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Abstract:

Heterocyclic nitrogen compounds are found in a large number of important molecules in
medicine and pharmacology. Therefore, our work aims to prepare heterocyclic nitrogen organic
compounds such as: pyrazole, pyrazolone and pyrrole.

The pyrazole and pyrazolone derivatives that we synthesized showed significant biological
activities against some types of bacteria. Where we found that pyrazole derivatives have effective
antibacterial activity against staph bacteria. While pyrazolone derivatives possess antibacterial
activity against staph and Escherichia coli.

The prepared compounds were characterized by RMN 1H, RMN 13C and DEPT.
Key words:
Pyrazole, pyrazolone, Heterocyclic nitrogen compounds, antibacterial activity.

Résumé :

Les composés hétérocycliques azotés se retrouvent dans un grand nombre de molécules
importantes en médecine et en pharmacologie. Par conséquent, nos travaux visent a préparer des
composés organiques azotés hétérocycliques tels que : le pyrazole, la pyrazolone et le pyrrole.

Les dérivés de pyrazole et de pyrazolone que nous avons synthétisés ont montré une activité
biologique significative contre certains types de bactéries. les résultats obtenus ont montré que les
dérivés du pyrazole ont une activité antibactérienne efficace contre les bactéries staphylocoques.
Alors que les dérivés de pyrazolone possédent une activité antibactérienne contre le staphylocoque
(Staph) et Escherichia coli (E. Coli).

La caractérisation structurale des composés synthétises a été effectuée par les différentes
méthodes spectroscopiques (RMN 1H, RMN 13C et DEPT).

Mots clés:
Pyrazole, pyrazolone, Composés hétérocycles azotés, activité antibactérienne.
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Introduction Générale

Depuis sa naissance il y a prés de deux siécles, la chimie organique n’a cessé d’évoluer.
En particulier, le siécles dernier a vu des progres significatifs a la fois dans les méthodes de synthese
et dans leur application a la synthése totale. De nombreux outils de synthése ont été développés et

affinés pour donner acces a des molécules de plus en plus complexes.

Parmi ces méthodes, la méthode utilisant des catalyseurs de métaux de transition de occupe
la meilleure place. Ces nouvelles méthodes ont trouve de nombreuses applications, notamment dans

la formation et/ou la fonctionnalisation de divers hétérocycles.

Les hétérocycles sont des unités répétitives présentes dans des nombreuses familles des
produits naturels et des nombreuses molécules biologiquement actives, du fait de I’importance de
leur structures. des efforts considérable ont été déployés pour développer des nouvelles méthodes
de synthese sélectives, efficaces et économiques vis-a-vis des atomes a partir desquels elles peuvent
étre obtenus. (Eric .2012)

Ce sont des composés monocycliques et polycycliques dont au moins un cycle comporte un

ou plusieurs hétéroatomes, les hétéroatomes sont le plus souvent I’oxygéne, le soufrée et I’azote.

(Ouahes, 2007)

En fait, de nombreux composés hétérocycliques sont utilisés comme produits
pharmaceutiques en raison de leur activités. De trés nombreuses publications concernent plus ou
moins directement ces structures dont les plus courantes font intervenir 1’oxygéne ou 1’azote. Les
hétérocycles azotés forment une famille des produits aux propriétés chimiques et biologiques
intéressantes. Ces hétérocycles se retrouvent dans des nombreux produits naturels comme les
vitamines, les acides nucléiques, les hormones, les antibiotiques et les alcaloides. 1l sont également
utilisés dans la production de colorants, d’herbicides, des fongicides, d’insecticides et des nombreux

produits pharmaceutiques. (Messadia..2013).

Le présent travail s'inscrit dans ce contexte, il porte sur la synthese, la caractérisation et
I'évaluation de I'activité antibactérienne de quelques composés hétérocycliques azotés

A cet effet, le travail sera réparti en trois chapitres:

Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique sur les différentes méthodes
d’obtention des composés hétérocycliques azotés (pyrrole, pyrazole).
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Le deuxiéme chapitre, matériel et méthodes, décrit les différentes méthodes et techniques
utilisées.

Quant au dernier chapitre, il traite I'ensemble des résultats et leurs discussions.
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Chapitre :Etude Bibliographique

.1 Introduction :
Les composés hétérocycliques présentent une classe des composés dans lesquels un atome de
carbone ou plus d’un compose cyclique est remplacé par un atome hétérogéne comme I’oxygene
O, I’azote N, le phosphore P, le soufre S,.. .etc.

Au cours de ces derniéres années les travaux des chercheurs sont concentrés a la synthése des
molécules hétérocycles comme les pyrazoles, pyrroles, imidazoles, tiriazoles, en raison de leur

activités biologiques importantes ( antitumorale, antibactérienne, antioxydant, anti-inflammatoire

Do O
NH —-—— - )
¥ : :

Pyrazolidine Pyrrolidine Imidazolidine

...etc.,),

SIS s

Pyrazole Pyrrole Imidazole

Schéma 1.1 : Quelques exemples des molécules hétérocycles azotes.

Parmi ces composés hétérocycliques azotés on trouve les deux molécules de pyrazoles et

pyrroles qui sont largement étudiées.
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.2 pyrazole:
1.2.1 Généralité :

Ont une histoire glorieuse, en 1883. Un chimiste allemand wduig Knorr a été le
premier a découvrir I’activité antipyrétique de dérive du pyrazole chez I’homme, il a
nomme ce compose anti-piryne. cette structure a été obtenue par accident lors d’une
tentative de synthese de dérivé quinoléine a activité antipyrétique (Kumar & Jayaroopa,
2013).

Un classe importante des composes hétérocycliques aromatiques organiques simple,
ils sont caractérisés par une structure de la formule moléculaire (CzHsNz2), Ce sont des base
faible constituée de 3 atomes de carbone et de deux atomes d’azotes, et présentant deux
doubles liaisons cocycliques formant un motif hétérocyclique a cing chainons (Jadhav,
2022).

Tableau 1 :Les propretés physiques du pyrazole (Boudjellal, 2020).

/ N\H

/N

Structure chimique

pyrazole
Formule chimique CsHaN2
Nom chimique 1,2-diazole
Masse molaire 68,0773 mol/l
Température d’ébullition 186-188°c
Température de fusion 67-70°c

1.2.2 Les pyrazoles comme produit naturel :

Les pyrazoles sont rares dans la nature, le premier dérivé pyrazolique a été isolé par

des chercheurs japonais Kosuge et Okeda en 1954, jusqu’a sa découverte, il ont isolé (A) :
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(3-éthyl-1H-pyrazole ) a partir de Houttuynia Cordata, des (piperaceae) famille d’Asie
Tropicale a montrer une activité antibactérienne.
Ils ont également isolé la (B) : (1-pyrazolyle-alanine) un acide amine isolé a partir des

graines de pasteque Citullus Vulgaris (Kumar & Jayaroopa, 2013).

H,C——CH, C\\N

a |

N H,C E COOH
yd 2
H NH,
(A) B)

Figure 1.1 : les deux molécules de pyrazole (A) 3-ehtyl-1H-pyrazole , (B) 1-pyrazolyle-
alanine (Kumar & Jayaroopa, 2013).

1.2.3 Dérivés pyrazolique biologiquement actif :

Les pyrazoles se classent comme des alcaloides en raison de leur composition et de leur
effets pharmacologiques sur I’homme : antimicrobienne, antiviraux, analgésiques, anti-
inflammatoires, anti-cancéreux, des études efficaces de cette classe des composés
hétérocycliques, ont conduit a la découverte des compose pharmacologiquement actif , y
compris les pyrazoles qui jouent un role important dans la chimie médicinale (Jadhav,
2022).

La famille des azolés comprend une grande variété des produits chimiques ont été

largement étudiés comme par exemple :

SO;Na
Oy gy
CH,CH, H,C N
';l \’i‘ \ \CH3
N

(o] N
/
HzP 0

phénylbutazone métamizole

utilise pour traitement des formes bien connue comme
assez compelexes de larthrite analgésique

CF;

r H;C. CH;
" i
‘N ;
oHy M HN ° N,
‘N
4
N J)
s
NH, CH;
celecoxib Difenamizole Fezolamine Rimonabant
anti-inflammatoir analgesic anti de pressant anti-obesity

——
(6)]
| —
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HO
NH,
|
1 N AL N
~ N
N . /©/
N 0
H A N
H,N
xS0
O\CHS
sulfaphenazole Apixaban
anti-biotique anti-coagulant
(o]

i

S—OH X
o r \(\3 \ S / \ (o] CH
N\ N N/N Y 3

N CH,4 4
l!l | = N\CH
, 3
H,C CH,

Novalgin CHj;

anti-pyrétique indiplon

analgésique anxiolytique

Figure 1.2 :Exemples des pyrazoles bioactifs et leur activité (Cherfaoui, 2018; Jadhav,
2022; Kiiciikgiizel & Senkardes, 2015).

1.2.4 Réactivité chimique :

1.2.4.1 Reéaction acido-basique :
Les 1H-pyrazoles sont des bases faibles

Les 1H-pyrazoles avec leur hydrogene labile sont acides, ils sont déprotonés par une base
forte (Zerguini, 2019)

/N}\W= [\ — ()

N/ N
H
L'ion Pyrazolium 1H-Pyrazole L'ion Pyrazolyle
Schéma 1.2 :Les réactions acido-basiques des 1H-pyrazoles (Zerguini, 2019).
Les pyrazoles se comportent comme des systémes amphotéres, ¢’est-a-dire qu’ils sont, a la
fois acides et basiques, sont des ligands de choix pour les réactions de complexation, par

exemple, avec le chlorure de nickel, ils donnent un complexe (Zerguini, 2019).

cl HN
Schéma 1.3 :Réaction des ligands pyrazoles avec le chlorure de nickel (Zerguini, 2019).
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1.2.4.2 Alkylation :
La N-alkylation pour les 1H-pyrazole est réalisée, préférentiellement, en milieu
moyennement basique, a partir de I’ion pyrazolyle et en présence d’iodo-alcanes (ou RI),

elle a lieu en position 1 de I’hétérocycle (Zerguini, 2019)

Z/ \N ——— ( N N, Z/ \N
- N z -Nal N y

N R
Schéma 1.4 : N-alkylation du 1H-pyrazole via I’anion pyrazolyle (Zerguini, 2019).
1.2.4.3 Meétallation ’Deprotometallation ’:
Métallation en position C5 par I’alkyllithiums : Les réactions de lithiation sont tres

utilisées pour la borylation du noyau pyrazole. Par exemple, la synthese d’esters
pyrazolylboroniques (Delaunay, 2010).

T R
N . (pin)B ,L
\ Ny 1) nBuLi, THF, -70°C N,
/ 2)Pinacol \ /
3)AcOH

Schéma 1.5 : Métallation de pyrazole en position C5 par ’alkyllithiums (Delaunay, 2010)

1.2.4.4 Halogénation :
La position C5 peut, étre halogénée par échange proton-lithium et ajout ensuit d’un

électrophile halogéné (Delaunay, 2010)

H X H
N N
X
\ N % \ N,
_— >
X=cl,Br,I

Schéma 1.6 : Halogénation de pyrazole (Delaunay, 2010) .

1.2.4.5 Oxydation :
Le cycle pyrazole est stable a I’action des agents oxydants, mais la chaine latérale peut

s’oxyder en acide carboxylique (Delaunay, 2010).

COOH

/ \N alk. KMnO, l/ \N
N/ N/
|

| A

R

Schéma 1.7 : Oxydation de Pyrazole (Delaunay, 2010).
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.25 Synthése de pyrazole :

Les pyrazoles sont des composes d’un grand intérét dans les industries pharmaceutiques
et agrochimiques malgré le fait qu’ils ne se retrouvent pas couramment dans plusieurs
molécules aux activités biologiques différentes, cela fait de la synthese des pyrazoles un
objectif important, par conséquent cette section présente certaines méthodes (Gosselin et
al., 2006; Lellek et al., 2018).

1.25.1 Cyclocondensation d’hydrazine avec 1,3-dicétone :

Cette méthode développée par Knorr & la fin du 19°™ siécle, est une méthode classique
pour la fabrication de pyrazole, elle consiste en la double condensation de 1,3-dicétones
avec des hydrazines pour former I’hydrazine, le cycle se ferme et la réaction se termine par
une déshydratation (Boudjellal, 2020; Schneider, 2016).

R4 R4
NHNH,

o (o) [ I
Ry N Ry N
N N
Rs R, + S \&( + & +2H,0
R2 R2 R3 R2 R3

Schéma 1.8 : cyclocondesation d’hydrazine avec 1-3dicétone (Boudjellal, 2020).

R R
3 R; R H\N/
o ——N N—N+
(o) TN
R, H Rs
R
R /
N_N/ N—N
—_ e / 0H2+ /
—_— R; - > Rs TR,
Ry
R, R,

Schéma 1.9 : mécanisme de la réaction de la formation de pyrazole par 1-3dicétone
(Schneider, 2016).

1.2.5.2 Synthése de pyrazole a partir de cétone acétylénique :
Est conne depuis plus de 100 ans, c’est la réaction de cyclo-condensation de I’hydrazine
sur les cétones acétyléniques pour former des pyrazoles , la réaction aboutit la encore a un

mélange de régiosomeéres (Boudjellal, 2020).
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s N
Rig NG Ro N,
R1 R N+ N
% + Ry-NHNH, —— \&( \&(
R
2 R, R

Schéma 1.10 : synthese de pyrazole a partir de cétone acétylénique (Boudjellal, 2020).

H
4 R

/ 3 R;
o’) \N/ OH N/
Ri™ "+ ReNHNH, —» N C AN
R, N- N N-
R4 — R, —
2 Rz

R

R3
R
R3
]

N/\ N< 3 Ri_ N
— N — N — °N
K — £ ="
Ry R, R,

Schéma 1.11 : mécanisme de la réaction de formation de pyrazole a partir de cétone

R,

acétylénique (Boudjellal, 2020).

1.2.5.3 Synthése de pyrazole a partir des énaminodicétone :
La Cyclocondesation asymétrique d’énaminodicétone pour divers dérives de hydrazine,
divers pyrazoles, sont obtenus régi-spécifiquement avec de bons rendements (Boudjellal,
2020; Rosa et al., 2008).

H 0] o }BU
CO,Et \ N{ N NHNHCO;Me.HCI OEt NH,NhC(CH);.HCI cEto, N N
~— R .
/ EtOH, Tamb, 1h | EtOH, Reflux, 1h EJ
o) 0 o)
R NMez R

Schéma 1.12 : synthese de pyrazole a partir I’énaminodicétone (Boudjellal, 2020).

Mécaniquement, il est suggéré que, le dicétone réagisse avec I’hydrazine pour former le
précurseur, I’élimination de diméthylamine forme en suite le compose insaturé, lequel
subit une réaction de cyclisation intramoléculaire déshydratante pour conduire au pyrazole
(Boudijellal, 2020).
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o o (o) (o)
OEt NHZNHCOZMe.HCl> R OEt
R (o)
o NMe, NH,NHCH,(CH3),
NMez
-NHMe,
1Bu o o
cEto, N OEt
N R
W - ' o
cyclisation-H,O
fo) NH,NHCH,(CH3);
R

Schéma 1.13 : Mécanisme de réaction de formation de pyrazole a partir énaminodicétone
(Boudjellal, 2020).

1.2.5.4 Synthése de pyrazole a partir de cétones vinyliques :
La réaction de cyclo-condensation entre une cétone a, B-éthylénique et un dérivé de
I’hydrazine aboutit a la synthése de pyrazoles qui aprés oxydation fournissent le noyau
pyrazole, puis le dépare du groupement partant, ce groupement peut étre un alcool, une

amine, etc. (Aggarwal, de Vicente, & Bonnert, 2003; Boudjellal, 2020).

o N ~a R3 [\ R3
M — g * ] o
Ry R, * Ry-NHNH, = R, == R,

Schéma 1.14 :synthése de pyrazole a partir de cétone vinyliques (Boudjellal, 2020).

0 " HO N N
o SN—
PN - 0) NRs —» \ N\N’Rs R—¢ N Rs
R4 R2 Ry = R, R>

Schéma 1.15 : Mécanisme de la réaction de formation de pyrazole a partir d cétone

vinylique (Aggarwal et al., 2003; Boudjellal, 2020).

1.2.5.5 Synthése de pyrazole a partir des chalcones :

En 2000, HUANG et KATZENELLENBOGEN essayé de diriger la condensation
d’hydrazines avec cétones a, B-ethyléniques substitués par des groupements alkyles afin
d’accéder a des nouveaux ligands du récepteur d’estrogéne de type 4-alkyl-pyrazoles
(Boudjellal, 2020).
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7 DMSO, 85°¢
+ NH,NH-R >
R

Schéma 1.16 : synthése de pyrazole a partir des chalcones (Boudjellal, 2020).

Mécaniquement, il y a 2 voies, la premiére voie passerait par 1’addition de 1’amine sur le
carbone en position 3 de la cétone vinylique suivie de la formation intramoléculaire de
I’amine pour donner la pyrazoline puis le pyrazole, la deuxieme voie proposée passe
d’abord par la formation de I’imine suivie de 1’addition de 1’amine, un réarrangement
pototropique fournirait en suit la pyrazoline (Boudjellal, 2020).

R R
HN_

/
m e 1O
> aedssas

Schéma 1.17 : mécanisme d’obtention des pyrazole a partir des chalcones (Boudjellal,
2020).

1.2.6 Activité biologique :

1.2.6.1 Activité Antibactérien :
AKBAS et al, ont synthétisé une séries de dérivés d’acide 1H-pyrazole-3-carboxylique et

évalués leur activité antibactérienne contre Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli. Les résultats obtenus ont montré que le composé en dessous était le

meilleur composé de la série, présentant une activité antibactérienne contre les bactéries

Gram-positives et Gram-négatives (Karrouchi et al., 2018).

11
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lo) /Ph
o o NH
Ph NH
]\
Ph N~
|
Ph

4-benzoyl-1,5-diphenyl-N-(phenylcarbamoyl)-1H-pyrazole-3-carboxamide

Figurel.3: compose pyrazolique a activité antibactérienne (Karrouchi et al., 2018).

1.2.6.2 Anti-inflammatoire :

Presque tous les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens actuellement utilises
en clinique sont de nature trés acide avec un inconvénient commun de toxicité gastro-
intestinale, indiquant ainsi un besoin évident de développer un agent anti-inflammatoire
non stéroidien non acide, les pyrazoles représentent I’une des classes les plus activités de
composes possédant un large spectre d’activités biologiques, de nombreux composes
thérapeutiquement utilise tels que phénylbutazone, oxyphenobutazone, celecoxib,
appartenant aux pyrazoles ont montré des effets anti-inflammatoires, antipyrétique,
analgésique.

Amir et Kumar ont décrit 1’activité anti-inflammatoire des dérives du 3,5-diméthylpyrazole
et le 3-méthyl- pyrazole-5-one, Ce sont de bons analgésiques et anti-inflammatoire. (Amir
& Kumar, 2005).

(o) Ar >/Ar
o
N
N \
3,5-diméthylpyrazole 3-méthyl pyrazole-5-one

Figurel.4 : les deux molécules a activités anti-inflammatoire (Amir & Kumar, 2005).

1.2.6.3 Activité antifongique :
Ramiz et al, synthétise une série de nouveaux dérivés de pyrazolone et de pyrazole avec
une activité anti fongicide attendue a travers les réactions 3-phenyl-1H-pyrazol-4H-5-one
(Parajuli, Pokhrel, Tiwari, & Banerjee, 2013).

12
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N /NH
N

3-phenyl-1-H-pyrazol-5(4H)- one (3)

Figure 1.5 : une molécule pyrazolique a une activité antifongique.

1.2.6.4 Activité antitumorale :
Braulio et al, synthétise une série de 3-aryl-4-(3-aryl-4,5-dihydro-1H-pyraol-5-yl)-1-
phenyl-1H-pyrazoles et 1-substituée 3-aryl-5-aryl-(hetaryl)-2pyrazolines et criblé leur

activité antitumorale (Parajuli et al., 2013).

Figurel.6 :une molécule pyrazolique a une activité antitumorale (Parajuli et al., 2013).

1.2.6.5 Activité antioxydante :
Pasin et al, synthétise une série de dérives de pyrazole et crible pour leur activité
antioxydante, les composés synthétisés ont montré une bonne activité antioxydante
(Parajuli et al., 2013).

Figurel.7 :dérive de pyrazole a activité antioxydant (Parajuli et al., 2013).
Umesha et al, synthese la 5-méthyle -2-(5-méthyl-1-3-diphényl-1H-pyrazole-4-carbonyl)-

2,4-dihydropyrazol-3-one et évalue leur activité antioxydante (Parajuli et al., 2013).

Ar 0 0
J N
N ’ |
N N>~
Al
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Figurel.8 : dérive pyrazolique a activité antioxydant (Parajuli et al., 2013).

1.2.6.6 Activité antihypertensive :
Zitouni et al, ont synthétise la 1-(4-arylthiazol-2-yl)-3,5-diaryl-2-pyrazoline et étudié leur
activité, tout les composés examinés ont montré des activités hypotensives

appréciables.(Parajuli et al., 2013).
0

>/

N—N

L

HO OH

Figurel.9 : dérive pyrazolique a activité antihypertensive (Parajuli et al., 2013).

1.2.6.7 Inhibiteurs des enzymes :

Tariq harit et coll, ont synthétisé trois nouveaux ligands tridentés a base de pyrazole, le 2-
(bis((3,5-diméthyl-1H-pyrazol-1-yl)méthyl)amino)éthanol, et N,N-bis((3,5-dimethyl-1H-
pyrazole-1-yl)méthyl) cyclohéxanamine et le 2-(bis((1,5-diméthyl-1H-pyrazol-3-
ylméthyl)amino) par un produit de base 1-hydroxyméthyl-3,5diméthyl pyrazole.

ont été testes comme inhibiteurs contre une variété d’enzymes hyperactive tel que :
I’uréase, I’acétyle cholinestérase, la-chymotrypsine, la bututrylcholinesterase, la 3-

glucuronidase et la phosphodiestérase (Harit et al., 2012).

14
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H;C
HO\/\ N >_>\ Q /TN >_/>\ HO\/\N \N/N\CH3
\N >j N>fj \@/cns
H;C B T oms

A B ¢

Figurel.10 : Dérive des pyrazoles avec bio actif comme inhibiteur d’enzyme (Harit et al.,
2012).
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1.3 Les pyrroles:
1.3.1 Généralité :

L’histoire du pyrrole commence en 1834, lorsque le chimiste Runge découvrit le pyrrole
dans I’huile de goudron. Il I’a nommé « Pyrrole ». Il est dérivé du grec pyrros (qui signifie
rouge) et a été nommé d’apres 1’observation des émanations de vapeurs d’une coloration
rouge intense qui se dégagent au contact des huiles de goudron avec le bois de pin imbibé
d’acide chlorhydrique, En 1858, le pyrrole a été isolé sous sa forme pure et sa structure a

été établie par Anderson Formule Moléculaire C4 Hs N. (messaoudi, 2017)

Les pyrroles sont des composés organiques hétérocycliques aromatiques. a cing
chainons contenant quatre atomes de carbone et un atomes d’azote et deux double liaison
endo-cyclique de formule brute C4 HsN.(tzankova & valadimirova, 2017). C’est un liquide
incolore a température ambiante, bien qu’il vire rapidement au brunatre au contact de 1’air

(Cette coloration provient de son oxydation par action de 1’oxygene.) (messaoudi, 2017)

Tableau 2 :Les propretés physique de pyrrole(messaoudi, 2017)

Structure chimique NH
/
Z
pyrrole
Formule chimique C4HsN
Le nom IUPAC AZOLE
Masse molaire 69,09 g/mol
Température d’ébullition 129,8°c
L’état Liquide

Les pyrroles comme produits naturels :
Bien que les pyrroles appartiennent a la classe des hétérocycles penta cycliques. Les

produits naturels contenant un seul cycle pyrrole sont relativement rares et mal compris, et

16
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leurs fonctions biologiques sont aussi diverses que leurs structures. Certains pyrroles
naturels sont des phéromones , d'autres peuvent étre utilisés comme antibiotiques ,ou
peuvent entrainer une résistance réversible a certains médicaments.(tzankova &

valadimirova, 2017)

le} NH =

dihydropyrrolizinone
yaropy Calpurine=oroboidine

phéromone sexuelle de papillon Alkaloide de plante isolé
de la famille des Danainae de virgilia aroboides

NI

/ g
H
Cl N
(6]
H OH
o
2-acétyl pyrrole
pyoluteorine composant volatile du thé noir
antibiotique isolée de du houblon japonais,

pseudomonas aeruginosa des grains de café, de cacao

Figure 1.11: Quelques exemples de produits naturels contenant un cycle pyrrole et leur

activité (messaoudi, 2017).

Les porphyrines sont des composés tétra pyrroliques cycliques et trouvent une grande place
dans le monde biologique, les noyaux porphyrine et leurs dérivés sont des structures de

base de la chimie du vivant tels que :

L’ héme est cofacteur indispensable au transport de 1’oxygéne contenant un atome de fer,
la chlorophylle est collecte le photon de la lumiére et le convertir en énergie. La
cyanocobalamine (vitamine B12) est essentielle au bon développement du corps. Un ion

cobalt Co2+est complexé au centre .(tzankova & valadimirova, 2017)

—
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= CHg

CHs

COOH

Héme

Vitamine B12

Figure 1.12 : des dérivés fabriqués par la formation de quatre cycles pyrrole d'un systeme

cyclique de porphyrine.(tzankova & valadimirova, 2017)

1.3.2 Reéactivité chimique :
1.3.2.1 Réduction :

L’utilisation de I’hydrogene (H2) avec différents catalyseurs permet de réduire les
pyrroles en pyrrolidine. Une réduction partielle, avec zinc en présence d’un acide acétique,

conduit au 2,5-dihydropyrrole.(joule & mills, 2014)

ooxt
Zn-CHC N
H
f/ \5 2,5- dihydro pyrrole
N
T
pyrrole

N
H

pyrrolidine

Figure 1.13: Reéaction de réduction de pyrrole.
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1.3.2.2 Oxydation :

les pyrroles simples sont assez facilement oxydés au maléimides ,avec trioxyde de

chrome CrO3 et acide acétique en présence de atome d’oxygéne.(joule & mills, 2014)

Z/ \S + O _Cro3/CH,COOH Oy(}%o
N

N
H H

pyrrole atome d'oxygéne maléimides

Schéma 1.18 : Réaction d’oxydation de pyrrole
1.3.2.3 Substitutions électrophiles (SE) sur le pyrrole :

En général, les pyrroles réagissent le plus souvent avec des électrophiles en position a en
raisondu caractere nucléophile des carbones d'une part et de la stabilité de I'intermédiaire

d'autre part. (tzankova & valadimirova, 2017)

@ —_— —_—
° O
R e
o2 oW NoF

Schéma 1.19 :Réaction de substitution électrophile en position 2

Le pyrrole appartient au groupe des additions électrophiles facilement nitré, halogéné
et sulfoné, alkyles, acyle. Ou d'habitude Des dérivés polys halogénés sont obtenus, mais

une mono halogénation se produit également.(tzankova & valadimirova, 2017)

NITRATION D\
N
H
SO; / pyridine / \
SULFONATION
N
H

Br. Br
/ \ Br, / \
:N: HALOGINATION
H Br H Br
Pyyrole
(CH;CO),0O / \
CHg

ACYLATION

N
H
CHjcl / \
ALKYLATION + HCL
N CHy
N

Schéma 1.20 : Substitutions électrophiles (SE) sur le pyrrole.
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1.3.3 Synthése de pyrrole :

Le pyrrole appartient a une classe importante de composes hétérocycliques en raison de
son potentiel dans le domaine pharmaceutique, En conséquence, de nombreuses techniques

de synthése de ces composés ont été développées par divers groupes des rechercheurs tels
que Hantzsch, Paal et Knorr.

Dans sa monographie, il classe ces différentes méthodes selon la séquence de réactions qui
ont lieu lors de la formation du cycle pyrrolique.(Guieu, 2017)

A

cyclisation C2 N-C2 cyclisation N-C4 cyclisation N-C2-C2
synthése de Knorr Synthése de Pall-Knorr synthése de Hantzch

Figure 1.14 : voie générale de synthése du pyrrole.

1.3.3.1 Synthése des pyrroles a partir du furane :

Industriellement, le pyrrole est obtenu en traitant le furane avec de I’ammoniac

en présence d’un catalyseur acide solide tel que SiO2 ou Al>Os. (tzankova & valadimirova,

2017)
/ &*NH3%’ [\ + ™

O N
H

Schéma 1.21 : production industrielle de pyrrole par furane.

1.3.3.2 Synthése des pyrroles par deshydrogénation catalytique de la

pyrrolidine :
[ \ Cat - [/ \5 + 2H,
N N
H H

Schéma 1.22 :Préparation industrielle de pyrrole par déshydrogénation catalytique de la

pyrrolidine.(tzankova & valadimirova, 2017).
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1.3.3.3 Synthése des pyrroles selon Paal-Knorr :

La méthode la plus importante et la plus appliquée pour la synthese des pyrroles, des
Furanes et des thiophenes, et de leurs dérivés est la synthese bien connue de Paal-Knorr,
basée sur la ou une réaction d’un composé 1,4-dicarbonyle avec de I’ammoniac ou une

amine primaire pour former du pyrrole substitué.(Guieu, 2017)

3 5 3 2
. e s /0
4\ / 1 4 1 R R R
H

1,4-dicarbonylés
Schéma 1.23: Réaction de Pall- Knorr

% Mécanisme réactionnel
Le mécanisme de la réaction de Paal-Knorr basé sur I’attaque de I’amine au
carbonyle protoné, formant I’hémiaminal. De plus, I’amine attaque ’autre carbonyle et
forme dérivé de 2,5-dihyderoxytétrahydropyrrole, qui est déshydraté davantage pour

former le substitut correspondant pyrrole.(Guieu, 2017)

H\ _CH/H CH,——CH,
FC \ //’/\l : <746\) R-2—>
RPN S SN Y /
) ¢ 0

NH
3

Schéma 1.24 :mécanisme de la réaction de Pall-Knorr.

1.3.3.4 Synthése des pyrroles selon Knorr :

La synthése des pyrroles selon Knorr consiste en la condensation d’un a-aminocétone

avec un composé carbonylé possédant un groupe méthyléne active.(Guieu, 2017)

CH, COOEt

/¥

EtOOC N CH,3

H3;C o

COOEt NH, o CHs

alpha-aminocétone

Schéma 1.25: Réaction de Knorr(Marrec, 2009)
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< Mécanisme réactionnel :

La réaction débute par I’attaque du groupe amino sur le carbonyle qui conduit a
I’étamine et a la formation de la liaison N-C,. en suit la cyclisation par la formation de la

liaison C3-Cs et I’aromatisation avec 1’élimination d’eau.(joule & mills, 2014)

(0]
He . HsC 0
HsC o OEt OEt
OEt -
+ o , <
—_—
/—\ .
) COOEt /N\ CH,

EtOOC
COOEt NH, 0e/ CHy H
H
[¢] 0 (0]
(OH H3C
H,C ('o
OEt HaC OEt p+ HsC %t 1o
N AN on M0
~
:
EtOOC N oH N N o EtOOC
| 3 EtOOC I CHjy EtOOC 3
H H H

Schéma 1.26 :mécanisme de la réaction de Knorr.(joule & mills, 2014).
1.3.3.5 Synthése des pyrroles selon Hantzsch :

La réaction de Hantzsch est la condensation d’une a-halogénocétone avec un
-cétoester en présence d'une amine ou d’ammoniaque pour former un pyrrole2, 3,5-tri

substitué. Le mécanisme est proche de celui de Knorr. (Poulard, 2007)

EtOOC Fooe
\CH2 CH2 —Cl
NH
- .,
2 .
N
CH3 \O (6] CH3 ch | CH3
r r H
béta-cétoester alpha-halogénocétone

Schéma 1.27: Réaction de Hantzsch.
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« Meécanisme réactionnel :

EtOOC\ EtOOC EtOOC\ H EtOOC\C
<:H2 N C—H H
CH, H | J H,0 ”
| — —
Q)
c N AN
CH ® H3C/ iﬂ H3C | .. OH H3C/ NH
NH,
NH; |
H
3 H
H £1006 EtOOC, |
EtOOC E‘OOC\@ \ \c CD
fHe== T O
|7/\~)\2 cl H ” LC,TLH» /C\ /C\—CH3
o (\ \ NS : N
CH3 (NH d CHa N // e H3C/ T \o' HaC | COH
H
H H
EtOOC
C—CH
e
H3C/ N \CH

|
Schéma 1.28 :Mécanisme de synthése du pyrrole selon Hantzsch. (Marrec, 2009)
1.3.4 Activité biologique des pyrroles :
Les pyrroles représentent une classe importante d'unités structurelles communes a de
nombreux produits naturels.lls Contiennent des composés biologiques et pharmaceutique
ment actifs, Généralement, ils sont utilisés comme intermédiaires dans la synthese de
produits pharmaceutiques, de pesticides, de colorants, de produits chimiques
photographiques, de parfums et d'autres composés organiques. De plus, ils sont utilisés
comme catalyseurs dans les procédés de polymérisation, inhibiteurs de corrosion,
conservateurs, solvants pour résines et terpénes, étalons pour I'analyse chromatographique

et en synthése organique dans I'industrie pharmaceutique. (Guieu, 2017)

Il sont largement utilisés comme agent anticancéreux, antibactériens, antifongiques et anti-

inflammatoires. (Marrec, 2009)

anti-fongique \ /

/ \ » anti-cancer

anti-inflammation

anti-bactéries €————

N
H \
l anti-psychotic

anti-hyprlipidemique . .
antimalarial

Est une partie importante de Structure de nombreux médicaments et nouveaux

—
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Des principes actifs aux effets pharmacologiques divers tels que :

1.3.4.1 Activité Anti-hyperlipidemique :
Atorvastatine, une classe de composés synthétiques de pyrrole. C'est un pyrrole penta

substitué prescrit pour I'nypercholestérolémie. Inhibiteur HMG CoA réductase, une enzyme
impliquée dans la synthése du cholestérol chez les mammiféres. C'est actuellement le

médicament le plus vendu au monde commercialisé sous le nom de Lipitor.(Marrec, 2009)

lipitor

Figure 1.15 :Structure de Atorvastatine(Marrec, 2009)

1.3.4.2 Activité Anti-muscarinique :
La procyclidine est un anxiolytigue qui blogue [lactivité des récepteurs

muscariniques de l'acétylcholine. Ce médicament est généralement utilisé pour la maladie
de Parkinson.(Duffin & Green, 1955)

N
OH

PROCYCLIDINE

Figure 1.16 : Structure de Procyclidine.(Duffin & Green, 1955)

1.3.4.3 Activité Anti-inflammatoire :
Tolmetin(tzankova & valadimirova, 2017)

| o
HO N

\_/

Tolmetin
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Figure 1.17:Structure de Tolmetin. (tzankova & valadimirova, 2017).

1.3.4.4 Activité Anti bactérie, anti fongique, anti malaria :

Les prodigiosines, une famille de pigments rouges naturels caractérises par un
squelette commun de pyrrolylpyrométhane, ont été inventées par une variété de bacteries.
D'abord caractérisée par Serratia Marcescens. Ce pigment favorise l'activité antifongique,
antibactérienne et antipaludique.(Darshan & Manonmani, 2015).

Prodigiosin

Figure 1.18 :Structure de Prodigiosin. (Darshan & Manonmani, 2015).

1.3.4.5 Pour le traitement de la maladie d'Alzheimer :

Aloracetam (tzankova & valadimirova, 2017)

N
\ /
/

o)
Aloracetam

Figure 1.19 :Structure de Aloractam. (tzankova & valadimirova, 2017)

1.3.4.6 Activité Antipsychotiques :

Aussi appelés neuroleptiques, I'élopiprazole, un médicament symptomatique qui permet

d'améliorer I'état mental (états maniaques ou schizophréniques, delires et hallucinations
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dans les psychoses aigués et chroniques) et de faciliter I'adaptation sociale du
patient (tzankova & valadimirova, 2017).

M
Q9
elopiprazole

Figure 1.20:Structure de Elopiprazole (tzankova & valadimirova, 2017).

1.3.4.7 Activité Anticancer :
Les pyrroles fonctionnalisés sont des chémotypes importants pour la conception

d'inhibiteurs de protéine kinase avec un potentiel anti proliférant puissant. Par exemple,
Sunitinib 1l s'agit d'un inhibiteur multi cible des récepteurs a tyrosine kinase utilisé en
premiére intention dans le traitement du carcinome a cellules rénales avancé, Le Toceranib
est un dérivé du sunitinib ayant des effets anti angiogéniques et antiprolifératifs par

inhibition de plusieurs récepteurs tyrosine kinases et est approuvé pour un usage vétérinaire
(lvan et al., 2022).

Y

Sunitinib Toceranib

Figure 1.42 :structure de deux médicaments anticancéreux partageant le cycle pyrrole.
(Ilvan et al., 2022)
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1.4 Les bactéries :

Les bactéries sont des micro-organismes vivants, elles ont été découvertes a la fin du
17°™¢ siecle par le naturaliste hollandais Anthoni van Leeuwenhoek, la plupart du temps
inoffensifs que certains sont pathogenes et dangereux pour la santé, les bactéries pathogene
sont responsables des infections, elles peuvent provoquer une inflammation des parois
intestinales, certaines d’entre elle peuvent méme traverser ces parois et infecter d’autres
organes en provoquant des dommages graves et parfois mortels, elle sont la cause de 90
pour cent des intoxications alimentaires , elles peuvent étre divisées en deux groupes
( Grame négatif et Grame positif). dans les travaux scientifiques de la littérature de
nombreuses bactéries sont étudiées mais deux d’entre-elles focalisent une majorité des

études : Escherichia coli et staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ces bactéries

sont présentées dans ce paragraphe et elles ont été ensuite utilisées dans notre travail, les
bactéries utilisées provenaient de I’hopital. (Messadia, 2013).
A) Escherichia coli :

C’est un bacille a gram négatif, cette espéce bactérienne est le plus rencontrées en
pathologie humaine, typiquement elle se présent sous la forme de baténnets de 2-4 micro-
meétre de longueur, des nombreuses infections peuvent se rencontrer certaines localisation
aux voies digestives ( cholécystites, appendicites), d’autres aux voies génitales et
respiratoires, et des voies urinaires, certaines souches d’Escherichia coli présentent un
pouvoir pathogéne qui se retrouve dans les aliments non stériles tels que le lait cru, les
plats non cuisines et dans la viandes, les symptémes couramment associes avec cette

bactérie sont la diarrhée et la gastro entérite. (Messadia, 2013).

Figure 11.1 : image MEB de Escherichia coli. (Messadia, 2013).

B) Staphylococcus aureus :

C’est une coccus a gram positif , est une bactérie pyogene et toxinogene, responsable de

nombreuses infection communautaires et nosocomiales qui représente donc un probleme
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de santé publique important typiquement elle se présente sous forme de coccus sphériques
de diameétre 1 micromeétre, se trouve généralement dans les fosses nasales et sur la peau de
personnes en bonne santé, si elle pénetre dans le corps, elle peut causer des infections
cutanées legere, telles que des furoncles ou des anthrax, ou des infection plus graves
comme des pneumonies ou des bactériennes. (Messadia, 2013).

Figure 11.2 : image MEB de staphylococcus aureus. (Messadia, 2013).

C) Pseudomonas aeruginosa :

C’est une bactérie Gram négative (-) en forme de batonnet, de 0,5 a 0,8 micrométre de
diamétre sur 1 a 3 micrométre de long, couramment isolée du sol et I’eau, elle est connu
pour sa polyvalence nutritionnelle et environnementale. En tant qu’agent pathogene
humain opportuniste, P. aeruginosa est une cause fréquente d’infections nosocomiales et
est responsable d’infections persistantes pulmonaires chroniques chez les patients atteints
de mucoviscidose.

Elle peut également provoquer de graves infections chez des especes hétes non

mammiferes telles que les insectes, les nématodes et les plantes. (Walker, 2004)

Figure 11.3 : image MEB de Pseudomonas aeruginosa (Walker, 2004).
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1.5 Conclusion :

Dans ce chapitre, on a essay¢ d’élaborer une mise au point bibliographique sur la
synthése des composés hétérocycliques azotés aromatiques a cing chinons ( pyrroles et
pyrazoles) par différentes méthodes, ces derniers possédant des propriétés physique et

chimique diverses et sont trés importants surtout dans le domaine d’activité biologique.
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Chapitre 11 : Partie Expérimentale

I1.1 Introduction :

Les hétérocycles sont des composés chimiques trés intéressant dans les recherches

scientifiques en raison de leur potentialités d’application dans différents domaines, pour

cela leur synthese est devenue un sujet important.

Ce travail a été effectué au sein du laboratoire pédagogique du département de biologie,

faculté des sciences de la nature et de la vie de 1"université Amar Telidji Laghouat.

ce chapitre est consacré a la partie expérimentale qui consiste en la préparation et

I'evaluation de l'activité antibactériennes des pyrazoles, pyrazolones et pyrroles enves 3

types de bactéries. Une caractérisation par RMNC et RMN*H.

11.2 Matériels utilisés :

11.2.1 Matériels abiotique :

Les moyens utilisés pour les essais biologiques sont mentionnés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau 3 : les matériels utilisée.

consommables

Produits

Matériels

Equipements et appareils

Hydrazine , phénylhydrazine,
éthanol , acide chlorhydrique
HCI, chlorure de sodium NaCl,
Mueller Hinton Agar (MHA),
eau distille, diméthysulfoxyd
(DMSO), hydroxyde de
sodium (NaOH).

Tubes a essai, portoir, tube,
papier filtre, para film,
flacons, pipette pasteur,
anse de platine, boites de
pétri, Ecouvillon,
Eprouvettes, Entonnoirs,
Pipettes graduées, fioles,
Erlenmeyer, Béchers.

Bec benzéne, autoclave,
micropipette ,balance
électronique ,vortex, bain-marie
, étuve, incubateur, four pasteur,
pH-métre, pied a coulisse
automatique

11.2.2 Microorganismes testés :

Les bactéries : Escherichia coli , Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa

11.3 Méthode :

11.3.1 Synthése de la molécule de pyrazolone :

» Préparation de3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one:

Le 3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one est synthétise par cyclocondasation de phényle
hydrazine CsHgN2 avec [3-cetoester CsH10O3 en présence de 1’éthanol.
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[o] [o]
)J\/U\ N n NH éthanol
o/\ :

3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one
CyoH;gON;

CeH190;3 CoHgN,

Schéma I1.1 : préparation de compose 3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one. (Réaliser par
logiciel chemdraw).

Mode opératoire :

Peser 1,30g de B-cétoester, et 1,089 de phényl hydrazine et dissent dans un erlyenmer de
250ml puis on compléte avec 20ml d’éthanol, et on mettre en agitateur magnétique pour
homogénéiser et accélere la réaction apres 24h d’agitation on filtre le solution et remarque
un quantité de résiduel de pyrazole, on laisse jusqu’a séche on obtient une poudre blanche.

Figure 11.4: les étapes de préparation de 3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one
(originale.2023).

» Préparation de 3-methyl-1,4-dihydropyrazol-5-one:

3-methyl-1,4-dihydropyrazol-5-one C4sHsON?2, est synthétise par cyclocondansation de -

cétoester CeH1003 avec 1’hydrazine N2H4 en présence de 1’éthanol.
N—NH

i i M
éthanol
)J\/U\o/\ + HopN—NH, ——— > o

3-methyl-1,4-dihydropyrazol-5-one
C,H(ON,

Schéma 11.2 : préparation de 3-methyl-1,4-dihydropyrazol-5-one (Réaliser par logiciel
chemdraw).

CgH19O3 N,H,

——t
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Mode opératoire :

On peése 1,30g de B-cétoester, et 0,32¢g de I’hydrazine, on met dans un erlyenmer puis on
ajoute 20ml d’éthanol, dans un agitateur magnétique on laisse pendant 24h puis on filtre le
solution, et en laisse le résidu se secher (les mémes étapes).

» Préparation de 3,5-dimethyl-1H-pyrazole:

3,5-dimethyl-1H-pyrazole, est synthétisé par la cyclocondantion de péntan-2,4-dione

CsHgO2 avec I’hydrazine N2Hz en présence de 1’éthanol.

o o , N—NH
¢éthanol 7t
+ HzN —N Hz —_— /
CsH30, NH, 3,5-dimethyl-1H-pyrazole
C<HgN,

Schéma 11.3 :Préparation de 3,5-dimethyl-1H-pyrazole (Réaliser par logiciel chemdraw).

Mode opératoire :
On pése 1g de péntan-2,4-dione et 0,32g d’hydrazine, on met dans un erlyenmer puis on
ajouter 20ml de 1’éthanol dans un agitateur on laisse pondant 24h puis on filtre le solution,
et en laisse le résidu se secher ( les mémes étapes).

» Préparation de 3,5-dimethyl-1-phenylpyrazole Ci1H12N2 :

Il est synthétisé par la cyclocondantion de péntan-2,4-dione CsHgO2 avec phényle
hydrazine CsHgN2 en présence de 1’éthanol.

8 5 o
H éthanol
+ N—NH, —— > ;I—N

A p—

pentane-2,4-dione

CsH;0, phényle hydrazine 3,5-dimethyl-1-phenylpyrazole
CeHgN, CiiHp2N,
Schéma 11.4 :Préparation de 3,5-dimethyl-1-phenylpyrazole (Réaliser par logiciel
chemdraw).

Mode opératoire :
On pése 1,789 de péntan-2,4dione et 0,32g d’hydrazine, on met dans un erlyenmer puis on
ajouter 20ml de 1’é¢thanol dans un agitateur on laisse pondant 24h puis on filtre le solution,
et en laisse le résidu se secher (les mémes étapes).

» Préparation de 2,5-dimethyl-1-propylpyrrole CoHisN :

Il est synthétisé par la méthode de Paal-Knorr qui met en jeu une 1,4-dicétone et une amine
primaire pour former un pyrrole.

]
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I NH Et-OH /@\
+ T2 — N
6h reflux k/

O
CeH 1002 C3HgN 2,5-dimethyl-1-propylpyrrole

CoH4sN

Schéma 1.5 : préparation de 2,5-dimethyl-1-propylpyrrole (Réaliser par logiciel
chemdraw).
Mode opératoire :

On pése 1g 1,4-dicétone et 1,08g de propan-1-amine, et d'un bain marie, on ajoute ensuite

20 ml de I’éthanol et on laisse pondant 6h au reflux.

Figure 11.5:les étapes de préparation de 2,5-dimethyl-1-propylpyrrole (originale.2023).

11.3.2 Préparation des solutions :

Les hétérocycles azotés a Cing chainons présent une activité antibactérienne, donc on a
testé cette effet pour 4 produits synthétises dans des 4 solution, le but est de préparer des
solutions de méme concentration (0,04mol/l) a partir de ces 4 produits et en utilisant le
DMSO comme solvant (dimethylsulfoxyde) sur les 3 souches des bactéries.

o
I

S
AN
H3C/ CH,
DMSO
Figure 11.6 :structure de dimethylsulfoxyde (Réaliser par logiciel chemdraw).

mol

% Calcul des masses du produites m(g) = C(T) x V(1) x M(ﬁ)

V=5x1073] C = 0,04 mol/1
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Tableau 4 : le calcul des masses des 4 solution

(Py-one 01) (Py-one 02) (Py 01) (Py 02)
m=CV.M m=CV.M m=CV.M m=CV.M
m m m m
=0,04x5%x103%x174 | =0,04x5%x103%x97 | =004x5%x103%x172 | =0,04%x5%x1073x%x96
= 0,034g =0,019g = 0,034g =0,019g
Tube 01 :

On utilise le 3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one C10H100N2 de masse molaire
M=174g/mol.

3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one
C1oH19ON;

Figure 1.7 : Structure de 3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one (Réaliser par logiciel
chemdraw).
Mode opératoire :

On pése une masse de 0,034g de 3-methyl-1-phenyl-4H-pyrazol-5-one dissoudre dans un
5ml de DMSO, on met dans un on tube a essaie sec et stérile avec un étiqueté pour nome le

tube par (Py-one 01).

Figure 11.8 :les deux étapes de préparation (Py-one 01) (originale.2023).
Tube 02 :

On utilise un 2eme composé qui est le 3-methyl-1,4-dihydropyrazol-5-one C4HsON> de
masse molaire m=98g/mol
7—NH
AN,
3-methyl-1,4-dihydropyrazol-5-one
C,H(ON,

Figure 11.9 : structure de 3-methyl-1,4-dihydropyrazol-5-one (Réaliser par logiciel
chemdraw).
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Mode opératoire :
En pesé une masse de 0,019g de 3-methyl-1,4-dihydropyrazol-5-one dissoudre dans un

5ml de DMSO, on met dans un tube a essaie sec et stérile avec un étiqueté pour nome le

tube par (Py-one 02).

Figure 11.10 : les deux étapes de préparation ( Py-one 02) (originale.2023).
Tube 03:
On utilise 3eme composé, il s'agit du 3,5-dimethyl-1H-pyrazole CsHgN2 de masse molaire

m=96g/mol.
N—NH

3,5-dimethyl-1H-pyrazole
CsHgN,
Figure 11.11 :structure de 3,5-dimethyl-1H-pyrazole (Réaliser par logiciel chemdraw).

Mode opératoire :
On pése une masse de 0,0192g de 3,5-dimethyl-1H-pyrazole en dissoudre dans un 5ml de

DMSO et nome (Py 02).

Figure 11.12 : les deux étapes de préparation de (Py 02) (originale.2023).

Tube 04 :

On utilise un 4eme composé qui est le 3,5-dimethyl-1-phenylpyrazole C11H12N2 de masse
molaire m=172g/mol.
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N—N
/U_
3,5-dimethyl-1-phenylpyrazole
CiH 2N,

Figure 11.13 : structure de 3,5-dimethyl-1-phenylpyrazole (Réaliser par logiciel
chemdraw).
Mode opératoire :

On pése une masse de m=0,034g de 3,5-dimethyl-1-phenylpyrazole en dissoudre dans un
5ml de DMSO, on met dans un tube nome (Py 01).

Figure 11.14 : les deux étapes de préparation de (Py 01) (originale.2023).

11.3.3 Teste de ’activité antibactérienne :

e Les antibactériens :

Les antibactériens sont des substances naturelles ou synthétiques capable d’inhiber la

croissance ou méme détruire certains micro-organismes. Ils peuvent étre bactéricides c’est

-a-dire qu’ils peuvent tuer les bactéries, ou ils peuvent avoir un effet bactériostatique,

empécher leur développement, par exemple les antibiotiques médicament antibactérien.

(Messadia)

¢+ L’activité antibactérienne des solutions de Produits synthétisés a été étudiée sur 3
souches bactériennes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ).

e mesure de ’activité antibactérienne par la méthode des disques:

» Protocole expérimental :

A) Le milieu de culture:
Suivant les méthodes employées, et selon les souches, nous avons utilisé le milieu de

culture suivant:
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G¢élose de Mueller Hinton (M.H) pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux différentes
solutions préparées, pour le préparer, on pese 38g de poudre de Mueller Hinton agar
(M.H.A), gqu’on met dans un erlenmeyer et a laquelle on ajoute 1000ml d’eau distillée et
mettre le mélange est soumit a un chauffage sous agitation jusqu'a I'obtention d'une
solution limpide transvasée dans des flacons

— I‘ =)

Figure 11.15 : Etapes de préparation de Mueller Hinton Agare (originale.2023).

B) Stérilisation du materiel :
L’cau physiologique, le milieux de culture (M.H.A) , les tubes & essai utilisés pour la
préparation de la solution bactérienne ont été stérilisés dans un autoclave, les disques de

papier filtre (5-6mm de diametre) ont éte stérilisés par four pasteur pendant 30min.

C) Réalisation d’une suspension :
Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boites de pétri contenant le milieu
Muller Hinton. Les souches bactérienne ont été par la suite incubées a 37¢° pendant 18 a

24 heures, afin d’obtenir des colonies jeune et bien isolées.

——

Figure 11.16: Etapes des preparation de réalisation d’une suspension.
Aprés incubation ;quelques colonies bactériennes bien isolées et parfaitement identiques
ont été prélevées a I’aide d’une ance platine, I’ensemble a été homogénéisé a I’aide d’un
vortex dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile la concentration des
différentes suspensions qui correspond a une densité optique comprise entre 0,08 et 0,10

par spectrophotometre a une longueur d’onde de 625 nm.

=5

Figure 11.17 : La mesure de la densité optique (DO).
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D) Ensemencement :
Dans des boites de pétri, le milieu de culture gélosé MH en surfusion est coulé
aseptiquement fin d’obtenir une épaisseur de 4mm. Apres la solidification, un écouvillon
stérile imbibé avec la suspension bactérienne fraichement préparée est étalé a la surface de
la de la gélose a trois reprises ,en tournant la boite a environ 60°aprés chaque application
sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme et finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose dans la but d’avoir une distribution égale de

I’inoculum.

E) Application des disques:
A T’aide d’une pince stérile, nous avons prélevé des disques de papier filtre stérile de
(diametre: 6mm) et déposé a la surface d’un milieu ensemencé (étalé) par une suspension
microbienne 5 disque; un disque au milieu rempli de 5ul de DMSO comme témoin et Les
quatre autres disques sont imbibés de 5ul des solutions prépares a 1’aide d’une

micropipette, L'ensemble est incubé dans une étuve a la température de 37c° pendant 24h.

Figur 11.18 : Etapes de ensemencement et apphication des disques (originale.2023).

Apreés incubation, I’effet des solutions se traduit par 1’apparition autour de disque d’une
zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance. plus le diamétres

de cette zone est grand plus la souche est sensible.(Choi et al., 2006)
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F) La lecture:

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque
a I’aide d’un pied a coulisse. (Ponce, Fritz, Del Valle, & Roura, 2003)

L’activité antibactérienne est évaluée généralement comme suit (Duraffourd,1990) :

o
S

*

Activité nulle (N) : diamétre < 8 mm
¢ Activité limitée (L) : diamétre entre 8-14 mm
¢ Activité moyenne (M) : diametre entre 14-20 mm

*

o
¢

Activité tres sensible (S) : diamétre > 20 mm
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111 Chapitre 111 : Résultat et discussion.

Dans ce chapitre, nous exposons nos résultats obtenus lors des expériences précédentes.

» Dans la premiére partie, nous exposons I’essentiel de nos résultats concernant la
caractérisation, isolation et analyse de dérives pyrazole, pyrazolone et pyrrole.

» La deuxiéme, va nous permettre de connaitre I'activité antibactérienne.

I11.1 La premiére partie :

[11.1.1 L’analyse de dérivés pyrazole, pyrazolone et pyrrole:

111.1.1.1 Caractéristiques physico-chimiques:
Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau suivant

Tableau 1: Données physico-chimiques.

Structure Nom de PIUPAC Synonyme Aspect | Couleur | Rendement
0 solide blanc 81,6%
3-methyl-1-phenyl- | 3-methyl-1-phenyl-
- /N© 4H-pyrazol-5-one | 2-pyraazolin-5-one
N
Py-one-1
o solide blanc 80%
3-methyl-1,4- 3-methyl-2-
__ NH dihydropyrazol-5- pyrazolin-5-one
N one
Py-one-2
solide blanc 85%
— 3,5-dimethyl-1-
N phenylprazole /
N
Py-1
solide blanc 80%
_— 3,5-dimethyl-1H- 3,5-
- ANf pyrazole dimethylpyrazole
N
Py-2
/@\ 2,5-dimethyl-1- Huile jaune 80.30%
N propylpyrrole
- /
pyrrole

111.1.1.2 Caractérisations spectrales:
Les structures des composés dérivés pyrazole, pyrazolone et pyrrole ont été établis a

partir des données spectrales RMN H et RMN *3C.

—
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Les spectres de RMN *H sont réalisés dans le CDClsa 300MHz. Nous relevons les

déplacements chimiques des différents protons de la Py-one-1. (Figure 1 et 2).

7.86 ppm (dd, 2H
3.35 ppm (s, 2H) _ PP (| )
0 H
“a e d
b
N C «---- 7.6 ppm(m, 1H)
>~ /
a N
2.12 ppm(s,3H) ~~ - > ¢ d
A

7.38 ppm(t, 2H)

Figurelll.1:les déplacements chimiques en RMNH du Py-one-1.
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Figure 111.2 : le spectre de RMN *H du Py-one-1

L'examen de la résonance magnétique nucléaire du carbone 13 a 75 MHz du Py-one-1 est

bien en accord avec la structure proposée. (Figure 3 et 4):
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118.66 ppm
170.45 ppm o 128.65 ppm
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Figure 111.3 :les déplacements chimiques en RMN 3 C du Py-one-1.
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Figure 111.4 : le spectre de RMN 3 C du Py-one-1.
Le DEPT nous permet de différencier entre CH, CHz d’un c6té, et CHz , de ’autre coté :

les carbones quaternaires n'apparaissent pas.
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Figure 111.5 : le spectre de DEPT du Py-one-1

Mécanisme réactionnel:
L'exploitation des résultats spectroscopiques nous a permis de proposer le mécanisme de
formation des Py-one-(1et2). Schéma 111.1
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Le Py-2 représenté ci-dessous est caractérisé par les données RMN *H a 300MHz dans le
CDCls (Figure 6 et 7):

___________________ 2.85 (s, 1H)

— e ———

2.35(s,6H) <=

12.3 (s, 1H)

Figure I11.6 : les caractéristiques spectrales (RMN 'H) du Py-2.
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Figure 111.7: le spectre de RMN *H du Py-2
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Le Py-2 a été caractérisé par RMN 13 C a 75 MHz dans le CDCls, La structure du produit
est confirmée par les données ci-dessous (Figure 8 et 9):

Fe=====-=m-—-——-—o---- 105
e
11.50 _____ =TT :
oo 145
T Y U
\.“H _Z ’,/
-"“.‘H‘ }NH ffj
~ . — P
~a ﬁ/_l\g r

Figure 111.8: Caractéristiques spectrales (RMN®C) du Py-2.
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Figure 111.9: le spectre de RMN® C du Py-2.

Sur la base des données du spectre DEPT, on remarque particulierement la disparation des
pics (C3-C6)
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Figure 111.10: le spectre de DEPT du Py-2.
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Mécanisme réactionnel :
La formation des Py 1 et Py-2 peut s'expliquer selon le mécanisme suivant:
R\N —NH, NH + R~NH_

H H R—

R— . R-_H R—N ) N ..

Y~~~  ,ou N ~ G \@ O
-

M N +O'H<— |N 0.4_

|
/R R
N / __N /
T e L
2 N M/

Schéma I11.2 : Mécanisme réactionnel pour la synthése des Py-1 et Py-2.

R
R +/
H 3

La structure du Pyrrole a été élucidée grace aux données RMN!H et RMN®C.

- RMN!H
Le 2,5-dimethyl-1-propylpyrrole représenté ci-dessous est caractérisé par les données
RMN!H a 300MHz dans le CDClIs (figure 11) :

2.35 (s, 6H)
5.97(d, 2H),

39(2H) T T
=== 1.90-1.70 (m, 2H)

Figure 111.11 : Caractéristiques spectrales (RMN'H) du Pyrrole.
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Figure 111.12: le spectre de RMNH du Pyrrole.
RMNC:

L’analyse RMN™C a été effectuée dans le CDClIz a 75 MHz, la figure suivante présente a

titre indicatif les caractéristiques spectrales du Pyrrole (figure 13) :
104.93

_____________

Figure 111.13 : Caractéristiques spectrales (RMN®C) du Pyrrole.
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Figure 111.14: le spectre de RMN® C du Pyrrole.

Meécanisme réactionnel :
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. .ol} ENH @
H+ C/
—_— >
:QH 49@
(0] (0]
(0] 0o ‘
. .
Fli | R\N(}H
N N

L]

Schéma 111.3 : Mécanisme réactionnel pour la synthése de Pyrrole.
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111.2 Evaluation de I’activité antibactérienne:
On utilisée La méthode des disques pour confirmer les différences d’activités
antibactérienne observeées entre les produits synthétisés de concentration de 0,04 mol/l ont

été utilisées au cours de ce test sur la croissance d’Escherichia coli et staphylococcus

aureus, Pseudomonas Aeroganosa, apres 1’incubation de 24h on peut remarquer

I’apparition des diamétres entourant les disques pour les souches bactériennes, qu’on a les
mesuré en millimetres pour obtenir les résultats suivants :

Si I’activité antimicrobienne du diméthylsulfoxyde (DMSO) est nulle pour I’ensemble des
souches testées, il en est autrement pour les composés (Pyl, Py2, Py-One 1 et Py-One2)
sont réunis dans le Tableau 6.

Tableau 6 : les valeur des diamétre d’inhibition ( en mm) des quatre produits synthétisés
sue les deux souches bactérienne.

Activité sur Escherichia coli

Produits Le témoin | Pyrazole 01 Pyrazole 02 Pyrazolone 01 Pyrazolone 02
(DMSO)

V=5ml

Zone

d’inhibition

(mm) ) ) ) Moyenne: 19,43 Moyenne: 13,73

Activité sur Staphylococcus aureus

Produits Le témoin | Pyrazole 01 Pyrazole 02 Pyrazolone 01 Pyrazolone 02
(DMSO)

V=5ml

Zone

d’inhibition

(mm) ) Moyenne: 29,23 Moyenne: 25,24 Moyenne: 31,29 Moyenne: 26,56

Activité sur Pseudomonas Aeroganosa

Produits Le témoin | Pyrazole 01 Pyrazole 02 Pyrazolone 01 Pyrazolone 02
(DMSO)

V=5ml

Zone

d’inhibition

(mm) ©) ) ©) ©) ()

Le symbole (-) : pas d’inhibition observée au tour du disque
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Escherichia coli

Figure 111.15 : photographies montrant des zones d’inhibition des différents produits
synthétisés sur Escherichia coli (originale.2023).

staphylococcus aureus

Figure 111.16 : photographies montrant des zones d’inhibition des différents produits
synthétisés sur Staphylococcus aureus (originale.2023).
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Pseudomonas Aeroganosa
=

Figure 111.17 : photographies montrant 1’activité des différent produites synthétisée sur

Pseudomonas Aeroganosa (originale.2023).

111.2.1 Activité antibactérienne des composés (Py1, Py2, Py-One 1 et Py-One2)

La figure 111.18 représente 1’activité antibactérienne des composés (Py1, Py2, Py-One 1
et Py-One2) sur les trois souches testées.

H Pyl
H Py2
» Py-Onel

.
- 35.00

#
8

u Py-One2

b
8

5
g
Diamé&tre du halo d'inhibition [mm)

0
2

5
8

.,
5.00

0.00

pseudo Staph E.coli

Figure 111.18 : Activité antibactérienne des composés (Pyl, Py2, Py-One 1 et Py-One2)
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On constate que I’activité varie d’un composé a 1’autre d’une part et que, d’autre part, cette
activité dépend de la souche testée. En effet, il semble qu’Staph est la plus sensible aux
composés testés (le diamétre du halo d’inhibition varie de 25.24 a 31.29mm), E. Coli est
sensible envers les composés Py-One 1 et Py-One2 (le diamétre de 1’auréole est de

19.43 et 13.73 mm respectivement) tandis que Pseudo a développé une résistance vis-a-vis

de tous les composeés.

111.2.2 Activité antibactérienne des composés (Py1, Py2):

L’activité antibactérienne des composés (Py1, Py2) vis-a-vis de la flore bactérienne est

illustrée Sur la figure 111.19.

B Pyl
30.00-
mPy2 — 29.71
E
E 25.00- 25,
c
.0
s
2 2000-
=
L
o
o 15.00
™
=
S
T 1000
]
=
QU
E 5.00
]
0.00 nnn 0.00 0.00
; ~ .00
. e e
pseudo Staph E.coli

Figure 111.19 : Activité antibactérienne des composés (Py1, Py2)

Les composés PY1 et py2 n'ont pas d'effet antibactérien sur E. Coli et Pseudo ceci se

traduit par un diametre nul. Le Staph présente de sensibilité considérable (diametres de

I’auréole est estimé respectivement a 29.71, 25.24 mm).

111.2.3 antibactérienne des composés (Py-Onel, Py-One2):

La figure 111.20 raporte I’effet antibactérien des composés (Py-Onel, Py-One2) sur les

souches bactérienne testées.
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Figure 111.20 : Activité antibactérienne des composés (Py-Onel, Py-One2).

On constate que seule une souche bactérienne Pseudo est résistante a 1’action des

composés (Py-Onel, Py-One2). Pour les autres souches, la sensibilité a I’action des
composés (Py-Onel, Py-One2) est variable a I’intérieur du groupe bactérien. La
sensibilité moyenne s'observe pour E. Coli dont le diametre est respectivement 19.43 mm,
13.73mm et la sensibilité la plus forte s’observe pour Staph ou le diamétre de 1’auréole est

respectivement 31.29 mm, 26.56 mm

111.3 Sensibilité des souches selon Duraffourd

Selon Duraffourd (1990), La sensibilité d’un germe est nulle quand le diametre est
inférieur ou égal a 8 mm (N). Elle est limitée pour un diametre compris entre 8 et 14 mm
(L) et moyenne pour un diamétre entre 14 et 20 mm (M). Pour un diamétre supérieur ou
égal a 20 mm, le germe est tres sensible (S) (Duraffourd, 1990). Le tableau suivant classe
les souches microbiennes testées par nos produits de synthése en fonction de leur
sensibilité selon les criteéres énuméres ci-dessus :

Tableau 7 : Classement des souches en fonction de leur sensibilité

souche Pyl Py2 Py-Onel | Py-One2
E. Coli N N M L
Staph S S S S
Pseudo N N N N

—
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Le tableau 8 rassemble les pourcentages de sensibilité des souches vis-a-vis les composés

hétérocycliques synthétisés

Tableau 8 : les pourcentages des sensibilités

N L M S
Pyl 66.66%0 00.00 00.00 33.33%
Py2 66.66%0 00.00 00.00 33.33%
Py-Onel 33.33% 00.00 33.33% | 33.33%
Py-One2 33.33% | 33.33% 00.00 33.33%

La figure 111.21 et le tableau 8 mettent les pourcentages des sensibilités des bactéries.
e Les souches testées avec les composés (Py2' Pyl) se sont révélées d'une sensibilité
nulle avec un taux de 66,66%, et trés sensibles avec un taux de 33,33%.
e Les souches testées avec le composé (Py-Onel) ont donné 33,33% pour les
sensibilités: nulle, moyenne et tres sensible.
e Les souches testées avec le compose.

e (Py-One2) ont montré 33,33% pour les sensibilités: nulle, limitée et trés sensible.

7000 -

66.66 66.66

p—
EN 2
"
(7]
U 60.00
=
=
mL £ 5000
L]
vy
vy
]
T 4000
3
M gﬂ 33.33 33.33 33.33 33.33 33.33 3333 33.33 33.33
T 3000
)
(=]
-
=
ms 2 20.00
1000 -
000 -
Py-one2 Py-onel Py2 Pyl

Figure 111.21 :les pourcentages sensibilités des souches aux différents composés
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Conclusion Générale

Le travail que nous avons entrepris avait pour objectif la synthése et I'évaluation de
I'activité antibactérienne de quatre composés hétérocycliques envers trois souches
bactériennes

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons préparé des composés hétérocycliques
azotés (pyrazole, pyrazolone et pyrrole) dans des conditions trés simples avec de bons
rendements. Cing produits ont été synthétises et caractérises par les différentes méthodes
spectroscopiques (RMN*H, RMN®C ,DEPT).

Au cours de la deuxiéme partie, nous avons déduit ce qui suit :

» Les composés synthétisés (pyrazole et pyrazolone) n’ont pas d’activité
antibactérienne contre Pseudo.

» contre Staph, nous avons observée que les molécules (pyrazole et pyrazolone) ont
une activité antibactérienne notable.

» contre E. Coli, nous avons observé que les molécules (pyrazolone) ont une activité
antibactérienne notable. Quant pyrazoles, ces derniers n'ont pas d’activité
antibactérienne.
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Annexes :
Appareillage :

Spectroscopie de résonance pied a coulisse automatique Vortex
magnétique nucléaire (RMN)

autoclave

Reflux étuve PH-métre

plaque chauffant- agitateur



Tableau : Identification
Gram-

(Holt, 1984)

et détermination des caractéres biochimiques des Bactéries

Bacteries Gram-

E.coli

P.aeruginosa

Caracteres culturauxSur

gélose nutritive

Colonies ; bombees,
moyennes, lisses
et transparentes,2 a 3

mm de diametre

Colonies moyennes, légérement bombées
opaques, brillantes etpigmentées en vert

de 1.5a 3 um de longet de 0.5a 0.8 um

de large

EXamen microscopique

-Cocobacilles droits

isolés ouen amas

-Gram-

- Bacllles droIts

-Gram-

Respiration

- Aerobie-anaerobie

facultatif

- Aerobie strict

Tableau : Identification et détermination des caracteres biochimiques des

Bactéries Gram (+) (Holt, 1984)

Bacteries Gram (+)

S.aureus

nutritive

Caracteéres culturaux surgélose

de diamétre

Colonies opaques arrondiesbombées brillantes et

a teinte blanche en jaunedoré de 14 2 um

ExXamen microscopique

-Gram+

de raisins)

- Coccis regroupés en diplocoques ou en amas (grappes

Respiration

- Aéro-anaérobie facultative




Les milieux de culture de Pactivité antibactérien

e Composition du milieu Mueller-Hinton Agar

- Extraitde viandede beeuf ... 2.0g
- Peptone de caséine............coeviiiiiiiiiiiiiieinn. 17.5¢g
- Amidonde mais..........cooiiiiiiiii e 1.5¢g
L ) 17.0g
S PH 7.3

milieu Mueller-Hinton Agar



