Inodore [48]

Formule brute : C3HgO3
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Masse Molaire (MM) : 90.08 g.mol™

Densité : 1.21

Température de Fusion : 17°C [49]

Température d’Ebullition : 122°C / 15mmHg [50]
Point d’Eclair : 110 °C (DL) [48]

Masse Volumique : 1,2485 g-cm™ [11]

Indice de réfraction : 1.413-1.429 [51]

pKa : 3.86 (20°C)

R¢: 0.71 (Toluéne : Ethanol / 2:1).

IR (Kbr, cm™) : 3477 cm-1 (-OH); 1748cm-1 (C=0); 2988cm-1 (-CH3) (Annexe 5)
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Chapitre C.1

Synthéses Organique

C.1.1. Synthése du 2-phenyl-1,3-dioxan-5-ol (B.3)

Le glycérol (9 g, 0.098 mole) (B.1) est dissous dans le chloroforme (15ml), une
solution de benzaldéhyde (7g, 0.066 mole) (B.2) dissoute dans le chloroforme (10 ml) est
additionnée a la solution précédente en présence de (1,59, 0.0087 mole) d’acide para toluéne
sulfonique. Le mélange est porté a reflux pendant 6 heures sous agitation magnétique a

température 80°C.

Aprés refroidissement de la solution a une température ambiante on sépare la phase
organique dissoute dans la phase aqueuse par extraction avec le dichlorométhane. Apres
lavage avec une solution aqueuse de NaHCOj3, puis séchage avec le sulfate de magnésium
anhydre, le produit est filtré pour donner le produit nommé (B.3) aprés évaporation du

solvant.
Caracteéristique du produit

e Liquide Jaune.

e Rendement du produit : 31.5%

e Masse Molaire 180g/mole.

e Masse du produit obtenu : 5.56 ¢

e Rapport frontal Ry : 0,78 (Toluene/Ethanol : 2/1).

e IR (FT-IR, cm™): 3398 cm™ (-OH), 1070 cm™ (C-O-C), 1455-1597 cm™ (C=C).

C.1.2 Syntheése de 2-phenyl-1,3-dioxan-5-yl 4-methylbenzenesulfonate (B.4)

Ajouter le para-toluenesulfonyl chloride (3.5g, 0.018 mole) au 2-phenyl-1,3-dioxan-5-
ol (B.3) (4 g, 0.022 mole), aprés avoir ajouter la pyridine (5gouttes), laisser sous agitation
magnétique a température ambiante pendant 12 heures. Effectuer une extraction liquide-
liquide avec le dichlorométhane aprés plusieurs lavages a 1’eau pour éliminer la pyridine.
Sécher la phase organique avec le sulfate de magnésium anhydre et filtrer. Evaporer le solvant

et obtenir le produit nommé (B.4).
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Caractéristique du produit

Cristaux Blancs.

Rendement du produit : 60%

Masse Molaire : 334g/mole.

Masse du produit obtenu : 4.41g

Rapport frontal R¢ : 0.83 (Toluéne /Ethanol : 2/1)

IR (FT-IR, cm™): 1171-1373cm™ (0=S=0), 1080 cm™ (C-O-C), 3064cm™ (-CHs),
1454-1595cm™ (C=C).

C.1.3. Synthese du 2-Hydroxypropanoate d'éthyle (lactate d’éthyle) (B.5)

L’acide lactique (A.1) (45g, 0.50 mole) est dissoute dans 1’éthanol absolu (90 ml, 1.52

mole) et en présence de I’acide sulfurique H,SO,4 (2mL). Le mélange réactionnel est chauffé a

110°C (bain d’huile) aux reflux pendant 7 heures, et aprés refroidissement a température

ambiante :

Effectuer I’extraction liquide-liquide. Pour cela mettre dans une ampoule a décanter le
mélange réactionnel, ajouter SO0mL de dichlorométhane et 50mL d’eau distillée glacée
afin d’obtenir deux phases bien distinctes (une phase aqueuse et une phase organique).
Répéter I’extraction deux a trois fois.

Neutraliser la phase organique obtenue aprés extraction par une solution de
bicarbonate de sodium (NaHCO3) a 10% jusqu’a atteindre un pH égal a 7.

Effectuer plusieurs lavages a I’eau de la phase organique neutralisée pour éliminer les
sels.

Ajouter le sulfate de magnésium (MgSQ,) anhydre pour éliminer les traces d’eaux
restantes

Ensuite, filtrer pour éliminer le MgSO, et évaporer le dichlorométhane pour obtenir un

liquide nommé lactate d’éthyle (B.5).

Caractéristiques du produit

Liquide jaunatre, huileux, d’une odeur caractéristique ;
Masse molaire (MM) : 118g/mole ;

Masse du produit obtenu : 36.62g;

Rendement : 62%;
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e Rapport frontal (Ry) : 0.89 (Toluéne : Ethanol /2 :1);
e IR (KBr, cm™): 3445 cm-1 (-OH); 1741cm-1 (C=0); 1132cm-1 (C-O-C).

C.1.4. Synthese du 2-hydroxypropanehydrazide (hydrazide lactique) (B.6)

Le lactate d’¢éthyle (B.5) (Ig, 0.008 mole) est dissout dans 5ml d’éthanol, Ig
d’hydrazine hydratée (50 - 60%) est graduellement additionné avec agitation. Le mélange

réactionnel est chauffé a 130°C (bain d’huile) sous reflux pendent 10 heures.
e Aprés évaporation du solvant, on obtient un produit nommé hydrazide lactique (B.6).
Caracteéristiques du produit

e Sirop incolore, d’une odeur caractéristique ;

e Masse molaire (MM) : 104g/mole ;

e Masse du produit obtenu : 0.80g;

e Rendement 90.90%

e Rapport frontal (Ry) : 0.34 (Toluéne : Ethanol /2:1);

e IR (KBr,cm™): 3443 cm™ (-OH, -NH, -NH,); 1682 cm™(C=0).

C.L1.5. Synthese du 5-(1-hydroxyéthyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione (B.7)

Une solution d’hydroxyde de potassium formée de KOH (0.4g) et de méthanol (10 ml)
est graduellement additionnée a 1’hydrazide lactique (B.6) (0.4g, 0.0038mole) qui est a son
tour dissout dans 10ml de méthanol sous agitation, ensuite le disulfure du carbone CS, (10
ml) est ajouté goutte a goutte au mélange. Le mélange réactionnel est chauffé a 130°C (bain

d’huile) sous reflux pendent 30 heures.

e Apres refroidissement, le mélange est acidifi¢ avec I’acide chlorhydrique (HCI) (30
%) jusqu'a un pH égal a 5. Ensuite, filtration du précipité formé et lavage a 1’acétate
d’éthyle.

e Aprés évaporation du solvant, on obtient un produit nommé (B.7).
Caractéristiques du produit

e Gel marron, d’une odeur caractéristique ;
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e Masse molaire (MM) : 146g/mole ;

e Masse du produit obtenu : 0.42g ;

e Rendement : 75%

e Rapport frontal (Ry) : 0.29 (Toluéne : Ethanol / 2:1) ;

e IR (KBr,cm™): 3429 cm™ (-NH); 1629 cm-1 (C=N); 1290 cm-1, 1059 cm-1 (C-O-C),
1280cm™ (C=S).

e RMN *H (ppm) : 1.50 ppm (s) (CHs); 4.07 ppm (m) (CH); 2.00 ppm (s) (OH): 1.65
ppm (m) (NH).

C.1.6. Synthese de 4-amino-5-(1-hydroxyéthyl)-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-thione
(B.8)

Une solution d’hydroxyde de potassium formée de KOH (0.6g) et de méthanol (10 mL)
est graduellement additionnée a 1’hydrazide lactique (B.6) (0.5g, 0.0048mole) qui est a son
tour dissous dans 10ml de méthanol sous 1’agitation, ensuite le disulfure du carbone CS; (10

mL) est ajouté goutte a goutte au mélange.

e Le mélange réactionnel est soumis sous agitation magnétique a température ambiante
pendant 24 heures, puis I’ajout de 1’éther diéthylique avec agitation pendant 2 heures
permet 1’obtention du sel de potassium qui est utilisé¢ dans I’étape suivante.

e L’hydrazine hydraté (50-60%) est graduellement ajouté au sel de potassium qui a été
dissous dans 10 ml d’eau sous agitation, le mélange est chauffé a reflux au bain marie
pendant 7 heures.

e Le mélange réactionnel est refroidi, en suite acidifié¢ avec 1’acide chlorhydrique (HCI)
(30 %) jusqu'a un pH égal a 1.

e Evaporation de I’eau, lavage au méthanol puis a I’acétate d’éthyle.

e Obtention d’un produit nommé (B.8).
Caractéristiques du produit

e Poudre jaune

e Masse molaire (MM) : 160g/mole ;
e Masse du produit obtenu : 0.69g ;
e Rendement: 89% ;
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e Point de fusion : 122°C;
e Rapport frontal (Ry) : 0.63 (Toluéne : Ethanol / 2:1) ;
e IR (KBr,cm™) : 3324.68 cm™ (NH, NH,) ; 2701.49 cm™ (-SH) ; 1623.77 cm™ (C=N),
1270cm™*(C=S).
e RMN *H (ppm) : 1.57ppm (s) (CHs); 3.15ppm (m) (CH); 2.63ppm (s) (OH); 8.60ppm
(s) (NH); 5.00ppm (s) (NHy).

C.1.7. Synthese du thiosemicarbazide lactate (B.9)

Une solution de thiocyanate d'ammonium formé de NH4SCN (0.29g, 3.9mmole) et de
méthanol (Sml) est additionnée goutte a goutte et avec agitation a 1’hydrazide lactique (B.6)
(0.30g, 2.9mmole) qui a été dissous dans 5 ml de méthanol, en présence de 1ml d'acide
chlorhydrique (HCI). Le mélange (de couleur rose) est chauffé a reflux au bain marie pendant
30 heures.

e Evaporation de I’exces du solvant.
e Lavage au méthanol.
e Filtration des sels formés, puis reévaporation du méthanol

e Obtention d’un produit nommé thiosemicarbazide lactate (B.9).
Caracteristiques du produit

e Pate de couleur beige, d’une odeur caractéristique ;

e Masse molaire (MM) : 163g/mole ;

e Masse du produit obtenu : 0.33g ;

e Rendement : 70.21%;

e Rapport frontal (Ry) : 0.46 (Toluéne : Ethanol /2:1);

e IR (KBr,cm™): 3410 cm™ (NH, NH,) ; 1684.52 cm™ (C=0) ; 1405.85 cm™ (C=S).

C.1.8. Synthese de 1-(5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-yl) éthanol (B.10)

L’acide sulfurique (H,SO4) 3ml est additionné goutte a goutte au thiosemicarbazide

lactate (B.9) (0.25g, 0.0017moles). Apres un reflux de 5 heures et sous agitation magnétique,
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le mélange est neutralis¢é avec de I’ammoniaque (NH,OH). Ensuite 1’ajout d’eau glacée

permet la formation du solide qui, apreés filtration et lavage avec 1'eau, le produit obtenu est le

1-(5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-yl) éthanol (B.10).
Caracteéristiques du produit

e Poudre marron foncé ;

e Masse molaire (MM) : 145g/mole;

e Masse du produit obtenu : 0.02g;

e Rendement : 9%

e Rapport frontal (Ry) : 0.56 (Toluéne : Ethanol / 2:1) ;

e Point de fusion : 156°C

e IR (KBr, cm™) : 3394.79cm™ (-NH.) ; 1622.80 cm™ (C=N); 1513.85 cm™ (C-N);
1044.26 cm™ (C-S).

e RMN *H (ppm) : 2.49ppm (s) (CH3); 3.06ppm (m) (CH); 6.32ppm (s) (OH); 7.04ppm
(m) (NHy).

C.1.9. Synthese du 1-{5-[(phenyl-1,3-dioxan-5-yl)sulfanyl]-1,3,4-oxadiazol-2-yl}ethanol
(B.11)

Le composé B.7 (0.1g, 0.68mmole) est dissout dans un mélange de 2ml de
dimethylformamide (DMF), puis I’ajout du sucre protégé (B.4) avec 2 gouttes de DEA. Le
mélange réactionnel est porté a température ambiante avec agitation magnétique pendant 6

heures.

Apres neutralisation avec 1’eau jusqu’a un pH égal a 7, effectuer une extraction liquide-
liquide avec le dichlorométhane. Suite a la distillation du solvant on obtient le produit nomme
B.11.

C.1.10. Synthese de 4-[(2-phenyl-1,3-dioxan-5-yl)amino]-5-{1-[(2-phenyl-1,3-dioxan-5-
yloxy]ethyl}-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-thione (B.12)
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Le composé B.8 (0.1g, 0.59mmole) est dissout dans un mélange de 2ml de

dimethylformamide (DMF), puis I’ajout du sucre protégé (B.4) avec 2 gouttes de DEA. Le

mélange réactionnel est porté a température ambiante avec agitation magnétique pendant 6

heures.

Apres neutralisation avec 1’eau jusqu’a un pH égal a 7, effectuer une extraction liquide-
liquide avec le dichlorométhane. Suite a la distillation du solvant on obtient le produit nommé
B.12.

Caracteéristiques du produit

e Pate visqueuse marron foncé ;

e Masse molaire (MM) : 484.5g/mole;

e Masse du produit obtenu : 0.04g;

e Rapport frontal (Ry) : 0.75 (Toluéne : Ethanol / 2:1) ;

e IR(FT-IR, cm™): 1449cm™ - 1595 cm™ (C=C); 1088 cm™-1151 cm™ (C-O); 1272cm™
(C=S); 1625 cm™ (C=N); 1199 cm™ (C-N).

e RMN 'H (ppm) : NH (7.85, 1.26); CH3 (1.11); CH (5.41, 5.55, 4.14, 3.64, 3.20, 2.40,
7.45,7.28,7.29,7.674,7.679, 7.70).

e RMN °C (ppm) : 162; 142; 72; 21; 29; 42; 101; 137; 125; 129; 127; 128.79; 128.56;
131; 134.

72



Partie C. (Expérimentale)

Chapitre C. 1.
Activite Antibactérienne



" Partie C. (Expérimentale) ~ Chapitre C.11. Activité Antibactérienne

Chapitre C. I1.

Activité Antibactérienne

C.11.1. Introduction

Le but de cette activité est de mettre en évidence la sensibilité ou la résistance des
produits synthétisés contre des bactéries pathogenes et comparer leur efficacité avec des

antibiotiques spécifiques pour chaque type de bactéries.
C.11.2. Les micro-organismes et les antibiotiques de références utilisés

Les micro-organismes ou les souches indicatrices utilisées pour 1'étude de l'activité
antimicrobienne, sont des souches bactériennes pathogenes et/ou d’altérations a Gram positif

et & Gram négatif (Tableau C.11.1).

Les antibiotiques utilisés comme référence sont la Gentamycine (GEN) et ’Ampicilline
(AMP).

Tableau C.11.1

Les souches bactériennes pathogénes et/ou d’altérations utilisées.

Noms Source
Staphylococcus aureus Hopital HMRUO
Bactéries a Gram (ATCC 25923)
Positif Bacillus sp. Institut Pasteur d’Oran
Enterococcus faecalis Institut Pasteur d’Oran
Pseudomonas aeruginosa Hopital HMRUO
Bactéries a Gram (ATCC 27853)
Négatif Escherichia coli (ATCC 25922) Hopital HMRUO
Shigella sonnei Institut Pasteur d’Oran
Salmonella sp. Institut Pasteur d’Oran
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Figure C.11.1 - Distinction entre bactéries a Gram positif et a Gram negatif (vue sous

microscope optique apres coloration de Gram).

Figure C.11.2 — Colonies bactériennes (Vue Macroscopique).

C.I1.3. Mise en évidence de I’effet antibactérien
C.11.3.1. Principe

Le principe de cette mise en évidence est de procéder a un antibiogramme. Il existe
plusieurs méthodes pour I’effectuer. Parmi d’entre elles, la méthode des disques [52]. Et donc
cet examen consiste a disposer dans une boite a pétri contenant une gélose Muller Hinton
(M.H.) et inoculée par une souche bactérienne, des disques de papier imprégnés des produits
synthétisés (a tester) a une concentration déterminer.

Apreés incubation, il est possible de voir la croissance bactérienne ainsi que des halos ou

des zones d’inhibition de la croissance, au tour de chaque disque.

Plus la zone d’inhibition est grande, plus grande est la sensibilit¢ de la souche

bactérienne vis-a-vis du produit testé.
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C.11.3.2. Mode opératoire
Pour effectuer cet examen, les étapes suivantes ont été suivies (Schéma C.11.1) :

e Les produits testés sont le produit du départ, ’acide lactique (A.1), ainsi que les
produits synthétisés (B.4, B.5, B.6, B.7, B.8, B.9, B.10, B.12) sont dissous dans du
DMSO pour préparer des solutions mére d’une concentration de 10 mg/ml.

e Les disques en papier, d’'un diamétre de Smm, déja stérilisés a I’autoclave a 120°C
pendant 20 min, sont imprégnés dans les solutions préparées jusqu'a la saturation.

e Ensemencer a I’aide d’un écouvillon et a partir d’'une solution contenant une
suspension bactérienne a 0.5 Mc Farland, a partir d’une souche bactérienne jeune de
24h, sur une boite pétri contenant une gelose M.H.

e Placer les disques imprégnés des produits a tester et ceux des références
soigneusement sur la gélose MH déja ensemencée par les bactéries indicatrices.

e Incuber & 37°C pendant 24h.
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Schéma C.11.1 - Mise en évidence de I’effet antibactérien.

La lecture des résultats se fait par la mesure des dimensions des zones d’inhibitions

(zones claires) autour des disques et représentée en millimétre a 1’aide d’un pied a coulisse

(Figure C.11.3).
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Souche Indicatrice

Figure C.11.3 - Représentation schématique des zones d’inhibitions.
e Les zones d’inhibition sont définies comme suit :
+ Le produit est actif pour un diametre supérieur a15 mm.
+ Le produit est modérément actif pour un diametre compris entre 8 et 15 mm.

+ Le produit est inactif pour un diamétre inférieur a 8mm.

C.11.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) représente la concentration minimale
d'antibiotique permettant d'inhiber (bactériostase) totalement la multiplication bactérienne,
aprés 18 a 24 heures de contact a 37 °C. Pour déterminer cette CMI, il existe deux méthodes :
détermination de la CMI sur milieu liquide et sur milieu solide [53][54][55][56].

C.11.4.1. Détermination de la CMI en milieu liquide

- Préparer pour chaque souche indicatrice une suspension bactérienne a 0.5 Mc Farland
dans de I’eau distillée.

- Repiquer 0.5ml de la suspension bactérienne a étudier dans 10ml de milieu de culture
MH liquide et mettre au bain marie & 37°C pendant 3 - 5 heures.

- Inoculer dans chaque tube a hémolyse 1.8ml de la préparation de chaque bactérie.

- Ajouter dans le tube témoin 0.2ml d’eau distillée (T;), dans un autre tube 0.2ml de
DMSO (T,) et 0.2ml de chaque dilution du produit a tester dans des tubes bien
identifiés, en allant de la solution mere (10mg/ml) a la plus faible concentration.

- Agiter les tubes fortement au Vertex®.

- Incuber les tubes a 37°C pendant 18h.

- Lecture de la CMI: se fait en identifiant le tube contenant une concentration

déterminée pour laquelle il n’y a pas une culture visible (trouble).
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Schéma C.11.2 - Détermination de la CMI en milieu liquide.
C.11.4.2. détermination de la CMI en milieu solide

- Mettre 2ml d’cau distillée dans une boite pétri, 2ml de DMSO dans une autre boite et
2ml de chaque dilution du produit a tester dans des boites bien identifiées, en allant de
la solution mere (10mg/ml) a la plus faible concentration.

- Ajouter 18ml de milieu M.H. gélosé. Bien mélanger et laisser solidifier & température
ambiante.

- Sécher les boites 30min. a 1’étuve a 37°C.

- Préparer une suspension de la bactérie a étudier a 0.5 Mc Farland dans de 1’eau
distillée.

- Ensemencer a I’aide d’un écouvillon ou d’une anse en touche [57] les géloses dans
chaque boite.

- Incuber les boites a 37°C pendant 18h.
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Schéma C.11.3 - Détermination de la CMI en milieu solide.

La lecture de la CMI se fait en identifiant la boite a gélose contenant une concentration
déterminée pour laquelle il n’y a pas une culture visible (colonies) comme montré sur la

figure suivante (figure C.11.3).

Figure C.11.4 — Lecture des résultats de la CMI en milieu solide.

Pour la détermination de la CMI de nos produits de synthése (A.1, B.4, B.5, B.6, B.7,
B.8, B.9, B.10, B.12), nous avons utilisé la méthode de détermination de la CMI en milieu
solide.

C.11.5. Conclusion

La méthode qui a été utilisée pour la détermination de la CMI des produits actifs et celle
en milieu solide.
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Ce mémoire avait pour objectif de synthétiser de nouveaux produits. Le déroulement de
cette étude a été envisagé selon deux axes. Dans un premier temps, nous nous sommes basés
sur la synthese des dérivés héterocycliques azotés a cinq chainons a partir de 1’acide lactique
ensuite les greffer sur un sucre déja protégé afin d’obtenir un analogue de glycoside ; et dans
le second, sur l'activité biologique de ces composés vis-a-vis de quelques souches

bactériennes.

Pour aboutir a ces molécules, nous sommes passés par la synthese des produits
intermédiaires a savoir : 2-phenyl-1,3-dioxan-5-ol (B.3), le sucre protégé : 2-phenyl-1,3-
dioxan-5-yl 4-methylbenzenesulfonate (B.4). Le 2-Hydroxypropanoate d'éthyle (lactate
d’éthyle) (B.5), 2-hydroxypropanehydrazide (hydrazide lactique) (B.6), thiosemicarbazide
lactate (B.9), ainsi que les hétérocycles 5-(1-hydroxyéthyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione
(B.7), 4-amino-5-(1-hydroxyéthyl)-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazole-3-thione (B.8), 1-(5-amino-
1,3,4-thiadiazole-2-yl) éthanol (B.10) et enfin le composé cibleé : le (B.12).

Le greffage du 5-(1-hydroxyéthyle)-1,3,4-oxadiazole-2(3H)-thione (B.7) avec le 2-
phenyl-1,3-dioxan-5-yl 4-methylbenzenesulfonate (B.4) n’était pas impossible.

Les composés organiques synthétisés ont été identifiés par les méthodes physico-
chimiques (point de fusion, CCM, IR et RMN).

Apres avoir testé tous les composés chimiques nouvellement synthétisés pour leurs
activités antibactériennes avec le produit de départ contre sept exemplaires de souches
bactériennes pathogenes et/ou d’altération : Staphylococcus aureus, Bacillus sp., Escherichia

coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp. et Shigella sonnei :

¥ Tous les composés testés, notant le produit du départ, ne possedent aucune activité
antibactérienne contre les bactéries a Gram négatif.

+ La souche bactérienne Staphylococcus aureus a Gram positif a montré un assez
important pouvoir antibactérien inhibiteur contre les composés hétérocycliques (B.7)
(B.8) et (B.10) et aussi contre 1’analogue de glycoside (B.12).
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+ La souche Enterococcus faecalis s’est montrée sensible contre seulement un

hétérocycle (B.7) et sont analogue de glycoside (B.12).

Ce travail constitue une approche dans la conception de composés dérivés de 1'acide
lactique pouvant servir comme alternative aux antibiotiques si on prend en considération la
résistance des bactéries contres ces derniers, mais ¢a serai applicable apres la détermination
de la CMB et I’évaluation de la toxicité de ces molécules synthétisées afin de confirmer leurs

usages en pharmacologie pour qu’ils aient une éventuelle utilisation thérapeutique.

I1 serait beaucoup plus intéressant d’obtenir la molécule seco-acyclique par déprotection
de la partie sucre, d’obtenir d’autres analogues seco-acyclique analogue de glycosides en
synthétisant d’autres hétérocycles a cinq chainons comme thiadiazoles, triazole, etc. et de les

greffer sur notre méme sucre.

De plus de tester la toxicité des produits déja synthétisés, il nous intéresserait de tester

leur effets antifongique, antitumoral et antiviral.
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