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Resume

Les dérivés de 2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle peuvent exister sous deux configurations
diastérioisoméres (E) et (Z).

L’objectif de notre travail est la synthése de nouveaux hétérocycles azotés par cyclisation réductive a
partir des dérivés de ses deux hydrazones; ses nouveaux hétérocycles qui sont douée une activité
biologiques.

La réduction de ses différents dérivés par les méthodes classique a mener a des produits qui
correspond d’aprés une premicre caractérisation aux dérivés benzotriazines.

Les différentes méthodes de caractérisation utilisée tel que : IR, 'H-RMN, *C-RMN ont confirmés la
structure de ses nouveaux hétérocycles synthétisés.

Quelques composés synthétisés ont été soumis a des tests biologiques auxquels ils ont montré une
activité biologique (Antimicrobienne, antioxydante).

Mots clé : Hydrazone, hétérocycle, cyclisation réductive, benzotriazine, activité biologiques.

Abstract

The methyl 2-nitrophenylhydrazono pyruvate derivatives can exists in two diastereoisomeris (E) and
(Z) configurations.

The aim of our work is the synthesis of new nitrogen heterocycles by reductive cyclization from its
two hydrazones; its heterocycles which are possibly endowed with biological activities

The reduction of its various derivatives by conventional methods to lead to products which
corresponds; according to a first characterization; to the benzotriazine derivatives.

The different characterization methods used such as: IR, IH-NMR, 13C-NMR confirmed the structure
of its new heterocycles synthesized.

Some synthesized compounds have been subjected to biological tests to which they have shown
activity.

Key words: Hydrazone, heterocycle, reductive cyclisation, benzotriazine, biological activity.
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Introduction générale

La chimie des hétérocycles est un domaine trés important de la chimie organique. Les
hétérocycles existent a I’état naturel, par exemple dans les acides nucléiques, les alcaloides
indoliques, les vitamines, les hormones etc. Les hétérocycles de synthése sont largement utilisés
comme herbicides, fongicides, insecticides, colorants, conducteurs organiques, des agents
stabilisants, inhibiteurs de corrosion, des sensibilisateurs, et bien sir comme produits

pharmaceutiques.

Les composes hétérocycliques trouvent une large application pratique dans la médecine
animale et humaine (médicaments divers), dans 1’amélioration des récoltes en Agriculture
(herbicides, fongicides et insecticides) ou bien sont utilisés comme détergents, colorants et
explosifs. 1ls sont également présents dans les polymeres, semi-conducteurs et cellules
photovoltaiques.

Les hétérocycles sont une classe de composeés chimiques dans lesquels un atome ou plus d'un
carbocycle est remplacé par un hétéroatome comme 1’oxygene, 1'azote, le phosphore, le soufre...etc
Les hétérocycles les plus courants contiennent de I'azote et de I'oxygéne

. lls occupent une place tres importantes dans la chimie organique. Ces molécules se réunies
en effet dans une méme structure les caractéres des composés cycliques saturés, partiellement
saturés ou aromatiques, et ceux non moins intéressants des groupements fonctionnels construits

autour des hétéroatomes.

La réduction des composés ortho nitro appropriés peut mener directement a la formation
d’hétérocycles azotés si les produits de reéduction réagissent par addition, condensation ou
substitution intramoléculaire avec les autres groupements fonctionnels par formation d’une liaison

C-N ; les réactions de ce type sont désignées comme des cyclisations réductives.

La cyclisation réductive des composés aromatiques nitrés est utilisée pour la synthese des

hétérocycles aromatique azotés apparentés [1].

Donc ; notre travail a été focalisé sur la synthése d’hétérocycles azotés bioactif par cyclisation

réductive du groupement nitro.
A cet effet I’objectif de notre travail est le suivant :

v Synthése et caractérisation des isomeres (E)- et (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate

de méthyle.



http://www.universalis.fr/encyclopedie/chimie-organique/
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v' Synthése et caractérisation des isoméres (E)- et (Z)-2-4-nitrophénylhydrazono
pyruvate de méthyle.

v' Synthése et caractérisation des isomeres (E)- et (Z2)- 4,5-dichloro-2-
nitrophénylydrazono pyruvate de méthyle.

v Etude de la réduction de ces isoméres par différentes méthodes de réductions.

v’ Evaluation de Pactivité biologique de quelques composés obtenues.

Le présent mémoire comprend trois grands chapitres :
v' Le premier chapitre est réservé a une synthese bibliographique portant sur la synthése
d’hétérocycles azotés par cyclisation réductive.
v Le deuxiéme chapitre, généralités, décrit en détails les méthodes du synthéses des
composés, leurs caractérisations par les différentes méthodes physiques d’analyse avec
les discussions des résultats, ainsi que les methodes suivies pour 1’évaluation de I’activité
biologique de nos produits.

v" Le troisiéme chapitre est consacré aux représentations des résultats obtenus.







Chapitre | Partie bibliographique

1.1. Introduction :

Dans la réduction des composés aromatiques nitrées dominent surtout les méthodes classiques
de réduction. Cela s’étend de sulfure de sodium, dithionite de sodium, jusqu’a I’hydrogénation
catalytique sous I’emploi de différents catalyseurs tel que PtO. ou Pd/C. I’hydrogénation
catalytique est la plus préférée et elle est actuellement la plus utilisée vu qu’elle donne des bons
rendements. Des méthodes de réductions par transfert d’hydrogéne sont aussi employées. Ainsi
par exemple les donneurs d’hydrogéne catalysés par le palladium comme le cyclohexene,
I’hydrazine, tétrahydroborate de sodium, sont en usage. La cyclisation des composés nitrés par

ces méthodes conduit aux amines primaires.

Nous rapportons dans ce qui suit des exemples choisis de 1’utilisation large de ses méthodes

pour la synthése d’hétérocycles azotés.
1.2. Synthése d’hétérocycle a 5 membres :

La synthése des dérivés de 1,3-dihydro-2H-indol-2-one a été réalisé par la réduction des

dérivés d’acide 2-nitrophenyl acétique en utilisant le zinc comme agent réducteur [2].

1
1
R COOH HCOONH,/ Zn R
r :O
2
R N02 CO,, 12MPa R2 N
H
R H, F
R2: H, Br, NH2
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La cyclisation reductive de 2-(4-méthoxy-2-nitrophényl)-2,3-dihydro-1H-isoindole avec le
palladium dibenzilideneacétone dans le diméthyl formamide donne le 7-méthoxy-11H-

isoindolo[2,1-a]benzimidazole [3]

\

N Pd(dba,) N
g /
DMF, 120°C
H;CO NO, ’ H,CO N

Sun et ses collaborateurs ont synthétisé le 2-(4-chlorophenyl)-2H-indazole par cyclisation

réductive de 4-chloro-N-(2-nitrobenzyl) aniline en milieu basique en utilisent différents métaux

[4].

Cl

TiCl/M =
NH ; ~ /N@CI
base N

NO,

M: Zn, Mg, Fe, Al, Sn
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1.3. Synthése d’hétérocycle a 6 membres :
Les dérivés de 3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one sont synthétisés a partir des dérives de (2E)-3-

(2-nitrophenyl)prop-2-énal en présence de poudre de zinc [2].

1
R . _-CHO HCOONH,/ Zn R

2 CO,, 12 MPA 2
R NO, i R N

4
O

RL:H,F R?: H, OH, OMe

Les dérivés de 3-méthyl et 3-phényl -1,2,4-benzotriazines ont été synthétisé par

hydrogénation catalytique des dérivés d’ hydrazones d’acide pyruvique [5].

3
R
N
N "CooH
2 2
R N_ H,/PtO, R '\kN
H L
1 1 Z 3
R NO, EtOH R NT R
Rt H, CI, Br, NH2 R?: H, Cl, Br R3: CHgs, Ph

La reduction de 2-(4,5-diméthoxy-2-nitrophényl) naphtalene-1-carbaldéhyde par la poudre de
zinc dans I’acide acétique donne le 10,11-diméthoxy benzo[d]phénanthridine avec un rendement
de 90% [6].

o
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OMe OO Zn/AcOH
CHO
OMe NO,

Y

Une méthode de réduction basé sur I’utilisation de la levure de biére a été utilisé pour préparé

le quinoline N-oxyde a partir de (3E)-4-(2-nitrophenyl) but-3-en-2-one [7].

]
X X
! N R levure de biére 1 N
=
X3 NO, NaOH X3 NT R
Z Z

Xi: H, Cl X2: H, NO2 Z:H, OMe R: H, CHs, Ph

La réduction de I’acide 2-[hydroxy(2-nitrophenyl)methyl]prop-2-énoique dans le fer et I’acide
acetique mene au acétate (2-oxo-1,2-dihydroquinolin-3-yl)méthyle , et par hdrogénation

catalytique donne le 3-methyl-1,2-dihydroquinoline [8].
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OH ‘O
‘ OH
CH,
NO,
Fe/AcOH H,
Pd/C
CH
N 0Ac N
N
N @) N
H H

La cyclisation réductive de 2-méthyle-1-(2-nitrophenyl)prop-2-en-1-one dans le monoxyde de

carbone et le dioxane comme solvant a mené au 3-methyl-4-methylidene-1,4-dihydroquinoline.

CH,

@)
|| | e CcO ” CH;
r
CH2 dioxane ‘
N02 N
H

Le 3-phenylquinolin-4(1H)-one est synthétisé a partir de (2E)-3-hydroxy-1-(2-nitrophenyl)-

2-phenylprop-2-én-1-one en utilisant le fer et 1’acide acétique [9].

C‘> o)
|
Fe/AcOH
| - |
N02 OH N
H




Chapitre | Partie bibliographique

Les dérives de 2H-1, 4-benzoxazin-3(4H)-one sont synthétisés a partir des dérives de 1-

(cyanoperoxy)-2-nitrobenzene en utilisant le fer et I’acide acétique [10].

1

R Rl

R’ NO, _N 2 H
2
Z Fe/ AcOH R N /O
r
3 s

R 0~ "R : R’ o” R’
R1: H, Me R2: H, Me, Cl, F, OMe, COEt
R3: H, F, Me, OMe, CO2Me R4: H, Me, Ph, CsH7, CoHs, CoH4Cl

Le 2H-1, 4-benzoxazin-3(4H)-one est synthétisé a partir de 1-(cyanoperoxy)-2-nitrobenzene

par le méme procédé décrit précédament.

H
NO, 2N N O
= Fe/ ACOH Z
y
A
O 0
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I.4. Synthese d’hétérocycles a 5 et 6 membres :

L’hydrogénation catalytique de (E)-2-nitrophénylhydrazono glutarate de dialkyle avec un
traitement ultérieur du mélange réactionnel méne a une cyclisation réductive, le produit

obtenu est le dérivé pyridazino [1,6-a]benzimidazole [11].

CH,
COOR N
R’ NHN:< e ¢ -
j@[ CH,CH,COOR _HJ/Pd-C ji;[
1 - Vi
R NO, [OH] .l N
RlZRZZH, Cl R :Me, Et

I.5. Synthése d’hétérocycle a 7 membres :

La cyclisation réductive avec la poudre de zinc dans I’acide acétique  de N-
[cyano(phényl)méthyl]-2-(nitrométhyl)benzamide a donner le 2-amino-3-phényl-3,4-dihydro-
5H-1,4-benzodiazepin-5-one [12].
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La réduction catalytique de 3-[(5-chloro-2-nitrophényl)(pheenyl)amino]-3-oxopropanoate
d’éthyle méne en deux étapes au 7-chloro-1-méthyl-5-phényl-1H-1,5-benzodiazepine-
2,4(3H,5H)-dione [13].
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11.1. Synthese de (E)- et (Z)-2-nitrophenylhydrazonopyruvate de méthyle:
La synthese de 2-nitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle se déroule d’aprés la réaction
bien connue de condensation du groupement carbonyle en un mécanisme en deux étapes

(addition/élimination) (Schéma I1.1)

H3COOC><OH
NHNH, COOCH, Ny
+ pr— :
0
NO, CHj N7
O
- H,0
Y
CHj H4,C00C
OCH,
N7 ‘ |]\|/ CHs
|
N
N 0] ~
ShT o Hol
0
Nl N
o 0
2)- (E)-

Schéma 11.1:Synthése de (E)- et (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de

methyle
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Dans un premier temps il se forme un produit d’addition mais celui-Ci est instable qui évolue
vers I’hydrazone indiqué. Cette réaction se déroule dans le méthanol a température ambiante.
Par suite de la formation de la double liaison azométhine C=N, le 2-
nitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle peut exister sous deux diastéréoisoméres de
configurations (E) et (2).

A température ambiante il se forme exclusivement I’isomére (E). En traitant celui-ci dans le
méthanol ou micux encore dans 1’éther diéthylique avec 1’acide chlorhydrique concentré il se
transforme facilement et completement en isomére (Z) qui ne peut pas se retransformer en
isomére (E). Tous les essais (Catalyse basique, chauffage dans différents solvants) afin de le
transformer en isomeére (E) ne donnerent aucun résultat.

Ces deux hydrazones (E) et (Z) se différencient nettement par leurs points de fusion et par la
position caractéristique de leurs signaux du proton NH dans le spectre *H-RMN. Celui-ci
apparait a 10,91 ppm pour I’isomere (E). Par contre le signale du proton NH pour 1’isomére (Z)
apparait a 13,87 ppm. Ceci est du a la formation de la deuxiéme liaison hydrogéne entre 1’atome
d’oxygeéne du groupement carbonyle et I’atome du groupe NH, (Figures I1.1 et 11.2).

Les spectres *H-RMN, pris dans CDCls, montrent les signaux pour les groupements méthoxy
a 3,88 et 3,91 ppm (un singulet). Les protons des groupements méthyles forment un singulet a
2,22 et 2,25 ppm. Tous les protons aromatiques sont résolus et se trouvent pour {H-3: 8,14-8,16
ppm (un doublet) ; H-4: 6,93-6,96 ppm (un triplet) ; H-5: 7,55-7,58 ppm (un triplet) et H-6:
7,96-7,98 (un doublet)}.
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Figure 11.1:Spectre *H-RMN de (E)-2-nitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle
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Figure 11.2:Spectre *H-RMN de (Z)-2-nitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle
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Les deux spectres *C-RMN pris dans CDCls montrent 10 pics. Ceux-ci sont situés, entre
12,10 et 20, 66 ppm (CH3) ; 53,13 et 52,79 ppm (OCH?3) ; entre 116,38 et 139,39 ppm (Carom) ;
entre 165,48 et 163,38 ppm (CO.) (Figures I1.3 et 11.4).
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Figure 11.3: Spectre 3C-RMN de (E)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
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Figure 11.4:Spectre *C-RMN de (2)-2-nitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle
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Le spectre IR des deux isomeéres montrent des bandes d’absorptions caractéristiques de

groupements carbonyle entre 1697 et 1698 cm™, celui de groupement N-H apparait a 3233,09 et

3234,57 cm respectivement (Figures 11.5 et 11.6).
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Figure 11.5:Spectre IR de (E)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
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Figure 11.6:Spectre IR de (Z)-2-nitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle
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Ainsi que les spectres de masses qui confirment les masses molaires des composés obtenues

avec un pic moléculaires de 237(g/mole) pour chaque isomeére (Figures 11.7 et 11.8).
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Figure 11.7:Spectre de masse de (E)-2-nitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle
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Figure 11.8:Spectre de masse de (Z)-2-nitrophenylhydrazono pyruvate de méthyle




Chapitre 11 Matériels et méthodes

11.2. Réduction de (E)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle:

Aprés réduction du groupement nitro au groupement amino, une addition nucléophile sur
I’atome de carbone de la liaison azométhine N=C devrait mener au dérivé 1,2,4-benzotriazine

(A) (Schéma 11.2).

0
/Y
COOMe C\OCHs
/
N7 CH, CHy
|
N, Zn/ ACOH Oi
H.0
N/O 2
0
H
N
SNH
» )<COOMG
N CH,@
H
(A)

Schéma I1.2:Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle

menant au dérivé (A).

A cet effet le (E)-2-nitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle est suspendu dans 1’acide
acetique et apres I’ajout de zinc ; est porté sous reflux pendant 3 heures (changement de couleur).
Apres filtration du zinc et distillation du solvant dans 1I’évaporateur rotatif le produit restant dans
le ballon se cristallise aprés refroidissement. On a obtenu un précipité de couleur marron, avec
une forte odeur caractéristique de benzotriazine. Le spectre IR montre la disparition des pics

caractéristiques de groupement NO et I’apparition des nouveaux pics caractéristiques de

ﬂ
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groupement NH entre 2951,69 et 2953,27 cmet la diminution de pic caractéristique de

groupement carbonyle & 1748,51 cm™ & cause de pont d’hydrogéne formé (Figure 11.9)
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Figure 11.9: Spectre IR de produit de réduction de (E)-2-nitrophénylhydrazono
pyruvate de méthyle

Donc on peut confirmer qu’il y’a eux une réduction de I’isomére (E) avec une isomérisation

due a la présence de ’acide acétique en milieu réactionnel (Schéma 11.3).

)CiOCH:S _ CHS _
r?/ CH, ITI/kCOOCH3 ’
N N N
™~ ~N
H  Zn/AcOH A NH
— — CH,
/O 0
N N N OCH;
Y ¥ |
O i O i Hioe O
(B)-

Schéma 11.3:Mécanisme réactionnel explificatif de la réeduction
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11.3. Réduction de (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle:

En ce qui concerne I'isomére (Z); deux possibilités de cyclisation réductive peuvent étre
envisagées.

Comme décrit plus haut la réduction du groupement nitro au groupement amino par réduction

de cet isomere pourrait aussi aboutir a un dérivé 1,2,4-benzotriazine (B). (Schéma 11.4).

CH3 CHj
Y Y
Ny 9@ zo/AcoH NH ) O N\N/EH
—_— —_— 3
'T/O -2H,0 i H)<COOCH3
(Z)? ®

Schéma 11.4 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle
menant au dérive (B)

De méme la réduction du groupement nitro au groupement amino, une attaque nucléophile de
ce dernier sur le groupement carbonyle se trouvant en position favorable pourrait mener, avec

élimination de méthanol, & un dérivé 1,2,5-benzotriazépine (C). (Schéma 11.5).
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Schéma 11.5: Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle

menant au dérivé (C)
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La réduction opérée dans les mémes conditions que celles de 1’isomére (E) a mené a un

produit d’odeur caractéristique forte des dérivés 1,2,4- benzotriazine (B) (schéma I11.6).

CHy
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N H
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H |

_OCH;

o)
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Schéma 11.6 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle

menant au dérive (B)

La structure du composé a été confirmée par les méthodes spectroscopiques. Ainsi que le
spectre IR qui montre les bandes caractéristiques du groupement carbonyle a 1748,51 cm™ et le
mode vibrationnel d’¢élongation des liens NH a 2951,69 ; 2921,18et 2953,27 cm (figure 11.10).
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Figure 11.10:Spectre IR de produit de réduction de (Z)-2-nitrophénylhydrazono

pyruvate de méthyle
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11.4. Synthese du 2,4-dinitrophénylhydrazine:

On peut obtenir le 2,4-dinitrophénylhydrazine a partir de 1-chloro-2,4-dinitrobenzene selon le
mécanisme addition/élimination en ¢éliminant 1’acide chlorhydrique comme sous
produit (Schéma 11.7)

Cl (Cl
k/\_ +
NH2NH2.H20 —_—> NHZNHZ

O,N NO, O,N NO,
_HCl
NHNH,
ON NO,

Schéma 11.7 : Mécanisme réactionnel de la synthese du 2,4-dinitrophényl
hydrazine

Le spectre IR montre les vibrations caractéristiques des groupements NH et NH: entre
3102,75 et 3323,03 cm™. Les bandes dabsorption du groupement (NOz) apparaissent a
1513,11cm(Figure 11.11).
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Figure 11.11: Spectre IR de 2,4-dinitrophénylhydrazine.

I1.5. Synthese de (E)- et (Z£)-2,4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de

methyle:

La synthese de 2,4-dinitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle se fait de la méme facon que

celle décrite précédemment par un mécanisme en deux étapes (addition/élimination) (Schéma

11.8)
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Schéma 11.8:Synthese de (E)- et (2)-2,4-dinitrophénylhydrazono pyruvate

de méthyle

Dans un premier temps il se forme un produit d’addition mais celui-Ci est instable qui évolue

vers ’hydrazone indiqué. Cette réaction se déroule dans le méthanol & température ambiante. Par

suite de la formation de la double liaison azométhine C=N, le 2-nitrophénylhydrazonopyruvate

de méthyle peut exister sous deux diastéréoisomeéres de configurations (E) et (Z).

A température ambiante il se forme exclusivement I’isomére (E). En traitant celui-ci dans le

méthanol ou mieux encore dans 1’éther diéthylique avec 1’acide chlorhydrique concentré il se

transforme facilement et complétement en isomere (Z) qui ne peut pas se retransformer en

isomere (E). Tous les essais (Catalyse basique, chauffage dans différents solvants) afin de le

transformer en isomeére (E) ne donnerent aucun résultat.

ﬂ
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Le spectre IR des deux isoméres montrent des bandes d’absorptions caractéristiques de
groupements carbonyle entre 1698 et 1714 ,95 cm™, celui de N-H apparait a 3319,25 et
3323,55cm™ respectivement (Figures 11.12 et 11.13).
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Figure 11.12: Spectre IR de (E)-2,4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
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Figure 11.13: Spectre IR de (2)-2,4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
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11.6. Réduction de (E)-2,4-dinitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle:
Apres réduction des groupements nitro au groupements amino, une addition nucléophile sur

I’atome de carbone de la liaison azométhine N=C devrait mener au dérivé 1,2,4-benzotriazine

(D) (Schéma 11.9).

COOMe )CjOCHB
/k N7 “~CH,
N CH, |
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r
_0 -2H.0
H
N\
NH
> )<CH3
H,N N COOCH;
H
(D)

Schéma 11.9:Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle

menant au dérivé (D)

A cet effet le (E)-2,4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle est suspendu dans I’acide
acétique et apres 1’ajout de zinc est porté sous reflux pendant un certain temps. Apres filtration
du zinc et distillation du solvant dans 1’évaporateur rotatif le produit huileux restant dans le

ballon se cristallise aprés refroidissement.
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Le spectre IR des deux isoméres montrent des bandes d’absorptions caractéristiques de
groupements carbonyle & 1726,63 cm™, celui de N-H entre 2852,88 et 2923,26 cm™; celle de
groupement NH; apparait entre 3091,43 et 3306,16 cm™* respectivement (Figures 11.14).
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Figure 11.14:Spectre IR de produit de réduction de (E)-2,4-dinitrophénylhydrazono

pyruvate de méthyle
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Schéma 11.10:Synthese de réduction (E)-2,4-dinitrophénylhydrazono

pyruvate de méthyle
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11.7. Réduction de (Z)-2-4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle:

En ce qui concerne I’isomere (Z)-2,4-dinitrophénylhydrazonopyruvat de méthyle, deux
possibilités de cyclisation réductive peuvent étre envisagées.

Comme décrit plus haut la réduction du groupement nitro au groupement amino de cet

isomere pourrait aussi aboutir a un dérive 1,2,4-benzotriazine (F). (Schéma I1.11).

CH; CH,
OCH, OCH
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N. O
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N_ _H
N
|_CHy
H,N N~ “COOCH,
H
(F)

Schéma I1.11Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle
menant au dérivé (F)

De méme la réduction du groupement nitro au groupement amino, une attaque nucléophile de
ce dernier sur le groupement carbonyle se trouvant en position favorable pourrait mener, avec

élimination de méthanol, a un dérivé 1,2,5-benzotriazépine (H). (Schéma 11.12).
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Schéma 11.12 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle

menant au dérivé (H)

La réduction opérée dans les mémes conditions que celles de I’isomére (E) a mené a un

produit d’odeur caractéristique forte des dérivés 1,2,4- benzotriazine (I) (schéma 11.13).
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Schéma 11.13: Mécanisme de réduction de (Z)-2-4dinitrophénylpyruvate de
methyle

La structure du composé a été confirmée par les méthodes spectroscopiques. Ainsi le spectre
IR montre les bandes caractéristiques du groupement carbonyle & 1683,17 cm™ et le mode

vibrationnel d’¢élongation des liens NH a 2852,27; 2920,95 et 2953,29 cm™, celui du groupement
NH: & 3105,84 et 3275,70 cm™(figure 11.15).
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Figure 11.15: Spectre IR de réduction de (Z)-2-4dinitrophénylpyruvate de méthyle

11.8. Synthése du 4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazine:

Le 4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazine est obtenu a partir de 1,2-dichloro-4,5-
dinitrobenzene. Les groupements nitro étant des attracteurs d’électrons appauvrissent le noyau
benzénique en densité électronique. Ceci rend une substitution nucléophile facile du groupement
nitro en position 4 par I’hydrazine en un mécanisme en deux étapes : addition / élimination

(schéma 11.14)
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cl NM Cl. _&_CNO,
Al +
+ NHZNHZ e NHZNHZ
cl NO, cl NO,
- HNO,

U:I:::I:NHNHZ
cl NO,

Schéma 11.14: Synthése de 4,5-dichloro -2-nitrophenylpyruvate de méthyle

11.9. Synthése de (E)- et (Z2)-4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazono pyruvate
de méthyle:
La synthése de (E)- et (2)-4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazono de pyruvate de méthyle se

déroule d’aprés la réaction bien connue de condensation du groupement carbonyle en un

mécanisme en deux étapes (addition/élimination) (Schéma 11.15)
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Schéma 11.15:Synthése de (E)- et (Z)-4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazono

pyruvate de méthyle

Dans un premier temps il se forme un produit d’addition mais celui-ci instable évolue vers
I’hydrazone indiqué. Cette réaction se déroule dans le méthanol a température ambiante. Par
suite de la formation de la double liaison C=N azométhine, le 45-dichloro -2-
nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle peut exister sous deux diastéréoisomeres de
configurations (E) et (2).

A température ambiante il se forme exclusivement I’isomére (E). En traitant celui-ci dans le
méthanol ou mieux encore dans 1’éther di éthylique avec I’acide chlorhydrique concentré il se
transforme facilement et complétement en isomere (Z) ne se transforme plus en isomére (E).
Tous les essais (Catalyse basique, chauffage dans différents solvants) afin de le transformer en

isomére (E) ne donnerent aucun résultat.
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Le spectre IR des deux isoméres montrent des bandes d’absorptions caractéristiques de
groupements carbonyle & 1719 cm™, celui de N-H apparait & 3315 cm™ respectivement ; celle de
liaison C-Cl 4 678,57 et 751,40 cm™ (Figures 11.16 et 11.17).

o o — o @ O OO NO® ND O © = ©wo o = S5
> S S b} O NOSO-BOM- O~ S O~ 3 W od o
; N o o ® N O FOVOO =G o P @ @ © ©
0 o @© B = SIETRERILHE S8 3 F6B 5~ =28
™ . ] (2] ~ O WL ST NN - o o o o o ~ @0 nwn <
32, P} =~ < CTr rerEEE e e

0.20
1

0.18
1
R ———
——

§ S ‘ J \ JJ | ‘
) MJ | h \ iy \J1 \\ ﬁ WH
o e K\Uk“w-ﬁm_J H\mdkwm L‘\ J H | | \p ! Oy Y
. 4;00 35IOO 30IOO 2560 20IO(-) 1 SL'JO 1 600 560

Wavenumber cm-1

Figure 11.16:Spectre IR de (E)-dichloro-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
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11.10.Réduction de (Z)-4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazonopyruvate de
méthyle:

Comme on a vu précédemment, la réduction des deux isomeres en milieu acide aboutit en
premier lieu a une isomérisation, suivie par une cyclisation réductive. Donc pour le dérivé
dichloré, on s’est intéressé seulement a la réduction de I’isomere (Z).

En ce qui concerne I’isomére (Z)-4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle,
deux possibilités de cyclisation réductive peuvent étre envisagees.

Comme décrit plus haut la réduction du groupement nitro au groupement amino par la poudre
de zinc de cet (Z)-isomeére pourrait aussi aboutir a un derivé 1,2,4-benzotriazine (G). (Schéma

11.16).

CH; CH,

OCHs OCH

Nlﬁ Nﬁ ’

CI:@:N\H © Zn/ AcOH Cl ‘ ~NH | O
-0 -2H,0

ci N 2 o’ > NH,

= —

Y

Y

H
Cl N_ H
N
T T e
Cl N~ “COOCH,
H
©)

Schéma 11.16 : Mécanisme réactionnel de la cyclisation réductive éventuelle
menant au dérivé (G)
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De méme la réduction du groupement nitro au groupement amino, une attaque nucléophile de
ce dernier sur le groupement carbonyle se trouvant en position favorable pourrait mener, avec
élimination de méthanol, a un dérivé 1,2,5-benzotriazépine (H). (Schéma 11.17).

CH, CH3
. )\KOCH3 N 2\/|FOCH3
| |
cl N\H_/O 70/ AcOH cl NH| ©
_0 - i
cl N~ 2H,0 Cl NH,
(Z)- CH3OH
Y
H
Cl N—N
Yo,
Cl N
H @)
(H)

Schéma 11.17:Mécanisme réactionnel de la cyclisation reductive éventuelle

menant au dérivé (H)

La réduction opérée dans les mémes conditions que celles des autres dérivés a mené a un
produit de couleur blanche.

La structure du composé a été confirmée par les méthodes spectroscopiques. Ainsi le spectre
IR montre la disparition des pics caractéristique des groupements carbonyle et du groupement

nitro et I’apparition des nouveaux pics du groupement nitroso C-NO a 1581,90 cm™(figure
11.18).




Chapitre 11 Matériels et méthodes

~ 2360.35
1581.90
154268 |

——— 1453.45 |

- 1402.15
- 1339.79
1298.11

——— 1204.09

— 1103.87
1043.78
9681.41
854

0.20

0.15
I

Absorbance Units
0.10
|

0.05
I

MO A AR \ ; | | y ‘ 5‘
{ ue vxk\\;’ﬁ'\ .'f \kw!}lk ]\J v a\ ] IJ l‘\ J"VM

P
ety ".w"wﬂl“mm_._‘,,,f'd \4 T U o T
T

- SRPNNIY Vet o U

0.00

T T I T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Figure 11.18: Spectre IR de réduction de (Z)- 4,5-dichloro-nitrophénylhydrazono

pyruvate de méthyle

11.11. Réduction par la poudre de fer :

Notre objectif dans cette partie est de procéder a une réduction en milieu acide et avec

I’hydrogéne naissant qui se forme par action de I’acide acétique sur le fer.

11.11.1.réduction de (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle :

La premicre possibilité est I’obtention du dérivé 1,2,4-benzotriazine-3N-oxyde (schéma
11.18)
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Schéma 11.18 : cyclisation éventuelle menant au dérivé 1,2,4-benzotriazine-

3N-oxyde

La deuxiéme possibilité est I’obtention du dérivé 1,2,5-benzotriazépine (schéma 11.19)

i

_C._  _OCH,
N 4

N—

N_ _CH, N

|_| Fe/AcOH _ \ CH,
A = H H
N/O CH30 N—

Schéma 11.19: cyclisation eventuelle menant au dérivé 1,2,5-
benzotriazépine

Ces dérivés 1,2,4-benzotriazine-3N-oxyde et 1,2,5-benzotriazépine ne sont pas encore décrits
dans la litérature.

A cet effet le (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle est dissout dans 1’acide
acetique et réduits par la poudre de fer.

Le spectre IR montre la disparition du pic caractéristique du groupement carbonyle et
I’apparition des nouveaux pics caractéristiques des groupements NH entre 2850 et 2953
cmljainsi que D’apparition du pic caractéristique du groupement nitroso C-NO a 1660,88
cm? cela confirme qu’il y’a eu une cyclisation réductive menant & un nouveau hétérocycle azoté.
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D’aprés une premicre approximation, on peut dire qu’on a pu aboutir au dérivé benzotriazine

escompté (Figure 11.19)
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Figure 11.19: Spectre IR de réduction de (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de

meéthyle
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11-11.2. Réduction de (Z)-2,4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle

La premiére possibilité est I’obtention du dérivé 1,2,4-benzotriazine-3N-oxyde (schéma 11.20)

CHj
oo
|
N 0
“H Fe/ AcOH ANV
0 i CllH
7 '3H O pd
N 2
0 5
(2)-

Schéma 11.20: cyclisation éventuelle menant au dérive 1,2,4-benzotriazine-

3N-oxyde

La deuxiéme possibilité est 1’obtention du dérivé 1,2,5-benzotriazépine (schéma 11.21)

i
. //C\C __OCH;
] 4
N_ O —N
H Fe/AcOH \
-0 - CH;0H
02N N/ H2N N \
v H o)
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Schéma 11.21 : Cyclisation éventuelle menant au derive 1,2,5-
benzotriazépine

Ces dériveés 1,2,4-benzotriazine-3N-oxyde et 1,2,5-benzotriazépine ne sont pas encore
décrits dans la litérature.
A cet effet le (2)-2,4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle est dissout dans I’acide

acetique et réduits par la poudre de fer.
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Le spectre IR montre la disparition des pics caracteristiques du groupement carbonyle et
’apparition d’un pic caractéristique du groupement NH» a 2980,48 cm™; cela nous confirme

qu’une réduction suivie d’une cyclisation s’est réalisé ; mais reste a confirmé la structure finale.
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Figure 11.20: Spectre IR de réduction de (Z)- 2,4-dinitrophénylhydrazono pyruvate
de méthyle
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11.12. Activité biologique :

a) Evaluation de ’activité antimicrobienne :

Les souches testées :

Pour savoir l'activité antibactérienne des composes nouvellement synthétises, nous avons
testés deux composés contre:

» Les bactéries a gram positif : Staphylococues aureus ATCC (29213)

» Les bactéries a Gram négatif: Escherichia coli ATCC (11105)

Caractéristiques des souches testées :

1) Staphylococcus aureus ATCC (29213) :

v Morphologie :

Les staphylococcues aureus sont des cocci non capsules en général groupes en amas plans
irrégulier. Elles se représentent :

e Sur gélose nutritive, par des colonies arrondies bombées, luisantes, opaques, a contours nets
et pigments aprés 24 a 36h pouvant alors présenter une coloration ocre-jaune.

¢ En bouillon nutritif, par un trouble uniforme abondant puis un dép6t et un voile pelliculaire.

v’ Caractéres biochimiques :
*Gram positif.
*Immobile.
*Catalase +.
*Aérobies facultatifs.
*Faisant fermenter les glucides.
*Arginine di hydrolase+.
*Les staphylocoques se multiplient trés bien en 24h sur la plupart des milieux usuels.

*Température optimal 37°C.

ﬂ
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*pH optimal 7,2 a 7,4.

2) Escherichia coli ATCC (11105) :
v Morphologie :

Bacilles de dimension moyenne 0,5m sur 3m. Se développent aisément sur milieux ordinaires.
Sigma-Aldrich.

v’ Caracteres biochimiques :
*Gram négatif.
*mobiles grace a une ciliature peritriche.
*Aérobies facultatifs.
*Faisant fermenter le glucose avec ou sans gaz.
*Ne possédant pas d’oxydase.
*Réduisant les nitrates en nitrites.
*Lactose +.
*Indole +.
*Urée -.

a.1l) Préparation de I’inoculum :

+¢ Préparation de pré-culture :

La réactivation des souches a été effectuée par repiquage de I’espeéce bactérienne dans des
boites Pétrie contenant le milieu de culture spéecifique pour chaque souche. Le milieu Chapman
pour les Staphylococcus aureus, le milieu Hectoen pour les E.coli et pseudomonas aeruginosa, le
milieu Sabouraud pour les Candida albicans.

Les boites ainsi ensemencées ont été incubées selon les exigences de chaque souche en

matiere de température et temps d’incubation.
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«» Préparation de la suspension bactérienne:

A partir des cultures jeunes. On préleve 1 a 2 colonies bien isolées et identiques dans 5 ml
d’eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant 5 minute.
La standardisation de la suspension a 108 UFC/ml, est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre

réglé sur une longueur d’onde de 600 nm.
a.2) Test par diffusion sur gélose (Aromatogramme):

“ Mode opératoire:

Sur des boites contenant entre 10-15ml de gélose MH, ensemencé en surface par
écouvillonnage 108 UFC/mI de culture bactérienne de la souche concernée. Laisser les boites se
dessécher pendant quelques moments, puis déposer en surface des disques imprégnés de solution
de dose connue. Les disques doivent étre appliqués sur le milieu des boites pétries.

Ensuite, les boites sont incubées dans un incubateur a des températures et temps spécifiques
pour chaque souche bactérienne (généralement a 37°C pendant 24h). La lecture des résultats se
fait par la mesure de la zone d’inhibition, qui est représentée par une auréole formeée autours de

chaque disque ou aucune croissance n’est observée.

+ La lecture:

La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a
I’aide d’une regle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et
peut étre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des solutions,
(PONCE et al., 2003)

*Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8mm.
*Sensible (+) : diameétre compris entre 9 et 14mm.
*Tres sensible (++) diametre compris entre 15 et 19mm.

* Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20mm

ﬂ
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Disque imprégné Croissance
de solution microbienne
|
Zone d'inhibition

Figure 11.21:Schéma simplifié du principe de la méthode de I’aromatogramme

b). Evaluation de I’activité antioxydante en utilisant le test DPPH :

» Principe de méthode :

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical libre de couleur
violacée qui absorbe dans I’UV-visible a la longueur d’onde de 517 nm. Il fut I'un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés
phénolique. Il posséde un électron non apparié¢ sur un atome du pont d’azote (figure 11-22). Du
fait de cette délocalisation, les molécules du radicale ne forment pas des diméres. Le radical

DPPH reste dans sa forme monomeétre relativement stable a température ordinaire [14].

O,N N—N + RH —) OzNQNH-N + Re
NO, NO,
DPPH. (Radical libre) DPPH (non Radical)

RH : antioxydant

Re: radicale libre

Figure 11.22: Réaction du DPPH avec un antioxydant
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» Mode opératoire:

Cette meéthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radicale
DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Benhammou et al. [14].

Une solution de DPPH a été préparée par solubilisation de 0.003% de DPPH dans 1’éthanol,
différentes concentration de solution échantillon sont ajoutées a 2 ml de la solution de DPPH,
apres incubation de 30 min a 1’obscurité et a température ambiante, les absorbances sont mesurés
a 517 nm contre le blanc correspondant. Le pouvoir d’inhibition test exprimé en % est déterminé
en appliquant la formule suivante [15].

%d'activitéantioxydant = [Abs controle — Abs échantillon/Abs controle] x 100
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Chapitre I1

Partie expérimentale

III.1.Appareillages :

*Les points de fusion Pg

FICHER-JONES (a lamelles).

sont déterminés a ’aide d’un appareil a plaque chauffante de

*Les spectres infrarouges (IR) sont enregistrés sur un spectrométre a transformer de Fournier.

de marque

*Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) sont enregistrés sur un spectrometre

de la marque BRUKER. AVANCE 300 MHz

*Les langueurs d’onde d’absorption sont enregistrés sur un Spectrophotometre UV/Visible de

marque Shimadzu.

I11.2.Produits utilises :

NOM Formule Pureté (%) Firme
Méthanol CH3;0H 99.9% Aldrich
Ethanol C>HsOH (99,8 et 96) % Aldrich
Acide acétique CH;COOH 99% Aldrich
Acide chlorhydrique HCl 38% Riedel-De Haén
Ether de pétrole / 95% Aldrich
Pyruvate de méthyle C4HsO3 Pur ALFA AESAR
Dithionite de sodium NaxS204 86% Riedel-De Haén
2-nitrophénylhydrazine CsH7N302 Pur Sigma Aldrich
Poudre de zinc Zn 98.,8% Riedel-De Haén
Poudre de fer Fe 99% Riedel-De Haén
Ether di éthylique C4H100 99,9% Aldrich
Acétate d’éthyle C4HsO2 99.5% Aldrich

E
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I11.3.Svynthése des composés de départ :

I11.3.1.Préparation de (E)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle :

COOCH,;

A

N7 “CH,

Dans un erlenmeyer on dissous 1g (0,006mole) de 2-nitrophénylhydrazine dans 40ml
méthanol et sous agitation on égoutte 0,7g (0,006mole) de pyruvate de méthyle et on laisse la
réaction sous agitation jusqu’a I’apparition d’un précipité marron; ce dernier est filtré puis

recristallisé dans le méthanol.
Ci10H1104N3 (237g/mol) : poudre marron
P=114-115°C
Rendement= 50%
IR: 3233,09 cm™ (NH); 1609,87 cm™ (NO,); 1697,26 cm™ (C=0) (Figure 11.5)

TH-RMN: 10,91ppm (s, H, NH); 3,88ppm (s, 3H, OCHj3); 2,22ppm (s, 3H, CH3); 8,14ppm
(d, Hz); 6,96ppm (t, Ha); 7,58ppm (t, Hs) et 7,96ppm (d, He). (Figure I1.1)

BC-RMN : 12.1ppm (CH3); 53.13ppm (OCHa3); 139.4; 133.27; 126,28; 120,87; 136,80;
117,22 et 140.26ppm (Carom); 133.27ppm (N=C) et 165.48ppm (COO). (Figure I1.3)
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I11.3.2. Préparation de (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle:

CHj,
OCH,s

Dans un erlenmeyer on dissous 0,5g (0,002mole) de (E)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate

de méthyle dans 40ml d’éther diéthylique et on ajoute 2ml d’acide chlorhydrique concentré.

On laisse la réaction sous agitation jusqu’a I’apparition d’un précipité marron, ce dernier

est filtré puis recristallisé dans le méthanol.
Ci10H1104N3 (237g/mol) : poudre orange.
Pi= 164-165°C
Rendement= 40%
IR: 3234,57 cm™! (NH); 1610,39 cm™ (NO,); 1698,52 cm™ (C=0) (Figure 11.6)

'H-RMN: 13,87ppm (s, H, NH); 3,91ppm (s, 3H, OCH3); 2,25ppm (s, 3H, CH3); 8,16ppm
(d, H-3); 6,93ppm (t, H-4); (t, H-5) 7,55ppm et (d, H-6) 7,98ppm. (Figure 11.2)

BC-RMN : 20,66ppm (CH3); 52,79ppm (OCH3); 132,75; 126,35; 120,31; 136,18; 116,38
et 141,8ppm (Carom); 120,31ppm (N=C) et 163,38ppm (COO). (Figure 11.4)
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I11.3.3.Préparation de (E)-2-4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de
méthyle :

COOCH ,
N)\
|

NH

CH,

O,N NO,

Dans un erlenmeyer on dissous 1g (0,005mole) de 2-4 dinitrophénylhydrazono pyruvate
de méthyle dans 40ml de méthanol et sous agitation on égoutte 0,52g (0,005mole) de
pyruvate de méthyle. On laisse la réaction sous agitation jusqu’a 1’apparition d’un précipité

jaune; ce dernier est filtré puis recristallisé dans le méthanol.
Ci10H1006N4 (282g/mole) : poudre jaune.
Py =149-150°C
Rendement= 48%

IR: 1714,95 cmr! (NH) ; 1613,50cm™ (NO,); 3319,25¢m™ (C=0) (Figure I1.12)
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I11.3.4.Préparation de (Z)-2-4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de
méthyle :

CH,
N)\
|

NH

COOCH,

O,N NO,

Dans un erlenmeyer on dissous 0,65g (0,003mole) de (E)-2-4-dinitrophénylhydrazono
pyruvate de méthyle dans 40 ml d’éther d’éthylique. On ajoute 2ml d’acide chlorhydrique.

On laisse la réaction sous agitation ; ce dernier est filtré puis recristallisé dans le méthanol.
Ci10H1006N4 (282g/mole) : poudre jaune.

Pr=185°C

Rendement= 39%

IR: 3323,55 cm! (NH); 1611,06 cm™ (NO,); 1698,73 cm’ (C=0) (Figure 11.13)

@




Chapitre I1 Partie expérimentale

I11.3.5. Préparation de (E)-4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazono pyruvate
de méthyle :

COOCH,
Cl NHN:<
CH,

Cl NO,

Dans un erlenmeyer on dissout 0,5g (0,002mole) de 4,5-dichloro-2-nitrophenylhydrazine dans
30 ml de méthanol et sous agitation on égoutte 0,24g (0,002mole) de pyruvate de méthyle et on
laisse la réaction sous agitation jusqu’a 1’apparition d’un précipité orange.

Ce dernier est filtré puis recristallisé dans le méthanol.
Ci10HoO4N3Cl (306 g/mole) : poudre Orange.
Pr=118-120°C

Rendement= 90 %

IR : 3315,98 cm™ (NH); 678,57 et751,40 cmr! (C-Cl) ; 1719,88cm™ (C=0) (Figure 11.16)
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I11.3.6.Préparation de(Z)-4,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de
méthyle :

CH,
Cl NHN:<
COOCH,;

Cl NO,

Dans un erlenmeyer on dissous 0,7g (0,002mole) de (E)-4,5-dichloro-2-
nitrophénylydrazono pyruvate de méthyle dans 40ml d’éther diéthylique et on ajoute 2ml
d’acide chlorhydrique. On laisse la réaction sous agitation jusqu'a la paissions d’un précipité

jaune; ce dernier filtré puis recristallisé¢ dans le méthanol.
Ci10HoO4N3Cl (306g/mol) : poudre jaune.
P=121°C
Rendement = 67 %

IR : 3315,98cm (NH) ; 678,89 et 751,51cmr! (C-Cl) ; 1719,67cm’ (C=0) (Figure 11.17)

3



Chapitre I1 Partie expérimentale

I11.4.Réduction :

I11.4.1. Réduction de (E)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle

(préparation de 3-méthyl-1,2,4-benzotriazine-3-carboxylate de méthyle)

H
N
SNH

P

N COOCH,
H

Dans un erlenmeyer on dissout 0,5g de (E)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
dans 50ml d’acide acétique et on ajoute 2g de poudre de zinc. Le mélange est portée sous reflux

avec agitation jusqu’au changement de couleur du milieu réactionnel (environs 3 heures).

Apres refroidissement de la réaction ; on filtre I’excés du zinc sous vide et on chasse le
solvant dans un évaporateur rotatif ; le produit obtenu est récupéré et recristallis¢é dans le

méthanol.
Ci10H130:N3 (207g/mole) : cristaux marron.
Pe=72°C
Rendement= 11,62%

: ,09 ; ,13¢t 27 ecm’ ; Ol em™(C= 1gure 11.
IR : 2951,69 ; 2921,18et 2953,27 cm™ (NH); 1748,51 cm™'(C=0) (Figure 11.9)
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Chapitre I1 Partie expérimentale

I11.4.2. Réduction de (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle

(préparation de 3-méthyl-1,2,4-benzotriazine-3-carboxylate de méthyle)

H
N
SNH

P

N COOCH,;
H

Dans un erlenmeyer on dissout 0,5g de (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
dans 50ml d’acide acétique et on ajoute 2g de poudre de zinc. Le mélange est portée sous reflux

avec agitation jusqu’au changement de couleur du milieu réactionnel (environs 3 heures).

Apres refroidissement de la réaction ; on filtre I’excés du zinc sous vide et on chasse le
solvant dans un évaporateur rotatif ; le produit obtenu est récupéré et recristallis¢ dans le

méthanol.
Ci10H130:N3 (207g/mole) : cristaux marron.
Pe=72°C
Rendement= 11%

IR : 2951,69 ; 2921,18et 2953,27 cm’ (NH); 1748,51 cm™'(C=0) (Figure 11.10)
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Chapitre I1 Partie expérimentale

I11.4.3. Réduction de (E)-2-4-dinitrophénylhydrazonopyruvate de
méthyle : (préparation de méthyl-6-amino-3-méthyl-1,2,4-benzotriazine-
3-carboxylate)
H
N
™~
NH

P
H,N

N COOCH,
H

Dans un erlenmeyer on dissout 0,5g de (E)-2-4-nitrophényle hydrazono pyruvate de méthyle
dans 50ml d’acide acétique et on ajoute 2g de poudre de zinc. Le mélange est portée sous reflux

avec agitation jusqu’au changement de couleur du milieu réactionnel (environs 3 heures).

Apres refroidissement de la réaction ; on filtre I’excés du zinc sous vide et on chasse le
solvant dans un évaporateur rotatif ; le produit obtenu est récupéré et recristallis¢é dans le

méthanol.
Ci10H1402N4 (222g/mole) : cristaux marron.
Ps=138°C
Rendement = 17%

IR : 2852,88; 292326 cm' (NH); 3091,43 ; 3306,16 cm™ (NH); 1726,63cm™(C=0)
(Figure 11.14)
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Chapitre I1 Partie expérimentale

I11.4.4.Réduction de (Z)-2-4-dinitrophénylhydrazonopyruvate de méthyle :

(préparation de méthyle 6-amino-3-methyl -1,2,4-benzotriazine-3-carboxylate)

H

N
SNH

P
H,N

N COOCH,
H

Dans un erlenmeyer on dissout 0,5g de (Z)-2-4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
dans 50ml d’acide acétique et on ajoute 2g de poudre de zinc. Le mélange est portée sous reflux

avec agitation jusqu’au changement de couleur du milieu réactionnel (environs 3 heures).

Apres refroidissement de la réaction ; on filtre I’excés du zinc sous vide et on chasse le

solvant dans un évaporateur rotatif ; le produit obtenu est recristallisé dans le méthanol.
Ci0H1402N4 (222g/mole) : cristaux marron.
Pr=190°C
Rendement = 34%

IR : 2852,27; 2920,95 et 2953,29 cm™!(NH) ; 3105,84 et 3275,70 cm(NH,) ; 1683,17 cm’!
(C=0). (Figure I1.15)
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Chapitre I1 Partie expérimentale

I11.4.5. Réduction de (Z)-4 ,5-dichloro-2-nitrophénylhydrazonopyruvate de
méthyle : (préparation de 6,7-dichloro-3-méthyl-1,2,4-benzotriazine-3-
carboxylate de méthyle)

Cl

Cl CO,CH,

N§N

P oy
N
H

Dans un erlenmeyer on dissout 0,5g de (Z)-4,5-dichloro-2-nitrophénylydrazono pyruvate de
méthyle dans 50ml d’acide acétique et on ajoute 2g de poudre de zinc. Le mélange est portée
sous reflux avec agitation jusqu’au changement de couleur du milieu réactionnel (environs 3

heures).

Apres refroidissement de la réaction ; on filtre I’excés du zinc sous vide et on chasse le
solvant dans un évaporateur rotatif ; le produit obtenu est récupéré et recristallis¢ dans le

méthanol.
Ci10HoO:2N3Cl; (274g/mole) : poudre blanche.
Pr=235°C
Rendement= 92%

IR : 1581,90 cm'(C-NO) (Figure 11.18)
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I1.4.6.La réduction de (Z)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle par
la poudre de fer (prépartion de 3-méthyle-1,2,4-benzotréazine-3-N-oxyde) :

H

N.

NH

P

N COOCH,

Y
0

Dans un erlenmeyer on dissout 0,5g de (E)-2-nitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
dans 50ml d’acide acétique et on ajoute 2g de fer. Le mélange est portée sous agitation

seulement jusqu’au changement de couleur du milieu réactionnel (environs 48 heures).

On filtre I’exces du fer sous vide et on chasse le solvant dans un évaporateur rotatif ; le

produit obtenu est récupéré et recristallis¢ dans le méthanol.
Ci10H1203N3 (222 g/mole) : cristaux marron.
Ps=162°C
Rendement= 6,9%

IR: 2850,05 ; 2920,51; 2953,73cm™ (NH); 1660,88 cm™'(C-NO) (Figure I1.19)
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I11.4.7.Réduction de (Z))-2-4-dinitrophénylhydrazonopyruvate de
méthyle par la poudre de fer:

H
N
“NH

P
H,N N

COOCH,
Y

O

Dans un erlenmeyer on dissout 0,5g de (Z)-2-4-dinitrophénylhydrazono pyruvate de méthyle
dans 50ml d’acide acétique et on ajoute 2g de fer. Le mélange est portée sous agitation

seulement jusqu’au changement de couleur du milieu réactionnel (environs 48 heures).

On filtre I’exces du fer sous vide et on chasse le solvant dans un évaporateur rotatif ; le

produit obtenu est récupéré et recristallis¢ dans le méthanol.
CioH13N4 Oz (237g/mole) : cristaux marron.
Pr=321°C
Rendement= 48 %

IR: 2980,48 cmr'(NHa) (Figure 11.20)
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Chapitre I1 Partie expérimentale

I11.5. Evaluation de I’activité biologique:

I11.5.1.Activité antimicrobienne :

Les observations effectuées sur I’effet de nos produits (produit (1) et (2)) sur la croissance des
souches bactériennes testées : S. aureus et E. coli, sont représentées dans le tableau (II1.1) et les

figures suivants:

Produit (1) : 3-méthyl-1,2,4-benzotriazine-3-carboxylate de méthyle

Produit (2) : 6,7-dichloro-3-méthyl-1,2,4-benzotriazine-3-carboxylate de méthyle

S. aureus

Produit (1)

Figure II1.1 : Halo d’inhibition de produit (1) sur S. aureus
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E. Coli
Produit (1)

Figure I11.2: Halo d’inhibition de produit (1) sur E. coli

5. aureus
Produit (2)

Figure II1.3: Halo d’inhibition de produit (2) sur S. aureus
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E. Coli
Produit (2)

Figure III.4: Halo d’inhibition de produit (2) sur E. coli

Tableau II1. 1: Diamétre d’inhinibition provoqués par notre produit

Produit (1) Produit (2)
S. Aureus | Diameétre 12 16
(mm)
Sensibilité + ++
E. Coli Diametre 15 16
(mm)
Sensibilité ++ ++

Les diametres des disques (9mm) sont inclus dans les

d’inhibition.

mesures des diamétres de la zone
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m S.aureus MW E.coli

produit(2)

produit (1)

0 5 10 15 20

Figure I1L.5: Comparaison des zones d'inhibition des deux produits

Les résultats d’aromatogramme obtenue a I’aide de la méthode de diffusion sur gélose
Mueller Hinton II Agar réveélent que Dactivité antibactérienne de nos produits testés est en
fonction de la bactérie cible. Il est claire qu’il y a une zone d’inhibition autour des disques a été
observée dans les deux produits. Pour le produit(1) était efficace contre la souche E. coli dont le
diametre de la zone d’inhibition de 15 mm mais contre la souche S. aureus posséde une
résistance une zone d’inhibition de 12 mm; Par contre, le produit(2) posséde une zone

d’inhibition de 16 mm pour les deux bactéries.

Donc on compare les deux produit on remarque qu’il posséde une activité antibactérienne.
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I11.5.2.Evaluation de ’activite antioxydante:

*Pour le produit (1):

On n’a pas fait cette évaluation pour ce produit car la quantité était insuffisante.

*Pour le produit (2):

L’¢évaluation de I’activité antioxydante ; exprimé en tant que pourcentage d’inhibition (1%),
de produit (2), a été faite en comparaison avec celle d’un antioxydant de référence, qui est I’acide

ascorbique Figure (II1.6, I11.7).
Les résultats obtenus ont permis de tracer une courbe a partir de 1’équation suivante :

1% = [Abs controle — Abs échantillon/Abs control] x 100

30

25 A

. ~

/

0 / ——1%
./

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
C(mg/ml)

1%
O

Figure I11.6:Pourcentage d’inhibition du radical libre en fonction de concentration de produit
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99.5

99

98.5

98

1%

97.5

97

96.5

~N

0.02

0.04
C (mg/ml)

0.06

0.08

=—1%

Figure I11.7: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH® en fonction d’acide ascorbique

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antioxydante de produit (2) testée dans cette étude

par la méthode de réduction en utilisant le DPPH ont montré que le pouvoir antioxydant est

proportionnel a la concentration en produit (2). Il présente une inhibition de I’ordre de 3% pour

une concentration 0,02 mg/ml et de "ordre de 99%

ascorbique.

a une méme concentration pour I’acide

Ce résultat permit de dire que notre produit a une activité antioxydante plus faible a celle de

I’acide ascorbique.
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Conclusion générale

La cyclisation réductive de composés nitrés est largement utilisée pour la syntheése

d’hétérocycles azotés de différentes grandeurs.

Le principe de synthése repose sur la réduction du groupement nitro dont les produits de
réduction réagissent par addition, condensation ou substitution intramoléculaire avec les autres

groupements fonctionnels par formation d’une liaison C-N.

L’objectif de ce travail était de synthétiser de nouveaux hétérocycles azotés, doués d’activité
biologique, par cyclisation réductive a partir des dérivés des hydrazones(E) et (Z)-2-

nitrophynylhydrazono puruvate de méthyle.

La synthese de ces hydrazones est diastéréosélective. Ainsi la condensation des dérivés de 2-
nitrophénylhydrazine avec I’ester de 1’acide pyruvique dans I’alcool correspondant donne
exclusivement les dérivés de (E)-(2-nitrophényl hydrazono pyruvate de méthyle, qui, par
traitement avec 1’acide chlorhydrique concentré, se transforment complétement en dérivés (Z)-(

2-nitrophényl hydrazono pyruvate de méthyle.

Ces diastéréoisomeres se différencient nettement par leur point de fusion et surtout par la

position caractéristique de leurs signaux du proton du groupement NH dans le spectre 'H-RMN.

La réduction par la poudre de zinc en milieu acide des dérivés de (E) (2-nitrophényl
hydrazono pyruvate de méthyle a mené a des produits ; d’aprés une premicre caractérisation ;

correspond aux dérivés benzotriazines qui ne sont pas encore décrites dans la littérature.

La réduction par la poudre de zinc en milieu acide des dérivés de (Z) (2-nitrophényl

hydrazono pyruvate de méthyle a mené aux mémes dérivés benzotriazines.

Donc on peut considérer qu’il s’est du; dans le cas des isomeres (E) une isomérisation, suivi

d’une cyclisation réductive qui meéne aux méme produits que 1’isomere (Z).

La réduction par la poudre de fer en milieu acide des dérivés de (Z) (2-nitrophényl hydrazono
pyruvate de méthyle & mené a des produits ; d’aprés une premiere caractérisation ; correspond

aux dérivés benzotriazines -3N-oxyde qui ne sont pas encore décrites dans la littérature.

Une caractérisation ultérieure avec d’autres méthodes physiques d’analyses tel que 'H- et *C-

RMN et la spectroscopie de masse devra étre mené, afin de déterminer la structure exacte et

%]

finale des molécules synthétisés.
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