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Résumé — Une série de 1-alkylimidazoles (le groupe alkyle variant de pentyle a octadécyle) a été préparée avec des rendements de
75% a 95% par réaction de différents halogénures d'alkyle sur l'imidazole, catalysée par le bromure de tétraéthylammonium au cours
d'un processus de transfert de phase. Les propriéiés antibactériennes et antifongiques de ces substances ont été testées. Les
1-alkylimidazoles se révélent peu actifs sur l'ensemble des germes 3 Gram—, quel que soit leur type respiratoire, mais sont par contre
actifs sur les germes a4 Gram+ aérobies et anaérobies, de méme que sur certaines levures (Pityrosporum ovale). Un maximum d'activité
est observé pour des longueurs de chalne correspondant & 10-13 atomes de carbone, suggérant pour ces substances un mode d'action
mettant en jeu a la fois un positionnement favorable de la drogue vis-a-vis des sites actifs des microorganismes et des effets
conformationnels 1iés, en particulier, au franchissement des membranes.

Summary — Phase transfer catalyzed synthesis and biological activities of a homologous series of 1-alkylimidazoles. A
homologous series of 1-alkylimidazoles (pentyl to octadecyl) has been obtained with a good yield (75-95%) by the phase transfer
catalyzed reaction of imidazole with the appropriate alkyl halides. The antifungal and antibacterial activities of these compounds
were tested. A poor activity was observed towards the Gram-negative (Gram-) microorganisms, whereas the aerobic and anaerobic
Gram-positive (Gram+) microorganisms and some yeasts (Pityrosporum ovale) were inhibited. We found that the inhibitory potency
of such compounds increased with increasing chain length, passing through a maximum with chain length C10~C13 and decreased
for the higher homologs. An explanation is suggested in relation to the ability of these compounds to bind with the active sites of the

microorganisms and to adopt a conformation able to promote the migration through the biological membranes.

1-alkylimidazoles / hydrophobicity / antifungal and antibacterial activities

Introduction

Apres la découverte des propriétés pharmacologiques
du noyau benzimidazole [1], un grand nombre de
dérivés de I'imidazole ont été étudiés. Ainsi, en 1960,
Pactivité anti-Trichomonas d’un S5-nitro imidazole
substitué, le métronidazole, a ét€ mise en évidence.
Par la suite, l'efficacité de molécules présentant un
groupement nitro en 2 ou en 5 du noyau imidazole a
été démontrée vis-a-vis d’autres Protozoaires et
surtout de bactéries strictement anaérobies [2, 3].
Cette activité parait liée a la présence du groupe NO,
qui subit une réduction intra-cellulaire pour former un
composé & bas potentiel redox (0,415 mV) [4, 5]. Ce
métabolite réduit s’incorpore alors dans la chaine
d’oxydo-réduction des anaérobies stricts, au niveau de
la ferrédoxine [6]. Secondairement, les composés
réduits interviennent au niveau de I’ADN et de ’ARN
[7-10]. L’activité anti-Trichomonas est également liée
a la réduction du groupe NO, [11].

De la mé€me fagon, les substitutions en position 1
par différents groupements phényle, plus ou moins
ramifiés et substitués (en général par le chlore) ont
conduit 2 de nombreux composés, tels le miconazole
et le kétoconazole [12], qui se réveélent actifs sur
I'ensemble des éléments fongiques. Les mécanismes
d'action de ces substances sont multiples. Ainsi, leur
r6le sur la biosynthése de l'ergostérol a été largement
démontré, l'inhibition de la C,, déméthylase entrai-
nant une accumulation des stérols méthylés en C,,
[13]. Ce phénomene, lié a une altération de la compo-
sition en lipides non-stérols de la membrane, pro-
voque, par action directe, des disfonctionnements
membranaires [14]. Uno et al [15] ont, par la suite,
démontré I’existence d'un blocage de la chaine mito-
chondriale des transporteurs d’électrons de Candida
albicans au niveau de la cytochrome ¢ oxydase [16].

Un certain nombre d’études ont également porté
sur les 1-alkylimidazoles. Ainsi, les travaux de John-
son et al [17] et de Wilkinson et al [18] ont montré
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que I’imidazole et ses 1-alkyl et 1-aryl dérivés présen-
taient une activité inhibitrice vis-a-vis de certaines
réactions d’oxydation microsomales dans le foie de
rat. Par ailleurs, Tai et Yuan [19] ont constaté pour
une série de l-alkylimidazoles une inhibition de la
thromboxane synthétase supérieure a celle observée
par Moncada et al [20] et par Needleman et al [21]
pour I’imidazole. Notons aussi les travaux de Bauer-
lein et Kiehl [22] qui montrent le r6le joué par les 1-
alkylimidazoles dans le blocage de la chaine de
transfert d’électrons du systéme mitochondrial, de
Atkin et al [23] et de Baggaley et al [24] qui mettent
en évidence le réle des l-alkylimidazoles en tant
qu'inhibiteurs de la synthése du cholestérol au niveau
du 2,3 oxydosqualene. Dans ces différents travaux, le
pouvoir inhibiteur des 1-alkylimidazoles est fonction
de la longueur de la chaine alkyle. Enfin, Kabara et al
[25] ont rapproché les propriétés hypolipidémiques
d’une série d’imidazoles, composée de 16 N-
benzylimidazoles substitués, et du 1-dodécyl-
imidazole, des propri€tés antimicrobiennes de ces
mémes substances: le 1-dodécylimidazole présente les
propriétés antimicrobiennes les plus marquées de la
série, et se révele également étre 1’agent hypolipi-
démique le plus actif.

Afin de préciser les propriétés antimicrobiennes des
1-alkylimidazoles (les travaux de Kabara et al [25] ne
concernant, dans cette série, que le 1-dodécyl), nous
avons réalis€ 1’étude d’une série homogene de ces
substances. Le travail que nous présentons ici
rapporte les résultats obtenus. De plus, le mode de
synthése proposé pour ces composés conduit a de
hauts rendements et & des séparations aisées, ce qui
n’est pas toujours le cas pour les méthodes décrites
dans la littérature.

Chimie

La N-alkylation d’un hétérocycle azoté est en général
réalisée par l’action d’un halogénure d’alkyle en
milieu basique. Dans le cas de l’imidazole, des
précautions doivent é&tre prises pour éviter la
formation de sels quaternaires [26]. L’alkylation de
I’imidazole est ainsi réalisée en présence d’un oxyde
ou d’un hydroxyde d’un métal alcalin [27, 28],
d’alcoolate de sodium [29], d’amidure de sodium [30,
31], dans des solvants tels que le méthanol [28],
I’éthanol [29], le dioxane [32], 1’acétone [33], le
tétrahydrofurane [34]} ou 1’ammoniac liquide [30]. Les
meilleurs rendements sont obtenus par cette derniére
méthode [35]. La réaction a aussi été réalisée sans
solvant, par chauffage en tube scellé [36] ou a reflux
[18]. Ce procédé est cependant critiqué par Baiierlein
et Trasch [37], du fait de la difficulté de purification
des produits: ces auteurs préferent utiliser la méthode
de Hiring [28].

La technique de catalyse par transfert de phase,
susceptible d’éviter les réactions secondaires a éga-
lement été utilisée comme méthode de N-alkylation
des hétérocycles azotés. Le pyrrole et l’indole ont
ainsi ét€ alkylés en présence de potasse avec des
rendements de 70%, le catalyseur étant un éther
couronne [38] ou un sel de tétraalkylammonium [39].
Dou et Metzguer [40] ont alkylé 1’imidazole par cette
méthode, les rendements obtenus variant entre 3%
pour le 1l-octylimidazole et 71% pour le 1-butyl-
imidazole. Ces résultats semblaient indiquer que cette
technique n’apportait pas d’amélioration notable et
était méme sans intérét pour des chaines alkyles
contenant plus de 4 4 5 atomes de carbone.

Utilisant a notre tour la catalyse par transfert de
phase, nous avons pu mettre au point les conditions
permettant d’obtenir des rendements souvent de
I’ordre de 95% pour une série de 1-alkylimidazoles
possédant jusqu’a 18 atomes de carbone dans la
chaine alkyle (tableau I). La méthode décrite dans la
partie expérimentale permet une séparation facile de
ces substances du milieu réactionnel.

Tableau I. Caractéristiques des 1-alkylimidazoles.

aValeurs indiquées dans les travaux cités en référence.

n Point Eb®. ou F° Rendement %
(a) (a)
5 55/1,5mm 245-248 (18) 80
6 60/0,1 mm 104-106/1mm (18) 75 68(18)
7 74/0,1 mm 118-121/1mm (18) 95
8 85/0,1 mm 95/0,2mm (34) 95  67(34)
9 95/0,1 mm ~ 134-136/1mm (18) 95
10 110/0,15 mm 142-144/0,8mm (18) 95
11 123/0,2 mm 128/0,13 torr (37) 90 32 (37}
12 135/0,2 mm 120/0, 1mm (34) 85
13 145/0,3 mm . 95
14 30 177-179/0,8mm (18) 95
15 35 - 85
16 40 38 (34) 86  65(34)
18 47 - 30




Activité biologique

Les especes étudiées ont été choisies afin de couvrir
un large spectre bactérien: Gram positif (Gram+),
Gram négatif (Gram-) de différents types respi-
ratoires et mycobactéries, ainsi qu’antifongiques:
levures et dermatophytes. Les résultats obtenus, ex-
primés par les concentrations minimales inhibitrices
(CMI en ug/ml) sont rassemblés dans le tableau II.

Ce tableau permet de constater que les 1-alkyl-
imidazoles se réveélent peu actifs sur 1’ensemble des
Gram—, quel que soit leur type respiratoire (Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio sp).
Pour les bactéries Gram+ testées et Mycobacterium
smegmatis, les CMI les plus faibles (< 8 ug/ml) sont
observées pour une longueur de chaine alkyle corres-
pondant a la présence de 10 a 13 atomes de carbone
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(fig 1) et l'activité ne dépend pas du type respiratoire
des bactéries.

En ce qui concerne les levures et dermatophytes,
Pactivité maximale correspond également & une
chaine alkyle renfermant 10-13 carbones, avec les
valeurs de CMI les plus faibles comprises entre 4 et
32 pg/ml.

Discussion

Ces résultats montrent une activité antibactérienne des
1-alkylimidazoles essentiellement limitée aux germes
Gram+, quel que soit leur type respiratoire, ainsi
qu’aux mycobactéries. Ils sont en accord, pour le 1-
dodécylimidazole, avec ceux rapportés par Kabara ef
al [25] (tableau II).

Tableau II. CMI des 1-alkylimidazoles en fonction de la longueur de la chaine alkyle.

16 Honny
—C C—
\Né
n
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 Métronidazold Kétoconazole) Clotrimazole

| Souches

M. smegmatis 8 8 4 2 1 1 2 2 4 8 16
Agrobies gram +

St. aureus 64 16 8 2 2 1 2 4 8 32 64 >256 (41)

(31,2)(25)

S. faecalis 64 32 16 8 4 4 4 8 8 32 64 >256 (41)

M. luteus 64 32 16 8 4 8 64 64 64 >128 >128
Acrobies gram -

P. aeruginosa >128 >128 >128 >128 128 128 32 32 16 32 64

{>1000)(25)

E. coli 128 64 32 32 32 64 >128 >128 >128 >128 >128 >256 (41)
Anagrobies grams (>1000)(25) >128 (42)

P. acnes >12,8 >128 8 2 2 2 2 4 8 >12,8 >128 >128 (43)

Cl. perfringens >12,8 >128 8 4 4 4 2 4 128 >128 >128 0,5 (41}

4 0,25(42)
Vibrio sp. >128 »>128 >128 128 64 32 64 128 >128 »>128 >128 0,27 (44)
Levures

P. ovale >128 32 16 4 4 8 8 32 64 >128 >128 0,01-0,05 (45)

C. albicans >512 >512 256 128 128 32 32 64 128 >512 >512 <0,07 (46)
Dermatophytes (15,8) (25) 9,7 (47) 74 (47)

M. canis >128 >128 >128 128 .16 16 >128 >128 >128 >128 >128- J 0,01 (48)
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Fig 1. Variations pour M smegmatis et les bactéries Gram+, des valeurs des CMI des N-alkylimidazoles en fonction du nombre

d'atomes de carbone # de la chaine alkyle.

L’activité de ces substances apparait différente de
celle des nitroimidazoles. Ainsi, le métronidazole pré-
sente des CMI < 4 ug/ml pour les Gram— anaérobies
et se révele inactif sur I’ensemble des anaérobies
facultatifs et aérobies, et Propionibacterium acnes
(CMI > 128 ug/ml) [41-44] (tableau II). De méme,
Pactivité antifongique est différente de celle des
dérivés de l’'imidazole connus pour présenter cette
propriété qui ont généralement des valeurs de CMI
inférieures & celles de la série des 1-alkyl (kéto-
conazole et clotrimazole c¢f tableau IT) [45-48].

Ces résultats peuvent €tre expliqués en utilisant les
conclusions de certains travaux cités en références.
Ainsi, Wilkinson et al [18] proposent pour expliquer
Pactivité des N-alkylimidazoles sur les réactions
d’oxydation microsomales, un mécanisme faisant
intervenir un positionnement favorable du cycle
imidazole vis-a-vis du site actif:

— c’est I’azote 3 du cycle qui se fixe sur le site
responsable de I’activité (cytochrome P-450), provo-
quant une diminution de celle-ci;

— la fixation est facilitée par une position favorable
du cycle imidazole par rapport au cytochrome, ce qui

est le cas lorsque la chaine alkyle est liée a des sites
hydrophobes proches du cytochrome.

L’effet observé par ces auteurs est maximal lorsque
cette chaine renferme 9-10 atomes de carbone. Pour
des longueurs de chaine supérieures, la diminution de
capacité de liaison avec le cytochrome est attribuée a
des phénomenes stériques ou a des liaisons a d’autres
sites hydrophobes qui changent I’orientation de
I’azote 3 de I’imidazole, empéchant les interactions
avec le cytochrome P-450. Un processus du méme
genre peut intervenir dans les cas qui nous occupent
pour lesquels 1’efficacité maximale est observée avec
des longueurs de chaine proches des valeurs indiquées
par Wilkinson et al [18].

Une autre explication, liée a des effets de confor-
mation de la chaine, doit également &tre envisagée.

Les changements conformationnels pour des chaines
alkyles sont, en effet, un phénomene général [49]. Ils
se produisent le plus souvent a partir d’un seuil de
9-10 atomes de carbone et correspondent a des
arrangements offrant a ’environnement aqueux la
surface la plus faible. Ils se manifestent dans des

domaines trés variés, comme par exemple, lors de



1’étude de la conformation d’halogénoalcanes liquides
par diffraction des rayons X [50], du comportement,
dans la chromatographie en couche mince, des
especes boloformes [51] et des propriétés inhibitrices
de corrosion de certains tensioactifs [52].

Les effets de conformation sont également retenus
par Garcia Dominguez et al [53] pour expliquer la
perméabilité de protéines kératiniques aux tensioactifs
anioniques. Pour ces auteurs, les chaines alkyles
adaptent leur conformation de mani¢re a ce que dans
I’eau, le volume occupé soit minimal: les molécules
d’eau entourant la chaine sont alors ordonnées au
maximum. Ce phénomeéne doit se produire pour des
chaines hydrophobes renfermant un nombre de
carbones multiple de 6: 6, 12, 18... en accord avec la
géométrie et les dimensions des clathrates poly-
hédriques d’eau. Le franchissement des membranes
kératiniques, mais aussi I'adsorption, doit, d’aprés ces
auteurs, étre plus facile pour de telles longueurs de
chaines.

Dans le cas qui nous occupe, le fait que la
croissance des Gram+ soit plus inhibée que celle des
Gram—, montre ’'importance du franchissement des
membranes par les l-alkylimidazoles et justifie la
prise en compte des phéno-menes conformationnels.
En effet, la résistance des Gram— apparait souvent liée
au rdle particulier de leur membrane, plus complexe
que celle des Gram+, avec un double phénoméne:
exclusion par la surface cellu-laire externe et transport
transmembranaire limité [54].

L’activité maximale observée pour des chailnes
alkyles renfermant 10-13 atomes de carbone est en
accord avec la valeur intermédiaire proposée par
Garcia Dominguez et al [53], conciliant une solubilité
dans ’eau suffisante avec un caractere lipophile bien
marqué.

Protocoles expérimentaux
Chimie

A 170 ml de benzéne placés dans un ballon surmonté d’un
réfrigérant, on ajoute successivement 0,0867 mol d’imidazole,
0,0867 mol de chlorure d’alkyle, 4% (en mol/mol de substrat)
de bromure de tétraéthylammonium, 25 ml de solution aqueuse
de NaOH 18 M. Le mélange réactionnel est chauffé 72h a
reflux du benzéne.

La phase benzénique est ensuite séparée par décantation puis
traitée par 100 ml d’acide chlorhydrique & 50%.La phase
aqueuse est séparée, traitée par de la soude en pastille jusqu’a
pH basique, puis extraite au benzeéne. La phase benzénique est
séchée sur sulfate de sodium et le benzéne évaporé.
L’alkylimidazole résiduel, pratiquement pur, est distillé ou
recristallisé (méthanol). La bonne pureté des produits bruts
s’explique par le fait que l'imidazole non transformé est plus
soluble dans la soude que dans le benzéne.

La pureté des produits obtenus est vérifiée par chromato-
graphie en couche mince (silice Kieselgel 60 F254 0,25 mm
(Merck); solvant CH;OH/CHC, 80/20 (v/v)).
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Les N-alkylimidazoles ainsi préparés sont caractérisés par
spectrographie IR, spectrographie de RMN !H et analyse
élémentaire.

Les principales bandes d’absorption IR se situent & 3100 cm-!
(CH aromatique), 2850 cm~! (CH aliphatique), 1510-1520,
1210-1220 em-! (cycle imidazole), en accord avec les don-
nées bibliographiques [55]. Les spectres RMN ont été réalisés
a 300 MHz dans le solvant CDCl,. Le spectre du composé
n = 10 est caractéristique:

Ha 6ppm=7,437 1 proton
Hb éppm=7,033 "
Hc 6 ppm = 6,882 "
Hd éppm = 3,899 2 protons
He éppm=1,748 "
Hf &ppm=1237 14 protons
Hg 6ppm=0,861 3 protons

(c) (d). (e) (f) (g)

H—G——N—CH, —CHy — (CHy)7—CHs

® N (a)

Les résultats des microanalyses (C, H, N), correspondent
aux valeurs théoriques + 0,4%.

Biologie
Une souche de chaque espece a été testée.

Espéces bactériennes

Les especes aérobies Gram—: Pseudomonas aeruginosa; Esche-
richia coli. Gram+: Staphylococcus aureus; Streptococcus
Jaecalis; Micrococcus luteus. Acido-résistantes: Mycobacte-
rium smegmatis. Ces espéces sont entretenues sur gélose tryp-
ticase soja (Biomérieux).

Les especes anaérobies Gram+: Propionibacterium acnes;
Clostridium perfringens sont entretenues sur milieu viande
levure gélosé (Biomérieux).

L'espéce anaérobie Gram—: Vibrio sp est entretenue sur
milieu Columbia +5% de sang stérile de mouton (Bio-
mérieux).

Espéces fongiques sur milieu YNBG (Difco)
Levures: Candida albicans (7 souches); Pityrosporum ovale
(7 souches). Dermatophytes: Microsporum canis (7 souches).

Produits testés

Les solutions des 12 produits testés ont été réalisées dans de
l'eau physiologique stérile aprés dissolution dans le
diméthylformamide.

Détection des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
L’activité des produits testés a été étudi€e selon une méthode
incorporant la molécule dans la gélose (20 m}). Les gammes de
concentrations testées s’étalent de 1 a 128 pg/mi pour l'en-
semble des germes, et jusqu’a 512 ug/ml pour Candida
albicans.



454

Les suspensions bactériennes sont réalisées dans du bouillon
trypticase soja ou viande levure et ajustées a environ 106 micro-
organismes/ml. Les suspensions fongiques sont réalisées dans
le sérum physiologique stérile.

La surface des géloses est ensemencée a 1’aide d’un ino-
culateur multiple (Denley multipoint inoculator) déposant des
plots de 1,5 ul.

Celles-ci sont alors incubées a 35,5°C, en aérobiose pendant
24 h pour Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus faecalis, Micrococcus luteus et
48 h pour Mycobacterium smegmatis; en anaérobiose pendant
48 h pour Clostridium perfringens et Propionibacterium acnes
et 5 jours pour Vibrio sp.

Les espéces fongiques sont mises & incuber 2 28°C, 24 h
pour Candida albicans, 7 jours pour Microsporum canis et a
35,5°C, 7 jours pour Pityrosporum ovale.

Des témoins de croissance avec et sans DMF sont effectués
dans les mémes conditions.
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