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En 1946, I’ingénieur Percy Spencer, alors qu’il passait a proximité d’un magnétron en
activité, il a également remarqué qu’une barre de chocolat qui était dans sa poche avait fondu,
il a déduit que les micro-ondes pouvaient faire cuire ou réchauffer des aliments [1]. Apreés
guelque mois, la société Raytheon breveta le procédé de cuisson par micro-onde et en 1947
elle construisit le premier four a micro-ondes qu’elle commercialisa, le Radrange. Il mesurait
1.8 métre de haut pour un poids de 340 kilogrammes. Il était refroidit par un systéme a base
d’eau, avait une puissance de 3000 watts et produisait trois fois plus de radiation parasite

qu’un four a micro-ondes actuel [2].

En outre, la chimie assistée par micro-ondes a connu un essor considérable avec
I’arrivée d’appareillages spécifiquement adaptés pour la synthése. Ces nouveaux réacteurs
favorisent une meilleure reproductibilité des réactions et permettent actuellement une
production quasi-industrielle. Les radiations micro-ondes ont un effet avantageux sur des
réactions qui nécessites des températures élevées et les temps de réaction impliquées sont
également plus courtes que par la voie traditionnelle (chauffages par bain d’huile ou

métallique) couronnent tres souvent a des rendements supérieurs [3,4].

Depuis 1’apparition des premiers articles concernant 1’application des micro-ondes en
synthése organique [5] surtout les travaux de pionniers de Gedye [6] et Giguere [7] en 1986
qui ont montré la faisabilité de réaction en synthese organique, cette technique a été utilisée
pour de nombreuses et diverses réactions organiques, on dénombre plus de 2000 articles [8]
cependant seules quelques dizaine d’article sont recensés dans le domaine de la chimie des

composés organophosphorés.

En outre, la synthése classique des composés organophosphorés comporte certains
désavantages comme le long temps de réaction, pollution de I’environnement a cause de
I’utilisation des solvants organiques, 1’utilisation des catalyseurs couteux, multiplicité des
¢tapes... etc, qui nécessite 1’exploitation d’autres méthodes vertes, économiques et

environnementales.

Les premiéres réactions des a-aminophosphonate sous micro-ondes ont été rapportées
en 1955, ou ils ont synthétisé des acides phosphoniques via la réaction de Wittig [9]. Ensuite,
certains auteurs ont rapporté la syntheése des phosphonates sous micro-ondes en utilisant des
réactions de type Arbuzov [10-12].

Parmi les composés organophosphorés, les a-aminophosphonates qui ont attiré

beaucoup d’attention en raison de leurs activités biologiques et pharmaceutiques importantes.
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IIs sont structurellement comparables aux acides aminés [13], ce qui donne 1’avantage a ces
molécules d'agir comme des inhibiteurs de synthase [14], HIV protéase [15], rénin [16],
PTPases [17], et agents antiviraux [18,19]. Les a-aminophosphonates sont utilisés aussi en
agriculture comme herbicides [20], fongicides [21] et régulateurs de croissance des plantes
[22]. En outre, ces molécules se comportent en tant qu’agents chélateurs efficaces des métaux

de transitions et lourds [23].

Récemment, la tendance des chercheurs a été orientée vers le développement de
diverses méthodologies pour la synthese des a-aminophosphonates en utilisant des catalyseurs
comme FeCls [24], TaCls-SiOz [25], InClz [26], TiO2 [27], acide sulfurique, Amberlite-IR
120 et les heteropolyacides...etc.

En raison de I’importance primordiale des a-aminophosphonates, les chercheurs de
notre laboratoire (LEMMC) ont été orientées vers la synthése de nouvelles dérivees
phosphonates [28] et 1’étude de leurs activités biologiques [29-31], leurs propriétés

complexantes et leurs éventuelles application dans la lutte contre la corrosion [32-35].

Dans ce contexte, I’objectif de ce travail vise d’une part a la synthése d’une nouvelle
série d’acides a-aminophosphoniques en utilisant une méthode verte et économique et
I’évaluation de leur activité biologique, et d’autre part 1’étude théorique des propriétés
structurales et électroniques des composés synthétisés par la méthode DFT. En plus, nous
avons intéressé au sujet actuel c’est le confinement de COVID-19. De ce fait, on a évalué
I'activite inhibitrice des composés synthétises vis-a-vis la protéase principale du SARS-CoV-2
en utilisant le Docking Moléculaire. En fin, on a introduit le calcul ADME (adsorption,
distribution, métabolisme et excrétion) qu’est important pour estimer la pharmacodynamique
des composés synthétisés, qui pourraient étre des agents candidats dans les études de

conception et de découverte de médicaments.
Le manuscrit de these est subdivisé en cing chapitres :

Dans le premier chapitre, nous exposons un apercu général sur les irradiations micro-ondes et
leur utilisation dans la synthese organique, ainsi sur les a-aminophosphonates, leurs méthodes

de synthese et leurs domaines d’applications.

Le second chapitre decrit les méthodes expérimentales utilisées dans la caractérisation
physicochimique et structurale des acides a-aminophosphoniques synthétisés, ainsi que dans

I’évaluation des activités biologiques des molécules obtenues.

Le troisieme chapitre détaille la synthese et la caractérisation physicochimique et structurale

de quatre nouveaux acides a-aminophosphoniques synthétises sous irradiations micro-ondes.
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Le quatrieme chapitre regroupe les résultats et la discussion des applications biologiques des

molécules étudi¢es y compris I’activité antioxydante et 1’activité antifongique.

Dans le dernier chapitre nous avons exposé les resultats et discussions des calculs de chimie
quantique obtenus par la méthode DFT, les résultats du docking moléculaire de 1’activité
inhibitrice de la protéase principale du SARS-CoV-2, et les résultats des calculs ADME des

molécules synthétisees.

Enfin, nous terminons notre thése par une conclusion genérale qui résumera

I’ensemble des résultats obtenus et proposera quelques perspectives.
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I.1. Introduction

Dans ce chapitre nous présentons, dans un premier temps des généralités sur la
synthése assistée par micro-ondes, comparaison entre le chauffage conventionnel et le
chauffage par micro-ondes. En outre, en exposant les différentes méthodes de synthése des
phosphonates citées dans la littérature et leurs applications dans les différents

domaines notamment médicale, industriel et agricole.
I.2.Le rayonnemnt électromgnétique

Une onde électromagnétique (Figure 1.1) peut etre assimiler a un flux de photons. Ces
derniers se déplacent a la vitesse de lumiere (Co ), cette onde est caractérisée par la distance
qu’elle parcourt a chaque oscillation, c’est-a-dire sa longueur d’onde ou par sa fréquence, la

relation entre la longueur d’onde et la fréquence est décrite par 1’équation suivante :
A=Co/f = 2nCo/w  (I.1)

A (m) : Longueur d’onde

Co(m.s?t) : Célérité de lumiére

f (s-1 ou Hz) : Fréquence

o (rad.s™) : Pulsation

A = longueur d'onde

E = champ électrique oscillant Y !,/
B = champ magnétique oscillant Y | !
L

Figure 1.1 : Représentation d’une onde électromagnétique.

Des regles d’utilisations par la 1égislation internationale limitent 1’emploi des gammes
de fréquences, les principales bandes utilisables pour le chauffage micro-ondes sont centrées
sur 28 GHz, 2.45 GHz, 915 MHz et 434 MHz (Figure 1.2). La majorité des recherches sur le
chauffage par micro-ondes sont réalisées a 2.45 +0.5 GHz soit une longueur d’onde A de 12.2
cm [1].
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Longueur d'onde (1)

0.3 nm 400 nm 730 nm 1 mim 1 m
i 1 | | | -
1 1 I I I
Fréquence (f=a /21
10 gz 7510% Hz 4.110" Hz 300 GHz 300 MHz

Figure 1.2 : Spectre électromagnétique.

1.3. Générateurs des micro-ondes

Il existe de nombreux moyens de production des micro-ondes comme le magnétron,
Klystron et Gyrotron, mais le magnétron est le plus utilisé dans le domaine des fours micro-
ondes. En effet, I’utilisation des magnétrons est le plus pratique et de plus le cout d’achat et

d’utilisation d’un magnétron est bien plus faible que celui des autres dispositifs.

Le magnétron se compose d’un cylindre creux, fermé par deux aimants permanents a
I’intérieur du cylindre, on distingue la cathode, constitué d’un filament hélicoidal en
tungsténe, de 1’anode, qui comprend plusieurs cavités résonantes. Ces cavités peuvent
présenter diverses formes. L’espace (quelque mm) entre la cathode et ’anode servant

d’espace d’interaction, il y régne un vide trés poussé.
I.4. Effet thermique des micro-ondes

L’effet thermique des micro-ondes résulte du phénomeéne de la polarisation des

molécules. Cette polarisation est en fonction de deux mécanismes :

Le premier étant la polarisation des molécules par leurs moments dipolaires et le

second par leur conduction ionique.
v' Lapolarisation :

Si des molécules polaires sont soumises a un courant alternatif a haute fréquence,
’orientation de ces dipoles change a chaque alternance, par exemple a 2.45 GHz les dipoles
changent d’orientation 2.45.10° fois par seconde (Figure 1.3). Cette agitation provoque la

friction des molécules et cause un échaffement interne qui peut etre trés intense (10 °C/sec)®.
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La capacité de transformer I’énergie électromagnétique en énergie thermique repose sur la

propriété diélectrique de chaque substance [2] cette capacité est caractérisée par le rapport :
Tang 6 = €''/¢ (1.2)

Ou:

'’ . Coefficient de perte diélectrique.

¢': Permittivité du milieu.

L’interaction des dipdles se produits avec les molécules polaires ces derniére ont la
tendance de s’aligner et osciller en synchronisme avec les oscillations du champ électrique
des micro-ondes. Collisions et frottement entre les molécules en mouvement provoquent le

chauffage. Plus les molécules sont polaires plus I’interaction onde-matiere est meilleure.

e e —— P Skt d ok ek o ik

0100000 @@@@E

V2o || 0000 || BT
S92 |leveos I%‘%%

Figure 1.3 : Comportement des dipoles vis-a-vis du champ électrique.
a : Sans champ ¢électromagnétique, les dipoles s’oriente aléatoirement.
b : Avec un champ ¢électromagnétique continue, les dipdles s’oriente dans le sens du champ.

C : Avec un champ électromagnétique alternatif, les dipoles changent d’orientation a chaque

alternance du champ.
v' Laconduction ionique

La conduction ionique représente le deuxieme mécanisme de transformation de
1I’énergie des micro-ondes en chaleur [3,4]. Les ions en solutions n’ont pas de moment
dipolaire, ce sont des espéces chargées et peuvent coupler avec les oscillations du champ
électrique de la micro-onde, ce mécanisme apparait lorsque le matériau contient des électrons
de conduction libres, ce phénomene est essentiel lors du chauffage de certain métaux ou

oxydes minéraux.

Donc, ce dégagement de chaleur fait intervenir un mécanisme propre a la gamme de
fréguence considérée, les phénomeénes de conduction, convexion et rayonnement ne jouent

qu’un role secondaire d’équilibre de température.

1.5. Appareillage
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Le réacteur a micro-ondes est constitué d’un magnétron, d’un guide d’onde et d’une

cavité [5] et les fours micro-ondes actuels sont classés en deux catégories :
1.5.1. Les réacteurs monomodes

Les ondes sont focalisées a 1I’aide du guide d’onde. La distribution du champ

électrique est homogeéne.

Dans les produits a chauffer comme dans le guide. Ces récteurs sont utilisés avec une
moindre puissance émise (30-300 Watts), ainsi la stabilité thermique des produits est

préservée, les rendements sont alors plus élevés [6,7-10].
1.5.2. Les réacteurs multi-modes

C’est le cas des fours micro-ondes domestique, la répartition du champ électrique sous
forme d’énergie provient de la réflexion des ondes électromagnétiques sur les parois
métalliques de la cavité. Une hétérogéneité de champ électrique apparait et le chauffage des

produits n’est pas homogene.

Les fours dotés d’un plateau tournant permettent une meilleure homogénéité du
chauffage. En général, les fours domestiques peuvent étre utilisés pour la synthese a 1’échelle
de laboratoire mais pour les applications industrielles ou des études cinétiques, des appareils

spécifiques est géneralement plus sophistiqués et trés couteux, sont tres répondus.
1.6. Utilisation des micro-ondes dans la synthése organique

Les micro-ondes ont été utilisées pour la premiere fois en 1986 dans le domaine de la
synthese organique, la synthese assistée par micro-ondes est de plus en plus utilisée dans les
stratégies de synthese chimique modernes. Elle rencontre un intérét croissant tout

particulierement en raison de sa grande efficacité et de son extréme rentabilité.

La technologie micro-ondes sera par la suite utilisée dans différents domaines comme

I’analyse, la minéralisation, le séchage et le traitement des déchets.
I.7. Comparaison entre I’irradiation par micro-ondes et le chauffage classique.

Le chauffage traditionnel présente 1’inconvénient d’étre lent et inhomogene, seul la
surface au contact de la source de chaleur (bain d’huile ou autre) est chauffée au départ, la
chaleur se propage ensuite progressivement a I’ensemble de la solution. Ainsi des
phénomeénes de surchauffes (points chauds) peuvent se produire sur les parois du récipient
conduisant a une dégradation des réactifs et ou des produits formés. Grace a 1’utilisation d’un
réacteur micro-ondes la solution est chauffée de fagon homogene, au méme moment dans tout

le volume, sans surchauffe superficielle. Il a été montré dans de nombreuses études que

10
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I’utilisation des micro-ondes permet d’améliorer considérablement les cinétiques de certaines
réactions chimiques, les temps de réaction sont beaucoup plus courts et dans certain cas des
rendements plus importants ont été observés et reportés [11-13], cette technique a donc été

appliquée avec succes a de nombreuses réactions avec ou sans solvant [14].

Les interactions rayonnement électromagneétique-matiere se traduisent par un
échauffement des molécules polaires constituant le milieu réactionnel, ensuite cette chaleur se
transmet a 1’intégralité du milieu en réalisant un gradient de température allant de cceur du
milieu vers les parois du réacteur. Les profils de montée en température traduisent I’ intérét
qu’apporte I’utilisation des micro-ondes comparée au chauffage classique, ils permettent un

chauffage nettement plus rapide [15].
1.8. Interaction champ électrique-matiere

Au niveau microscopique, les entités dipolaires, ioniques et electroniques sont
sensibles au champ électrique et réagissent en effectuant des mouvements (rotation,
translation) limités par les forces de liaisons du milieu. Ces mécanismes conduisent a

I’échauffement du matériau.

La propagation d’une onde ¢électromagnétique dans un milieu peut conduire a un transfert
d’énergie. Ainsi I’application d’un champ alternatif fait osciller ces charges qui peuvent
suivant les fréquences du champ appliqué il y a alors un déphasage entre le champ
d’excitation et la réponse. C’est ce déphasage qui va étre a 1’origine de 1’absorption de

I’énergie engendrant le chauffage.

Sous irradiation micro-ondes, les reactions chimiques peuvent étre réalisees en
présence ou en absence de solvant et dans des récipients ouverts ou fermés. Elles peuvent étre
effectuées aussi a reflux dans des fours domestiques modifiés ou dans des réacteurs

monomodes adéquats [16,17].
1.8.1. Réactions en présence du solvant

De nombreux solvants atteignent, sous irradiation micro-ondes, des températures
supérieures a leur point d’ébullition. Il s’agit du phénomene de sur-ébullition (Tableau 1.1).
Ce phénoméne de sur-¢ébullition serait responsable de 1’¢lévation des rendements de certaines

réactions organiques [18].

Tableau 1.1 : Phénomeéne de sur-ébullition de certains solvants.

Solvant Conditions normales | Sous micro-ondes Différence (°C)

°C) °C)
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Eau 100 105 5

Methanol 65 84 19
Ethanol 78 103 25
Butanol 117 138 21
Pentanol 136 157 21
Acétonitrile 82 120 38
Acétate d’¢thyle 77 102 25
Acétone 56 89 33
Ether diéthyl 35 60 25
THF 67 103 36
Chloroforme 61 89 28

1.8.2. Les réactions sans solvant

Les réactions sans solvants sont économiques et ont des hauts rendements. Les réactifs

sont imprégnés sur un support solide selon deux voies :

v L’irradiation directe des réactifs polaires sur un support inerte (alumine, silice...) ;
v L’irradiation des réactifs non polaires sur des supports actifs sous micro-ondes. Les
réactions sans solvants et/ou milieu hétérogéne, présentent plusieurs avantages qui

justifient leurs applications dans diverses et nombreuses réactions chimiques [19-24].
1.9. Limitations

Les points d’ébullitions des solvants sont atteints trés rapidement, posant des
problémes de sécurité (explosions fréquentes). Pour contourner cet inconvénient majeur, les
réactions doivent étre menées dans des systemes fermés (généralement dans des récipients en
téflon), transparents aux micro-ondes et résistant jusqu’a des températures de 250 °C. Il est
aussi vivement conseillé de n’opérer que sur des petites quantités de produits, n’occupant
qu’environ 1/10 du volume total. Tout ceci constitue toute évidence une limitation sérieuse en

matiére de sécurité et de montée en échelle des expériences.

Un autre inconvénient majeur est lié aux difficultés de mesurer et contrdler la
température. Toutefois, ces limitations peuvent étre levées moyennant deux adaptations du

procéde :

> Réaliser les réactions sans solvant ;
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» Opérer avec un réacteur chimique adapté tout particulierement a la chimie permettant
une homogénéité du champ électrique et de la température, ceci étant possible grace a
des guides d’ondes (systeme monomodes), il convient aussi d’avoir une évaluation sur
de la température (par fibre optique ou détection infrarouge) et son asservissement par

la puissance émise par le magnétron tout au long d’une réaction chimique.
1.10. Composés organophosphorés

Les composes organophosphorés sont des composés organiques comprenant au moins
un atome de phosphore li¢ directement a un atome de carbone. Ils ont d’une importance
capitale notamment en biochimie car un trés de grand nombre des composés d’intéréts
biologiques sont des composés organophosphorés : I’ ADN, I’ARN et les nucléotides, les
composés organophosphorés se répartissent en différentes classes selon le degré d’oxydation
du phosphore (numéro de coordination 1 a 6) et la nature des substituants, notamment la
présence d’un atome d’oxygéne ou d’un autre chalcogéne. Par conséquent, il existe une

grande variété des composés organophosphorés.

Dans la seconde guerre mondiale les pesticides organophosphorés comme le
Malathion, le Roundup se sont substitués aux organochlorés dans les années 1970 et ils sont

utilisés comme gaz de combat.

L’utilisation des composés organophosphorés n’est pas limitée dans 1’agriculture
comme herbicides ou insecticides. En effet, les composés organophosphorés sont utilisés
actuellement dans la composition des médicaments, détergents, additifs aux dentifrices, huiles

additives et agents complexants [25].
1.10.1. Les phosphonates

Les phosphonates sont des composés organophosphorés, qui porte une liaison C-P et
le groupe fonctionnelle RPO(OR1) (OR2) (figure 1.4).

'Tl
O
R, \ O

P
XN
R O—R

2 RS

R, R1, R2, R3, R4 : H, alkyle ou aryle

Figure 1.4 : structure générale des phosphonates.

13



H. TLIDJANE CHAPITRE I : RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE
1.10.1.1. Les dérivés des phosphonates
Les phosphonates sont classés en six groupes :

Les a-hydroxyphosphonates ;

Les bisphosphonates ;

Les nucléosides phosphonates ;

Les alkyles-phosphonates et les aryles-phosphonates ;

Les polyphosphonates ;

YV V. V VYV V V

Les a-aminophosphonates.
1.10.2. Les aminophosphonates naturels

Chavane a considéré que les aminophosphonates sont des constituants de la matiére
vivante dans le début de 1940 [26] mais I’isolation réel d’une source naturelle n’est pas été
accompli jusqu’a 1959 lorsque Horiguchi et Kandatsu ont découvrit ’acide 2-
aminoethanephosphonique (AEP) dans le protozoaire du rumen des moutons ciliés et il été
nommeé ciliatine [27]. Par ailleurs, la ciliatine a été isolé par Kittredge et al dans les animaux
marins [28], En outre I’isolation de 1’acide 2-aminoéthanephosphonique (AEP) et d’autre
aminophosphonates a été continué dans des différents organismes vivants comme les

bactéries, protozoaire, les invertébrés, humains... [29].

H,oN

M\ on

\\P(
HO W \
o)

Figure 1.5 : Structure chimique de 1’acide 2-aminoéthylphosphonique (AEP).

Les lipides composés d’aminophosphonates sont nommés phosphonolipides [30,31] et
chaque phospholipide naturel est constitué d’un acide phosphonique. Ils existent deux groupes
des phosphonolipides naturel ; les phosphonosphingolipides (Figure 1.6(a)) et les
phosphonoglycerides (Figure 1.6(b)), qui sont représenté dans la figure suivante :
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Rl
\
O
O
—
R OH
\ O\ /O R3
\P\
O\\ O\ /OH OH
NH P
/ //
Ry o _\—R2 Ry
(a) R2=NH2,NHCH3,N(CHz3)3 (b)

Figure 1.6 : Structures des phosphonosphingolipides (a) et les phosphonoglycerides (b).

L’organisme tetrahymena thermophila contient un pourcentage important de
phosphonates, la culture de cette organisme est facile sous conditions de laboratoire bien
contr6lé qui mene a des études extensives en biochimie des phosphonates et des
phosphonolipides. Concernant les acides aminophosphoniques, a ce jour nous avons un seul
acide aminophosphonique naturel découvrit ¢’est le (-) -1-amino-2-(4-hydroxy-
phenyl)ethylphosphonique (Figure 1.7).

A or
b
\
OH

NH,

HO

Figure 1.7 : Structure de I’acide phosphonique naturelle (-)-1-amino-2-(4-hydroxy-
phenyl)ethylphosphonique.

1.10.3. Les a-aminophosphonates et les acides a-aminophosphoniques

Les a-aminophosphonates constituent des motifs importants dans la chimie médicinale

en raison de leurs rassemblences avec les acides a-aminées [32].

Leur toxicité négligeable vis-a-vis des mammiferes rend ces composés extrémement

importants dans la médecine humaine et vétérinaire [33].

De sorte que la présence de I’atome d’azote dans les a-aminophosphonates augmente
leur pouvoir chélatant vis-a-vis les métaux, ainsi que les complexes formés sont plus stables
[34- 36].
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EH NHs HO NH

= !
JaH o =4

Acide a- aminophosphonique Acides a- aminées

R : Halkyle ou aryle.
Figure 1.8 : Similitude entre les acides a-aminophosphoniques et les acides a-aminés.

Les a-aminophosphonates ont trouvés une large gamme d’applications dans les
domaines médécinale, chimie industriel et agricole, ils servent comme inhibiteurs
enzymatiques [37] agents atibactériens [38] agents antifongiques [39] antioxydants [40] anti-
cancer... [41-42].

Y RSO R
\ | N/
N | F|> o
3 2

R

R O\Rl

R, R, R% R3 R*: H, alkyle ou aryle
Figure 1.9: Structure générale des a-aminophosphonates.
1.10.4. Synthése des a-aminophosphonates

La grande variété des structures des aldehydes et des cétones, leur conférent les
substrats (produits de départ), les plus connus pour la préparation des a-aminophosphonates et
phosphinates. Environ de 50 % des publications de syntheses de ces composés décrit

I’utilisation des aldehydes et des cétones comme substrats.

Plusieurs méthodes synthétiques d’a-aminophosphonates ont été rapportées dans la
littérature comme la synthese a trois composants (one-pot) [43], synthése par étapes [44], la
synthése sous micro-ondes [45], la synthése sous ultra-sons [46] et la synthése par liquides
ioniques [47].
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En plus, grace a I'importance primordiale des a-aminophosphonates, les chercheurs
ont été orientés vers la découverts, la conception et la synthése de celle-ci avec nombreuses

approches et la littérature est riche de ces travaux, nous citerons quelques-uns :
1.10.4.1. La condensation de type Mannich

La réaction de type Mannich consiste a réagir une amine, un aldehyde avec 1’acide
phosphorous ou hypophosphoreux, I’utilisation d’une amine avec le formaldéhyde et I’acide
phosphorous c’est une procédure utile pour la préparation des acides N-substitués
aminométhanephosphoniques, cette réaction est introduit par Moedritzer et Irani, qui est

applicable pour des variétés des amines aliphatiques primaires et secondaires [48].

1
H OH R
W—R! //O e N
5 + H—X + 'T—O — \_OH
R H OH HO™ \\O

Schéma 1.1: La réaction de Moedritzer et lrani.
1.10.4.2. La réaction de Pudovick

Dans la réaction de Pudovick les a-aminophosphonates sont obtenues par I’insertion
directe d’un di ou trialkylphosphite (phosphite) a la liaison C=N d’imine. La réaction de

Pudovick peut étre activée par un acide de Lewis comme ZnCly, PdCl,, AICI; Cdl»...

Kabachnik et al ont synthétisés une série de différents a-aminophosphonates par une

réaction de type Pudovick catalysée par de I’iodure de cadmium [49].

Ph
Ph Ph—< Ph
—H H.C— H O NH
N/ : _\// Cd|2 - 4< /OVCH3
+ O B =
>7Ph O CeHe Q @]
40°45°C )
Ph < hc
CHj3

Schéma 1.2 : Réaction de Pudovick catalysée par Cdl..
1.10.4.3. Réaction de Kabachnik-Fields

Au début des années 1950, Kabachnik [50] et Fields [51] ont montré
indépendamment que la réaction d’une amine, d’'un composé carbonylé et d’un dialkyle
phosphite méne a la formation des dérivés a-aminophosphonates, cela été fait par I’utilisation

des acides de Lewis comme catalyseurs dans la plupart des cas.
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1
R O O 1
3 \\ 1 \\ /OR
>:o + R—NH, 4 P—OR . NHR3 P_
2 /N o 2 OR
R H OR R 2
R1

Schéma 1.3: Réaction de Kabachnik-Fields.

Cette réaction est réalisée dans certain cas sans catalyseur [52] mais dans la plupart
des cas I’utilisation des acides de Lewis est nécessaire pour accélérer la réaction comme le
SnCl4 [53], BF3OEt, [54], ZrCls [55], acide hypophosphorous, hetéropoly-acides, Yb (PFO)

3...etc.

Cette réaction se fait en plusieurs étapes via un mécanisme complexe appelant la

réaction de Mannich, deux mécanismes les plus répandus dans la littérature sont les suivants :

Voie (a) :
O,
i oS T . .
H o - F{T/%L‘HE Ha‘*/ﬁ . res e HWF-*H
1_,NL_—;,., el ;o= = e f;'l T
H H L W, [{=11 Tt b
RO TH® R H R |
H |
D.'I
-
H oA
el
] Fif'!-
. R LOR? o M7 3 R LO.% o
H:\Lf'l:’::_hoﬂq - R“T:EI:?T'HJOH - l/ ?_T:\“Dﬂd
pE?
HI,,NH F|.|.J'NH (s =1 ‘u._.-H
Voie (b) :
NH,

O H

OR

[ \ PhcHO MO §" -H;0 \NH‘<
OR—P—H N — P—OR — /
I / I + P—OR
H Ph 0] //

Schéma 1.4: Mécanismes proposé pour la réaction de Kabachnick-Fields.

Il'y a nombreuses hypothéses sur le mécanisme réactionnel de la réaction de
Kabachnick-Fields les chercheurs ont montrés que la nature de I’aldehyde [56], ’activateur
[57], le solvant [58] et le pKp de 1’amine [59] peut influencer sur ce mécanisme. 1l est supposé

le plus souvent que la réaction se produit par génération de I’imine a partir de la condentation
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du composé carbonyle avec 1’amine, suivi par 1’attaque nucléophile du composé

hydrophosphoryl dans un processus de type Pudovick.

Par ailleurs, Petrov et al ont suggérés que le mécanisme réactionnel de la réaction de

Kabachnik-Fields dépend de la basicité de I’amine. Les amines faiblement basiques tels que

les anilines, favorisent la formation d’une imine (voie a) tandis que les alkylamines comme la

cyclohexamine ne forment pas d’imine (voie b) [60].

1.10.4.4. Réaction de Mitsonobu

La réaction de Mitsonobu sert a I’amination nucléophile d’un hydroxyphosphonate,

soit une réaction one-pot entre un alcool, un azodicarboxylate, de la triphénylphosphine et un

nucléophile (ici HN3) [61].

R oH FEtO,CN=NCO,Et R N3 R .N=pphy R NH,
PPh;,NH, PPh, H,O
EtO—P=—0 » EtO—P—0 ——> EtO—IT:O — EtO—P=0
e CH,Cl, OEt CeHs OEt OEt

Schéma 1.5 : La réaction de Mitsonobu.

1.10.4.5. Autre réactions

L’acide 1-amino-2-phenylethylphosphonique, c’est ’analogue de I’acide aminé

phenylalanine qui synthétisé pour la premiére fois par Kosolappof et al par la réaction de 2-

phenylacétataldehyde, ammonia et diéthyl H-phosphonate suivi par I’hydrolyse avec I’'HCI

[62].
| “m/““‘xcf*’H + NH; + (C,H;0LP(OH
A
0
H | OH T ”
Mﬂ'fp/ i Rﬁ
| C oy |
A ~
NH,

“H,0

/,(JC'-_.H.;

l:

C, Hq

Schéma 1.6 : Synthése de I’analogue de 1’acide aminé phenylalanine par Kosolappof et al.
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M.V. Narayana Reddy et al ont synthétisé une nouvelle série d’a-
aminophosphonates avec un bon rendement selon la réaction de Kabachnik-Fields (one-pot)
en utilisant I’indole-3-carboxaldehyde, dialkyl ou diphényle phosphite et différent amines
primaires en présence de tetramethylguanidine (10 mole%) comme catalyseur dans le toluéne

a reflux. La réaction de cette synthese est figurée dans le schéma suivant :

0
RD\II!.
RO
o ROl - ’ ?RN‘R
l + i ::‘,,FI—H + R=NH, ﬂ.ﬁ | H H
N R'O - Toluene I}J 2
H Reflux 7 H
1) (2) (3a-1) (4a-1)

Schéma 1.7 : Synthése d’une nouvelle série d’a-aminophosphonates en présence de
tetramethylguanidine selon M.V. Narayana Reddy et al.

Une synthese one-pot de anilinobenzylphosphonates, qui est produit par la réaction
d’une aniline, benzaldéhyde et dialkyl H-phosphonates en présence de BFs .OEt, comme
catalyseur qui permet d’accélérer la réaction et de donné un bon rendement de réaction, [63]

selon la séquence réactionnelle suivante :

/Ph
HN
H OR BF;.0FEt,
Ph—NH; + HgCq—CHO N OR )\
2 56 4+ OR—P — = \

N\ _P CeHs

O O \
OR

Schéma 1.8 : Synthése one-pot d’anilinobenzylphosphonates.

La meilleur méthode pour la synthése des divers pyridines aminophosphonates c’est
I’addition thermique de diéthyl phosphonate a des imines pyridiniques. Les pyridinealdehydes
réagis facillement avec les amines aliphatiques et aromatiques dans le toluéne pour former les
imines correspondants. Les imines obtenues sont réagis in situ avec le diéthyl H-phosphonate

pour donner le diéthylester [64].
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- RN P HP(O)(OCHy), 7
| I———— | lo°c |
- toluene e CHZNR : ‘“\-\.N
N ey N =
CH=0 CH-P(0)(0C,Hs),

MHE

Schéma 1.9: Synthese d’un diéthylester selon [64].

Une méthode éfficace pour la syntheése d’aminophosphonates avec un bon rendement
98% en absence du solvent et du catalyseur et en utilsant la micro-onde selon la réaction de
Kabachik-Fields a trois composants : le benzalaldehyde, 1’aniline et le diméthyl phosphite
[65].

OCHj,

- H3CO\P/

O Mwasow)  wkr? g

RCHO + + H—ﬁ—OCHg 2min 1

O H

Schéma 1.10 : Synthése des a-aminophosphonates assistée par la micro-onde.

En 2016, Daamiche et al ont synthétisé une nouvelle séries d’a-aminophosphonates a
partir de propylamine et de para-aminopyridine en toluene et le diéthylphosphite sans
catalyseurs avec un bon rendement (85-95%). Les résultas éxpirémentaux révelent que ces
molécules possedent des activités anti-oxydante, anti-inflammatoire et antibactérienne

importantes [66]. La séquence réactionnelle suivie est la suivante :
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H
Ca vy
CH L
| il L N
HiCa™NH, * 2(CzH:OLPOH + 2 RCHO ouene . O J\ )\ 2
r R N ,F'\-.chsz
]
%
CzHs
CH,
la-d
NH2 CzHS‘O o
12
CaH P
toluene 215 o e
f] + 2(C;HsO)P(OH  + 2 RCHO - © J\ i L
N rt R N PN CaHs
8]
\F H
b4 -1
N
2a-c
R K
22N H le  2¢
| 1d —

Schéma .11 : Synthése des a-aminophosphonates selon Daamiche et al.

En 2018, S. Boughaba et al ont dévoloppé une nouvelle méthode pour la synthése des

a-aminophosphonates catalysée par le HsP2W1806.14H-0 a partir de la condensation de 2-

aminothiazole par un aldéhyde aromatique (benzaldehyde) et en présence du

triethylphosphite sans solvant avec un rendement allat de 54-95% [67].
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no catalyst

6h
80°C,6h
wi3%
Solvent free

Schéma 1.12: Méthode de synthése des a-aminophosphonates developée par Boughaba et al

en présence du HsP2W1806.14H>O comme catalyseur.

I.11. Domaines d’applications des phosphonates

1.11.1. Dans la biologie et la médecine

Au cours de la derniére décennie, les phosphonates ont fait 1’objet de recherche

accrues dans les domaines de la medecine et de la chimie gréce a leurs diverses activités

biologiques et pharmaceutiques. Les phosphonates agissent comme des agents neuroactifs,

inhibiteurs des enzymes [68], inhibiteurs de la collagénase, mimétiques peptidiques [69]

agents pharmacologiques et antibiotiques [70].

Des composés phosphorés contenant des hétérocycles tel que : les Oxaphsphole,

I’oxaphosphinine et le vinyloxaphosphinine phosphonates ont été décrits comme des anti-

inflammatoires [71-72].
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O H5C
// CHj
CH s—/ \,°~
3 CHj = P=qo
O B S
R\ IO \_d—0 &0 &
O \\ X \_—CHj 4 3
CHj R CH,

Oxaphsphole oxaphosphinine vinyloxaphosphinine

R:CN R: CN
R: CO: R: CO:Me
R: CO:Et R: COzEt

Figure 1.10: Structures chimiques des anti-inflammatoires contenants le motif phosphonates.

Alahari Janarhan Rao et al ont synthétisé une série d’a-aminophosphonates (3a-1), a
base des aldehydes aromatiques et hétérocycliques substitués avec le 2-amino-6-methoxy-
benzothiazole et le dibutyl/diphenyl phosphite sous irradiation micro-ondes sans catalyseur.
Les molécules obtenues présentent des activités antimicrobiennes prometteuses contre des
bactéries a gram positive Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis et des bactéries a grame
negative Echerichia coli et Klebsiella pneumonia. Aussi ces molécules présentent une activité

antioxydante remarquable [73].

Foefhme
hde D 5 * 0 ke 5 RO /R1
\C[?_NHEJ, R-CHD + H-I'-:!—[I:-WM —::@E JrtiH-¢ k=0
OR N AT
T dintion, 700 Wiats
1 2a-1 Ja-1
R R R'
3a- 3f = n-Butyl
Ja & 3g ﬂ & 3 HD@CI 3g- 31 = Phenyl
5
n, ",
T & 3h @“ Je & 3k "”@Br
.,
Je & 3i HO & 31 HD@Nﬂz

Schéma 1.13 : Synthése des a-aminophosphonates a effet antimicrobien et antioxydant selon

Alahari Janarhan Rao et al.
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Aujourd’hui, le marché est riche en médicaments préparés a partir des phosphonates et

leurs dérivés, qui sont largement appliqués dans le traitement des maladies osseuses.

Le premier bisphosphonates (diphosphonate) est synthétisé dans le 19°™ siécle. Le
biphosphonate géminale est métaboliquement stable, ¢’est un analogue de pyrophosphate

naturel dont la liaison P-O-P de pyrophosphate est remplacée par P-C-P.

O O

\\ _OH \\ OH

P 7

R2 P/OH HO }D/OH
g\ /=0

"0 HO

Figure 1.11 : Structure de bisphosphonates.

Les biphosphonates comme I’acide zolidronique et la pamidronate ne sont pas

toxiques pour les organes et permet la diminution de la prolifération cellulaire et induire

I’apoptose.
OH HO "ﬁ
0 0 \_N
1 7
= “oH \[/ ‘on HO
| o " HO—P—OH HO ?H
- _
HO || ™OH cl I t‘“;,p P—0
0 0 O
OH OH
L'acide Risédronigue L'acide Tiludronigue Lacide Zolédronigue
0
HyC OH |
4o t|]| ?I oM 3 HO—P—0OH
~ b HO _.OH HO OH
- ~ P P HaCo ;
HO 7{ OH HO || ||™~0H N P..
0 0 | £ 0
cl ClI CHa HO
L'acide Clodromgue L'acide Etdronigue L'acide Tbandronique

Figure 1.12 : Structures chimiques des bisphisphonates utilisés dans le traitement

I’ostéoporose.

Les biphosphonates sont utilisés dans les dentifrice, rince-bouche [74], des
médicaments de la polyarthrite rhumatoide [75], traitement du cancer du sein anti-

rhumatismal [76]. Les biphosphonates géminale et les acides biphosphonique géminale
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forment des complexes avec le calcium et le magnésium qui sont essentielles dans la

préparation des médicaments [77].

L’ester phosphonoamide synthétisée par McLeod et al [78] est un inhibiteur de I’HIV-
protéase. La synthése commence par le phosphonate (5) qui est obtenu par la méthode de
Fields [79]. L’acide dimethylesterphosphonique (5) est protéger par le trifluoracetyl et
convertie a I’acide phosphonique monoester chlorés, ensuite il est couplé avec 1’amide
phenylalanine ou I’amide proline pour avoir les esters phosphonamidates (7) et (8). La

séquence réactionnelle et les structures des deux esters sont représentés dans le schéma

suivant :
Pro'NH,
PCI 0
e HNOCF ;C P
o, Cl N
OCH, 45°C,2h / HaCO
HNOCF 5C P AN
3 /7 Sock g7 ©OCHs ] H,NOC
o 3 Phe'NH,
6
5
,NOC e}
k N, CF,CONH
WTSNHT
OCHj4
8

Schéma 1.14 : Synthése des esters phosphonamidates (inhibiteurs de I’HIV -protéase).

En plus, le nucléoside 5-phosphonate (Figure 1.13) possede une activité anti-HIV et
améliorer la pénétration de la barriére hémato-encéphalique et permet aussi d’améliorer

I’administration des médicaments.

O

|
H—F|>—O O BH;
OH

N3

Figure 1.13 : Structure chimique du nucléoside 5- phosphonate.
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1.11.2. Dans P’agriculture

Les phosphonates possédent une efficacité fongicide, qui a été démontrée dans de

nombreux pays et leur mode d’action est :

» L’inhibition de développement des champignons dans les plantes par une action
directe ;

> llIs renforcent les défenses naturelles de la plante d’une maniére indirecte.

Le Buminafos est utilisé comme régulateur de la croissance des plantes dans
I’industrie de I’agrochimie. En outre, le glyphosate est I’un des pesticides les plus utilisés

dans le monde.
@)
HO_ //
P\OH 0
HO NHJ \/\ 0=P-0
HN_ A
7 O -

Glyphosate (Round up) Buminafos

Figure 1.14 : Structures chimiques des pesticides a base des aminophosphonates.

Janusz sarapuk et al ont synthétisé une série d’a-aminophosphonates cycliques et
acycliques, ces molécules sont des herbicides puissants. Les auteurs ont conclue que leur
’activité est proportionnelle avec la lipophilicitie. En plus, I’isopropyle attaché avec 1’atome
du phosphore augmente 1’activité biologique ainsi les molécules cycliques possedent une
activité herbicide supérieur que celle des acycliques [80]. Les structures générales de ces

molécules sont représentées dans la figure suivante :

R’ OR
R°NH R' Oxp_ -
OR—P=0 Q%H
OR! (CHy)n

Figure 1.15 : Structure d’aminophosphonates cycliques et acycliques utilisés comme

herbicides.

1.11.3. Dans la corrosion
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L’utilisation des composés organophosphorés comme des inhibiteurs de corrosion des
métaux et des alliages est largement appliquée en raison de leur faible toxicité, de leur haute
stabilité et leur adsorption sur la surface du métal. Ces composes permet 1’élimination des
risques de dépdt de CaCOs sur la surface d’un acier dans des conditions de milieu peu corrosif
pH>8. L’utilisation des phosphonates pour la protection de I’acier au carbone contre la

corrosion dans les différents milieux a été étudiée par plusieurs chercheurs [81-85].

S. Merah et al ont été¢ étudié¢ une nouvelle classe d’inhibiteurs de corrosion polymérique
’action inhibitrice de 1’acide synthétisé¢ polyethyleneiminemethylene phosphonique (PEIMA)
la corrosion de I’acier au carbone C38 en milieu HC1 1M a 30°C a été examineée par la
méthode de mesure de perte de masse, la microscopie électronique a balayage (MEB) les
résultats de cette étude révélent que le PEIMPA agir comme un inhibiteur de type mixte et les
images MEB obtenus confirment la formation d’un film protecteur du (PEIMPA) sur la

surface de I’acier au carbone [86] .

Figure 1.16 : Structure de 1’acide polyéthyléneiminemethyléne phosphonique

Récemment en 2017 , chafai et al ont synthétisé une nouvelle molécule mixte acide/ ester a-
aminophosphonique a partir d’une hydrazine aromatique c’est I’acide 4-
(2{[ethoxy(hydroxy)phosphonyl] (3- nitrophenyl) methyl} hydrazinyl) benzoique, en outre
les auteurs ont évalué 1’activité inhibitrice de corrosion de la molécule synthétisée vis-a-vis
’acier au carbone XC48 en milieu H2SO4 0.5M en utilisant les méthodes gravimétriques,
électrochimique et le microscope a force atomique (AFM). Les résultats obtenus montrent que

la molécule étudié présente une activité inhibitrice de corrosion imporatnte [87].
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HO

NH
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NS
HO O

Figure 1.17 : Structure chimique de I’inhibiteur 4-(2{[ethoxy(hydroxy)phosphonyl] (3-

nitrophenyl) methyl} hydrazinyl) benzoique.

K. benbougerra et al ont synthétisé une nouvelle molécules a-aminophosphonates (a-ADP).

La capacité inhibitrice de corrosion a été étudiée sur I’acier au carbone XC48 en milieu

H2S04 0.5M en utilisant la spectroscopie d’impédances électrochimiques et le microscope a

force atomique (AFM). Les résultats obtenue indiquent que ces molécules sont des inhibiteurs

mixte et efficaces qui suit I’isoterme de langmuir. Le (a-ADP) est représenté dans la figure

suivante [88].

NH
©/O:I|3—OCZH5

CH,

NS

CHjy

OC,Hg

Figure 1.18 : Structure chimique de I’inhibiteur (a-ADP).

1.11.4. Industrie

» Deétergent : Les phosphonates sont utilisés dans 1’industrie des détergents comme

agents séquestrents de calcaire.

» Traitement des eaux : les phosphonates agissent comme agents chélates ou ils

retardent ou empéchent la précipitation du carbonate de calcium.

En outre, les dérivés des phosphonates sont utilisés dans 1’industrie nucléaire [89],

retardent de flamme, dans la fabrication des pates et papier et dans 1’industrie textile.
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1.11. Conclusion

A partir de cette étude bibliographique qu’on a effectuée sur les phosphonates et leurs
dérivés, notamment leurs procédures de synthese et leurs applications prometteuses, on peut
dire que cette famille de composés montre une importance primordiale dans les différents
domaines. En plus la synthése par micro-ondes est considérée comme une méthode verte,
rapide et efficace. Ceci nous a permet de penser a synthétiser de nouveaux dérivés a-
aminophosphonates et de caractériser ces nouveaux molécules par les méthodes

physicochimiques et spectroscopiques, qui seront présentés dans le chapitre suivant.
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I1.1. Introduction

Ce chapitre regroupe le matériel, les réactifs, et I’ensemble des méthodes d’analyses
physicochimiques et spectrales utilisées dans la synthése et la caractérisation des acides

aminophosphoniques ciblés dans ce travail.
11.2. La synthése sous micro-onde

Dans une réaction chimique les liaisons des réactifs soient fragilisées pour étre en mesure de

se rompre et ainsi étre a méme d’établir d’autres liaisons

Le chauffage par micro-onde provoque une rotation ordonnée des molécules, ce qui
correspond a une diminution d’entropie et donc une diminution de I’énergie d’activation, la

réaction est donc facilitée par ce mode de chauffage.

L’échauffement du milieu réactionnel résulte du couplage des micro-ondes soit avec le

solvant organique soit avec les réactifs (dissous dans un solvant non polaire)

La mico-onde utilisé est une micro-onde domestique multiomode MWO720CR6S (IRIS) avec

un plateau tournant a une fréquence faible (100 W) en présence d’un solvant polaire (é¢thanol).
11.2. Méthodes de caractérisation physicochimiques et spectrales
11.2.1. Chromatographie sur coche mince CCM

La chromatographie sur coche mince (CCM) est une méthode de séparation basée
principalement sur le phénomene d’affinité chimique de deux phases I’une stationnaire et
I’autre mobile. La phase stationnaire c’est un solide fixé sur une plaque en aluminium, en
plastique ou en verre. La phase mobile c’est un solvant ou mélange de solvant, qui migre le
long d’une phase stationnaire, les substances migrent par capillarit¢ a une vitesse dépend
d’une part des forces électrostatiques retenant le composant sur la phase stationnaire et d’autre
part de sa solubilité dans la phase mobile caractérisée par un rapport frontal Rt défini par

I’expression :
R = dsubstance / Osolvant (1.1)

Avec : dsustance €St la distance parcourue par la substance et dsovant €St la distance parcourue

par le solvant.

L’évolution des réactions de synthése au cours du temps a été suivie par chromatographie sur

couche mince CCM, en utilisant des plaques de silice GF254 Merck.
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11.2.2. Mesure de la température de fusion

Le point de fusion est la température a laquelle un corps passe de 1’état solide a 1’état
liquide. Plus les forces d’attraction entre les particules sont fortes, plus il faut d’énergie pour
les surmonter. Plus il faut d’énergie, plus le point de fusion est ¢levé. Le point de fusion est
souvent utilisé pour caractériser les composés cristallins organiques et inorganiques et vérifier

leurs puretés. Les substances pures fondent a une température nette et bien défini.

La mesure du point de fusion est généralement réalisée dans des tubes capillaires fins
en verre d’un diameétre interne de 1 mm et d’une épaisseur de paroi de 0.1 a 0.2 mm.
L’échantillon finement broyé est placé dans le tube capillaire jusqu’a un niveau de
remplissage de 2 a 3 mm, puis introduit dans un support chauffé (bain liquide ou bloc
métallique) a proximité immédiate d’un thermomeétre haute précision. La température du
support est augmentée a une vitesse fixe programmable par ['utilisateur. Le processus de

fusion est inspecté visuellement afin de déterminer le point de fusion de 1’échantillon.

Les points de fusion des molécules synthétisées ont ét¢ déterminés a 1’aide d’un
Fusiometre BUCHI Melting point B-540 avec un gradient de température, varie de 40°C a
999°C.

11.2.3. Caractérisation spectroscopique

Les méthodes spectroscopiques utilisées pour caractériser les acides a-
aminophosphoniques synthétisés sont : la Spectrophotométrie UV-Visible, la spectroscopie

infrarouge a transformé de Fourier (IR-TF) et la résonance magnétique nucléaire (RMN).
11.2.3.1 Spectrophotométrie UV-Visible

Un rayon ultraviolet (UV) est un rayonnement électromagnétique de méme nature que
la lumiére visible mais dans les longueurs d’ondes inférieurs et donc non perceptible par 1’ceil.
Leur faible longueur d’onde leurs confére une plus forte énergie que la lumiere allant jusqu’a

provoquer des brulures sur le corps humain.

Le spectre des UV est subdivisé en trois bandes appelees UVA, UVB et UVC (tableau.
I1.1). La tranche 200-320 nm, utilisé dans le domaine de la photogravure est appelée UV

actiniques.

Tableaux I1.1. Les trois bandes d’ultraviolet avec leurs longueurs d'ondes correspondantes.

Noms Longueur d’onde
UVA 320-400 nm
uvB 290-320nm
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uvC 100-280nm

La spectrophotométrie UV-Vis est une technique spectroscopique qui consiste a
mesurer 1’absorbance (ou densité optique) d’une substance chimique en solution liquide dans
les longueurs d’ondes se trouvent dans 1’ultra violet (200-400 nm) ou dans le visible (400-750
nm). L’absorption d’un photon d’énergie hv permet le passage d’un électron d’un niveau
d’énergie a un autre c’est la transition électronique. Lorsqu’un atome est exposé¢ a une
lumiere un de ces électrons de sa couche périphérique (ou plus rarement des couches internes)
passe du niveau fondamental a un niveau d’énergie supérieur appelé niveau d’état excité. Ce
phénomene s’appelle ’absorption. L’absorption provient d’une transition énergétique entre
deux niveaux électroniques. Lorsque I’¢électron redescend, il émet de I’énergie sous forme
lumineuse (photon) : c’est 1’émission. Ces deux pheénomenes peuvent étre exploités pour

servir des méthodes d’identification.

Tableau 11.2: Types de transitions des énergies dans chaque région dans le spectre

électromagnétique.

Région de spectre Transition d’énergie
Rayon X Clavages de liaison
Ultraviolet-visible Electronique
Infrarouge Vibrationnelle
Micro-onde Rotationnelle
Fréquence radio Spin nucléaire
- A e* b ot
P A }U*T@;r-m
——— . * - VOIS
‘ TFF
| Neg* O—0*
Enargy | _— n
R—-x*
. ZO(OJN«! laveis
t 3
. : 13)
LR

Figure 11.1 : Niveaux d’énergie et transitions électroniques.

La relation entre la concentration d’un composé et son absorbance dans le domaine

d’UV-Vis est exprimée par la loi de Beer-Lambert:

A = ecl = loglo/l (1.2)
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Avec A: absorbance.

g: Coefficient d’extinction molaire.

c: Concentration de la solution en mol/I.
I: L’épaisseur de la cuve.

lo: Intensité de la lumiére incidente.

I: Intensité de la lumiere transmise.

Les solutions étudiées doit étre diluées et le solvant utilisé doit étre convenable car elle

peut influencer les valeurs de Amax et €max [1].

Les spectres UV-Vis des molécules étudiés ont été obtenus dans la région 190-800 nm a 1’aide
d’un spectrophotométre UV-Vis double faisceau type JASCO V-650 en utilisant la cuve en
quartz avec un trajet optique de 1 cm. Les produits a analyser ont été dissous dans I’éthanol et

les spectres obtenus ont été exploité par le logiciel ORIGINE 6.0.
11.2.3.2. La spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier

Une molécule illuminée par des radiations dans I’infrarouge peut absorber d’entre
elles a des longueurs d’ondes qui correspondent aux fréquences de vibration des groupements
chimiques qui le constituant. La mesure de I’intensité de lumiére absorbée a chaque longueur
d’onde (A) conduit a un spectre caractéristique du produit étudie. Les analyses sont le plus
souvent effectuées en transmission. Le spectre infrarouge obtenu représenté en transmittance
I/lo=Ff (V) avec I c’est P’intensité et Ipc’est I’intensité initiale en fonction du nombre d’onde
(inverse de longueur d’onde), ® nombre d’onde =1/A exprime en cm™. Ces techniques sont
basées sur le fait que chaque liaison chimique dans un échantillon absorbe les radiations

infrarouges a des fréquences caractéristiques.

La lumiére infrarouge (IR) est une radiation de nature électromagnétique situé dans le

domaine de nombre d’onde inférieur a 1250 cm™ est sous divisé en trois catégories :
1250-4000 cm™ : Proche IR

4000-400 cm™ : IR Moyen

Inférieur a 400 cm™: IR lointain

Les radiations IR provoquent la vibration des liaisons entre deux atomes dans une
molécule organique. Pour interpréter le spectre IR on utilise des tableaux indiquant les plages
d’absorption caractéristiques de différentes fonctions chimiques. Pour le domaine IR les
transitions d’énergie sont de type vibrationnelle ou rotationnelle. On peut diviser le spectre IR

en trois zones principales :
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Zone des fonctions (4000-1500) : les pics dans cette zone correspondant aux transitions

vibrationnelles d’élongation.

Empreinte digitale (1500-1000) : c’est une région complexe comporte plusieurs petits pics

correspondant notamment aux transitions vibrationnelles de déformation.

Région de faible énergie (1000-400) : cette partie correspond aux transitions vibrationnelles

de déformation hors du plan.

Les spectres infrarouges (ATR/FTIR) des quatre acides a-aminophosphoniques synthétisés
ont été enregistrés entre 500 et 4000 cm™ a I’aide d’un spectrophotométre infrarouge de type
JASCO 4200 a I’¢état solide. Les spectres obtenus ont été traités par le logiciel ORIGINE 6.0.

Rayoms Rayons X uv Infrarouge | Radars. Jepirvl sw [ Am
gamma (IR) RN,
ondes
19 ' 1™ 10| |10 1Y 10t 1 19F 30
Languour d onde | om mitrey) e
s il Domaine du visible - =
400 Nnm 500 nm 600 Nm 700 nm

Longuesr d'onde [em nanometss |

Figure 11.2 : Spectre électromagnétique avec les longueurs d’ondes.
11.2.3.3. Résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magneétique nucléaire (RMN) est une méthode spectroscopique
permettent 1’identification des structures chimiques de certain composés organiques et certain

matériaux inorganiques.

La résonance magnétique nucléaire en milieu liquide est une technique puissante non
destructive permettant de déterminer la structure des molécules chimiques. Elle est basé sur la
propriété magnétique de certains atomes (ou noyaux) comme le proton (*H), le carbone (*3C)

et le phosphore (3'P)

Les spectres RMN du proton H, du carbone *C et du phosphore 3P ont été
enregistrés sur un appareil Bruker 400MHz en utilisant le DMSO-ds comme solvant et le
tetraméthyle silane (TMS) comme référence, les déplacements chimiques en partie par million
(ppm), la multiplicité des signaux a été rapportée par des abréviations comme : (s) singulet,
(d) doublet, (t) triplet, (q) quadruplet, (m) multiplet. Les données ont été exploitées avec le

logiciel MestReNova.

11.3. Méthodes d’évaluation des activités biologiques
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11.3. 1. Réactifs et solvants

Tous les produits chimiques utilisés dans le présent travail sont de marque Sigma-
Aldrich et Fluka.

» Solvants
IIs sont utilisés sans purification préalable.
Méthanol (CH3OH 99.8%) T &,=64.7
Ethanol (C2HsOH) T &,=78
DMSO (diméthylsulfoxyde CoHeOS) T «n=64.7

> Réactifs

e DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl);

e ABTS (acide 2,2’-Azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfonique)) ;
e BHA (Hydroxyanisole butylé) ;

e BHT (Hydroxytoluéne butylé) ;

o K3S,0g (persulfate de potassium) ;

e FeCls(Chlorure de fer) ;

e 1,10-Phenanthroline ;

e Dextrose ;

e Agar agar.
11.3. 2. Activité antioxydante

Le terme antioxydant désigne toute substance qui présente a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxygéne, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce
substrat [2]. Les radicaux libres comme les especes réactives oxygénées (ROS) et les especes
réactives azotées (RNS) sont responsables sur le dommage de biomolécules cellulaires qui
résulte des maladies dégénératives [3]. Les antioxydants prévenir le dommage oxydative
provoqué par les ROS et donne une résistance contre le stress oxydative par I’inhibition des

radicaux libres [4].

Il existe plusieurs méthodes pour I’évaluation de 1’activité antioxydante, on choisi trois
méthodes simples pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante des molécules synthétisées : la
méthode de DPPH, ABTS et Phenantroline. Pour la lecture d’absorbance on a utilisé un

lecteur de microplaque a 96 puits de volume 200 pl pour chaque puits.

11.3. 2.1. Méthode de DPPH
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La méthode de DPPH est une méthode ancienne et trés populaire pour mesurer

I’activité antioxydante d’un composé. Le DPPH est un radicale libre a température ambiante,
il recevoir un électron pour devenir une molécule diamagnétique stable, cette méthode
consiste & mesurer la réduction de DPPH: Par un antioxydant [5]. La solution méthanolique de

DPPH et caractériser par son spectre UV avec un maximum d’absorbance a 517 nm [6].

L’activité antioxydante des molécules synthétisées S5SN2TPA, 5N3TPA, 4M3TPA et
5M3TPA a été déterminer par le radicale stable DPPH selon la méthode de Blois et al [7]. En
résumé un volume de 40 pl de différent concentration (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 et 3.125
pg/ml) des molécules étudiées et des standards BHT et BHA, tous ont été préparés en
méthanol est ajoutée a 160 pl de la solution méthanolique de DPPH (10 mol. L) en
triplicata, apres le mélange a été incuber a I’obscurité pendant 30 min. La diminution de

I’absorbance a été mesurée par rapport a un blanc (méthanol) a 517 nm.

Le DPPH est instable a la lumiére c’est pourquoi les tests réalisés doivent se faire dans
I’obscurité [8]. Le pourcentage d’inhibition des différentes molécules testées a été calculé on

utilisant I’équation suivante :

1% = [(Ablanc - Aéchant)/Ablanc] x 100 (”-3)

Avec 1% c’est le pourcentage de ’activité antioxydant des molécules, Apianc st 1’absorbance
du control négatif (contient toute les réactifs sauf la molécule testée) Achant €st 1’absorbance
d’échantillon. Les valeurs de 50 % d’inhibition de la concentration (ICsg) ont été calculées en
utilisant la régression linéaire des spectres de pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations.

Les valeurs d’IC50 ont été rapportées comme moyennes SD (I’écart type (standard

déviation en anglais)) des trois répétitions.
I1.3. 2.2. Méthode d’ABTS scavenging

La méthode d’ABTS (acide 2,2’-Azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-acide
sulfonique) est une méthode spectrophotométrique qui mesure la capacité d’un antioxydant a
piégée le radicale cation libre ABTS*. En réagissant avec le persulfate de potassium
(K2S208), I’ABTS forme le radicale cation ABTS™ de couleur bleu (a verte). L’ajout dun
antioxydant va réduire ce radicale et provoque la déecoloration du mélange, cette décoloration
du radicale est mesurée par spectrophotométrie & 734 nm qui est proportionnelle a la
concentration en antioxydant [9]. Cette méthode est développée par Miller et al [10] et
adaptée par Pelligrini [11] I’avantage de cette méthode c’est la simplicité et la possibilité de
I’utiliser dans les lipides (lipophile) et les phases aqueuses (hydrophile) [12], aussi cette

méthode est utilisée pour tester la capacité antioxydante dans les aliments. En addition, le
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radicale ABTS possede un pH stable a un long domaine qui aide a étudier 1’effet du pH sur le

mécanisme des antioxydants [13].

L’activité scavenger du radical ABTS des acides a-aminophosphoniques (5N2TPA,
5N3TPA, 4AM3TPA et 5SM3TPA) a été évaluee selon la méthode de Re et al [14]. Le radicale
ABTS:" a été préparé comme suit : un mélange de 19,2 mg (7 mM) d’ABTS et de 3,3 mg
K2S20s (2.45 mM) est préparé dans 1’éthanol. Aprés le mélange a été sauvegardé pour 12-16
heures dans 1’obscurité a température ambiante avant 1’usage, cette solution est diluée avec
1’éthanol pour avoir une absorbance de 0.700 +0.020 a 734 nm. 160 pl de la solution d’ABTS
est ajouté aux différentes concentrations des molécules étudiées et des standards (50, 25, 12.5,
6.25, 3.125, 1.5625, 0.78125 pg/ml). On mesure 1’absorbance aprés10 mina 734 nm.

Le pourcentage d’inhibition est calculé en utilisant la méme formule du test DPPH,

formule (11.3).
11.3. 2.3. La méthode de Phenantroline

La méthode de Phenantroline est une méthode appliquée pour mesurer la capacité
antioxydante totale des antioxydants. Cette méthode est basée sur la réduction de Fe" par un
agent antioxydant pour donner 1’ion Fe?" qui ensuite réagit avec la Phenantroline pour donner

un complexe de couleur rouge orangé et qui absorbe a 510 nm.

L’activité antioxydante des acides a-aminophosphoniques synthétisés a été déterminée
avec le test phenontroline selon le protecole de Szydlowska-Czerniaka et al [15]. En bref, 50
pl de 0.2% de FeCls (0.02g de FeCls dans 10 ml de H20) est ajoutée a 30 pl de 0.5% de
Phenanthroline (0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10 ml de MeOH) et mélangé ensuite avec
110 pl de méthanol et 10 pl des différentes concentrations des échantillons et des standards
(50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625, 0.78125 pg/ml). Le mélange final est incubé a 1’obscurité

pendant 20 min a 30 °C et I’absorbance a été mesurée a 510 nm.

11.3.3. Activité antifongique

L’activité¢ antifongique des molécules étudi¢es a été évaluée selon la méthode de

disque [16].

11.3. 3.1. Choix des souches fongiques étudiées
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» Fusarium oxysporum : c’est un agent pathogéne, responsable de la fusariose de la

tomate, parasite de plante, comprenant de nombreuses formae speciales (f.sp) qui
infecte collectivement plus de 100 héte différent, provoquant des pertes économiques
importantes chez de nombreuses plantes cultivées comme le bananier, le cotonnier, le
melon, la tomate, oignon, ail, pomme de terre...etc. [17] provoque une pourriture des
tissus avec apparition d’un mycélium blanc rosé a la surface.

> Alternaria alternata : c’est un organisme phytopathogene. Elles sont les agents
habituels de la décomposition de la matiére végétale. Les spores de [’alternaria sont
aéroportées et sont trouvées dans la terre et dans 1’eau ainsi qu’en environnement
intérieur. L alternaria se développe sur une variété de substrats, il peut croitre a des
températures de 2 °C a 32 °C et un pH allant de 2.7 a 8. Alternaria alternata est une
espece toxique et pathogéne elle peut provoquer chez I’homme des affections
épidermiques, des allergies respiratoires, de 1’asthme, des mycoses cutanées et chez

les végétaux provoque des pourritures, taches noires, rouille ...sur les différents

' e
? |
y

Figure 11.3 : Aspect des deux souches fongiques a droite : A.alternata, a gauche :

organes de la plante.

"

F.oxysporum.

La culture des souches a été faite trois semaines avant le test dans un milieu adéquat
dans notre cas c’est le PDA, a 1’aide d’une pipette pasteur en prépare des disques de 6 mm de

diamétre des deux champignons.

11.3. 3.2. Préparation du milieu de culture

Le PDA (potato dextrose agar) est préparé comme suit, on prend 200 g de pomme de
terre, on la peler et couper en petite morceaux, on fait bouillir les pommes de terre dans un

litre d’eau distillé et aprés 10 mn on prend I’extrait aqueux de pomme de terre apres
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refroidissement on ajoute 20 g de dextrose (sucre) et 20 g d’agar agar (permet de solidifier le

milieu).
11.3. 3.3. Préparation des produits et autoclavage de milieu de culture

On met 100 ml de milieu de culture dans des erlenmeyers propres, et chaque erlen
donne 4 boites de pétrie c’est-a-dire trois répétitions pour chaque produit.

On place les erlens dans un autoclave pour la stérilisation pendant 2 h et 30 mn (figure
11.4).

Les molécules testées ont été dissous dans le DMSO a différent concentrations (50,
100 pg/ml).

Figure 11.4 : Représentation photographique des différentes étapes du protocole

expérimentale de ’activité anti fongique.
11.3. 3.4. Dépbt des disques

Le milieu PDA est coulé dans des boites pétrie et laissé solidifier, on travail toujours a
coté d’un bec benzene pour assurer une zone stérile, laisser les boites 10 minutes avant de
déposer les disques, pour chaque souche testée, des disques de 6 mm de souche fongique ont
été déposés sur la surface de la boite pétrie contenant des milicux PDA. D’autres disques sont
placés dans les boites toujours contenant des milieux PDA seul qui est utilisé comme contréle
négative et pour le contréle positif on ajoute le DMSO avec le milieu et on place les disques

avec la méme maniere.

11.3. 3.5. Incubation et lecture

ST=T<
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Les boites de pétrie sont incubées dans une étuve a 25 °C pendant 6 jours et la lecture

se faite par le mesure de diametre de zone d’inhibition a 1’aide d’une régle en millimeétre pour

chaque boite et chaque produit est répété trois fois.
Plus le diameétre est petit plus le produit testé est puissant d’inhiber la souche. Les
résultats en été exprimés par la mesure de diameétre de zone d’inhibition en (mm).

11.4. Conclusion

Nous avons présenté les réactifs et le matériel utilisé dans la synthése des acides
phosphoniques ainsi les différentes méthodes de caractérisation physicochimique et spectrale.

Les résultats de caractérisations sont détaillés dans le chapitre suivant.
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I11.1. Introduction

Ce chapitre regroupe d’une part les protocoles expérimentaux de synthése des acides

a-aminophosphoniques ciblés, a savoir :

v' L’acide [(2-hydroxy-4-nitrophenyl) amino] (thiophen-2-yl) méthylphosphonique
(5N2TPA) ;

v Lacide  [(2-hydroxy-4-nitrophenyl) amino] (thiophen-3-yl) méthylphosphonique
(5N3TPA) ;

v' L’acide [(2-hydroxy-5-méthylphenyl) amino] (thiophen-3-yl) méthylphosphonique
(4M3TPA) ;

v' L’acide [(2-hydroxy-4-méthylphenyl) amino] (thiophen-3-yl) méthylphosphonique
(5M3TPA).

Et d’autre part, les résultats de caractérisations physicochimiques et spectroscopiques
des molécules synthétisées telles que I’UV-Vis, FT-IR, RMN H, RMN *C et RMN 3!P ont

été présentés dans ce chapitre.
I11.2. Les réactifs utilisés

Tous les produits chimiques utilisés dans ce travail sont des produits commercialisés

de type Sigma Aldrich ou Fluka ils sont utilisés sans traitement préalable.

Tableau I11.1 : Propriétés physicochimiques des réactifs utilisés.

Réactifs Pureté | Formule M Densité | Structure chimique
brute (g/mol)
2-amino-5-nitrophénol 99% | CeHeOsN2 | 154 / OH
NH,
O\N+
(I)I
2-amino-4-méthylphénol 99% | CsHoON 123 / OH
NH,
CHy
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2-amino-5-méthylphénol 99% | C7HoON 123 / OH
NH,

2-thiophénecarboxaldehyde | 98% | CsH4OS 112.15 | 1.20 O

3-thiophénecarboxaldehyde | 98% | CsH4OS 112.15 | 1.28

O
l

L’acide phosphoureux 50% | H3POs 82 1.65 OH

I11. 3. Protocol générale de synthése des acides aminophosphoniques

Pour préparer les acides aminophosphoniques, on mélange 1.0 mmol de I’amine( 2-
amino-5-nitrophénol (0.154 @), 2-amino-4-méthylphénol (0.123 g) et ’amine 2-amino-5-
méthylphénol (0.123 g) dissout dans 1’é¢thanol (minimum de solvent) avec 1.0 mmol d’acide
phosphoreux (0.12 ml en exces) dans une erlenmeyer, ensuite on ajoute 1.0 mmol d’aldehyde
le 2-thiophénecarboxaldehyde (0.091 ml) ou le 3-thiophénecarboxaldehyde (0.085ml) goute a
goute et on place un entonnoir sur 1’erlenmeyer pour éviter la perte du solvant lors de
I’irradiation avec la micro-onde. Ce mélange est alors mis sous la micro-onde a une fréquence
faible (100 W) pendant 3-8 min et on suive la réaction par CCM, le mélange réactionnelle est
refroidit dans un bain de glace et laisse sécher a température ambiante. La séquence

réactionnelle générale est représentée dans le schéma suivant :
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OH 5\
5 NH s
s
MW 100 W oo
OH L/ " . (l)H
e R,
NH, Cl)H S
OH
+ H—ITIO + 7 | p
NH
R; OH T~ SQAH MW 100W
- —_—
Ry HO—P—OH
R l
Ry Ru,

R2: H, NO2,CH3
Schéma I11.1 : Séquence réactionnel de synthése des acides aminophosphoniques.
I11.4. Mécanisme réactionnel

Le mécanisme réactionnel proposé pour la synthese est le suivant :

e —

OH f'* ' —
NH, H ™ lLl' o
ND
R; H
R; =
R, o
o H" !
| M o Ir
N N .
s e b -
R; = R; H
Ry R,
R, H OH A
R, N H—P—_0H —= > JJP=0 =
oH R H HO
2

Schéma 111.2 : Mécanisme réactionnel.
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I11.5. Rendements de synthese sous irradiations micro-onde

L’utilisation d’irradiations micro-ondes dans le protocole de synthése des quatre
acides a-aminophosphoniques ciblés nous a permet d’obtenir des rendements trés important

dans des durés tres courts (Tableau Ill. 2).

Tableau 111.2: Rendements et temps de synthése des a-aminophosphonates (SN2TPA,
5N3TPA et 5SM3TPA) sous irradiations micro-onde et le 4M3TPA sans micro-onde.

Molecule Ri1 Rz Aldehyde Masse Temps Rendement
moléculaire (min) (%)
(9/mol)

5N2TPA H NO2 2-thiophene- 330 8 min 96.96

carboxaldehyde

5N3TPA H NO2 3-thiophene- 330 4 min 95.75

carboxaldehyde

4AM3TPA CHs H 3-thiophene- 299 (Instantané) 86.95

carboxaldehyde

SM3TPA H CHs 3-thiophene- 299 3min30s  96.98

carboxaldehyde

II1.6. Caractérisation des acides a-aminophosphoniques synthétisés
111.6.1. Propriétés physicochimiques
111.6.1.1. Aspect et couleur

L’aspect des molécules synthétisées est représenté dans la figure I11.1 et décrit dans le
tableau IlI. 3.

Tableau I11.3 : L’aspect et couleurs des composés synthétisés.

Produits Aspects
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5N2TPA Cristaux noir

5N3TPA Cristaux marron rectangulaires
AM3TPA Poudre cristalline jaune-marron brillante
SM3TPA Poudre cristalline noir brillante

Selon le Tableau 111.3 on remarque que les deux acides 5N2TPA et 5N3TPA sont
des cristaux et les acides 4M3TPA et 5SM3TPA sont des poudres cristallines.

111.6.1.2. Solubilité

La solubilité est la capacité d’un soluté a se dissoudre dans un solvant, pour former un

mélange homogene appelé solution.

La solubilité des quatre acides a-aminophosphoniques synthetisés a été testée dans
différent solvants et les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau I11.4. Généralement,
la solubilité est une propriété importante qui donne une idée sur le solvant approprié pour
solubilisés nos produits afin de les utilisés facilement dans la caractérisation spectrale (UV-

Vis et RMN) et dans les applications biologiques.

Tableau 111.4 : Tests de solubilité des quatre acides synthétisés dans quelques solvants.

Solvants 5M3TPA 5N3TPA AM3TPA 5N2TPA
Eau Ins Ins Ins Ins
Ethanol Trés solu Trés solu Treés solu Trés solu
Méthanol Trés solu Treés solu Tres solu Trés solu
Propanol Tres solu Tres solu Tres solu Tres solu
Acétate d’éthyle Peu solu Peu solu Peu solu Peu solu
n-Hexane Ins Ins Ins Ins
DCM Ins Ins Ins Ins
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DMF Treés solu Tres solu Tres solu Trés solu
Acétone Peu solu Peu solu Peu solu Peu solu
Ether de pétrole Ins Ins Ins Ins
Benzéne Ins Ins Ins Ins
Toluéne Ins Ins Ins Ins
DMSO Tres solu Tres solu Tres solu Tres solu

Ins : insoluble, Peu solu : peu soluble, Trés solu: trés soluble.

Les résultats des tests de solubilité révelent que les acides o-aminophosphoniques
synthétisés sont tres solubles dans les solvants organiques polaires comme : Ethanol,
méthanol, propanol, DMSO...Mais ils sont insoluble dans les solvants apolaire comme :

Benzéne, Toluéne... et les quatre molécules synthétisées ne sont pas solubles dans I’eau.
111.6.1.3. Point de fusion

Les points de fusion des produits synthétisés et celles des produits de départ sont

représentes dans le Tableau I11.5.

Tableau I11.5 : Températures de fusion des produits de départ et des produits synthétisés.

Produits de départ T¢(°C) Produits synthétisé T¢ (°C)

2 amino 5-nitro phénol | 198-202 5N2TPA 159 ,6
5N3TPA 148,8

2 amino 4-méthyl | 133-136 AM3TPA 188

phénol

2 amino 5-méthyl | 159-162 5M3TPA 180

phénol

On observe que les points de fusion (Tf) des produits synthétiseés sont différents aux

celles des produits de départ. Ces résultats révelent 1’obtention des nouveaux produits.
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111.6.1.4. Autres propriétés physico-chimiques calculées par ChemSketch

aminophosphoniques synthétisés calculées par ChemSketch.

I11.6 regroupe quelques propriétés physico-chimiques des acides

Tableau 111.6 : Quelques propriétés physico-chimiques theéoriques des quatre acides étudiés

calculées par ChemSketch.

Les propriéetés 5N2TPA S5N3TPA AM3TPA 5M3TPA
C11H11N20O6PS C11H11N2O6PS C12H14NO4PS C12H14NO4PS
Formule
chimique
Masse molaire 330.253602
330.253602 299.282622 299. 282622
Composition C(40.00%
P (40.00%) C(40.00%) C(48.16%) C(48.16%)
H(3.36%
(3:36%) H(3.36%) H(4.71%) H(4.71%)
N(8.48%)
N(8.48%) N(4.68%) N(4.68%)
0(29.07%)
0(29.07%) 0(21.38%) 0(21.38%)
P(9.38%)
P(9.38%) P(10.35%) P(10.35%)
S(9.71%
(9.71%) S(9.71%) S(10.71%) S(10.71%)
Réactivité 77.10 £ 0.3cm? 2 2 )
77.10+£0.3cm 75.38 £ 0.3 cm 75.38 £ 0.3 cm
molaire
Volume 189.2 + 3.0 cm?® 2 2 2
189.2 +3.0cm 193.6+3.0cm 193.6 +3.0cm
molaire
Parachor 596.1 + 4.0 cm®
596.1 +4.0cm® | 578.3+4.0cm® | 578.3+4.0cm?
Indice de | 1.750 + 0.02
1.750 £ 0.02 1.706 £ 0.02 1.706 £ 0.02
réfraction
Tension de|984 + 3.0
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surface dyne/cm 984 + 30|795 <+ 330|795 =+ 30
dyne/cm dyne/cm dyne/cm
Densité 1745 + 0.06
1745 + 0.06|1545 £ 0.06|1545 =+ 0.06
g/lem® . 5 5
g/lcm g/lcm g/cm
Pas disponible Pas disponible Pas disponible Pas disponible
Constant
diéléctrique
Polarisabilité 30.56 + 0.5 10%
30.56 + 0.5 10 | 29.88 + 0.5 10** | 29.88 + 0.5 10
Cm3 3 3 3
cm cm cm
Masse 330.007542 Da
330.007542 Da | 299.038114 Da | 299.038114 Da
monoisotopique
330 Da 330 Da 299 Da 299 Da
Masse Nominal
Masse moyenne | 330.2536 Da
330.2536 Da 299.2826 Da 299.2826 Da

111.6.2. Caractérisation par CCM

Les rapports frontaux des molécules synthétisées avec un systéeme d’élution contenant

le Toluene/EtOH (0.5/4.5) sont exposeés dans le Tableau I11.7.

Tableau I11.7 : Les rapports frontaux des molécules synthétisées.

Les produits Ry

SN2TPA 0,5
SN3TPA 0,6
4M3TPA 0,3
SM3TPA 0.4

A partir du Tableau I11.7 on peut dire que 1’acide SN3TPA migre rapidement, par contre la

molécule 4M3TPA est plus retenue.
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111.6.3. Caractérisation spectrale

111.6.3.1. Caractérisations par spectroscopie UV-Vis
Les spectres d’absorption UV-Vis des molécules synthétisées ont été enregistrés dans

I’é¢thanol a température ambiante et dans le domaine allant de 190 a 800 nm. Dans ce
contexte, les spectres UV-Vis obtenus des acides a-aminophosphoniques et leurs amines de

départs sont présentés par les figures 111.3, 111.4, 111.5, 111.6 et 111.7.

—— 2amino5nito
0,8 - —5N2TPA
0
Qo
<
_Ov1 T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800
A(hm)

Figure 111.3 : Spectres UV-Vis de I’acide 5SN2TPA et de I’amine 2-amino-5-nitrophénol

enregistrés dans 1’éthanol.
2a5np
307 —— 5N3TPA
2,5 /\
/
/
2,0
17 159 \
e} \
2 ‘
/

VA |
8(I)0

T T
600 700

T
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0,0

T T T
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Figure 111.4: Spectres UV-Vis de 5SN3TPA et 2-amino-5-nitrophénol enregistrés dans

I’éthanol.

Abs

T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800
r(nm)

Figure 111.5 : Spectres UV-Vis de 4AM3TPA et 2-amino-4-méthylphénol enregistrés dans

I’éthanol.
2a5mp
— 5M3TPA
2,0
1,54
%]
Qo
< 104
0,5 -
-
0’0 T T T T T T 1
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»Mnm)

Figure 111.6 : Spectres UV-Vis de 5SM3TPA et 2-amino -5-méthylphénol enregistrés dans

I’éthanol.

L’observation préliminaire des spectres des molécules synthétisées enregistrés a une

concentration de 10 M montre qu’ils présentent un effet Hyperchrome et Bathochromes.
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L’apparition de ces bandes dans la région UV correspond aux transitions électroniques

n— o* due a la présence des hétéroatomes (O, N, P et S) [1].

Selon les résultats présentés dans le tableau I11.8 on observe que :

> Les spectres UV-Vis des produits de départ indiquent des bandes autour de 210-390
nm correspond a la transition électronique n—n* et n—>n* due a une conjugaison dans
un systeme insaturé (aminophénol) et a la présence des hetéroatomes (O et N) ;

» L’acide SN2TPA montre deux bandes d’absorption : une bande moyenne située a Amaxt
= 264,05 nm et une bande forte située a Amaxz = 392,84 nm, ces bandes caractéristiques
sont correspondantes aux transitions électroniques n—n* et t—n*, respectivement ;

» L’acide SN3TPA présent trois bandes d’absorption: deux bandes d’intensités
moyennes situées a Amaxt=217,44 Amae =264,05 nm et une bande forte a
Amax3=392,84 nm, ces trois bondes sont correspondantes aux transitions électroniques
n—-n*, n— o * et 1->7*, respectivement ;

» L’acide 4M3TPA indique trois bandes d’absorption : une bande forte & A maxa= 209,57
nm et deux épaulements a Amaxe = 225,13 nm et a Amaxz= 278,54 nm , qui sont attribués
aux transitions électroniques n—n*, n— ¢ * et no>n*, respectivement ;

» L’acide 5SM3TPA présent trois bandes d’absorption; une bande moyenne a
Amaxa= 218,93 nm, un épaulement a Amaxe = 236,50 nm et une bande forte située a
Amaxa= 262,54 nm qui sont affectés aux transitions électroniques n—n*, n— o * et

n—-7*, respectivement.

La comparaison des spectres des produits synthétisés avec celles des produits de
départ (amines), indique des déplacements bathochromes (augmentation de la longueur
d’onde Amax) Ces déplacement peuvent étre expliques par la présence des groupements acides

phosphoniques dans les structures moléculaires des acides synthétisés (Tableau 111.8).

Tableau 111.8 : Les longueurs d’onde maximale des produits étudiés

Les produits A max M
SN2TPA A max 1= 264,05
A max 2= 392,84
SN3TPA Amax1=264,05
A max 2= 392,84
4M3TPA A max1=209,57
A max2= 225,13
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A max 3— 278,54

5EM3TPA Xmax 1= 218,93

A max 2= 236,50
A max 3= 262,54

111.6.3.2. Caractérisations par spectroscopie IR-TF

Les figures ci-dessous illustrent les spectres IR-TF des acides a-aminophosphoniques

synthétisés et leurs produits de départ.

2amino5nitropheng
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Figure I11.7: Spectres IR de I’acide 5SN2TPA et son produit de départ le 2-amino-5-

nitrophénol.

61



H.TLIDJANE CHAPITRE Il SYNTHESE ET CARACTERISATION

2a5nip
—5N3T

T%

J \ [
40 Y 3\ n

] il
35 \ ,’/Vy

»IVMH
I
71—

1
|
4 I
25 V‘
20 4 7
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
Wavenumber cm

Figure 111.8 : Spectres IR de I’acide 5SN3TPA et de ’amine 2-amino-5-nitrophénol.
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Figure 111.9 : Spectres IR de I’acide 4M3TPA et de I’amine 2-amino-4-méthylphénol.
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Figure 111.10 : Spectres de I’acide SM3TPA et de I’amine 2-amino-5-méthylphénol.

Les spectres IR des amines : 2-amino-5-nitrophénol, 2-amino-4-méthylphénol et 2-
amino-5-méthylphénol montrent des pics caractéristiques du groupement amine primaire
situés entre 3324 et 3373 cm™.

La comparaison entre les spectres des quatre acides a-aminophosphoniques synthétisés
et les spectres des produits de départ montre la disparition des pics caractéristiques des amines
primaires et la disparition pics caractéristiques de la fonction aldehyde située a environ 1720-
1740 des

aminophosphoniques.

1

cm™ et [Iapparition des nouveaux pics caractéristiques acides «a-

Les spectres des molécules synthétisées (SN2TPA, 5N3TPA, 4M3TPA et 5M3TPA)
indiquent la présence des pics caractéristiques de la liaison P-C situés entre 720 et 749 cm™ et
les pics caractéristiques des groupements P=0O [2] et P-O-H observés dans les intervalles
1252-1276 cmt et 928-945 cm™, respectivement. En outre, on observe des pics d’élongation
vers 1508-1516 cm™ et 1605-1615 cm™ attribués aux doubles liaisons C=C des cycles
aromatiques et des pics de déformation hors du plan du groupement =C-H situé a 735 cm™.
Les frequences vibrationnelles des pics caractéristiques des principaux groupements
fonctionnels des acides a-aminophosphoniques synthétisées sont récapitulées dans le tableau
1. 9.

Tableau [111.9: Fréquences vibrationnelles des pics caractéristiques des principaux

groupements fonctionnels des produits synthétisés.
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Groupement Fréquences vibrationnelle o (cm™)
5N2TPA 5N3TPA 4AM3TPA 5M3TPA

C-Haliphatique 2918 2902 2901 2862
C-Haliphatique - - 2867 2904
(groupe CHs)
C-Haromatique 2918 2982 2985 2886
C-N 1015 1002 1000 1002
C-C 1400 1399 1453 1428

1651 1650 1640 1617
C=Caromatique 1510 1512 1508 1516

1610 1606 1605 1615
P=0 1252 1276 1262 1276
P-O-H 930 928 945 943
P-C 749 742 720 742
N-O 1352 1353 - -

111.6.3.3. Caractérisation par spectroscopies RMN !H, 13C et 3!P

Les structures chimiques des composés synthétises ont été confirmées sur la base de
leurs données spectrales RMN. Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm. Les
produits synthétisés sont trés solubles dans le DMSO ce qui explique notre choix d’utilisé le
DMSO déterré (DMSO-ds) comme solvant.

Les spectres RMN des molécules étudiées présentent une superposition de résonance

de seconde ordre [3-5] due ou présence de deux aryles (phénol et thiophene).

Les deux figures 111.12 et 111.13 représentent le spectre RMN H et *C du solvant
utilise DMSO-ds, qui indiquent un pic trés long apparu aux environs 2.5 ppm (multiplet) pour
RMN H et 40 ppm (multiplet) pour 3C.

64



H.TLIDJANE CHAPITRE Il SYNTHESE ET CARACTERISATION

|

i
—_— e S——

niRpTs

T T T T T
[ 13 LK 2.5 2.0
1

Figure 111.12 : Spectre  RMN *H du solvant DMSO-ds.

Figure 111.13 : Spectre RMN **C du solvant DMSO-ds.
A. Acide [(2-hydroxy-4-nitrophenyl) amino] (thiophen-2-yl) methylphosphonique
(5N2TPA) :
> RMNH:

Le spectre RMN *H du 5N2TPA porté sur la figure I11.14 indique la présence des

pics caractéristiques attribués aux protons des groupements fonctionnels suivants :
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3 (ppm) : 1.24 (1H, d, N-CH), 5.93 (2H, s, P-O-H), 6.60-6.63 (2H, d, -CHar-) , 7.49 (1H, d, -
CHar), 7.53(1H, s, -CHar-), 7.59 (1H, d, -CHar-), 7.61(1H, d, -CHar-), 9.50 (1H, s, N-H),

9.91(1H, s, -OH).
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Figure 111.14 : Spectre RMN H de la molécule 5SN2TPA.
> RMNBC

Le spectre RMN 3C de I’acide 5N2TPA (Figure I11.15) présent les signaux
caractéristiques suivants :
3 (ppm): 109.14 (2C, -CH, -CHar), 111.64 (2C, -CHay), 118.76 (2C, -CHar), 136.03 (1C, -
CHar), 142.92 (2C, -CHar), 146.01 (2C, -CHar) .
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Figure 111.15 : Spectre RMN 3C de la molécule 5SN2TPA.

> RMN?3P
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L’analyse du spectre RMN 3P de I’acide SN2 TPA présent un signal situé a 3.10

ppm attribué au phosphore du groupement acide phosphonique (1P, s, P-O-H).
Donc la structure attendue pour I’acide 5N2TPA est confirmé par RMN *H, 13C et 31p,

Figure 111.16 : Spectre RMN 3!P de la molécule 5SN2TPA.

B. Acide [(2-hydroxy-4-nitrophenyl) amino] (thiophen-3-yl) methylphosphonique
(5N3TPA)

> RMNH:

Le spectre RMN *H du 5N3TPA porté sur la Figure 111.17 indique la présence des

pics caractéristiques attribués aux protons des groupements fonctionnels suivants :

& (ppm): 1.24 (1H, d, N-CH) , 5.92 (2H, s, P-O-H), 6.25 (1H, s, N-H) , 6.60-6.62 (2H, d, -
CHar), 7.48 (1H, d, -CHar-), 7.53 (1H, s, -CHar-),7.58 (1H, d, -CHar-), 7.60 (1H, d, -CHar),
10.01 (1H, s,-OH).
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Figure 111.17 : Spectre RMN H de la molécule SN3TPA.
> RMN C

La Figure 111.18 représente le spectre RMN 3C de la molécule 5N3TPA, il est

caractérisé par les déplacements chimiques suivants :

3 (ppm) : 109.14 (2C , N-CH, -CHar), 111.65 (2C,-CHar), 118.76 (2C, -CHay), 136.03 (1C, -
CHay), 142.91 (2C, -CHay), 146.01 (2C, -CHay).
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Figure 111.18 : Spectre RMN 3C de la molécule 5SN3TPA.

> RMN?3P
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L’analyse du spectre RMN 3P montre un signal situé & 3.51 ppm attribué & 1’atome de
phosphore du groupement acide phosphonique (1P, s, P-O-H) de la molécule
5N3TPA. Donc la structure attendue pour 1’acide SN3TPA est confirmé par RMN *H
13C et 1P,

Figure 111.19 : Spectre RMN 3P de la molécule 5SN3TPA.

C. Acide [(2-hydroxy-5-methylphenyl) amino] (thiophen-3-yl) methylphosphonique
(4M3TPA)

> RMNH:

Le spectre RMN H de 4M3TPA présenté par la Figure 111.20 est caractérisé par des

déplacements chimiques apparaissent dans les intervalles suivants ;

8 (ppm): 1.23 (1H, d, CH-), 2.08 (3H, s, CHz-), 4.25 (1H, s, NH-), 5.91 (2H, s, P-O-H),
6.23(1H, d, -CHar), 6.25 (1H, d, -CHar-),6.43 (1H, d, -CHar-),6.51(1H, s, -CHa-), 6.53(1H,
s, -CHar), 7.5 (LH, s, -OH).
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Figure 111.20 : Spectre RMN H de la molécule 4AM3TPA.
> RMN BC:

La Figure I11. 21 représente le spectre RMN **C de la molécule 4M3TPA, qu’est
caractérisé par les déplacements chimiques suivants :
d (ppm): 20.75 (1C, CHa), 114.86 (1C ,-CH, 2C -CHa), 116.33 (2C, -CHar), 118.11 (1C, -
CHayr), 128.31 (2C, -CHar), 135.46 (1C, -CHay), 142 (2C, -CHar).
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Figure 111.21 : Spectre RMN 3C de la molécule 4M3TPA.

> RMN?3P
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L’analyse du spectre RMN 3P de I’acide 4M3TPA montre un signal situé a 3.22 ppm
attribué a I’atome de phosphore du groupement acide phosphonique (1P, s, P-O-H)
de la molécule 4AM3TPA. Donc la structure attendue pour 1’acide 4M3TPA est
confirmé par RMN H, 3C et 3!p.

TLLOMKE C
=11

Figure 111.22 : Spectre RMN 3!P de la molécule 4M3TPA.

D. Acide [(2-hydroxy-4-methylphenyl) amino] (thiophen-3-yl) methylphosphonique
(5M3TPA)

> RMN'H

Le spectre RMN 'H du 5M3TPA présenté par la Figure 111.23 est caractérisé par les

déplacements chimiques apparaissent dans les intervalles suivants :

§ (ppm): 1.5 (1H, d, CH-), 2.13(3H, s, CHz-), 5.91 (2H, s, P-O-H), 6.43(1H, d, -CHar),
6.57(1H, s, -CHar-), 6.67 (1H, s, -CHar-), 6.69 (1H, s, -CHar-), 7.47(1H, s, -CHar-), 7.50
(1H, s, N-H), 7.6(1H, s, -OH).
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Figure 111.23 : Spectre RMN H de la molécule 5SM3TPA.

> RMNBC:

La Figure 111.24 représente le spectre RMN 3C de la molécule SM3TPA, qu’est

caractérise par les déplacements chimiques suivants :
d (ppm) : 20.75 (1C, CHz3), 116.01 (2C, N-CH, -CHar), 117.66 (2C, -CHar), 120 (3C, -
CHar), 128.77 (1C, -CHar), 129.93 (1C, -CHar), 146.57 (2C, -CHa/).
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Figure 111.24 : Spectre RMN *3C de la molécule SM3TPA.
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> RMN?3p
L’analyse du spectre RMN 3P de I’acide 5M3TPA indique un signal situé a 2.95
ppm attribué a I’atome de phosphore du groupement acide phosphonique (1P, s, P-O-
H) de la molécule 5SM3TPA. Donc la structure attendue pour ’acide  5M3TPA est
confirmé par RMN H, 13C et 3P,

Figure 111.25 : Spectre RMN 3P de la molécule 5SM3TPA.

I11. 9. Conclusion

Les structures chimiques des molécules synthétisées ont été confirmées par les
différentes méthodes physicochimiques et spectroscopiques. Les quatre acides a-
aminophosphoniques synthétisés ont subi une étude expérimentale de I’évaluation de leurs

activités biologiques, notamment ’activité antioxydante et antifongique.
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IVV.1. Introduction

Ce chapitre est consacré aux résultats de I’évaluation in vitro des activités biologiques
des acides a-aminophosphoniques synthétisés. En premier temps on a évalué¢ Dactivité

antioxydantes des molécules étudiées en utilisant trois méthodes :

v DPPH;
v ABTS;

v" Phenantroline.

En suite, I’activité antifongique des acides synthétisés a été évaluée contre deux
souches fongiques la Fusarium oxysporum et 1’Alternaria alternata en utilisant la méthode de

disque.
IV.2. Evaluation in vitro de I’activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule qui ralentit ou empéche ’oxydation d’une autre

substance chimique et transforme les radicaux en composés plus stables.

La capacité antioxydante des molécules synthétisées a été évaluée par trois méthodes
complémentaires. Ces tests sont basés sur la différence de mécanisme d’action. Il est
important d’utiliser plusieurs méthodes pour prouver I’efficacit¢ d’un produit et son

mécanisme d’action comme la capacité réductrice et le piégeage des radicaux libres...etc.

Pour évaluer I’activité antioxydante, on a utilisé trois méthodes comparatives, simple,

rapides et productibles : la méthode DPPH, ABTS et le Phenantroline.
IV.2. 1. Activité de piégeage du radicale libre DPPH

L’activité antioxydante des molécules synthetisées SN2TPA, S5N3TPA, 4M3TPA et
5M3TPA a été déterminée par le piégeage du radicale libre DPPH selon le protocole de Blois
etal [1].

Le test DPPH (2 ,2 diphényl-1-pycril hydrasyl) est basé sur la capacité des substances
antioxydants a donner un €électron ou un atome d’hydrogéne au radicale synthétique DPPH
comme indique le schéma I\V.1. En effet, la réduction du DPPH est facilement mesurée par
spectrophotométrie a une bande d’absorption a 517 nm (Amax du DPPH) [2,3]. Cette réduction
se traduit par le changement de la couleur violette de la solution méthanolique du DPPH vers

une couleur jaunatre [4,5]
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Schémas 1V.1: Réaction du DPPH' avec un antioxydant.

La Figure I\V.1 représente la variation de I’absorbance du radicale DPPH mesurée a

517 nm en fonction des concentrations des différentes molécules testées et des standards.
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Figure IV.1: Variation de I’absorbance du DPPH en fonction de la concentration des

molécules testées et celle des standards (BHT et BHA).

Selon la figure IV.1 on remarque que 1’absorbance du radical libre DPPH diminue
avec I’augmentation de la concentration des molécules testées (SN2TPA, SN3TPA, 4M3TPA
et 5SM3TPA) et celle des standards (BHT et BHA). Cette diminution de concentration est due
a sa réduction a une forme non radicalaire DPPH-H par les antioxydants donneurs

d’hydrogéne présent dans la molécule (Schéema IV.1).

Pour chaque test, le pourcentage d’inhibition des acides a-aminophosphoniques

synthétisés et celle des standards (BHT et BHA) est calculé selon 1’équation :
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1% = [(Aplank — A sample) /A plank] X 100 (IV.1)

La figure IV.2 exprime les pourcentages d’inhibitions des acides étudiés et des
standards en fonction de la concentration. Selon la figure 1V.3 on peut remarquer que les
pourcentages d’inhibitions augmentent avec 1’augmentation de la concentration et que les
molécules testées présentent une activité anti-radicalaire significative. L’acide 4M3TPA a
montré un pourcentage d’inhibition élevé et mieux que le BHT 4 faibles concentrations. A une
concentration de 200 pg/ml les acides testés montrent les pourcentages d’inhibition suivante :

I (5N2TPA) = 84.57 %, | (5N3TPA) = 83.46 %, | (4M3TPA) = 85.81%et | (5M3TPA) = 77.16 %.

100 ~

% Inhibition

T T T
0 50 100 150 200

Concentration (ug/ml)

Figure 1V.2: Activité anti-radicalaire (I %) des acides a-aminophosphoniques et des

standards (chaque valeur représente la moyenne de trois essais +SD).

1V.2. 1.1. Détermination d’ICsp

La valeur de I’lICsp représente la concentration de 1’antioxydant nécessaire pour
réduire 50 % du radical libre DPPH-, qui a été déterminée graphiquement en utilisant la
régression linaire du graphe du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration [6].
Plus la valeur d’ICsp est faible plus I’activité est importante. Les valeurs obtenues de 1I’'ICso
pour les molécules étudiées et les standards sont représentées dans la figure IV.3. D’ apres les
valeurs de 1’ICsp, on observe que 1’acide SN3TPA posséde ’activité anti-radicalaire la plus

élevée par apport aux autres molécules synthétises et supérieur a celle du standard BHT avec

un 1Cso (sn3TPA) =16.04+ 2.94 pg/ml.

Selon I’histogramme de la figure 1V.3, on peut classer les molécules testées par ordre

de réactivité décroissante suivant :
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DES AMINOPHOSPHONATES
BHA> 5N3TPA> BHT> 5M3TPA >4M3TPA >5N2TPA.

Ces résultats suggerent que les molécules étudiées sont des agents piegeurs des
radicaux libres et agissants comme antioxydants, leur mécanisme d’action est supposé étre di

a leur capacité de donation d’atomes d’hydrogene ou d’électrons.

|C50(|J.g/m|)

30 26,15
25 - 21,47 22,07

20 - 1716 1604

15 -
10 {1 66

il

0 T T T T T T
BHA 5N2TPA  4M3TPA  5M3TPA BHT 5N3TPA

Figure 1V.3: Histogramme des valeurs obtenues de 1’ICso des molécules synthétisées et des

standards.
V. 2. 2. Activité de piégeage du radical ABTS

Le radicale ABTS (2,2’-Azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfonique) est
utilisé pour mesurer 1’activité anti-radicalaire des acides synthétisés selon le protocole de Re
et al [7]. L’activité anti-radicalaire est observée par le changement de la coloration bleu-vert

vers le jaune ou incolore

Schéma IV. 2: Structure chimique du radical ABTS.

La Figure I\V.4 représente la variation de I’absorbance du radicale ABTS mesurée a

734 nm en fonction de la concentration.
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Figure 1V.4: Variation de 1’absorbance d’ABTS en fonction de la concentration des

molécules testees et celle des standards (BHT et BHA).

Selon la Figure 1\VV.4 on remarque que I’absorbance du radical libre ABTS diminue
avec I’augmentation de la concentration des molécules testées (5SN2TPA, 5SN3TPA, 4AM3TPA
et SM3TPA) et celle des standards (BHT et BHA), cette diminution de concentration est due a
la réduction de I’ABTS a une forme non radicalaire par les antioxydants donneurs
d’hydrogéne présent dans la molécule (phénol et thiophéne) qui donne plus d’atome

d’hydrogene pour stabiliser les radicaux libres [8,9].

Pour chaque test le pourcentage d’inhibition des acides a-aminophosphoniques

synthétisés et celle des standards (BHT et BHA) est calculé selon I’équation V.1 précédente.

Selon la Figure 1\V.5 on peut observer que le pourcentage d’inhibition du radicale libre
ABTS est proportionnel avec la concentration des molécules testées c’est-a-dire le
pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la concentration des molécules

synthétisées.
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Figure IV.5: Activité anti-radicalaire des molécules synthétisés et des antioxydants standards

vis-a-vis du radical ABTS.

V. 2. 2. 1. Détermination d’ICsp

Les valeurs de I’ICso obtenues sont représentées par I’histogramme de la figure I\V.6
On observe que nos produits testés montrent une activité antioxydante trés élevée et
comparable avec les standards. Selon ces résultats, on remarque que la molécule SN3TPA
possede une activité anti-radicalaire élevée par rapport aux autres molécules synthétisées et
supérieur a celle du standard BHA avec un IC sg sn3tpa) = 04.05+ 1.13 pg/ml.

Selon la figure 1.6 on peut classer les molécules testées par ordre décroissant de
réactivité : BHT> 5N3TPA> 4AM3TPA> 5M3TPA >5N3TPA >BHA.
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Figure 1V.6: Histogramme des valeurs de 1’ICso des molécules synthétisées et des standards.
1VV.2.3. Test de Phenantroline

Le test Phenantroline est basé sur la réduction des ions Fe3* en ions Fe?* par un
antioxydant. L’activité antioxydante des acides a-aminophosphoniques synthétisés a été
déterminée avec le test Phenantroline suivant le protocole de Szydlowska-Czerniaka et al
[10]. L activité antioxydante est caractérisée par le changement de couleur rouge brique vers

le jaune clair [11] comme montre

La réduction des ions Fe 3* en Fe 2" peut étre suivie par spectrophotométrie par la
mesure de 1’absorbance des molécules testées a 510 nm. La figure 1V.7 exprime la variation
de I’absorbance des acides étudiés et des standards en fonction de la concentration. Selon la
figure 1V.7, on peut remarquer que 1’absorbance est proportionnelle avec la concentration,
c’est-a-dire 1’absorbance augmente avec l’augmentation de la concentration et que les

molécules testées présentent une activité réductrice significative.
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Figure IV.7: Variation de 1’absorbance en fonction de la concentration des molécules testées

et celle des standards (BHT et BHA).

V.2.3.1. Détermination de I’Aos

Les valeurs obtenues de 1’Aos sont représentées par 1’histogramme de la figure 1V.8
D’aprés cette figure, on remarque que 1’acide SN3TPA posséde la valeur d’Aos la plus faible,
ce qui explique son pouvoir réducteur élevé par rapport aux autres molécules et supérieur que
le standard BHA avec un Agsenstra) = 05.5740.06 pg/ml. Ce résultat est expliqué par la
richesse da la structure moléculaire de 1’acide 5SN3TPA en hétéroatomes et cycles

aromatiques.

Selon les valeurs d’Ags représentées dans I’histogramme IV.8 on peut classer les

acides a-aminophosphoniques testés par ordre décroissant de reactivité

BHT> 5N3TPA> BHA> 4M3TPA >5M3TPA >5N2TPA.
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Figure 1V.8: Histogramme des valeurs d’Aos des molécules synthétisée et des standards.

Les valeurs d’ICso et d’Aos (en pg/ml) des acides a-aminophosphoniques étudiés et
celles des standards (BHT et BHA) obtenues par les trois tests (DPPH, ABTS et

Phenantroline) sont récapitulées dans le tableau 1V.1. Dans les trois tests, on observe que

I’acide SN3TPA posséde les valeurs d’ICso et d’Aos les plus petites, c’est-a-dire il a la

meilleure activité antioxydante. Donc ces trois méthodes sont complémentaires et confirment

I’activité antioxydante de nos molécules synthétisées.

Tableau IV.1: Valeurs d’ICso et d’Aos des molécules synthétisées obtenues par les trois
méthodes : DPPH, ABTS" et Phenantroline.

Molecule DPPH ICso (ug/ml)  ABTS" ICso (ug/ml)  Phenanthroline Ags (ug/ml)
S5N2TPA 26.15+2.02 6.88+2.13 25.1640.001

5N3TPA 16.04+0.41 4.05+1.13 5.57+ 0.06

4AM3TPA 21.12+0.64 4.32+2.78 10.36+ 0.04

5M3TPA 22.06+1.36 5.78+1.38 16.5440.004

BHT 17.16+2.01 1.27+2.48 1.63+0.06

BHA 6.60+2.12 6.25+0.5 7.20 £0.11
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Dans notre étude, les deux parametres ICso et Aos sont utilisés pour exprimer 1’activité

antioxydante de nos produits. Une molécule ayant une faible valeur d’ICso ou/et d’Agselle a

une forte activité antioxydante. Selon 1’échelle de Fidrianny et al [12], on peut classer

I’activité antioxydante suivant la séquence :

ICs0 (Aos< 50 pg/ml : indique que la molécule possede une trés forte activité antioxydante.
50 pg/ml <ICso(Ao.s5)< 100 pg/ml: activité forte.

101 pg/ml <ICso(Aos)< 150 pg/ml: activité moyenne.

ICs0 (Aos)=150 pg/ml : activité faible.

Donc, selon 1’échelle de Fidrianny et d’aprés les résultats du Tableau 1VV.1, on peut

conclure que les acides a-aminophosphoniques synthétisés sont des trés forts antioxydants.

IV.3. Evaluation de I’activité antifongique

L’activité antifongique des quatre acides synthétisés a été évaluée selon la méthode du
disque [12] a deux concentrations (50 et 100 pg/ml) contre deux souches fongiques Fusarium
oxysporum et Alternaria alternata. Le PDA (Potato Dextrose Agar) est utilisé comme milieu
de culture favorable pour la poussé des deux souches fongiques et en méme temps le PDA
seul est utilisé comme contrdle négative (C-). Le DMSO est utilisé comme contréle positive
(C+). Des disques de 6 mm de diamétre des souches fongiques sont placés aux centres des
boites pétries. Plus le diametre est petit plus le produit testé est puissant d’inhiber la souche.

Les résultats ont été exprimés par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition (en mm).

Les diamétres de la zone d’inhibions (en mm) des acides a-aminophosphoniques testés contre

la F. oxysporum et la A. alternata sont calculés et représentés dans le tableau suivant

Tableau 1V.2 : Diamétre de zone d’inhibions en (mm) des acides a-aminophosphonique testé

contre F. oxysporum et A. alternata.

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)

Molecule F. oxysporum A. alternata
50 pg/ml 100ug/ml 50 pg/mi 100 pg/mi
SN2TPA 29.5 27.3 24 23.5
SN3TPA 39 12.3 27 26.3
4M3TPA 42 17 26 24
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SM3TPA 26.5 18.9 25 15
C*DMSO 57 30
C PDA 59 49

Les diametres de la zone d’inhibition permet de calculer le pourcentage d’inhibition (I

%) en utilisant 1’équation :
1% = (C—T)/Cx 100 (IvV.2)

Avec C: est le diamétre du control positive (DMSO dans le milieu PDA) et T : est le
diametre d’inhibition de la molécule testée. Les pourcentages d’inhibitions (I %) ont été

exprimés dans le tableau IV.3.

Tableau 1V.3 : Pourcentage d’inhibition (1%) a 100 pg/ml des acides a-aminophosphoniques
testés contre F. oxysporum et A. alternata.

Pourcentage d’inhibition (1%) a 100 pg/ml

F. oxysporum A. alternata
SN2TPA 52.11 21.66
S5N3TPA 78.42 12.33
4AM3TPA 70.18 20.00
SM3TPA 66.84 50.00

A partir du Tableau. IV.3 on peut remarquer que I’inhibition de la souche F.
oxysporum est mieux que celle d’A4. alternata par les différentes molécules testées. Aussi, les
résultats indiquent que la molécule SN3TPA possede un pourcentage d’inhibition (I %) le

plus élevé avec | = 78.42 % contre le champignon F.oxysporum.

Pour mieux comparer les pourcentages d’inhibitions (I%) on a tracé un histogramme.
Cet histogramme représente le pourcentage d’inhibition (%) des molécules étudiées contre le
F. oxysporum et I’A. alternata a une concentration égale a 100 pg/ml.  Les résultats
obtenus indiquent que l’inhibition de la souche F. oxysporum est mieux que celle d’A.
alternata, c’est-a-dire le champignon A. alternata est résistant par rapport au F. oxysporum.
La molécule 5SN3TPA possede une activité la plus élevée en comparent avec les autres
molécules avec un pourcentage d’inhibition allant jusqu’au I = 78.42 % avec la souche F.
oxysporum, d’autre part la molécule SM3TPA permet d’inhiber 50 % de la souche A.

alternata.
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Figure 1V.9: Histogramme représentant 1’activité antifongique des acides a-

aminophosphoniques testés vis-a-vis les deux souches F. oxysporum et A. alternata.

1VV.4. Conclusion

L’évaluation in vitro de ’activité antioxydante des molécules synthétisées effectuée
par les trois méthodes DPPH, ABTS et Phenantroline, montre que les molécules testées
possedent des activités antioxydant importantes et prometteuses comparables aux celles des
standards a de tres faibles concentrations. Ceci peut étre lié a la richesse des structures

moléculaires des acides a-aminophosphoniques en hétéroatomes et cycles aromatiques.

Enfin, la différence significative de Dl’activit¢ antioxydante et 1’antifongique des
molécules synthétisees, peut étre attribuée aux positions du cycle thiophéne (ortho ou para) et

de la nature de la position du substituant sur le cycle aromatique (méthyle ou nitro).
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V.1. Introduction

La modélisation moléculaire a pour but de prévoir la relation entre la structure et la
réactivité des molécules ou des systemes de molécules. Dans ce contexte, ce chapitre regroupe
les résultats de la modélisation moléculaire des molécules synthétisées, notamment les calculs
de chimie quantique par la méthode DFT, le docking moléculaire pour étudier I’inhibition de
la protéase principale du SARS-CoV-2 et les propriétés ADME (Absorption, Distribution,
Meétabolisme et Excrétion).

V.2. Calculs de chimie quantique

Les méthodes quantiques sont basées sur le calcul des orbitales moléculaires et leur

complexité augmente rapidement avec le nombre d’électrons.
V.2.1. Théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)

Dans la théorie de la fonctionnelle de la densité, les propriétés de 1’état fondamental
d’un systéme de particules interagissant entre-elles sont exprimés en fonction de la densité

électronique.

Historiquement les premiéres idées de la théorie de la fonctionnelle de la densité
furent introduite dans les travaux de Thomas [1] et fermi [2] en 1927, notons cependant que
la DFT a été réellement établie avec 1’apparition des théorémes fondamentaux exacts
d’Hohenberg et Kohn en 1964 [3] qui relient I’énergie de 1’état fondamental et sa densité de
facon unique. La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) constitue actuellement 1’une
des méthodes les plus utilisées dans les calculs quantiques de la structure électronique de la

matiere (atomes et molécules).

Les calcules de chimie quantique des acides a-aminophosphoniques synthétises ont éte
réalisés en utilisant le programme GAUSSIAN 09 [4], et les résultats obtenues ont été
visualisés par le logiciel GAUSSVIEWS5.0.8 [5]. La théorie de la fonctionnelle de densité
(DFT) au niveau B3LYP Beck -3-Lee-Yang-Parr avec la base 6-31G (d, p) [6] a été

sélectionner pour lancer nos calculs quantiques.
V.2.2. Structures moléculaires optimisées des molécules synthétisées

La figure V.1 représente les structures géométriques optimales des acides a-
aminophosphoniques synthétisés. Ces structures ont été obtenues par une optimisation globale

caracterisée par un calcul des fréquences vibrationnelles.
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(c) (d)

Figure V.1 : Structures optimisées des acides synthétisées calculées par la méthode
DFT/B3LYP 6-31G (d, p) : (a) 5N2TPA, (b) 5N3TPA, (c) 5SM3TPA, (d) 4AM3TPA.

V.2.3. Orbitales moléculaires HOMO et LUMO

En chimie quantique, nous avons deux orbitales moléculaires (orbitales frontiéres) qui

jouent un role particulier pour comprendre la réactivité d’une molécule:

HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital): traduit le caractére électro-donneur
(nucléophile) de la molécule. Plus I’énergie de cette OM est élevée plus la molécule cédera

facilement des électrons.

LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) : traduit le caractere électro-accepteur
(électrophile) de la molécule. Plus I’énergie de cette OM est faible plus la molécule acceptera
facilement des électrons. Les orbitales moléculaires HOMO et LUMO calculés des molécules
synthétisées sont figurés dans la Figure V.2. Selon cette figure on remarque que ces
diagrammes représentent la distribution de charge autour les différents types de liaisons

donneurs et accepteurs dans la molécule.

Molecule HOMO LUMO
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SN2TPA
(@)

5N3TPA
(b)

5M3TPA
()

4AM3TPA
(d)

Figure V.2 : Représentation 3D des orbitales moléculaire (HOMO) et (LUMO) calculé par la
méthode DFT avec la corrélation B3LYP et la base 6-31G (d, p) des quatre acides

synthétisées.

Les orbitales moléculaires frontieres (FMOs) jouent un rdle important dans la
détermination des propriétés électroniques et de la réactivité chimique des molécules [7,8]. La
figure V.2 indique deux couleur le rouge et le vert, le rouge correspondant a la phase positive
par contre le vert représente la densité négative [9], on observe aussi que la densité d’HOMO
est concentrée sur le cycle thiophéne pour les molécules SN2TPA, 5N3TPA et 5SM3TPA,
tandis que elle concentrée sur le cycle d’aminophénol pour 4M3TPA. En outre, on observe

que la densité de LUMO est inversement distribuée a la densité de ’'HOMO.
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Les parametres de chimie quantique a savoir le gap énergétique (AEcap),
I’électronégativité absolue (), la dureté (), la mollesse (S), I’¢lectrophilicité (w) et le
moment dipolaire ont été calculés a partir d’Enomo et Erumo en utilisant les équations
suivantes [10-12] :

Energy gap: AE cap =Enomo —ELumo (V.1)
Energie d’ionisation : I= — ExHomo (V.2)
Affinité électronique : A= —ELumo (V.3)
Electronégativité : y = _(EHOMO;ELUMO) (V.4)
Potentiel chimique : p= —y (V.5)
La dureté : 1 = (ELumo —Enomo)/2 (V.6)
La mollesse : S= % (V.7)
L*électrophilicité 1 @ =§ (V.8)

Les valeurs calculées des parametres de chimie quantique précédents sont exposes
dans le Tableau V.1.

Tableau V.1 : Les paramétres de chimie quantique des molécules étudiées

Parameétres SN2TPA SN3TPA AM3TPA SM3TPA
Eromo (a.u) -0.23011 -0.24486 -0.22224 -0.21315
ELumo (a.u) -0.08404 -0.09176 -0.02007 -0.01956
AEgap (a.u) 0.14570 0.15310 0.20217 0.19359
Affinité électronique (A) 0.23011 0.09176 0.22224 0.21315
Potentiel d’ionisation (I) 0.08404 0.24486 0.02007 0.01956
Potentiel Chimique (L) -0.15707 -0.16831 -0.12115 -0.11635
La dureté () 0.07303 0.07655 0.10108 0.09679
La mollesse (s) 13.69206 13.06335 9.89266 10.33111
Electronégativité (y) 0.15707 0.16831 0.12115 0.11635
Electrophilicité (o) 0.16890 0.18503 0.07260 0.06993
Moment Dipolaire (Debye) 5.0828 5.7279 2.9558 0.8082

La capacité d’une molécule a donner des électrons est favorisée par la valeur élevée
d’EnHomo [13], en plus la capacité d’une molécule a accepter des électrons est favorisée par la
faible valeur de ELumo [14]. Généralement, AEcap représente 1’énergie nécessaire pour excité

les électrons d’une molécule, aussi ¢’est un parametre important pour déterminer la réactivité
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et la stabilit¢ d’une molécule [15]. Le gap énergétique (AEcapr) des molécules synthétisées

augmente selon I’ordre suivant :

AEcap (am3tra) < AEcap smatra) < AEcapr (sN3TPA) < AEGAP (5N2TPA)

Ceci signifie que les deux acides 4M3TPA et SM3TPA présentent un flux d’¢lectron facile.
D’aprés le tableau V.1, on observe que les deux molécules SM3TPA (p = —0.11) et
4M3TPA (u = —0.12) ont les valeurs du potentiel chimique les plus élevées par rapport aux
autres molécules, ceci signifié que ces deux molécules sont des bon donneurs d’électron. En
outre, 1’¢lectronégativité et le moment dipolaire de SN3TPA sont supérieur que les autre
molécules (x = 0.168 et D = 5.737), qui rendre cette molécule plus réactive et permet

d’attirer les électron.

L’indice d’¢lectrophile des molécules synthétisées augmente dans I’ordre suivant : ®
(BM3TPA) < ® (4M3TPA) < O (BN2TPA) < O (5N3TPA), qui révele que la capacité d’attirer les électrons

est plus élevée pour 5SN3TPA.
V.2.4. Les charges atomiques de Mulliken

Les charges de Mulliken proviennent de I’analyse de la population de Mulliken et
fournissent des moyens d’estimation des charges atomiques partielles a partir des calculs qui

sont basées sur la combinaison linéaire d’orbitales atomiques.

Les charges atomiques de Mulliken calculées pour les molécules synthétisées sont
présentées dans la Figure V.3. Selon cette figure, on peut remarqué que les atomes de
carbone C1/C3/C4, C2/C3/C5/C27, C3/C4/C6/C21 et C2/C3/C5/C27 des molécules
5N2TPA, 5N3TPA, 4M3TPA et 5M3TPA, respectivement, possedent une charge positive et
le reste des atomes de carbone pour les quatre acides synthétisés possedent une charge
négative. En outre, les atomes de phosphore possédent les charges les plus positives (1.145,
1.098, 1.102 et 1,078) pour SN2TPA, 5N3TPA, 4M3TPA et 5SM3TPA, respectivement. Les
atomes d’oxygéne des groups phosphoniques des deus deux molécules SN2TPA et SN3TPA
(substitué par le groupe nitro) ont les charges les plus négatives (-0.577 et -0.565
respectivement), tandis que les charges les plus négatives dans les deux molécules 4AM3TPA
et SM3TPA (substitu¢ avec le groupe méthyle) sont situées sur les atomes d’azote (-0.625 et -
0.639 respectivement).

En plus, les atomes d’hydrogéne et de soufre possédent une charge positive pour les
quatre molécules étudiées. Généralement, la charge négative de 1’atome d’oxygene indique la

possibilité de former des liaisons hydrogene. En addition, les centres chargés positivement
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sont des sites qui subi un attaque nucléophile et les sites négatives subie un attaque

électrophile [16].
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Figure V.3 : La distribution des charges atomiques de Mulliken de molécules synthétisées :
(a) 5N2TPA, (b) 5SN3TPA, (c) 4AM3TPA et (d) 5M3TPA.

V.2.5. Contours du potentiel électrostatique (ESP)

La carte des contours du potentiel électrostatique en 2D c’est un moyen pour prédire
comment les différentes géométries peuvent interagir entre elles. Les contours du potentiel
¢lectrostatique en 2D des quatre acides a-aminophosphoniques étudiés sont représentés dans
Figure V.4. Comme le montre cette figure, les lignes indiquent des contours iso potentiels,
avec des couleurs allant du rouge (ESP élevé) au jaune (ESP faible). Les contours en rouge
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indiquent les potentiels électrostatiques négatifs et les contours en jaune indiquent les

potentiels électrostatiques positifs.

(a) (b)

(c) (d)

Figure V.4 : Les cartographies 2D des contours du ESP des molécules étudiées : (a)
5N2TPA, (b) 5SN3TPA, (c) 4AM3TPA et (d) 5SM3TPA

V.2.6. Données structurales des géométries optimisées des acides synthétisés

Les longueurs des liaisons, les angles et les angles déhydrales des acides a-
aminophosphonique synthétisées sont calculés en utilisant les structures géométriques
optimisées et les résultats obtenus sont exposées dans les tableaux ci-dessous :

Tableau V.2 : Données structurales de la géométrie optimisée de 1’acide SN2TPA.
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Longueur des liaison Angle Angle déhydrale
Cclc2 1.40215 c1cacs 119.51460 H7C1C2C3 177.98647
C1H7 1.08707 H7C1C2 119.51460 C2C3010H11 17.51885
C2C3 1.41438 C3H10H11  106.98037 C2C3C4H8 -179.87805
C3010 1.35764 C2C3C4 120.29689 C2C3C4C5 -1.44312
O10H11 0.97372 C3C4H8 120.76701 C3C4C5N14 -179.86909
C3C4 1.39044 010C3C4 119.62618 C4C5C6H9 -178.78682
C4H8 1.08191 C3C4C5 118.51258 H8C4C5N14 -1.43310
C4C5 1.39440 HB8C4C5 120.70164 C4C5N14016 -1.11457
C5N14 1.47080 C4C5C6 122.67077 C4C5N14015 178.94116
N14015 1.23124 C4C5N14 118.48309 C5C6C7H1 179.80091
N14016 1.23059 C5N14015  117.60958 C2C1C6C5 -0.31983
C5C6 1.39266 C5N14016  117.70662 H7C1C2N12 0.98314
C6H9 1.08195 C5C6H9 119.77908 C1C2N12H13 18.50909
C1C6 1.39480 C5C6C1 118.29515 C2N12C17H18 -36.58623
C2N12 141774 C6C1H7 120.26958 H13N12C17H18 -163.65922
N12H13 1.01826 C2N12H13  111.15340 H13N12C17P19 -48.85738
N12C17 1.48306 H13N12C17 108.66743 H18C17P19020 159.45587
C17H18 1.09516 H18C17P19 107.05130 C17P19021H22 -120.21178
C17P19 1.86369 C17P19020 111.27373 C17P19023H24 74.26318
P19020 1.48800 P19021H22  110.35396 C27C17P19020 -79.44949
P19021 1.61432 0O20P19023  117.04733 H18C17C27C26 53.88237
021H22 0.96845 P19023H24  111.88611 H18C17C27C28 -124.70317
P19023 1.61796 021P19023 99.03258 C17C27C28H32 -0.17527
023H24 0.97135 P19C17C27  113.87073 C26C27C28H32 -178.90706
C17C27 1.51120 Cl7C27C28 124.19610 H31C26C27C28 179.98214
C27C28 1.37169 C27C28H32 127.81402 H31C26C25H30 -0.46735
C28H32 1.07966 C2728S29 111.98578 H30C25S29C28 -179.52578
C28S29 1.73144 C26C27C28 112.01641 C25S29C28C27 -0.15672
C25S29 1.73440 C25C26C27 112.87986 H30C25C26H31 179.60325
C25C26 1.36485 C28S29C25 91.43519
C26H31 1.08299 S29C25H30  120.17506
C25H30 1.08094 O15N14016 124.68378

Tableau V.3 : Données structurales de la géométrie optimisée de 1’acide SN3TPA.
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Longueur de liaison Angle Angle déhydrale
Cclc2 1.39281 Cl1C2C3 119.65310 C1C2C3C34 -0.76280
C1H7 1.08691 C2C3C4 120.22339 C2C3C4C5 1.24834
C2C3 1.39395 C3C4C5 119.05663 C3C4C5C6 -0.86279
C2H8 1.08500 C4AC5C6 121.70374 C4C5C6C1 -0.01148
C2C3 1.39395 C5C6C1 117.85120 C5C6C1C2 0.51926
C3010 1.37423 C2C1H7 119.09502 H7C1C2H8 -0.64016
O10H11 0.97941 H7C1C6 119.40069 H8C2C3010 1.43145
C3C4 1.40310 C1C2H8 121.32031 C2C3010H11 -163.81704
C4C5 1.39825 H8C2C3 119.01635 C4C3010H11 17.23227
C5C6 1.39900 C1C6C14 121.01733 C3C4C5H9 179.07820
C5H9 1.08820 C2C3010 119.18895 HI9C5C6C14 1.27532
C6C14 1.51102 C3010H11  107.44045 C5C6C14H15 -22.29252
C14H15 1.09382 C3C4N12 117.46570 C5C6C14H16 97.58072
Cl14H16 1.09718 C4C5H9 118.56945 C5C6C14H17 -142.83302
C14H17 1.09456 C6C14H15 111.46541 C5C4N12H13 41.08787
C4AN12 1.43462 C6Cl4H16  111.42675 C5C4C12C18 -83.35228
N12C18 1.49091 C6Cl4H17  111.43368 0O10C3C4N12 -2.49777
C18H19 1.09832 C5C6C14 121.11987 C2C3C4N12 178.56240
C18P28 1.85264 C4N12H13 110.46175 C6C5C4N12 -178.00737
Cc18C21 1.50811 C4N12C18  117.59350 HIC5C4N12 1.93362
P28029 1.48917 H13N12C18 107.91882 C4N12C18H19 27.81991
P28032 1.61870 N12C18H19 111.46353 C3C4N12H13 -136.09905
O32H33 0.97906 N12C18C21 109.68113 C3C4N12C18 99.46079
P28030 1.61572 N12C18P28  108.19869 H13N12C18H19 -97.88109
O30H31 0.96849 C18P28029 113.85767 H13N12C18P28  144.04982
C21C22 1.43655 C18 P28030 100.83068 H13N12C18C21  23.34627
C22C23 1.36480 C18P28032 106.97156 C4N12C18H19 27.81991
C23S24 1.73704 P28030H31 111.66176 C4N12C18P28 -90.24918
C20S24 1.73162 P28032H33  108.79066 C4N12C18C21 149.04727
C20H25 1.08131 030P28032 101.57932 N12C18P28029  -51.83828
C20C21 1.37091 029P28030 117.96335 N12C18P28030 -179.18420
C22H26 1.08314 H19C18C21 109.33335 N12C18PC21C20 -117.35564
C23H27 1.08091 C21C22C23 112.69525 N12C18C21C22  60.55081
C22C23524  111.73817 C18P28030H31  172.97713
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C23C24C20
S24C20C21
C21C22H26
H26C22C23
C22C23H27
C21C20H25
S24C20H25
C18C21C20

91.40055

111.90303
123.03979
124.24055
128.28859
127.87346
120.22166
123.69331

C18P28032H33
H19C18C21C22
H19C18C21C20
H19C18P28029
H19C18P28032
H19C18P28030

-88.74252
-176.94735
5.14620
-172.37206
-45.50470
60.28202

Tableau V.4 : Données structurales de la géométrie optimisée de 1’acide 4M3TPA.

Longueur de liaison Angle Angle déhydrale
C1-C2 1.39804 O15N14016  124.39288 C2C1N14016 179.66694
C2C3 1.37842 C1N14015 117.68018 C2C1N14015 -0.28048
C3C4 141931 C1N14016 117.92691 H7C2C1N14 0.10223
C4C5 1.40074 C1C6H9 119.48341 C1C2C3010 -179.78945
C5C6 1.38996 N14C1C6 119.84327 H7C2C3010 0.18920
CIN14 1.46341 C1C2C3 119.08856 C2C3010H11 2.87703
N14015 1.22832 H7C2C3 121.67531 C2C3C4C5 -0.94800
N14016 1.22622 C2C3C4 121.00907 C2C1C6C5 -0.20957
C2H7 1.08276 C2C3010 123.79220 C4C5C6H9 179.91282
C3010 1.37032 C3010H11 109.95406 H8C5C6H9 -0.88069
O10H11 0.96256 010C3C4 109.95406 HI9C6C1N14 -0.37385
C4N12 1.38010 C3C4C5 118.25701 C5C412N13H -165.59236
C4C5 1.40074 C4C5H8 119.94607 N12C4C5H8 3.53388
C5H8 1.08132 C4C5C6 121.05020 H13N12C17H18 -158.26957
C5C6 1.38996 C5C6H9 121.30548 H13N12C17C25 77.53505
C6H9 1.08043 C1C6H9 119.48341 H13N12C17P19 -46.30650
N12H13 1.01232 C4N12H13 115.15218 020P19021H22 -33.96623
N12C17 1.45399 N12C17H18 109.06818 020P19230240 -18.64471
C17H18 1.09333 N12C17P19 103.95539 021P19023H24 107.45901
C17C25 151012 C17C25C26  127.76780 020P19C17C25 -74.26070
C17P19 1.84862 C17C25S29 121.45648 C17C25C26H30 0.69750
P19020 1.48120 C25529C28 91.65903 17C25C29S28C 179.33506
P19021 1.61941 S29C25C26 110.76795 C25529C28C27 -0.17391
P19023 1.60485 C25C26H30  123.04635 S29C28C27H31 179.94325
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023H24 0.96443
C25C26 1.36879
C26H30 1.08196
C26C27 1.42397
C27H31 1.08178
C27C28 1.36455
C28H32 1.07896
C28S29 1.73125
C25S29 1.74319

CHAPITRE V MODELISATION MOLECULAIRE

C25C26C27
H30C26C27
C26C27H31
C26C27C28
C27C28H32
C27C28S29
C17P19020
C17P19021
C17P19023
P19021H22
020P19021
020P19023
P19023H24

113.20914
123.74450
123.85623
112.79722
128.67270
111.56577
113.62717
104.93711
102.81676
112.04569
115.09974
117.55562
112.87938

32H28C27C31H
31H27C26C30H
28C27C26C30H
C25C26C27C28

0.03296
0.28053
-179.80920
0.18163

Tableau V.5 : Données structurales de la géométrie optimisée de 1’acide SM3TPA.

Longueur de liaison Angle Angle déhydrale
Ci1C2 1.39368 C1C2C3 119.19056 H7C1C6H9 -0.10420
C1H7 1.08686 C2C3C4 120.36126  H7C1C6C5 -179.97163
C1C6 1.39478 C3C4C5 120.39406  H7C1C2C3 -179.64751
C2C3 1.40754 C5C6C1 120.64312 C2C3C4C5 0.09707
C3C4 1.39526 H7C1C2 119.73597 C2C3010H11 0.57126
C4C5 1.39881 H7C1C6 119.88763  HB8CA4C3010 0.16810
C5C6 1.40263 HI9C6C1 119.68913  C4C3010H11 -179.73835
C2N16 1.44314 C2C3010 119.37776 H8C4C5C12 1.68231
C3010 1.35888 C3010H11  104.20418 C4C5C12H13 -34.46095
O10H11 0.97948 010C3C4 120.26025 C4C5C12H14 85.05459
C4H8 1.08579 C3C4H8 118.63912 C4C5C12H15 -155.31014
C5C12 1.51096 H8C4C5 120.96637  C6C5C12H13 146.71536
C12H13 1.09413 C4C5C6 119.03372 C6C5C12H14 -93.76910
C12H14 1.09717 C5C12H13 111.48501 C6C5C12H15 25.86617
C12H15 1.09717 C5C12H14 111.11122 H7C1C2N16 0.54687
C6H9 1.08622 C5C12H15 111.40641 C1C2N16H17 77.28549
N16H17 1.01712 H13C12H14 107.20190 C2N16C18H19  65.27966
N16C18 1.46908 H14C12H15 107.33804 C2N16C18C27  -58.23201
C18H19 1.10209 H13C12H15 108.09272 H17N16C18H19 -62.64758
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C18P20 1.84480
P20021 1.48344
P20022 1.62476
P20024 1.62568
022H23 0.96872
024H25 0.96851
C18C27 1.51246
C26C27 1.37140
C26H31 1.08105
C27C28 1.43544
C28C29 1.36536
C28H32 1.08206
C29H33 1.08087
C29S30 1.73539
C26S30 1.73023

CHAPITRE V MODELISATION MOLECULAIRE

C12C5C6
C5C6H9
H9C6C1
C6C1H7
C2N16H17
C3C2N16
H17N1618C
N16C18H19
N16C18C27
N16C18P20
H19C18P20
C18P20024
C18P20022
C18P20021
P20022H23
021P20022
022P20024
H19C18C27
C26C27C28
C27C28C29
C28C29S30
C29S30C26
C27C28H32
C27C26H31
H32C28C29
C28C29H33
H33C29S30
S30C26H31

120.68732
119.66761
119.68913
119.88763
111.32670
111.32670
109.14978
112.92196
113.25943
109.39329
103.95155
106.61254
100.01604
115.54232
111.73837
116.55624
101.77540
108.26300
112.07953
112.77949
111.72925
91.36738

123.82879
127.73734
123.35009
128.12722
120.13295
120.20483

H17N16C18C27
N16C18P20021
N16C18P20024
N16C18P20022
C18P20024H25
C18P20022H23
C18C27C28H32
C18C27C28C29
C18C27C26H31
C18C27C26S30
C27C28C29S30
C27C26S30C29
C27C28C29H33

173.84075
-169.02697
62.56008
-43.04197
102.08025
-167.36286
5.61114
-176.66959
-2.03888
176.55966
0.35581
0.09998
-178.44612
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V.3. Molecular docking

V.3.1 Evaluation in silico de ’activité inhibitrice des molécules synthétisées vis-a-vis la

protéase principale du SARS-CoV-2

Le docking moléculaire ou I’amarrage moléculaire est une sorte de modélisation
bioinformatique qui implique I’interaction de deux molécules ou plus pour donner un
complexe stable. Selon les propriétés des liaisons formées antre le ligand et la cible, il prédit

la structure tridimensionnelle du complexe formé.

Dans la mise au point de nouveaux médicaments, 1’amarrage sert souvent a déterminer
’orientation des petites molécules liées a leur affinité et niveau d’activité. Ainsi I’amarrage

joue un réle important dans la conception pensée de nouveaux médicaments.

En raison de sa valeur biologique et pharmaceutique, on peut considérer 1’amarrage
comme une situation de serrure et clef ou on s’intéresse a trouver la bonne orientation relative
de la clef (le liant) qui active la serrure (la protéine). Si le ligand et la protéine sont tous les
deux flexibles, il est plus adapté de comparer cette situation a celle ou une main rentre dans
un gant. Au cours du mécanisme, le ligand et la protéine s’ajustent pour améliorer leur
serrage. Plusieurs publications indiquent 1’utilisation du docking moléculaire dans la

conception des médicaments [17-19].

Dans ce travail, les calculs du docking moléculaire ont été exploité in silico avec le
programme iGMDOCK version 2.1 afin de prédire d’une par les meilleurs modes (poses)
d’interaction des acides a-aminophosphoniques synthétisées avec le site actif de la protéase
principales du SARS-CoV-2 (MP) et d’autre part pour déterminer les différents types de
liaisons formées, les énergies d’interaction et les acides aminés qui intervient dans la
formation de ces liaisons. La structure de MP™ a été obtenue a partir de la banque de donnés
des protéines (Protéine Data Bank) sous le code PDB ID: 6LU7 [20] avec une boite de
maillage de 30x30x30 A. Le logiciel Accelry’s Discovery Studio Visualizer a été employé
pour visualiser les résultats obtenues a savoir les meilleurs poses d’interaction, les
diagrammes d’interaction en 2D et en 3D [21]. Les meilleures poses d’interaction des acides
a-aminophosphoniques étudiés avec la protéase principale du SARS-CoV-2 sont présentées

dans la Figure \V.5.
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(c) (d)
Figure V.5 : Les meilleures poses d’interaction des acides a-aminophosphoniques étudiés
avec la protéase principale SARS-CoV-2: (a) 5N2T, (b) 5N3T, (c) 4M3T et (d) 5M3T.

()
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(b)

(©)

(d)

Figure V.6 : A gauche: diagramme des interactions en 3D des inhibiteurs étudiés avec la
protéase principale du SARS-CoV-2: (a) 5N2T, (b) 5N3T, (c) 4M3T et (d) 5SM3T. A droite:

les inhibiteurs étudiés a I’intérieur des sites actifs avec les interactions.

A partir des diagrammes d’interaction 2D et 3D présentés dans les Figures V.6 et
\/.7, on peut observer que I’acide SN2TPA interagir avec les résidus des acides amines dans
le site actif en formant des liaisons hydrogénes avec 1’HIS41 a une distance de 3.54 A, le
TYRS54 (2.2 et 2.8 A), le CYS145 (2.7 et 2.8 A), I’ HIS164 (2.8 et 2.2 A) et des interactions
Pi-soufre entre le cycle phénol du ligand et I’acide aminé HIS41 a une distance de 4.2 A, une
liaison électrostatique avec I’HIS41 et des liaisons de type Van der Waals avec HIS41,
MET49, HIS164, MET165, et GLN189 et avec une énergie égale a Esnztra= - 106.1 kcal/mol.
Ainsi, le ligand 5SN3TPA forme des liaisons d’hydrogénes avec les acides aminés HIS41 (2.3
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et 3.7 A), le GLY143, SER144 (2.1 A), CYS145 (1.9 A), HIS163 (1.9 A) et GLU166, et aussi

il présent des interactions (Pi-soufre) entre le cycle thiophéne du ligand et ’acide aminé
HIS41 a une distance de 4.5 A. Egalement, le SN3TPA montre des interactions de type forces
de vdW avec les acides aminés HIS41, LEU141, ASN142, GLY143, CYS145, HIS163 et
HIS164. L’énergie d’interaction obtenue est Esnatpa = - 105.2 kcal/mol.

Concernant la molécule 4M3TPA, on observe qu’elle interagir avec la protéine avec
une énergie de Eamatea = - 102.9 kcal/mol et forme des liaisons hydrogénes avec les acides
aminés HIS41 (3.6 A), GLY143 (2 et 2.4 A), SER144, CYS145 (3.1 et 3.1 A) et HIS164 et
aussi elle montre deux interactions Pi-soufre entre I’acide aminé HIS163 et le cycle
thiophénique a une distance de 3.7 A, et avec le cycle aromatique (phénol) a une distance de
6.9 A. En plus, des interactions de type vdW ont été formées entre le 4AM3TPA et les acides
aminés LEU141, ASN142, MET165, GLU166 et GLN189. En fin, le ligand 5M3TPA
possede des liaisons hydrogénes avec les acides aminés HIS41 (2 A), GLY143 (2.4 A),
SER144 (3.1 A), CYS145 (3.1 A) et HIS164, et une interaction de type Pi-soufre entre le
phénol du ligand et ’'HIS163 a une distance de 6.8 A. Ainsi, les forces vdW sont observées
avec les acides aminés LEU141, ASN142, MET165, GLU166, GLN189. L’énergie obtenue
pour le ligand 5SM3TPA est égale a Esmatea = - 101.9kcal/mol.
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Figure V.7 : Diagrammes d’interaction 2D des inhibiteurs étudiés avec la protéase principale
du SARS-CoV-2 : (a) 5N2T, (b) 5N3T, (c) 4M3T et (d) 5M3T.

Les énergies et les différents types des interactions formées entre les acides a-

aminophosphoniques étudiés et le Mpro sont présentés dans le Tableau V.6.

Tableau V.6 : Les résultats du docking moléculaire obtenus in silico pour I’inhibition de la

protéase principal du SARS-CoV-2 par les acides a-aminophosphoniques étudiés.

Composés Energie en kcal/mol Interactions

Elc: HIS41

Liaisons-H: HIS41, TYR54, CYS145,
5N2TPA -106.1 HIS164

vdW: HIS4l, MET49, HIS164,

MET165, GLN189

Liaisons-H:HIS41, GLY143, SER144,
5N3TPA -105.2 CYS145, HIS163, GLU166
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vdW: HIS41, LEU141, ASN142,

GLY143, CYS145, HIS163, HIS164

Liaisons-H: HIS41, GLY143,
4AM3TPA -102.9 SER144, CYS145, HIS164

vdW: LEU141, ASN142, MET165,

GLU166, GLN189

Liaisons-H: HI1S41, GLY143,

SER144, CYS145, CYS145, HIS16
5M3TPA -101.9 vdW: LEU141, ASN142, MET165,

MET165, GLU166, GLN189

Elc: interactions électrostatiques, Liaisons-H: liaisons hydrogénes et vdW: les forces de van
der Waals.

La distribution de 1’énergie sur les différents types d’interactions a savoir les forces
van der Waals, liaisons hydrogenes et les interactions électrostatiques est présentée dans le
Tableau V.7

Tableau V.7 : Distribution de 1’énergie sur les différents types des interactions formées entre

les inhibiteurs étudiés et le Mpro.

Ligand Les forces de van der Waals  Liaisons hydrogenes Interactions

électrostatiques

SN2TPA  -72.9863 - 28.8757 - 3.22359
5N3TPA  -78.048 - 25.7353 - 1.37457
AM3TPA -67.7466 - 33.0763 -1.12479
SM3TPA -68.9712 - 32.7829 -1.11344

D’aprés le tableau V.7 on observe que les forces van der Waals sont les plus
dominantes d’un point de vue énergétique suivi par les liaisons d’hydrogeénes puis les
interactions électrostatiques. En outre, le 5SN2TPA montre le score d’énergie le plus négatif,

ce montre que le 5SN2TPA inhibe le MP™ mieux que les autres molécules.
V.4. Etude ADME des molécules synthétisees

ADME c’est une abréviation qui signifiée Absorption, Distribution, Métabolisme et

Excrétion. Dans ce contexte, le SwissADME est une plateforme sur internet accessible
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gratuitement sur http://www.swissadme.ch qui peut étre utilisée dans la conception des

médicaments. Généralement, ce logiciel permet de prédire I’absorption gastro-intestinale
humaine d’une molécule ainsi que sa capacité a franchir la barriere hémato-encéphalique.

L’objectif de cette partie est de calculer les propriétés physicochimiques, de prédire les
parametres ADME, de calculer les propriétés pharmacocinétiques et drug-like des molécules
synthétisées pour supporter la découverte de médicaments [22].

V.4. 1. Radar de la biodisponibilité

Les radars de la biodisponibilité des acides a-aminophosphoniques synthétisés sont
calculés en utilisant la plateforme SwissADME et les résultats obtenus sont présentés dans la
figure V.8. Les zones colorées en rose représentent 1’espace physicochimique le plus
approprié de la biodisponibilité orale. Le radar de la biodisponibilité indique six axes

principaux :

La Lipophilicité (LIPO) exprimé par : XLOGP3 ;

Le volume (SIZE) exprimé par: MV ;

La polarité (POLAR) exprime par : TPSA ;

L’insolubilité (INSOLU) exprimé par : LOG S ESOL ;
L’insaturation (INSATU) exprimé par : FRACTION CSP3;

La flexibilité (FLEX) exprimé par: NUM ROTATABLE BONDS.

YV V. V V V V

Les valeurs calculées des paramétres utilisées pour identifier les axes du radar de
biodisponibilité qui caractérisent les acides a-aminophosphoniques synthétisés sont regroupés
dans le Tableau V.8.

LIPO LIPO

FLEX SIZE FLEX SIZE

INSATU POLAR INSATU POLAR

INSOLU INSOLU
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Figure V.8: Radars de biodisponibilité des composés étudiés obtenus par Swiss ADME.

Selon les résultats présentés dans tableau V.8 on remarque que la lipophilicité de nos
produits varie entre 0,86 et 1,40 et les deux acides 4M3TPA et 5SM3TPA sont les plus

lipophiles avec une valeur de lipophilicité égale a 1.40. Généralement, la TPSA (Topological

Polar Surface Area) est une valeur caractéristique de la polarité des molécules. D’aprés le

tableau V.8 on observe d’une part que toutes les molécules synthétisées présentent des valeurs

élevées de la TPSA qui sont généralement varies entre 127,84 A2 et 173,66 A2, et d’autre part
les deux molécules 5SN2TPA et 5SN3TPA sont plus polaires que 4M3TPA et 5M3TPA avec

une valeur de TPSA égale a 173.66 A2 En outre, on observe que le nombre des liaisons

rotatives est égale a 5 pour les deux molécules 5N2TPA et 5SM3TPA et égale a 4 pour
AM3TPA et 5SM3TPA, ce qui signifie que les deux molécules 5SN2TPA et SM3TPA sont plus
flexibles que les molécules 4AM3TPA et SM3TPA.

Tableau V.8 : Les valeurs des axes de radar de la biodisponibilité des molécules étudiées.

Paramétres S5N2TPA | 5SN3TPA | AM3TPA | 5SM3TPA
Lipophilicité (LIPO) : XLOGP3 0.90 0.86 1.40 1.40
Volume molaire (SIZE) : MV en g/mol 330.25 330.25 299.28 299.28
Polarité (POLAR) : TPSA en A2 173.66 173.66 127.84 127.84
Insolubilité (INSOLU) : LOG S ESOL -2.51 -2.49 -2.74 -2.74
Insaturation (INSATU: FRACTION CSP3 0.09 0.09 0.17 0.17
Flexibilit¢ (FLEX): nombre de liaisons 5 5 4 4
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rotatives

V.4. 2. Analyse des propriétés physicochimiques, pharmacocinétiques et Drug-like

La prédiction des propriétés ADME des quatre acides a-aminophosphoniques
synthétisés a été effectuée par SwissADME et les résultats obtenues sont regroupés dans les
tableaux V.9 et V.10. Cette étude nous donne généralement une idée sur les propriétés
physicochimiques, pharmacocinétiques et Drug-like des molécules étudiées, notamment les
sites accepteurs des liaisons hydrogeéne, les sites donneurs des liaisons hydrogene, la TPSA
(Topological Polar Surface Area), ...ctc. En outre, les paramétres Drug-likeness des
molécules synthétisées ont été déterminés en utilisant les régles de Lipinski, Ghose, Veber,
Egan et Muegge) [23-24].

Selon Tableau V.9, on constate que le nombre des liaisons donneurs d’hydrogéne
(nHD) est égale a 4 pour les quatre molécules étudiées, par contre le nombre des liaisons
accepteurs d’hydrogene (NHA) est égale a 6 pour les deux molécules 5SN2TPA et 5SN3TPA, et
égale a 4 dans le cas de 4M3TPA et 5M3TPA. La présence des groupes des liaisons
hydrogénes (H-accepteurs et H-donneurs) dans une molécule indique la possibilité de former

des liaisons hydrogénes avec la protéine ciblée dans le site actif.

En plus, les valeurs de la lipophilicité (log Pow) des molécules étudiées sont
comprises entre 0,45 et 1,42 et la molécule 4M3TPA présente la valeur de log Pow la plus
élevée. Les acides synthétisés sont généralement solubles ou au moins modérément solubles
avec des valeurs de I’insolubilité (log S) comprises entre -2,95 et -2,41 mg/mL. En outre, les
deux molécules 4M3TPA et 5M3TPA ont la méme valeur de la permutation cutanée (Log
Kp) qu’est égale a -7,13 tandis que les molécules 5SN2TPA et 5SN3TPA ont respectivement
des valeurs de Log Kp égales a -7,68 et -7,70. Les quatre molécules ne présentent aucun
maux. Les valeurs de I’accessibilité synthétique des molécules étudiées sont comprises entre
3,45 et 3,65 ceci indique que ces composés sont faciles a synthétiser (les valeurs vont de 1
(tres facile) a 10 (tres difficile)).

Tableau V.9 : Propriétés physicochimiques prédites des acides a-aminophosphoniques

étudiés.

Molécule nHD nHA  Log Log S Log Kp Maux  Accessibilité
Pow  (mg/mL) (cm/s) Synthétique
5N2TPA 4 6 0.54 -2.41 -7.68 0 3.45
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SN3TPA 4 6 0.45 -2.41 -7.70 0 3.65
AM3TPA 4 4 1.42 -2.95 -7.13 0 3.59
SM3TPA 4 4 1.39 -2.95 -7.13 0 3.58

Les résultats du Tableau V.10 révélent que I’absorption gastro-intestinale des deux
molécules 5SN2TPA et 5N3TPA est faible, tandis que il est élevée pour les deux autres
molécules 4M3TPA et SM3TPA. En outre, aucun des molécules étudiées n'a montré de
perméabilité de la barriere hémato-encéphalique. Un autre facteur essentiel ¢’est la possibilité
d’interagir avec le cytochrome P450(CYP). Cette superfamille des isoenzymes jouent un role
crucial dans I’¢limination des médicaments par biotransformation métabolique [25]. Selon des
études antérieurs effectuées par plusieurs auteurs, on peut anticiper que 50 a 90% des
composés médicinaux sont des substrats de cing isoformes substantielles du CYP (CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) [26,27]. Concernant les molécules étudiées, on
observe d’aprés le tableau V.10 qu’aucun des composés ciblés n'a présenté de résultats

positifs.

Swiss-ADME accorde cing différentes regles Lipinski, Ghose, Veber, Egan et
Muegge. A partir des résultats obtenus, on observe que toutes les molécules obéissent les
régles de Lipinski et Ghose, les deux molécules SN2TPA et SN3TPA n’obéit pas aux regles
de Veber, Egan et Muege par contre le 4AM3TPA et 5SM3TPA obéit aux ces trois regles.

Drug-likeness (ressemblance a la drogue) définit qualitativement la capacité d’une
molécule d’étre un médicament orale en accordance avec sa biodisponibilité. Drug-likeness
est déterminé a partir de la structure de contrdles structuraux ou physicochimiques des

composés développés pour étre des candidats médicaments oraux.

Tableau V.10 : Prédiction des propriétés pharmacocinétiques et Drug-likeness des molécules

étudiées.

Propriétés 5N2TPA 5N3TPA AM3TPA  5M3TPA
Absorption Gl l l T T
Perméabilité BBB - - - -
Inhibiteur de CYP1A2 - - - -
Inhibiter de CYP2C19 - - - -
Inhibiteur de CYP2C9 - - - -
Inhibiteur de CYP2D6 - - - -
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Inhibiteur de CYP3A4 - - - -

Lipinski + + + +
Ghose + + + +
Veber - - + +
Egan - - + +
Muege - - + +
T Elevée | faible + oui - non

V.4. Conclusion

Les résultats des calculs de chimie quantique effectues par la méthode DFT montrent
les propriétés structurales et électroniques des molécules synthétisées, ainsi ils confirment les

résultats expérimentaux sur la réactivité des molécules.

Les résultats du docking moléculaire révélent que les molécules 5SN2TPA, S5N3TPA,
4M3TPA et SM3TPA pénetrent bien dans le site active de la protéase principale du SARSA-
CoV-2. Donc, ces molécules peuvent étre considérer comme des inhibiteurs potentielles
contre le virus de COVID-19.

Enfin, les résultats des calculs SwissADME permet de predire plusieurs parametres
comme les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques notamment 1’absorption
gastro-intestinale (Gl), la distribution, le métabolisme et I’excrétion des molécules
synthétisees et les regles de Drug-likeness qui supporte la conception de nouveaux

médicaments.
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CONCLUSION GENERALE

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la recherche et la valorisation des nouvelles
substances d’intérét bio-pharmacologique a base des a-aminophosphonates. L’objectif
principal est atteint, quatre nouveaux molécules ont été synthétisées, caractérisées et soumis a

I’évaluation d’aspect bioactives et pharmaceutiques.

Pour la synthése des acides a-aminophosphoniques ciblés dans ce travail, on a utilisé
un protocole de synthese assisté par irradiations micro-ondes, qui est considéré comme une
méthode verte (environnementale), rapide et économique. Le temps de la réaction consommé
pour synthétiser les molécules ciblées en présence d’irradiations micro-ondes est trés court et

les rendements obtenus sont importants (entre 86.9%-96.98%).

La pureté des acides a-aminophosphoniques synthétisés a été vérifier par CCM.
Ensuite, les molécules obtenues ont été caratérisées par le mesure de leurs points de fusion et
par les méthodes spectrales UV-Vis, IR, RMN *H, RMN C et RMN 3P,

La spectrophotométrie UV-Vis a permis de différencier et de confirmer 1’obtention de
nouveaux produits par la disparition des bandes d’absorption caractéristiques des produits de

départ et ’apparition de nouvelles bandes sur les spectres des produits synthétisés.

La spectroscopie infrarouge ATR-FTIR indique la disparition des pics caractéristiques
des amines primaires et I’apparition de nouveaux pics caractérisant les groupements

phosphonates P=0, P-O-H et P-C.

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire RMN 'H, RMN 3C et RMN 3lp

a confirmée les structures proposées des molécule synthétisées.

La bioactivité des acides synthétisés a été démontrée via 1’étude in vitro des activités
antioxydante et antifongique. Dans ce contexte, trois méthodes ont été appliquées pour la mise
en évidence de I’activité antioxydante a savoir la capacité de piégeage du radical libre DPPH,

le radical ABTS et le test de Phenantroline.

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité antioxydante obtenus par les trois techniques
révelent que les molécules synthétisées possedent une capacité antioxydante efficace et

prometteuse avec des valeurs de 1’ICsp comparables a celles des standards BHT et BHA.

L’activité antifongique montre que les produits synthétisés sont des fongicides
puissants qui permettent d’inhiber la croissance de certaines souches fongiques comme F.

Oxysporum et A. Alternata.
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Les parameétres de chimie quantique a savoir le gap énergétique, 1’électronégativité
absolue, la dureté, la mollesse et 1’électrophilicité ont été calculés a partir d’Enomo et ELumo
qui décrit la réactivité et la stabilité des molécules, qui est en trés bon accord et confirment les

résultats expérimentaux.

Les paramétres de chimie quantique calculés par la méthode DFT sont en trés bon
accord avec les résultats expérimentaux. Dans ce contexte, la molécule 4M3TPA est la plus

réactive tandis que la molécule 5SN2TPA est la plus dure, donc la plus stable et moins réactive.

Les régions du potentiel électrostatique moléculaire calculées, révelent que les cycles
aromatiques et thiophéniques, les atomes d’oxygene, d’azote, de soufre et de phosphore sont

les principaux sites actifs.

En outre, les résultats de 1’étude in silico du docking moléculaire des acides a-

aminophosphoniques étudiés vis-a-vis la protéase principale du SARS-CoV-2 révelent que :

v' Les quatre acides a-aminophosphoniques synthétisées ont 1’affinité d’interagir avec les
acides aminés présent dans le site actif de la protéase principale du SARS-CoV-2 en
formant des liaisons hydrogeénes, des interactions électrostatiques et des interactions de
type forces type Van der Waals ;

v' La molécule 5SN2TPA montre le score d’énergie le plus négatif, ceci montre que le
5N2TPA inhibe le MP™ mieux que les autres molécules ;

v' La distribution d’énergie des inhibiteurs étudiés montre que les forces van der Waals
sont les interactions les plus dominantes d’un point de vue énergétique suivi par les
liaisons d’hydrogeénes puis les interactions électrostatiques ;

v' Les résultats du docking moléculaire des acides a-aminophosphoniques étudiés
molécules montre que ces molécules peuvent étre considérer comme des inhibiteurs
potentiels contre le SARS-CoV-2.

Les résultats de 1’étude ADME des molécules synthétisées montrent que :

v' Les acides aminophosphoniques étudiés ont une bonne biodisponibilité orale ;

v' La présence des groupes accepteurs et donneurs d’hydrogéne (H-accepteurs et H-
donneurs) dans les molécules synthétisées donne la possibilité de former des liaisons
hydrogenes ;

v' Les quatre molécules étudiées obéissent aux regles de Lipinski et Ghose, ce qui rendre

ces moléecule un sujet pour la conception des nouveaux médicaments.

En fin, les perspectives envisagées sont :
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Synthese des esters a-aminophosphoniques correspondants aux acides o-
aminophosphonates synthétisés pour faire une comparaison de la bioactivité entre ces
deux familles des phosphonates ;

Synthése des complexes des molécules synthétisées aves les differents meétaux et
évaluation de leurs bioactivite ;

Elargissement de [’évaluation des activités biologiques notamment 1’activité
antibactérienne, anti-inflammatoire, anti-diabete, anti-Alzheimer, anticancéreux et
étude de la toxicité des molécules synthétisées ;

Evaluation in vivo des activités biologiques des molécules synthétisées ;

Evaluation in vitro et in vivo de I’activité inhibitrice des molécules synthétisées Vis-a-
vis le virus SARS-CoV-2.
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Résumé :

Quatre nouveaux acides a-aminophosphoniques contenant un cycle thiophénique ont
été synthétisés en utilisant des conditions simples, propres et sans catalyseur, une méthode
plus pratique et respectueuse de I'environnement sous irradiations micro-ondes. Les structures
des molécules synthétisées ont été confirmées par UV-Vis, FT-IR, RMN 'H, RMN *3C, RMN
31P. De plus, I’activité antioxydante des acides synthétisés a été évaluée en utilisant trois
méthodes: DPPH, ABTS et phénantroline, et les résultats obtenus indiquent que les quatres
molécules présentent une excellente activité antioxydante. En outre, les composés synthétisés
présentent une bonne activité antifongique contre deux champignons F.oxysporum et
Alternaria. Les propriétés moléculaires, électroniques, la stabilité et la réactivité des produits
synthétisés ont été étudiees par la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT). De plus, les
études d'amarrage moléculaire des acides a-aminophosphoniques synthétisés ont montré une
bonne inhibition de la protéase principale du SRAS-CoV-2.

Mots clés: a-aminophosphonates, Antioxydant, Antifongique, DFT, Molecular docking,
SRAS-CoV-2.

Abstract:

Four new a-aminophosphonic acids containing thiophenic ring have been
synthesized using simple, neat and catalyst-free conditions, more convenient and eco-friendly
method under microwave irradiations. The structures of the synthesized molecules have been
confirmed by UV-Vis, FT-IR, *H NMR, *C NMR and *'P NMR. Moreover, the antioxidant
activity of the synthesized acids was evaluated using three methods DPPH, ABTS and
phenantroline, and the obtained results indicate that these molecules exhibit excellent activity.
Also, the synthesized compounds show a good antifungal activity against two fungi
F.oxysporum and Alternaria. The molecular and electronic properties, the stability and the
reactivity of the synthesized products were studied by the density functional theory (DFT).
Furthermore, molecular docking investigations of the studied a-aminophosphonic acids
showed a good inhibition of SARS-CoV-2 main protease.

Keywords: a-aminophosphonate, Antioxydant, Antifungal, DFT, Molecular docking, SRAS-
CoV-2.



