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La synthése de nouvelles molécules a intérét biologique présente un objectif pour les
chimistes organiciens [1]. Dans ce contexte, plusieurs investigations portent sur les
modifications structurales que 1’on peut apporter a des molécules modeles telles que les
médicaments synthétiques et les biomolécules naturelles, plusieurs recherches ont été
consacrées a la synthese et au développement de nouvelles molécules capables de s’hybrider
sélectivement ou bien d’interférer avec les processus biologiques, ces derni€res s’articulent

essentiellement autour de la chimie des hétéroatomes, notamment celle du phosphore .

Le phosphore est un élément chimique essentiel a presque toutes les réactions chimiques
a l'intérieur des cellules, il est principalement obtenu a partir de la roche phosphatée
(Caz(POa4)2) [2]. Il est incorporé a de larges composés essentiels comprenant acides nucléiques,
ATP, phosphoprotéines, phospholipides et des polysaccharides. Dans la plupart de ces
composes, le phosphore se trouve principalement dans son état d"oxydation le plus elevé et se
présente sous forme de phosphates de calcium, de sodium ou de potassium [3]. Le phosphore
est un élément chimique du groupe Vade la troisieme période du tableau périodique symbolisé
par P. C'est un non-métal multivalent appartenant au groupe de I'azote (groupe 15). Il est tres
réactif et s'oxyde spontanément au contact de I'oxygéne atmosphérique émettant de la lumiere.
La chimie du phosphore est utilisée dans plusieurs domaines notamment dans 1’inhibition de la
corrosion, dans la catalyse, traitement des eaux, I’industrie agroalimentaire et dans I’industrie
pharmaceutique particulierement comme médicaments efficaces contre le cancer et les

maladies inflammatoires [4].

Le champ d’application des composés organophosphorés est trés large, il couvre des
domaines allant de la synthese des pesticides et des insecticides, en passant par des produits
agrochimiques jusqu’en pharmacie et en médecine. Parmi ces composés organophosphorés, on
trouve les phosphonates, qui possédent des propriétés chimiques et biologiques intéressantes,
ce qui leurs conférent des applications biologiques et médicales. L’importance de ces composés
se présente dans le fait que la liaison P-O soit remplacée par une liaison P-C plus stable

empéchant ainsi leur hydrolyse par les phosphatases.

Les phosphonates et leurs dérivés sont des composés contenant le phosphore et
considérés parmi les composés organiques les plus abordées dans les différents domaines de
recherches et industries. Ces composés trouvent des applications dans les domaines de

I'agriculture, de la médecine et de I'industrie chimique [5].
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Les tendances des chercheurs, au cours des derniéres années, ont été orientées vers les
dérivés des phosphonates qui sont les esters aminophosphonates et les acides o-
aminophosphoniques. Ces derniers sont une classe importante de composés biologiquement
actifs, qui ont recu une attention croissante et sont considérés comme des analogues phosphorés
des acides aminés [6]. Ils ont attiré beaucoup d'attention en raison de leur faible toxicité et
haute activité biologique. L'unité phosphonique a été établie en tant que bio-isostére d'un
fragment carboxylique. Cette caractéristique explique la variété des activités biologiques [7-
10]. lls sont considérés comme cible importante dans le développement d'antibiotiques,
d'espéces antivirales, d'antihypertenseurs et d'agents anti tumoraux en raison de leur effet

inhibiteur des récepteursGABA, des inhibiteurs d'enzymes et des anti-métabolites [11-16].

Les a-aminophosphonates occupent une place importante et révélent des propriétés
biologiques diverses et intéressantes: herbicides [17], pesticides [18], antibactériens [19,20],
antifongiques [21] bactéricides [22-24], antioxydants [25], inhibiteurs de diverses enzymes, y
compris la protease du VIH, la collagénase humaine [26] et la synthase [27], la rénine [28] et
les PTPases [29,30]. Les acides a-aminophosphoniques sont considérés comme des anti-viraux
[31], des agents anti-tumoraux [32], et peuvent méme étre des imitateurs de peptides [33],
hypothétiques agents radioprotecteurs [34]. Ils ont également plusieurs applications dans
I'industrie agricole [35,36] et en électrochimie comme agents anti-corrosifs [37,38]. lls peuvent

étre utilisés comme agents complexants [39], et dans l'inhibition du tartre [40].

Un grand nombre de méthodes de synthése de divers a-aminophosphonates ont été
publiés depuis la premiére synthese par Fields [41]. L'une de ces réactions est la réaction
Moedritzer-Irani, puisqu'elle a été rapportée pour la premiére fois par ces auteurs en 1966 [42],
qui utilise l'acide phosphoreux, le formaldéhyde et une amine pour produire un acide
biphosphonique couplé a lI'atome d'azote de I’amine [43,44]. Lorsqu'une amine primaire est
utilisée, la réaction produit un acide bis-phosphonique car I'amine secondaire qui est générée in

situ est plus réactive que I'amine primaire de départ [45].

Cependant, la voie la plus remarquable de synthése des a-aminophosphonates est la
réaction de Kabachnik-Fields [46,47] qui est une procédure a trois composants a un pot

utilisant du composeé carbonyle, une amine et un dialkyle /trialkyle phosphite.

Compte-tenu de l'immense importance de ces composés, 1’objectif de ce travail est la

synthése de deux dérivés phosphonates, selon le procéde d’Irani-Moedritzer pour former un
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acide a-aminophosphonique et selon le procédé de Kabachnik-Fields pour former un ester o-

aminophosphonate. Les syntheses seront réalisées selon deux procédés :

Un procédé classique sous reflux. Cependant, ces procédés souffrent d'inconvénients
tels que le temps de réaction prolongé et l'utilisation de sources de phosphore colteuses
et dangereuses.

Un procédé a I’aide de micro-ondes. Les micro-ondes ouvrent de nouvelles opportunités
au chimiste synthétique sous la forme de nouvelles réactions difficiles a utiliser avec le
chauffage conventionnel. L'intérét de la synthése organique assistée par micro-
ondes (SOAM) s'est accru ces derniéres années [48]. Les temps de réaction courts
fournis par la synthése micro-ondes la rendent idéale pour le dépistage de réaction
rapide et l'optimisation des conditions de reéaction.

Pour faire une comparaison entre ces deux techniques de synthese, on a décidé d'utiliser

une fois la méthode conventionnelle a reflux et une autre fois la SOAM, dans la synthése d’un

acide aminophosphonique (MTA) et un ester aminophosphonate (MTE) a partir de la 3-

Toluidine (MT) et un ester aminophosphonate (5M) a partir de 2-amino-5-methylphenol.

Le travail de these présenté dans ce manuscrit est subdivisé en trois chapitres :

Le premier chapitre: consiste en une étude bibliographique sur les phosphonates, en
illustrant leurs types, classification, méthodes de synthese, applications dans différents
domaines et leurs propriétés biologiques.

Le deuxieme chapitre: est consacré en une présentation genérale des différentes
méthodes, matériels et logiciels utilisés pour réaliser le travail desiré.

Le troisieme chapitre: présente les résultats de synthese, de caractérisation et de
I’étude théorique par la méthode de DFT des produits obtenus via les réactions de
Kabachnik-Fields et Irani-Moedritzer, ainsi que les résultats d’évaluation des activités

biologiques.

Enfin, une conclusion générale qui récapitule I’essentiel du travail réalise et des

perspectives utiles pour la continuation de cette étude.
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Chapitre 1 : Recherche bibliographique sur les composés organophosphorés et les phosphonates

I .1. Introduction

Apres I'hydrogéne, le carbone, l'oxygéne et l'azote, le phosphore représente le
cinquieme élément le plus répandu a I'échelle biologique. Toutefois, il est nettement moins
répandu que les quatre précédents. Sans la présence de cet élément essentiel, aucune forme de
vie n'est possible. Il est présent dans I'ADN, I'ARN, les molécules d'ATP et les membranes
des cellules. Sous sa forme brute, le phosphore est un élément toxique, mais il assure un réle
biologique essentiel sous ses autres aspects ioniques ou organophosphorés. Le champ
d'application des composés organophosphorés est trés étendu, allant de la fabrication de
pesticides et d'insecticides aux préparations pharmaceutiques et aux médicaments, en passant
par les produits agrochimiques. Parmi ces dérivés organophosphorés, on peut distinguer les
phosphonates, qui possedent des propriétés chimiques et biologiques trés appréciables, ce qui
les rend aptes a des applications biologiques et pharmaceutiques. Leur principal intérét réside
dans le fait que la liaison P-O est remplacée par une liaison P-C beaucoup plus stable, ce qui

évite leur hydrolyse par les phosphatases.
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Figure I.1. Caractéristiques biologiques de certains dérivés d'a-aminophosphonates.

| .2. Les composés organophosphorés

Il s'agit de substances organiques ayant au moins un atome de phosphore attaché
directement a un atome de carbone. Cette catégorie de produits inclut un grand spectre de
composeés de synthése servant de pesticides (parathion, malathion, chlorpyrifos, dichlorvos),
dont certains sont des produits pharmaceutiques (échothiophate, meétrifonate,
cyclophosphamide), et d'autres qui sont des toxines de guerre dangereuses (agents G : tabun,
sarin, soman, cylclohexyl-sarin, et agents V : VX, VR, VC). Ces substances constituent des
agents irréversibles inhibant la cholinestérase (ChE) [1]. On peut distinguer deux sortes de
ChE, lacétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). L'AChE est

largement impliquée dans la neurotransmission en hydrolysant son neuromédiateur,
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I'acétylcholine. l'inhibition de cette derniére provoque son accumulation dans les synapses et
donc un arrét des transmissions cholinergiques centrales et secondaires. En cas d'intoxication
aigué par les OP, on observe des spasmes gastro-intestinaux, une hypersalivation et une
dépression des organes cardiovasculaires et respiratoires, ce qui entraine la mort. Les
dommages causes au systéme nerveux central se traduisent par une crise d'épilepsie
convulsive qui, si elle n'est pas stoppée rapidement, peut engendrer des conséquences
neuropathologiques graves (nécrose cellulaire) dans de nombreuses zones du cerveau, y
compris celles qui interviennent dans la mémoire et l'apprentissage [2]. Les substances
biologiqguement actives, comme I'ADN, qui jouent un réle majeur dans la biochimie, ne sont
pas des organophosphates a part entiére : elles ne comportent pas de liaisons entre le carbone
et le phosphore et ne sont que des mono-, di- et triphosphates. Le ténofovir est un composé
organophosphoré au sens propre, alors que le monophosphate de desoxyadénosine ne l'est
pas.

Les composés organophosphorés occupent une place de plus en plus importante dans
la vie quotidienne moderne et offrent un vaste éventail d'applications scientifiques et
industrielles. De nos jours, la chimie du phosphore constitue méme une discipline
indépendante. On trouve actuellement des composés organophosphorés dans les formulations
de médicaments [3-4], les détergents [5-6], les dentifrices [4-5], les insecticides [5-7], les
produits pétroliers [5-8], les plastifiants [5], les carburants [5], les flotteurs [5,9,10], les
antioxydants [11-12] et les retardateurs de flamme [5].

I .3. Principales classes des composés organophosphores :

Les dérivés organophosphorés sont répartis en plusieurs groupes en fonction du degré
d'oxydation du phosphore et de la qualité des substituants, en particulier la présence d'un
oxygene ou d'un autre halogéne : oxyde de phosphine, phosphinite, phosphonite, phosphite,
phosphonate, phosphinate, phosphate...

Les sociétés American Chemical Society et Royal Chemical Society de Londres ont
établi un systéme de dénomination couramment utilisé, selon lequel les dérivés des hydrures,
oxyacides et oxydes de phosphore sont des composés organophosphores.

Les substances concernées par cette nomenclature sont les acides suivants (Tableau
1.1).

10
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Tableau I.1. Principaux types de composés organophosphorés.

Nomenclature

Acides correspondants

Phosphines

Oxydes de phosphines
Phosphoranes

Acides phosphoreux
Acides phosphineux
Acides phosphiniques
Acides phosphoriques

Pyrophosphates et esters pyrophosphoniques

Acides phosphoniques

HaP
HsPO

HsP

P(OH)3
PH2(OH)
H.(OH)P(0)
(OH)3P(0O)
(H2PO)2(0)
H(OH) 2 P(O)

Alors que les composés, comportant des Liaisons entre le Carbone et le Phosphore, sont

assimilés a des produits de substitution provenant du remplacement de I'atome d'hydrogene

d'une liaison H-P par un groupement alkyle ou aryle. (Tableau 1.2).

Tableau 1.2. Nomenclature des plus courants des composés organophosphorés trivalents.

Composes Formule générale Exemples
Phosphines Tributylphosphine
Phosphites Triethylphosphite

Phosphonites

Ethyl-dimethyl-phosphonite

Dans cette vaste catégorie d'organophosphates, notre intérét s'est porté sur la familledes

phosphonates et notamment sur les acides aminophosphoniques et leurs esters.

| .4. Les phosphonates

Les phosphonates et les acides phosphoniques sont des dérives organophosphorés
comportant le fragment C-PO (OH) 2 ou C-PO (OR) 2, (ou R = alkyle, aryle). (Figure 1.2).

~

.

R
R,0O | OR
2 \P/ 1

™\

OH

O—Uuv—3x

j

Figure 1.2. Structure générale des phosphonates et des acides phosphoniques.

Les phosphonates représentent une importante catégorie de dérivés organophosphorés.Leur

utilité dans de nombreuses utilisations est bien connue et leur role dans de nombreux

11
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domaines ne fait que croitre. Le premier phosphonate naturel découvert, I'acide 2-aminoéthane
phosphonique (Figure 1.3), a été identifie par Kandatsu et Horiguchi a partir de protozoaires de
rumen de mouton en 1959[13].

Figure 1.3. Acide 2-aminoéthane phosphonique.

Cela a entrainé la découverte rapide d'une variété de phosphonates naturels issus d'un
ensemble de sources, y compris des champignons et des bactéries [14-17]. Bien que les
mécanismes biologiques des phosphonates naturels ne sont pas completement compris, des
scientifiques de l'université de Harvard ont reussi a isoler une enzyme capable de former des
liaisons C-P lors de la transformation des composés (1) en (2) dans le schéma 1.1). Cette
enzyme appelée phosphoénolpyruvate phosphonomutase (PEP mutase) est originaire de
Tetrahymena pyriformis. La découverte de cette enzyme a jeté une lumiére supplémentaire sur

les processus liés a la biosynthése des phosphonates [17,18].

r N
%\ enzyme

N
| O=——P——OH

OH

Schéma I.1. Réaction catalysée par la PEP mutase.

Les domaines d'application dans lesquels les phosphonates ont été utilisés sont nombreux.
Les utilisations industrielles sont innombrables, la fonctionnalité des phosphonates comme

agents chélateurs et inhibiteurs de corrosion étant efficace [19-21].

Les phosphonates occupent aussi un role important en tant que ralentisseurs de flamme. Par
exemple, le phosphonate ignifuge oligomére a été congu pour le traitement des bois naturels,
diminuant significativement les propriétés de combustion du bois protégé par rapport au bois
non protége [22].

12
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Outre leurs diverses applications dans le domaine industriel, les phosphonates jouent un role
essentiel en tant que pesticides et herbicides. Les pesticides sont considérés comme "toute
substance ou mélange de substances visant a prévenir, éliminer, éloigner ou limiter I'action de
tout organisme nocif". [23]. La fonction phosphonate a été intégrée dans une série de
médicaments médicalement efficaces. De plus, les nucléosides phosphonates acycliques ont
révélé un pouvoir thérapeutique sur les especes pathologiques [24]. Par exemple, le fumarate de
ténofovir disoproxil est un agent thérapeutique autorisé pour le traitement du VIH chez
I'hnomme et a démontré son utilité dans le cas du traitement de I'népatite B (VHB) [25]. [25].
Outre les traitements antibiotiques et antiviraux que permettent les phosphonates, quelques-uns
ont prouvé leur capacité a traiter les maladies cancéreuses [26] et les agents antiparasites
[27,28].

I .4.1. Synthése des phosphonates

Avec la diversité des applications industrielles et synthétiques des phosphonates, un des
problemes étonnants que l'on rencontre dans cette chimie est le nombre relativement limité de
méthodes permettant la synthese des phosphonates.

La réaction de Michaelis-Arbuzov est la plus fréqguemment employée pour la préparation
des phosphonates, mais il existe d'autres méthodes importantes comme les procédures
d'Abramov, de Pudovik et de Michaelis-Becker (Schema 1.2) [29]. Les réactions d'Abramov et
de Pudovik conduisent a des a-hydroxyphosphonates a partir de phosphite de dialkyle et d'un
aldéhyde ou d'une cétone. Tandis que la réaction d'Abramov met en ceuvre le triester du
phosphite, la réaction de Pudovik implique l'attaque d'un phosphore anionique, puis une
neutralisation. Par opposition aux procédés précédents, la réaction de Michaelis-Becker est une
substitution nucléophile favorisée par une base sur un halogénure d'alkyle par un agent

phosphoré anionique, qui aboutit finalement a un phosphonate d'alkyle.

13
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Réaction de Michaelis-Arbuzov:

e

<
OH X O
X (RO)2P/
- = . POEH, __— o )
R R R
. J
Réaction d’Abramov :
'd Y
o)
H 70-100°C -
+ P(OR), > 2
%
\O
- OR J
Réaction de Pudovik :
e N
0
0
] )
o Nor N\, N,
®
@ W OH
. J
Réaction de Michaelis-Becker:
' )
X o)
| °
o ® VY

+ RO—P M »  (RO)P

Schéma 1.2. Procédés de synthése des phosphonates.
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I .5. Les bisphosphonates

Les bisphosphonates (BP) font partie des dérivés organophosphorés de synthese qui
possedent un squelette Structurel P—-C—P (Figure 1.4). Les premiers bisphosphonates sont
apparus en 1897 [30]. L'étidronate (Figure 1.5), le premier bisphosphonate a étre employé sur
le plan clinique chez I'nomme, a été synthétisé pour la premiére fois il y a plus de cent ans
[31]. Les bisphosphonates étaient initialement destinés a étre utilisés comme inhibiteurs de
corrosion et agents de coloration dans les secteurs du textile, de l'industrie pétroliere et des
engrais. Les bisphosphonates sont en outre utilisés dans le traitement des pathologies
osseuses (ostéoporose) [32].

- ~
(@] (@]
|
Nd®(8/|\\c/|\oe N
oH [\ oH
Me OH
. J

Figure 1.4. Structure commune des bisphosphonates.

o
\/P\/P\/R
AN
/RR\

R
o v,

Figure 1.5. Structure de Etidronate disodique.

La méthode de préparation des BPs, la plus couramment citée et utilisée au niveau
industriel (méthode Merck), consiste en la mise en réaction d'un acide carboxylique avec un
mélange de diacide phosphoreux et de trichlorure de phosphore [33]. Aprés réchauffement a

100°C durant quelques heures, la transformation est hydrolysée en milieu acide (Schéma 1.3).
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g 1
0
O \F’(OH)Q
1) PCly / HyPO; |
> R OH
R OH  2)H,0/HCI |
o==P(OH),
\_ J

Schéma 1.3. Synthese de BPs a partir d’un acide carboxylique.

Bien que largement utilisée, cette approche possede des inconvénients. Tout en premier
lieu, les conditions opératoires rigoureuses de cette réaction ne sont pas adaptées aux
substances délicates. En plus, I'extraction du bisphosphonate du milieu réactionnel est
généralement difficile. Ce procédé concerne également les composés présentant une fonction
nitrile [34] (Schéma 1.4). En ce cas, le produit final contient une fonction amine primaire en

position o des deux fonctions phosphonates.

r ~
N
N P(OH),
PBr; / H3PO;
R—CN > R NH,
___P(OH),
o/
\_ J

Schéma 1.4. Synthese de BPs a base de nitrile.

| .6. Les a -aminophosphonates

Les o -aminophosphonates et leurs acides a-aminophosphoniques représentent les
éléments les plus intéressants du fait de leur structure similaire aux aminoacides. Les o-
aminophosphonates intéressent beaucoup les chimistes en raison de leurs larges utilisations
dans divers secteurs. Il s'agit de substances organiques comportant une liaison (-N-C-P), ou le

phosphore est pentavalent (Figure 1.6).
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' R
o) o]
HO——P——0H RO——P——OR

HT HN

R R
. J
Acide a-aminophosphonique Ester a-aminophosphonique

Figure 1.6. Structures des esters et acides a-aminophosphoniques.

I .6. 1. Synthese des esters a-Aminophosphonates

Les principales méthodes de synthése des dérivés de 1'a-aminophosphonate sont déecrites
par le schéma ci-aprés.

9 @ HN/ N
R;—P-py * + p =
1 kzll )K | R,—P-q4 + ~

Réaction de Kabachnik-FieI(:\ / Réaction de Pudovik
\ 0
OH R, / ~=N_P-R,
+ i,

Réaction de Mitsunobu Réaction de Moedriter-Irani

Schéma 1.5. Procédés de synthese d'a-aminophosphonates.

La réaction de condensation de Kabachnik-Fields ainsi que la réaction de Pudovik

représentent les deux principales voies de synthese des a-aminophosphonates.

| .6.2. Réaction de Kabachnik-Fields

La méthode de Kabachnik-Fields comportant la condensation des amines primaires ou
secondaires, des dérivés oxo (aldéhydes et cétones) et des entités >P(O)H (Schéma 1.6),
particulierement les phosphites de dialkyle, constitue un excellent choix pour synthétiser les

alpha-aminophosphonates qui jouent un role tres important en raison de leurs propriétés
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biologiques [35,36].

; i ﬁ N/
/N\ + C + RO——P——H \ / N /
N (LR -H,0 / \ |

Schéma 1.6. Schéma global de la réaction Kabachnik - Fields.

Cherkasov et al. ont fait une étude détaillée sur le déroulement de la réaction Kabachnik -
Fields. Une premiére voie implique la formation d'une imine (une base de Schiff) par le
composeé carbonylé et I'amine (primaire), suivie de l'addition du phosphite de dialkyle sur le
motif C=N de [lintermédiaire. La seconde voie consiste en la formation dun o-
hydroxyphosphonate par addition du dialkylphosphite au groupement carbonyle de I'élément
oxo, ensuite I'hydroxyphosphonate est substitué par l'amine pour obtenir l'o-
aminophosphonate. Les études cinétiques permettent de constater que le mécanisme varie
selon la qualité des réactifs. Ainsi, la réaction de condensation de I'aniline, du benzaldéhyde et
d'un dialkylphosphite est censee suivre le mécanisme précédent.

Cependant, il est important de préciser que, avant de condenser [l'aniline et le
benzaldéhyde, une liaison H est créée entre la fonction P=0O du phosphite et le motif HN de
I'amine (schema 1.7) [37,38].

Deux mécanismes généraux ont été proposes (Schéma 1.7) :

P
(EtO),P(O)H

1 _— |
/ (OEt)Zp NHR;
R H
1'( .
Py, >7 0 T R

Schéma 1.7. chemins possibles pour la réaction de Kabachnik — Fields [37,38].

Par ailleurs, Cherkasov et al. proposent de faire réagir la cyclohexylamine, plus

nucléophile, le benzaldéhyde et un dialkylphosphite selon la méthode de
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I""hydroxyphosphonate"”. De nouveau, une interaction a été confirmée pour préceder I'addition
du dialkylphosphite au motif C=0 du composé oxo. D'apres cela, une liaison H est créée entre
le groupement P(O)H du phosphite et le groupe azoté de lI'amine (schéma 1.8) [37,39].

H
o \® PhCHO
- RO),HP=---N ny
PH(OR), + HoN e (RO):
OH
H H H
(RO),P C——OH + HyN — = (RO)P C——N
|| -0 I
0 Ph o] Ph

Schéma 1.8. Le mécanisme "a-hydroxyphosphonate” suggeéré pour la réaction de Kabachnik-
Fields [37,39].

Plus loin, Zefirov et Matveeva ont démontré que le processus de condensation de la
cyclohexylamine, du benzaldéhyde et du phosphite de dialkyle se déroule selon la " méthode
de I'imine " et ils ont constaté qu'il n'existe pas de véritable preuve sur le plan expérimental de
la voie de I'hydroxyphosphonate [40]. Il faut aussi mentionner que la réaction de la
cyclohexylamine, du benzaldehyde et de l'oxyde de dibutylphosphine, pouvant étre envisagée
comme une condensation étendue de Kabachnik-Fields, suit le mécanisme de I'imine [37,41].
Il est possible que le véritable mécanisme soit dépendant des éléments de la réaction, méme si
la voie de 1"'imine" parait plus général que celle impliquant un intermédiaire "a-hydroxy-
phosphonate” [42]. R. Gancarz et |. Gancarz ont mis en évidence que la forme réversible de
l'a-hydroxyphosphonate peut aussi se produire, et que si elle est a nouveau organisée en le
phosphate qui lui est correspondant, cette voie se transforme en une voie "sans issue™ [43].
On peut affirmer que, lors de la réaction de Kabachnik-Fields, un nucléophile doux
(phosphite de dialkyle) et un nucléophile fort (amine) sont en concurrence pour réagir avec le
dérivé carbonylé électrophile. Plus ce dernier est doux, plus vite il réagit avec le nucléophile

doux et plus lent il réagit avec le nucléophile fort [44].
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| .6.3. La réaction Pudovik

La deuxiéme approche est la réaction de Pudovik, ou les phosphites de dialkyle sont
additionnés aux composés possédant une liaison imine (N=C) (Schéma 1.9). De nombreuses
variétés de cette réaction utilisent des catalyseurs de type base ou acide de Lewis, dont les
plus courants sont : AICl3, Me>AICI, BFs, SnCls et ZrCls [45].

é R
NR; H R, O
’ acide de Lewis ‘ ||
J-L + EtQO——P—0O - R1HN P OEt
R, R, ‘ |
OEt R3 OEt
\_ J

Schéma 1.9. La reaction de Pudovik.
| .6.4. Synthése des Acides a-Aminophosphoniques
Réaction de Moedritzer et Irani

Ce procéde est basé sur la réaction d'une amine primaire avec du formol et de Il'acide

phosphoreux suivant la réaction ci-dessous (schéma 1.10).

4 ™y

OH

(@] O—pP——0OH

R+ ).L + H;PO; —= HO\

H H

HzN

R N
S N

R

Schéma 1.10. La réaction de Moedritzer-Irani [46].

La réaction de condensation de Mannich, connue aussi comme étant la réaction de
Moedritzer-lrani  [46], constitue une méthode fréquente de synthése des acides
aminométhylphosphoniques N, N-disubstitués ou N-substitués (monosubstitués). Cette
derniere semble étre la voie de synthese la plus simple, mettant en ccuvre des substrats
aisément accessibles, et certainement la plus rentable afin d'obtenir des composés dérivés
d'acides aminométhylphosphoniques présentant des caractéristiques de complexation. La

condensation de Mannich constitue une forme particuliere de la réaction de Kabachnik-Fields
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[47,48]. Tout d'abord, les substrats sont I'ammoniac, les composés carbonylés (aldéhydes ou
parfois cétones), les amines primaires ou secondaires et les phosphites dialkyles ou diaryles.
Au cours de la réaction de Moedritzer-Irani, au lieu des phosphites, c'est I'acide phosphoreux
(également appelé acide phosphonique) qui est employé, au lieu des dérivés carbonylés, seul
le formol est mis en ceuvre (Schéma 1.11). La réaction est effectuée dans un environnement
acide (HCI).
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-

. (‘@ H
Rs-an-1N\/OH2 - Rg_nHMN\/OH
/\

@
RynHniNS=—=CH, + :P(OH); ———>

OH
L Ry nHn1N |
MP—OH

HP(O)(OH), g{L

Schéma 1.11. Mécanisme de Moedritzer-Irani.

Le premier stade de la réaction consiste en une attaque nucléophile par l'azote. Un
réarrangement complémentaire donne la N-hydoxyméthylamine qui subit, en présence d'un
acide fort, une élimination d'une molécule d'eau conduisant a un sel d'imine [49]. L'acide
phosphoreux se comporte en milieu acide en tant que nucléophile et donc attaque le sel
d'imine (électrophile). Le composé d'addition chargé se stabilise en perdant un proton afin de
former I'acide monophosphonique. Au cours de la deuxieme étape, c'est I'amine (primaire) qui
attaque de facon plus rapide (K2>>K1) pour aboutir a I'acide diphosphonique (Figure 1.7)
[50].
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0]

|
HO—FP
N
OH / \ /OH
) o/P\OH

\\ J

Figure 1.7. Structure générale d’un acide diphosphonique.

| .6.5. Réaction de Schwarzenbach
Ce proceéde consiste a mettre en réaction une amine primaire avec de l'acide

chlorométhylphosphonique en milieu alcalin suivant la réaction (Schéma 1.12) [51].

Cl 0] /
R nH, o 2 L/P/ HO—/P. N/R

2 NaOH .
N ¢ o . 2NaC

Ho  OH HO LP//

Schéma 1.12. Réaction de Schwarzenbach.

Ce processus est extrémement lent. il exige plusieurs jours a température relativement
élevée (80°C) et en milieu alcalin dont le pH est entre 10 et 11. En outre, cette voie fait
intervenir des réactions secondaires qui produisent des dérivés, en quantité parfois élevée et
difficilement séparables du produit désiré ; tel que le <cas de [lacide
hydroxyméthylphosphonique (HO-CH.P(O) (OH).), obtenu par la réaction d'hydrolyse de
I'acide chlorométhylphosphonigque soumis a I'action de la réaction en milieu alcalin [52].

I .7. Les a-hydroxyphosphonates

Les a-hydroxyphosphonates font partie des organophosphonates dont lI'atome de carbone

attaché au phosphore est remplace par le radical hydroxyle (-OH) (Figure 1.8).
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' ' 1
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HO \\ HO \
O
3
R \ N \O—R
OH R, N
R

\_ J \_ J

Acide a-hydroxyphosphonique Ester a-hydroxyphosphonique

Figure. 1.8. Structure générale des a-hydroxyphosphonates.

Compte tenu de la bioactivité des a-hydroxyphosphonates, leur synthése constitue un
theme permanent en chimie des organophosphorés. Les principaux procédeés permettant
d'obtenir des a-hydroxyphosphonates sont décrits dans le (Schéma 1.13). La voie la plus
couramment étudiée est celle qui consiste a ajouter un phosphite de dialkyle a un dérivé
carbonylé [53].

H HO

+
)
[#%]
C’)
T
T
L
Q—TU—0O
O
A
(&%)

OR,

Schéma 1.13. Synthese des a-hydroxyphosphonates [53].
I .8. Les alkyles-phosphonates et les aryles-phosphonates

Ces derniers sont des substances organophosphorées dont le radical phosphonate est

associé a un radical alkyle ou aryle (Figure 1.9) [54] :
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R, Ry, R, et Ry: un atome d'hydrogeéne, un groupe alkyle ou un groupe aryle.

Figure 1.9. Structures chimiques des alkyles-phosphonates et des aryles-phosphonates [54].

I .9. Les nucléosides phosphonates

Les nucléosides phosphonates sont des structures similaires aux acides nucléiques et
nucléosides naturels (Figure 1.10), ou le motif phosphate (O—PO(OR)2) est substitué par le
motif phosphonate (CH2—-PO(OR)>) [55].

NH,
N X
1)
N N) H,N

N

-
N

o Lo

Ho///P\ " f,,// HO/ \\O

OH

Adeflovir ‘I'enotovir

Figure 1.10. Quelques exemples de nucléosides phosphonates[55].

1 .10. Champs d’applications des phosphonates

Les phosphonates et en particulier les o-aminophosphonates sont considérés depuis
longtemps parmi les produits les plus couramment employés dans de nombreux secteurs de la

vie. Dans ce but, nous allons présenter dans la suite quelques champs d'application.

1 .10. 1. Dans la biologie et la médecine

La relation structure-activité RSA permet d'orienter la sélection des molécules capables de
renforcer l'index thérapeutique. La présence d'un motif phosphonate constitue un facteur
important dans linterférence biologique. Il faut signaler que des caractéristiques

antibactériennes, antivirales, neuroactives et d'inhibition de la croissance des cellules ont été
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constatées et mises en évidence sur différents dérivés de phosphonates [56-58].

Les phosphonates, en particulier les a-aminophosphonates sont amplement exploitésen
biologie et sur le plan médical. De ce fait, les phosphonates regroupent un large éventail de
domaines d'application allant des herbicides, insecticides et fongicides a des produits plus
utiles pour I'nomme, comme par exemple : les anti-VIH, les anticancéreux et les antioxydants.

Des phosphonates comportant des atomes d'halogéne en o du phosphore ont d'ailleurs fait
l'objet de descriptions dans la littérature et possédent des activités biologiques iimportantes
[59]. Les phosphonates halogénés, en particulier les fluorés, constituent de fait de bons
mimes de phosphates que les phosphonates sans un halogene [60].

L'acide alendronique (Figure 1.11) est un bisphosphonate vendu sous le nom de
Fosamax®. Ce médicament est habituellement destiné au traitement de Il'ostéoporose et

d'autres pathologies osseuses.

0]
\
HO \P—OH

\

OH
HO—P=——0

HoN HO

N\ J

Figure 1.11. Structure de L’acide alendronique.

La fosfomycine est apparue en 1969 comme un membre appartenant a une nouvelle famille
d'antibiotiques phosphoniques (Figure 1.12). On I'a employée comme antibiotique par voie
parentérale dans les cas d'infections systémiques mais plus récemment, elle existe en

formulation orale réservée uniqguement au traitement des cystites non compliquées.

Figure 1.12. La structure chimique de La fosfomycine.

L'ester bis(pivaloyloxyméthylique) de la 9-(2-phosphonylméthoxyéthyl) adénine,
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Bis(POM) PMEA ou Adefovir dipivoxil (Figure 1.13), est un autre agent antirétroviral a

partir de nucléosides phosphonates congu par De Clercq et Antonin Holy. Ce médicament est
mis sur le marché sous la dénomination Hepsera® et est destiné au traitement des adultes

souffrant d'hépatite B chronique [61-63].
Le marché est aujourd'hui tres riche en produits pharmaceutiques a base de

phosphonates et leurs dérivés tels que :
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P/O
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Figure 1.13. Structure chimique L ’Adefovir dipivoxil.

I .10. 2. Application des phosphonates en industrie

Les phosphonates jouent un rdle important en tant qu’inhibiteurs de corrosion dans les
systéemes de refroidissement d'eau [64]. De plus, leur capacité a complexer certains métaux font
d’eux d’excellents ligands, ces complexes sont utilisés comme stabilisateurs dans les procédés
d'oxydation associés aux industries de la pate, du papier et du textile [65]. En outre, les
phosphonates sont utilisés comme des ignifugeants de plastiques comprenant le polystyrene,
I'acrylonitrile et le méthacrylate de methyl [66].

Le phosphonate de quinoléine (Figure 1.14) est un agent inhibiteur de corrosion [67].

[ N\

=
o\\ “

P N
ro” \
OR

Figure 1.14. La structure des quinoléines phosphonates .

Les composés pyridiniques porteurs d'un substituant phosphonique en ortho ou en para sont
couramment employés en tant qu'inhibiteurs de corrosion [68]. lls protégent efficacement les
superficies métalliques face a I'hnumidité, a I'eau, aux acides inorganiques et organiques, au CO>
et au H.S.
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| .10. 3. Dans I’agriculture

Herbicides : Le premier herbicide a base de phosphonate est le glyphosate -N

(phosphonométhyl) glycine, (Figure 1.15) [69].

4 1\
0 0
W
N P
©
HO ® |\o
OH
0
\_ J

Figure 1.15. Squelette de glyphosate (Roundup®).

Stabilisateurs de croissance vegétale : Les stabilisateurs de croissance occupent une place
considérable dans le secteur agricole. La glyphosine (N,N-bis (phosphonométhyl) glycine) est un
équivalent du glyphosate (Figure 1.16), mais est employee afin d'accélérer le processus de

maturation et d'augmenter le taux de saccharose au niveau de la canne a sucre [70].

O\\P—OH
Hooc—(:H2 ) \
A\ J
o’ \

Figure 1.16. Structure de N, N-bis (phosphonomethyl) glycine.

Insecticides : L'utilisation du 2,2,2-trichloro-1-hydroxyéthylphosphonate de diméthyle est
trées répandue en tant qu'insecticide (Figure 1.17), sous la dénomination commerciale

"Chlorofos".
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s N

Cl

——OCH;,

O—1u—0O

HO CHs

Figure 1.17. Dimethyl-2, 2, 2-trichloro-1-hydroxyethylphosphonate.

I .11. Caractéristiques biologiques des a-aminophosphonates

Ces dernieres années, la synthése des esters d'a-aminophosphonate et des acides o-
aminophosphoniques, connus pour étre des acides amines, a fait l'objet d'une attention
particuliére, ce qui leur confére un large spectre d'activité antibiotique [71], antibactérienne [72-
74], antivirale [75] et herbicide [76].

I .11. 1. e-Aminophosphonates en tant qu'agents anti-tumoraux

Durant ces derniers temps, de nombreux composés dérivés d'a-aminophosphonates ont fait
preuve d'une forte efficacité sur le plan thérapeutique vis-a-vis de nombreuses pathologies
tumorales cancéreuses [77-79]. Sur les nombreux exemples présentés a travers la littérature,
Huang et al [80] ont élaboré la synthése d'une série de nouveaux a-aminophosphonates issus de
l'acide déhydroabiétique (Figure 1.18). Ces derniers ont été testés in vitro sur des cellules
tumorales. Une activité plus élevée que celle du 5-fluorouracil (anticancéreux servant de

référence) a été mise en évidence dans les résultats obtenus.
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Figure 1.18. Structures de quelques a-aminophosphonates ayant une action anti-tumorale.

| .11. 2. a-aminophosphonates en tant qu‘agents antibactériens

Derni¢rement, d'autres nouveaux a-aminophosphonates ont été préparés par Narayana
Reddy et al. [81] (Figure 1.19), leur activité antibactérienne a été analysee in vitro vis-a-vis de
certaines bactéries Gram-positives (Escherichia coli) et Gram-négatives (Staphylococcus aureus).
Une activité plus importante par rapport a la pénicilline (médicament destiné a traiter les

infections bactériennes) a été notée .
0
EtO\P// ;

Sy

N

\ B0 //O

H EtO O

ZT

Iz

Figure 1.19. Structures d'a-aminophosphonates possédant une action antibactérienne.
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I .11. 3. a-Aminophosphonates en tant qu'inhibiteurs de la transcriptase inverse du VIH

Le VIH (virus de l'immunodéficience humaine) est un virus rétroactif qui provoque le
fameux syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA). Les inhibiteurs de protéase constituent,
une des familles thérapeutiques d'antirétroviraux, leur role étant de préserver l'organisme contre
une activité exogeéne protéolytique en évitant qu'une cellule contaminée puisse générer d'autres
particules virales, comme le font tous les rétrovirus. De nombreux composés dérivés d'a-
aminophosphonate (Figure 1.20) ont été évalués quant a leur capacité a inhiber la protéase du
VIH [82-87].

"3H NH HN«
o=—p 0
OH 4

o /OH NH

N .

N

N
N—< o /E\
< :>—/ o}

Figure 1.20. Diverses structures d'a-aminophosphonates ayant une activité inhibitrice des
protéases.

| .12. Conclusion

Possédant un potentiel pharmacologique intéressant, les phosphonates ont éveillé la
curiosité du monde scientifique et les travaux réalisés sur leur synthese ou leur comportement
biologique ne cessent d'augmenter. Cet intérét est di essentiellement a la stabilité relative
différente des groupements phosphate et phosphonate. De fait, le caractére facilement
hydrolysable des phosphates pose une problématique cruciale dans la mise au point d'analogues
de substances bioactives. La basse stabilité de cette fonction dans le métabolisme réduit
considérablement la biodisponibilité de substances potentielles et donc , leur rendement. Le
remplacement d'un atome d'oxygene par un atome de carbone autorise l'accés a des dérivés
également actifs, bien que plus stables et plus lipophiles. Or, le spectre des activités biologiques
des composés portant un groupement phosphonate est trés étendu. Cela justifie notre intérét pour

ce type de composeés.
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Chapitre 2 : Synthese, Caractérisation ,étude théorique et biologique

Le présent chapitre est divisé en trois parties, dont : la premiére est dédiée a la synthese et la
caractérisation d'une série de composés dérives de phosphonates par différentes méthodes
physico-chimiques (2 esters a-aminophosphonates et un acide a-aminophosphonique). En
seconde partie sont exposés les notions et principes fondamentaux des calculs théoriques par la
méthode (DFT). En dernier lieu, une analyse biologique a été effectuée en vue d'évaluer le
pouvoir antioxydant et l'activité enzymatique des substances synthétisées.

I1.1. Syntheses et caractérisation physicochimiques

L'objectif de cette premiére partie consiste en les étapes de synthese et la caractérisation de
trois produits dérivés de phosphonate, dont deux sont des esters a-aminophosphonates, et le
dernier est un acide a-aminophosphonique. Aprées obtention des molécules, on procéde a des

analyses physico-chimiques :

% Détermination de la solubilité et du point de fusion.

7

% Caractérisation de I’extrait par ’'UV-visible, la spectroscopie infrarouge et la spectroscopie

RMN (résonance magnétique nucléaire).

I1.1.1. Produits chimiques/Matériels

Equipements Réactifs Solvants

¢ Chauffe-ballon e m-toluidine e L’caudistillée,

e Réfrigérant serpentant. e Acide phosphoreux e [’acétate d’éthyle
e Ballonde 25 ml e Triethyl phosphite (AcOEY),

e Bécher de 25 ml (TEP) e dichlorométhane
e Erlenmeyer de 25 ml e Benzaldéhyde (DCM),

e Micro-ondes (M.W) Formaldéhyde éther di-éthylique,

e [’éthanol (EtOH),
e n-hexane,
¢ méthanol (MeOH).

I1.1.2. Synthese de I'acide a-aminophosphonique MTA (a partir de la m-Toluidine)

La condensation entre un aldéhyde, une amine primaire et un acide phosphoreux aboutit a
la formation d'acides aminophosphoniques. Des travaux réalisés par différents chercheurs ont
notamment montré l'intérét de la réaction connue sous le nom d'lrani- Moedritzer. Cette

partie a pour but de réaliser la synthése d'un acide a-aminophosphonique a
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partir de la m-toluidine, du formaldéhyde et de I'acide phosphoreux selon deux méthodes :

I1.1.2.1. Synthese classique a reflux (conventionnelle)

Dans un ballon bicol, introduire 0,01 mole de m-Toluidine, solubilisée dans 10 ml de
méthanol, 0,02 mole de H3POsz et 0,02 mole de formaldéhyde, le mélange est mis dans le
chauffe ballon avec agitation a une température de 65C° durant quatre heures. L'achévement
de la réaction a été suivi par analyse par CCM. Ensuite, on a éliminé le solvant dans un
rotaevaporator. Les chromatographies analytiques (CCM) ont été effectuées sur des plaques
Merck en aluminium recouvertes de gel de silice 60 F 254 (épaisseur 0,2 mm) et révélées par

une lampe UV réglée sur 254 nm.

11.1.2.2. Synthése sous micro-ondes

Les fours a micro-ondes domestiques sont apparus dans les annees 1975 au sein des
laboratoires, servant tout dabord a sécher la verrerie ou a effectuer des opérations de
minéralisation. Seulement a partir du milieu des années 1980, le micro-ondes a prouve étre un
bon équipement permettant la réalisation des syntheses organiques, remplacant le traditionnel
"reflux”. Un chauffage au sein de la matiere garantissant un considérable gain de temps (les
syntheses sont réalisées au bout de quelques minutes avec une grande sélectivité et un

rendement satisfaisant.

Cependant, la technique d'activation par micro-ondes au four domestique est confrontée a
deux grands problémes, celui du réchauffement excessif des solvants organiques ainsi que
celui de la non reproductibilité des résultats. Dans un four micro-ondes ménager, un
magnétron émetteur dhyperfréquences, des ondes électro-magnétiques de fréquence 2,45
GHz canalisées par un guide d'ondes pour aboutir en haut du plateau rotatif. La dispersion de
ces ondes (on parle de four a micro-ondes multimode) se fait ensuite par de nombreuses
réflexions sur les parois et provoque dans le four un chauffage hétérogene : régions froides et
régions chaudes). Or, c'est précisément ce phénomene d'hétérogénéité des zones qui est

considéré comme étant responsable de la non-reproductibilité des résultats. Les fabricants ont
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donc développé des fours monomodes ou le champ d'ondes stationnaires est concentré grace a
l'utilisation d'un guide d'ondes ou les micro-ondes sont canalisées et focalisées sur
I'échantillon. La longueur d'onde des MO est comprise entre 0,1 et 100 cm™ et leur fréquence
entre 300 MHz et 300 GHz. Sur le spectre électromagnétique, les MO sont situées entre les
ondes radios et les ondes infrarouges (IR) , elles sont exploitées en télécommunications,
localisation et détection. Les MO employés dans les appareils industriels, ainsi que dans le
domaine de la recherche médicale se situent en général entre 915 MHz (33 cm™) et 2,45 GHz
(12,2 cm™®) [1].

Dans un erlenmeyer de 25 ml, on introduit 0,01 mole d'amine (m-toluidine) dans 5 ml de
méthanol et 0,02 mole (V=1,98 ml) d'acide phosphoreux (H3PQOs3). La solution est activée dans
un micro-ondes durant 1 minute, puis on ajoute 0,04 mole de formaldéhyde par gouttes en
utilisant une pipette. De nouveau, la solution est mise dans le four a micro-ondes pendant 3

minutes en attendant que le volume du solvant diminue et que se forme un nouveau produit.

La synthése par irradiation aux micro-ondes a été réalisée dans un four & micro-ondes
SAMSUNG (fonctionnant entre 100 et 700 W).

Le schéma I1.1 illustre la séquence réactionnelle de la synthése effectuée.

~

Me

Me NH H H HO OH
2N \g/ M.W / Reflux

(2}

+

o

D 0
5 MeOH | OH HO
P

Schéma I1.1. Synthese de I’acide a-aminophosphonique ( MTA).

I1.1.3. Synthése de I’ester a-aminophosphonate MTE ( a partir de la m-Toluidine)

II.1.3.1. Synthése classique a reflux

Le procédé appliqué est celui de Kabachnik-Fields. Dans un erlenmeyer de 25 ml, on
introduit 10° mole d'une solution méthanolique de m-Toluidine et 10° mole de
triéthylphosphite. Aprés une heure d'agitation, on rajoute au mélange 10° mole de
benzaldéhyde. On soumet ce dernier a un chauffage a reflux de 4 heures. La progression de la

réaction a été suivie par CCM.
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I1.1.3.2. Synthese sous micro-ondes
Le méme procédé que celui utilisé pour l'acide aminophosphonique a été appliqué. La
réaction de synthese est illustrée dans le Schéma 11.2:

Me NH, EtO OEt e
. o \P/ M.W /Smin
+ | > NH
OEt MeOH ®—< OFt
P

—OEt

Schéma 11.2. Synthése de I’ester a-aminophosphonate (MTE).
II.1.4. Synthése de I’ ester a-aminophosphonate 5SMC (a partir de 2-amino-5-méthylphénol)

II.1.4.1. Synthése classique a reflux
Le procédé appliqué est celui de Kabachnik-Fields (meme procédé que celui utilisé pour
MTE ). Dans un erlenmeyer de 25 ml, on introduit 10 mole d'une solution méthanolique de 2-
amino-5-méthylphénol et 10 mole de triéthylphosphite. Aprés une heure d'agitation, on rajoute
au mélange 10° mole de benzaldéhyde. On soumet ce dernier a un chauffage a reflux de 4

heures. La progression de la réaction a été suivie par CCM.

1I.1.4.2. Synthése sous micro-ondes

Faire dissoudre m=0.123g de 2-amino-5-méthylphénol dans 5ml d’éthanol, ajout de V=

0.176ml de la triethylphosphite. Mettre le mélange dans le Micro-onde pour 2 minutes.
- Ajout de V=0.103 ml de Benzaldehyde (goutte a goutte avec agitation).

- Mettre le mélange final dans le Micro-onde de 8 a 10 min.

La réaction de synthese est illustrée dans le Schéma 11.3 :
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OH Ox.
“RGH o)
e \/O\L o o
n +  P(OEt);, — N
H3C H

OH

Schéma 11.3. Synthése de I’ester a-aminophosphonate (5MC).
I1.1.5. Caracterisation des molécules synthétisées

Les dérivés synthétisés ont fait I'objet des analyses physico-chimiques : point de fusion,

IR, UV-Vis, etc., permettant leur identification.
I1.1.5.1. Point de fusion

Le point de fusion désigne la température pour laquelle une matiére passe de I'état solide a
I'état liquide sous pression atmosphérique. Les températures de fusion Tfs ont été mesurées
sur un appareillage a plague chauffante a gradient de température de 50 a 260°C, ditbanc de
Kofler. La substance est directement posée sur I'appareil sans necessité d'accessoire, lors du
chauffage a partir d'un point précis sur la lame une modification de texture apparait sur
I'échantillon, le systéme de curseur nous permet une lecture directe du point de fusion de la

substance.

II.1.5.2. Solubilité

Cette caractéristique qualitative est destinée a décrire le comportement d'une espéce
chimique vis-a-vis d'un solvant. Elle traduit la capacité d'un soluté a se dissoudre dans le
solvant, pour former une solution homogene. On peut donc caractériser un produit de maniére
quantitative par la mesure de sa solubilité vis-a-vis des solvants. La détermination qualitative
de la solubilité est intéressante dans notre cas. Pour cela, on prépare une série de tubes a
essai, chaque tube contient une quantité de la molécule et un solvant. On effectue ce test dans
I'eau, I'éthanol, l'acétone, I'acétate d'éthyle, I'nexane et le DMSO. Les essais sont effectués en

méme temps et sous les mémes conditions.

II.1.5.3. Analyse par chromatographie sur couche mince CCM
La chromatographie sur couche mince est une technique de chromatographie a visée
analytique permettant Il'identification des constituants d'un mélange. La phase stationnaire est

une couche polaire mince de silice ou d'alumine appliquée sur une plague. La phase mobile
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liquide, ou éluant, est un solvant ou un ensemble de solvants. Dans un systéme donne, le
comportement d'une molécule donnée s'exprime par son front ratio Rf qui représente le
rapport entre la distance traversée par cette molécule et celle traversée par la phase mobile
(front du solvant) et qui est donc comprise entre 0 et 1 [1].

II1.1.5.4. Spectroscopie UV-visible (UV-vis)

L'absorption du rayonnement UV par une molécule provoque des transitions
électroniques, passant d'une orbitale de faible énergie a une orbitale d'énergie plus élevée.

Les transitions possibles dans nos molécules peuvent étre :
> Transition o-6*

Elle apparait dans le lointain UV. Elle correspond au passage d'un électron d'une orbitale
moléculaire (OM) liante ¢ @ un OM antiliante 6*. Ces transitions sont généralement<180nm
et n’apparues pas dans les spectres obtenus.
> Transition n-¢*

Le saut d’un électron d’un doublet n des atomes (O, N) dans une OM o* conduit a une
transition d’intensité moyenne qui se situe vers 180 nm pour les OH alcooliques (R-OH),
vers 190 nm pour les OH phosphoniques (P-OH) et vers 220 nm pour les amines (NH). Ces
transitions necessitent des énergies plus faibles que les transitions o-c*.
> Transition n-z*

Cette transition peu intense résulte du passage d’un électron d’'une OM non liante de type
(n) a une OM anti liante (7*). On la rencontre pour les molécules comportant un hétéroatome
porteur de doublets électroniques libres et appartenant a un systeme insaturé (P=0, dans notre

cas).
II.1.5.5. Spectroscopie infrarouge IR

La spectroscopie IR fait partie des techniques analytiques visant a identifier et a
caractériser la nature des liaisons chimiques d'un échantillon et les différents groupements de
molécules en vue d'obtenir des informations sur la conformation et les interactions qui
peuvent exister [3]. Cette méthode basée sur I'absorption d'un rayonnement infrarouge par le
matériau examiné et la détection des vibrations caractérisant les liaisons chimiques, nous
permet de procéder a une analyse des fonctions chimiques existant dans le matériau. Le
spectrophotometre est capable d'observer le rayonnement infrarouge dans le domaine 400-
4000cm™ [4].
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Les spectres FTIR ont été enregistres sur le spectromeétre Schimadzu FTIR 8400S dans la
gamme de longueur d'onde (4000-600) cm™' avec une résolution de 4 cm™ et 120 balayages
par spectre. La chambre de mesure est traversee par un flux d'azote qui limite les
conséquences de I'absorption des éléments atmosphériques [5].

II.1.5.6. Spectroscopie RMN (résonance magnétique nucléaire)

Les spectres de RMN *H (400 MHz ; CDCls) ont été enregistrés sur un spectrométre
Bruker Ultra Shield Plus-400 MHz, en utilisant le TMS comme étalon interne, le solvant été le
DMSO. Les deplacements chimiques sont indiqués en parties par million (ppm), les
déplacements chimiques de la RMN 3P ont été référencés par rapport a du HsPO externe
(85% p/p). Les multiplicités sont indiquées par les abréviations suivantes : s (singulet), d
(doublet), t (triplet), m (multiplet).
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I1.2. Etude théorique par la méthode de DFT

Une étude théorique concernant les molécules synthétisées a été effectuée dont Le but est
de calculer les caractéristiques structurelles et électroniques par la méthode de DFT avec la
base standard B3LYP 6-31G (d, p) et la fonctionnelle B3LYP qui est la variante la plus
aboutie des méthodes DFT [6] en utilisant le logiciel Gaussian 09.

Le but de cette étude est la détermination des propriétés structurelles et électroniques

suivantes:

R

% Propriétés géométriques (longueurs des liaisons, angles).
% Orbitales limites moléculaires (HOMO-LUMO).

+* Indices de réactivité.

I1.2.1. La Théorie de la fonctionnelle de densité DFT

De nos jours, les travaux de recherche et de synthese des nouveaux composes chimiques sont
fréquemment accompagnés d'une étude de modélisation moléculaire. La théorie de la fonction
de la densité (DFT) est une des méthodes les plus répandues ces derniéres annees afin de
calculer et de prédire la structure électronique et les caractéristiques physico-chimiques des

élements (atomes, molécules et méme solides) [7,8].

Depuis une trentaine d'années, la Théorie de la Fonctionnelle de Densité qui compléte les
techniques HF et Post HF, a prouvé son efficacité. Elle offre de nombreux avantages qui
favorisent son utilisation dans divers domaines, spécialement en chimie et en science des

matériaux.

Il faut savoir que dans le cas de la méthode Hartree-Fock (HF), il s'agissait d'exprimer
I'énergie du systéeme comme étant une fonction de la fonction d'onde, tandis que dans le cas de
la DFT, cette énergie sera une fonctionnelle de la densité électronique p d'un systéme. Avant

de passer aux bases de la DFT, il est nécessaire de préciser ce qu'est le logiciel Gaussian09.

I1.2.2. Logiciel de calcul : GAUSSIANO9

GAUSSIAN est un programme de chimie numérique, initialement créé par John Pople et
publié en 1970 (Gaussian 70). Depuis, il est constamment mis a jour. Son nom provient de
son utilisation des orbitales gaussiennes permettant d'accélérer les calculs comparé aux

logiciels employant les orbitales de Slater, Ce qui a permis de développer la chimie
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numérique, notamment les procédés initiaux comme la méthode Hartree-Fock. A l'origine,
Gaussian a été concédé sous licence a l'université Carnegie-Mellon, puis a la société

Gaussian, Inc.

Il est capable de prévoir les caractéristiques des éléments et des réactions, y compris : les
énergies et les compositions des molécules, celles des états de transition, leurs fréquences
vibratoires, leurs spectres IR, leurs caractéristiques thermodynamiques, leurs énergies de
liaison et de réaction, leurs chemins de réaction, les orbitales moléculaires et les charges des
atomes. GaussView est un outil graphique destiné a étre employé avec Gaussian pour
simplifier, accélérer et rendre plus efficaces les calculs.

11.2.3. Les orbitales frontieres

Les orbitales frontiéres occupées hautes (HOMO) et vacantes basses (LUMO) ont une
importance fondamentale dans l'interprétation de la réactivité chimique. En effet, les valeurs
et les signes des coefficients OF constituent un indice majeur permettant de privilégier le
mode d'attaque. Ainsi, le réactif électrophile sera attaqué de maniere préférentielle au niveau
du site dont le coefficient de I'OF est le plus élevé. A l'inverse, I'attaque nucléophile aura lieu
préférentiellement sur les sites moléculaires ayant les valeurs les plus importantes de la
densit¢ LUMO. L'écart entre I'orbitale HOMO et LUMO est nommé écart énergétique AE et
constitue un parametre essentiel qui détermine la réactivité et la stabilité d'une structure
[12,13].

La différence des énergies HOMO et LUMO permet de mesurer le caractére excitable des

molécules, plus cette énergie est faible, plus I'excitation est facile et vice versa.

I1.2.4. Notions chimiques et indices de réactivité issus de la DFT

Le point de départ de la modélisation théorique de la réactivité a été le développement de
la théorie de Huckel [14] en 1931. Aujourd'hui, les chimistes font appel a deux grandes
théories : celle des orbitales frontiéres lancée par Fukui en 1952 et couronnée par le prix
Nobel de chimie en 1981 ainsi que la théorie de la fonctionnelle de la densité. Ces deux

modeéles sont a l'origine de la définition de divers indices de réactivité [15].

La théorie fondamentale de la DFT, précédemment présentée, constitue une deuxiéme
branche élaborée depuis les années 1980, qui vise a donner un cadre théorique précis a des

concepts souvent mal définis caractérisant la réactivité chimique [16]. La DFT (density
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functional theory) constitue une véritable source de notions chimiques a I'heure actuelle. De
nombreux parametres servent de descripteurs de la réactivité lors des réactions chimiques. Le
potentiel chimique (p), l'affinité électronique (A), le potentiel d'ionisation (I) et la dureté (n)

représentent les descripteurs globaux qui permettent de déterminer d'autres indices globaux
tels que I'électronégativité (y) [17].
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11.3. Evaluation des activités biologiques

I1.3.1. Activité antioxydante

C'est selon six méthodes que I'étude de Il'activité antioxydante est testée pour les différents
extraits : le piégeage des radicaux libres DPPH, le piégeage ABTS, l'activité de réduction du
complexe cuivre-néocuproine CUPRAC, l'activité du pouvoir réducteur (FRAP), l'activité de
réduction par la formation du complexe Fe*2-phénantroline et le blanchiment du p-caroténe.

I1.3.1.1. Activité de piégeage des radicaux libres DPPH

L'activité du piégeage des radicaux libres DPPH a été évaluée suivant le protocole prescrit
par Blois [24], dont le principe consiste a réduire le piégeage des radicaux libres DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl), coloré en violet, en 2,2 diphényl-1-picrylhydrazine, de couleur
jaune. L'absorption du DPPH se situe a 517 nm, mais lors de sa réduction grace a un
antioxydant, elle diminue. En résumé, on a préparé dans du méthanol une solution 0,4 mM de
DPPH puis on a ajouté 160 pl de celle-ci a 40 pl déchantillon dissous dans du méthanol a des
concentrations différentes. Au bout de trente minutes, on a mesuré I'absorbance a 517 nm. Du
BHT et de l'a-tocophérol ont servi de standards antioxydants, pour la comparaison de leur
activité avec celle des extraits utilisés. Une valeur d'absorbance faible du mélange réactionnel
indique une meilleure activité de piégeage des radicaux libres. Le pouvoir de piégeage des

radicaux DPPH est calculé d'apres la formule suivante :

Inhibition % = (ABIanc — A Extrait /ABIanc) %100 (1)

Agianc représente I'absorbance du mélange réactionnel contenant uniquement les réactifs.
Agxrait cOrrespond a I'absorbance du mélange réactionnel contenant les réactifs et lI'extrait.

I1.3.1.2. Essai du pouvoir antioxydant par réduction du cuivre (CUPRAC)

On a déterminé la réduction du cuivre en appliquant la méthode CUPRAC définie par
Apak et al [25]. On a préparé une solution en mélangeant les volumes de : 50 pl de Cu (1) (10
mM), 50 ul de néocuprine (7,5 mM), et 60 ul de tampon NH4Ac (1 M, pH = 7,0). On a ajouté
des concentrations d'extrait différentes au premier mélange pour que le volume final soit de
200 pl. Les microplaques a 96 puits ont été isolées de la lumiere, et au bout d'une heure, la

valeur d'absorption a 450 nm a été déterminée. On a comparé le pouvoir réducteur des extraits
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avec celui de I'a-tocophérol et du BHT. Le calcul des résultats a été effectué comme A0,5 (ug
/ ml) qui correspond a la concentration donnant une absorbance de 0,50.

I1.3.1.3. Activité du piégeage de I’ABTS

La détermination spectrophotométrique de la capacité de piégeage de I'ABTS-+ a été
effectuée suivant la méthode de Re et al [26], Iégérement modifiée. L'ABTS-+ a été produite
par réaction entre 7 mM d'ABTS en milieu aqueux et 2,45 mM de persulfate de potassium
conservé a l'obscurité et a température ambiante durant 12 h. La réaction d'oxydation de
I'ABTS débute directement mais I'absorption n'est pas a son maximum et elle s'est stabilisée
au bout de 6 h. Sous cette forme, la stabilité du radical cationique est supérieure a 2 jours en
conservation dans des conditions d'obscurité a température ambiante. Avant usage, on dilue
I'ABTS a un taux d'absorption de 0,708 * 0,025 a 734 nm dans de I'éthanol. Puis, 160pul de la
solution contenant L'ABTS-+ ont été additionnés a 40ul de la solution de I'extrait dilué dans
I'éthanol a diverses concentrations. 10 minutes plus tard, la valeur dabsorption a été évaluee a
734 nm en utilisant un lecteur de microplaques a 96 puits. On a calculé les pourcentages
d'inhibition correspondant a chacune des concentrations vis-a-vis de Il'absorbance du blanc
d'éthanol. Le pouvoir de piégeage de L'ABTS-+ a été déterminé a l'aide de la formule ci-

dessous :

ABTS |nhibiti0n % = (AControIe -A Extrait /AControIe) %100 (2)

I1.3.1.4. Activité de blanchissement du g-carotene

La capacité de blanchiment du B-caroténe des extraits synthétisés a été testée a l'aide du
modéle de l'acide B-carotene-linoléique [27]. On a dissous une quantit¢ de 0,5 mg de PB-
caroténe dans un volume de 1 ml de chloroforme, avant de I'ajouter & un volume de 25ul
d'acide linoléique et 200 mg de Tween 40, donnant ainsi un mélange émulsifiant. Le
chloroforme étant évaporé sous-vide, on a ajouté 100 ml d'eau distillée saturée en oxygéne en
agitant vigoureusement. La valeur d'absorbance de cette solution de B-carotene doit étre située
entre 0,8 et 0,9 nm. On a ajouté un volume de 160ul de cette solution préparée, a un volume
de 40ul d'extrait pour les différentes concentrations. Les valeurs d'absorption ont été mesurées

sur un lecteur de microplaques a 470 nm. Les standards utilisés sont le BHA et I'a-tocophérol.
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I1.3.1.5. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le FRAP ( Ferric Reducing Antioxidant Power ) est un test colorimétrique a transfert
d'électrons qui se base sur la capacité des extraits analysés a réduire le fer ferrique (Fe*®)
contenu dans le ferricyanure de potassium ( KsFe(CN)s ) en fer ferreux (Fe*? ) et sur la
formation de ferrocyanure de potassium (Ks[Fe(CN)e]) (Figure. IL.1).

, N
M 3 M c N +
N c 1
S e % c o=
c e Sy, o
By . o, ! + Antioxydant
oy, " . — &
Kt Fl Antioxydant ——m=  JK / F&'l oxydé
7 - & N
i A x‘%w N c S
N
Ferricyanure d e potassium Ferrocvanure de potassinm

Figure II.1. Mécanisme réactionnel du test FRAP(Glilgin, 2012)

Ce phénomeéne entraine le passage de la couleur jaune du ferricyanure de potassium a une
couleur bleue/verte dont lintensité est liée au pouvoir réducteur de l'antioxydant. Toute
augmentation de l'absorbance correspond au pouvoir réducteur des produits testés. La
détermination du pouvoir reducteur des différents extraits est effectuée par la meéthode Oyaizu
Iégerement modifiée. On ajoute un volume de 10 pl de I'extrait a différentes concentrations a
40 pl de solution tampon phosphate (pH 6,6) et 50 pl de solution de ferrycianure de
potassium(1%) . L'ensemble est incubé dans une étuve a 50°C pour une durée de 20 min. Par
la suite, on ajoute 50 ul d'acide tri-chloroacétique (10%) pour stopper la réaction. Finalement,
on ajoute un volume de 40 pl d'eau distillée et 10 ul de solution de chlorure feranhydrique
(0,1%). La lecture de l'absorbance de la solution réactionnelle se fait a 700 nm par rapport a
un blanc similaire, dans lequel I'extrait est remplacé par le méthanol. Le contrble positif est
constitué de deux solutions d'antioxydants standards : I'acide ascorbique et I'a-tocophérol dont
on mesure I'absorbance dans les mémes conditions que les échantillons. Le calcul des résultats
a été réalisé sous la forme AO0,50(ng/ml) représentant la concentration qui indique une
absorbance de 0,50.
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II.3.1.6. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*2- phénantroline

Le complexe Fe(ll)-phénantroline est couramment appliqué dans la méthode
spectrophotométrique traditionnelle pour la détermination du fer. La formation du complexe
rouge-orange Fe*2-phénantroline suite a une réaction d'oxydoréduction constitue la base de cette
technique. Ce complexe est soluble & un pH basique et se mesure a une absorbance de

510 nm.

52



Chapitre 2 : Synthese, Caractérisation ,étude théorique et biologique

I1.3.2. Activités antimicrobienne et antifongique

Les activités antimicrobiennes de tous les composés synthétisés ont été étudiées et les
zones d'inhibition antimicrobienne (mm) ont été déterminées en utilisant la méthode de
diffusion sur disque. Les composés de référence amiciline et nystatine, respectivement, pour
tous les microorganismes utilisés dans ce travail afin de comparer et de vérifier la fiabilité de
la méthode utilisée. Les effets antimicrobiens in vitro des composés étudiés ont été testés
contre certaines especes bactériennes et fongiques par la méthode de diffusion sur disque.
Nous avons voulu vérifier le potentiel antibactérien du MTE et du MTA contre deux especes
de bactéries a Gram positif (S. aureus et P. aeruginosa) et deux especes de bactéries a Gram
negatif (E. coli et B. cereus).

L'activité antifongique des composés MTA et MTE a également été déterminée a trois
doses différentes (100, 200, 400 ug/ml) contre trois champignons pathogenes. La méthode de
diffusion sur disque a été utilisée pour Vérifier la sensibilité des souches isolées (C. albicans,

C. tropi- calis et A. niger) a différents agents antifongiques.
I1.3.3. Activité enzymatique

Les enzymes font partie des catalyseurs biologiques intervenant dans les reactions
biochimiques indispensables a la croissance, a la maturation et a la reproduction des
organismes vivants. La quantification de ces enzymes en mesurant l'activité catalytique a

partir d‘échantillons biologiques joue un réle important dans différents domaines.
11.3.3.1. Activité acétylcholinestérase (AChE)

La mesure de lactivité de l'acétylcholinestérase (AChE) a été réalisée par une légere
variation de la technique spectrophotométrique développée par Ellman [28], l'anguille
électrique a été employée, le substrat étant I'iodure d'acétylthiocholine. Le DTNB [5,5-dithio-
bis (2-nitrobenzoique)] a permis de mesurer le pouvoir cholinestérasique. Un solvant,
I'éthanol, a été choisi pour la dissolution des composés a tester O et des contrbles. En résume,
150 ul de tampon phosphate de sodium ( 100Mm, pH 8,0), un volume de 20 ul de la solution
d'échantillon diluée dans I'éthanol a des concentrations diverses, et un volume de 20 ul De
I'AChE (5,32 x 10-3 U) a été mélangé et incubé pour une durée de 15 min a 250 C, ensuite 10
pl de DTNB (0,5 mM) ont été additionnés. Enfin, la réaction a été initiée par lI'addition de 20
pl d'iodure d'acétylthiocholine (0,71 mM) .
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Le suivi spectrophotométrique de I'nydrolyse de ces substrats a été réalisé par l'apparition
d'une couleur jaune de I'anion 5-thio-2-nitrobenzoate de méthyle, en fonction du résultat de la
réaction du DTNB avec la thiocholine, dégagée par la réaction d'hydrolyse enzymatique de
l'iodure d'acétylthiocholine a une longueur d'onde de 412 nm, a l'aide d'un lecteur de
microplaques a 96 puits (SpectraMax PC340, Molecular Devices, USA). Un logiciel PRO
Softmax v5.2 a permis d'évaluer les valeurs mesurées et les calculs. Le pourcentage de
I'inhibition de I'AChE a été calculé en comparant les vitesses de réaction des échantillons a
celles de I'échantillon témoin (éthanol dans un tampon phosphate, pH 8) selon la formule (E -
S) / E x100, dans laquelle E représente l'activité de lI'enzyme sans I'échantillon testé, et S,
l'activité de I'enzyme avec I'échantillon testé. Les essais ont été réalisés en trois exemplaires.

Le composé de référence a été la galantamine.

|nhibiti0n % = (AControIe -A Extrait /AControIe) %100 (3)

Les agents antidiabétiques de synthese utilisés a I'hneure actuelle entrainent des troubles
gastro-intestinaux tels que les diarrhées, les bralures d'estomac, les ballonnements et autres. En
conséquence, il est possible de faire appel a des inhibiteurs d'alpha-amylase naturels pour

traiter I'hyperglycémie postprandiale en minimisant les effets secondaires.

On utilise les inhibiteurs de l'a-glucosidase et de 1'a-amylase dans le traitement du diabéte
sucré en raison de leur capacité a ralentir la digestion des glucides au niveau de l'intestin gréle

et donc a diminuer l'augmentation du taux de sucre dans le sang aprés un repas.

I1.3.3.2. Inhibition de ’alpha amylase

On appelle a-amylase I'enzyme de digestion, sécrétée par les glandes de la salive et les
glandes du pancréas, synthétisée également par les fruits des végétaux lors de leur maturation.
Il s'agit de I'une des plus importantes endo-amylases permettant d'hydrolyser les liaisons a(1-
4) glycosidiques présentes dans les chaines d'amidon pour obtenir des molécules de maltose
(disaccharides d'a-glucose). Cette derniére est indispensable pour absorber et digérer I'amidon
et les glucides intégrés dans les aliments, c'est pourquoi elle pourrait étre une cible dans le
traitement du diabete de type 2. Le médicament Acarbose est un produit connu, qui sert
d'inhibiteur de I'enzyme a-amylase. Il ralentit la digestion des glucides et réduit le taux de
glucose dans le plasma postprandial. Toutefois, il présente certains effets néfastes tels que

diarrhées, hernies, ulcérations...

On suggére que les inhibiteurs d'a-amylase naturellement présents, notamment les
54



Chapitre 2 : Synthese, Caractérisation ,étude théorique et biologique

flavonoides et les composés phénoliques provenant de plantes, constituent une approche

alternative pourla prévention et le traitement de la pathologie du diabéte de type 2 avec un
faible risque d'effets secondaires, voire aucun.

- Mridesyela
L3 o
Aomylose

Complexe amylose-lode

Figure I1.2. Formation du complexe amylose-iode en cas d'absence d'a-amylase (Boursier,2005).

La formule suivante a permis de déterminer le pourcentage d'inhibition de I'a-amylase :

Inhibition % = 1- [(Ac-Ae)-(As-Ab)] / (Ac-Ae) 4)
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Chapitre 3: Résultats et discussions

Les phosphonates connaissent actuellement un essor tres rapide. Leur intérét
synthétique réside principalement dans la rapidité d’¢laboration de structures complexes, avec
une grande diversité. Elles trouvent de nombreuses applications en chimie médicinale et en
agrochimie. Ce troisieme et dernier chapitre présente I'ensemble des résultats obtenus de mes
travaux réalisés ainsi qu'aux discussions qui en découlent.

I11.1. Synthéses et caractérisations physicochimiques
111.1.1. Synthéses

Les réactions de synthése sont effectuées selon les séquences réactionnelles ci-dessous,

dont le but est d'obtenir des esters a-aminophosphonates via la réaction de Kabachnik-Fields

et un acide a-aminophosphonique via la réaction d'lrani-Moedritzer a partir de la m-Toluidine

et le 2-amino-5-methylphenol:
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Schéma 111.1.Synthése de I’acide a-aminophosphonique (MTA) et des esters a-
aminophosphonates (MTE) et (5MC).

OH

Selon 'TUPAC la dénomination des composés est:
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Schéma 111.2. Dénomination de MTA, MTE, et 5SMC selon IUPAC.

I11.1.1.1. Mécanisme propose pour la synthese de MTA

La réaction d'une amine primaire (m-toluidine), de formaldéhyde (paraformaldéhyde) et
de l'acide phosphoreux dans un milieu acide (HCI) ou sous irradiation micro-ondes conduit a
la synthese de I'amino-bis(acide méthylenephosphonique (MTA) (Schéma 111.1). Cette
réaction, également connue sous le nom de Réaction de Moedritzer-lIrani depuis qu'elle a été
rapportée pour la premiére fois par ces auteurs en 1966 [1]. Lorsque I'amine primaire est
utilisée, la réaction produit un acide bis-phosphonique puisque I'amine secondaire générée in
situ est plus réactive que I'amine primaire de départ [2]. En conséquence, la stoechiométrie
doit étre adaptée, et 2 équivalents de formaldéhyde et de I’acide phosphoreux doivent étre
utilisés.
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La réaction de Moedritzer-Irani a cependant I'avantage de conduire directement aux acides
phosphoniques sans nécessiter une fastidieuse déprotection des phosphonates par les acides de
Bronsted [3] ou de Lewis [4].

Pour la réaction Moedritzer-lrani, deux mécanismes généraux ont €té proposés qui se
distinguent par l'ordre dans lequel se font les deux étapes :
e Voie 1: Une imine est formée a partir du composé carbonyle et I'amine (primaire), et
puis I’acide phosphoreux est ajouté a la liaison C-N de l'intermédiaire.
e Voie 2: Assume la formation d'une o-hydroxyphosphonique par 1'addition de I’acide
phosphoreux au groupe carbonyle de la composante oxo, alors le hydroxyphosphonique

subit une substitution par I'amine pour fournir un acide a- aminophosphonique.

Schéma 111.3.Voies principales de la réaction de «lIrani-Moedritzer.

1**mécanisme : I’attaque de I’amine (nucléophile) sur le site électrophile du carbonyle
formant une imine, apres la seconde attaque par 1’acide phosphoreux sur la liaison C=N. la

méme attaque sera répétée pour I’amine et 1’acide phosphoreux.
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I
H/C\H + HO—:—OH
HO OH =
N I
2SN

OH

Schéma 111.4. Mécanisme reactionnel de la synthése de MTA selon la voie 1.

2°M mécanisme : I’attaque de 1’acide phosphoreux (nucléophile) sur le site électrophile du
carbonyle pour former 1’a-hydroxyphosphonique, aprés une substitution du groupe OH par

I’amine :
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Schéma 111.5. Mécanisme réactionnel de la synthese de MTA selon la voie 2.

111.1.1.2. Mécanismes proposes pour la synthese des esters MTE et 5SMC

La réaction de Moedritzer-lIrani n'est pas généralisable avec d'autres aldéhydes
aromatiques, contrairement a la réaction de Kabachnik-Fields [5], dans laquelle un
dialkylphosphonate est utilisé a la place de l'acide phosphoreux selon le Schéma I11.1. La
voie principale d’accés aux a-aminophosphonates est une réaction a trois composants connue
sous le nom de réaction de Kabachnik-Fields. Elle met en jeu un composeé carbonylé, une

amine et un dialkylphosphite.

Les reactions de Kabachnik—Fields peuvent étre accomplies dans de nombreuses variantes.
Ces condensations sont généralement realisées en présence de divers catalyseurs et/ou
solvants [6]. lls peuvent étre réalisés dans des conditions de chimie verte, y compris la
synthese assistée par micro-ondes (MW), qui présentent également un intérét particulier [7].
Dans certains cas, la réaction est réalisée sans catalyseur [8]. Cependant, dans la plupart des

cas, I’'usage d’acides comme de bases [9].

Bien que de nombreuses suggestions aient été avancées, le mécanisme de cette réaction
n’a pas été complétement élucidé [10]. Parmi les mécanismes actuellement envisagés, les

plus plausibles sont :

1*"mécanisme (de type Mannich): consiste en la condensation de ’amine sur le compose
carbonylé suivie de I’hydrophosphorylation de 1’imine intermédiaire, c.-a-d , attaque de

I’amine (nucléophile) sur le site électrophile du carbonyle (benzaldéhyde) formant un groupe
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hydroxyle, une seconde attaque de la triéthylphosphite sur 1’atome de carbone qui porte le

groupement OH pour faire une substitution. Puis formation d’un groupe phosphonate aprés

libération de I’éthyle pour donner de 1’éthanol a la fin.

Ce mécanisme offre un exemple d’une réaction plus générale, la réaction de Pudovik, qui
consiste en I’addition d’un phosphite sur une liaison double C=0, C=N, voire C=C ou une
liaison triple C=C dans certains cas. Comme pour la réaction de Mannich, il est possible
d’additionner le dialkylphosphite a des imines préformées, ce qui revient a réaliser une

réaction de Pudovik au sens strict

H
NH2 “T‘
H H
P
: eo” | Soe
OEt
+"OH
EtO |\\‘o
OEt

Schéma I11.6. Mécanisme réactionnel de la synthése de MTE selon la voie 1.
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2°™mécanisme : Selon l'autre voie, la premiére étape est l'addition de la triéthylphosphite au
groupement carbonyle de composant oxo, pour fournir un a-hydroxyphosphonate, qui subit
une substitution par I'amine pour fournir 1'a-aminophosphonate. Sur la base d'études
cinétiques, il a conclu que le mécanisme dépend de la nature des réactifs [11-13].

i Oq c:—cH
e I 3
OEt @/4_/
| ’ PZ—0Et
PR \
EtO OEt — OEt

Q /H/\ \@//\"f} et

®NH
% +  QFf -———

0 o
P
~-
Eto/ OEt
: NH
(o]
Vi . EtOH
P
/ ot
EtO

Schéma I11.7. Mécanisme réactionnel de la synthése de MTE selon la voie 2.

Les produits (MTA), (MTE) et (5MC) ont été préparés a partir de m-toluidine et 5- methyl-
2-aminophenol sous irradiation micro-ondes et chauffage conventionnel, comme indiqué dans
le Schéma I11.1. La comparaison entre les rendements et le temps consacré a la préparation
de ces molécules est présentée dans le Tableau I11.1. Aprés isolement et évaporation des

solvants , les rendements de synthese ont été calculés. Comme le montre le Tableau 111.1
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Tableau I11.1. Rendements des produits synthétisés.

Produits A reflux Sous Micro-
ondes
MTA _
4-5h/66% 7-15min/87%
Temps/Rendement
MTE _
4-5h/70% 5-10min/92%
Temps/Rendement
5MC _
Temps/Rendement 4-5h/56% 9-11min/80%

Les résultats montrent que la synthese sous irradiations micro-ondes était plus rapide (4-8
min/MTA, 5-10 min/MTE et 9-11 min/5MC), plus productive (87%/MTA, 92%/MTE et
80%/5MC) et consommait moins de solvant, ce qui la rend plus adaptée aux principes de la
chimie verte, alors que des réactions similaires sous chauffage conventionnel (reflux) ont
donné des rendements plus faibles (66%/MTA, 70%/MTE et 56%/5MC) avec des temps de
réaction comparativement plus longs (= 5 h/MTA, = 6 h/MTE et 5 h/5MC).

I11.1.2. Caractérisations

111.1.2.1. Caractérisations physico-chimiques

Les composes obtenus a partir d'une synthése assistée par micro-ondes ont les mémes
propriétés physiques (couleur, forme, point de fusion) qu’a ceux synthétises par une
préparation conventionnelle. La détermination des points de fusion a été realisée au
Laboratoire de Chimie a I’Université de Ferhat Abbes Sétif-1 a 1’aide d’un banc Kofler. Le
dépot d’un produit sur cet appareil, nous permet de connaitre la température de fusion en
visualisant la zone ou ils fondent. Le Tableau I11.2 résume les résultats des points de fusion

des produits synthétisés
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Tableau 111.2. Aspects et points de fusion des produits synthétisés.

Produits Aspects Points de
fusion

MTA Gel rouge 137-140°C

MTE Poudre blanche 130-133°C

5MC Poudre blanche 108-111°C
m-Toluidine Liquide huileux -31°C

incolore a jaunatre
2-Amino-5- Cristaux beiges 160-162°C
methylphenol

Pour une caractérisation partielle des différents échantillons, nous avons suivi le

déroulement des réactions chimiques par des tests CCM. La chromatographie sur couche
mince (CCM) a été réalisée avec le systéme solvant : éthanol/dichlorométhane (1/3, V/V), le
choix est basé¢ sur la bonne migration des échantillons analysés ce qui permet d’avoir une
bonne séparation et une visibilité acceptable des taches. Chaque molécule isolée par les deux
méthodes présentait une scule tache sur la plaque CCM. L’apparition d’une seule tache, pour
chaque produit synthétisé et qui est differente de celle du produit de départ, constitue un signe
de pureté et confirme la fin de la réaction et 1’obtention de nouveaux produits. 11 suffit donc

de déterminer le rapport frontal de chaque produit, les valeurs des rapports frontaux des

produits synthétisés se trouvent dans le Tableau I11.3.

Tableau I11.3. Les rapports frontaux des produits synthétises.

Produits

Rapports
frontaux

Eluant :

Ethanol /Dichloromethane

1/3

MTA

MTE

sMC

0.625

0.385

0.428
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Le produit synthétisé (MTA) s'est révéle soluble dans I'eau, I'éthanol et le méthanol. Alors
que le MTE et le 5MC ont été trouvés solubles dans le méthanol, I'acétone, l'acétonitrile, le
chloroforme, le DMF et le DMSO a température ambiante, également solubles dans I'éthanol
a température élevée.

L’essai de solubilité effectué dans des tubes a essai a ~ 22 ° C a montré les résultats
regroupés dans le Tableau I11.4. Les tests de solubilité effectués montrent que I’ester et
I’acide présentent une solubilité dans certains solvants polaires, d’autre part I’acide est

également soluble dans 1’éther de pétrole.

Tableau 111.4. Solubilités des produits synthétises.

Solvants Eau Méthanol | n-Hexane | Acétate Acétone Ethanol DMSO
d’éthyle
MTE Peu Soluble Insoluble Insoluble Insoluble Soluble Soluble
Soluble
MTA Soluble Soluble Insoluble Insoluble Insoluble Soluble Soluble
5MC Insoluble Soluble Insoluble Soluble Soluble Soluble Soluble

Tous les composes synthétises ont eté adéquatement caractérisés par les analyses
élementaires et les méthodes spectroscopiques UV, IR et RMN.
111.1.2.2. Analyse élémentaire

Les pourcentages de carbone, d'hydrogene et d'azote ont éte déterminés en utilisant un
analyseur CHN. Les résultats de I’analyse élémentaire sont regroupés dans le tableau ci-

dessous

Tableau I11.5. Valeurs trouvées et calculées des elements (C, H et N) des produits synthétisés

Produits Valeurs trouvees (calculées)
%C %H %N Formule brute
MTA 36.61(36.58) | 5.08(5.12) | 4.74(4.70) | CsHisNOsP;
MTE 64.86(64.83) | 7.20(7.25) | 4.20(4.31) | CisHxNOP
5MC 54.82(54.83) | 6.87(6.81) |4.01(4.20) | CigHaaNO4P

Les données trouvées et calculées étaient en bon accord avec les formules moléculaires

proposées. Ces résultats d’analyse nous ont permis de confirmer les structures proposées.
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111.1.2.3. Analyses spectrophotométriques

Une fois que les molécules sont obtenues, des analyses spectrophotométriques ont été
effectuées pour les identifier. Les analyses spectrophotométriques Infrarouge et UV-vis des
molécules obtenues sont réalisées au niveau du Laboratoire de Chimie a 1’Université Ferhat
Abbes Sétif-1. Toutes les structures des composés ci-dessus étaient en bon accord avec les
données spectrales et analytiques.

% Analyses par UV-Vis :

Les spectres UV-Vis servent d'une part a I'analyse quantitative en appliquant la loi de Beer
Lambert pour calculer le coefficient d'absorption molaire (¢) , et d'autre part, a l'analyse
qualitative, en comparant les spectres des produits synthétisés avec ceux des produits de
départ, le but étant de prouver qu'il existe des différences significatives (Amax différents) entre
les spectres des produits synthétises et ceux des produits de départ.

Les spectres d'absorption électronique des composés étudiés ont été enregistrés dans
I'éthanol, a température ambiante, sur des solutions de concentration identique en quartz, de
trajet optique de 1 mm dans le domaine allant de 200 nm a 900 nm.

» Le spectre UV-Vis de la molécule MTA a montré deux absorpbances: l'une est
située a Amax=246,34 nm (n-w*), l'autre a Amax = 290,79 nm (n-6*).

> Le spectre MTE presente deux bandes: une bande d'absorption située a
Amax=236,65 nm(n-m*), une autre bande a Amax= 287,32 nm (n-¢*).

» Tandis que le spectre 5SMC présente également deux bandes : 1’une est située a

Amax = 216,50 nm(n-zt*) , I’autre bande se situe a Amax =257,50 nm (n-6*).
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Figure. 111.1. Spectres UV-vis des produits MTA, MTE et 5SMC (Solvant : Ethanol).

% Analyse par FTIR

Les a-aminophosphonates sont généralement caractérisés par des bandes d’absorption
caractéristiques des principaux groupements. Les spectres infrarouges des échantillons ont été
enregistrés dans un domaine de 4000-500cm™ en utilisant le spectrophotométre FTIR. Les
principales bandes de vibration des différents groupements fonctionnels, sont présentées dans
le Tableau I11.6. Les spectres IR des produits: MTE, MTA et 5SMC sont représentés dans la

figure suivante:
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Figure. 111.2. Spectres FTIR des produits MTA, MTE et 5MC.

L’étude est basée sur deux techniques pour interpréter les spectres IR :
La comparaison des spectres des produits synthétisés avec ceux des produits de départ et le
repérage et I’identification des bandes grace a des tables de références que I’on trouve dans
des ouvrages spécialisés. La figure 111.2 illustre les spectres d'absorption infrarouge des
produits obtenus, sur lesquels on peut aisément remarquer la disparition des bandes de la
fonction amine primaire des produits de départ et I’apparition des bandes d’absorption
attribuables aux groupements P-OC, P-OH,P-C,P=0 et OH phosphonique,...etc, dans les

produits synthétises.

> Tous les composés synthétisés présentent des bandes d'absorption du carbone (sp?) a 2922-
2860cm™ dues a la présence du groupement méthyl dans la position (méta) et aussi a la

substitution des groupements methyl-phosphono.

» L’acide a-aminophosphonique MTA présente des bandes caractéristiques de la fonction -
O-H phosphonique a 3200-3600cm™. Le pic a 1440cm™ est d(i au stretching de la
fonction -P(O)-OH.

> Les bandes d'absorption a1253cm™ et 1095cm™ sont affectées aux modes stretching de
P=0 et P-O, respectivement de MTA, MTE et 5MC.
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> Le fort pic 4 =<1370cm™ est attribué a la flexion de la liaison P-CH; qui pourrait étre mis a
profit pour confirmer la formation d'une liaison entre I'acide phosphoreux (ou la TEP) et le
Benzaldehyde.

» Les groupements amines primaires sont responsables de 1’apparition des deux bandes
d’inégale importance vers 2935-3369 cm™ dues aux vibrations d’élongations v (NH2).Alors
que les amines secondaires (MTE et SMC) présentent un seul pic de faible intensité et I’
amine tertiaire (MTA) ne présente aucun signe (aucune bande N-H). Le tableau suivant
(Tableau I11.6) résume les bandes caractéristiques d’absorption des spectres infrarouge des

COMPOSES.

Tableau I11.6. Attribution des bandes d'absorption des produits synthétisés MTA, MTE et5MC.

Produits Fonction Fréquences(cm™)
“NH- 3393 Elongation
3479
1620 Déformation
C-N 1309 Elongation
SMC -CH3 2860 Elongation
Symeétrique ,
2922 Asymétrique
C=C 1494 Elongation
=C-H 3038 Elongation
“OH ~3200-3600 Elongation
N-C 1650 /
P-C 1370 /
MTA P-OH 1440 /
P=0 1253 /
-CHs 2845 Elongation
2910 Symétrique ,
Asymétrique
N-C 1660 /
P-C 1378 /
P=0 1240 /
MTE P-O-C 1095 /
C-C aliphatique 851 /

% Analyses par RMN

Récemment, les méthodes RMN pour la détermination structurale des aminophosphonates
ont gagné en importance. Cela découle de la simplicité de ces méthodes, qui nécessite une
quantité assez petite d'échantillon, sans prérequis particuliers quant a sa préparation et sans

nécessité de connaitre les fondamentaux de la technique.
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Dans la présente étude les produits MTA, MTE et 5MC ont été caractérisés par deux

techniques de la RMN, a savoir RMN H et RMN 3P,

Les figures ci-dessous présentent les Spectres RMNH des produits MTA, MTE et 5SMC:

Ihe

CH-
OH HO
0 o}
\\‘%‘\F‘/ N \\P//ﬁ’
/\\C// \C/ \
HO Hz Hz O+
T A
|
5 14 13 12 B 1 3 7 & i 2 1 o 3
f1 (ppmi)

Figure. 111.3. Spectre RMN*H du produit MTA.
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Figure. 111.4. Spectre RMN*H du produit MTE.
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Figure. 111.5. Spectre RMNH du produit 5MC.
La spectroscopie RMNH des produits préparés a permis de confirmer les structures

prévues en intégrant le signal de résonance finale. Le Tableau I11.7 montre I’interprétation
des spectres RMN*H des produits synthétisés MTA, MTE et 5SMC.
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Tableau I11.7. Interprétation des spectres RMNH de MTA, MTE et 5MC.

Produits Type de Multiplicités & (ppm) Intensite

proton

CHs Singulet 2.35 1H

OH Singulet 2.1 4H

MTA CH: Singulet 3.4 4H

CHar Multiplet 6.30-7.02 4H

CHs Triplet 1.35 6H

CHs Singlet 2.03 1H

CH: Quadruplet 3.47 4H

MTE CH Singlet 4.1 1H

NH singlet 4.25 1H

CHar Multiplet 6.7-7.5 9H

CHs Triplet 1.22 6H

CHs Singlet 2.33 1H

CH: Quadruplet 3.62 4H

SMC CH Singlet 3.9 1H

NH Singlet 4.35 1H

OH Singlet 5.02 1H

CHar Multiplet 6.5-7.2 9H
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Les protons aromatiques des esters et de l'acide a-aminophosphonique sont apparus

sous forme de multiplet dans la région & 6,5-7,5. Le proton du groupe P-C—H résonnait sous

forme de singlet dans la plage & 3,4—4,10 en raison du couplage avec le phosphore et N-H. Le

signal du proton N-H est apparu a 6 4,25-4,35 sous forme de singlet. Les protons de P —O—

CH2—C qui apparaissaient sous forme de quatuor a 6 3,56—3,62 et P — O — C — CH3 donnaient
untriplet a & 3,47-3,62.

Les Spectres RMN3!P des produits MTA, MTE et 5SMC sont représentes dans les figures ci-
dessous (Fig. I11.6, Fig. 111.7, Fig. 111.8):
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CHy
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Figure. 111.6. Spectre RMN3!P du produit MTA.
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Figure. 111.8. Spectre RMN?3!P du produit 5MC.
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La spectroscopie RMN 3!P est la plus précise des techniques de caractérisation de la
structure des composés a base de phosphore. Les déplacements chimiques en RMN 3P pour
les substances obtenues sont dépendantes des désequilibres des liaisons o provoqués par la
variation de I'électronégativité des atomes , l'effet des paires électroniques libres, le degré
d'occupation des orbitales d du phosphore et I'écart par rapport a la symétrie géométrique.

Les atomes de phosphore dans MTA, MTE et 5MC apparaissent respectivement a :
14ppm, 15ppm et 15.4 ppm (Fig. 111.6, Fig. 111.7, Fig. 111.8). Ces résultats confirment la
réussite de la synthese d'acides a-aminophosphoniques hautement purs.
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I11.2. Calculs théoriques par la méthode DFT

Cette partie a pour but de présenter les résultats des calculs théoriques par la méthode de
DFT. Cette méthode théorique vise a déterminer les propriétés structurale et énergétique des
molécules synthétisées.

111.2.1. Optimisation géométrique

Au cours de cette étape, on étudie ’optimisation des formes géométriques des molécules
synthétisées ou I’idée principale est de faire varier la position des frontiéres d’une structure
arbitraire, pour obtenir une structure plus stable. L'optimisation de la géométrie a étéréalisée
par la minimisation de I'énergie (Les structures les plus stables correspondent a 1’énergie la
plus faible). Les stabilités relatives des trois molécules ont été prédits en utilisant la base
B3LYP/ 6-31++G(d,p), avec deux fonctions de base polarisées, d et p; la présence de ces
deux fonctions polarisées est indispensable pour ajuster 1’analyse DFT. Les énergies totales
d’optimisation des structures sont : Et(MTA)=-1541.0064594a.u., Er (MTE)=-
1322.287789a.u. et Et (5MC)= -1396.770864 a.u., respectivement. De I’énergie totalement
des structures optimisées, nous avons confirmé que I’acide MTA était plus stable que le les
esters MTE et le SMC.

Les structures optimisées de chaque molécule sont représentés ci-dessous (Figure.
111.9):

Figure. 111.9. Structure optimisée de MTE.
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Figure. 111.11. Structures optimisées de 5SMC.

Egalement, on a utilisé la méthode de DFT au niveau B3LYP avec la base 6-31G (d,p)
pour déterminer certains parametres géométriques (longueurs des liaisons et les angles).
L’optimisation géométrique nous a permis de comparer entre les propriétés structurales (la
géométrie) des trois molécules. Les paramétres geométriques optimisés (longueur de liaison
et angles) sont calculés par la méthode DFT/B3LYP/6-31G (d,p) a I’aide du logiciel
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Pour voir les différences géométriques provoquées par le changement du groupement

fonctionnel Acide-Ester ; on a choisi quelques liaisons :

Tableau 111.8. Quelques paramétres géométriques optimisés pour MTE, MTA et 5MC

(longueurs de quelques liaisons).

MTE MTA SMC

Liaison Long. (A°) Liaison Long.(A°) Liaison Long. (A°)
C3-N10 1.3943 C2-N15 1.4148 C12-N13 1.384
C5-C44 1.5122 C4-C11 1.5122 C1-C2 1.529
N10-C12 1.4476 C15-C1 1.4529 P15-017 1.6176
C12-P25 1.8547 C15-P22 1.4523 P15-018 1.628
P25=026 1.4902 P22=032 1.4872 P15=016 1.4834

P23=033 1.502
P25-027 1.627 P22-026 1.6231
P25-028 1.6179 P23-028 1.6146
Tableau I11.9. Paramétres geométriques optimisés pour MTE , MTA et 5SMC (quelques
angles).
MTE MTA 5MC

Liaison Angle (°) Liaison Angle (°) Liaison |Angle (°) |

C3-N10-C12  123.8556 C2-N15-C16 121.9193 C4-C12-N13  119.7513
C2-N15-C19 120.2658
N10, C12, P25 106.4344 N15-C16-P22 118.1096 016-P15-018  113.8177
N15-C19-P23 112.7085

C12, P25, 026 117.5126 C19-P23-033 114.3736 0O17-P15-016  111.352

C12, P25, 027 99.9958 C16-P22-032 112.2428 P15-017-C19  123.4856

En géométrie moléculaire, la longueur de liaison est la distance entre les noyaux de deux

atomes liés par une liaison chimique, cette liaison est directement liée a I’ordre de liaison.

Plus le nombre d’¢lectrons participant a la formation d’une liaison est grand plus celle-ci sera

courte, elle est inversement proportionnelle a 1’énergie de liaison. Donc plus une liaison est

forte plus elle est courte.

Ilest a constater que :

e Les liaisons des deux esters (MTE) (C3-N101.3943A°) et (5MC) (Cil2-

N13=1.384A°) ont presque les méme valeurs, alors que 1’acide MTA a une liaison C-

N plus longues. Ceci est du a la nature electrodonneurs des groupements attachés a la

fonction phosphonates des deux esters.
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e Les liaisons C5-C44 (MTE), C1-C2 (5MC) et C4-C11 (MTA) ont la méme valeur de
longueur (1.5122A°), donc la substitution par une fonction ester ou acide n’a aucune

influence sur la géométrie du groupement méthyl attaché sur le cycle aromatique.

e Les liaisons C12-P25 (1.8547 A°) et P25=026 (1.4872 A°) de MTE sont plus longues
que celles de MTA.

e Les longueurs de liaison P-O dans les deux composés sont similaires.

e Tous les angles C-C-C et C-C-H sont égaux aux ~120°. Le cycle benzénique est un
hexagone régulier plan, les six atomes d’hydrogéne appartiennent également au plan

du cycle.

o Langle Awra (C2-N15-C16) 121.9193<AMET (C3-N10-C12) 123.8556, cela a

cause de la présence de plus d’atomes d’oxygénes quisont plus électronégatifs.

I11. 2.2. Analyse des charges Mulliken

Une charge partielle est une charge électrique inférieure en valeur absolue a la charge
élémentaire (c'est-a-dire inférieure a la charge de I'électron). Elle est souvent notée &-
lorsqu'elle est négative et 6+ lorsqu'elle est positive. Elle s'exprime en coulombs ou en
fraction de charge élémentaire. Les charges partielles sont utilisées en mécanique moléculaire
des champs de force, pour calculer I'énergie d'interaction donnée par la loi de Coulomb. Les
charges partielles permettent également une compréhension qualitative des structures et de la

réactivité des molécules.

Atomic Charges

Type:

ColorRange:  -2.366 to 2.366

Figure. 111.12. Distribution des charges mulliken sur MTE.
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Atomic Charges

e

Color Range:  -1.165 to 1.165

Figure. 111.14. Distribution des charges mulliken sur 5SMC.

La distribution des charges nettes sur les atomes des molécules obtenues est donnée dans le
tableau Tableau 111.10. Les calculs ont été effectués en utilisant 1’analyse de population de

Mulliken. Ces charges atomiques Mulliken calculées par la méthode DFT/B3LYP/(d,p).
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Tableau I111.10. Distribution des charges Mulliken sur les atomes de MTA, MTE et 5SMC.
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MTA MTE 5MC
Atome Charge  Atome Charge Atome Charge

C1 -0.144079 C1 0.665643 C1 -0.098517
C2 0.389249 C2 -0.632028 (2 -0.092395
C3 0.197240 C3 -0.804281 C3 -0.171718

C4 0.159645 C4 0.240713 C4 0.130216
C5 -0.749611 C5 0.617488 C5 -0.239749
C6 -0.334726 C6 -0.622222 C6 -0.063705

Cil1 -0.448954 N10 -0.211334 H10 0.101701
N15 -0.051034 H11 0.398027 C12 -0.025089
C16 -1.001529 C12 -2.213893 N13 -0.628669

C19 -0.543368 C14 -0.032295 P15 1.165481
H21 0.211309 C15 0.210053 016 -0.563443
P22 1.788345 C16 0.405679 Q17 -0.548902
P23 1.616025 C17 -0.277513 Q18 -0.563623

024 -0.753508 C19 0.019498 C19 0.067132

026 -0.711303 C21 -0.195225 H21 0.120397
028 -0.605103 P25 2.089910 cC22 -0.304896

032 -0.643444 026 -0.690919 C26 0.042005
033 -0.698510 027 -0.421862 C29 -0.332497
028 -0.441008 (33 -0.167055

C29 0.096247 C34 0.123686
C32 0.149880 C35 -0.148082
C35 -0.721236 C36 -0.075658

C37 0.287027

C38 0.298111
042 -0.591373
C44 -0.382048

C45 0.111374

C46 0.124156

C47 0.113921
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Les charges Mulliken ont un role important dans I'application de calcul chimique quantique
au systeme moléculaire en raison que ces charges atomiques affectent le moment dipolaire, la
polarisabilité moléculaire, la structure électronique, et beaucoup de propriétés des systemes
moléculaires. La répartition de charge, au cours des atomes suggere la formation de donneur et
accepteur impliquant le transfert de charge dans la molécule et dans une réaction chimique.
D’apres la distribution des charges Mulliken, On observe que :

v’ Les atomes P22, P23, P25, P15 et les H sont toutes positives.
v Tous les atomes d’azote et oxygéne sont négatifs dans les trois molécules et constituent des
sites fortement nucléophiles.

111.2.3. Moments dipolaires

La DFT a été utilisé également pour calculer le moment dipolaire. Le moment dipolaireest
une grandeur vectorielle orienté du pole négatif vers le pdle positif. Le moment dipolaire dans
une molécule est une propriete electronique importante qui résulte de la répartition non
uniforme des charges sur les différents atomes dans une molécule, 1l est principalement utilisé
pour étudier les interactions intermoléculaires impliquant des forces dipdle-dipble de type
Vander Waals, etc.,, Plus le moment dipolaire est important, plus les interactions
intermoléculaires seront fortes. La polarité d'une liaison ou d'une molécule est due a la
différence d'électronégativité entre les élements chimiques qui la composent, Plus les charges
sont réparties de facon asymétrique, plus une liaison ou molécule sera polaire, et au contraire, si
les charges sont réparties de fagon totalement symétrique, elle sera apolaire, c'est-a-dire non
polaire. La polarité d'une molécule influe sur ses propriétés physiques ou chimiques. Les
composeés apolaires se dissolvent en genéral mal dans les solvants polaires (en particulier les
hydrocarbures), ne se dissolvent pas en général dans I'eau contrairement aux composés polaires.

Le moment total de dipdOle dans un repere cartésien est défini par:

= (P + oy + pPp) (1)
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La figure ci-dessous représente les vecteurs et les magnitudes du moment dipolaire des

trois molécules.

Dipole Moment (Debye) Dipale Moment (Debye)
Magnitude: 3.7058 Maagnitude: 3.6959
Vector: -2.6330 0.32358 2.5875 Veector: -1.5678  -3.2980  -0.5699

Figure. 111.15. Orientation et intensité du moment dipolaire de MTE, MTA et 5SMC.
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Tableau I11.11. Moments dipolaires électriques calculés par B3LYP/6-31G (d,p) des molécules
MTA , MTE et 5SMC.

Parameétres MTA MTE 5MC
Hx -1.5678 -2.6330 -0.4640
Hy -3.2980 0.3238 -2.3852
Mz -0.5699 2.5876 -2.9066
Htotal 3.6959 3.7058 3.7885

A partir de ce tableau, on observe que :

v' Le moment dipolaire est plus important dans les trois molécules ce qui est expliqué par la
différence d’¢lectronégativité provoquée par les atomes d’oxygenes, d’azotes et des atomes de
phosphore.

v’ La valeur la plus élevée des moments est principalement attribuée a un déséquilibre global
de la charge d'un c6té d'une molécule a l'autre.

v' La valeur du moment dipolaire la plus élevée est celle de la molécule MTE.

111.2.4. Analyse des orbitales moléculaires

Les valeurs des énergies des orbitales HOMO, LUMO et I’écart énergétique (AE=Enomo-
ELumo) du (MTA, MTE et 5MC) ont été calculés par la DFT avec la base 6-31G (d, p). Les
représentations des orbitales moléculaires frontiéres pour les structures optimisées sont illustrées
respectivement dans les Figures (111.16-111.17- 111.18), les régions vertes et rouges des figures
représentent les OM avec des phases totalement opposées. La phase positive de la molécule est

représentée en couleur rouge et la phase négative en couleur verte.
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-0.21601 H

Figure.ll11.17. Les orbitales moléculaires HOMO-LUMO de MTE.
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&

-

Figure .111.18. Les orbitales moléculaires HOMO-LUMO de 5MC.

Le Tableau I11.12 Présente les valeurs d’énergies HOMO, LUMO, écarts énergétiques

(HOMO-LUMO) et les indices de réactivité de toutes les molécules.
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Tableau 111.12. Energies de HOMO, LUMO, écarts énergétiques (HOMO/LUMO) et Indices de
réactivité des molécules MTA, MTE et 5MC.

Energie moléculaire MTA MTE 5MC
ELumo (eV) -0.03152 -0.02415 -0.03888
Enomo (eV) -0.21601 -0.19986 -0.1613
Ecart Energétique (AE) 0.18449 0.17571 0.12242
Potentiel d’Ionisation (I) 0.21601 0.19986 0.1613
Affinité Electronique (A) 0.03152 0.02415 0.03888
Dureté globale (n) 0.092245 0.087855 0.06121
Douceur global (S) 5.420348 5.69119 8.168599902
Potentiel Chimique (u) -0.123765 -0.11201 -0.10009
Electronégativité (y) 0.123765 0.11201 0.0818331
Electrophilicité (o) 0.08303 0.071403 0.10009

111.2.5. Comparaison entre les indices de réactivité de chaque molécule

> Les énergies HOMO-LUMO

Les orbitales moléculaires (HOMO et LUMO) sont des termes trés importants dans la chimie
quantique. Une valeur élevée de I’énergic HOMO indique que la molécule est réactive, tandis

qu’une valeur basse de 1’énergie LUMO indique que la molécule est moins réactive.

On remarque que:

v La molécule 5MC a une énergie HOMO plus importante (Exomo=-0.1613ua), donc elle est
plus réactive que MTA et MTE.

v' La molécule MTA a une énergie LUMO plus basse que celle des esters, donc elle est moins
réactive que MTE et 5SMC et donc plus stable.

v' La différence d'énergie entre l'orbitale HOMO et LUMO s'appelle I'écart d’énergie, qui est un
indice de stabilité important pour les structures. Petit écart HOMO-LUMO implique une faible
stabilité cinétique, car il est énergétiquement favorable pour ajouter des électrons a une LUMO

et / ou pour extraire des électrons d'une HOMO.
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Il est constaté que 1’énergie gap (AE) la plus grande est présentée par la molécule MT Aavec
une valeur de 0.18449au, donc elle est plus stable et moins réactive que MTE et 5MC.

AE la plus petite est présentée par la molécule 5SMC avec une valeur de 0.12242au, doncelle
est moins stable et plus réactive. L’ordre de réactivité des molécules est le suivant :

5MC > MTE > MTA
> Potentiel d'ionisation (1)

Plus le potentiel d’ionisation est élevé, plus la molécule est dure, donc stable et moins
réactive. La molécule qui nécessite une grande énergie pour étre ionisée est MTA avec une
énergie de 0.21601au, et la molécule qui donne les électrons facilement (plus réactive) est 5SMC
avec une valeur de 0.1613au. L’ordre décroissant des potentiels d’ionisation des molécules est le

suivant :

MTA > MTE > 5MC
» L’affinité électronique (A)

La molécule qui présente plus affinité pour accepter des électrons est 5SMC avec une valeur
de 0.03888au.
L’ordre décroissant d’affinité électronique est :

5MC > MTA >MTE
» Ladurete (n)

La dureté chimique peut étre vue comme la résistance d’un systéme moléculaire au
transfert d’électron, Compte-tenu du lien qui existe entre dureté chimique et mollesse globale,
plus la mollesse globale d’un systéme moléculaire est élevée, moins il résiste a un transfert
d’¢électrons, et donc moins il est stable.

On observe que la molécule la plus résistante au transfert d’électrons est MTA avec une
valeur de 0.092245au. Donc elle est la plus stable et la molécule la plus molle est 5SMC, donc

elle est la plus réactive. L’ordre décroissant de la dureté des molécules est :

MTA > MTE > 5MC

» Potentiel chimique ()

Un bon électrophile est associé a un potentiel chimique trés bas (électronégativité
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élevée). A partir des résultats obtenus, la molécule qui a le potentiel le plus bas est MTA avec

un potentiel de (-0.123765au), donc elle est plus électrophile que MTE et 5MC. L’ordre
décroissant du potentiel chimique des molécules est :

5MC > MTE > MTA
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111.3. Evaluation des activités biologiques

111.3.1. Activité antioxydante

Six méthodes ont été utilisées pour évaluer I’activité antioxydante des produits synthétisés

a partir de la m-toluidine (MTA et MTE), et du 2- amino-5-méthylphénol (5MC).
111.3.1. 1. Activité de piégeage des radicaux libres DPPH

Les effets inhibiteurs du MTA, MTE et de I'acide ascorbique (AA) sur le radical DPPH ont
été présentés dans le Tableau I11.13 et la Figure .111.19. Selon la Figure .111.19, tous les
composes montrent une activité de piégeage dose-dépendante sur le radical DPPH. Nous avons
ensuite détermine les valeurs ICso (Tableau 111.13). Les MTA, AA et MTE ont des valeurs
d'ICso de 311,853 ug/mL, 457,66 pg/mL et 621,627 pug/mL, respectivement. La décoloration de
la solution des radicaux DPPH violets au jaune peut étre attribuée a un don d'hydrogéne
provenant des (O-H) des groupes phosphoniques (MTA) et carboxyliques (AA).
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40 -
30
20
| . DPPH
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Figure 111.19. Evolution du pourcentage d'inhibition (%) du MTE, MTA et de
I'acide ascorbique par le test DPPH.
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111.3.1. 2. Activité du piégeage de I’ABTS

Le test ABTS a presque le méme principe que le test DPPH, mais I'ABTS™ est plus réactif

que le DPPH-. L'antioxydant réduit 'ABTS-+ en ABTS selon la réaction suivante :
ABTS-++ AH — ABTS + A"+ H*

Les résultats du test ABTS sont présentés dans le Tableau 111.13 et la Figure .111.19. 1l est
observé que les valeurs 1Cso des composeés synthétisés diminuent dans l'ordre suivant :
MTE>AA>MTA. Nous savons que plus petite est la valeur 1Cso, plus grande est l'activité
antioxydante du composé. Ainsi, l'ordre de l'activité antioxydante est MTA>AA>MTE. A partir
du calcul des valeurs 1Cso, nous pouvons conclure que MTA a la meilleure activité antioxydante
par rapport a MTE. Comme pour l'essai DPPH, le composé MTA a la valeur 1Csg la plus basse et
donc l'activité antioxydante la plus élevee, suivie par le composé MTE.
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Figure .111.20. Evolution du pourcentage d'inhibition (%) du MTE, MTA et de

I'acide ascorbique par le test ABTS.
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Tableau 111.13. Pourcentage d'inhibition et valeurs ICso de MTA, MTE et acide

ascorbique par I'essai ABTS et I'essai DPPH.

Ascorbic MTE MTA
Concentration Acid
IC*ABTS IC*DPPH " IC*DPPH % IC*DPPH
(ug/nhch) assay Assay IC*ABTS assay assay IC*ABTS assay Assay
200 32.67 26.136 28.91 16.250 42.12 38.636
400 56.87 51.136 38.09 36.136 66.87 59.090
600 67.98 63.636 60.16 57.386 75.54 69.886
800 85.90 76.136 69.67 65.681 92.81 88.409
1000 90.13 87.50 72.02 67.045 94.11 92.045
ICs0 367.861+0.36 457.661+0.25 535,993+0.30 621.627 = 0.12 226,077+0.29 311.853+ 0.14

(R? =0.97632)  (R?=0.9663)  (R?=0,96,487) (R?=0.94861)

(R?=0,96,109) (R? =0.98073)

En ce qui concerne le Produit 5SMC, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant

(Tableau 111.14).

Tableau 111.14. Valeurs ICso, Aoso de SMC par les différents essais de ’activité anti-

oxydante.
DPPH* ABTS*" B-Carotene CUPRAC  Phenanthroline  FRAP
Assay Assay Assay Assay Assay Assay
Test  1Csopg/mL  ICso pg/mL 1Cso pg/mL Aoso pg/mL Aoso pg/mL Ao.so Hg/mL
sample
5MC  19,94+0,24 NA 61,55+2,33  12,74+0,66 6,45+0,81 20,55+2,35
BHA 573+041  1.03+0.00 1.05+0.01 3.64+0.19 0.93+0.07 NT
BHT NT 1.59 +0.03 0.90+0.02 9.62 +0.87 2.24+£0.17 NT
a- NT NT NT NT NT 34.93+2.38
Tocopherol

Aoso : la concentration a I’absorbance 0,5.

Pour les tests : DPPH, CUPRAC, Phenantroline et FRAP, le produit 5MC présente
respectivement les valeurs : 1Cso = 19,9440,24pg/mL , ICso = 12,74+0,66 pg/mL et Aoso=

6,45+0,81pug/mL, Aoso = 20,55+2,35/mL donc une activité anti-oxydante importante en

comparaison avec les standards mentionnés dans le tableau.. Contrairement au test de la p-

Caroténe, pour lequel le produit 5SMC a la valeur : Agso= 61.55+2.33ug/mL et donc une activité

modérée. Le produit 5MC n'a pas d'activité par le test ABTS.
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111.3.2. Activités antimicrobienne et antifongique

Les zones d'inhibition antibactériennes et antifongiques (mm) des composés testés sont
indiquées dans les tableaux I11.15 et 111.16, respectivement. Les résultats de l'activité
antibactérienne sont donnés dans le Tableau 111.15. Les résultats montrent que toutes les
bactéries ont été inhibées par les composés synthétisés. Le MTE s'est avéré tres actif sur les
espéces bactériennes de S. au- reus, E. coli, P. aeruginosa et B. cereus. Cependant, le MTA a une
activité modérée dans les mémes espéces. On a observé que le MTE était plus actif contre les
souches a Gram négatif que celles a Gram positif.

Encore une fois, la comparaison des résultats ci-dessous avec les normes antibactériennesde

I'ampicilline démontre que S. aureus, P. aeruginosa, E.coli et B. cereus sont tres actifs.

Tableau 111.15. Activité antibactérienne du MTA et du MTE.

Zone of inhibition (mm)
Bacterial strains

Sample S. aureus P. aeruginosa E. coli B. cereu
Conc.

(ug/mL) 100 500 1000 100 500 1000 100 500 1000 100 500 1000
MTA 11.12+0.7 14.0 £ 0.7 18.6 + 0.2 111+ 05 10.0+0.7 155+ 21 NIL 08.17+£0.5 10.0 £ 0.7 NIL 10.0 £ 0.7 NIL
MTE 154 £ 04 181 +09 255+ 11 154+ 04 178 +06 175+11 126 +04 171 +09 275+ 11 124+ 04181+ 0.9 225+ 11
Ampc. 285 +11 332+10 393+13 255 +11 292+10 367+13 169+11 252+10 333+13 135+11232=+10 31.3 +13
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La méthode de diffusion sur disque a été utilisée pour vérifier la sensibilité des souches
isolées (C. albicans, C. tropi- calis et A. niger) a différents agents anti-fongiques. A faible dose,
toutes ces souches étaient presque insensibles, mais a des doses plus élevées, les composants ont
montré une activité modérée a élevée, alors que le MTE avec C. tropicalis montre une activité
élevée suivie par C. albicans et A. niger (Tableau 111.16). MTE posséde une activité plus élevée
dans l'espéce C. albicans. Les valeurs des zones d'inhibition du MTA et du MTE sont plus
petites que celles de la nystatine. Les résultats sur le standard antifongique nystatine indiquent
que C. albicans est plus actif que A. niger et C. tropicalis.

Tableau I11.16. Zone d'inhibition en (mm) formée sur les différents champignons
par le MTA et le MTE.

Zone of inhibition (mm) Fungal
strains
Candida albicans Candida tropicalis Niger
Sample
Conc.(ng/mL) 200 500 1000 200 500 1000 200 500 1000
MTA 8.12+0.7 |11.0+0.7 |146+02 |7.1+05 |[10.0+0.7 |41.3+13 |NIL 10.0+0.7 |12.1 £09
MTE 154+04 [181+09 |255+11 |9.1+05 |121+09 [154+04 [104+04 |13.1+09 [175 x11
Nystatine 225+11 |31.2+10 |40.3+13 |235+11 [352+10 |425+11 |325+11 [39.2+1.0 (413 £1.3
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D'apres le Tableau I11.17, il est clair que le composé MTE a montré la plus grande
lipophilie que les autres molécules. Pour lactivité antibactérienne, la comparaison de la
lipophilie a révélé l'ordre : MTE> Ampicilline>MTA et l'activité antifongique montre l'ordre
MTE>Nystatine>MTA. On peut conclure a une forte influence du coefficient de partage, log P,
pour l'activité antimicrobienne. Cette évidence a été clairement décrite dans la théorie des lipides
avancée par Meyer et Overton. Selon cette théorie, le log P est une mesure de I'hydrophobie, qui
est importante non seulement pour la pénétration et la distribution d'un médicament, mais aussi
pour l'interaction du médicament avec les récepteurs. On peut donc suggérer que les propriétés
lipophiles doivent étre vérifiées lors de la conception d'agents antibactériens puissants, car elles
sont des facteurs décisifs pour leur activite.

Tableau I111.17. Coefficients de partage calculés (log P) des molécules MTA, MTE,
Ampicilline et Nystatin.

Composes LogP
MTA —0.54
MTE 1.58

Ampicilline 1.35

Nystatine 0.52

Le produit 5SMC n’a pas montré d'activité antibactérienne ou antifongique.
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111.3.3. Activité enzymatique (Etude de I'acétylcholine/ butyrylcholine esterase) et I’activité
antidiabétique)

Afin de déterminer l'intérét potentiel des MTA et MTE synthétisés, le pouvoir inhibiteur de
I'acétylcholinestérase  AChE et de la butyrylcholinestérase BUChE a été évalué selon une
méthode d'Ellman modifiée. Tous les composés obtenus ont été testés & une concentration de 103
M et les résultats d'inhibition de I'AChE/BuUChE sont présentés dans le Tableau I11.18. Comme
le montre le Tableau I11.18, les composés synthétisés ont donné une activité d'inhibition
enzymatique modérée a bonne en les comparant avec le standard Galantamine. Le MTE, avec
des valeurs d'inhibition de 92,70+0,9% et 79,16+0,4%, a montré les meilleures activités anti-
AChE et anti-BuChE parmi les composés testés. Le MTA a également montre une forte activité
d'inhibition des enzymes AChE et BuChE (67,3 £ 0,5% et 34,8 + 0,7% d'inhibition). Nous
pouvons dire que le MTE a montre une meilleure activité que le MTA en regardant le Tableau
111.18.

Tableau I11.18. Inhibitions des enzymes AChE et BUChE par MTA et MTE

synthetises.

Echantillon AChE% Inhibition BuChE% Inhibition
MTA 67.32+0.52 34.80+0.76
MTE 92.71+0.91 79.16+0.47
Galantamine 83.09+0.80 75.77+0.98

Par contres ces produits préparés a base de m-toluidine ( MTA et MTE ) n’ont pas montré

d’activité antidiabétique ( comme inhibiteur de la a-glucosidase et I’a-Amylase ) .

Concernant le produit 5MC, les résultats des tests de I’activité enzymatique sont représentés

dans le tableau ci-dessous (Tableau 111.19).
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Tableau 111.19. Inhibitions des enzymes AChE, a-Glucosidase et a-Amylase par le produit

5MC
AChE Assay a-Glucosidase inhibitory a-Amylase Inhibitory
assay Assay
Inhibition 1Cs0 Inhibition 1Cs0 Inhibition 1Cso
(%) (Mg/mL) (%) (Mg/mL) (%) (Hg/mL)
5MC
- NA 84,11+1,40 | 7,43+0,11 | 35,13+1,69 >200
Galantamine 5.50 £
83.43 +0.67 0.18 NT NT NT NT
Acarbose NT NT NT NT 37.21 +3.54| 365.93
+10.70
Quersetine NT NT 95,98+0,59 | 4,26%0,24 NT NT

- :Pas d’inhibition / NA: Pas d’activit¢é / NT: non testé

D’aprés le Tableau 111.19, pas d’inhibition de I’enzyme AChE par le produit 5MC et donc pas
d’activité, par contre le produit 5SMC présente une bonne inhibition des enzymes a-Glucosidase et
a-Amylase : 84,11+1,40 % et 35,13+1,69 % et donc une bonne activité antidiabétique par rapport

aux standards Acarbose et Quersetine.
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Conclusion générale et perspectives

Compte tenu de l'importance du motif phosphonate sur le plan pharmacologique, et
dans le but de procéder a la synthése de nouvelles molécules biologiquement actives, une
synthése de trois dérivés d'a-aminophosphonates a été mise au point : deux esters a-
aminophosphonates et un acide a-aminophosphonique. Les deux premiers dérivés ( a partir de
la m-Toluidine) ont été synthétisés par deux méthodes de synthese : une méthode classique a
reflux et une autre sous micro-ondes dans le but de choisir la bonne méthode en termes de
rendement et de temps de réaction par une étude comparative. Nous poursuivrons ainsi la
synthese d’un autre ester phosphonique .

Les dérivés ont été synthétisés dans une premiére étape selon la réaction d'Irani-
Moedritzer et la réaction de Kabachnik-Fields a partir de la m-Toluidine et le 2-amino-5-
methylphenol comme réactifs de départ, et sont obtenus avec de bons rendements sous micro-
ondes (Rmta=87%, Rmte=83%, Rsmc=81%) en un temps relativement court. La pureté de ces
produits a été veérifiee par CCM, chaque produit étant caractérisé par son propre rapport
frontal (Rfwmra=0.625, Rfmte=0.385, Rfsmc=0.428).

L'acide a-aminophosphonique et les esters a-aminophosphonates synthétisés ont été
caractérises par les méthodes physico-chimiques usuelles, a savoir la détermination de
certaines caractéristiques physiques telles que : les points de fusion, la solubilite. On a
confirmé l'obtention des produits désirés par spectroscopie UV-Vis, Infra-rouge IR et par
spectroscopie de raisonnance magnétique nucléaire RMN. Les IR ont été utilisés pour voir s'il
y a disparition des bandes caractéristiques des amines primaries (m-toluidine, aminophenol) et
apparition de nouvelles fonctions sur les molécules synthétisées, autrement dit, pour identifier
les principaux nouveaux groupes fonctionnels tels que (P-C, P=0, N-C...etc.). La RMN a été
exploité dans l'analyse qualitative, en comparant les spectres des produits de départ avec les
spectres des produits synthétisés.

Dans un second temps, grace au logiciel de calcul GAUSSIAN 09 et avec la fonction
hybride B3LYP et la base 6- 31G++ (d, p), une étude théorique a été effectuée dans le but de
déterminer certaines propriétés structurales et énergétiques. Premiérement, nous avons
commencé par l'optimisation des structures des molécules obtenues par synthése dans le but
d'obtenir la conformation la plus stable. Cette optimisation nous a permis de définir les
parametres géometriques de chaque molécule. Ensuite, une étude comparative entre les
parametres géométriques des molécules MTA et MTE a été réalisée et a facilement permis de
constater que la nature des substituants exerce une influence considérable sur la géométrie

d'une molécule.
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La molécule MTE a la plus haute énergie HOMO (Exomo=-0,19986ua), elle est donc
plus nucléophile que la molécule MTA (Eromo= -0,21601ua). En conséquence, plus I'EHomo
d'une molécule est faible, plus il est facile pour elle d'accepter des électrons. La molécule
MTA a une énergie LUMO plus faible avec une valeur de (ELumo=-0,03152 ua), elle est donc
plus électrophile que MTE. L'écart entre les niveaux d'‘énergie LUMO et HOMO des
molécules est un autre indice important, de faibles valeurs de I'écart énergétique signifient une
bonne réactivité.

Les résultats obtenus indiquent que la molécule de MTE est plus réactive que celle de
MTA avec une valeur de AE=0.17571a.u. ce qui est confirmé par les valeurs de dureté
chimique (le composé MTA est plus stable et plus dur que le MTE). Quant aux perspectives
de ce travail, elles peuvent s‘articuler autour des points suivants :

- Reéaliser des analyses plus approfondies telles que: MS, DRX, AE...etc.

- Synthétiser a partir des produits obtenus des complexes, car ils sont considérés
comme de bons ligands piégeurs de métaux.

- Synthétiser dautres séries dacides aminophosphoniques et d'esters a-
aminophosphonates a partir de dérivés de la m-toluidine et d’autres aminophénols.

- Des études de docking moléculaire sont souhaitables.
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An easy and efficient microwave-assisted method has been developed for the synthesis of two phos-
phonylated molecules: @-aminophosphonic acid (MTA) and d-aminophosphonate ester (MTE). To achieve
these, we have synthesized the products from m-toluidine, under microwave conditions. All of the ob-
tained compounds were characterized by Microanalysis, UV—Vis, FT-IR, and H, 3C and 3P NMR spec-
troscopic methods. The spectral results are in good line with the proposed structures. Density Func-
tional theory (DFT) calculations were carried out using Gaussian09 program package, using 6—31G++(d,p)
basis set. The frontier orbital energies were presented and have been used to predict global reactiv-
ity indices. Results showed that MTE is more reactive and less stable than MTA. The Mulliken atomic
charges, dipole moment and thermodynamic proprieties were also calculated and discussed. In addi-
tion, the target compounds were evaluated for their in vitro antioxidant, antimicrobial and antienzy-
matic activities. The biological assays indicated that these compounds displayed potent inhibitory activ-
ity toward acetylcholinesterase (MTE: 92.71+0.91%, MTA: 67.32+0.52%) and butyrylcholinesterase (MTE:
79.16+£0.47% and MTA 34.80+0.76%). It was also found that they act as excellent antiradical agents
(ABTS: MTA/226.077+0.29 [Jg/ml, MTE/ 535,993+0.30 Jg/ml and DPPH: MTA/311.853 =+ 0.14 Ug/ml,
MTE/621.627 = 0.12 Mg/ml). In addition, these compounds exhibited the highest antibacterial and an-

tifungal properties.

© 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

d-Aminophosphonate esters and d-aminophosphonic acids are
an important class of biological active compounds, which have re-
ceived considerable attentions [1-3]. These derivatives are consid-
ered to be phosphorus analogues of aminoacids [4]. They have at-
tracted a lot of attention in medicinal chemistry because of their
low toxicity and high biological activities. The phosphonic unit was
established as a bio-isostere of carboxylic moiety. This character-
istic explains the variety of biological activities [5]. They are im-
portant targets in the development of antioxidants, antibiotics, an-
tiviral, antihypertensives, antitumor agents due to their inhibitory
effect on GABA receptors, enzyme inhibitors and antimetabolites [6—
18]. A large number of methods for the preparation of di- verse
d-aminophosphonate esters and d-aminophosphonic acids
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https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.131948
0022-2860/© 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.

have been published since the first synthesis by Fields [19]. Among
the versatile procedures, the Moedritzer-lrani reaction, which uses
phosphorous acid, formaldehyde, and an amine to produce Q-
aminophosphonic acids [20].The Moedritzer—Irani reaction has the
advantage of leading directly to the free acids by not needing a
tedious deprotection of aminophosphonates [21,22]. However, the
most notable route of d-aminophosphonate esters synthesis is the
Kabachnik-Fields reaction which was discovered in 1952 indepen-
dently by Kabachnik and Fields [19,23]. This reaction is a one-pot
three-component procedure using a carbonyl compound, an amine,
and a dialkyl/trialkyl phosphite.

In light of the immense importance of these compounds and
following with our previous works in the synthesis, theoretical
studies and biological activities of aminophosphonates and in or-
der to see the effects of phosphonic/phosphonate functions in
the structural, electronic, thermodynamic proprieties and their bi-
ological activities, herein we report the synthesis of two phos-
phonylated compounds, according to Irani-Moedritzer reaction and
Kabachnik-Fields reaction, by using conventional and microwave
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Scheme 2. Synthesis of the d-aminophosphonate ester (MTE).

assisted methods. In addition, to make a comparison between acid
(MTA) and ester (MTE) structures, a complete theoretical study was

performed utilizing DFT/B3LYP/6—-31G+ +(d,p) method. Moreover,
we aimed in this investigation to evaluate its in vitro inhibitory
power towards the enzymes AChE and BuChE. The antimicrobial
and antioxidant activities were also carried out.

2. Experimental details
Material and methods

All the reagents and solvents were purchased from Merck and
Sigma-Aldrich, and were used without any further purification.
Melting points were recorded in the Kofler bank. The progress-
ing of the reactions was carried out by Thin Layer Chromatog-
raphy, performed on silica gel plates. The percentages of carbon,
hydrogen and nitrogen were determined by Microanalyses (C, H
and N) using Perkin Elmer 2400 CHN Elemental Analyzer. The UV—
Vis spectra were recorded on the Jasco-630 type spectrometer in
the wavelength range 200-800 nm. FTIR spectra were recorded
on Schimadzu FTIR 8400S spectrometer in the wavelength range
4000-600 cm~*. The *H NMR (400 MHz; CDCl3) and **C NMR
(100 MHz; CDCl3) spectra were recorded on a Bruker Ultra Shield
Plus-400 MHz spectrometer, operating with TMS as the internal
standard. Chemical shifts are given in parts per million (ppm).
31 p NMR chemical shifts were referenced to external Hz PO4 (85%
w/w). Multiplicities are shown as the abbreviations: s (singlet), d
(doublet), t (triplet), m (multiplet). The microwave irradiated syn-
thesis was performed in microwave oven (operating between 100
and 700 W).

Synthesis of MTA and MTE

The main way of direct access to these compounds is a one-pot
reaction of three reagents via Moedritzer—Irani reaction [20] and
Kabachnik-Fields reaction [19,23] (Scheme 1 and 2).

Synthesis of d-aminophosphonic acid (MTA) by conventional
method
A mixture of 0.01 mol m-toluidine, dissolved in 10 ml ethanol,

0.02 mol H3POs and 0.02 mol formaldehyde were introduced into
a three-necked flask. All were placed in the flask heater with stir-
ring at a temperature of 74—-76 °C for 4-5 h. The progress of the
reaction is followed by TLC. At the end of the reaction, the solvent
was removed in a rotary evaporator.

Synthesis of d-aminophosphonic acid (MTA) by microwave
method
In a 10 ml quartz tube, were have placed 0.001 mol m-toluidine

with 0.5 ml EtOH and 0.002 mol phosphorous acid (H3POs). The
mixture was irradiated for 2 min at 100 W. Then we have added
dropwise using a pipette 0.004 mol of formaldehyde. The solution
is placed in a microwave for another 3 min until the volume of
solvent decreases and new product is formed.

Synthesis of d-aminophosphonate ester (MTE) by conventional
method

In a three-neck flask, 102 mol ethanolic solution of m-

toluidine and 10-3 mol triethylphosphite were introduced. The

mixture is stirred for lhour; then 10-2 mol benzaldehyde was
added to the mixture. The mixture was allowed to be refluxed for

4 h at 74-76 °C. The progress of the reaction was monitored by
TLC. At the end of the reaction, the product was recovered.

Synthesis of d-aminophosphonate ester (MTE) by microwave
method

The same procedure as in the case of aminophosphonic acid
was followed using m-toluidine, triethylphosphite and benzalde-
hyde.

All synthesized compounds were analyzed by Microanalysis, FT-
IR, and !H, 3C and 3'P NMR spectroscopic methods, which allowed
their identifications.

The spectra data of the compounds are as follows:

((Phosphonomethyl-m-tolyl-amino)-methyl)-phosphonic acid
(MTA): Mol.Wt: 295.17; mp198-200 °C. IR: 1376 (P-C), 1253
cm-1(P = 0), 2920 cm~-%(CH3), *H NMR (DMSO-dg), O(ppm):
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2.09-2.44 (s, 3H, P-CH), 8.2-9.0 (s, 6H, P-O-H); 13C NMR (DMSO—
ds ), 054-56 (s, CHy ), 3'P-NMR (DMSO—dg ), O: 22.36-22.64 (s);
Anal. cald. for CoHis NOgPs : C, 36.62; H, 5.12; N, 4.75, Found: C,
35.92; H, 5.08; N, 4.88.

(Phenyl-m-tolylamino-methyl)-phosphonic acid diethyl ester
(MTE): Mol.Wt: 333.36; mp>200 °C. IR: 1368 (P-C), 1259 cm-!
(P = 0), 2860 cm-1(CH2), 'H NMR (DMSO-dg), O(ppm): 2.66—
2.84 (s, 3H, P-CH); 3C NMR (DMSO—-dg), O71-73(s, CH,), 3'P-NMR
(DMSO—ds ), O: 28.6 (s); Anal. cald. for Cig H24 NO3 P: C, 64.85; H,
7.26; N, 4.20, Found: C, 63.57; H, 6.90; N, 4.96.

Quantum chemical calculations

All quantum chemical calculations were performed using DFT
method in Gaussian 09 software [24]. The geometries were opti-
mized at the Becke-3 Lee-Yang Parr (B3LYP) functional [25] with
standard 6—-31+ +G(d,p) basis set [26]. Polarized Continuum Model
was used for modeling the molecules in ethanol solution [27]. Vi-
brational frequencies were computed to ensure no imaginary fre-
quency for the optimized structures.The geometries of the pre-
pared compounds were optimized to minimize the molecular ener-
gies. Geometrical parameters (bond lengths and angles) and Fron-
tier Molecular Orbitals levels were calculated by basis set pointed
before. Mulliken atomic charges and dipole moments have been
calculated at the same level of theory. To calculate the chemical
reactivity, global reactivity descriptors were determined. In particu-
lar, the energy gap, ELumo, EHomo , electronegativity (X ), global soft-
ness (S) and global electropilicity index (). These descriptors are
all determined from the optimized molecules.

Antioxidant activity assay

DPPH radical scavenging

The antioxidant activity of the synthesized molecules
was tested using the free radical compound 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH-) according to the procedure described by
Y.R. Lu et al.(2013) [28]. The DPPH radical scavenging activity assay
was performed with trivial adjustments. Different concentrations
of the synthesized molecules (200-1000 [/g/mL) were used. The
DPPH solution was prepared by dissolving 6.0 mg of the compound
in 100 mL of methanol. Then, 1 mL of each concentration was
added to 2 mL of the prepared DPPH solution. Finally, the control
was prepared by adding 1 mL of methanol to 2 mL of DPPH.
Ascorbic acid (AA) was used as the positive control. The mixture
was shaken vigorously and incubated in the dark for 30 min. The
absorbances of the resulting solutions were spectrophotometri-
cally examined at 515-517 nm. The scavenging activities of each
concentration of the DPPH radicals were calculated by:

1C% =100[(Ac-As)/Ac] (1)

Where, Ac is Absorbance of control reaction and As is Absorbance
in presence of test or standard sample. All samples were prepared
and measured in triplicate.

ABTS™+* radical scavenging

To determine the antioxidant activities of the synthesized
molecules, we followed the ABTS method of M.B. Arnao et al.(2021)
[29]. The ABTS method is based on the ability of hydrogen
or electron-donating antioxidants to decolorize the performed
radical monocation of 2, 2"-azino-bis(3- ethylbenzthiazoline-6-
sulfonicacid) generated from the oxidation of ABTS with potassium
persulfate [30]. The ABTS free radical scavenging activity of the
tested samples (MTA and MTE) and Ascorbic acid standard was
investigated by using the method described in the literature [31].
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7 mM ABTS solution was dissolved in water with 2.4 mM potas-
sium persulfate. The mixture was stored in the dark to react for 14—
16 h at room temperature before use. The ABTS solution wasthen
diluted by mixing 100 UL ABTS solution with 6 mL methanol to
obtain an absorbance of 0.705 + 0.001.Then, 50 UI of tested sample
solutions at different concentrations were added to 1 ml of ABTS
solution and incubated for 15 min at room temperature. The
absorbance was recorded at 743 nm using a UV spectropho-tometer.
The 1Cso and the percent ABTS scavenging effect results were
calculated like the same method of DPPH radical scavenging activity.

Enzyme inhibition studies

The AChE and BuChE inhibition activities were performed ac-
cording to the method of Ellman et al.,, (1961) [32] with slight
modifications. For this, all synthesized molecules were dissolved in
DMSO, then100 L/L test compounds (at 10-3 M and 10-4 M con-
centrations) was mixed with 100 UL enzyme (AChE and BuChE)
and incubate at 37 °C for 10 min. After incubation 0.5 mL sodium
phosphate buffer (50 mM) (pH8.0), 50L/L DTNB (5,5"-dithiobis (2-
nitrobenzoic acid) followed by addition of 50 LJL substrate
acetylthiocholine iodide and butyrylthiocholine iodide for AChE
and BuChE, respectively. After 30 min of incubation at 37 °C, the
absorbance was measured at 410 nm using UV/VIS spectropho-
tometer. All experiments were carried out with their respective
controls in triplicate.

The% of inhibition was calculated by the following formula;

% Inhibition= ((A-B)/A).100 (2)

Where A is the optical density of blank and B is the optical density
of sample.

Galantamine in this process was employed as a positive control.
All tests were repeated three times one after the other.

Antimicrobial activity

Antibacterial activity

Antibacterial activity was determined according to disk diffu-
sion method against four bacterial strains Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922) and Bacillus cereus (ATCC 11778) [33]. Bacte-
rial medium, Mueller Hinton Broth (Accumix® AM1072), was pre-
pared and autoclaved for 20 min at 121 °C and 15PSl. 30 mL
of the sterilized medium was poured in the petri-plates and
seeded with respective bacterial strains. 20 uL of each concentra-
tion (100—1000 [/g/mL) was applied on disks with the help of mi-
cropipette. Ampicillin was used as reference antibiotic, while sol-
vent, Dimethyl sulfoxide (DMSO), was used as negative control. Af-
ter incubation of 24 hr at 37 °C, the zone of inhibition was mea-
sured.

Antifungal activity

Antifungal activity was determined against two different fun-
gal strains: Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (DSM
11953) and A. niger (DSM 737), by using the method of Sam-
ina et al.,(2009) with minor modification [33]. Sterilized medium,
Saboraud Dextrose Broth (Himedia ME033), of 30 mL was poured
aseptically in autoclaved petri plates and seeded with the respec-
tive fungal strain. After the solidification of the medium disks were
placed on it and 20uL of concentration sample (200-1000 Ug/mL)
was applied on each disk. The plates were incubated at 25 °C and
the zone of inhibition was measured with Vernier caliper after
48 h. Nystatin was used as standard antifungal agent.



JID: MOLSTR

I. Haddadi, A. Hellal, I. Kirouani et al.

Table 1

Yields and time of MTA and MTE synthesis
under conventional and microwave irradia-
tion conditions.

Products Conventional Microwave

MTATime 4-5h 4-8min
Yield 66% 87%

MTETime 4—-6h 5-10min
Yield 70% 92%

3. Results and discussion
Synthesis

The d-aminophosphonic acid (MTA) and d-aminophosphonate
ester (MTE) were prepared from m-toluidine under microwave ir-
radiation and conventional heating, as shown in Scheme 1 and
Scheme 2. The comparison between the yields and time spent on
the preparation of these molecules are presented in Table 1.The
results demonstrated that the microwave preparation was faster
(4—8 min/MTA and 5-10 min/MTE) and more productive (87%/MTA
and 92%/MTE) and consumes less solvent, making it more suitable
for principles of green chemistry. Whereas similar reactions under
conventional heating (steam bath) at refluxed temperature gave
less yields (66%/MTA and 70%/MTE) with comparatively longer re-
action time periods (=5hr/MTA and =~6hr/MTE).

The compounds obtaining from microwave-assisted preparation
have the same physical properties (color, shape, melting point)
comparing with those synthesized by conventional preparation.
The isolated molecules from both methods exhibited one spot
on the TLC chart indicating the high purity of these compounds.
The synthesized MTA was found to be soluble water, ethanol and
methanol. Whereas, the MTE was found to be soluble in methanol,
acetone, acetonitrile, chloroform, DMF and DMSO at room tem-
perature, also soluble in hot ethanol. All the synthesized
pounds were adequately characterized by their elemental analyses
and spectral IR, NMR spectroscopic methods. The percentages of
carbon, hydrogen and nitrogen were determined by using CHN an-
alyzer. The found and calculated data were in good agreement with
the proposed molecular formulae. All the structures of the above
compounds were in good agreement with spectral and analytical
data. The UV-Vis spectra of MTA spectrum showed two absorp-
tion bands, one located at Amax=246.34 nm and the other located
at Amax= 290.79 nm. Whereas, the MTE spectrum has two bands,
one absorption band located at Amax= 236.65 nm, another band

at Amax= 287.32 nm. From the infrared spectra of MTA and MTE
we can easily detect the disappearance of the bands of the pri-

mary amine function and the appearance of the absorption bands
attributable to the P-OH, P-C groups, P = O and OH of phospho-
nic group. All the synthesized compounds showed carbon absorp-
tion bands (sp3) at 2922-2860cm~*! due to the presence of the
methyl group in the (Meta) position and also to the substitution
of the methyl-phosphono groups. d-Aminophosphonic acid (MTA)
exhibits characteristic bands for the phosphonic -OH function at
3200-3600 cm~*. The peak at 1440 cm~! is due to the stretching
of the -P(0)-OH function .The absorption bands at 1253 cm ! and
1095 cm~1 are assigned to the stretching modes of P = O and P-O

for MTA and MTE, respectively. The strong peak at <1370 cm~1 is
attributed to the bending of the P-CH2 bond which could be used

to confirm the formation of a bond between phosphorous acid (or
triethylphosphite) and methanal (or Benzaldehyde).

NMR spectral characteristics of @-aminophosphonic acids and
aminophosphonate esters are an important technique for deter-
mination of structure and identification of new compounds. The
structures of MTA and MTE were confirmed by NMR analysis. The

com-
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Table 2

Optimized geometric parameters (bond lengths) of some bonds of MTA and
MTE.

MTE MTA
Bond Length (A °) Bond Length (A °)
C3-N10 1.3943 C2-N15 1.4148
C5-C44 1.5122 c4-Cc11 1.5122
N10-C12 1.4476 N15-C16 1.4529
C12-P25 1.8547 N15-C19 1.4523
P25=026 1.4902 P22-032 1.4872
P23-033 1.5020
P25-027 1.627 P22-026 1.6231
P25-028 1.6179 P23-028 1.6146
Table 3
Optimized geometric parameters of some angles of MTA and
MTE.
MTE MTA
Bond Angle (°) Bond Angle (°)
C3-N10-C12 123.8556 C2-N15-C16 121.9193
C2-N15-C19 120.2658
N10-C12-P25 106.4344 N15-C16-P22 118.1096
N15-C19-P23 112.7085
C12-P25-026 117.5126 C19-P23-033 114.3736
C12-P25-027 99.9958 C16-P22-032 112.2428

1H NMR spectra further supported for their structures and showed
singlet at near 02.09-2.44 ppm for MTA and also showed singlet in
the region 02.66-2.84 ppm for MTE due to methylene protons. On
the other hand the phosphonic protons of MTA appeared as sin-
glet in the region 58.2-9.0 ppm. Formation of the P-C-N fragment
is confirmed by 3C NMR spectra of compounds MTA and MTE,
in which the phosphonic C-atom signal appear at (5C71—73 ppm)
and (O0C54-56 ppm) for MTE and MTA, respectively. The 31P-NMR
spectroscopy showed singlet in the region 522.36-22.64 ppm for
MTE and 28.6 ppm for MTE. These results confirm, in both the
cases, the successful synthesis of d-aminophosphonic acid (MTA)
and aminophosphonate (MTE) with high purity.

Computational results

DFT has become an effective tool for determining structure,
electronic and thermal properties of molecules, etc. In the present
study, all DFT calculations were performed using Gaussian09 with
the level of theory DFT/B3LYP/6—31G+ +(d.p). From our previous
work and based on low energy criteria, it was found that ge-
ometries of aminophosphonic acids obtained using the Becke, 3-
parameter, Lee-Yang-Parr (B3LYP) with 6-31G++(d,p) level of the-
ory showed better stability.

Optimization of structures

In this part, we presented the results of theoretical calculations
by the DFT method in order to determine the structural and en-
ergetic properties of the synthesized molecules. In this point, we
have studied the optimization of the geometric shapes of MTA
and MTE. The optimization of the geometry was carried out by
minimizing the energy (The most stable structures correspond to
the lowest energy). We have used DFT method at the B3LYP level

with the base 6-31G++(d,p) to optimize the structures and deter-
mine certain geometric parameters (lengths of bonds and angles).
The optimized structures of each molecule are shown in (Fig. 1).
The selected calculated geometric parameters of the molecules are
listed in Tables 2 and 3. After the optimization of the molecular
geometry, we have made a comparative study of some geometric
parameters. C5-C44 (MTE) and C4-C11 (MTA) bonds have the same

length value (=1.5122 A°). Therefore, the substitution by an ester
or acid function has no influence on the geometry of the methyl
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(MTA)

(MTE)

Fig. 1. Optimized structures of MTA and MTE at B3LYP/6—31G(d,p) level.

(MTA)

Fig. 2. Mulliken atomic charges of MTA and MTE calculated at B3LYP/6—31G(d,p) level.

group attached to the aromatic cycle. C3-N10 bond is shorter in
the case of MTE (1.3943A°) than that of MTA. The C12-P25 (1.8547
A°) and P25 = 026 (1.4872 A°) bonds of MTE are longer than those
of MTA. The P-O bond lengths in the two compounds are similar.
On the other hand, all C—C-C and C—C-H angles are equal to =120°
The benzene ring is a regular plane, the six hydrogen atoms also
belong to the plane of the ring. The (C2-N15-C16) angle of MTA
(121.919°) is less than that of MTE (C3-N10-C12=123.855°), this is
because of the presence of more oxygen atoms which are more
electronegative.

Mulliken atomic charges analysis

Mulliken atomic charges have an important role in the appli-
cation of quantum chemical calculations to the molecular system
because atomic charges affect dipole moment, molecular polariz-
ability, electronic structure, and many properties of molecular sys-
tems. The distribution of charges over the course of the atoms sug-
gests the formation of donor and acceptor involving the transfer
of charge in the molecule and in a chemical reaction [34]. The
Mulliken atomic charges for the MTA and MTE compounds cal-
culated at the B3LYP/6—31G(d,p) level are presented in Fig. 2 and
Table 4. From the Mulliken charges distribution, we have observed
that the C2, C3, C4, P22, P23, H atoms and phosphorus atoms are
all electropositive in both molecules. While, all nitrogen and oxy-

(MTE)

Table 4

Distribution of Mulliken atomic charges of MTE

and MTA.
MTA MTE
Atom Charge Atom Charge
Cc1 —0.144079 Cc1 0.665643
c2 0.389249 c2 —0.632028
c3 0.197240 c3 —0.804281
c4 0.159645 c4 0.240713
Cc5 —0.749611 Cc5 0.617488
cé6 —0.334726 (€3] —0.622222
H8 0.017976 H8 —0.118439
C11 —0.448954 H11 0.398027
H12 0.159323 Cc12 —2.213893
N15 —0.051034 C15 0.210053
H18 0.177524 H18 0.159930
Cc19 —0.543368 Cc19 0.019498
H20 0.159158 H20 0.102466
H21 0.211309 c21 —0.195225
P22 1.788345 H22 0.121357
P23 1.616025 H23 0.140470
024 —0.753508 H24 0.114381
026 —0.711303 026 —0.690919
H27 0.424727 027 —0.421862
028 —0.605103 028 —0.441008
H29 0.445479 c29 0.096247
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Dipole Moment (Debye)
Magnitude: 3.6958
Vector: -1.5678 -3.2979  -0.5699

(MTA)

(MTE)

Fig. 3. Dipole moments of MTA and MTE calculated at B3LYP/6—-31G(d,p) level.

Table 5
Electrical dipole moments of MTE and
MTA.
Parameters MTA MTE
Hx —1.5678  —2.6330
Hy ~3.2980 0.3238
Hz _0.5699 2.5876
Htotal 3.6959 3.7058

gen atoms are electronegative in both cases and constitute strong
nucleophilic sites.

Dipole moments

DFT was also used to calculate the dipole moment. The dipole
moment in @ molecule is an important electronic property that re-
sults from the non-uniform distribution of charges on the different
atoms. It is mainly used to study intermolecular interactions in-
volving dipole-dipole forces of Vander Waals type, etc. The total
dipole moment in a Cartesian coordinate system is defined by:

M= (IJZX + /Jzy +IJZZ) ” 3)

Table 5 presents the components of the moment {U; (i = x, vy, z)}
and the total dipole moment Uiot for the two compounds MTA and
MTE. Table 5 shows that the calculated values of dipole mo-
ments in the case of MTE (3.7058D) are quite superior to MTA
(3.6958D) (Fig. 3). The dipole moment is greater in both molecules
and can be explained by the difference in electronegativity caused
by oxygen, nitrogen and phosphorus atoms. The higher value of
dipole moments is mainly attributed to an overall imbalance of
charge on one side of a molecule to the other.

Frontier molecular orbital analysis

The frontier molecular orbital’s (HOMO and LUMO) of a chem-
ical species are very important in quantum chemistry [35,36] and
plays a significant role in the electrical and optical properties and
also in chemical reactions. The HOMO represents the ability to
donate electrons, while LUMO as an electron acceptor [37-39].
This electronic absorption corresponds to the transition from the
ground to the first excited state. Highest occupied molecular or-
bital (HOMO) and lowest unoccupied molecular orbital (LUMO) are
been computed using B3LYP level 6-31++(d,p) of DFT. The HOMO
and LUMO plots of MTA and MTE are shown in Fig. 4. The green
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Table 6
Energies of HOMO, LUMO, energy gap and global chemi-
cal reactivity indices of synthesized MTA and MTE.

Molecular energy (a.u.) MTA MTE
Flumo —0.03152 —0.02415
Eomo —0.21601 —~0.19986
Energy gap(A) 0.18449 0.17571
lonization potential (IP) 0.21601 0.19986
Electronic Affinity (EA) 0.03152 0.02415
Global hardness (17) 0.092245 0.087855
Global softness (S) 5.420348 5.69119
Chemical Potential (u) —0.123765 —0.11201
Electronegativity (X') 0.123765 0.11201
Electrophilicity (@) 0.08303 0.071403

and red regions show MO with totally opposite phases. The pos-
itive phase is represented in red color and the negative phase is
represented in green color.

In MTA molecule, it is found that the LUMO is localized mainly
on phosphonic moiety, whereas the HOMO is also relocated on the
whole of the p-conjugate system. For MTE compound, it is clear
from the HOMO-LUMO figures that HOMO is mainly situated over
phenyl ring atoms attached to -CHz while LUMO is mainly local-
ized on the second phenyl atoms. These indicate that, the electron
density transfer from the HOMO to the LUMO are mainly derived
from the electronic transitions of n—/7* [40].

Higher values of Eqomo indicate a better tendency towards the
donation of electrons, As can be seen in Table 6 that the molecule
(MTA) is the most molecule has the ability to accept electrons
while (MTE) has the highest HOMO energy (Enomo=—0.19986 a.u.)
that allows him to be the best electron donor molecule.

The difference between HOMO and LUMO orbital is called as
energy gap AE that is an important parameter of the chemical re-
activity and stability of structures. For a system, the lower value
of /AE makes it more reactive or less stable, while a high value
of the energy gap indicates that the molecule shows high chemi-
cal stability and less reactivity. The calculations show that the en-
ergy gap (AE) of MTE and MTA are, respectively, 0.18449 a.u. and
0.17571 a.u. As shown in Table 6, an ester compound (MTE) has a
lower energy gap than acid molecule (MTA). So MTE is more re-
active and less stable than the other molecule, this may be due to
the existence of the phosphonate function.
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HOMO wmra

LUMO wmta

HOMO w1

Fig. 4. HOMO-LUMO molecular orbitals of MTA and MTE calculated at B3LYP/6—31G(d,p) level.

Global reactivity descriptors

The molecular orbital analysis played a crucial role in determin-
ing chemical reactivity as well as molecular chemical stability in-
volving various possible conformers. The chemical reactivity and
stability of each designated molecule depend on the eigenvalue of
HOMO-LUMO and energy gap [41]. In order to investigate the influ-
ence of electronic effect of substituents on the global reactivity de-
scriptors, such as electronic chemical potential (L/), chemical hard-
ness (/7), chemical softness (S) global electrophilicity (). These de-
scriptors are all determined from the optimized molecules.

DFT-based chemical reactivity and stability descriptors were
calculated as in Eqgs. (4)—(10) according the Koopman’s theorem
[42]:

IP = —EHOMO (4)
EA = —Ewmo (5)
N = Ewumo — Eromo (6)
W = K*2n (8)
M = (Enomo + Eiumo)/2 (9)
X =-U=(P+EA)2 (10)

Stereochemical characteristics of a compound can affect its reac-
tivity and stability. In this point, the global reactivity descriptors
give relevant information about compound stability and reactivity.
All electronic parameters were calculated based on full optimized
geometries.

The lonization potentials (IP) and Electron affinities (EA) were
obtained from the HOMO-LUMO values with change of sign [43].

LUMO mre

The lonization potential of a molecule is the energy that must be
supplied to a neutral atom to pull out an electron and form a pos-
itive ion. While, (EA) refers to the ability of a neutral atom or
molecule to capture an extra electron. Molecule with a low (IP)
value has a better electron donor character, those with a high (AE)
value a good electron acceptor character. As can be seen in Table 6,
the IPmTa and IPuTe are (0.21601 a.u.) and (0.19986 a.u.), respec-
tively. The IPmTe is lower than IPpyTta . According to the ionization
potential results, MTE requires less energy to remove an electron
in the ground state. This indicates that MTE (electrodonating) is
likely to give up electrons. In the analysis of the Electron affinity,
it was found that electronic affinity (AE) of MTA is significantly
greater than those of MTE (AEmte ). This indicates that this latter
one (with phosphonate moiety) is the unique good electrodonnor.
But the phosphonic molecule has shown to be bad electron don-
nor.

Global hardness (/]) and Softness (S) are essential properties to
measure reactivity and the molecular stability of molecules. Chem-
ical hardness measures the resistance to change in the electron dis-
tribution or charge transfer. Chemical hardness corresponds to the
gap between the HOMO and LUMO. The larger the energy gap, the
molecule is harder and more stable/less reactive [35]. As shown
in Table 6, it can be seen that MTA is the most stable, because
it presents the highest value of hardness and MTE has the low-
est value of hardness. Therefore, the MTE molecule will react eas-
ier with other systems, given that the softness is the reciprocal of
hardness.

Electrophilicity index (W) measures the capacity of a species
to accept electrons (the electrophilic tendency of molecule). It is
a measure of the stabilization in energy after a system has ac-
cepted additional amount of electronic charge from the environ-
ment [44]. The global electrophilicity index measures the stabiliza-
tion in energy when the system acquires an additional electronic
charge from the environment [45]. Table 6 shows that MTA has
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high electrophilicity index value (0.08303 a.u.) than MTE. High val-
ues of electrophilicity index increases electron accepting abilities of
the molecules. Thus, electron accepting abilities of compounds are
arranged in following order: MTA>MTE. This is in good agreement
with the predicted (EA). Furthermore, the electrophilicity index in-
dicates that MTA is the most stable molecule when it receives elec-
tron charge from the external environment.

The aminophosphonate ester (MTE) (with two linked benzene
rings) exhibit a rich reactivity due to the electrophilic charac-
ter of the two phenyl rings and the nucleophilic character of the
phosphorous and nitrogen atoms. Thus, the carbon—nitrogen and
carbon-phosphorus double bond are easily attacked by a variety of
nucleophiles and electrophiles.

The chemical potential (L) is used to describe the escaping ten-
dency of electrons from an equilibrium system. The greater the
electronic chemical potential, the less stable or more reactive is the
compound [46]. The chemical potential obtained for the (MTE) at
6—31++G(d, p) basis setis (—0.11201 a.u.) which is in close agree-
ment with the predicted values of global hardness. Thus, the above
result predicts the low stability nature of the MTE.

Electronegativity is the measure of an atom, molecule or solid
substance to attract electrons to itself. The first connection of
the electronegativity (X') concept with quantum mechanics within
density-functional theory (DFT) is assigned to Parr et al. [47].
Furthermore, it was proposed that (U/) is the negative of elec-
tronegativity (X ), which helped to establish a direct connection
with chemical reactivity [47]. Higher is the electronegativity of the
species, greater is its electron accepting power or rather the elec-
trophilicity. The Table 6 shows the order of electronegativity as
MTA >MTE. The values of electronegativity indicate that MTA has
the highest tendency to attract electrons; hence, this compound
would be energetically favored for a nucleophilic attack.

Molecular electrostatic potential surface (MESP)

Molecular electrostatic potential (MESP) at a point in the space
around a compound gives an information about the net electro-
static effect produced at that point by total charge distribution
(electron + nuclei) of the molecule [48], and correlates with the
dipole moments, electronegativity, partial charges chemical reac-
tivity of the molecule.

The molecular electrostatic potential surface, MESP shows the
shape, size and electrostatic potential values of the molecule and
is plotted for the MTE and MTA molecules. MESP mapping is very
useful in investigating the physicochemical properties of molecu-
lar structure. A portion of the molecule with negative electrostatic
potential is sensitive to electrophilic attack and. The red and blue
regions on the MESP map correspond to the negative and positive
potential regions and refer to electron rich and electron deficient
regions, respectively. The green color indicates neutral electrostatic
potential. In this study, MESP were mapped for the MTE and MTA
molecules as shown in Fig. 5, which indicates the electrostatic po-
tentials at the surface for the molecules which are shown by differ-
ent colors. The MESP maps show that there are negative potential
zones characterized by red color around the oxygen atoms. A rel-

atively larger region around the oxygen atoms of the P = O func-
tions, reflects by the yellowish blobs, represents the most negative
potential region (dark red) and is permissible for electrophilic in-
teraction. The hydrogen atom carries the maximum force of the
positive charge (dark blue), while the neutral potential is localized
on the aromatic ring surfaces and represented by green color.

Thermodynamic properties

Another use of the DFT calculations is the prediction of the
thermodynamic properties of different compounds [49]. For this
purpose, standard thermodynamic functions including heat capac-
ity (Cp° and Cv°), enthalpy (H°) and entropy (S°) of the title MTA
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and MTE at different temperatures were calculated at DFT/B3LYP
and obtained from theoretical harmonic frequencies are shown in
Fig. 6 and 7. All these thermodynamic data would be helpful in
providing information for further study of the two isomers which
can be useful to determine the directions of chemical reactions ac-
cording to the second law of thermodynamics. As shown in Table 7
and 8, calculated heat capacity (Cp° and Cv®), Enthalpy (H), Internal
Energy (U) and Entropy (S) thermodynamic functions for MTE and
MTA are always positive in all temperature range. All these ther-
modynamic functions increase with the increase in temperature
from 100 to 1000 K which is due to the enhancement of molec-
ular vibrations with increasing in temperature at one atmospheric
pressure [50]. Figs. 6 and 7 show that the Gibbs free energy (G) is
a function of temperature for the both molecules. As is clearly seen
in the figures, all curves follow similar trends as the temperature is
increased, with G smoothly decreasing with the increasing of tem-
perature. The correlations between these thermodynamic parame-
ters and temperature (T) are plotted and fitted by quadratic equa-
tions. The fitting factor (R?) for Cp°, H° and S° for these molecules
is found to be 0.99 as shown below:
For MTA:

CV= 31.49658 + 1.07243*X + (—4.91105E-4)*X?, (R2=0.99942)
(11)

CP= 39.81188 + 1.07243*X + (—4.91103E-4)* X2, (R2=0.99942)
(12)

U = 643.36225 + 0.16031*X 4+ (2.62212E-4)*X?, (R>=0.99946)
(13)

H =643.36207 +0.16863*X + (2.62212E-4)*X?, (R? =0.99948)
(14)

S = 263.20518 + 1.28847*X + (—3.57997E-4)*X?, (R2=0.99989)
(15)

G = 67222267 + (—0.35773)*X + (—4.44003E-4)*X2,
(R2=0.99993) (16)
For MTE:

CV = 30.77313 + 1.35662*X + (—5.29567E-4)* X2,
(R2=0.99932) (17)

CP= 39.0868 + 1.35662%X + (—5.2957E-4)* X2, (R2=0.99932)
(18)

U =1013.74395 +0.16085*X + (3.90816E-4) *X?, (R2=0.9996)
(19)

H =1013.74387 +0.16916*X + (3.90815E-4)* X?, (R2=0.99961)
(20)

S = 315.66512 + 1.54484%X + (—3.56497E-4)* X2, (R2=0.99992)
(21)

G = 1042.70513 + (—0.40967)*X + (—5.73192E-4)% X2,
(R2=0.99996) (22)

Vibrational analysis
After optimization, vibrational assignments of MTA and MTE
were carried out by DFT calculations using the B3LYP method

with a 6-31++G(d,p) basis set, using the structural geometry ob-
tained by the same method, along with the experimental val-
ues and assignments, and these are presented in Table 9. Vibra-
tional frequencies calculations were carried out by the VEDA 4 pro-
gram [51].The basic modes of vibration of each compound that
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Fig. 5. Molecular electrostatic potential and contour maps of the MTA and MTE calculated at B3LYP/6—31G(d,p) level.

Table 7
The relationship of thermodynamic functions and temperatures of MTA.

Temperature(k) CV(J/K.mol) CP(J/K.mol) U(kJ/mol) H(kJ/mol) S(J/K.mol) G(kJ/mol)

100.000 131.788 140.103 666.487 667.318 383.701 628.948
200.000 224.441 232.756 684.385 686.048 509.848 584.079
300.000 310.474 318.789 711.181 713.675 620.689 527.469
400.000 386.790 395.104 746.153 749.479 723.163 460.214
500.000 448.992 457.307 788.062 792.219 818.275 383.081
600.000 498.185 506.500 835.516 840.505 906.176 296.800
700.000 537.441 545.755 887.368 893.188 987.309 202.072
800.000 569.476 577.791 942.765 949.416 1062.344 99.541
900.000 596.185 604.500 1001.086 1008.569 1131.985 —10.217
1000.000 618.809 627.124 1061.866 1070.181 1196.878 —126.698
Table 8

The relationship of thermodynamic functions and temperatures of MTE.

Temperature(k) CV(J/K.mol) CP(J/K.mol) U(kJ/mol) H(kJ/mol) S(J/K.mol) G(kJ/mol)

100.000 171.270 179.584 1038.353 1039.184 460.747 993.109
200.000 272.022 280.336 1060.520 1062.183 616.190 938.945
300.000 380.538 388.853 1093.080 1095.575 750.096 870.546
400.000 488.266 496.580 1136.599 1139.925 876.939 789.149
500.000 582.096 590.410 1190.256 1194.414 998.137 695.345
600.000 659.501 667.816 1252.466 1257.454 1112.860 589.739
700.000 723.011 731.326 1321.693 1327.513 1220.730 473.002
800.000 775.735 784.049 1396.709 1403.361 1321.932 345.815
900.000 820.085 828.399 1476.562 1484.045 1416.913 208.823
1000.000 857.767 866.081 1560.504 1568.819 1506.197 62.622
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Table 9
Experimental and Calculated vibrations IR modes for MAT and MTE calculated DFT methods with 6—
31G++(d,p).
MTA MTE
Mode/Assignement Frequencies(cm—1)
Theo. Exp. Theo. Exp.
VsO-H 3610.79 3602 - -
VsC—H, [B(H-C- H), 3364.31 2970 3363 2981
Vas C—H, B(H—C-C), P(C—C-H—C), Pout(C—C-C—H) 3354.96 2898 3353.7 2918
VasC—H, P (H-C-H—C) 3342.97 2892 3351.5 2898
Y C-H, B(H-C-N) - - 1462.4 1433
vc-0, B(H—C-H), P(H-0-C—C) 1321.9 1294 1320.3 1280
ac-H, Vc-N, B(c-c-N), B(c—C-H), B (C-C-H-C), Pout(C-C-C—H) - - 1294.7 1286
a c—H,B(H-C-N), P(H-C-N—-C) 1272.15 1227 1280.5 1233
VP=0 1253 1202 1242.1 1198
a c-H, B(H-C-H), P(H-C-N—C) 1198.82 - 1191.3 1118
wWCc-H, B(H—C -C), B(H-C-H), B(H—0-C) 1140.84 1101  1145.5 1093
Yy ¢-H,0 c-H,B(C-N-C),P(H-C-N-C), P(0-P-C-N) 1133.37 1074  1139.6 1046
V(C-0-P) - - 1052.9 1039
VPO/ P(OH)HOP=0 720 717 920 912
VP-CH> 711 709 722 718
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Fig. 6. Temperature dependence of thermodynamic functions and MTA.

are calculated according to the rule (3N-6,;,). For the MTA we
have found 93 ((33%X3)—6 = 93) and the MTE we have found 135
((47x3)—6 = 135). All vibrations are active in IR and all frequencies
are assigned in terms of fundamental, harmonic and combination
bands. The experimental and theoretical spectra of MTA and MTE
are shown in Figs. 8 and 9. In general, the absorption frequencies
obtained from experiment and theory are in good agreement. Our
special attention is to characterize modes that are associated with
the phosphonic/phosphonate group vibrations. Phosphonic acids
can be characterized by the P = O stretching, V(P = 0), VP-O(H)
stretching, V(P—-0), and P-C stretching, V(P—C), vibrations. In the
present investigation, the calculations show O—H stretching (VP-
O(H)) vibrations of MTA at 3610.79 cm~! and this is close agree-
ment with the experimental values of 3602 cm~-'. Most of the vi-
brations calculated in the range of 1270-1100 cm-! are assigned
to V(P = 0) and V(P-0) bending modes., while the experimentally
observed values are at 1265 to 1163 cm~!. MTE gives rise to sev-
eral vibrational bands. The 1242 and 1206 cm~-!spectral features
are primarily due to the P = O stretching vibrations V(P = 0),
whereas the 920-910 and 820-813 cm~-! bands are assigned to
the P—O stretching mode V(P = 0). A medium band at 1052 cm~?4,
associated with the valence vibrations of the V(P-O-C) link. As is
seen from Table 9, the predicted frequencies by B3LYP agree well
with the observed ones.

10

Fig. 7. Temperature dependence of thermodynamic functions and MTE.

Antioxidant activity

DPPH radical scavenging assay

Various researchers have used scavenging effect of synthesized
compounds on DPPH radical as a quick and reliable parameter to
measure the in vitro antioxidant activity. DPPH radical scavenging
assay has been widely used to measure the antioxidant activity of
natural compounds based on their abilities to reduce radicals. ICso
values were calculated using linear regression, indicating the con-
centration of antioxidant samples necessary to quench 50% radicals
in the reaction mixture.

The inhibitory effects of the MTA, MTE and Ascorbic acid (AA)
on DPPH radical were shown in Table 10 and Fig. 10. According to
Fig. 10, all compounds show dose-dependent scavenging activity
on DPPH radical. We further determined the ICso values (Table 10).
The MTA, AA and MTE displayed ICso values of 311.853 Ug/mL,
457.66 [dg/mL and 621.627 g/mL, respectively. The discoloration
from purple DPPH radical solution to yellow may be ascribed to
hydrogen donation from the (O—H) of phosphonic (MTA) and car-
boxylic (AA) groups.

ABTS radical scavenging assay
The ABTS test has almost the same principle as the DPPH test,

but the ABTS™+ has higher reactivity than DPPH=-. The antioxi-
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Table 10
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Percentage inhibition and ICso values of MTA, MTE and Ascorbic acid by ABTS assay and DPPH assay.

Ascorbic Acid
Concentration (Ug/hEHABTS assay

MTE
IC*DPPH assay

IC*ABTS assay

MTA

IC*DPPH assay IC*ABTS assay IC*DPPH assay

200 32.67 26.136 28.91 16.250 42.12 38.636
400 56.87 51.136 38.09 36.136 66.87 59.090
600 67.98 63.636 60.16 57.386 75.54 69.886
800 85.90 76.136 69.67 65.681 92.81 88.409
1000 90.13 87.50 72.02 67.045 94.11 92.045
1Cso 367.861+0.36 457.661+0.25 535,993+0.30 621.627 + 0.12 226,077+0.29 311.853 + 0.14
(R2=0.97632) (R2=0.9663) (R2=0,96,487) (R2=0.94861) (R2=0,96,109) (R2=0.98073)
-200 100 -
0 — - i 7] 90 - -
I FWW(,,,, W v — A
200 YT —=—AA
3 )
® - MTE -
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Fig. 8. Simulated (MTAt) and experimental (MTAe) IR spectrums of MTE atB3LYP/6—
31G(d,p) level.
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Fig. 9. Simulated (MTEt) and experimental (MTEe) IR spectrums of MTE atB3LYP/6—
31G(d,p) level.

dant reduces ABTS™*to ABTS according to the following reaction:
ABTS™* + AH — ABTS + A= + H+

Results of ABTS assay are presented in Table 10 and Fig. 11. It
is observed that the ICsovalues of the synthesized compounds de-
crease in the following order: MTE>AA>MTA. We know that the
smaller the ICso value, greater is the antioxidant activity of the
compound. So, the order of Antioxidant activity is MTA>AA>MTE.
From the calculation of 1Cso values, we can conclude that MTA has
better antioxidant activity than MTE. Similar to DPPH Assay, com-
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Fig. 10. Evolution of the percent inhibition (%) of MTE, MTA and Ascorbic Acid by
DPPH assay.
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Fig. 11. Evolution of the percent inhibition (%) of the MTE, MTA and Ascorbic
Acidby ABTS assay.

pound MTA is found to have the lowest ICsovalue and thus the
highest antioxidant activity followed by compound MTE.

Antimicrobial activities

The antimicrobial activities of all synthesized compounds (MTA
and MTE) were studied and antimicrobial inhibition zones (mm)
were determined using the disk-diffusion method. The antibacte-
rial and antifungal inhibition zones (mm) of the tested compounds
are given in Tables 11 and 12, respectively. Amicilin and nystatin
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Table 11
Antibacterial activity of MTA and MTE.
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Zone of inhibition (mm)
Bacterial strains

Sample S. aureus P. aeruginosa E. coli B. cereus
Conc. 100 500 1000 100 500 1000 100 500 1000 100 500 1000
(Hg/mL)
MTA 11.12+0.7 14.0 = 0.7 18.6 = 0.2 11.1 = 0.5 10.0 + 0.7 15.5 + 2.1 NIL 08.17+0.5 10.0 + 0.7 NIL 10.0 + 0.7 NIL
MTE 15.4 + 0.4 181 + 0.9 255 + 1.1 154 + 0.4 17.8 = 0.6 17.5 + 1.1 12.6 + 0.4 17.1 + 0.9 275 + 1.1 124 = 0.4 181 + 0.9 225 + 1.1
Ampc. 28.5 + 1.1 332 + 1.0 393 + 1.3 255+ 1.1 292 + 1.0 36.7 + 1.3 169 + 1.1 252 + 1.0 333 + 1.3 135 = 1.1 23.2 + 1.0 31.3 + 1.3
Table 12
Zone of inhibition in (mm) formed on the different fungus by MTA and MTE.
Zone of inhibition (mm)
Fungal strains
Sample Candida albicans Candida tropicalis Niger
Conc. 200 500 1000 200 500 1000 200 500 1000
(Mg/mL)
MTA 8.12+0.7 11.0 = 0.7 14.6 + 0.2 7.1 + 0.5 10.0 + 0.7 413 + 1.3 NIL 10.0 + 0.7 12.1 + 0.9
MTE 15.4 + 0.4 18.1 + 0.9 25.5 + 1.1 9.1 + 0.5 12.1 + 0.9 15.4 + 0.4 10.4 + 0.4 13.1 + 0.9 17.5 + 1.1
Ampc. 22,5 + 1.1 31.2 + 1.0 403 + 1.3 235 + 1.1 352 + 1.0 425 + 1.1 32,5 + 1.1 39.2 + 1.0 413 + 1.3
reference compounds, respectively, for all microorganisms used in Table 13
this work to compare and to check the reliability of the method Calculated partition coef-
. . .. . . . . ficient s(log P) of MTA,
used. The in vitro antimicrobial screening effects of the investi- { € ‘)
. i MTE, Ampicillin and Nys-
gated compounds were tested against some bacterial and fungal tatin molecules.
species by the disk diffusion method. Here we aimed to check
the anti-bacterial potential of MTE and MTAagainst two species Compounds _ LogP
of Gram-positive bacteria (S. aureus and P. aeruginosa) and two MTA —0.54
R ; - : MTE 1.58
species of Gram-negative bacteria (E.coli and B. cereus).The results Amoicilli 138
) ! L. . . mpicillin .
of the antibacterial activity are given in Table 11. Results showed Nystatin 0.52
that all bacterium were inhibited by synthesized compounds.MTE
was found to be highly active in the bacterial species of S. au-
reus, E. coli, P. aeruginosa and B. cereus. However, MTA has mod- Table 14
- . . AChE and BuChE enzyme inhibitions by synthesized MTA
erate activity in the same species. It was observed that the MTE and MTE v v osy
was more active against Gram-negative strains than Gram-positive.
. X . - E Inhibition (%
Again, the comparison of the above results with amoxicillin an- nzyme Inhibition (%)
. R . Sample AChE% Inhibition BuChE% Inhibition
tibacterial standards demonstrates that S. aureus, P. aeruginosa,
E.coli and B. cereus are highly active. MTA 67.3240.52 34.80+0.76
. L MTE 92.71+0.91 79.16+0.47
Antifungal activity of the MTA and MTE compounds were also .
__Galantamine 83.09+0.80 75.77+0.98

determined at three different doses (100, 200, 400 Ug/ml) against
three pathogenic fungi. The disk diffusion method was used to
check the sensitivity of the isolated strains (C. albicans, C. tropi-
calis and A. niger) to different antifungal agents. At lower doses all
these strains were almost insensitive, but at higher doses the com-
pounds showed moderate to high activity, whereas MTE with C.
tropicalis shows high activity followed by C. albicans and A. niger
(Table 12). MTA posses higher activity in C. albicans specie. The
inhibition zone values of MTA and MTE are smaller than that for
nystatin. The results on antifungal standard nystatin indicate that
C. albicans is more active than A. niger and C. tropicalis.

Understanding the role of chemical structure on influencing bi-
ological activity is very important. The estimation of lipophilicity
is vital in predicting whether molecules will pass through several
membranes of the biological organs. The lipophilicity of molecule
modifies the diffusion of bioactive molecules through the apolar
cell membranes. This property is usually characterized by the par-
tition coefficient (log P). This quantitative descriptor of lipophilicity
is one of the key determinants of biological properties. Knowing
the exact values for this parameter, it is possible to explain the an-
timicrobial activity of the molecule. The lipophilicity parameters,
based on log P, for the MTE and MTA compounds were theoreti-
cally calculated using HyperChem 7.5 (HyperCube Inc., Version 7.5)
[52] (Table 13).

From Table 13, it is clear that compound MTE showed the
highest lipophilicity than the other molecules. For the antibacte-

12

rial activity, the comparison of lipophilicity revealed the order:
MTE> Ampicillin>MTA and the antifungal activity show the order
MTE >Nystatin >MTA. It can be concluded that a strong influence of
the partition coefficient, log P, for antimicrobial activity. This evi-
dence was clearly described in the lipid theory advanced by Meyer
and Overton. According to this theory, log P is a measure of hy-
drophobicity, which is important not only for the penetration and
distribution of a drug, but also for the interaction of the drug with
receptors. Therefore, it can be suggested that lipophilic properties
should be checked in the design of potent antibacterial agents as
they are deciding factors for their activity.

Acetylcholine/butyrylcholine esterase study

To determine the potential interest of the MTA and MTE synthe-
sized, AChE and butyrylcholinesterase (BuChE) inhibitory potency
was evaluated according to a modified Ellman method. All the ob-
tained compounds were tested at 10-3 M concentration and the
AChE/BUChE inhibitory results are outlined in Table 14. As shown
in Table 14, all the synthesized compounds gave moderate to good
enzyme inhibition activity. MTE with 92.70+0.9% and 79.1 = 0.4%
inhibition values showed the best anti-AChE and anti-BuChE activ-
ities among tested compounds. MTA also showed strong activity
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in AChE and BuChE enzymes inhibitory activity (67.3 £ 0.5% and

34.8 = 0.7% inhibition). We can say that MTE showed better activ-
ity than MTA looking at Table 14.

4. Conclusion

In  conclusion, we have synthesized two phosphonylated
molecules; d-aminophosphonic acid (MTA) d-aminophosphonate
ester (MTE) by an easy and efficient microwave-assisted method
with good vyields (87%/MTA and 92%/MTE) in few minutes (4—
8 min/MTA and 5-10 min/MTE). All of the obtained compounds
were characterized by spectroscopic methods. The spectral re-
sults are in good line with the proposed structures. The synthe-
sized compounds was subjected to computational studies by us-

ing B3LYP/6—31G++(d,p) level theory by (DFT) calculations. Re-
sults shows that MTE has low energy gap, low hardness, greater
softness and higher electrophilicity and MTA has high energy gap,
high hardness and low softness. So, it clear that aminophosphoic
acid (MTA) is the most stable and the least reactive than that
other molecule. In addition, the target compounds were evalu-
ated for their evaluated for their in vitro antioxidant, antimicro-
bial and antienzymatic activities. Antioxidant activities by using
DPPH and ABTS assays were carried in order to compare the re-
sults obtained by both the two methods. MTA was found to have
better antioxidant activity compared to MTE. The biological assays
indicated that these compounds displayed potent inhibitory activ-
ity toward acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BuChE). It was also found that they act as excellent microbial
agents. These compounds exhibited the highest antibacterial and
antifungal properties.The results are very encouraging, so we can
say that these products are biologically active and can be used
later in other applications towards drug development.
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Résumé :

Au cours de ce travail, une synthése de trois dérivés d'a-aminophosphonates a été mise au point :
deux esters a-aminophosphonates et un acide a-aminophosphonique. Les deérivés ont été
synthétisés par deux methodes: une méthode classique a reflux et une autre sous micro-ondes dans
le but de choisir la bonne méthode en termes de rendement et de temps de réaction par une étude
comparative. L'acide a-aminophosphonique (MTA) et l'ester a-aminophosphonate (MTE) ont été
synthétisés a partir de la m-toluidine, tandis que I’ester a-aminophosphonate a été synthétisé a partir
du 2-amino-5-méthylphénol. Tous les composés obtenus ont été caractérises par des méthodes
spectroscopiques de microanalyse : UV-Vis, FT-IR, la 'H-RMN et la 3!P-RMN. Les résultats
d’analyses sont en bon accord avec les structures proposées. Les calculs de la théorie DFT ont éte
effectués a l'aide du logiciel Gaussian09, en utilisant la base 6-31G++(d,p). Les énergies des
orbitales limites ont été présentées et utilisées pour prédire les indices de réactivité globale. Les
charges atomiques de Mulliken, le moment dipolaire et les propriétés thermodynamiques ont
également été calculés et discutés. En outre, les composes cibles ont été évalués pour leurs activités
antioxydantes, antimicrobiennes et enzymatiques in vitro. Les tests biologiques ont indiqué que ces
composes présentaient une puissante activité inhibitrice de [l'acétylcholinestérase et de la
butyrylcholinestérase. lls se sont également révélés étre d'excellents agents antioxydants, possédant
des propriétés antibactériennes et antifongiques remarquable.

Mots clés : a-aminophosphonate, micro-ondes, DFT, anti-oxydante, antibactérienne, antifongique.

Abstract:

During this work, a synthesis of three a-aminophosphonate derivatives was developed: two a-aminophosphonate
esters and an a-aminophosphonic acid. The derivatives were synthesized by two methods: a classic reflux method
and another under microwave with the aim of choosing the right method in terms of yield and reaction time
through a comparative study. a-Aminophosphonic acid (MTA) and a-aminophosphonate ester (MTE) were
synthesized from m-toluidine, while a-aminophosphonate ester was synthesized from 2-amino-5-methylphenol.
All the compounds obtained were characterized by spectroscopic microanalysis methods: UV-Vis, FT-IR, 1H-
NMR and 31P-NMR. The analysis results are in good agreement with the proposed structures. The DFT theory
calculations were carried out using the Gaussian09 software, using the 6-31G++(d,p) basis. The energies of the
limiting orbitals were presented and used to predict global reactivity indices. Mulliken atomic charges, dipole
moment and thermodynamic properties were also calculated and discussed. Additionally, the target compounds
were evaluated for their antioxidant, antimicrobial, and enzymatic activities in vitro. Biological assays indicated
that these compounds exhibited potent acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase inhibitory activity. They
have also proven to be excellent antioxidant agents, possessing remarkable antibacterial and antifungal properties.

Key words: a-aminophosphonate, microwave, DFT, antioxidant, antibacterial, antifungal.
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