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RÉSUMÉ 
 

L’émergence de souches bactériennes et fongiques de plus en plus 

résistantes à la désinfection est un problème qui menace le développement et 

la santé humaine à travers le monde. Parmi les modes d’action possibles de 

ces traitements, notre intérêt va se porter sur les interactions avec la 

membrane plasmique dans le but de lyser le micro-organisme. Le premier 

objectif de cette thèse est donc de développer des molécules avec une 

structure amphiphile afin d’interagir avec ces membranes. Les azobenzènes 

sont intéressants à ce titre car leurs deux groupements phényles constituent 

déjà un squelette carboné apolaire. Le greffage d’une tête polaire sur ces 

molécules permettra donc de leur conférer des propriétés amphiphiles. Trois 

familles d’azobenzènes ont été synthétisées afin d’évaluer leurs propriétés 

antibactériennes et antifongiques. Un autre objectif de la thèse est de fournir 

les premières hypothèses sur le mode d’action des antibactériens synthétisés. 

Plus particulièrement, leur capacité à interagir avec des membranes 

plasmiques biomimétiques de bactéries a été évaluée.  

La première famille (AzoOH) comportant un groupement hydroxyle 

comme tête polaire a montré de bonnes propriétés biologiques mais une 

faible capacité à interagir avec les membranes plasmiques. La seconde 

famille (AzoPEG), avec une tête polaire de type triéthylène glycol a montré 

de médiocres activités biologiques, et une capacité à interagir avec les 

membranes plasmiques n’ont pas été améliorées. La troisième famille 

(AzoTAI) avec une tête polaire de type triméthylammonium a montré 

d’excellentes propriétés biologiques, une capacité à s’adsorber aux interfaces 

hydrophiles/hydrophobes et une interaction spécifique avec les lipides 

membranaires bactériens. L’interaction entre les AzoTAI à plus longue 

chaîne (6 carbones) et la phosphatidylethanolamine est particulièrement 

favorable.  

De manière globale, parmi les composés synthétisés, seule la famille des 

AzoTAI est capable d’interagir avec la membrane plasmique des bactéries et 

cette interaction est corrélée à l’activité antibactérienne.  Néanmoins, même 

si ces composés constituent de bons candidats pour la lyse des micro-

organismes, eur activité cytotoxique vis-à-vis des cellules humaines pourrait 

limiter leurs applications dans le domaine médical. 

 

Mots-cléfs : azobenzène amphiphile, antibactérien, antifongique, lipides 

bactériens, membrane plasmique, synthèse organique, modélisation, relations 

structure-activité 
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ABSTRACT 
 

The emergence of bacterial and fungal strains more and more resistant to 

disinfection is a threat to the development of nations and human health 

around the world. Amongst the mechanism of action, we will focus on the 

interaction between the molecule and the plasmic membrane for the lysis of 

the microorganism. The first goal of this work is to synthetize amphiphilic 

molecules to interact with bacterial membrane Azobenzene are interesting 

because their two phenyl group give them an apolar moiety, the next step is a 

grafting of a polar head to make them become an amphiphile molecule. Three 

types of azobenzene were synthetized to evaluate their antibacterial 

properties and their antifungal properties. The second goal of this work is 

tounderstand how they interact with the plasmic membranes. To perform this, 

we tested the azobenzenes on biomimetic models of plasmic membranes. 

The first group of compounds (AzoOH) with an alcohol group as polar 

head showed good biological properties but have a poor potential to interact 

with plasmic membrane. The second group of compounds (AzoPEG) with a 

triethylene-glycol type polar head have mediocre biological activities, and 

their ability to interact with the membrane were not enhanced. The third 

group of compounds (AzoTAI) with a trimethylammonium type polar head 

showed very good biological activities, and strong interaction with bacterial 

membrane lipid. These antibacterial activities are correlated to their 

interaction with bacterial lipids. It also has good abilities to adsorb 

themselves to hydrophilic/hydrophobic interfaces. However, their cytotoxic 

activity on human cells can be a severe drawback with their use. 

 

Keywords : amphiphilic azobenzene, antibacterial, antifungal, bacterial 

lipid, plasmic membrane, organic synthesis, modeling, structure-activity 

relationship 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE ET 

OBJECTIFS DE LA THÉSE 
 

Les infections nosocomiales infectent en France 700 000 patients chaque 

année1. Il y a donc un intérêt au développement de nouveaux désinfectants 

qui soient à la fois universels pour tous les agents pathogènes (bactéries et 

champignons, notamment) et non toxiques. En effet, les agents utilisés (par 

exemple dans les gels hydroalcooliques) comme le triclosan commencent à 

montrer des signes de toxicité2,3. 

L’objectif principal de cette thèse est de développer une petite série de trois 

familles de molécules avec un noyau azobenzénique afin d’évaluer les 

potentielles applications de ces types de composés pour la désinfection, en 

mesurant à la fois leurs propriétés antifongiques et antibactériennes, et en 

testant leur innocuité. L’application visée est ici la désinfection en milieu 

hospitalier. Les azobenzènes ont été privilégié dans le cadre de cette thèse car 

ce sont des composés dont la structure est compatible avec la structure des 

tensioactifs. De plus, le laboratoire TIMR possède une expertise sur ce 

sujet4,5. 

Les molécules antibactériennes peuvent cibler de nombreux organites ou 

récepteurs, aussi bien à la surface qu’à l’intérieur de la bactérie. Notre 

objectif est de cibler la membrane plasmique des micro-organismes. 

Dans le cadre de la thèse, nous nous attacherons principalement à 

développer des molécules capables d’interagir avec la partie lipidique de la 

membrane plasmique afin de perturber et/ou de lyser celle-ci et provoquer 

ainsi la mort cellulaire. 

Un autre objectif de la thèse est de fournir les premières hypothèses sur le 

mode d’action des antibactériens mis au point. 

Les molécules développées dans le cadre de cette thèse seront obtenues par 

voie de synthèse chimique. La stratégie adoptée est de rendre amphiphile 

l’azobenzène par le greffage de groupements polaires afin d’interagir avec la 

membrane plasmique des micro-organismes.  

L’étude plus approfondie sur le mode d’action est réalisée via une approche 

à la fois in silico et à la fois biophysique expérimentale via l’utilisation de 

liposomes biomimétiques pour voir l’effet des composés sur l’intégrité 

membranaire et une monocouche lipidique afin de déterminer la spécificité 

lipidique de l’interaction. Une approche in-silico a également été utilisée pour 

obtenir une description moléculaire/atomique de l’interaction 6,7.  
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La transdisciplinarité de l’approche utilisée dans cette thèse permettra de 

dégager les premiers éléments des relations structure-activité pour la synthèse 

de nouveaux antibactériens azobenzéniques. 

Le but final de ce projet sera de pouvoir mettre à jour des agents 

antibactériens qui seraient capables de désinfecter des matériels hospitaliers, 

de type sondes, instruments de chirurgie etc. 
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I. Les infections nosocomiales 

 

Une infection nosocomiale est une infection contractée dans un 

établissement de santé. En France, on estime chaque année le nombre 

d’infections nosocomiales à 700 000 par an (Figure 1). Ces dernières 

engendrent par la suite 4000 décès par an1. Un rapport de 2008 montre que la 

prévalence des infections nosocomiales en Belgique est comparable à celles 

observées en France et aux Pays-Bas8. Les personnes les plus touchées par les 

infections nosocomiales sont les personnes immunodéprimées, les enfants en 

très bas âge, les personnes âgées ainsi que les personnes déjà atteintes d’une 

maladie sévère. 

 

 

Figure 1 Proportion des infections nosocomiales en fonction du type de micro-

organisme. Etude réalisée sur 4232 patients dans 403 établissements de santé. Extrait 

de Daniau et al8. 

 

 

Les milieux hospitaliers représentent un environnement où de nombreux 

micro-organismes de diverses origines se rencontrent, mais qui est également 

régulièrement nettoyé et désinfecté avec différents biocides. De ce fait, il y a 

un contexte de possibilité de transferts génétiques horizontaux ainsi qu’une 

forte pression de sélection qui favorise l’apparition de germes résistants9. 
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1. Le phénomène de résistance aux antifongiques et 

antibactériens 

La plupart des antibiotiques et antifongiques sont d’origine naturelle et 

produits par les micro-organismes eux-mêmes dans une optique de 

compétition pour s’attribuer un substrat. Ces derniers ont donc, avec 

l’évolution, adopté des gènes leur conférant une résistance aux 

antibiotiques10. Chez les bactéries ayant une reproduction asexuée, le 

brassage génétique se fait essentiellement par transferts horizontaux d’acide 

désoxyribonucléique (ADN). Ces transferts horizontaux correspondent pour 

une bactérie à intégrer du matériel génétique d’une autre bactérie sans en être 

le descendant. Ce mécanisme permet de voir une propagation des résistances 

et l’émergence de nouvelles souches résistantes aux antibiotiques, notamment 

par transfert plasmidique (80% des résistances aux antibiotiques seraient 

d’origine plasmidique9). La forte pression de sélection induite par les 

activités humaines amplifie encore ce phénomène. Lors d’une étude menée 

dans la clinique Helios en Allemagne, il a été montré qu’en 10 ans, des 

souches de Pseudomonas aeruginosa ont développé 12 résistances à des 

antibiotiques différents avec comme résultat que seule la colistine avait 

encore autant d’effet sur ces souches résistantes que sur des souches non-

résistantes11. La sur-utilisation de ces composés à des fins non-thérapeutiques 

augmente encore la pression de sélection. Par exemple, aux Etats-Unis, 80% 

des antibiotiques vendus sont utilisés pour l’élevage comme accélérateur de 

croissance12. Concernant les champignons, l’émergence des souches 

résistantes serait également due aux transferts horizontaux d’ADN, comme 

avec l’exemple de Candida auris13. La reproduction sexuée des champignons 

pourrait également jouer un rôle dans l’émergence de ces résistances, comme 

avec le cas de la résistance aux antifongiques azolés par Aspergillus 

fumigatus14. 

2. Les micro-organismes responsables d’infections 

nosocomiales 

Les bactéries multi-résistantes (BMR) sont le résultat de la multiplication 

d’une bactérie ayant acquis un ou plusieurs gènes de résistance à un 

antibiotique. A l’intérieur même des BMR, on peut distinguer des bactéries 

extrêmement résistantes aux antibiotiques (Extensively drug-resistant, XDR), 

qui résistent à tous ou presque tous les agents antibactériens approuvés. De 

manière encore plus restrictive, certaines souches sont décrites comme 

résistantes à tous les antibiotiques existants (Pandrug-resistant bacteria, 

PDR)15. Ce dernier cas, le plus extrême, laisse le patient infecté dans une 

impasse thérapeutique. Il y a 3 types de BMR qui se révèlent très menaçants 

ces dernières années. Le premier est le cas de Staphylococcus aureus résistant 



38 

à la méticilline (MRSA). L’infection par ce pathogène est même devenu plus 

courant dans les hôpitaux aux Etats-Unis que l’infection par des souches de 

S.aureus non résistantes16. Pour traiter ces infections, on a dû alors recourir 

aux glycopeptides, mais cette souche commence à développer des résistances 

à la vancomycine17 et à la daptomycine18. Le second est le cas des 

tuberculoses multirésistantes ou XDR dues à Mycobacterium tuberculosis. 

Celle-ci est responsable de l’épidémie de tuberculose qui a fait 558 000 

nouveaux cas en 201719. Cette épidémie a été classée en XDR dû à sa 

résistance à l’isoniazide, à la rifampicine, aux fluoroquinolones ainsi qu’à 

l’amikacine, la kanamycine, ou la capreomycine20. Le dernier cas est celui des 

pathogènes dits « Extended-Spectrum β-Lactamase ». Ce sont des 

entérobactéries capables de produire des β-lactamases, des enzymes capables 

d’hydrolyser la liaison lactame de l’antibiotique et de le rendre ainsi 

inefficace21. Ces dernières ont même développé des carbapénémases22, des 

hydrolases capables de leur conférer une résistance aux carbapénèmes qui 

sont pourtant les β-lactamines utilisées en dernier recours dans les cas des 

infections les plus sévères. Plus récemment, le Centers of Diseases Control 

and Prevention (CDC) aux Etats-Unis a voulu mettre l’emphase sur 6 

bactéries « ESKAPE » sur lesquels il est très urgent de concentrer les efforts 

de recherche car elles font preuve d’une très rapide adaptation aux 

antibiotiques. Il s’agit d’Enterobacter faecium, S. aureus, K. pneumoniae, 

Acinetobacter baumanii, P. aeruginosa et Enterobacter spp23. 

II. Les agents antibactériens et 

antifongiques 
1. Les antibactériens 

Depuis la découverte en 1929 par Alexander Fleming de la pénicilline 

produite par Penicillum, les chimistes et les biologistes n’ont cessé de 

travailler à la découverte de nouvelles molécules pour traiter les infections 

bactériennes. Il faut distinguer l’antibiotique, qui est une substance que l’on 

administre par la voie générale pour vaincre une infection, et les 

antiseptiques, qui sont des substances que l’on applique sur la surface du 

corps ou de matériaux pour détruire les micro-organismes. C’est une véritable 

course dans la mesure où on estime qu’il faut deux à trois ans en moyenne 

pour qu’on identifie le premier cas de résistance à un traitement 

antibiotique24. Néanmoins, la recherche de nouveaux antibiotiques ralentit de 

plus en plus ces dernières années. En effet, nous observons depuis 2005 une 

nette baisse du nombre de nouveaux antibiotiques sur le marché (Figure 2). 
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Figure 2 Graphique montrant le nombre et le type de nouveaux antibiotiques sur le 

marché de 1980 à 2016. Extrait de Bassetti et al25. 

Il existe cinq principaux modes d’action pour les molécules antibiotiques : 

l’inhibition de la synthèse de la paroi bactérienne, l’inhibition de la synthèse 

protéique, l’inhibition de la synthèse des acides nucléiques, l’inhibition du 

métabolisme des folates et l’interaction avec la membrane plasmique. Nous 

allons plus particulièrement nous intéresser à ce dernier mode d’action. 

 

a) Les peptides 

Les peptides sont des polymères d’acides aminés. Ceux ayant des 

propriétés antibactériennes sont composés de 12 à 50 acides aminés26. Ils 

présentent une structure amphiphile avec un côté de la molécule renfermant 

une forte proportion d’acides aminés cationiques polaires (lysine, histidine 

etc…), et l’autre côté une forte proportion d’acides aminés plus apolaires 

(valine, leucine etc…), couplés à un groupement fortement apolaire comme 

des cycles aromatiques ou des chaines alkyles (Figure 3) 
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Figure 3 Structure chimique de la daptomycine 

 

 La plupart de ces peptides antibactériens sont naturels car il est encore 

assez difficile de concevoir de nouveaux peptides en tenant compte des 

propriétés physicochimiques des différents d’acides aminés composant ce 

peptide27. Il est néanmoins possible d’obtenir de ces nouveaux peptides en 

utilisant des techniques de fermentation28. Il faut trouver un équilibre entre 

des paramètres multiples et très divers comme la charge globale, la structure 

secondaire ou encore la taille, car chacun de ces paramètres influera sur 

l’activité antibactérienne de la molécule. Un changement de nature d’un seul 

acide aminé peut conférer au peptide des propriétés antibactériennes29. La 

partie polaire de ces peptides est souvent cationique et ils sont en général plus 

actifs sur les bactéries gram-positives que gram-négatives, sans que l’on ait 

encore clairement établi la raison30. En revanche, les peptides antibactériens 

présentent en général une cytotoxicité et une activité hémolytique26. Ces 

activités sont dues au désassemblage de la membrane plasmique des 

érythrocytes car ces peptides ont une grande affinité avec cette dernière31. Un 

autre problème majeur est leur grande sensibilité à la dégradation par les 

peptidases et on cherche de ce fait de nouveaux peptides résistants à ces 

enzymes32. Il est communément admis que le mécanisme d’action de ce type 

de molécules repose sur l’interaction avec les lipopolysaccharides des 

bactéries gram-négatives, ou avec les acides lipotéichoïques des bactéries 

gram-positives. Ils interagissent ensuite avec la membrane interne 

phospholipidique, en s’insérant dans de manière parallèle à l’orientation de la 
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bicouche. Ils peuvent ainsi modifier la forme de la structure, en l’amincissant, 

en modifiant son potentiel électrostatique, ou en causant des perturbations très 

locales. Ils peuvent également traverser complètement cette membrane pour 

atteindre des cibles internes27,33. Par exemple, elles peuvent également former 

un adduit avec l’ADN de la cellule pour empêcher celle-ci de se répliquer34. 

Plus récemment, les chimistes tentent de légèrement modifier la structure des 

peptides pour réduire leur cytotoxicité vis-à-vis des cellules eucaryotes tout en 

tentant de garder les propriétés antibactériennes. Il faut également que ces 

peptides aient une activité spécifique aux bactéries, si ce n’est pas le cas, ces 

derniers peuvent former des pores dans les cellules sanguines et ainsi avoir 

une activité hémolytique qui va rendre le composé toxique35. On peut citer 

l’exemple d’un analogue de la gramicidine S36, dont les propriétés 

hémolytiques ont été baissées de 80 à 14% en introduisant une modification 

d’angle sur le peptide sur une distance de 9 carbones. (Figure 4) 

 

 

 

Figure 4 Structure chimique de la gramicidine S (A) et de son analogue synthétique 

(B), où la D-phénylalanine-proline a été remplacé par un acide γ-aminé avec un cycle 

thiazole. 

D’autres peptides, totalement synthétiques, comme le BRBR-NH2 (Figure 

5), ont montré une concentration minimale inhibitrice de 50% de la croissance 

du micro-organisme (CMI50) de 6,25 µM pour les souches multi-résistantes de 

S.aureus , tout en montrant un très faible pouvoir d’hémolyse (<1% pour 

100µM)37. 
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Figure 5 Structure chimique du BRBR-NH2 

 

 

b) Les céragénines 

Les céragénines sont des dérivés d’acides biliaires dont la partie apolaire est 

constituée d’un noyau stérol et dont les têtes polaires sont polycationiques. 

Comme les peptides antibactériens, ces composés ont le plus souvent des 

activités sur les bactéries gram-positives, mais certains composés ont 

également une très forte affinité avec les membranes contenant une forte 

proportion de PE ou de lipides neutres et peuvent donc lyser les membranes 

de bactéries gram-négatives38. Les problèmes liés à leurs activité hémolytique 

peuvent être résolus de plusieurs façons : en les couplant à des nanoparticules 

avec pour lien une fonction imine qui se rompt en milieu acide39, ou en les 

formulant avec des copolymères pour améliorer leur sélectivité40. Leur 

interaction avec la membrane interne provoque une dépolarisation de celle-ci 

et peut entrainer la mort de la cellule pour les composés les plus efficaces41. 

Les avantages de ces composés comparativement aux peptides sont qu’ils sont 

plus faciles à synthétiser à grande échelle et qu’ils sont résistants aux 

peptidases dans la mesure où ce ne sont pas des peptides. 

c) Les dérivés de sucre 

Dans la littérature, les aminoglycosides sont connus comme antibactériens 

depuis longtemps, pour leur capacité à se lier à l’acide ribonucléique (ARN) 

ribosomique 16S et ainsi empêcher la synthèse protéique des bactéries42. 

Récemment, la structure de ces composés, fortement polaires grâce à la 

présence de sucres, a été modifiée en y incorporant des chaines alkyles ou 
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aromatiques apolaires. En jouant sur la nature et le nombre des unités de 

sucres ainsi que sur leurs groupements amino ou hydroxy, on pourrait 

synthétiser une très grande variété d’aminoglycosides amphiphiles. 

 Des études ont été menées pour tenter de synthétiser des dérivés à 

cytotoxicité réduite tout en conservant leurs propriétés antibactériennes43,44. 

Ces composés sont actifs majoritairement sur les membranes des bactéries 

gram-positives26. Néanmoins, il a été démontré in vitro que ces composés 

pouvaient avoir une affinité aussi pour le LPS aussi proche que la polymixine 

B44. Au niveau du mécanisme d’action précis sur la membrane, il semblerait 

que ces dérivés s’attachent aux acides lipotéichoïques de la membrane 

plasmique des bactéries, ce qui causerait une dépolarisation, puis une 

perméabilisation de la membrane45,46. 

 

d) La reutéricycline 

La reutericycline est produite par Lactobacillus reuteri. Sa structure 

chimique a été totalement élucidée en 2000.47 (Figure 6). 

 

 
Figure 6 Structure chimique de la reutericycline 

 

Le composé agit à la manière des acides organiques comme l’acide 

acétique ou l’acide sorbique : c’est un ionophore des protons H+ et dissipe le 

potentiel membranaire de la bactérie. Sa grande hydrophobie lui procurant 

une valeur de CMI50 bien inférieure à celle des acides organiques qui sont 

très polaires et donc qui donc sont peu d’affin pour la membrane48. L’activité 

biologique de ce composé est donnée dans le Tableau 1. 
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Tableau 1 Activités biologiques de la reutericycline sur divers agents 

microbiologiques. Extrait de Gänzle48. 

 Organismes MIC (µg.mL-1) 

Lactobacille 30 souches (17 espèces) 0,09-0,14 
Enterococci 4 souches d’E.faecium et   Enterobacter faecalis 0,9-2,5 

Staphylocoque 7 souches de S.aureus 0,06-0,16 
Bacille 9 souches 0,13-0,26 

Entérobactéries gram-négatives 6 souches d’E.coli et de Salmonella enterica >100 
Entérobactéries mutantes 

sans LPS 
E.coli et S.enterica 10-20 

Levure et fungi 3 champignons filamenteux et 1 levure >100 

 

 

La reutéricycline présente d’excellentes activités sur les bactéries gram-

positives, mais pas sur les gram-négatives. Le LPS empêche visiblement la 

molécule de passer et de pénétrer dans la membrane car la molécule est 

beaucoup plus active sur les souches ne présentant pas de LPS. Elle n’a pas 

d’activité significative sur les champignons filamenteux et les levures48. 

 

2. Les antifongiques 

Ces dernières années, les progrès des protocoles médicaux ont permis 

d’augmenter significativement la durée de vie des patients immunodéprimés, 

comme les malades du cancer, les personnes atteintes du SIDA ou les 

personnes ayant reçu une transplantation d’organe. Concernant ces patients, 

les cas de mycoses ont grimpé en quelques dizaines d’années. Ainsi, il est 

nécessaire de développer de nouveaux traitements antifongiques49. Les 

antifongiques peuvent agir de différentes manières sur le champignon. Ils 

peuvent être un inhibiteur de la succinate déshydrogénase, inhiber la 

biosynthèse des ergostérols ou agir directement sur la membrane plasmique. 

C’est ce dernier mode d’action que nous allons plus particulièrement étudier 

par la suite. 

 

a) Les antifongiques agissant sur la membrane plasmique des 

champignons 

Les antifongiques qui agissent sur la membrane des champignons sont tous 

des polyènes. Le plus représentatif d’entre eux est l’amphotéricine B (Figure 

7). Ce dernier figure sur la liste des médicaments essentiels selon l’OMS50.  
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Figure 7 Structure chimique de l’amphotéricine B 

 

Il a été isolé de Streptomyces nodosus. Son mécanisme d’action est que 

cette molécule peut se fixer aux ergostérols de la membrane plasmique des 

fungus, grâce aux nombreuses doubles liaisons51 présentes sur la molécule 

ainsi que grâce au résidu mycosamine52. Il forme ainsi des canaux au travers 

de la membrane et ainsi la perméabilise de manière que les ions puissent 

traverser cette membrane plasmique53. Il est utilisé depuis les années 60 en 

tant que thérapeutique mais il souffre néanmoins de nombreux effets 

secondaires, notamment à cause de sa très bonne affinité avec les autres 

stérols, qui constituent une grande proportion des lipides des cellules 

eucaryotes y compris humaines. Il entraine donc des dommages aux cellules 

rénales et cause des dysfonctionnements du rein à 30% des patients54. Il est 

intéressant de noter que chez d’autres macrolides, comme la nystatine, la 

toxicité affecte les cellules en fonction des propriétés biophysiques de leurs 

membranes plutôt que de leurs compositions chimiques. En effet, il a été 

montré que la nystatine pouvait former des pores dans des membranes 

phospholipidiques dépourvues de stérols55. De la même manière que toutes 

ces différentes structures, il est nécessaire que les molécules soient à la fois 

apolaires afin de pénétrer les membranes plasmiques lipidiques des micro-

organismes. Elles doivent cependant être aussi solubles dans l’eau afin de 

pouvoir être utilisés pour des applications de désinfections. Ainsi ces 

molécules devront comporter une structure amphiphile comme c’est le cas des 

molécules tensioactives. 

3. Les tensioactifs 

On appelle communément un tensioactif une molécule amphiphile (ou 

amphipolaire) composée d’au moins deux groupements ayant des affinités 

opposées pour un solvant donné (ici l’eau) : un groupement hydrophile (partie 

polaire) et un groupement hydrophobe (partie apolaire). La partie polaire peut 

être cationique, anionique, ou simplement constituée d’un enchainement de 

plusieurs hétéroatomes. Dans la suite de la thèse, on parlera de « tête 
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polaire ». La partie apolaire est constituée d’une ou plusieurs chaînes 

hydrocarbonées, linéaires ou ramifiées, aliphatiques ou aromatiques (Figure 

8). 

 

 
Figure 8 Structure générale des tensioactifs 

 

Ces molécules ont la capacité de s’adsorber aux surfaces et aux interfaces 

entre deux phases non miscibles afin de diminuer l’énergie libre globale du 

système.  Un tensioactif va s’adsorber à l’interface eau/air ou eau/huile, avec 

la tête polaire orientée vers la phase aqueuse, et la queue apolaire orientée 

vers l’air ou l’huile, afin de réduire le contact entre la chaîne hydrophobe et 

l’eau. Cela a pour effet de diminuer la tension superficielle (eau/air) ou 

interfaciale (eau/huile), qui représente le travail nécessaire pour augmenter 

l’unité de surface de l’aire interfaciale entre les deux phases. La tension de 

surface eau-air égale à 72,8 mN/m (à 20°C), peut alors diminuer jusqu’à des 

valeurs de l’ordre de 20-30 mN/m en présence de tensioactif. La diminution 

de tension superficielle est reliée à la concentration en tensioactif56,57. A faible 

concentration, la tension de surface diminue au fur et à mesure de l’adsorption 

des tensioactifs à la l’interface, jusqu’à atteindre la saturation.  À partir d’une 

concentration appelée concentration micellaire critique (CMC),  les molécules 

tensioactives vont s’auto-associer en micelles (de taille de l’ordre de 10 à 100 

Å) ou agrégats 58,59, qui permettront de protéger les chaînes hydrophobes du 

contact de l’eau.  

 

 



47 

 
Figure 9 Organisation en solution des tensioactifs en fonction de la concentration 

 

La CMC est étroitement liée à la nature chimique et structurale du 

tensioactif (Figure 9). En effet, sa solubilisation dans l’eau étant 

principalement due à la polarité de sa tête, une modification, même minime, 

de sa queue peut entrainer une diminution drastique de sa CMC, ainsi que de 

la forme de la micelle ou de l’agrégat obtenu56. La formation des micelles (à 

des concentrations supérieures à la CMC) est gouvernée par l’équilibre entre 

les forces attractives entre chaînes hydrocarbonées, qui cherchent à minimiser 

le contact avec les molécules d’eau, et les forces de répulsion entre chaînes 

polaires (d’autant plus si elles sont chargées), qui sont en contact avec l’eau. 

De manière à diminuer l’énergie globale du système, les molécules de 

tensioactifs vont s’organiser de manière à respecter toutes ces contraintes. Les 

agrégats formés auront tendance à posséder une phase organique interne 

protégée par les têtes polaires, dans laquelle il n’y aura pas d’eau60. La forme 

en 3 dimensions que prennent ces objets dépend de la structure de la molécule 

tensioactive. Israelachvili a développé un modèle utilisant le paramètre 

d’empilement p pour déterminer le type de structure supramoléculaire que 

vont adopter les tensioactifs selon la formule61 : 
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𝑝 =  
𝑣

𝑎0𝑙𝑐
 

Où v est le volume occupé par la queue hydrophobe, lc sa longueur 

maximale et a0 la surface maximale occupée par la partie hydrophile (Figure 

10).  

 

 
Figure 10 Relation entre la structure et la nature du tensioactif et son organisation 

dans le milieu aqueux. Extrait de Rico-Lattes62. 

 

Les tensioactifs peuvent être classés en fonction de :57,63,64 

 

• Leur solubilité 

• Leur type de tête polaire (non-ionique, 

anionique, cationique ou zwitterionique, voir 

paragraphe ci-après) 

• Leurs origines (synthétiques ou issues 

d’agroressources) 
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Le principal attrait de ces molécules est leur affinité avec les interfaces de 

type huile/eau ou air/eau. Elles ont des propriétés intéressantes en tant que 

mouillant65, dispersant66, anti-moussant67 solubilisant68, émulsifiant69, 

détergent70 et antiseptique71. C’est particulièrement sur ces deux dernières 

propriétés que notre étude va porter.  

 

a) Les tensioactifs anioniques 

Les tensioactifs anioniques sont chargés négativement après dissociation 

dans l’eau. Ces composés sont parmi les plus usuels car ils sont faciles à 

produire et sont donc relativement peu couteux. La tête polaire anionique peut 

être un carboxylate, un sulfate ou un sulfonate. Les plus anciens connus sont 

les carboxylates. Ils sont obtenus par hydrolyse d’ester gras et sont 

historiquement connus pour leurs propriétés de détergence car ils entrent en 

grande partie dans la composition du savon. Ce sont des acides faibles, 

sensibles au pH de l’eau. Le tensioactif anionique le plus utilisé actuellement 

reste le laurylsulfate de sodium (dodécylsulfate de sodium, ou SDS, Figure 

11) : 

 
Figure 11 Structure du dodécylsulfate de sodium 

 

Il est utilisé en pharmacie ou dans l’industrie alimentaire pour ses propriétés 

moussantes et détergentes. Ces tensioactifs anioniques ne sont pas conçus 

pour être antiseptiques, ils ont même la capacité d’interagir avec les charges 

positives d’un composé antibactérien afin de l’inactiver, comme avec la 

chlorhexidine72. Néanmoins, il a déjà été observé que le SDS diminue 

fortement le nombre de cellules viables de Listeria monocytogenes (Gram-

positive) en solution mais n’affecte pas le nombre de cellules viables d’E.coli 

(Gram-négative)73. Il semblerait que l’effet biocide serait uniquement lié à la 

nature du micro-organisme74. Ce n’est donc pas ce type de tête polaire que 

nous allons choisir pour synthétiser nos molécules. 

 

b) Les tensioactifs cationiques 

Les tensioactifs cationiques présentent une charge positive et sont soit des 

sels d’amine primaire, secondaire ou tertiaire, soit des sels d’ammoniums 

quaternaires, ionisés après solubilisation dans l’eau, soit des amidiniums 

(Figure 12). Les dérivés d’amine primaire, secondaire et tertiaire sont 

stables dans l’eau uniquement à des pH acides, et sont insolubles dans des 
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pH supérieurs à 7. Les composés quaternaires ne sont pas affectés par ces 

changements de pH. Ils sont très étudiés pour leur pouvoir antiseptique75. 

 
Figure 12 Structure chimique des principaux tensioactifs 

d’ammoniums/d’amidiniums 

 

 De plus en plus, les chimistes se tournent vers des structures 

polycationiques avec plusieurs fonctions ammonium pour lutter contre les 

bactéries multi-résistantes. Par exemple, le composé PQ-11,11 (Figure 13), 

dérivé de l’herbicide paraquat, permet d’atteindre une CMI50 de 2 µmol.mL-1 

pour E.coli, S.aureus et E.faecalis76. 

 
Figure 13 Structure du PQ-11,11 

 

En augmentant encore le nombre de fonctions ammoniums quaternaires, la 

molécule 12(3)2(3)12 (Figure 14) avec une charge nette de +3 a été obtenue. 
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Elle possède une CMI50 de 1µg.mL-1 contre une souche de S.aureus obtenue 

dans un hôpital et déjà résistante aux ammoniums quaternaires77. 

 
Figure 14 Structure du 12(3)2(3)12 

 

Il semblerait que le mécanisme par lesquels ils détruisent les bactéries soit le 

même que celui des peptides antibactériens : la perméabilisation de la 

membrane interne phospholipidique78. Ainsi, nous avons jugé que cette tête 

polaire était très intéressante pour la lyse cellulaire.  

 

c) Les tensioactifs zwitterioniques 

Les composés zwitterioniques (Figure 15) comportent à la fois une charge 

positive et une charge négative en solution, et sont stables à la fois en pH 

acide et alcalin. Ils possèdent des capacités antibactériennes à faible 

concentration79,80. Par exemple la sulfobétaïne P16S3 a une CMI50 entre 10 et 

50 µg/mL sur 5 souches différentes de bactéries et une levure81. Ce type de 

tensioactif a été envisagé car ces composés possèdent des activités 

intéressantes. Néanmoins cela ne semble pas être la tête polaire la plus 

intéressante comparativement aux tensioactifs cationiques dans le cadre de la 

lyse cellulaire. En effet, la littérature est peu abondante sur les propriétés 

biocides et détergentes de ces composés. 

 
Figure 15 Structure du P16S3 

 

d) Les tensioactifs non-ioniques 

Ces molécules n’ont pas de charge nette mais sont fortement polaires grâce 

à une succession de groupements constitués d’hétéroatomes (ester, éther, 

alcool, amide etc..). Ils sont particulièrement connus pour leurs propriétés 

détergentes, notamment le Triton X-100. Ce dernier entre dans la formulation 

de nombreux produits de nettoyage82 et il a la capacité de perméabiliser les 

membranes des cellules eucaryotes, ce qui lui donne de nombreuses 

applications en biologie83 (Figure 16). Cette tête polaire est donc intéressante 

car les propriétés détergentes de ce type de molécules peuvent être utiles pour 

la lyse des micro-organismes. 
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Figure 16 Structure du Triton X-100 

 

III. Les cibles biologiques 
1. L’enveloppe bactérienne. 

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires ubiquitaires 

procaryotes. Elles représentent la forme de vie la plus ancienne sur Terre et 

seraient apparues il y a 3,2 milliards d’années84. Parmi toutes les espèces 

connues, deux types de morphologies prédominent. Les bactéries de forme 

ronde sont appelées des coques, et les bactéries en forme de bâtonnets sont 

appelées les bacilles. Une autre manière de classifier les bactéries consiste à 

les distinguer en fonction de la composition de leur paroi par la coloration de 

Gram. Ainsi on désigne les bactéries comme gram-négatives ou gram-

positives.  

 

 

Figure 17 Schéma de la paroi d’une bactérie. a correspond aux bactéries gram-

positive. b correspond aux bactéries gram-négative. Extrait de Cabeen et al85. 

 

Les bactéries gram-positives possèdent une paroi composée d’une épaisse 

couche de peptidoglycane (20-80 nm, Figure 17) dans laquelle sont inclus 

des fragments d’acides téichoïques et d’acides lipotéichoïques. Le 

peptidoglycane est un polymère d’acides aminés et de sucres plutôt 

hydrophile, qui forme une macrostructure qui dessine la paroi de la bactérie. 

Cette paroi permet donc à la bactérie de résister aux tensions mécaniques 

(notamment la pression osmotique), mais elle est cependant poreuse et donc 

perméable aux différentes molécules que peut comporter le milieu.  Les 
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acides téichoïques et lipotéichoïques enchâssent la structure de la paroi 

jusqu’à la membrane plasmique, ces derniers permettent l’adhésion de la 

bactérie aux surfaces et la formation du biofilm86–88 et sont immunogènes89.  

Les bactéries gram-négatives possèdent, quant à elles, une couche de 

peptidoglycane beaucoup plus mince (de l’ordre de 5 nm, Figure 17), une 

membrane externe riche en lipopolysaccharides (LPS) et des lipoprotéines 

incluses dans cette couche externe permettent de maintenir la structure de la 

bactérie90. La couche lipopolysaccharidique est composée d’un antigène O, 

hydrophile, d’un domaine core oligosaccharidique et d’un lipide A, 

hydrophobe, directement exposé au milieu externe. Il permet ainsi à la 

bactérie de se prémunir contre les agressions chimiques, notamment liées aux 

interactions entre le lipide A et les molécules antibiotiques91.   La membrane 

externe de ces bactéries est traversée par des porines qui permettent la 

diffusion passive de petites molécules hydrophiles92. Les deux types de 

bactéries possèdent un espace périplasmique (extrêmement fin chez les 

bactéries gram-positives, non représenté sur le schéma, Figure 17) dans 

lequel de nombreux phénomènes biochimiques peuvent avoir lieu, comme la 

détoxification par la bactérie des antibactériens comme décrit chez 

Escherichia coli93. Les bactéries, bien qu’ayant été utilisées par l’Homme 

pour de nombreuses applications telles que les processus de fermentation, 

peuvent causer des maladies. Certaines souches de bactéries sont dites 

pathogènes car elles peuvent pénétrer l’intérieur des cellules des espèces 

animales et provoquer des infections. Par divers mécanismes, elles peuvent 

même infecter les tissus internes les plus éloignés du milieu extérieur, réputés 

stériles94. La membrane plasmique de ces bactéries est composée de 

phospholipides, dans des proportions et des natures très variées selon le genre 

et l’espèce95,96.  

2. L’enveloppe fongique 

Les champignons (ou fungi) sont des eucaryotes unicellulaires ou 

pluricellulaires à mi-chemin entre les végétaux et les animaux. Ils sont 

apparus sur Terre entre -900 et -1000 millions d’années avant notre ère97. Ils 

ne possèdent pas de chlorophylle, ils sont donc hétérotrophes. Les 

champignons filamenteux  sont pluricellulaires et peuvent synthétiser des 

métabolites secondaires complexes qui peuvent être des mycotoxines98. Les 

levures en revanche sont unicellulaires et ne produisent pas d’hyphes à leur 

état morphologique standard. La paroi des champignons est constituée de 

β(1-3) glucane et de chitine formant une structure en forme de panier et lui 

permet de résister à la pression hydrostatique interne (Figure 18)99.  
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Figure 18 Schéma de l’organisation structurelle de la paroi cellulaire de 

champignons pathogènes.22 

Ce polysaccharide est lui-même lié à d’autres polysaccharides ou protéines 

en fonction de l’espèce étudiée. La paroi est quant à elle extrêmement 

variable en fonction de l’espèce étudiée. Par exemple, pour la levure 

pathogène Candida albicans, la paroi est composée de β(1-3) glucane et de 

β(1-6) glucane liés à de la chitine et à des mannoprotéines100. La membrane 

plasmique de ces champignons est composée majoritairement d’ergostérols, 

de sphingolipides ainsi que de glycérophospholipides. Les proportions de ces 

différents types de lipides changent aussi en fonction de de l’espèce, mais 

c’est l’ergostérol qui permet aux champignons de conserver une fluidité 

membranaire101. De même que les bactéries, les champignons peuvent être 

cultivés par l’Homme pour de nombreuses applications, comme la production 

de biomolécules, mais ils peuvent aussi engendrer des pathologies. Les 

champignons peuvent poser des problèmes respiratoires ainsi que des 

infections, notamment chez les personnes immunodéprimées102. Nous allons 

ensuite voir de manière plus précise comment est organisée les membranes 

plasmiques des micro-organismes. 

3. Composition des membranes plasmiques et modèles 

biomimétiques 

Les membranes plasmiques constituent une barrière séparant l’intérieur des 

cellules de leur environnement. Elles sont sélectives aux ions et protéines et 

sont le siège de nombreuses réactions enzymatiques et participe aux cascades 

de signalisation cellulaire103. Les membranes plasmiques sont des entités très 
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complexes composées d’une centaine de molécules de lipides dans lesquels 

sont enchassées des protéines transmembranaires comme des canaux 

ioniques104,105, des récepteurs transmembranaires106,107 ou encore des 

antigènes108,109. La partie lipidique des membranes plasmiques a lontemps été 

considérée comme jouant uniquement un rôle structurel. Depuis plusieurs 

années, il exsite de plus en plus d’évidences que ces lipides jouent également 

un rôle fonctionnel en adoptant une organisation particulière et dynamique 

autour des protéines. Il existe trois grandes classes de lipides dans les 

membranes plasmiques : les phospholipides, les stérols et les sphingolipides. 

Les deux dernières classes peuvent former des nano ou microdomaines de 

structure plus rigide jouant un rôle de plateforme clef dans les processus de 

signalisation cellulaire110 (Figure 19). Dans le cas des bactéries, les lipides 

majoritaires sont des phospholipides : le phosphatidyléthanolamine ainsi que 

le phosphatidylglycerol111. Dans le cas des champignons, les lipides 

majoritaires sont des stérols comme l’ergostérol96 : 

 

Figure 19 Schéma de la membrane plasmique d’une cellule 
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Figure 20 Schéma en trois dimensions de la membrane plasmique. Les différents 

domaines lipidiques sont visibles avec les changements de couleurs. Extrait de Segin 

et al112. 

 

Vu la complexité des membranes plasmiques, il est nécessaire de simplifier 

le système si on veut étudier les aspects moléculaires de leur interaction avec 

une molécule bioactive (Figure 20). 

Les liposomes sont les modèles les plus représentatifs des membranes 

cellulaires. Néanmoins, ils présentent des limitations. Jusqu’à présent ce sont 

principalement des modèles symétriques c’est à dire avec les feuillets externe 

et interne de composition similaire alors que les cellules vivantes possèdent 

quant à elles des membranes plasmiques de composition asymétriques entre 

les feuillets interne et externe. Cette asymétrie joue un rôle important dans de 

nombreux processus cellulaires, comme par exemple le phénomène de 

résistance aux antibiotiques des bactéries gram-négatives où des transports 

actifs de molécules antibactériennes à l’extérieur de la membrane ne peut se 

faire qu’en présence d’une membrane asymétrique113.  

Dans le cadre de cette thèse nous allons nous intéresser plus 

particulièrement à la perméabilisation de modèles biomimétiques et à la 

spécificité des intéractions entre les molécules testées et les lipides 

membranaires bactériens. 
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4. Micro-organismes testés dans le cadre de la thèse 
a) Les bactéries 

En s’appuyant sur les données de la Figure 1, on peut voir qu’en 

s’intéressant à 3 bactéries (E.coli, S.aureus et P.aeruginosa), nous totalisons 

déjà 43% des cas d’infections nosocomiales. L’équipement pour manipuler 

les micro-organismes au sein du laboratoire étant classé L1, nous avons 

choisi des souches de classe 1. Nous avons donc sélectionné pour cette thèse 

une souche non-pathogène d’E.coli ainsi que Micrococcus luteus et Bacillus 

subtilis. Le choix s’est porté sur ces trois bactéries comme modèles car elles 

représentent une grande variabilité en termes de morphologie. 

Escherichia coli est un bacille de type gram-négatif. Elle est anaérobie 

facultative, catalase-positive et oxydase-négative114. C’est la bactérie la plus 

étudiée par les microbiologistes. Elle compose environ 80% de la flore 

intestinale des êtres humains et est la plupart du temps non pathogène. Les 

souches pathogènes entraînent des gastro-entérites, méningites, septicémies et 

infections urinaires. Il y a ces dernières années une recrudescence de cas de 

diarrhées dans les pays en développement causé par des souches pathogènes 

d’E.coli115. Chez l’humain, les infections par E.coli se font le plus 

généralement par la voie gastro-intestinale.  Les cas d’infections du tractus 

urinaires sont dus à E.coli dans 90% des cas116. E.coli n’est par ailleurs pas 

épargnée par le phénomène de la résistance aux antibiotiques. La souche 

ST131,  résistante aux β-lactamines et aux carbapénèmes, inquiète la 

communauté des chercheurs car elle possède des propriétés 

hyperendémiques117. Elle est également comparable à Pseudomonas 

aeruginosa. Cette dernière est la 4ème bactérie la plus fréquemment rencontrée 

lors des infections nosocomiales (Figure 1). P.aeruginosa est déjà une 

bactérie assez résistante par sa physiologie grâce à la relative imperméabilité 

donnée par sa membrane externe118 ainsi que son système de pompes à efflux 

très efficace119. Elle continue néanmoins de développer de nouvelles 

résistances aux antibiotiques : il a été montré qu’en présence d’une pression 

de sélection causée par les antibiotiques, on voyait l’apparition assez rapide 

d’une résistance à la tétracycline120. Des cas d’infection urinaires par des 

P.aeruginosa résistant aux carbapénèmes ont également été rapportés121 Sa 

membrane plasmique est majoritairement composée de 

phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylglycérol (PG) et de  

cardiolipine (CL)122. 

Micrococcus luteus est une bactérie saprotrophe de morphologie coque de 

type gram-positive. Les cellules sont généralement disposées sous formes de 

grappes irrégulières. M. luteus est oxydase positive et aérobie stricte123. 

Micrococcus est un genre de bactérie présent dans les poussières, le sol, l'eau 

et l'air. Ces bactéries font partie de la flore naturelle de la peau des 

mammifères. Elles colonisent les muqueuses, la bouche et les voies 
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respiratoires humaines. M.luteus est considéré comme un pathogène 

opportuniste. Nous nous sommes intéressés à cette bactérie en particulier car 

M.luteus se révèle proche de Staphylococcus aureus en termes de 

morphologie et du point de vue phylogénétique. Comme indiqué dans la 

Figure 1, S.aureus est responsable à lui-seul de 13,83% des infections 

nosocomiales. De plus, on commence à voir l’émergence de souches multi-

résistantes, par exemple à la méticilline124. Ces dernières développent 

également une résistance supplémentaire à la vancomycine125. Sa membrane 

plasmique est majoritairement composée de  dimannosyldiacylglycérol 

(DMDG), PG et CL122. 

Bacillus subtilis est une bactérie de la famille des Bacilliaceae de 

morphologie bacille et de type gram-positive. Elle est catalase-positive et 

assure sa mobilité avec un flagelle. Elle est non pathogène mais est 

néanmoins un bon modèle pour mimer Bacillus anthracis, bactérie 

responsable de la maladie du charbon, Bacillus cereus, responsable 

d’intoxications alimentaires. Cette bactérie est intéressante également car le 

genre Bacillus possède un moyen de résister aux antibiotiques via l’utilisation 

de protéine ribosomales de protection qui peuvent les rendre résistant à la 

streptogramine A ou à la lincomycine126. Sa membrane plasmique est 

majoritairement composée de PG, PE et CL38. 

b) Les levures 

Une grande proportion des infections nosocomiales par les champignons est 

due à Candida albicans, notamment par les voies urinaires127. Cette espèce 

connait également le phénomène de résistance aux antifongiques. Le cas de la 

résistance à la 5-fluorocystéine a été décrit128. Ainsi, nous nous sommes 

intéressés à trois levures du genre Candida. 

Candida kefyr est une levure isolée de produits laitiers et se reproduit par 

bourgeonnement multilatéral. Elle se révèle être un pathogène opportuniste et 
peut provoquer des infections pulmonaires, des lésions superficielles de la 

peau et des septicémies. Cette levure peut infecter des patients atteints de 

pathologies sanguines129 ou de leucémie130. 

Candida krusei est une levure retrouvée dans des aliments comme la 

viande, les fruits, les produits laitiers, le vin, la bière. C’est un agent 

pathogène opportuniste des infections cutanéo-muqueuses et unguéales, et 

entraine des diarrhées, ainsi que des septicémies chez les patients 

immunodéprimés. Elle peut également causer l’arthrite fongique131, mais 

cause plus fréquemment des endocardites ou des candidoses rénales132. 

Candida tropicalis est une levure qui peut être trouvée dans le sol, dans 

l’eau ou dans les végétaux. C’est également un pathogène opportuniste qui 

provoque chez l'homme des onyxis, des infections superficielles cutanéo-
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muqueuses mais peut aller jusqu’à des infections profondes : pulmonaires, 

urinaires et des septicémies. C. tropicalis a tendance à infecter les patients 

atteints de cancer ou qui ont des traitements avec des antibiotiques à large 

spectre133. 

c) Les champignons filamenteux 

Les infections par les champignons filamenteux ne sont pas fréquentes dans 

les infections nosocomiales car ce sont des pathogènes opportunistes qui 

n’affectent que les patients atteints de pathologie graves, qui, avant même 

l’infection, ont la plus faible immunité ainsi que le plus haut taux de 

mortalité134. Ainsi, nous nous sommes intéressés à trois champignons 

filamenteux différents. 

Alternaria alternata est un champignon filamenteux isolé le plus souvent 

d'échantillons de plantes, de terre ou de nourriture. C’est également un 

phytopathogène et un allergène. Il affecte le plus souvent l’appareil 

respiratoire135. On recense des cas d’infections après une transplantation136,137. 

Cladosporium cladosporioides est un champignon pigmenté filamenteux 

extrêmement commun. C’est également un phytopathogène et un allergène. Il 

est connu pour infecter les poumons138 et la peau139. 

Fusarium solani est un champignon filamenteux ubiquitaire que l’on 

retrouve habituellement dans le sol. C’est un phytopathogène pouvant causer 

plusieurs maladies sur le blé140. Il peut causer des pneumonies, des sinusites 

et des endophtalmies141. 

IV. Les azobenzènes 

Ces dernières années, plusieurs groupes ont synthétisé des tensioactifs en 

choisissant des azobenzènes comme groupement apolaire4,5. Nous allons voir 

par la suite quel peut être l’intérêt de choisir cette fonction chimique 

particulière et comment la synthétiser. 

1. Propriétés 

Un azobenzène a été pour la première fois synthétisé en 1856142. Ce 

groupement correspond à deux groupements phényles liés par une double 

liaison N=N. Cette double liaison entre les deux atomes d’azote est 

nativement sous forme trans mais elle peut néanmoins être isomérisée sous 

forme cis avec une irradiation lumineuse comprise entre 300 et 380 nm, en 

quelques picosecondes. L’isomérisation de cis vers trans peut, elle, se faire 

avec une irradiation entre 400 et 450 nm, ou 254 nm (Figure 21). C’est le 

phénomène de photoisomérisation. Celui-ci peut aussi être effectué via un 

chauffage thermique mais sera beaucoup plus long, de quelques millisecondes 

à plusieurs jours143. 
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Figure 21 Photoisomérisation de l’azobenzène 

 

Cette isomérisation implique un véritable changement structurel dans la 

molécule. Le trans-azobenzène présente des cycles aromatiques légèrement 

inclinés de 17,5° par rapport au plan C-N=N144, et un moment dipolaire de 

0,5 D145. En revanche, pour l’isomère cis, la distance entre les deux 

carbones les plus éloignés n’est plus que de 5,5 Å, les deux groupements 

phényles forment alors un angle de 56° avec le plan C-N=N et la molécule 

présente un moment dipolaire de 3,1 D. (Figure 22). Le comportement en 

solution aqueuse de ces 2 composés sera très différent. Ainsi, un composé 

trans aura plus de facilité à former des structures comme des agrégats ou 

des micelles dans l’eau (en raison de son caractère plan), mais il sera moins 

soluble que le même composé sous forme cis (grâce au moment dipolaire 

différent plus important de ce dernier). 

 

 

 
Figure 22 Représentation des distances dans le trans-azobenzène et le cis-azobenzène 

 

 

Ce mécanisme d’isomérisation des azobenzènes reste encore controversé 

de nos jours. Il y a quatre mécanismes différents qui ont été proposés en 

fonction des différentes substitutions sur les groupements aromatiques : 
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rotation, inversion, inversion concertée et rotation assistée par une 

inversion146–150. Lors d’une rotation, la rupture de la liaison π de la double 

liaison N=N va entrainer la libre rotation d’un cycle aromatique autour de la 

liaison N-N. provoquant la modification de l’angle dièdre C-N-N-C (l’angle 

N-N-C reste aux alentours de 120°). Pour le mécanisme d’inversion, un seul 

groupement phényle se déplace jusqu’à un angle N=N-C de 180°, un atome 

d’azote adopte donc une liaison sp linéaire tandis que la liaison π reste 

inchangée, comme l’angle dièdre C-N=N-C. Il résulte de cela une inversion 

dans le plan de la molécule d’un des phényles en passant par un état de 

transition semi-linéaire. Le mécanisme d’inversion concertée implique un 

état de transition linéaire, ceci est dû au fait que l’angle N=N-C doit rester 

de 180° durant le déplacement des deux groupements phényles. Enfin, le 

mécanisme de rotation assistée par une inversion va impliquer 

simultanément la rupture de la liaison π de la liaison N=N, une faible 

modification des angles N=N-C mais une forte modification de l’angle 

dièdre C-N=N-C. Cet état de transition particulier ne présente aucun 

moment dipolaire. (Figure 23). 
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Figure 23 Mécanismes proposés dans la littérature pour l’isomérisation cis/trans des 

azobenzènes. 

2. Synthèse 

Malgré le fait que les azobenzènes soient étudiés depuis près de 150 ans142, 

il n’existe en réalité que trois stratégies de synthèse pour les obtenir : la 

création d’une double liaison N=N à partir de synthons indépendants, la 

modification d’une liaison N-N préexistante, ou un réarrangement143,145,151. 

 

a) Création de la liaison N=N à partir de synthons 

L’oxydation des amines aromatiques primaires est l’une des nombreuses 

routes possibles afin d’obtenir une grande variété d’azobenzènes symétriques. 

De nombreux agents oxydants sont possibles, les plus communs restent les 

agents à base de manganèse KMnO4
152,153 (Figure 24, en présence de sulfate 

de fer ou de cuivre) et MnO2
154,155. Il est également possible d’utiliser l’acide 

métachloroperbenzoïque (m-CPBA)156. 
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Figure 24 Exemple de dimérisation oxydante153 

 

D’autres oxydes métalliques peuvent aussi être utilisés pour faire cette 

transformation. Les métaux possibles sont l’argent143,157–159, le plomb160,161, le 

mercure162,163 ou le cérium164. Néanmoins, ces réactions reposant toutes sur un 

mécanisme radicalaire, les rendements sont très dépendants du nombre et de 

la nature des substituants. Ainsi, on observe un nombre conséquent de 

produits secondaires ; ces réactions ne sont donc presque plus utilisées de nos 

jours. A l’inverse, il est possible de procéder à la réduction de nitrobenzène 

pour obtenir des azobenzènes symétriques. De nombreuses méthodes ont été 

mises au point en utilisant des hydrures métalliques tels LiAlH4
165–167 et 

NaBH4
168,169. Ces exemples utilisent des quantités conséquentes de réducteurs 

(en excès ou en quantité stoechiométriques). Il est néanmoins possible 

d’utiliser des réducteurs plus doux comme le glucose170,171, un mélange 

magnésium/acide formique172 ou encore simplement de la soude173 (Figure 

25). 

 

Figure 25 Réduction de dérivés de nitrobenzènes pour l’obtention d’azobenzènes 

symétriques173 

 

Il est aussi possible de passer par de la catalyse métallique afin d’effectuer 

ce type de réaction. Il existe divers exemples utilisant le palladium174, l’or175, 

le ruthénium176 ou le platine177. Dans ce dernier exemple, avec la présence de 

seulement de 5 µmol de nanofils de platine, les auteurs observent une 

conversion de plus de 90% de l’aniline sans observer de produits secondaires 

en fin de réaction. Selon leur mécanisme réactionnel, l’azoxybenzène formé 

in-situ peut toujours être encore réduit en azobenzène via ce même procédé 

(Figure 26). 
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Figure 26 Réduction de dérivés de nitrobenzènes par des nanofils de platine177 

 

Si l’on cherche à obtenir des azobenzènes dissymétriques, il est beaucoup 

plus aisé de passer par un intermédiaire sel de diazonium. Pour cela il faut 

former ce sel de diazonium in situ en utilisant une amine aromatique ainsi 

que de l’acide nitreux, formé lui aussi in situ en utilisant du nitrite de 

sodium et un acide fort. On fait ensuite réagir ce sel avec un dérivé 

phénolique ou aminé. Il faut faire très attention au pH lors de la seconde 

étape de cette réaction : afin de maximiser le contact entre le sel du 

diazonium et le dérivé phénolique, il faut impérativement que le pH soit 

légèrement alcalin. Dans le cadre d’un dérivé aminé, il faudra au contraire 

que le pH soit légèrement acide178–180 (Figure 27).  

 

 Figure 27 Mécanisme du couplage diazoïque pour l’obtention d’azobenzènes 

dissymétriques181 

 

Un autre exemple intéressant dans la littérature est la synthèse d’acide 

nitreux en présence d’acide ou de bases supportées, par exemple, la 

Montmorillonite K-10 (argile acide) contenant des ions métalliques Cu2+, 

Fe3+ et Zn2+. L’intérêt ici est que le nitrite de sodium associé à ces ions va 

permettre la synthèse du sel de diazonium182. Autre exemple avec 

l’utilisation de l’Amberlyst (polystyrène fonctionnalisé par des acides 

sulfoniques) contenant des macropores, cet Amberlyst pourra même 

supporter le sel de diazonium plutôt que de le former en solution183. Plus 

récemment, une grande innovation a été apportée sur la stabilité des sels de 

diazonium, très réactifs, en formant des catalyseurs acides magnétiques. Ces 
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sels de diazonium sont stables 12-24 mois selon le type de catalyseur. De 

plus, ces synthèses se font sans solvants, en revanche, elles sont jusqu’ici 

limitées aux couplages avec le naphtol (Figure 28)184,185. 

 
Figure 28 Couplage diazoïque utilisant des nanoparticules de fer magnétiques185 

 

Pour réaliser un couplage entre deux amines aromatiques afin d’obtenir un 

azobenzène dissymétrique, un autre choix possible est d’utiliser la réaction 

de Mills. La réaction consiste en l’oxydation d’une amine aromatique en 

dérivé de type nitroso. Le groupement azoté de la seconde amine 

aromatique pourra attaquer l’atome d’azote du dérivé nitroso, pauvre en 

électrons. Ainsi la liaison N-N sera formée. Une simple déshydratation 

mènera au dérivé azobenzénique. Cette réaction se fait en général en 

présence d’acide acétique (Figure 29)181,186. 

 
Figure 29 Mécanisme réactionnel de l’oxydation de Mills181 

 

De manière classique, l’oxydant utilisé pour le passage d’une amine 

aromatique à un dérivé nitroso est l’Oxone®187–190(composé de sels stables 

2KHSO5.KHSO4.K2SO4). Il existe assez peu d’autres exemples utilisant un 

oxydant différent. Il y  a quelques exemples avec acide peracétique191 ou le 

m-CPBA192,193. Néanmoins, les composés nitroso peuvent aussi être obtenus 

par réductions de composés nitroaromatiques. Cette synthèse est one-pot, en 
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utilisant du Zn(0) pour effectuer la réduction du groupement nitro, puis une 

oxydation soit par FeCl2
194 soit par t-BuOCl195. D’une tout autre manière, il 

est possible de faire réagir une hydrazine avec une quinone de manière à 

créer la fonction azobenzène. Il est ainsi possible de fonctionnaliser des 

calix[4]arènes en utilisant du 2,4-dinitrophénylazo en milieu acide196 

(Figure 30). 

 

Figure 30 Fonctionnalisation d’un calix[4]arène par un azobenzène196 

 

b) Modification d’une liaison N-N 

Pour l’obtention d’azobenzène symétrique, une méthode de choix est de 

travailler à partir de dérivés de l’hydrazobenzène, puis d’oxyder le substrat. 

Il est possible d’utiliser du MnO2
197,198, TiCl3/HBr199, voir même du 

Pd(OAc)2
200, le tout en présence de dioxygène ou de péroxyde d’hydrogène. 

Pour l’obtention d’azobenzènes dissymétriques, il est possible de travailler 

avec du N-bromosuccinimide (NBS), associé à des liquides ioniques201 ou à 

de la pyridine202,203 (Figure 31). 

 
Figure 31 Exemple de synthèse d’azobenzène par oxydation de dérivés 

d’hydrazobenzène en utilisant du NBS201 
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A l’inverse, il est aussi possible de faire une réduction d’azoxybenzène 

afin d’obtenir un azobenzène. Différents réducteurs métalliques peuvent être 

utilisés à cette fin, comme Ru/C204, RuCl3
205 ou LiAlH4

206. Il est également 

possible d’utiliser de la biocatalyse avec des levures de boulanger 

(Saccharomyces ceravisiae). Il peut néanmoins y avoir des traces d’anilines 

en fin de réaction207. (Figure 32) 

 

Figure 32 Réduction d’azoxybenzène en présence de levure de boulanger207 

c) Réarrangements 

Il est également possible de faire des réarrangements intramoléculaires 

pour obtenir la fonction azobenzène. On peut utiliser le réarrangement de 

Wallach en utilisant une catalyse acide208 (Figure 33). Il est également 

possible de faire des réarrangements de triazènes209,210 et des 

décompositions/réarrangements d’urées211. 

 

Figure 33 Mécanisme du réarrangement de Wallach208 
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3. Propriétés biologiques des azobenzènes 

Ces dernières annéesun intérêt croissant s’est développé pour les 

azobenzènes par rapport à leurs propriétés biologiques, plus particulièrement 

dans le domaine de la photopharmacologie212, où elle est l’une des fonctions 

chimiques les plus utilisées. En effet, la photoisomérisation cis/trans permet 

par exemple de moduler la neurotransmission213 ou les propriétés 

anticancéreuses des molécules214. Néanmoins, dans la suite de cette partie 

bibliographique, seules les propriétés antibactériennes et antifongiques des 

molécules aux motifs diazo seront abordées. 

 

a)  Azobenzènes antibactériens 

Dans un premier temps, l’incorporation de la fonction azobenzène à des 

structures chimiques déjà bien connues en tant qu’antibactérien a été réalisée. 

C’est par exemple le cas d’une β-lactamine qui a montré des CMI50 de 0,1 à 

10µg.mL-1 pour des bactéries gram-positives et des activités antibactériennes 

semblables contre les bactéries gram-négatives. L’azobenzène ne semble 

jouer aucun rôle dans la mesure où des analogues de cette molécule avec un 

groupement  ont montré elles aussi une bonne activité215. Toujours dans le 

registre des molécules naturelles antibactériennes,  le couplage d’une unité 

d’azobenzène à un groupement flavonoïde216 ou à un acide kojique217 a été 

tenté. Néanmoins, dans ces deux exemples, nous pouvons nous questionner 

sur le rôle de l’azobenzène dans l’activité antibactérienne de la molécule car 

ces molécules sont liées à chaque fois à un groupement déjà connu pour avoir 

des activités antibactériennes. Un autre exemple original, avec un azobenzène 

portant un cycle pyrazole, qui est une structure assez classique dans le design 

de molécules antibactériennes, a montré des CMI50 entre 2 et 8 µg.mL-1 pour 

des souches de bactéries assez différentes. Un travail important de relation 

structure-activité a été effectué mais les auteurs n’ont pas déterminé le rôle de 

la fonction azobenzène218. (Figure 34). 
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Figure 34 Azobenzènes avec un groupement β-lactamine (A), azobenzène dérivés 

d’un flavonoïde (B), azobenzène dérivé de l’acide kojique (C) Azobenzène portant un 

cycle pyrazole (D)215–218 

 

Il y a en revanche un exemple de dérivés de biomolécules dont on a étudié 

l’influence de la photoisomérisation. Les sels biliaires sont des molécules 

amphiphiles naturelles qui, bien que ne présentant pas d’activités 

antibactériennes mais antifongiques et antiparasitaires219, acquièrent des 

propriétés antibactériennes lorsqu’ils sont couplés à un azobenzène. De plus, 

il est possible de jouer sur l’activité antibactérienne de cette molécule avec 

l’isomérisation du trans vers le cis220 (Figure 35). Le rôle de la 

photoisomérisation a été aussi étudié sur des dérivés de quinolones221 ou de 

triméthoprime222. 
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Figure 35 Effet de la photoisomérisation sur l’activité antibactérienne de 

l’azobenzène couplé à un sel biliaire220 

 

Dans le domaine des azobenzènes amphiphiles, dont la cible des auteurs est 

la membrane, un sel d’isothiouronium en solution avec un complexe de cuivre 

a démontré ses propriétés antibactériennes sur P.aeruginosa ainsi que 

S.aureus223. Néanmoins, aucune étude n’a été faite sur la photoisomérisation 

ou sur le rôle de l’azobenzène. En effet, la photoisomérisation, entrainant la 

modification de la structure peut augmenter de manière très importante les 

activités biologiques d’un azobenzène224 qui n’aurait pas d’effet sous sa forme 

trans. De même un autre travail sur des fluorosurfactants avec des sucres 

comme tête polaires a montré que la position du CF3 avait un rôle dans la 

modulation de l’activité antibactérienne225.  Lorsque des azobenzènes 

cationiques et non-ioniques possèdent des sucres comme tête polaire, 

l’isomère trans inhibe la croissance des bactéries tandis que le composé cis 

détruit la membrane des bactéries. Ces composés sont actifs sur les bactéries 

gram-positives, mais seuls les composés avec les sucres composant la 

tobramycine comme tête polaire ont une activité sur P.aeruginosa226 (Figure 

36). 
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Figure 36 Structure des fluorosurfactants (A), des azobenzènes cationiques (B) et des 

azobenzènes avec une tête polaire composée des sucres de la tobramycine (C)225,226 

 

Toujours dans le domaine des tensioactifs, il a été montré que les 

tensioactifs non-ioniques à base d’azobenzène avec des sucres comme tête 

polaire pouvaient inhiber la croissance du biofilm de P.aeruginosa227. La 

croissance du biofilm des bactéries gram-positives peut quant à elle être 

simplement inhibée par de petits azobenzènes assez pauvrement 

fonctionnalisés228,229 (Figure 37). La cible métabolique est ici l’inhibition de 

l’adénosine triphosphate (ATP) synthase et de la protéine kinase. Il conserve 

son activité antibactérienne lorsqu’il est intégré dans une matrice polymère230. 

 
Figure 37 Structure de base du petit azobenzène inhibiteur de la croissance du biofilm 

des bactéries gram-positive228 

 

De manière un peu plus exotique, une équipe de chercheurs a synthétisé des 

azobenzènes contenant un groupe azosilatrane. Ils annoncent des valeurs de 

CMI50 de 200 µg/mL sur S.aureus ou E.coli pour les composés ne portant pas 

de groupement méthyle sur l’azosilatrane. Il n’y a en revanche aucune 

information sur le mode d’action231 (Figure 38).  
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Figure 38 Structure des deux types d’azosilatranes synthétisés231 

 

b) Azobenzènes antifongiques 

La littérature est bien moins abondante en ce qui concerne les azobenzènes 

antifongiques. Certains des composés cités précédemment ont été testés sur 

des champignons dans le cadre d’un screening mais n’ont pas été conçus pour 

être spécifiquement antifongiques. C’est par exemple le cas des sels d’ 

isothiouronium223, de l’azobenzène portant un pyrazole218 ou d’ azobenzène 

incorporé dans une matrice polymère230. Néanmoins, un brevet a été déposé 

en 1998 pour l’utilisation d’azobenzènes en tant qu’antifongique232. Le 

composé le plus efficace comprend un groupement trifluorométhyle en 

position 3. La cible biologique de ce composé est l’inhibition de l’ARN 

polymérase II des champignons, avec une CMI50 in vitro de 5-15 µM pour 

celle de C.albicans. Une dose de 20 mg/kg/jour est aussi efficace qu’une dose 

de 40/mg/kg/jour de fluconazole233. Un autre travail sur des structures assez 

similaires a été effectué, mais cette fois-ci, le but était de tuer des 

champignons phytopathogènes comme Alternaria brassicae. Au final, les 

deux structures les moins encombrées au niveau des cycles aromatiques ont 

été retenues par les auteurs234. (Figure 39). 
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Figure 39 Structure de l’azobenzène breveté le plus prometteur (A) Structure des 

deux composés les plus actifs (B)232,234 

 

Une étude de 2018 sur des azobenzènes portant une base de Schiff a montré 

de fortes propriétés antifongiques contre C.albicans, Scedosporium 

apiospermum et A.fumigatus ainsi qu’un pouvoir antioxydant. La présence de 

l’imidazole est visiblement importante pour l’activité antifongique mais pas 

absolument nécessaire, puisque le composé sans imidazole présente la même 

CMI50 contre S.apiospermum. Aucune étude n’a porté sur l’isomérisation 

cis/trans de ces composés235 (Figure 40).  

 

 

Figure 40 Structure des quatre bases de Schiff portant un azobenzène235 

 

Maintenant que nous avons exposé les têtes polaires qui présentent un 

intérêt pour notre application et le potentiel des azobenzènes pour leurs 

propriétés antibactériennes et antifongiques, nous allons pouvoir aborder les 

familles de molécules que nous avons synthétisées ainsi que leurs propriétés. 

 

c) Toxicité des azobenzènes 

Les azobenzènes pouvant présenter des propriétés biologiques intéressantes, 

il est important de s’assurer au préalable qu’ils ne sont pas nocifs pour la santé 

humaine. Les azobenzènes sont utilisés depuis la fin du XIXème siècle en tant 

que colorant, et tous ne sont pas nocifs181,236. Néanmoins, on rapporte que les 



74 

azobenzènes peuvent générer des métabolites toxiques237, comme des 

nitrosamines ou des naphtols substitués238 pouvant amener, entre autres, à des 

tumeurs de la rate239. La toxicité de ces composés est très liée aux substituants 

portés par les cycles azobenzéniques, il n’est néanmoins pas encore possible 

de dégager une relation entre la structure du composé et sa toxicité238. Lis 

Arias et al. ont réussi par exemple à diminuer la toxicité d’un colorant 

azobenzénique en greffant une tête sucre au colorant240 (Figure 41). 

 

 
Figure 41 Structure d’un colorant portant un D-galactose en position 4’. Extrait de 

Lis Arias240. 

 

Un autre risque de toxicité est la capacité hémolytique des azobenzènes. 

Cette activité est connue depuis les années 1940241. La conception 

d’azobenzène amphiphiles augmente encore les risques de créer des 

molécules avec un fort pouvoir hémolytique car le pouvoir antibactérien 

jouant sur les interactions avec la membrane, l’amphiphilie et les activités 

hémolytiques sont étroitement liées. Ce phénomène est bien connu dans la 

conception de peptides antibactériens, comme le cas du résidus peptidique 

GS14 de la gramicidine S, qui, modifié, permet d’augmenter fortement 

l’amphiphilie ainsi que l’activité hémolytique242, ou au contraire de diminuer 

l’activité hémolytique et augmenter encore l’activité antibactérienne243. 
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2 
LA FAMILLE DES 4-ALKYL-4’-

HYDROXYAZOBÈNZENE (AzoOH) 
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La première famille de molécules étudiée par rapport à ses activités 

antimicrobiennes est celle des AzoOH (Figure 42). Ces composés sont 

utilisés en tant que colorants244. Ils sont également étudiés pour leurs 

propriétés en tant que cristaux liquides245. Ce chapitre présentera dans un 

premier temps la synthèse de ces composés et leurs propriétés physico-

chimiques en solution. Ensuite, leurs propriétés antifongiques et 

antibactériennes seront présentées. Enfin, des expériences de biophysique et 

de modélisation seront discutées afin d’évaluer leur capacité à interagir avec 

la membrane plasmique bactérienne. De plus, ce chapitre tentera de dégager 

les premiers éléments de relations entre la structure chimique et l’activité 

biologique en faisant varier la taille de la queue apolaire.  

I. Synthèse 

Ces molécules représentent une famille de molécules plateformes qui sera 

utilisée pour les synthèses des autres familles de composés tels que les 

AzoPEG et les AzoTAI (voir Chapitres 3 et 4). En effet, il suffira 

simplement de greffer une tête polaire sur la molécule pour la rendre 

amphiphile. Il est déjà montré dans la littérature que des composés proches 

cette famille de molécule avaient des activités biologiques sur les 

champignons phytopathogènes Alternaria brassicae ou Pyricularia oryzae 

(CMI50 comprises entre 12 et 30 µg.mL-1) et sur C.albicans qui peut causer 

des infections chez l’homme (CMI50 comprise entre 5 et 15 µM) 230,232–234. De 

même cette famille est active sur la formation de biofilms de bactéries 

comme S.aureus228,230. Par ailleurs, elle servira de point de comparaison aux 

deux autres familles en termes de propriétés détergentes ou antiseptiques afin 

d’évaluer l’intérêt des têtes polaires greffées pour une propriété donnée 

(Figure 41). 

 

 

 

Figure 42 Structure chimique de RAzoOH 

La présence du groupement hydroxy sur le cycle aromatique en position 4 

est importante pour l’activité biologique, bien que les différents auteurs n’ont 
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pas précisé son rôle exact228,232–234. Cette fonction chimique a été gardée dans 

la conception des molécules antibactériennes et antifongiques228,232–234. Pour 

la queue apolaire, il a été choisi de greffer un groupement hexyle (R = 

(CH2)5CH3), un groupement butyle (R = (CH2)3CH3), un groupement éthyle 

(R = CH2CH3) et enfin une absence de queue apolaire (R = H). Cette 

diminution progressive de la longueur de la chaîne apolaire permettra 

d’apprécier l’influence de celle-ci sur l’activité biologique. En effet, il est 

visiblement conseillé de garder la position en para du cycle la moins 

substituée possible afin de maintenir l’activité, comme le suggèrent les 

précédents travaux232,234. Les chercheurs ayant synthétisé des azobenzènes 

avec un groupement hydroxy en para ont tous utilisé la réaction de couplage 

diazoïque en utilisant de l’acide nitreux formé in situ par l’action d’un acide 

sur le nitrite de sodium. Ce réactif permet d’obtenir de bons rendements tout 

en tolérant une grande variété de substituants sur l’azobenzène227–229,234. La 

synthèse de ces azobenzènes avec un groupement hydroxy en para aurait pu 

être faite à partir d’un réarrangement de Wallach à partir 

d’hydroxyazobenzène. Néanmoins il aurait été nécessaire de synthétiser 

préalablement l’hydroxyazobenzène, ce qui aurait rajouté une étape 

supplémentaire dans la synthèse208. Il n’est pas non plus possible de passer 

par un réarrangement de benzotriazoles car cette réaction ne donne que 

l’hydroxyazobenzène substitué en ortho151. Ainsi, c’est pour ces raisons que 

la synthèse des AzoOH dans ce travail a été calquée sur les travaux de 

F.Mangin246 qui utilise un couplage diazoïque. Ce dernier permet d’obtenir en 

une étape l’azobenzène désiré, en partant de phénol et des différents 4-

alkylanilines178,179,246,247 (Figure 43). 

 

 

Figure 43 Synthèse des composés de la famille AzoOH 

La réaction étant à la base adaptée pour la synthèse de BuAzoOH, la baisse 

de rendement pour HexAzoOH peut être expliquée par la mauvaise solubilité 

de l’hexylaniline dans l’eau (même sous sa forme protonée) et donc la 

mauvaise mise en contact des réactifs. De plus, la présence de produits 

secondaires, comme de l’aniline oxydée, réduit encore le rendement en 

rendant la séparation difficile.  
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II. Propriétés physico-chimiques 

Pour évaluer les propriétés tensioactives de cette famille de molécules, leur 

capacité à s’adsorber à une interface air-eau a été déterminée en mesurant la 

diminution de la tension de surface d’une solution aqueuse contenant la 

molécule à différentes concentrations. Les résultats pour la variation de cette 

tension de surface sont indiqués dans le Tableau 2.  

 

Tableau 2 Variation maximale de la tension de surface de l’eau observée des 

différents composés de la famille AzoOH à 25°C dans l’eau 

 HAzoOH EtAzoOH BuAzoOH HexAzoOH 

ΔCMC 

(mN.m-1) 

0 0 0 5,1 

 

 

Même avec le composé HexAzoOH qui est le seul capable de baisser la 

tension de surface de la solution, on n’observe aucun phénomène de rupture 

de pente (Données non-montrées). En effet, Les composés étudiés ne se 

comportent pas comme les tensioactifs classiques qui présentent, dans le 

graphique de la tension de surface en fonction de la leur concentration dans la 

phase aqueuse, une rupture de pente à la concentration correspondant à la 

concentration micellaire critique. Il est donc impossible de déterminer une 

CMC. Leur insolubilité partielle en milieu aqueux et leur faible 

amphiphilicité est en effet défavorable à leur adsorption à une interface. Cette 

famille de molécules est donc peu susceptible d’interagir avec une membrane 

biologique, correspondant à une interface hydrophobe/hydrophile plus 

complexe.   

 

III. Propriétés antifongiques et antibactériennes 
1. Propriétés antifongiques 

Un screening à la concentration de 30 µg/mL sur 3 levures (Candida 

krusei, Candida kefyr et Candida tropicalis) et 3 champignons filamenteux 

(Alternaria alternata, Fusarium solani et Cladosporium cladosporiodes) a 

été réalisé afin de voir si ces composés présentaient un intérêt sur ce type de 

microorganismes. Chaque expérience est réalisée en triplicata. Un 

antifongique agissant sur la membrane des champignons, l’amphotéricine 

B50–53, a été aussi testé en tant que témoin positif. Les résultats du screening 

des levures sont présentés dans la Figure 44.  
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Figure 44 Inhibition de la croissance des levures en présence des AzoOH 

HAzoOH et EtAzoOH inhibent complètement la croissance des 3 levures 

à 30µg/mL. BuAzoOH en revanche n’inhibe la croissance de C.tropicalis 

qu’à 80%. HexAzoOH a une mauvaise activité, à part sur C.kefyr où il inhibe 

sa croissance à plus de 90%. Dans le cas des 3 levures, les AzoOH arrivent à 

avoir une activité comparable ou meilleure au témoin positif. Les résultats du 

screening pour les champignons filamenteux sont présentés dans la Figure 

45. 

 

 

 

Figure 45 Inhibition de la croissance des champignons filamenteux en présence des 

AzoOH 

HAzoOH, EtAzoOH et BuAzoOH inhibent 100% de la croissance des 3 

champignons filamenteux à 30 µg/mL. HexAzoOH a une activité plus faible 

puisque l’inhibition de la croissance atteint seulement 50% pour 

C.cladosporiodes, 40% pour F.solani et 90% pour A.alternata. Cela semble 

cohérent avec des travaux précédents qui fixaient la CMI50 d’HAzoOH à 
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12,51 µg/mL pour A.alternata234. Pour les 3 champignons filamenteux, on 

arrive également à avoir des résultats comparables ou meilleurs par rapport 

au témoin positif.  

Il est intéressant de noter que les activités sur l’inhibition de la croissance 

des champignons sont inversement proportionnelles à la taille de la queue 

apolaire.  

 

2. Propriétés antibactériennes 

La croissance des 3 souches E.coli, M.luteus et B.subtilis  a été testée via un 

screening pour mesurer les pourcentages d’inhibition sur 24 heures des 

composés AzoOH. Ces expériences ont été réalisées en triplicata. Les 

résultats pour l’inhibition de la croissance d’E.coli sont dans la Figure 46. 

Les valeurs sont comparées avec une molécule antibactérienne, la 

polymyxine B, agissant sur les membranes des bactéries gram-négatives en 

tant que témoin positif.  Il s’agit d’un peptide tensioactif qui se lie au LPS des 

bactéries gram-négatives et qui perméabilise la membrane externe248. Il est 

notamment utilisé dans le cas d’infections par des souches de P.aeruginosa 

résistantes aux carbapénèmes249. 

 

Figure 46 Inhibition de la croissance d’E.coli en présence d’AzoOH 

HexAzoOH arrive à inhiber 100% de la croissance du micro-organisme, et 

ce, même à la concentration la plus faible testée. BuAzoOH a une faible 

activité sur la croissance d’E.coli quant à EtAzoOH il n’en a quasiment 

aucune. À l’inverse, HAzoOH n’a aucune activité sur la croissance maximale 
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en 24h (avec une exception à la concentration la plus forte testée, 120 µg/ml) 

mais présente une influence sur d’autres paramètres des cinétiques de 

croissance. En effet, les temps de latence et le taux de croissance µ peuvent 

aussi être modifiés par l’action de la molécule. Le temps de latence 

correspond à l’intervalle de temps entre le début de la mise en culture et le 

début de la phase de croissance exponentielle de la bactérie. Le taux de 

croissance µ correspond à la vitesse relative de croissance durant la phase 

exponentielle (c’est la vitesse absolue rapportée à la biomasse totale). Ainsi, 

les temps de latence et les taux de croissance sont indiqués dans la Figure 47 

pour cette molécule. Nous n’avons pas pu déterminer le taux de croissance et 

le temps de latence à 120 µg/mL car la bactérie ne s’est absolument pas 

développée à cette concentration. 

 

 

Figure 47 Taux de croissance (µ) et temps de latence d’E.coli en présence de 

HAzoOH 

À la concentration de 60 µg.mL-1, la bactérie a un temps de latence qui est 

double par rapport au témoin, indiquant que la molécule entraine déjà un 

retard de la phase de croissance à cette concentration qui ne montre pas de 

pourcentage d’inhibition significatif sur 24h, ce temps permettant encore à la 

DO maximale d’être atteinte. En deçà de cette concentration, le temps de 

latence est inchangé. Pour le taux de croissance, il est possible de constater 

qu’il est deux fois inférieur au témoin à 60 µg.mL-1, et qu’il remonte de 

manière dose dépendante à une valeur non significativement différente du 

témoin à partir de 7,5 µg.mL-1. Ainsi, HAzoOH agit sur la vitesse de la phase 
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exponentielle à partir de 15µg.mL-1 puis également sur la durée de la phase 

de latence à partir de 60 µg.mL-1 pour aboutir à une inhibition totale sur 24h à 

120 µg.mL-1.  

La Figure 48 porte sur l’inhibition de la croissance de M.luteus par les 

AzoOH. Un antibactérien capable d’interagir avec les membranes plasmiques 

des bactéries gram-positives, la daptomycine, a été utilisé en tant que témoin-

positif. Ce lipopeptide est capable de dépolariser la membrane plasmique250. 

 

 

 

Figure 48 Inhibition de la croissance de M.luteus en présence d’AzoOH 

Les composés HexAzoOH, BuAzoOH et EtAzoOH sont 

actifs à 100% peu importe les concentrations. Ils restent au-dessus de la 

CMI50 de la daptomycine mais uniquement parce qu’ils n’ont pas été testés à 

une concentration aussi basse (Tableau 1). HAzoOH perd toute activité en 

deçà de 15 µg/mL. Il apparaît ainsi que les composés de la famille AzoOH 

perdent assez rapidement leurs activités antibactériennes lorsqu’ils n’ont plus 

de queue apolaire. En regardant de plus près les cinétiques de croissance de 

M.luteus en présence de HAzoOH (Figure 49, les concentrations 120 µg.mL-

1 et 60 µg.mL-1 n’ont pas été représentées car la bactérie ne s’est pas 

développée), il apparaît que quand il n’y a pas inhibition de la croissance, le 

composé n’a ni effet sur le temps de latence, ni sur la phase exponentielle.  
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Figure 49 Cinétique de la croissance de M.luteus en présence d’HAzoOH 

À la concentration de 30 µg.mL-1, la phase exponentielle est extrêmement 

ralentie. Le taux de croissance moyen du témoin est de 0,026 h-1, le taux de 

croissance moyen à cette concentration est de 0,017 h-1, cela fait 66% de 

moins. Ainsi, comme observé sur E.coli, HAzoOH semble avoir une action à 

la fois sur le temps de latence, en empêchant de faire entrer la bactérie en 

phase exponentielle, mais également sur le taux de croissance µ en le 

diminuant significativement.  La Figure 50 concerne l’inhibition de la 

croissance de B.subtilis par les AzoOH. 
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Figure 50 Inhibition de la croissance de B.subtilis en présence d’AzoOH 

Cette seconde bactérie gram-positive semble être beaucoup plus sensible 

aux azobenzènes de cette famille. En effet HexAzoOH, BuAzoOH et 

EtAzoOH inhibent totalement la croissance de la bactérie. Même à la 

concentration la plus faible, ils sont bien plus efficaces que la daptomycine 

dans ces conditions (Tableau 3). En regardant les cinétiques de la croissance 

de B.subtilis (Figure 51, les concentrations 120 et 60 µg.mL-1 n’ont pas été 

représentées car la bactérie ne s’est pas développée à ces concentrations), on 

observe que HAzoOH n’a aucun effet sur la phase exponentielle ou sur taux 

de croissance en deçà de 30 µg.mL-1. 
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Figure 51 Cinétique de la croissance de B.subtilis en présence d’HAzoOH 

En revanche, à la concentration de 30µg.mL-1, le temps de latence passe en 

moyenne à 18,4 h alors que pour le témoin, il est de 4,1h, soit plus de 4 fois 

moins. A cette concentration, on observe en revanche une augmentation du 

taux de croissance de la phase exponentielle puisqu’au bout de 24h, la 

bactérie est au même niveau que le témoin (on passe d’un taux de croissance 

de 0,06 pour le témoin à 0,12 pour la concentration de 30 µg.mL-1). Ainsi 

HAzoOH inhibe à 100% la croissance de la bactérie aux 2 concentrations les 

plus fortes testées, mais aux concentrations testées inférieures à 60µg/mL, 

l’activité sur l’intensité de cette croissance est perdue. Ces résultats vont dans 

le même sens qu’une autre étude sur des azobenzènes possédant un hydroxy 

en position para et des groupements alkyls sur le cycle aromatique. Les 

auteurs, après une étude de docking, visaient l’inhibition de l’ATP synthase 

des bactéries et obtenaient des CMI50 de l’ordre de quelques dizaines de 

µg.mL-1 pour des hydroxyazobenzène substitués228–230.  

 

En regardant les CMI50 (Tableau 3), on voit que HAzoOH est à part dans 

la famille des AzoOH car c’est la seule qui a vraiment des CMI50 très 

élevées. Ainsi, on peut suspecter un mécanisme d’action différent de 

l’inhibition de l’ATP synthase par cette molécule. Il est également intéressant 
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de noter que HAzoOH diminue le taux de croissance et le temps de latence 

d’E.coli et M.luteus, mais ne diminue que le temps de latence pour B.subtilis. 

EtAzoOH et BuAzoOH ont des CMI50 faibles uniquement pour les bactéries 

gram-positives, indiquant possiblement une influence de la composition de 

l’enveloppe bactérienne dans l’accès à la cible cellulaire. HexAzoOH se 

distingue aussi par sa capacité à empêcher la croissance des 3 types de 

souches à la concentration la plus faible en faisant la molécule la plus 

efficace de la famille contre les bactéries. La présence d’une queue apolaire 

ainsi que sa taille semblent ainsi être des facteurs conditionnant l’activité 

antibactérienne de cette famille de molécules.  

 

Tableau 3 Détermination des CMI50 d’E.coli, M.luteus et B.subtilis pour les 

composés de la famille AzoOH 

CMI50 (µg/mL) E.coli M.luteus B.subtilis 

HAzoOH 120 30 60 

EtAzoOH >120 3,75 3,75 

BuAzoOH >120 3,75 3,75 

HexAzoOH 3,75 3,75 3,75 

Polymyxine 3,75 - - 

Daptomycine - 2 30 

 

En conclusion de cette partie, nous pouvons dire que les résultats obtenus 

sur les levures et les champignons filamenteux sont assez semblables au 

niveau de l’ordre d’efficacité des membres de la famille AzoOH ainsi que 

pour l’intensité de l’inhibition de la croissance. Il semble ainsi que si des 

composés avec une bonne activité antibactérienne sont recherchés, il faut une 

longue queue hydrophobe sur le cycle azobenzénique alors que pour une 

bonne activité sur l’inhibition de la croissance des champignons, il faut une 

molécule comportant une courte queue apolaire voir pas de queue apolaire du 

tout. Alors que le but recherché ici est d’interagir avec la membrane 

plasmique, ces premiers résultats indiqueraient un mode d’action différent de 

la famille des molécules sur les cellules bactériennes et fongiques. En effet, 

selon la littérature, ces azobenzènes sans queue apolaire inhiberaient l’ARN 

polymérase II des champignons232 tandis que le mode d’action de ces 

azobenzènes sans queue apolaire sur les bactéries serait l’inhibition de l’ATP 

synthase et de la protéine kinase, selon une expérience de docking228. Si 

l’hypothèse d’une action au niveau des membranes cellulaires est envisagée, 
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une interaction des cycles aromatiques des molécules dépourvues de queues 

apolaire avec les molécules d’ergostérol fongique pourrait être la source de 

ces différences de comportement. En effet, en l’absence de ce type de 

molécule dans les membranes bactériennes, la présence d’une queue apolaire 

pourrait devenir nécessaire à l’insertion dans la membrane. Ainsi, 

l’interaction des composés AzoOH avec des modèles de membranes 

bactériennes va être étudiée pour voir s’il est possible que le mécanisme 

d’action soit une lyse de la membrane plasmique. 

IV. Perméabilisation des liposomes 

Le pouvoir perméabilisant des AzoOH synthétisés est évalué en formant 

des liposomes dont les proportions en lipides membranaires bactériens (PE, 

PG, CL et DGDG) sont les plus proches des compositions que l’on peut 

trouver dans la littérature38,122. Les résultats de la perméabilisation des 

liposomes mimant la composition de la membrane plasmique d’E.coli sont 

présentés dans la Figure 52. 

 

 

 

 

Figure 52 Mesure de perméabilisation des liposomes mimant la membrane 

plasmique interne d’E.coli en fonction de la concentration en AzoOH. Les liposomes 

sont constitués d’un mélange PE/PG/CL (70/25/5). La concentration en 

phospholipides est de 11,1 µmol.L-1. La barre verticale noire correspond à la 

concentration à laquelle on atteint un rapport azobenzène/phospholipides de 1. 

HAzoOH et EtAzoOH n’ont aucun effet perméabilisant, quelle que soit 

leur concentration. HexAzoOH et BuAzoOH, quant à eux, perméabilisent 
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les liposomes de manière négligeable à des rapports molécules/lipides 

inférieurs à 1, plus proches de la réalité pharmacologique. On voit malgré 

tout qu’à des concentrations supérieures de 1’ordre de 100 µmol.L-1, ces 

derniers peuvent perméabiliser les liposomes à hauteur de 30%. Cela nous 

indique que l’activité antibactérienne de ces composés n’est pas liée à une 

perméabilisation totale de la membrane interne d’E.coli.  

La perméabilisation de liposomes mimant la composition de la membrane 

plasmique de M.luteus est exposée dans la Figure 53.  

 

 

Figure 53 Mesure de perméabilisation des liposomes mimant la membrane 

plasmique interne de M.luteus en fonction de la concentration en AzoOH. Les 

liposomes sont constitués d’un mélange PG/DMDG/CL (63/32/5). La concentration 

en phospholipides est de 10,8 µmol.L-1. La barre verticale noire correspond à la 

concentration à laquelle on atteint un rapport azobenzène/phospholipides de 1. 

 

Comme dans le cas précédent, EtAzoOH et HAzoOH n’ont aucun pouvoir 

de perméabilisation de ces liposomes. BuAzoOH perméabilise les liposomes 

à hauteur de 40% pour des concentrations élevées de l’ordre de 120 µmol.L-1. 

HexAzoOH provoque entre 3 et 8 % de perméabilisation pour des rapports 

molécules/lipides de 0,2 à 1. Par contre, pour des rapports supérieurs, la 

perméabilisation atteint des valeurs de 90% pour une concentration de 120 

µmol.L-1. Il existe donc bien un effet de la longueur de la chaîne sur l’activité 

perméabilisante de ces composés vis-à-vis de la membrane plasmique de 

M.luteus.  Cela nous indique qu’au vu de l’activité antimicrobienne de ces 

composés sur M.luteus, celle-ci n’est pas liée à une perméabilisation totale de 

la membrane interne de M.luteus.  
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La même expérience a été menée avec des liposomes mimant la 

composition de la membrane de B.subtilis (Tableau 4). 

Tableau 4 Perméabilisation des liposomes mimant la membrane plasmique interne 

de B.subtilis par les différentes molécules de la famille AzoOH à différentes 

concentrations. Les liposomes sont constitués d’un mélange PG/PE/CL (81/14/5). La 

concentration en phospholipides est de 30,4 µmol.L-1. 

 HAzoOH EtAzoOH BuAzoOH HexAzoOH 

Perméabilisation à un 

rapport 

azobenzène/phospholipide 

de 0,75 

 

0% 

 

0% 

 

0% 

 

0% 

Perméabilisation à un 

rapport 

azobenzène/phospholipide 

de 12 

 

0% 

 

0% 

 

0% 

 

0% 

 

 

Tous les composés, même pour des concentrations élevées correspondant à 

des rapports molécules/lipides supérieurs à 1, présentent une activité 

perméabilisante nulle vis-à-vis d’une membrane biomimétique de B. subtilis. 

Sachant que cette bactérie est à priori la plus sensible au pouvoir 

antibactérien des AzoOH, cela indique clairement que le mécanisme de ces 

propriétés antibactériennes n’est pas lié à une perméabilisation de la 

membrane interne de B.subtilis.  

Il semblerait que les AzoOH synthétisés dans ce travail aient des affinités 

pour PE et DMDG. En effet, c’est sur les liposomes modèles d’E.coli et de 

M.luteus qu’on a observé les plus fortes activités de perméabilisation. 

Inversement, les liposomes modèles de B.subtilis, constitués de plus de 74% 

de PG ne sont jamais perméabilisés par les AzoOH. Il semblerait donc que 

les interactions entre PG et la famille AzoOH soient inexistantes ou très 

faibles.  

En conclusion de ces expériences, ces résultats indiquent que pour 

l’ensemble des AzoOH et des 3 bactéries, le mécanisme d’action de ces 

molécules ne semble pas passer par une perméabilisation totale de la 

membrane interne. Néanmoins, certains composés semblent interagir avec la 

membrane lipidique. L’analyse plus détaillée de cette interaction est 

investiguée au moyen de la modélisation moléculaire.  
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V. Modélisation de l’insertion dans une bicouche 

lipidique 

La procédure IMPALA a été appliquée afin d’évaluer les capacités 

d’insertion de la molécule au sein d’une bicouche phospholipidique6. La 

contrainte énergétique totale de la molécule en fonction de la position de son 

centre de masse dans la bicouche est représentée dans la Figure 54. Une 

contrainte energ&tique négative témoigne d’une interaction favorable avec le 

composé favorisant sa traversée de cette bicouche implicite. 

 

 

Figure 54 Evolution de la contrainte énergétique d’une molécule d’AzoOH en 

fonction de la position de son centre de masse dans une membrane implicite selon la 

procédure IMPALA. La ligne marron verticale à -18Å et +18 Å correspond à la limite 

entre le milieu aqueux et la partie polaire de la bicouche. La ligne violette verticale à -

13,5 Å et +13,5 Å correspond à la limite entre les têtes polaires et cœur hydrophobe 

de la bicouche implicite.  La ligne verticale noire correspond au centre de la bicouche. 

 

Cette figure montre que tous les membres de la famille des AzoOH ont 

globalement le même profil énergétique lors de leur traversée de la bicouche. 

Une chute de la contrainte énergétique totale est observée lorsque la molécule 

atteint l’interface entre la phase aqueuse externe et la partie polaire de la 

bicouche avec un premier minimum énergétique situé au niveau de la partie 

polaire de la bicouche. Ensuite, un second minimum en énergie existe au 

niveau de la partie hydrophobe de la bicouche. Une remontée de la contrainte 

énergétique est présente à l’approche du centre de la bicouche. Cela indique 
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que les molécules peuvent pénétrer dans une bicouche lipidique mais vont 

plus vraisemblablement rester à l’interface de celle-ci plutôt que pénétrer en 

profondeur dans la membrane. La traversée de la bicouche par cette famille 

de molécule est plutôt défavorable d’un point de vue énergétique. Enfin, en 

comparant les molécules entre elles, on peut voir que la pénétration de 

l’HexAzoOH est la plus favorable car c’est la molécule dont la contrainte 

énergétique diminue le plus à l’approche de la bicouche (la contrainte 

énergétique passe de 6,9 Kcal.mol-1.Å-² dans l’eau à -2,1 Kcal.mol-1.Å-² à 

l’interface eau/tête polaire des lipides). Par contre, HAzoOH présente le 

profil énergétique le moins favorable à une pénétration dans une bicouche 

lipidique puisque la variation d’énergie est bien moindre (2,7 Kcal.mol-1.Å-² 

à -1,7 Kcal.mol-1.Å-²). Ainsi, il semblerait que la longueur de la queue 

apolaire est importante pour pouvoir interagir avec la bicouche 

phospholipidique. Ces conclusions vont dans le même sens que les résultats 

d’activités antibactériennes présentés plus haut.  

VI. Modélisation des interactions avec les lipides 

membranaires 

La méthode de docking Hypermatrix a été utilisée pour étudier la 

spécificité d’interaction avec les lipides membranaires bactériens ainsi que 

pour avoir une description atomique de l’interaction entre les molécules 

AzoOH et les lipides. Les différences entre les énergies d’interactions des 

AzoOH avec les lipides bactériens par rapport aux énergies d’interactions 

que les AzoOH peuvent avoir avec eux-mêmes sont affichées dans la Figure 

557. 
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Figure 55 Différences entre les énergies d’interactions des AzoOH avec les lipides 

bactériens par rapport aux énergies d’interactions avec eux-mêmes dans un 

assemblage multimoléculaire calculé par la méthode de docking Hypermatrix. PG 

correspond au phosphatidylglycérol, PE correspond au phosphatidyléthanolamine, CL 

correspond à la cardiolipine, DGDG correspond au digalactosyldiacylglycérol. 

 

Les énergies d’interactions pour PG, CL et DGDG sont toutes positives ou 

nulles, ce qui indique qu’il est peu probable qu’ils interagissent avec ces 

lipides au niveau de la membrane. Une énergie d’interaction négative entre 

HAzoOH, EtAzoOH, BuAZoOH et PE apparaît également mais est 

toutefois très faible. Si PE était favorable à l’interaction des AzoOH dans les 

membranes bactériennes, les compositions membranaires renfermant plus de 

PE devraient être plus sensibles, ce qui n’est pas constaté dans nos résultats. 

Les activités antibactériennes des AzoOH ne semblent donc pas corrélées à 

une interaction avec les lipides de la membrane plasmique.  

VII. Conclusion 

Une famille de quatre dérivés d’azobenzène sans tête polaire a été 

synthétisée. Comme attendu, ces molécules n’ont pas un effet important sur 

la tension de surface dû à leur faible amphiphilicité. Aucune valeur de 

concentration micellaire critique n’a été déterminée, indiquant que les 

azobenzènes de cette famille s’adsorbent difficilement à une interface 

hydrophile/hydrophobe. D’une part, le screening contre les champignons 

s’est révélé positif pour les molécules avec la plus petite queue apolaire. 

D’autre part, deux de ces composés (EtAzoOH et BuAzoOH) ont une faible 
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CMI50 face aux bactéries gram-positives, HexAzoOH a une faible CMI50 à la 

fois contre les bactéries gram-positives et négatives, et enfin la molécule ne 

possédant pas de queue apolaire présente des CMI50 très élevées. Il apparaît 

déjà au niveau de l’activité antifongique et antibactérienne une divergence 

vis-à-vis de la cible des azobenzènes sans tête polaire dans le mécanisme 

d’action, comme suggéré par des travaux précédents où la cible des composés 

antibactériens était l’ATP synthase et  la cible des composés antifongiques 

était l’ARN polymérase II pour des hydroxyazobenzènes très proches 

structurellement228,232. Pour tenter d’aller plus loin dans la compréhension du 

mécanisme antibactérien de la famille AzoOH, des expériences de 

perméabilisation sur des liposomes modèles mimant la membrane plasmique 

des bactéries étudiées ont été entreprises. La perméabilisation des liposomes 

s’est révélée négative pour les AzoOH à des faibles rapports 

azobenzènes/phospholipides mais s’est révélée positive à des rapports 

azobenzènes/phospholipides élevés. La modélisation de l’interaction avec 

une bicouche lipidique implicite indique en revanche qu’il serait 

théoriquement possible que la molécule pénètre la membrane plasmique sans 

rentrer au cœur de la cellule. Néanmoins, l’énergie d’interaction avec les 

lipides individuels n’est pas du tout favorable. Ceci permet de suggérer que le 

mécanisme d’action des molécules n’est pas une perméabilisation totale de la 

membrane plasmique de la bactérie.  

Ainsi, les molécules actives synthétisées présentent des propriétés 

biologiques intéressantes mais leur mécanisme antibactérien ne semble pas 

avoir de liens avec la membrane plasmique, ce qui était attendu pour des 

molécules non-amphiphiles. La prochaine étape de la thèse est de rendre ces 

molécules affines pour des lipides membranaires bactériens en greffant une 

tête polaire de type triéthylène glycol sur le groupement hydroxyle libre au 

niveau cycle aromatique de l’azobenzène. 
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3 
LA FAMILLE DES TRIÉTHYLÈNE 

GLYCOL MONO(4-
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Dans le but d’améliorer les capacités de déstabilisation des membranes 

cellulaires et de lyser les micro-organismes, la stratégie envisagée dans ce 

chapitre est de greffer une tête polaire de type triéthylène glycol sur les 

composés de la famille AzoOH pour augmenter leur amphiphilie. De plus, ce 

type de groupement chimique est bien connu pour ses activités 

antibactériennes depuis les années 1940251. Les groupements polyéthylène 

glycol de diverses tailles sont des groupements chimiques de choix quand ils 

sont greffés sur un matériau ou une molécule pour augmenter sa        

solubilité252–254 ou ses propriétés antibactériennes255,256 Ainsi seront présentées 

les conditions de réaction en synthèse organique pour effectuer ce greffage, 

les propriétés physico-chimiques en solution des molécules obtenues, leurs 

propriétés antibactériennes et antifongiques, leur capacité à perméabiliser des 

liposomes, et, leur capacité à interagir avec la membrane plasmique par une 

approche de modélisation. De plus, la variation de taille de la queue apolaire 

donnera davantage de renseignements quant àles relations structure-activité.  

I. Synthèse 

Les azobenzènes portant des chaines polyéthylènes glycol sont connus dans 

la littérature pour avoir des applications en catalyse micellaire246, pour 

l’administration de principes actifs de manière ciblée257 ou pour leurs 

utilisations en tant qu’hydrogel190. Une tête polaire a été rajoutée en position 

para sur le cycle aromatique de l’azobenzène. Dans le chapitre précédent, il a 

été montré que cette position était importante pour les activités biologiques, 

mais notre but ici est d’essayer d’augmenter encore ces activités avec le 

greffage d’une tête polaire qui augmentera fortement son amphiphilie. Il a été 

choisi une tête polaire de type triéthylène glycol afin de former des composés 

AzoPEG. En effet, les chaines de ce type sont largement utilisées dans les 

détergents et sont connus pour leur capacité à perméabiliser les membranes 

des cellules eucaryotes82,83. De plus, les chaines polyéthylènes glycols sont 

étudiées depuis longtemps pour leurs propriétés antibactériennes en solution 

et leurs propriétés antiadhésives251,258,259. La synthèse des AzoPEG s’est basée 

sur les travaux de F.Mangin246 (Figure 56). La première étape consiste en 

l’activation d’une fonction alcool primaire du triéthylène glycol avec le 

chlorure de tosyle. Dans la littérature, il existe une autre procédure utilisant de 

la soude dans du tétrahydrofurane (THF), néanmoins les temps de réaction 

sont longs et le rendement n’est que de 28%260. Par la suite, un dérivé AzoOH 

(voir Chapitre 1) préalablement synthétisé a été mis en réaction de 

Williamson avec le triéthylène glycol tosylé. Il est également possible de faire 

cette réaction de Williamson en utilisant l’acétonitrile comme solvant tout en 

gardant les mêmes rendements227,261. Il est également possible de faire cette 

synthèse en condition sans-solvant, mais cette réaction n’est pas sélective et 

donne uniquement le composé ditosylé correspondant262. 
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Figure 56 Synthèse des AzoPEG 

Le composé TREG-Ts se conserve très mal, car une réaction de substitution 

sur le OTs peut se produire même à faible température. De fait, la seconde 

étape étant longue en durée, cela explique les rendements moyens obtenus. 

II. Propriétés physico-chimiques 

Les composés AzoPEG possédant une tête polaire devraient être capables 

de baisser la tension de surface d’une solution aqueuse contenant la molécule 

à diverses concentrations, notamment pour les composés avec les plus 

grandes queues apolaires. Les résultats pour la variation de tension de surface 

en fonction de la concentration en AzoPEG sont représentés dans le Figure 

57.  
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Figure 57 Mesure de la tension de surface en fonction de la concentration en 

AzoPEG. Les carrés noirs correspondent à HAzoPEG, les losanges gris à 

EtAzoPEG, les croix grises à BuAzoPEG et les triangles à HexAzoPEG. 

Les CMC déterminées avec la rupture de la pente de la 

tension de surface apparaissent dans le Tableau 5. 
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Tableau 5 CMC et γCMC mesurées à 25°C dans l’eau pour la famille AzoPEG 

 HAzoPEG EtAzoPEG BuAzoPEG HexAzoPEG 

γCMC 

(mN.m-1) 

0 49,6 ± 1,1 26,7 ± 4,4 29,4 ± 7,4 

CMC 

(µg/mL) 

- 18 ± 1 25 ± 4 24 ± 7 

CMC 

(µmol/L) 

- 6,4 ± 0,3 9,7 ± 1,5 9,9 ± 2,9 

 

HAzoPEG ne présente pas le profil d’une rupture de pente franche et 

présente une γCMC nulle, et ne présentent pas de CMC. De plus, les relatives 

insolubilités à des concentrations plus élevées excluent le fait que la CMC 

soit à des concentrations plus élevées. 

HAzoPEG n’a donc pas de bonnes propriétés d’adsorption aux interfaces, 

cela est probablement dû à un caractère amphiphile qui n’est pas assez 

marqué. Bien qu’EtAzoPEG ne parvienne pas à diminuer la tension de 

surface à une valeur minimale d’une trentaine de mN/m, il présente 

néanmoins un profil de rupture de pente dans le graphe. Ceci indique que ses 

propriétés d’adsorption aux interfaces sont relativement modérées. 

BuAzoPEG et HexAzoPEG ont un comportement assez similaire au niveau 

de l’adsorption sur une surface aqueuse, et ont des CMC et des γCMC 

relativement proches. L’augmentation de la taille de la chaîne apolaire 

entraîne une légère augmentation de la CMC, ce qui est contraire à ce que qui 

est communément observé pour les tensioactifs, où l’augmentation de la taille 

des chaines apolaires diminue la CMC263. Ceci est peut-être lié à la relative 

insolubilité des produits, car on observe l’apparition d’agrégats à des 

concentrations au-delà de la CMC. L’adsorption à l’interface 

hydrophile/hydrophobe des composés BuAzoPEG et HexAzoPEG est 

énergétiquement favorable, cela indique qu’ils peuvent potentiellement 

s’incorporer dans la membrane des bactéries. 

 

III. Propriétés antifongiques et antibactériennes 
1. Propriétés antifongiques 

Le screening de 3 levures (C.kefyr, C.krusei et C.tropicalis) et 3 

champignons filamenteux (A.alternata, C.cladosporiodes et F.solani) a été 

réalisé à une concentration de 30 µg/mL. Ces concentrations sont au-dessus 

de la CMC. Ce screening sur un petit pool de champignons filamenteux et de 
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levures permettra de mettre en lumière le caractère antifongique de ces 

composés. L’amphotéricine B, un antifongique interagissant avec la 

membrane des champignons50–53, a été testé aussi en tant que témoin positif. 

Les résultats du screening des levures sont présentés dans le Figure 58.  

 

 

Figure 58 Inhibition de la croissance des 3 levures en fonction de la concentration en 

AzoPEG 

La croissance de C.krusei est inhibée à peu près à 50% par tous les 

AzoPEG, de même pour l’amphotéricine B. Pour C.kefyr on observe en 

revanche que sa croissance est inhibée à 100% par BuAzoPEG et 

HexAzoPEG. HAzoPEG et EtAzoPEG inhibent la croissance à 50 et 60% 

respectivement, ce qui reste meilleur que le témoin positif. La croissance de 

C.tropicalis est inhibée quant à elle uniquement par EtAzoPEG au-delà de 

50%, ce qui est deux fois moins bien que le témoin. Les autres composés 

montrent peu d’activité. Pour C.kefyr, visiblement plus la queue apolaire est 

grande plus le composé montrera une grande activité antifongique. Cela va à 

l’encontre des observations que l’on pouvait faire sur les AzoOH.  

Les résultats d’inhibitions de la croissance des champignons filamenteux 

sont indiqués dans le Figure 59. 
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Figure 59 Inhibition de la croissance des 3 champignons filamenteux en fonction de 

la concentration en AzoPEG 

L’inhibition de la croissance d’A.alternata se situe entre 40 et 60% pour 

tous les AzoPEG avec une efficacité plus élevée pour les chaines apolaires 

courtes, mais les composés sont peu discriminables à cause des écarts-types 

élevés. Ils ont en revanche significativement moins d’activité que le témoin-

positif. La croissance de C.cladosporiodes est inhibée à 45% pour HAzoPEG 

mais les autres composés ne semblent pas avoir d’activités, contrairement au 

témoin-positif qui a inhibé sa croissance à 85%. Pour F.solani, BuAzoPEG 

et HexAzoPEG n’ont quasiment pas d’activité, EtAzoPEG n’inhibe la 

croissance qu’à 30%, comme l’amphotéricine B. La croissance de ce 

champignon est en revanche inhibée à 100% par HAzoPEG. L’activité 

antifongique est conditionnée à l’absence de queue apolaire pour F.solani et 

C.cladosporiodes. Pour A.alternata, les composés avec une queue apolaire 

sont tous modérément actifs, mais l’inhibition est au-dessus de 50% pour les 

composé avec les queues les plus courtes. Il semble ainsi que pour les 

champignons filamenteux, une absence de queue apolaire est à privilégier 

(C.cladosporiodes, F.solani), alors que dans le cas des levures, des composés 

intermédiaires (C.tropicalis) ou avec une longue queue apolaire (C.kefyr) 

semblent plus efficaces. Cela pourrait indiquer une différence dans les modes 

d’action des molécules selon la morphologie fongique. 

 

2. Propriétés antibactériennes 

Les composés AzoPEG sont donc testés pour leurs propriétés 

antibactériennes sur E.coli, M.luteus et B.subtilis à des concentrations de 3,75 

à 120 µg/mL. Les inhibitions de la croissance d’E.coli par les AzoPEG sont 

présentées dans la Figure 60. 
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Figure 60 Inhibition de la croissance de E.coli en fonction de la concentration en 

AzoPEG 

La croissance de cette bactérie n’est inhibée que par EtAzoPEG. Sa 

croissance est inhibée à plus de 90% jusque 15 µg/mL. En deçà de cette 

concentration, l’activité biologique est quasiment entièrement perdue. 

HAzoPEG, BuAzoPEG et HexAzoPEG n’ont aucun impact sur la 

croissance d’E.coli. Tous les composés AzoPEG n’ont aucune action sur le 

temps de latence ou sur la phase exponentielle de manière générale, à part 

dans les cas d’inhibition totale de la croissance d’E.coli, où la bactérie ne se 

développe pas du tout. (Cinétiques de croissance non-montrées). Il y a 

probablement une spécificité du composé EtAzoPEG car c’est un composé 

intermédiaire au niveau de la taille de la queue apolaire dans la famille des 

AzoPEG. Les pourcentages d’inhibition de la croissance de M.luteus sont 

indiqués dans la Figure 61. 

 

 

Figure 61 Inhibition de la croissance de M.luteus en fonction de la concentration en 

AzoPEG 
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L’inhibition exercée par HexAzoPEG est assez faible, avec une CMI50 de 

30µg/mL. L’inhibition exercée par BuAzoPEG est comparable en intensité 

que celle exercée par EtAzoPEG. L’inhibition de la croissance de M.luteus 

est presque nulle avec le composé HAzoPEG. En revanche, EtAzoPEG est 

la molécule qui inhibe le plus la croissance de la bactérie à partir de 7,5 

µg/mL, avec une inhibition à plus de 70% à cette concentration. L’inhibition 

de la croissance de M.luteus pour les trois plus fortes concentrations 

d’EtAzoPEG est montrée par les cinétiques de croissance dans le Figure 62. 

 

 

Figure 62 Evolution de la croissance de M.luteus en présence d’EtAzoPEG 

Le temps de latence pour les expériences avec différentes concentrations 

d’EtAzoPEG est le même (aux alentours de 5h) pour toutes les 

concentrations où ce composé présente une activité alors que pour le témoin 

on est à 3,5 h. De plus, les bactéries n’atteignent pas de phases exponentielles 

lorsqu’elles sont en présence de ce composé, alors qu’elles ont un taux de 

croissance moyen de 0,08 (pour le témoin). Ce profil d’inhibition est 

généralisable à toute la famille des AzoPEG pour M.luteus. 

En bref, la famille AzoPEG inhibe assez fortement la croissance de 

M.luteus. EtAzoPEG est le composé le plus actif à faible concentration. 

L’absence de chaîne apolaire semble être un problème puisqu’HAzoPEG n’a 

quasiment aucune activité. Les résultats de l’inhibition de la croissance de 

B.subtilis par les AzoPEG sont indiqués dans le Figure 63. 
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Figure 63 Inhibition de la croissance de B.subtilis en fonction de la concentration en 

AzoPEG 

L’inhibition de la croissance de B.subtilis pour la concentration de 120 

µg/mL suit un ordre décroissant avec la taille de la queue apolaire, à savoir 

que la plus forte inhibition est exercée par HexAzoPEG, puis par 

BuAzoPEG, EtAzoPEG et enfin HAzoPEG. En revanche, à partir de 60 

µg/mL, HAzoPEG perd toute activité dès que la concentration diminue. 

BuAzoPEG inhibe à hauteur de 90% B.subtilis même aux concentrations les 

plus faibles. EtAzoPEG garde une activité jusqu’à la plus faible 

concentration mais celle-ci est difficile à qualifier à cause des écarts-types. 

HexAzoPEG inhibe la croissance de la bactérie à moins de 50% à partir de 

15 µg/mL mais impacte déjà les paramètres cinétiques à des concentrations 

inférieures. Les valeurs de taux de croissance µ et du temps de latence dans le 

Figure 62 ainsi que la cinétique de croissance de B.subtilis par les trois 

concentrations les plus faibles sont présentées dans le Figure 64.  
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Figure 64 Evolution de la croissance de B.subtilis en présence d’HexAzoPEG 

 

Figure 65 Temps de latence et taux de croissance de B.subtilis en fonction de la 

concentration en HexAzoPEG 

L’observation d’une action dose-dépendante d’HexAzoPEG est flagrante 

dans la Figure 65 avec une action à la fois au niveau de la pente des phases 

exponentielles et à la fois au niveau du délai précédant leur début. C’est 
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également visible au niveau de la Figure 63 à travers la baisse continue de la 

valeur du taux de croissance et de la hausse du temps de latence en fonction 

de la concentration. Dans la cinétique de croissance de B.subtilis avec  15 

µg.mL-1 d’HexAzoPEG, la phase exponentielle de croissance n’a même pas 

atteint son terme au bout de 24h.  

De manière plus générale, les composés intermédiaires de la famille des 

AzoPEG, EtAzoPEG et BuAzoPEG, sont encore une fois les composés 

présentant les plus grands pourcentages d’inhibition sur 24h comme dans le 

cas d’E.coli et M.luteus. HAzoPEG et HexAzoPEG sont les composés les 

moins efficaces. Une trop longue queue apolaire ou que l’absence de cette 

queue apolaire réduit beaucoup l’activité des AzoPEG. Les CMI50 sont 

présentés dans le Tableau 6. 

 

Tableau 6 CMI50 déterminés pour les différents dérivés d’AzoPEG 

CMI50 

(µg/mL) 

HAzoPEG EtAzoPEG BuAzoPEG HexAzoPEG 

E.coli >120 15 >120 >120 

M.luteus >120 7,5 7,5 7,5 

B.subtilis 120 7,5 3,75 30 

 

De manière générale, l’inhibition de la croissance bactérienne par les 

molécules de la famille AzoPEG suit la même tendance pour les différentes 

souches testées. Il apparaît qu’en présence d’une tête polaire de type 

triéthylène glycol, les azobenzènes ont besoin d’une taille de queue apolaire 

intermédiaire pour être actifs biologiquement avec notamment le cas 

particulier d’EtAzoPEG qui est le seul composé à pouvoir inhiber la 

croissance d’E.coli. L’absence de cette queue apolaire rend la molécule quasi 

inactive, et une taille de queue trop longue semble réduire son activité 

biologique de manière significative. Il est difficile de discriminer EtAzoPEG 

et BuAzoPEG dans le cas des bactéries gram-positives, leurs CMI50 étant 

assez proches. 

IV. Perméabilisation des liposomes 

Le pouvoir perméabilisant des molécules AzoPEG est évalué en utilisant 

des liposomes biomimétiques de bactéries dont les proportions en lipides 

membranaires (PE, PG, CL et DGDG) sont les plus proches des compositions 

que l’on peut trouver dans la littérature38,122. Les résultats de la 

perméabilisation des liposomes mimant la composition membranaire d’E.coli 

sont présentés à la Figure 66. 
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Figure 66 Mesure de perméabilisation des liposomes mimant la membrane 

plasmique interne d’E.coli en fonction de la concentration en AzoPEG. Les liposomes 

sont constitués d’un mélange PE/PG/CL (70/25/5). La concentration en 

phospholipides est de 11,1 µmol.L-1. La barre verticale noire correspond à la 

concentration à laquelle on atteint un rapport azobenzène/phospholipides de 1. 

Les liposomes sont perméabilisés à 5% par HexAzoPEG pour des rapports 

azobenzène/lipide de 0,5. Elle est nulle pour les trois autres AzoPEG. Pour 

les concentrations les plus élevées, HexAzoPEG parvient à perméabiliser les 

liposomes à hauteur de 60% à 80 µmol.L-1, BuAzoPEG à hauteur de 40% 

pour cette même concentration, mais les deux autres composés ne sont pas 

capables de perméabiliser les liposomes. Ainsi, plus la queue apolaire est 

longue, plus la capacité de perméabilisation est grande. Le seul composé à 

être actif sur E.coli étant EtAzoPEG, nous pourrions nous attendre à ce que 

seul ce dernier perméabilise les liposomes si le mécanisme d’action de la 

molécule était lié à une perméabilisation de la membrane interne. Il n’existe 

pas de corrélation directe entre les résultats de perméabilisation et les 

activités contre E.coli Cela suggère que le mécanisme d’action de ces 

molécules ne concerne pas spécifiquement la membrane plasmique. 

La Figure 67 présente les données de perméabilisation des liposomes 

mimant la composition de M.luteus . 
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Figure 67 Mesure de perméabilisation des liposomes mimant la membrane 

plasmique interne de M.luteus en fonction de la concentration en AzoPEG. Les 

liposomes sont constitués d’un mélange PG/DMDG/CL (63/32/5). La concentration 

en phospholipides est de 10,8 µmol.L-1. La barre verticale noire correspond à la 

concentration à laquelle on atteint un rapport azobenzène/phospholipides de 1. 

Les liposomes sont perméabilisés entre 3 et 10% pour des rapports 

azobenzène/lipsosomes inférieurs à 1 pour EtAzoPEG, BuAzoPEG et 

HexAzoPEG. HAzoPEG n’a pas d’effet à ces concentrations, ni aux 

concentrations les plus hautes. Pour ces concentrations, HexAzoPEG 

perméabilise les liposomes à hauteur de 65% à 80µmol.L-1, BuAzoPEG à 

hauteur de 35% à 85µmol.L-1 et EtAzoPEG à hauteur de 25% à 90 µmol.L-1. 

Par conséquent, une queue apolaire plus longue favorise le pouvoir 

perméabilisant. Cette activité de perméabilisation n’est pas corrélée aux 

activités biologiques pour lesquelles les composés de chaîne intermédiaire 

sont les plus efficaces. Le mécanisme de l’action antibactérienne de ces 

molécules ne semble donc pas lié à une perméabilisation de la membrane 

interne.  

La perméabilisation des liposomes dont la composition mime celle de la 

membrane plasmique de B.subtilis est nulle pour tous les composés AzoPEG 

et aux deux concentrations considérées (Tableau 7). 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 20 40 60 80

P
e

rm
é

ab
ili

sa
ti

o
n

 (
%

)

Concentration (µmol/L)

HexAzoPEG

BuAzoPEG

EtAzoPEG

HAzoPEG



111 

Tableau 7 Perméabilisation des liposomes mimant la membrane plasmique interne 

de B.subtilis par les différentes molécules de la famille AzoPEG à différentes 

concentrations. Les liposomes sont constitués d’un mélange PG/PE/CL (81/14/5). La 

concentration en phospholipides est de 30,4 µmol.L-1. 

 H 

AzoPEG 

Et 

AzoPEG 

Bu 

AzoPEG 

Hex 

AzoPEG 

Perméabilisation à un 

rapport 

azobenzène/phospholipide 

de 0,75 

 

0% 

 

0% 

 

0% 

 

0% 

Perméabilisation à un 

rapport 

azobenzène/phospholipide 

de 12 

 

0% 

 

0% 

 

0% 

 

0% 

 

Il n’y a donc aucune corrélation avec les tests antibactériens sur la souche 

B.subtilis dans lesquels une bonne activité était présente pour les composés à 

chaînes intermédiaires. Cela signifie que le mécanisme de l’action 

antibactérienne de ces molécules n’est pas régi par des interactions avec la 

membrane plasmique.  

En conclusion de cette partie, on voit qu’il existe peu de corrélations entre 

les activités biologiques et le potentiel de perméabilisation des liposomes 

biomimétiques. 

V. Modélisation de l’insertion dans une bicouche 

lipidique 

La procédure IMPALA a été appliquée afin d’évaluer les capacités 

d’insertion de la molécule au sein d’une bicouche phospholipidique6. La 

contrainte énergétique totale de la molécule en fonction de la position du 

centre de masse de la molécule dans la bicouche est représentée à la Figure 

68. 
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Figure 68 Evolution de la contrainte énergétique d’une molécule d’AzoPEG en 

fonction de la position de son centre de masse dans une membrane implicite selon le 

modèle IMPALA. La ligne marron verticale à -18Å et +18 Å correspond à la limite 

entre le milieu aqueux et la partie polaire de la bicouche. La ligne violette verticale à -

13,5 Å et +13,5 Å correspond à la limite entre les têtes polaires et cœur hydrophobe 

de la bicouche implicite.  La ligne verticale noire correspond centre de la bicouche.  

EtAzoPEG se trouve dans le milieu aqueux à la même contrainte 

énergétique initiale qu’HAzoPEG (4,4 Kcal.mol-1.Å-²). BuAzoPEG se 

trouve à 5,82 Kcal.mol-1.Å-² et HexAzoPEG à 7,17 Kcal.mol-1.Å-².  

HAzoPEG a un profil énergétique singulier puisque sa contrainte énergétique 

reste toujours positive quelle que soit sa position dans la membrane et il ne 

possède pas de minimum énergétique. Ainsi, il est peu probable que ce 

composé s’adsorbe à l’interface d’une membrane. Les profils d’EtAzoPEG, 

BuAzoPEG et HexAzoPEG, quant à eux, sont comparables ; Ils descendent 

en négatif et possèdent deux minima énergétiques, l’un au niveau de 

l’interface milieux aqueux/partie polaire de la bicouche et l’autre au niveau 

de l’interface partie polaire/partie apolaire de la bicouche. La différence en 

énergie d’interaction avec leur niveau initial est telle qu’ils sont plus 

susceptibles de pénétrer au sein de la bicouche (-1,05 et -0,53 pour 

EtAzoPEG, -1,47 et -0,94 pour BuAzoPEG et -1,87 et -1,34 pour 

HexAzoPEG). De manière commune à tous les AzoPEG, il y a au cœur de la 

partie apolaire de la bicouche un pic énergétique situé entre 6,2 et 6,9 

Kcal.mol-1.Å-2. Ceci indique que les molécules d’AzoPEG sont peu 

susceptibles de pénétrer au cœur de cette bicouche.  

En résumé dès deux atomes de carbone dans leur chaîne apolaire, les 

composés AzoPEG ont tendance à s’insérer dans une bicouche lipidique. Ces 

résultats ne sont pas corrélés aux activités antibactériennes des AzoPEG qui 

montrent une efficacité accrue des composés EtAzoPEG et BuAzoPEG. 
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VI. Modélisation des interactions avec les lipides 

membranaires 

La méthode de docking Hypermatrix a été utilisée pour étudier la 

spécificité d’interaction avec les lipides membranaires bactériens ainsi que 

pour avoir une description atomique de l’interaction entre les molécules 

AzoPEG et les lipides. Les différences entre les énergies d’interaction des 

AzoPEG avec les lipides bactériens par rapport aux énergies d’interaction 

que les AzoPEG peuvent avoir avec eux-mêmes sont affichées dans la 

Figure 697.  

 

 

 

Figure 69 Différences entre les énergies d’interaction des AzoPEG avec les lipides 

bactériens par rapport aux énergies d’interactions avec eux-mêmes dans un 

assemblage multimoléculaire calculé par la méthode de docking Hypermatrix. PG 

correspond au phosphatidylglycérol, PE correspond au phosphatidyléthanolamine, CL 

correspond à la cardiolipine, DGDG correspond au digalactosyldiacylglycérol. 

Les énergies d’interaction entre PG, DGDG, CL et les AzoPEG sont très 

faiblement négatives ou positives, ce qui indique qu’il est peu probable qu’ils 

interagissent ensemble. Pour le cas de PE, on peut voir que c’est très faible, 

mais que les interactions sont favorables énergétiquement. Cela tend 

également à indiquer que nos molécules auraient de meilleures activités sur 

E.coli, ce qui n’est pas le cas ici. 
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VII. Conclusion 

La famille des AzoPEG a été entièrement synthétisée avec des rendements 

globaux de 22 à 34%. Les composés possédant une queue apolaire de cette 

famille ont réussi à abaisser la tension superficielle de l’eau. Seul HAzoPEG 

n’a pas réussi à abaisser suffisamment la tension superficielle dans l’eau de 

manière à ce qu’on puisse déterminer une CMC Les AzoPEG sont actifs 

chacun de manière très différente sur les 6 champignons testés si bien qu’il 

est difficile de conclure de manière globale, mais la tendance d’une meilleure 

activité en absence de chaine apolaire ou en présence d’une chaine courte 

semble se confirmer pour les filamenteux, tandis qu’une chaine intermédiaire 

à longue semble plus efficace sur les levures testées. Seul EtAzoPEG a une 

activité antibactérienne à la fois sur les bactéries gram-positives et gram-

négatives, BuAzoPEG possède de faibles CMI50 sur les bactéries gram-

positives, HexAzoPEG a une activité plus modérée sur ces souches vues que 

les CMI50 sont plus élevées. Seul HAzoPEG s’est montré presque inactif sur 

les bactéries. L’activité antibactérienne de cette famille semble ainsi 

présenter un optimum pour une longueur de chaine apolaire intermédiaire. 

Les expériences de perméabilisations de liposomes et de la modélisation avec 

IMPALA ne montrent pas de différences notables entre les différents 

AzoPEG. Ceci n’est pas en accord avec les conclusions de nos tests 

microbiologiques sur les bactéries. Cela semble indiquer que les activités 

biologiques ne peuvent pas seulement s’expliquer par des interactions avec la 

membrane cytoplasmique des bactéries. De plus, le docking sur Hypermatrix 

confirme les faibles potentiels d’interaction entre les lipides membranaires 

bactériens et les AzoPEG.  

En conclusion, le fait d’avoir rendu nos azobenzènes amphiphiles par 

l’ajout de chaines triéthylène glycol a diminué leurs activités biologiques. 

Bien que l’interaction de ces composés avec des membranes biomimétiques 

soient possibles, ce n’est pas cette propriété qui explique leur mécanisme 

d’action. Notre objectif étant de développer des molécules antimicrobiennes 

déstabilisant les membranes plasmiques, une autre famille d’azobenzènes a 

été envisagée. Dans le chapitre suivant, la stratégie de greffer une nouvelle 

tête polaire cationique sur ces azobenzènes afin d’essayer de les rendre 

capable d’interagir avec la membrane phospholipidique des micro-

organismes et ainsi, augmenter leurs propriétés antibactériennes et 

antifongiques est envisagée. 
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4 
LA FAMILLE DES IODURE DE 4-

ALKYL-4’-(2-N-N-N-

TRIMÉTHYLAMINIOETHOXY) 

AZOBENZÈNE (AzoTAI) 
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Le greffage d’une tête polaire de type triéthylène glycol sur les AzoOH 

n’ayant pas permis d’obtenir une meilleure activité sur les membranes 

plasmiques des micro-organismes, une tête polaire de type ammonium 

quaternaire sera greffée sur notre molécule plate-forme AzoOH. Cette tête 

polaire est réputée pour ses propriétés antiseptiques etserait un bon agent 

pour la lyse des micro-organismes75,264. De plus, la nature cationique du 

composé renforcera encore plus son amphiphilicité et ainsi, augmentera 

encore plus ses possibilités d’interaction avec la membrane plasmique des 

bactéries78.   

I. Synthèse 

Les azobenzènes comportant une tête polaire de type ammonium ont déjà 

été étudiés en tant qu’inhibiteurs de l’acétylcholinestérase265, ou en tant que 

surfactant redox266,267. Toutefois, notre cible reste la membrane plasmique des 

micro-organismes. En gardant comme objectif d’augmenter les activités 

biologiques des azobenzènes, le choix a été fait de greffer une tête polaire 

cationique sur les AzoOH. (Figure 70). Les ammoniums quaternaires sont 

des fonctions chimiques utilisés depuis 80 ans dans la synthèse 

d’antiseptiques75,264. 

 

 

Figure 70 Structure de la famille AzoTAI 

Un bras espaceur entre l’ammonium quaternaire et l’azobenzènemesurant 

deux carbones a été choisi afin de bien créer une nette séparation entre la 

partie polaire et apolaire de la molécule. Le contre-ion est un iodure, 

provenant du iodométhane utilisé lors de la dernière étape de synthèse. Cet 

ion a été choisi pour deux raisons : la grande réactivité du iodométhane pour 

augmenter le rendement, ainsi que les propriétés antibactériennes de l’ion 

iodure, utilisé depuis longtemps dans les protocoles médicaux, notamment 

opératoire268,269. Dans la littérature, Salta et al. ont choisi de partir d’un 

méthyl 4-aminobenzoate pour faire une réaction de Mills avec une 4-

alkylaniline. Ils déprotègent l’ester de l’azobenzène obtenu avec de la lithine 
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dans un mélange THF/méthanol. Ils réduisent l’acide carboxylique avec du 

LiAlH4. Ils font ensuite une substitution nucléophile de l’hydroxyde par un 

brome. Enfin, ils font une dernière substitution nucléophile avec la 

triméthylamine pour former l’ammonium correspondant. Leur réaction 

comporte plus d’étapes que la nôtre mais elle présente l’avantage de ne pas 

présenter d’intermédiaire de réactions instables comme notre synthèse avec 

les tosylates. Dans notre cas, il n’aurait peut-être pas été possible de 

quaternariser l’amine via cette procédure car il aurait fallu introduire un 

groupement iode au lieu d’un groupement bromure226. La synthèse de leurs 

azobenzènes cationiques est représentée dans la Figure 71. 

 

 

Figure 71 Synthèse d’azobenzènes cationiques selon Salta et al226. 

Un autre groupe travaillant sur la photocontrôle de l’activité de celulles 

nerveuses en utilisant un dérivé de la choline comprenant un azobenzène a 

déjà synthétisé le composé HAzoTAI. Ils partent également d’un 

hydroxyazobenzène, ils font une substitution nucléophile en utilisant 

l’hydrochlorure de 2-chloro-N,N-diméthyléthylamine dans le 

diméthylformamide (DMF). La dernière étape est la quaternarisation de 

l’amine en utilisant l’iodométhane dans le THF. Leur synthèse est plus 

économe que la notre en termes d’étapes de synthèse (2 au lieu de 3). De plus 

les rendements sont très bons et ils n’utilisent pas de réactifs particulièrement 
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plus toxiques, plus chers ou plus dangereux. Néanmoins, cette stratégie de 

synthèse n’a pas été suivie par soucis de disponibilité des réactifs, car tous les 

réactifs étaient déjà disponibles au laboratoire pour cette synthèse (au moins 

pour la synthèse de BuAzoTAI). Ce schéma de synthèse aurait dû être repris 

pour HAzoTAI et même envisager de l’adapter également pour la synthèse 

d’EtAzoTAI. Au minimum, la dernière étape de synthèse dans le 

tétrahydrofurane (THF) aurait pu être tentée au lieu de l’éther éthylique pour 

constater les rendements qui auraient pu être améliorés265.  Leur synthèse de 

HAzoTAI est donnée dans la Figure 72.  

 

 

Figure 72 Synthèse de l’HAzoTAI selon Damijonaitis et al265. 
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Figure 73 Synthèse de la famille AzoTAI 

La stratégie de synthèse présentée dans la thèse de F.Mangin, doctorante 

précédente au sein de TIMR, a été la base du travail de synthèse organique de 

cette thèse246. La première étape est une réaction de Williamson. Nous avons 

procédé ensuite à une activation de la fonction alcool primaire libre par un 

groupement tosyle. Le brut est ensuite mis en réaction avec une substitution 

nucléophile par la diméthylamine. La dernière étape est une quaternarisation 

de l’amine par l’iodométhane (Figure 73). Le composé tosylé n’a pas été 

isolé car ce dernier se dégradait très rapidement, même à basse température. 

La synthèse étant optimisée pour le BuAzoTAI, on observe donc de grandes 

variations au niveau des rendements des 3 dernières étapes. 

II. Propriétés physico-chimiques 

Les mesures de la tension de surface en fonction de la concentration en 

AzoTAI sont présentées dans la Figure 74. 
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Figure 74 Mesure de la tension de surface en fonction de la concentration en 

AzoTAI. Les carrés noirs correspondent à HAzoTAI, les losanges blancs à 

EtAzoTAI, les triangles gris à BuAzoTAI et les croix à HexAzoTAI.  

Les CMC et γCMC correspondant à ces mesures sont dans 

le Tableau 8. 

Tableau 8 CMC et γCMC mesurées pour AzoTAI à 25°C dans l’eau 

 HAzoTAI EtAzoTAI BuAzoTAI HexAzoTAI 

γCMC 

(mN.m-1) 

49.2 ± 4.6 36.7 ± 6.9 32.4 ± 5.1 31.1 ± 4.1 

CMC 

(µmol/L) 

1815 ± 10 1553 ± 16 1205 ± 10 345 ± 8 

CMC 

(µg/mL) 

746 ± 4 682 ± 7 563 ± 5 171 ± 4 

 

Le composé HAzoTAI, n’ayant pas de queue apolaire, abaisse la tension 

superficielle de l’eau de manière très faible. Le composé présente tout de 

même une rupture de pente, mais il possède la CMC la plus élevée. Les trois 

autres AzoTAI ont des γCMC proches et beaucoup plus faible que celle de 

HAzoTAI. En effet, le caractère cationique du composé permet aux AzoTAI 
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d’être fortement amphiphile. Ces molécules ayant montré qu’elles peuvent 

s’adsorber dans une interface hydrophile/hydrophobe, ceci indique qu’il sera 

favorable pour ces molécules de s’insérer dans la membrane d’une bactérie 

ou d’un champignon.  

 

III. Propriétés biologiques 
1. Propriétés antifongiques 

Dans le but de détecter des composés antifongiques dans la famille des 

AzoTAI, nous avons réalisé un screening à la concentration de 30 µg.mL-1 

sur 3 champignons filamenteux (A.alternata, C.cladosporiodes et F.solani) et 

3 levures (C.tropicalis, C.krusei et C.kefyr). En tant que témoin positif, nous 

avons utilisé l’amphotéricine B50–52. Les résultats du screening des levures 

sont présentés dans la Figure 75. Le composé HAzoTAI n’a pas été testé car 

les résultats d’un screening préliminaire ont montré des activités 

antifongiques extrêmement faibles. 

 

 

Figure 75 Inhibition de la croissance des levures en présence des AzoTAI à 30 

µg/mL 

C.krusei voit sa croissance inhibée à 100% par HexAzoTAI. Sa croissance 

est inhibée aux alentours de 70% par BuAzoTAI et EtAzoTAI, dans des 

proportions comparables à l’amphotéricine B. Dans le cas de C.kefyr, les trois 

composés inhibent sa croissance à 100%, ce qui est mieux que le témoin 

positif. Enfin, pour C.tropicalis, 100% d’inhibition est observés pour les trois 

AzoTAI ainsi que par le témoin positif. La tête polaire ammonium augmente 

grandement l’efficacité antifongique des composés aux queues apolaires 

longues. Les résultats du screening pour les champignons filamenteux sont 

présentés dans la Figure 76. HAzoTAI n’a pas été testé. 
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Figure 76 Inhibition de la croissance des champignons filamenteux en présence des 

AzoTAI à 30µg/mL 

 La croissance d’A.alternata est inhibée à 90% par HexAzoTAI, c’est la 

seule molécule qui entraine une plus forte inhibition que le témoin positif. 

Elle n’est que de 75 et 65% pour BuAzoTAI et EtAzoTAI respectivement. 

Pour C.cladosporiodes, BuAzoTAI et HexAzoTAI inhibent sa croissance à 

100%, c’est plus que l’amphotéricine B, EtAzoTAI n’a aucune activité. Ces 

résultats sont semblables pour F.solani, la seule différence c’est que le 

témoin positif n’a inhibé la croissance de ce champignon qu’à hauteur de 

35%, ce qui pourrait montrer un intérêt de nos molécules par rapport à leur 

spectre d’activité. De la même manière qu’avec les levures, on peut voir que 

l’augmentation de taille de la queue apolaire augmente l’activité antifongique 

de la famille AzoTAI. Au vu des grandes activités de ces composés sur les 3 

levures et les 3 champignons filamenteux, l’inhibition de la croissance des 

champignons a été menée plus en profondeur afin de déterminer la CMI50 de 

BuAzoTAI, HexAzoTAI, les deux composés ayant montré les plus grandes 

capacités antifongiques, au lieu de faire un simple screening à une 

concentration fixe. La CMI50 de l’amphotéricine B sera elle aussi déterminée 

suivant le même protocole expérimental. Les concentrations 1 et 2 µg.mL-1 

n’ont pas été testées pour BuAzoTAI au vu des résultats pour les 

concentrations supérieures. L’inhibition de la croissance de C.krusei par la 

gamme de concentration de ces composés est montrée dans la Figure 77. 
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Figure 77 Inhibition de C.krusei par BuAzoTAI et HexAzoTAI 

L’inhibition par HexAzoTAI chute en dessous de 50% à partir de 7,5 

µg.mL-1. Pour BuAzoTAI également, l’activité antifongique chute 

brutalement avec la diminution de la concentration (à peine 30% d’inhibition 

à 7,5 µg.mL-1). HexAzoTAI reste plus actif que l’amphotéricine B dans cette 

nouvelle expérience (CMI50 = 30 µg.mL-1) mais ce n’est pas le cas pour 

BuAzoTAI. L’inhibition de la croissance de C.kefyr par les gammes de 

concentrations des composés est montrée dans la Figure 78. 
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Figure 78 Inhibition de C.kefyr par BuAzoTAI et HexAzoTAI 

L’amphotéricine B ne présente pas d’activité sur C.kefyr mais HexAzoTAI 

parvient à inhiber à plus de 50% sa croissance à 7,5 µg.mL-1. BuAzoTAI 

présente des activités plus faibles que HexAzoTAI, puisqu’il n’inhibe plus la 

croissance de C.kefyr qu’à 35% à la concentration de 7,5 µg.mL-1. 

L’inhibition de la croissance de C.tropicalis par les AzoTAI est montrée dans 

la Figure 79. 
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Figure 79 Inhibition de C.tropicalis par BuAzoTAI et HexAzoTAI 

Les 3 composés inhibent complètement la croissance du champignon à 

partir de 7,5 µg.mL-1. A 3,75 µg.mL-1, l’amphotéricine B n’inhibe plus la 

croissance qu’à 35% mais l’activité de BuAzoTAI et HexAzoTAI restent 

inchangée. HexAzoTAI perd la moitié de son activité à 2µg.mL-1 puis 

totalement à 1 µg.mL-1. Jusqu’ici, l’activité de nos composés sur les levures 

sont bonnes puisqu’on peut descendre en concentration tout en ayant une 

meilleure activité que le témoin, à part pour C.krusei. 

L’activité de ces composés sur les champignons filamenteux est également 

mesurée aux mêmes concentrations. L’inhibition de la croissance 

d’A.alternata par ces composés est montrée dans la Figure 80. La valeur de 

l’inhibition pour HexAzoTAI à 30µg.mL-1 étant aberrante, elle n’est pas 

représentée ici. 
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Figure 80 Inhibition de A.alternata  par BuAzoTAI et HexAzoTAI 

BuAzoTAI a sa CMI50 à 3,75 µg.mL-1. HexAzoTAI également, et son 

activité chute sous les 50% d’inhibition dès 2 µg.mL-1. L’amphotéricine B 

possède une meilleure activité car elle inhibe encore 90% de la croissance 

d’A.alternata à 2 µg.mL-1. L’inhibition de la croissance de C.cladosporiodes 

par les gammes de concentrations de ces composés est montrée dans la 

Figure 81.  
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Figure 81 Inhibition de C.cladosporiodes  par BuAzoTAI et HexAzoTAI 

BuAzoTAI n’est actif qu’à la concentration du screening : 30 µg.mL-1. 

HexAzoTAI présente une CMI50 à 7,5 µg.mL-1. Le témoin positif n’inhibe la 

croissance de C.cladosporiodes qu’à la concentration de 30 µg.mL-1. 

L’inhibition de la croissance de F.solani par les BuAzoTAI et HexAzoTAI 

est montrée dans la Figure 82.  
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Figure 82 Inhibition de F.solani  par BuAzoTAI et HexAzoTAI 

HexAzoTAI inhibe 100% de la croissance de F.solani à 3,75 µg.mL-1 puis 

perd plus de 60% de son activité arrivé à 2 µg.mL-1. BuAzoTAI inhibe la 

croissance du champignon à 100 % à 15 µg.mL-1 mais perd presque toute son 

activité à partir de 7,5 µg.mL-1. L’activité de l’amphotéricine B semble avoir 

une activité intermédiaire entre HexAzoTAI et BuAzoTAI. Sur les 

champignons filamenteux comme sur les levures, nous observons clairement 

qu’HexAzoTAI, qui a la plus grande queue apolaire, présente la meilleure 

activité. Ce composé arrive même à obtenir des CMI50 équivalentes ou plus 

basses que l’amphotéricine B. (Tableau 9). 
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Tableau 9 CMI50 des composés AzoTAI et de l’amphotéricine B pour les six 

champignons 

 

CMI50 

BuAzoTAI 

(µg.mL-1) 

CMI50 

HexAzoTAI 

(µg.mL-1) 

CMI50 

Amphotéricine 

B(µg.mL-1) 

C.kruséi >30 15 30 

C.kefyr 15 7,5 >30 

C.tropicalis 3,75 3,75 7,5 

A.alternata 3,75 3,75 2 

C.cladosporioides 30 7,5 30 

F.solani 15 3,75 1 

 

2. Propriétés antibactériennes 

L’inhibition de la croissance de 3 souches de bactéries (E.coli, M.luteus et 

B.subtilis) en présence des composés AzoTAI a été mesurée. L’inhibition de 

la croissance d’E.coli en fonction de la concentration d’AzoTAI est présentée 

dans la Figure 83. Au vu des bonnes activités de ces composés lors d’un 

premier screening, des concentrations plus basses ont été testées par rapport 

aux autres familles. 
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Figure 83 Inhibition de la croissance de E.coli en fonction de la concentration en 

AzoTAI 

Le composé HAzoTAI n’inhibe pas la croissance d’E.coli quelle que soit la 

concentration. EtAzoTAI et BuAZoTAI n’ont qu’une activité inhibitrice très 

limitée. HexAzoTAI se révèle être le composé le plus actif, avec une 

inhibition de la croissance d’E.coli supérieure à 50% à partir de 7,5 µg/mL. Il 

reste néanmoins moins actif que la polymyxine B. Les taux de croissance µ et 

les temps de latence pour HexAzoTAI sont donnés dans la Figure 84. Les 

concentrations 15 µg/mL et 30 µg/mL ne sont pas représentées car E.coli ne 

se développe pas du tout à ces concentrations.  
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Figure 84 Temps de latence et taux de croissance en fonction de la concentration en 

HexAzoTAI 

Le taux de croissance de la phase exponentielle d’E.coli n’est pas affecté 

par ce composé à des concentrations permettant encore la croissance. En 

revanche, même à la concentration la plus faible où l’inhibition de la 

croissance est inférieure à 20%, un retard avec un temps de latence qui passe 

de 1,4 à 3 h est observé. Le retard de croissance augmente encore avec la 

concentration pour atteindre 4,5 h pour la concentration de 7,5 µg.mL-1. 

Aucun composé de la famille AzoTAI ne parvient à égaler la polymyxine B 

qui inhibe à 80% la croissance d’E.coli jusque 3,75 µg/mL. 

Si les inhibitions entrainées sur E.coli par les AzoTAI sont considérées de 

manière globale, ainsi, la présence d’une longue chaîne apolaire confère à la 

molécule ses propriétés antibactériennes pour E.coli. Le type d’activité de 

l’antibactérien est caractérisé par la suite. En effet, sa CMI50 de 7,5 µg.mL-1 

est déjà connue, un comptage des unités formant une colonie (UFC) par 

millilitres d’HexAzoTAI est effectué pour caractériser le type d’activité 

antibactérienne. L’activité de ce composé apparait soit bactéricide soit 

bactériostatique270. Les concentrations testées sont la CMI50, 2 fois la CMI50 

et 4 fois la CMI50 (Figure 85).  
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Figure 85 Nombre d’UFC après 24h en fonction de la concentration en HexAzoTAI 

et CMB calculée à partir de l’inoculum 

La concentration minimale bactéricide (CMB) d’un composé correspond à 

la concentration minimale à laquelle 99,99% des bactéries d’un inoculum 

sont éliminés. Les résultats montrent que la croissance d’E.coli en 24h est de 

26200%. Comme attendu, dès la CMI50 atteinte, une chute importante du 

nombre de colonies est constatée. 15 µg/mL est donc la CMB puisqu’à partir 

de cette concentration 99,99% des bactéries de l’inoculum ont été détruites. 

Aucune unité viable n’est observée à partir de 30 µg/mL. Le ratio 

CMB/CMI50 est donc de 2, cela signifie qu’HexAzoTAI est un antibiotique 

bactéricide vis-à-vis d’E.coli270,271. 

L’inhibition de la croissance de M.luteus par les AzoTAI se trouve dans le 

Figure 86. 
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Figure 86 Inhibition de la croissance de M.luteus en fonction de la concentration en 

AzoTAI 

L’inhibition de la croissance de M.luteus par HAzoTAI est limitée à la 

concentration la plus élevée. EtAzoTAI montre un pouvoir d’inhibition assez 

fort, puisque l’inhibition descend en dessous de 50% d’inhibition de la 

croissance de la bactérie au-delà de 3,75 µg/mL. BuAzoTAI et HexAzoTAI 

ont de très fortes activités contre M.luteus, et l’inhibent déjà à 50% à partir de 

la concentration minimale de 1 µg/m. Ces deux derniers composés ont une 

meilleure activité que la daptomycine puisque celui-ci inhibe à seulement 

50% la croissance à 2 µg/mL. Les taux de croissance µ et les temps de 

latence de M.luteus à la plus faible concentration présentant une activité 

antibactérienne sont observées pour EtAzoTAI, BuAzoTAI et HexAzoTAI 

sont présentés dans le Figure 87. 
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Figure 87 Temps de latence et µ de M.luteus en fonction des différents AzoTAI 

 Le temps de latence de la croissance de M.luteus est affecté 

significativement uniquement par HexAzoTAI. Ainsi bien que BuAzoTAI et 

HexAzoTAI commencent à inhiber la croissance à partir de la plus faible 

concentration testée, seul HexAzoTAI augmente le temps de latence de la 

croissance de M.luteus à cette concentration. Le taux de croissance µ de la 

phase exponentielle ne semble pas significativement modifié par la présence 

des AzoTAI. Ainsi, plus la taille de la queue apolaire est importante, plus la 

molécule inhibe la croissance de M.luteus. Une augmentation de l’activité 

antibactérienne de la molécule s’est bien produite en lui greffant une tête 

polaire. Le type d’activité antibactérienne de la molécule est évalué, 

maintenant que l’on connait la CMI50 de BuAzoTAI et HexAzoTAI 

(respectivement 2 et 1 µg/mL), sa CMB va être évalué par la suite. (Figure 

88).  
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Figure 88 Nombre d’UFC en fonction de la concentration en HexAzoTAI et 

BuAzoTAI 

La croissance du témoin a été de 25600%. Pour BuAzoTAI, il apparait que 

la présence du composé n’a que très peu diminué le nombre d’unités viables à 

2 µg/mL. Le nombre d’UFC diminue encore légèrement à 7,5 µg/mL mais à 

partir de 15µg/mL aucune colonies viables n’est détecté. La CMB pour 

BuAzoTAI est donc de 15 µg/mL. Pour le composé HexAzoTAI nous 

n’observons qu’une très faible diminution du nombre d’unités viable, la 

CMB n’a donc pas pu être déterminé avec ces expériences, nous savons 

qu’elle est néanmoins supérieure à 4. Le rapport CMB/CMI50 pour M.luteus 

est de 7,5 pour le composé BuAzoTAI. L’effet de cette famille AzoTAI sur 

la croissance de M.luteus est de type bactériostatique270,271. 

L’inhibition de la croissance de B.subtilis par les AzoTAI se trouve dans le 

Figure 89. 
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Figure 89 Inhibition de la croissance de B.subtilis en fonction de la concentration en 

AzoTAI 

La croissance de B.subtilis n’est pas affectée par HAzoTAI. EtAzoTAI 

inhibe complètement la croissance de la bactérie à partir de 7,5 µg.mL-1. Les 

activités de BuAzoTAI et HexAzoTAI sont identiques, ils inhibent 

complètement la croissance de B.subtilis à partir de 2 µg.mL-1. Ils ont une 

activité antibactérienne beaucoup plus forte que le témoin testé, la 

daptomycine, qui possède une CMI50 de 30 µg/mL pour B.subtilis. Les taux 

de croissance et les temps de latence de B.subtilis à la dernière concentration 

où on a encore une activité antibactérienne contre B.subtilis pour EtAzoTAI, 

BuAzoTAI et HexAzoTAI sont présentés dans le Figure 90.  
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Figure 90 Temps de latence de la croissance et taux de croissance de B.subtilis en 

fonction des différents AzoTAI  

Le temps de latence pour B.subtilis augmente de 2,5 h pour HexAzoTAI, 

de 4 h pour BuAzoTAI et de 6 h pour EtAzoTAI. En revanche, chacun de 

ces composés cause la même diminution du taux de croissance de la phase 

exponentielle. A l’inverse de l’autre bactérie gram-positive M.luteus, 

EtAzoTAI semble le plus retarder la croissance de la bactérie à des 

concentrations inférieures à la CMI50. A une même concentration, la 

comparaison de BuAZoTAI avec HexAzoTAI semble confirmer cette 

tendance d’une chaine plus courte retardant plus le début de la croissance, 

puisque c’est HexAzoTAI qui retarde le moins la croissance de la bactérie. 

Les CMI50 des AzoTAI sont répertoriées dans le Tableau 10. 
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Tableau 10 Détermination des CMI50 des trois souches pour les composés de la 

famille AzoTAI 

CMI50 (µg/mL) E.coli M.luteus B.subtilis 

HAzoTAI >30 30 >30 

EtAzoTAI >30 7,5 7,5 

BuAzoTAI >30 2 2 

HexAzoTAI 7,5 1 2 

Polymixine B 3,75 - - 

Daptomycine - 2 30 

 

Il apparaît clairement que la longueur de chaine joue un rôle sur l’activité 

antibactérienne. En effet, seul le composé avec une queue apolaire à 6 

carbones parvient à avoir une activité sur la souche gram-négative. De plus, 

l’activité sur les souches gram-positives est plus grande pour les deux 

composés avec la queue apolaire la plus grande. Dans la littérature, le mode 

d’action de ces molécules était identifié comme la perturbation de la 

membrane plasmique226. Ces CMI50 sont comparables à celles obtenus par 

Salta et al.226 pour des souches pathogènes de S.aureus (1 µg.mL-1 pour le 

meilleur composé) et également pour les souches pathogènes d’E.coli (8 

µg.mL-1 pour le meilleur composé). Ils n’obtiennent pas d’activités pour 

P.aeruginosa.  

 

Nous pouvons donc supposer que le greffage d’une tête polaire cationique 

de ce type a augmenté l’amphiphilicité de la molécule de manière à ce qu’elle 

puisse réagir avec la membrane plasmique des champignons et des bactéries. 

Ainsi, dans la prochaine partie, une évaluation de la capacité de ces composés 

à interagir avec les lipides membranaires de bactérie sera effectuée, afin de 

constater de la possibilité que le mode d’action des AzoTAI est la 

perméabilisation de la membrane plasmique des micro-organismes. 

IV. Modélisation de l’insertion dans une bicouche 

lipidique 

La procédure IMPALA a été appliquée afin d’évaluer les capacités 

d’insertion de la molécule au sein d’une bicouche phospholipidique6. La 

contrainte énergétique totale de la molécule en fonction de sa position dans la 

bicouche est représentée dans la Figure 91. 
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Figure 91 Evolution de la contrainte énergétique d’une molécule d’AzoTAI en 

fonction de la position de son centre e masse dans une membrane implicite selon le 

modèle IMPALA. La ligne marron verticale à -18Å  et +18 Å correspond à la limite 

entre le milieu aqueux et la partie polaire de la bicouche. La ligne violette verticale à -

13,5 Å et +13,5 Å correspond à la limite entre les têtes polaires et cœur hydrophobe 

de la bicouche implicite.  La ligne verticale noire correspond au centre de la bicouche.  

Les AzoTAI présentent un profil énergétique d’insertion similaire. Celui-ci 

part d’une valeur élevée dans le milieu aqueux (entre +8 et + 13 Kcal.mol-

1.Å-²), puis descend brusquement à l’approche de la bicouche 

phospholipidique. Cette chute continue même après avoir pénétré la partie 

polaire de la bicouche, jusqu’à atteindre une valeur d’énergie minimale au 

niveau de l’interface polaire/apolaire de la bicouche phospholipidique (-0,7 à 

+0,2 Kcal.mol-1.Å-²).  Ce type de profil est favorable à une insertion dans 

une bicouche phospholipidique. La chute de contrainte énergétique est 

d’autant plus grande que la longueur de la chaine de l’AzoTAI est grande, ce 

qui suggère une insertion encore plus favorable pour les composés AzoTAI à 

longue chaine. Ceci est corrélé aux activités antibactériennes. La valeur 

minimale énergétique est constante tout le long de la partie apolaire de la 

bicouche, cela suggère que les molécules AzoTAI peuvent se mouvoir à 

travers toute la membrane. Il est intéressant de noter que dans le cas de 

HAzoTAI un petit pic de contrainte énergétique positif existe à l’interface 

polaire/apolaire de la bicouche (+ 1,7 Kcal.mol-1.Å-²).  
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V. Perméabilisation des liposomes 

Le pouvoir perméabilisant des AzoTAI synthétisés est évalué en formant 

des liposomes dont les proportions en lipides membranaires bactériens (PE, 

PG, CL et DGDG) sont les plus proches des compositions que l’on peut 

trouver dans la littérature38,122. Les résultats de la perméabilisation des 

liposomes mimant la composition de la membrane plasmique d’E.coli sont 

présentés dans la Figure 92. 

 

 

Figure 92 Mesure de perméabilisation des liposomes mimant la membrane 

plasmique interne d’E.coli en fonction de la concentration en AzoTAI. Les liposomes 

sont constitués d’un mélange PE/PG/CL (70/25/5). La concentration en 

phospholipides est de 11,1 µmol.L-1. 

HAzoTAI et EtAzoTAI n’ont aucun effet perméabilisant, quelle que soit 

leur concentration. Il est possible que cela soit dû au trop faible potentiel 

apolaire de la molécule qui l’empêcherait d’interagir avec les lipides 

membranaires bactériens. HexAzoTAI et BuAzoTAI, quant à eux, 

perméabilisent les liposomes à hauteur de 55 et 20% à un rapport 

azobenzène/phospholipide de 0,5. Le pourcentage de perméabilisation décroit 

ensuite pour HexAzoTAI mais 75% de perméabilisation sont obtenus à une 

concentration de 15 µmol.L-1. La décroissance apparente de la 

perméabilisation des liposomes avec l’augmentation de la concentration en 
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azobenzène ne fait pas de sens avec la réalité. La baisse de ce pourcentage est 

due à un quenching de notre sonde fluorescente (calcéine) aux hautes 

concentrations. Ce phénomène a également été observé lorsque la calcéine est 

en mélange avec les AzoTAI en absence de liposomes. Dans la littérature, 

des quenchers de fluorescence avec des structures azobenzéniques et des 

amines tertiaires ont été synthétisées en tant que quencher de la fluorescence 

pour faire des microanalyses comme l’étude des interactions faibles entre les 

protéines, ou l’hybridation de l’ADN/ARN272,273. Néanmoins, les AzoTAI ne 

permettent pas le quenching à 100%. Il est donc possible de constater leur 

grand pouvoir de perméabilisation, même si les résultats sont sous-estimés. 

Ainsi, HexAzoTAI, la seule molécule d’AzoTAI ayant une activité 

antibactérienne sur E.coli, permet de perméabiliser les liposomes mimant la 

composition de sa membrane plasmique. BuAzoTAI a peu d’activité 

biologique mais a tout de même un certain pouvoir de perméabilisation. 

HAzoTAI et EtAzoTAI n’ont presque pas d’activités antibactériennes et 

n’ont pas de pouvoir de perméabilisation des liposomes. Les résultats de 

perméabilisation semblent donc être corrélés à l’activité antibactérienne 

envers E.coli. Cela suggère que le mode d’action des AzoTAI passe par une 

perméabilisation de la membrane plasmique des bactéries. 

La perméabilisation de liposomes mimant la composition de la membrane 

plasmique de M.luteus est exposée dans la Figure 93.  

 

 

Figure 93 Mesure de perméabilisation des liposomes mimant la membrane 

plasmique interne de M.luteus en fonction de la concentration en AzoTAI. Les 

liposomes sont constitués d’un mélange PG/DMDG/CL (63/32/5). La concentration 

en phospholipides est de 10,8 µmol.L-1.  
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A un rapport azobenzène/phospholipide de 0,5, HAzoTAI et EtAzoTAI 

ont des activités très faibles (5%) pour la perméabilisation de liposomes 

mimant la composition de la membrane interne de M.luteus. A ce même ratio, 

BuAzoTAI perméabilise les liposomes à hauteur de 50% et HexAzoTAI à 

hauteur de 65%. A des concentrations plus élevées, le phénomène est plus 

compliqué à interpréter vu les phénomènes de quenching. HexAzoTAI et 

BuAzoTAI possèdent à la fois de très bonnes activités antibactériennes, mais 

elles possèdent également un fort pouvoir de perméabilisation de liposomes 

biomimétiques de la membrane interne de M.luteus. Cela signifie donc que le 

mode d’action antibactérien des AzoTAI peut être supposé lié à une 

perméabilisation de cette membrane interne. HAzoTAI et EtAzoTAI ont à la 

fois de moins bonnes activités antibactériennes et un moins bon pouvoir de 

perméabilisation, c’est donc aussi cohérent.   

La même expérience a été menée avec des liposomes mimant la 

composition de la membrane de B.subtilis (Figure 94). 

 

 

Figure 94 Perméabilisation des liposomes mimant la membrane plasmique interne 

de B.subtilis par les différentes molécules de la famille AzoTAI à différentes 

concentrations. Les liposomes sont constitués d’un mélange PG/PE/CL (81/14/5). La 

concentration en phospholipides est de 30,4 µmol.L-1.  

EtAzoTAI et HAzoTAI n’ont aucun effet perméabilisant, et ce, quelle que 

soit la concentration. A un rapport de 0,5 azobenzène par lipide, HexAzoTAI 

parvient à une perméabilisation de 50%, en revanche BuAzoTAI a un effet 

de perméabilisation de 10% à ce ratio. Lorsque les concentrations 

augmentent, les résultats sont plus difficiles à interpréter car l’effet du 
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quenching des composés sur la calcéine fait baisser en apparence la 

perméabilisation d’HexAzoTAI. Pour BuAzoTAI, 50% de perméabilisation 

est constaté pour un rapport azobenzène/lipide de 2. Pour HexAzoTAI et 

BuAzoTAI, leur pouvoir de perméabilisation significatif est cohérent avec 

leur forte activité antibactérienne. Pour HAzoTAI, une cohérence existe aussi 

car on a une activité biologique très modérée et une perméabilisation des 

liposomes nulle. Cependant, pour EtAzoTAI, l’activité biologique modérée 

n’est pas soutenue par une activité de perméabilisation des liposomes.  

En conclusion, à l’exception du cas d’EtAzoTAI pour B.subtilis, il existe 

une corrélation entre l’activité antibactérienne des composés AzoTAI et leur 

propriété de perméabilisation des liposomes biomimétiques de la composition 

de la membrane interne de la bactérie testée. Il semblerait ainsi que le mode 

d’action des AzoTAI soit lié à une perméabilisation de la membrane interne 

de la bactérie, et plus particulièrement de la partie lipidique de cette 

membrane. Pour analyser l’éventuelle spécificité lipidique de ce mécanisme, 

des liposomes dont la composition ne comprend pas de PE ont été formés. Ils 

se composent de 94% de PG et 6% de CL. Les résultats de perméabilisation 

de ces liposomes par les AzoTAI sont montrés à la Figure 4. En comparant 

ceux-ci avec ceux mimant la membrane interne d’E.coli comportant une 

proportion très forte de PE (PE/PG/CL (70/25/5)) et avec ceux mimant la 

membrane interne de B.subtilis qui en comporte très peu (PG/PE/CL 

(81/14/5)), on pourra apprécier l’importance de la présence de PE (Figure 

95).  
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Figure 95 Perméabilisation des liposomes sans PE par les différentes molécules de 

la famille AzoTAI à différentes concentrations. Les liposomes sont constitués d’un 

mélange PG/CL (94/6). La concentration en phospholipides est de 12,1 µmol.L-1 

HAzoTAI et EtAzoTAI n’ont aucun effet perméabilisant comme 

précédemment observé. L’activité perméabilisante s’est effondrée pour 

HexAzoTAI puisque pour un ratio azobenzène/phospholipides de 0,5 on 

n’atteint plus qu’un pouvoir de perméabilisation de 20%. BuAzoTAI n’a 

plus d’effet perméabilisant à ce ratio. Il faut atteindre un ratio 

azobenzène/lipides de 6 pour seulement voir BuAzoTAI perméabiliser les 

liposomes à hauteur de 30%.  
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Figure 96 Perméabilisation des liposomes sous l’action de BuAzoTAI et 

HexAzoTAI à un rapport d’azobenzènes/phospholipides de 0,75 

Une autre observation importante est la dépendance entre la 

perméabilisation et le pourcentage de phosphatidyléthanolamine (PE) dans la 

composition lipidique des liposomes. Une teneur en PE plus élevée entraîne 

une augmentation de la perméabilisation. Cela suggère que les dérivés 

d'azobenzène ont une interaction spécifique avec la PE. A l’inverse, il 

semblerait que le PG n’ait pas une grande affinité avec ces deux molécules, 

vu le peu d’activités qu’ont nos molécules sur les liposomes sans PE. La 

proportion de CL étant constante dans tous les liposomes, et au vu des 

activités de perméabilisation assez différentes des composés, il n’est pas 

possible à ce stade de conclure au sujet de l’affinité des AzoTAI pour cette 

dernière. De même pour l’affinité du DMDG avec les composés AzoTAI il 

n’est pas possible à ce stade de conclure dans la mesure où les seuls 

liposomes comportant du DMDG sont ceux mimant la composition de 

M.luteus.  

VI. Capacité d’adsorption sous une monocouche 

lipidique 

Dans le but de comprendre de manière plus fine les interactions spécifiques 

entre les composés de la famille AzoTAI et les lipides membranaires 

bactériens, des expériences d’adsorption des AzoTAI sous une monocouche 

lipidique ont été effectuées à l’aide d’une balance à film de Langmuir. Ces 

expériences ont été menées uniquement sur BuAzoTAI et HexAzoTAI car 

ce sont les seuls composés présentant une activité perméabilisante et donc 

susceptibles d’interagir avec la membrane. L’augmentation de la pression de 

surface est mesurée en fonction du temps à différentes pressions initiales 
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exercée par la monocouche pure. La Figure 96, présente un exemple de 

l’augmentation de la pression de surface en fonction du temps de BuAzoTAI 

sous une monocouche constituée de PE avec une pression initiale de 12 

mN/m. 

 

 

Figure 97 Evolution en fonction du temps de la pression de surface de la 

monocouche de PE initialement comprimée à 12mN/m suite à l’injection de 

BuAzoTAI dans la sous-phase (t=0).  

 

 L’expérience est répétée pour différentes pressions de surface initiales. 

Ainsi, le graphe de la variation de pression de surface (ΔΠ) en fonction de la 

pression de surface initiale (Πi) peut être tracé (Figure 98). 
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Figure 98 Variation de la pression de surface ΔΠ de la monocouche de PE en 

fonction de la pression initiale Πi 

 De ces courbes, deux paramètres peuvent être calculés. Le premier est la 

pression initiale différentielle (dΠ0) qui renseigne sur l’effet attracteur ou non 

des lipides. dΠ0 correspond à la différence entre ΔΠ0 qui est l'ordonnée à 

l'origine de la régression linéaire du graphe ΔΠ vs Πi, et Πe qui est 

l'augmentation de la pression de surface à l'équilibre obtenue dans une 

expérience indépendante effectuée à la même concentration de AzoTAI mais 

sans lipides à l'interface. Le deuxième paramètre est la pression d’insertion 

maximale (MIP) qui reflète le pouvoir d’insertion du composé au sein d’une 

monocouche constitué d’un lipide déterminé. Cette valeur correspondant à 

l’intersection de la régression linéaire de la courbe avec l’axe des abscisses. 

Les valeurs de MIP et de dΠ0 sont renseignées dans le Figure 99. 
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Figure 99 (A) MIP de PE, PG et CL pour BuAzoTAI et HexAzoTAI (B) dΠ0 de 

PE, PG et CL pour BuAzoTAI et HexAzoTAI 

Toutes les valeurs de MIP sont supérieures à 35 mN.m-1, qui est la valeur 

de la pression de surface estimée dans les membranes biologiques 

naturelles274. Ainsi, il semblerait que BuAzoTAI et HexAzoTAI soient 

capables de s’insérer dans des membranes plasmiques naturelles renfermant 

ces lipides. De plus, toutes les valeurs de dΠ0 sont positives. Cela confirme 

l’effet attracteur de chaque lipide vis-à-vis des deux molécules AzoTAI. Ces 

valeurs sont supérieures pour HexAzoTAI par rapport à BuAzoTAI, 

signifiant que l’augmentation de la longueur de la queue apolaire augmente 

cet effet attracteur. En outre, l’effet attracteur de PE est supérieur dans 

chaque cas. Cela constitue un indice supplémentaire quant aux fortes 

interactions spécifiques entre ces deux molécules et le PE, comme supposé 

précédemment sur base des données de perméabilisation des liposomes.  
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VII. Modélisation des interactions avec les lipides 

membranaires 

La méthode de docking Hypermatrix a été utilisée pour étudier la 

spécificité d’interaction avec les lipides membranaires bactériens ainsi que 

pour avoir une description atomique de l’interaction entre les molécules 

AzoTAI et les lipides. Les différences entre les énergies d’interaction de 

BuAzoTAI et HexAzoTAI avec les lipides bactériens par rapport aux 

énergies d’interaction qu’elles peuvent avoir avec elles-mêmes sont affichées 

dans la Figure 1007.  

 

 

Figure 100 Energie d’interaction de BuAzoTAI et HexAzoTAI dans un assemblage 

multimoléculaire calculé par la méthode de docking Hypermatrix. 

Les énergies d’interactions entre le PG et les AzoTAI sont toutes négatives 

(-5 Kcal.mol-1). Pour PE, elles sont également négatives. Elles sont plus 

négatives pour HexAzoTAI (-11 Kcal.mol-1) que pour BuAzoTAI (-4 

Kcal.mol-1). Pour le cas de CL, les énergies d’interactions sont faiblement 

négatives pour les deux composés. Il est donc peu probable que les composés 

AzoTAI interagissent avec ce lipide.  

La représentation visuelle de l’assemblage multimoléculaire de PE, PG et 

CL avec BuAzoTAI et HexAzoTAI est présentée dans la Figure 101  
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Figure 101 Interactions entre BuAzoTAI (A,B,C) et HexAzoTAI (D,E,F) et le PE 

(A et D), PG (B et E) et CL (C et F) obtenues en utilisant la méthode de docking 

HyperMatrix. Le plan orange représente l’interface hydrophobe (au-dessus du 

plan)/hydrophile (en dessous du plan). Les flèches vertes (Figure 100A pointent les 

atomes pris pour référence pour le calcul des distances N-O et les flèches rouges 

(Figure 98A) pointent les atomes pris en référence pour les distances N-P. 

Celle-ci montre clairement un positionnement différentiel de HexAzoTAI 

par rapport à la PE comparativement aux autres lipides et à BuAzoTAI avec 

tous les lipides. La répartition hydrophile / hydrophobe de HexAzoTAI 

correspond parfaitement à celle de PE (Figure 100D), c'est-à-dire que le 

groupe azo est en regard du groupe C=O de PE alors que ce n'est pas le cas 

pour les autres systèmes. Ce positionnement préférentiel conduit à des 

distances réduites entre HexAzoTAI et PE comme indiqué dans le tableau 

suivant. 
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Tableau 11 Distance N-O et N-P entre la molécule d’azobenzène et le 

phospholipide calculé par HyperMatrix 

 Distance   N-O (Å) Distance   N-P (Å) 

BuAzoTAI-PE 5,1 6,1 

HexAzoTAI-PE 4,7 2,9 

BuAzoTAI-PG 5,1 4,6 

HexAzoTAI-PG 4,8 11,3 

BuAzoTAI-CL 4,8 6,2 

HexAzoTAI-CL 9,1 9,2 

 

Le groupement azobenzène peut donc jouer un rôle positif 

dans l’interaction d’un amphiphile cationique avec la bicouche 

phospholipidique d’un micro-organisme.  

VIII. Evaluation de la cytotoxicité et du pouvoir 

hémolytique 

1. Cytotoxicité 

Les azobenzènes étant connus pour leurs activités cytotoxiques239 et 

hémolytiques241, les composés EtAzoTAI, BuAzoTAI et HexAzoTAI, jugés 

les plus prometteurs pour leurs activités biologiques, ont étés testés afin de 

savoir si ces molécules pouvait présenter des problèmes pour des applications 

en désinfection ou en santé humaine. La CC50 (Concentration à laquelle une 

cytotoxicité de 50% est observée) pour la culture invitro de cellules du rein 

HEK-293 est référencée dans le Tableau 12.  
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Tableau 12 CC50 d’EtAzoTAI, BuAzoTAI et HexAzoTAI sur les cellules HEK-

293 

 EtAzoTAI BuAzoTAI HexAzoTAI 

CC50 (µg/mL) >32 11,4 18,7 

 

EtAzoTAI n’est pas cytotoxique, contrairement à BuAzoTAI et 

HexAzoTAI. Une cytotoxicité de 50% est un seuil qui est considéré comme 

sévère275. Il est intéressant de constater que la cytotoxicité n’augmente pas de 

manière linéaire avec la taille de la queue apolaire. En effet, le composé le 

plus cytotoxique est BuAzoTAI. Cette cytotoxicité peut poser problème pour 

les applications, néanmoins, cette concentration est relativement élevée. Cette 

valeur est supérieure à la CMI50 d’HexAzoTAI pour les trois souches de 

bactéries testées et pour les 6 souches de champignons.  

2. Pouvoir hémolytique 

Les CH10 et CH50 (Concentrations pour lesquelles 10% et 50% de taux 

d’hémolyse sont observés respectivement) sur les érythrocytes humains sont 

indiqués dans le Tableau 13. 

 

Tableau 13 CH10 et CH50 d’EtAzoTAI, BuAzoTAI et HexAzoTAI sur les 

érythrocytes humains 

 EtAzoTAI BuAzoTAI HexAzoTAI 

CH10 (µg/mL) >32 >32 14,6 

CH50 (µg/mL) >32 >32 21,8 

 

Dans l’idéal, cette valeur doit être à une concentration de plusieurs centaines 

de microgrammes par millilitre de manière à ce que les molécules 

n’endommagent pas les érythrocytes. Ces valeurs sont atteintes par plusieurs 

peptides antibactériens276,277. Parmi les AzoTAI, seul HexAzoTAI présente 

un pouvoir hémolytique. Ceci est probablement dû au fait que ce composé est 

le plus amphiphile, comme le reflète sa CMC qui est la plus faible de la 

famille AzoTAI. Le pouvoir hémolytique augmente fortement à partir de 15 

µg/mL jusqu’à atteindre la CH50 à 21,8 µg/mL. Le fait que le composé 

HexAzoTAI soit cytotoxique, il risque d’être plus difficile de trouver une 

application à ce composé sans risquer des atteintes à la santé humaine. 
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3. Conclusion 

Une famille de quatre azobenzènes cationiques dérivés de la famille 

AzoOH a été obtenue par greffage d’une tête polaire de type 

triméthylammonium. Les gains en amphiphilicité de cette famille ont permis 

de déterminer des CMC chez tous les membres de cette famille et sont en 

faveur d’une capacité à s’insérer au niveau d’interfaces polaires/apolaires 

comme la membrane d’un champignon ou d’une bactérie. Les activités 

antibactériennes et antifongiques de ces composés augmentent avec 

l’augmentation de la taille de la queue apolaire. Le composé HexAzoTAI 

inhibe la croissance de toutes les souches et possède des CMI50 assez faibles 

sur la plupart des champignons. Il a un effet bactéricide sur E.coli et 

bactériostatique sur M.luteus. Le composé BuAzoTAI possède de faibles 

CMI50 uniquement sur les souches gram-positives, et a des CMI50 un peu plus 

élevé sur les champignons. Il exerce un effet bactériostatique sur M.luteus. 

EtAzoTAI est encore moins actif sur les bactéries, et HAzoTAI ne l’est 

quasiment pas. Néanmoins, les activités cytotoxiques et hémolytiques des 

composés risquent de freiner les utilisations concrètes de ces composés. Les 

expériences de perméabilisation de liposomes ont été positives pour 

BuAzoTAI et HexAzoTAI, où ces deux molécules ont parfois perméabilisé 

à plus de 50% les liposomes même à des concentrations très faibles. En 

partant de ce constat, nous avons démontré que la perméabilisation de ces 

liposomes était liée à la proportion de PE dans la composition de ces 

liposomes. Les expériences sur les monocouches avec la balance à film de 

Langmuir ont permis de montrer la grande affinité de BuAzoTAI et 

d’HexAzoTAI pour les lipides membranaires bactériens, et leurs capacités à 

s’insérer dans un monocouche constitué de ces lipides. De même, la 

modélisation de l’interaction avec une bicouche lipidique implicite révèle que 

tous les composés de cette famille ont la possibilité de pénétrer au cœur de la 

bicouche phospholipidique de la membrane plasmique, et qu’il est même 

possible pour ses molécules de se déplacer tout le long du cœur apolaire de 

cette bicouche, et que les meilleurs candidats possédaient une longue queue 

apolaire. Enfin, HyperMatrix a permis de déterminer que BuAzoTAI et 

HexAzoTAI avaient des énergies d’interaction fortement négative avec PE et 

PG. Nous avons pu également constater l’importance que prenait la fonction 

azobenzène dans les interactions entre PE et HexAzoTAI. Cette affinité peut 

expliquer pourquoi cet azobenzène est ainsi bactéricide pour E.coli, qui 

possède naturellement une grande proportion de PE dans sa membrane 

plasmique. Ainsi, presque toutes les expériences montrent qu’il faut une 

grande tête apolaire aux composés AzoTAI, et que ces composés peuvent 

pénétrer la membrane plasmique des bactéries via des affinités entre ces 

molécules et les lipides bactériens. Le mode d’action fortement suggéré est 

donc lié à une perméabilisation de la membrane plasmique, entrainant une 

lyse de la cellule.  
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Dans le chapitre suivant de cette thèse nous allons comparer les familles 

entre elles afin d’apporter les premiers éléments d’une relation structure-

activités des azobenzènes.  
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5 
Relations STRUCTURE-FONCTION 
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I. Analyse des activités antibactériennes 

Dans le but de tirer les premiers éléments permettant de dégager un début de 

relations structure-activité, une Analyse en Composante Principale (ACP) est 

effectuée sur les CMI50 des 12 azobenzènes sur les trois souches de bactéries 

testées (E.coli, M.luteus et B.subtilis). Cet outil va permettre de voir quels 

sont les différents profils des activités antibactériennes des molécules en 

positionnant sur un axe en deux dimensions des points à proximité de vecteurs 

représentant les souches en fonction, ici, de leurs CMI50 (Figure 102). Ainsi, 

plus une molécule aura une faible CMI50 pour une souche donnée, plus elle se 

trouvera proche du vecteur correspondant à cette souche. Cela permet de 

donner graphiquement un aperçu de différents résultats. En abscisse et en 

ordonnée est indiquée la quantité d’informations que contient chaque axe. Il 

va ainsi être possible de voir en fonction de la longueur de la taille des queues 

apolaires si cette dernière permet d’augmenter ses propriétés antibactériennes.  

 

 

Figure 102 ACP des CMI50 des azobenzènes en fonction de la souche bactérienne. A 

l’exception des molécules sans queue apolaire, ces azobenzènes se distinguent en 

deux groupes (Cercle vert et cercle marron). 

 

Un angle aigu est formé entre les deux vecteurs correspondant aux deux 

souches gram-positives, reflétant leur similarité de réponse aux 
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antimicrobiens testés et soulignant ainsi l’importance des structures pariétale 

dans leur action antibactérienne. Ceci est confirmé par le fait que ces deux 

vecteurs et celui d’E.coli sont pratiquement orthogonaux, ce qui souligne une 

différence de réponse aux composés testés de la souche gram-négative. De 

plus, il apparait sur le graphe que les composés des trois familles avec une 

absence de queue apolaire sont les plus isolés et les plus lointains des trois 

vecteurs, indiquant leur manque d’efficacité sur les modèles bactériens 

utilisés. La proximité sur le graphique des molécules HexAzoPEG, 

EtAzoTAI, EtAzoOH, BuAzoOH, BuAzoPEG et BuAzoTAI font qu’elles 

forment un premier groupe d’azobenzènes (cercle vert dans la Figure 99), 

assez proche des vecteurs de M.luteus et B.subtilis. Ces molécules ont des 

CMI50 assez faibles pour les bactéries gram-positives mais ont en revanche 

des activités nulles sur la croissance d’E.coli (Tableau 13). Un second 

groupe de molécules, constitué par EtAzoPEG, HexAzoOH et HexAzoTAI, 

est formé par les azobenzènes ayant de bonnes activités sur les trois souches 

de bactéries, elles sont positionnées entre les vecteurs des bactéries gram-

positives et celui de la bactérie gram-négatives. Les CMI50 des deux membres 

de chaque famille ayant les meilleures activités antibactériennes sont 

présentés dans le Tableau 14.  

 

Tableau 14 CMI50 des composés ayant les meilleures activités antibactériennes 

 E.coli M.luteus B.subtilis 

BuAzoOH >120 3,75 3,75 

HexAzoOH 3,75 3,75 3,75 

EtAzoPEG 15 7,5 7,5 

BuAzoPEG >120 7,5 3,75 

BuAzoTAI >30 2 2 

HexAzoTAI 7,5 1 2 

 

Les azobenzènes HAzoOH, HAzoPEG et HAzoTAI sont très éloignés des 

vecteurs car ce sont les composés avec les activités les plus faibles sur la 

croissance des bactéries. Ainsi, quelque soit le mode d’action de ces 

molécules, il est nécessaire qu’une chaine carbonée soit positionné en 4’ d’un 

4-azobenzène pour avoir un composé actif. Ensuite, le second groupe est 

formée par les AzoOH et les AzoTAI avec des tailles de queue apolaire 

intermédiaire (EtAzoOH et BuAzoOH, EtAzoTAI et BuAzoTAI) et par les 

AzoPEG avec les tailles de queue apolaire les plus importantes (BuAzoPEG 

et HexAzoPEG). Enfin, pour les AzoOH et les AzoTAI, la capacité 

antibactérienne augmente avec l’augmentation de la taille de la queue 
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apolaire. De même, ce n’est qu’à partir d’une longueur de chaîne carbonée de 

6 que le composé acquiert une capacité antibactérienne vis-à-vis d’E.coli 

(gram-négative). Dans chacune des familles, une seule molécule montre une 

activité biologique sur la croissance d’E.coli. Pour AzoOH et AzoTAI c’est 

le composé avec une queue apolaire de type hexyl mais pour AzoPEG c’est 

le composé avec une queue apolaire de type éthyl. Les composés portant une 

tête polaire de type triéthylène glycol semblent donc être à part. Une 

hypothèse est que le pouvoir antibactérien des AzoPEG est dû à un mode 

d’action différent par rapport aux AzoOH et aux AzoTAI. Cette hypothèse 

est appuyée par le fait que le mode d’action des AzoTAI est probablement lié 

aux interactions entre les azobenzènes et la membrane plasmique des 

bactéries (Chapitre 4), et par le fait qu’à priori les AzoPEG interagissent peu 

avec les lipides membranaires bactériens (Chapitre 3).  

 

Si on regarde maintenant souche par souche, en commençant par les gram-

positives. Il est possible de faire une autre ACP en prenant comme paramètre 

une donnée expérimentale ou une donnée issue de la modélisation afin de 

voir si tous ces résultats sont corrélés d’une part, et si les molécules adoptent 

une position proche par rapports à ces expériences, ou si au contraire ces 

dernières se positionneront de manière assez éloignés de ces vecteurs, bien 

qu’elles présentent une bonne activité antibactérienne. Cela pourra également 

mettre en valeur les potentielles proximités entre les composés de différentes 

familles et pourra ainsi renseigner sur l’éventuel mode d’action que pourront 

partager les azobenzènes. Ceci pourrait montrer visuellement à quel point 

l’activité de ces molécules est due aux interactions qu’elles peuvent avoir 

avec la membrane plasmique dans la mesure où nos expériences 

biophysiques ainsi que les modélisations étaient ciblés sur ce paramètre. Dans 

cette analyse, les paramètres suivants sont utilisés : la CMI50, la CMC, la 

perméabilité des liposomes mimant la composition membranaire à un rapport 

d’un azobenzène par phospholipide, la différence d’énergie d’interaction des 

azobenzènes entre eux-mêmes et le phospholipide majoritaire de la 

composition membranaire de la bactérie (PG pour les gram-positives, PE 

pour E.coli) et enfin la contrainte énergétique totale calculée via IMPALA au 

centre de la bicouche phospholipidique. Les deux azobenzènes les plus actifs 

de chaque famille seront utilisés pour rendre les graphiques plus lisibles 

(BuAzoOH, HexAzoOH, EtAzoPEG, BuAzoPEG, BuAzoTAI et 

HexAzoTAI).  
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1. Cas de Micrococcus luteus 

La Figure 103 présente cette ACP pour M.luteus. 

 

 

 

Figure 103 ACP de toutes les données expérimentales et issues de la modélisation 

dans le cas de M.luteus 

 

Les deux membres de chaque famille sont assez proches, confirmant une 

similarité de réponse aux différents paramètres utilisés, car les différences 

entre chaque membre de chaque famille est ici simplement un allongement de 

la chaîne carbonée d’un groupement éthyle, ce qui correspond à une variation 

de la structure assez minime. Les AzoTAI sont assez proches de tous les 

vecteurs. Ceci était attendu étant donné que des interactions entre ces 

composés et la membrane plasmique ont été mises en évidence au moyen de 

la biophysique. Les familles AzoOH et encore plus AzoPEG sont très 

éloignés de tous les vecteurs représentant les expériences biophysiques 

relevant de l’étude des interactions entre ces composés et les lipides 

membranaires bactériens. Ce résultat était également attendu car les 
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modélisations ainsi que les expériences biophysiques ont montré un faible 

potentiel d’interaction entre ces molécules et les lipides membranaires 

bactériens. Ce graphique met donc en valeur la plus grande proximité de 

réponse aux tests utilisés entre les familles AzoOH et AzoPEG, par rapport 

aux AzoTAI. La proximité des vecteurs entre eux met également en valeur la 

cohérence de ces expériences pour déterminer le mécanisme d’action des 

molécules, à savoir une perméabilisation de la membrane interne. Il donne 

encore une interprétation plus visuelle des liens entre la famille AzoTAI et 

l’affinité avec la membrane plasmique.  

 

2. Cas de Bacillus subtilis 

Une autre ACP avec le même type de données mais pour le cas de 

B.subtilis se trouve dans le Figure 104. 

 

Figure 104 ACP de toutes les données expérimentales et issues de la modélisation 

dans le cas de B.subtilis 

 

Les deux membres de chaque famille sont assez proches, à l’exception des 

AzoPEG, où BuAzoPEG est plus proche des AzoOH que d’EtAzoPEG. 

Ces quatre molécules sont assez éloignées des vecteurs, à l’exception de la 

CMI50. Les AzoTAI sont assez proches de tous les vecteurs, de la même 

manière que pour M.Luteus, une autre bactérie gram-positive. La proximité 

des AzoTAI avec chaque vecteur peut s’expliquer par les fortes interactions 
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entre ces molécules et la membrane plasmiques. Les AzoOH et AzoPEG 

ayant également montré une absence totale de perméabilisation de 

perméabilisation de liposomes, ainsi que des énergies d’interaction avec PG 

très élevées, ils sont ainsi très éloignés de ces trois vecteurs. La relative 

proximité de tous les vecteurs montre une certaine cohérence entre les 

différentes expériences de biophysique et la modélisation. Cette ACP valide 

une fois encore les liens entre la bonne activité antibactérienne des AzoTAI 

et leurs fortes interactions avec la membrane plasmique, ainsi que la plus 

grande proximité entre la famille AzoOH et AzoPEG comparativement aux 

AzoTAI. Comme pour l’autre souche bactérienne gram positive utilisée, il 

semble que la meilleure corrélation avec les résultats de CMI obtenus soit 

avec l’énergie de rétention au centre de la bicouche en faisant un paramètre 

potentiellement intéressant pour la prédiction des activités antibactériennes 

de molécules ciblant les membranes. 

 

3. Cas d’Escherichia coli 

Une autre ACP traitant les mêmes données mais pour E.coli est montrée 

dans le Figure 105. 

 

 

Figure 105 ACP de toutes les données expérimentales et issus de la modélisation 

dans le cas de E.coli 
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Il est intéressant de noter que les molécules ne sont plus regroupées par 

famille mais en fonction de leur pouvoir antibactérien : d’un côté il y a une 

proximité entre le vecteur CMI50 et les molécules HexAzoTAI, HexAzoOH 

et EtAzoPEG. De l’autre, ce sont les molécules BuAzoPEG, BuAzoOH et 

BuAzoTAI qui sont proches. Les AzoOH et les AzoPEG sont très éloignés 

des autres vecteurs. HexAzoTAI est proche du vecteur CMI50, contrainte 

énergétique totale au centre de la bicouche et perméabilité. Ce dernier reste 

néanmoins plus proche des vecteurs correspondant aux expériences 

biophysiques que du vecteur CMI50. BuAzoTAI, quant à lui, est proche du 

vecteur CMC et perméabilité. BuAzoPEG et BuAzoOH n’ayant ni activité 

sur E.coli, ni de bonnes interactions avec la membrane plasmique, il est 

normal que ces composés soient très éloignés de tous les vecteurs. 

EtAzoPEG et HexAzoOH ont également de très mauvaises interactions avec 

la membrane plasmique mais ont une bonne CMI50. Il est normal qu’ils se 

retrouvent assez proche du vecteurs CMI50 mais éloignés des autres vecteurs. 

HexAzoTAI ayant une CMI50 assez faible et une très bonne interaction avec 

la membrane plasmique, il se retrouve au centre de tous les vecteurs. 

BuAzoTAI, en revanche, n’a aucune activité sur la croissance d’E.coli, mais 

possède de fortes interactions avec la membrane plasmique. Il se retrouve 

donc très éloigné du vecteur CMI50 mais assez proche des autres vecteurs, en 

particulier celui de CMC et perméabilité. Comparé aux ACP réalisées sur les 

souches gram-positives, on voit sur cette ACP que le vecteur CMI50 est plus 

éloigné des autres vecteurs. Ceci signifie que l’activité antibactérienne est 

moins corrélée aux paramètres physico-chimique mesurant les interactions 

avec la membrane plasmique pour E.coli que pour les deux bactéries gram-

positives, ceci peut s’expliquer par la présence du LPS dans la membrane 

externe des bactéries gram-négatives, celui-ci pouvant prémunir la bactérie 

contre les composés antibactériens91. La nature anionique de ce LPS en fait 

potentiellement un partenaire privilégié à cause de sa position externe par 

rapport à la membrane plasmique et par se charge anionique278. En effet, les 

composés AzoTAI, de par leur nature cationique, ont pu avoir été empêchés 

d’interagir avec la membrane interne de la bactérie, comme avec les peptides 

antibactérien cationique279. 

II. Conclusion sur les relations structure-

fonction 

Les différentes représentations graphiques ACP des données ont pu mettre 

en lumière le fort pouvoir d’interaction entre les AzoTAI et la membrane 

plasmique comparativement aux deux autres familles. La première ACP 

montre en particulier que l’activité antibactérienne n’est pas tant corrélée à la 

nature de la tête polaire qu’à la taille de la queue apolaire. Les ACP suivantes 
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montrent en revanche que la nature de la tête polaire permet à la molécule 

d’interagir ou non avec la membrane plasmique de la bactérie. Si on regarde 

les ACP dans leur ensemble, ces dernières ont ainsi pu mettre en valeur le fait 

que les différentes données issues de la modélisation et des expériences de 

biophysique sont relativement cohérentes entre elles au vu de la proximité 

des vecteurs associés dans les ACP. Nous avons néanmoins démontré que 

pour avoir une bonne activité antibactérienne, les interactions avec la 

membrane plasmiques ne sont pas le seul mode d’action à privilégier. La 

molécule pouvant être active via un ou plusieurs autres modes d’action. Bien 

que l’ensemble des données récoltées dans cette thèse ne permettent pas de 

déterminer quel est ce mode d’action. Des études précédentes suggèrent 

notamment une inhibition de l’ATP synthase228–230. Néanmoins, dans notre 

étude, il a été montré qu’une tête polaire cationique et une queue apolaire 

plutôt longue sont nécessaires afin de favoriser au maximum les interactions 

entre l’azobenzène et la membrane plasmique de la bactérie.  

III. Perspectives 

Les premiers éléments des relations structure-activité ayant été dégagés, il 

est maintenant nécessaire d’augmenter significativement le nombre de 

molécules synthétisées afin de pouvoir mesurer le réel impact des chaines 

carbonées sur les propriétés physico-chimiques et biologiques. De plus, il 

serait intéressant de voir l’effet d’azobenzènes comportant des queues 

apolaires ramifiées (un groupement isopropyl par exemple) ou des chaines 

cycliques (un cyclohexyl par exemple). sur leurs interactions avec les lipides 

membranaires des micro-organismes D’autres têtes polaires cationiques 

peuvent également être envisagées comme des phosphoniums280 ou des 

ammoniums quaternarisés avec des groupements autres que des groupements 

méthyls75. Au niveau des activités antifongiques, la suite du travail serait de 

réaliser les mêmes expériences au niveau de l’étude du mécanisme d’action, 

mais sur des membranes biomimétiques de champignons et en utilisant les 

lipides fongiques majoritaires des parois de champignons. 

 

Un paramètre limitant l’application de des AzoTAI les plus actifs est leur 

activité hémolytique et cytotoxique (Voir Chapitre 4). Néanmoins, si on 

envisage d’utiliser plutôt ces composés dans un dispositif de désinfection qui 

fonctionnera de manière entièrement isolée par rapport à l’utilisateur, la 

potentielle nocivité des composés ne sera plus un problème. Ce travail est en 

cours de protection intellectuelle 

 

Une autre manière de réduire les activités cytotoxiques sur les cellules 

humaines des composés est de jouer sur sa nature azobenzénique. En effet, il 

est possible de faire changer la conformation du composé de la forme trans à 
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la forme cis en utilisant des ultraviolets. Ainsi avec une irradiation on pourrait 

jouer sur l’activation et l’inactivation des composés, principe sur lequel 

repose la photopharmacologie212,281. Dans le cadre de la thèse, une étude 

préliminaire via l’outil de modélisation IMPALA a permis de mettre en 

évidence une différence de comportement de pénétration des composés cis et 

trans dans une bicouche phospholipidique implicite (Figure 106). 

 

 

Figure 106 Evolution de la contrainte énergétique d’une molécule de BuAzoTAI en 

forme cis ou trans en fonction de la position de son centre de masse dans une 

membrane implicite selon le modèle IMPALA. La ligne marron verticale à -18Å et 

+18 Å correspond à la limite entre le milieu aqueux et la partie polaire de la bicouche. 

La ligne violette verticale à -13,5 Å et +13,5 Å correspond à la limite entre les têtes 

polaires et cœur hydrophobe de la bicouche implicite.  La ligne verticale noire 

correspond au centre de la bicouche. 

 

Une différence de domaine où les deux composés ont leur minimum 

énergétique est à observer. En effet, le cis-BuAzoTAI présente un minimum 

énergétique au niveau de l’interface tête polaire-cœur hydrophobes des lipides 

et une valeur d’énergie positive au centre de la membrane, conduisant à dire 

que cettemolécule est peu encline à traverser la membrane alors que pour le 

composé trans-BuAzoTAI, cette traversée semble favorable. En évitant cette 

traversée, l’activité cytotoxique pourrait être réduite 
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MATÉRIELS & MÉTHODES 

I. Réactifs, solvants et matériels utilisés en 

synthèse organique 

Les réactifs et solvants organiques proviennent d’Acros Organics (division 

de Fisher Bioblock Scientific), de Sigma-Aldrich ainsi que de SDS Carlo-

Elba. Les réactifs n’ont subi aucun traitement préalable à leur utilisation. 

L’eau utilisée pour les synthèses et pour les différentes étapes de purification 

des milieux réactionnels provient d’un système Veolia Elga Purelab Flex afin 

de pouvoir être qualifiée d’eau Ultra Pure 18,2 MΩ. Les analyses CCM ont 

été réalisées sur des plaques d’aluminium (Merck Kieselgel 60F254, 

épaisseur de silice : 0,2 mm). Les bruts réactionnels ont été purifiés par un 

appareil de chromatographie flash Reveleris (avec des colonnes de silice (12 

ou 40 g). Les analyses des masses moléculaires ont été réalisées par 

spectrométrie de masse avec une ionisation par impact électronique (GC-EI-

HRMS). Les composés ont été identifiés par QExactive™ GC Orbitrap™ 

GC-MS/MS (Thermo-Fisher, Villebon, France), en utilisant une colonne 

capillaire BP5MS (SGE, 30 m x 0.25 mm, 0.25 μm). Le gaz utilisé était de 

l’hélium à un flux de 1,2 mL.min-1. La température du four était initialement 

de 50°C durant 2 minutes après l’injection, puis elle a été augmentée de 15 

°C.min-1 pour atteindre une température finale de 350 °C maintenue pendant 

2 minutes. Un volume de 1 μL de chaque échantillon a été injecté à 250 °C 

sans diviseur de flux ou avec diviseur de ratio 1/10. Le contrôle du 

spectromètre de masse et le traitement des spectres ont été réalisés en 

utilisant le logiciel Xcalibur (Version 4.0.27), la bibliothèque spectrale de 

masse NIST 2014 et la base de données HRMS élaborée de manière interne. 

Les spectres de masse ont été réalisés par ionisation par impact électronique 

(EI). Le système HRMS a acquis les données de l’ordre de 509-00 m/z à un 

mode de résolution de 60,000 avec une énergie de 70 eV pour l’ionisation par 

impact électronique. Le spectromètre a été calibré de manière externe. Ces 

analyses ont été réalisées avec le soutien de la Région Picardie, France 

(cofinancement d'équipements dans le cadre du projet CPER 2007-2020). Les 

spectres infrarouges ont été mesurés sur un appareil JASCO FT/IR-4100 type 

A équipé d’un ATR. Les analyses des composés en RMN ont été réalisées sur 

un appareil Brücker UltraShield 400MHz/54 mm Ultra long hold (UTC, 

Compiègne). Les déplacements chimiques, abrégés δ, sont donnés en ppm. 

Leurs valeurs sont basées sur le signal d’un étalon interne, le 

tétraméthylsilane (TMS). Les abréviations suivantes ont été utilisées dans la 

description des signaux : 
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s d dd t q quin m 

singulet doublet doublet 

de 

doublet 

triplet quadruplet quintuplet multiplet 

II. Protocoles généraux et caractérisation par 

produit des composés obtenus 
1. Famille AzoOH 

a) Procédure générale de synthèse des AzoOH 

 

 
 

15 mL d’une solution aqueuse de NaNO2 (8,4 g, 0,12 mol) est ajoutée 

goutte à goutte à une solution de 4-alkylaniline (0,1 mol) dans une solution 

d’HCl aqueux à 37% (25 mL) pendant 30 minutes. La réaction est réalisée 

dans un bain de glace et sous agitation pendant 1h. Le milieu contenant le sel 

de diazonium est versé à 0°C dans une solution de phénol (10,35 g, 0,1 mol) 

dans une solution de soude (50 mL, 6M). Le mélange est agité et placé dans 

un bain de glace à 0°C pendant 1h, il devient orange. Le précipité marron 

formé par la neutralisation de HCl est extrait avec 2x100 mL d’AcOEt. La 

phase organique est concentrée puis séché par MgSO4 et filtrée. Le résidu 

obtenu est purifié sur silice (AcOEt/Cyclohexane 7:3) pour obtenir un solide 

orange. 
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HAzoOH - (E)-4-(phényldiazényl)phénol 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature282. On obtient 11,1 

g d’un solide orange (56%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) : δ 7,88 (m, 4H, CHAr) ; 7,48 (m, 3H, CHAr) 

; 6,95 (d, J= 8,6 Hz, 2H, CHAr). 13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 158,4 ; 152,8 ; 

147,3 ; 130,6 ; 129,2 ; 125,2 ; 122,7 ; 115,9. 

Proportion trans/cis : 100/0 (1H NMR) 

 

EtAzoOH - (E)-4-((4-éthylphényl)diazényl)phénol 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature283. On obtient 

16,96 g d’un solide orange (75%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) : δ 7,86 (d, J= 7,4 Hz, 2H, CHAr) ; 7,81 (d, J= 

8,1 Hz, 2H, CHAr) ; 7,32 (d, J= 8,1 Hz, 2H, CHAr) ; 6,93 (d, J= 8,8 Hz, 2H, 

CHAr) ; 2,72 (q, J= 7,6 Hz, 2H, CH2) ; 1,28 (t, J= 7,6 Hz, 3H, CH3) 13C (100 

MHz, CDCl3): δ 158,3 ; 150,9 ; 147,4 ; 147,2 ; 126,7 (x2) ; 125 (x2) ; 122,8 

(x2) ; 116 (x2) ; 28,9 ; 15,6 

Proportion trans/cis : 100/0 (1H NMR) 

BuAzoOH - (E)-4-((4-butylphényl)diazényl)phénol 
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Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature284. On obtient 

19,31 g d’un solide orange (76%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) : δ 7,85 (d, J= 8,8 Hz, 2H, CHAr) ; 7,79 (d, J= 

8,3 Hz, 2H, CHAr) ; 7,30 (d, J= 8,3 Hz, 2H, CHAr) ; 6,92 (d, J= 8,8 Hz, 2H, 

CHAr) ; 2,68 (t, J= 7,7 Hz, 2H, CH2) ; 1,75 (s, 1H, OH) ; 1,64 (q, J= 7,6 Hz, 

2H, CH2) ; 1,37 (m, 2H, CH2) ; 0,94 (t, J= 7,3 Hz, 3H, CH3) 13C (100 MHz, 

CDCl3)  : δ 158,0 ; 150,8 ; 147,1 ; 145,9 ; 129,0 (2x) ; 124,7 (2x) ; 122,5 (2x) 

; 115,7 (2x) ; 35,5 ; 33,4 ; 22,3 ; 13,9 

Proportion trans/cis : 100/0 (1H NMR) 

 

HexAzoOH - (E)-4-((4-hexylphényl)diazényl)phénol 

 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature284. On obtient 

14,39 g d’un solide orange (51%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) : δ 7,86 (2H, d, J= 8,6 Hz, CHAr) ; 7,8 (d, J= 

8,1 Hz, 2H, CHAr) ; 7,3 (, d, J= 8,6 Hz, 2H, CHAr) ; 6,94 (m, 2H, CHAr) ; 

2,67 (t, J= 7,6 Hz, 2H, CH2); 1,65 (m, 2H, CH2) ; 1,32 (m, 6H, CH2) ; 0,89 (t, 

J= 7,3 Hz, 3H, CH3) 13C (100 MHz, CDCl3)  : δ 158,3 ; 150,3 ; 147,2 ; 146,2 

; 129,2 (x2) ; 125 (x2) ; 122,7 (x2) ; 115,9 (x2) ; 36 ; 31,9 ; 31,4 ; 29,1 ; 22,7 

; 14,2. 

Proportion trans/cis : 100/0 (1H NMR) 

2. Famille AzoPEG 
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a) Triéthylène glycol monotosylate 

 

 
 

Du triéthylène glycol (11g, 73,3 mmol), de la 4-diméthylaminopyridine 

(DMAP) (45 mg, 0,7 mmol) et de la triéthylamine (2,6 mL, 19,1 mmol) sont 

mis en solution dans 95 mL de dichlorométhane à 5°C. Le chlorure de tosyle 

(3,5 g, 18,1 mmol) est ajouté à 5°C. Le mélange est agité pendant 4h, puis 

lavé avec une solution de HCl 1N, H2O puis NaCl saturé. La phase organique 

est séchée sur MgSO4 puis concentrée sous vide. Le résidu est purifié sur 

silice (AcOEt/Cyclochexane 7:3) pour obtenir une huile jaune (3,74 g, 68%). 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature260. 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) δ 7,80 (d, J = 8,2 Hz, 2H, CHAr) ; 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 

CHAr) ; 4,16 (t, J = 4,7 Hz, 2H, CH2) ; 3,70 (q, J = 4,7 Hz, 4H, CH2) ; 3,61 

(m, 4H, CH2) ; 3,57 (t, J = 4,5 Hz, 2H, CH2) ; 2,45 (s, 3H, CH3) ; 2,32 (s, 1H, 

OH)  13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 144,8 ; 132,8 ; 129,7 (2x) ; 127,9 (2x) ; 

72,4 ; 70,7 ; 70,2 ; 69,1 ; 68,6 ; 61,6 ; 21,6 

 

b) Procédure générale de synthèse des AzoPEG 

 

Le triéthylène glycol monotosylate (3,74 g, 12,3 mmol) est dissous dans de 

l’acétonitrile (150 mL) et sous N2 en présence de K2CO3 (8,42 g, 61,5 mmol). 

Une solution de 4-alkyl-4’-hydroxyazobenzène (15,4 mmol) dans de 

l’acétonitrile (50 mL) est ajoutée au goutte-à-goutte. Le milieu est porté à 

reflux pendant 18h sous N2. En fin de réaction, le solvant est évaporé sous 

vide puis le résidu est dissout dans du dichlorométhane avant d’être lavée 

avec une solution de NaCl aqueuse saturée (3 x 100 mL). Les phases 

organiques sont séchées sur MgSO4 et concentrées sous vide. Le résidu 

obtenu est purifié sur silice (AcOEt/Cyclohexane 7:3). 
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HAzoPEG - (E)-2-(2-(2-(4-(phényldiazényl)phénoxy)éthoxy) -

éthoxy)éthanol 

 

 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature285. On obtient 1,6 g 

d’un solide orange (36%). (400 MHz, CDCl3) δ 7.82 (dd , J1 = 14,6, J2 = 8.3 

Hz, 4H, CHAr) ; 7,42 (t, J = 7,3 Hz, 1H, CHAr) ; 6,95 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 

CHAr) ; 4.14 (s, 2H, CH2) ; 3.82 (m, 2H, CH2) ; 3,66-3,70 (m, 6H, CH2) ; 

3.55 (s, 2H, CH2) 2.33 (s, 1H, OH) 13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 161,2 ; 152,7 

; 147,1 ; 130,4 ; 129 ; 124,7 ; 122,6 ; 114,8 ; 72,5 ; 71,3 ; 70,9 ; 69,6 ; 67,6 ; 

61,8 

Proportion trans/cis : 93/7 (1H NMR) 

 

 

EtAzoPEG - (E)-2-(2-(2-(4-((4-éthylphényl)diazényl)phénoxy)éthoxy) -

éthoxy)éthanol 

 

 

 

On obtient 2,2 g d’un solide orange (50%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

7,88 (d, J = 8 Hz, 2H, CHAr) ; 7,81 (d, J = 8,1 Hz, 2H, CHAr) ;  7,31 (d, J = 

8 Hz, 2H, CHAr) ; 7,02 (d, J = 8,8 Hz, 2H, CHAr) ; 4,20 (t, J =4,5 Hz, 2H, 

CH2) ; 3,88 (t, J =4,7 Hz, 2H, CH2) ; 3,67-3,74 (m, 6H, CH2) ; 3,61 (t, J =4,5 

Hz, 2H, CH2) ; 2,71 (q, J = 7,6 Hz, 2H, CH2) ; 2,42 (s, 1H, OH) ; 1,27 (t, J  

=7,6 Hz, 3H, CH3) 13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 161 ; 151 ; 147,2 ; 147,1 ; 

128,5 (2x) ; 124,6 (2x); 122,6 (2x) ; 114,8 (2x) ; 72,5 ; 70,8 ; 70,4 ; 69,6 ; 

67,6 ; 61,7 ; 28,8 ; 15 

Proportion trans/cis : 88/12 (1H NMR) 
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BuAzoPEG - (E)-2-(2-(2-(4-((4-butylphényl)diazényl)phénoxy)éthoxy) -

éthoxy)éthanol 

 

 

 

Les données sont cohérentes avec la littérature4. On obtient 1,28g d’un 

solide orange (27%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,91 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 

CHAr) ; 7,82 (d, J = 8,2 Hz, 2H, CHAr) ; 7,31 (d, J = 8,2 Hz, 2H, CHAr) ; 

7,04 (d, J = 8,8 Hz, 2H, CHAr) ; 4,24 (t, J = 4,6 Hz, 2H, CH2) ; 3,92 (t, J = 

4,6 Hz, 2H, CH2) ; 3,72−3,78 (m, 6H, CH2) ; 3,65 (t, J = 4,4 Hz, 2H, CH2) ; 

2,70 (t, J = 7,7 Hz, 2H, CH2) ; 2,34 (s, 1H, OH) ; 1,66 (quin, J = 7,6 Hz, 2H, 

CH2) ; 1,39 (sex, J = 7,4 Hz, 2H, CH2) ; 0,96 (t, J = 7,3 Hz, 3H, CH3) 13C 

(1400 MHz, CDCl3)  δ 160,9 ; 150,9 ; 147,2 ; 145,8 ; 129 (2×) ; 124,5 (2×) ; 

122,5 (2×) ; 114,7 (2×) ; 72,4 ; 70,8 ; 70,3 ; 69,6 ; 67,6 ; 61,7 ; 35,5 ; 33,4 ; 

22,3 ; 13,9 

Proportion trans/cis : 94/6 (1H NMR) 

 

HexAzoPEG - (E)-2-(2-(2-(4-((4-hexylphényl)diazényl)phénoxy)éthoxy) -

éthoxy)éthanol 

 

 

 

Les données sont cohérentes avec la littérature286. On obtient 1,68g d’un 

solide organe (33%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,89 (d, J = 9 Hz, 2H, 

CHAr) ; 7,79 (d, J =8,3 Hz, 2H, CHAr) ; 7,29 (d, J =8,4 Hz, 2H, CHAr) ; 

7,02 (d, J = 9 Hz, 2H, CHAr) ; 4,20 (t, J = 4,6 Hz, 2H, CH2) ; 3,89 (t, J =4,9 

Hz, 2H, CH2) ; 3,69-3,75 (m, 6H, CH2) ; 3,61 (t, J = 4,9 Hz, 2H, CH2) ; 2,67 

(t, J = 7,6 Hz, 2H, CH2) ; 1,64 (q, J = 7,8 Hz, 2H, CH2) ; 1,28-1,36 (m, 6H, 
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CH2) ; 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3) 13C (100 MHz, CDCl3)  160,9 ; 150,9 ; 

147,2 ; 145,9 ; 129 (2x) ; 124,5 (2x) ; 122,5 (2x) ; 114,8 (2x) ; 72,5 ; 70,8 ; 

70,3 ; 69,2 ; 67,6 ; 61,7 ; 35,9 ; 31,7 ; 31,3 ; 29 ; 22,6 ; 14,1.  

Proportion trans/cis : 92/8 (1H NMR) 

3. Famille AzoTAI 

 

a) Procédure générale de synthèse de 4-alkyl-4'-(2-

hydroxyéthoxy)azobenzène 

 

 

Le 4-alkyl-4’-hydroxyazobenzène (HAzoOH, EtAzoOH, BuAzoOH ou 

HexAzoOH,19,7 mmol) est dissous dans du n-butanol (15 mL) en présence 

de K2CO3 (2,72g, 19,7 mmol) et KI (116 mg, 0,7 mmol). Après l’ajout, 

goutte-à-goutte, du 2-chloroéthanol (1,4 mL, 19,7 mmol), le mélange est 

chauffé à 115°C pendant 6h. Puis on rajoute 1,4 mL supplémentaire de 2-

chloroéthanol et on laisse chauffer pendant 18h supplémentaires. En fin de 

réaction, le produit est filtré et lavé à l’eau (2x 15 mL), puis extrait au 

dichlorométhane (3x 60 mL). La phase organique est séchée sur MgSO4 puis 

évaporée sous vide. Le résidu est ensuite purifié sur silice (AcOEt, 

Cyclohexane 7:3). 

 

2-(hydroxyéthoxy)azobenzène 
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Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature287. On obtient 3,76 

g d’un solide orange (79%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,91 (dd, J1= 8,1 

Hz, J2= 12,7 Hz, 4H, CHAr) ; 7,48 (m, 3H, CHAr) ; 7,01 (d, J= 8,9 Hz, 2H, 

CHAr) ; 4,14 (m, 2H, CH2) ; 3,99 (m, 2H, CH2). 13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 

161,1 ; 152,8 ; 147,3 ; 130,3 ; 129,1 (x2) ; 124,9 (x2) ; 122,7 (x2) ; 114,9 (x2) 

; 69,6 ; 61,3 

Proportion trans/cis : 96/4 (1H NMR) 

 

4-éthyl-4'-(2-hydroxyéthoxy)azobenzène 

 

 

 

On obtient 3,57 g d’un solide orange (67 %) mp = 126 °C. 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) δ 7.83 (d, J= 9.2 Hz 2H, CHAr) ; 7.74 (d, J= 8,4 Hz, 2H, 

CHAr) ; 7,21 (d, J= 8,4 Hz, 2H, CHAr) ; 6,95 (d, J= 8,8 Hz, 2H, CHAr) ; 

4,10 (m, 2H, CH2) ; 3,93 (m, 2H, CH2) ; 2,65 (q, J= 7,6 Hz, 2H, CH2) ; 1,21 

(t, J= 7,6 Hz, 3H, CH3). 13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 160,9 ; 151,1 ; 147,5 ; 

147,4 ; 128,6 (x2) ; 124,7 (x2) ; 122,8 (x2) ; 114,9 (x2) ; 69,6 ; 61,5 ; 29 ; 

15,6 

Proportion trans/cis : 86/14 (1H NMR) 

FTIR : 3334 cm-1 (w), 2931 cm-1 (w), 1597 cm-1 (s), 1500 cm-1 (s), 1252 

cm-1 (s), 1079 cm-1 (s), 1045 cm-1 (s), 848 cm-1 (s), 841 cm-1 (w) 

HRMS (ESI+) m/z calculé pour [(C16H18N2O2)H]+ 368.2696.1227 trouvé 

368.2709 

4-butyl-4'-(2-hydroxyéthoxy)azobenzène 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature288. On obtient 2g 

d’un solide orange (34%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,88  (d, J= 9 Hz, 

2H, CHAr) ; 7,81 (d, J= 8,4 Hz, 2H, CHAr) ; 7,31 (d, J= 8,5 Hz, 2H, CHAr) ; 

7,03 (d, J= 9 Hz, 2H, CHAr) ; 4,17 (t, J= 4,5 Hz, 2H, CH2) ; 4,01 (m, 2H, 

CH2) ;  2,68 (t, J= 7.7 Hz, 2H, CH2) ; 1,64 (m, 2H, CH2) ; 1,38 (sex, J= 7,4 

Hz, 2H, CH2) ; 0,95 (t, J= 7,3 Hz, 3H, CH3) 13C (100 MHz, CDCl3)  : δ 158 ; 



179 

150,8 ; 147,1 ; 145,9 ; 129,0 (x2) ; 124,7 (x2) ; 122,5 (x2) ; 115,7 (x2) ; 35,5 ; 

33,4 ; 22,3 ; 13,9 

Proportion trans/cis : 93/7 (1H NMR) 

 

4-hexyl-4'-(2-hydroxyéthoxy)azobenzène 

 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature288. On obtient 2,57 

g d’un solide orange (40%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,90 (d, J= 8,4 

Hz, 2H, CHAr) ; 7,80 (d, J= 7,8 Hz, 2H, CHAr) ; 7,30 (d, J= 7,7 Hz, 2H, 

CHAr) ; 7,03 (d, J= 8,4 Hz, 2H, CHAr) ; 4,16 (m, 2H, CH2) ; 4,01 (m, 2H, 

CH2) ; 2,67 (t, J= 7,6 Hz, 2H, CH2) ; 1,65 (m, 2H, CH2) ; 1,31 (m, 6H, CH2) ; 

0,89 (m, 3H, CH3) 13C (100 MHz, CDCl3)  : δ 160,9 ; 151,1 ; 147,5 ; 146,2 ; 

129,2 (x) ; 124,7 (x2) ; 122,7 (x2) ; 114,9 (x2) ; 69,6 ; 61,5 ; 36 ; 31,4 ; 29,1 ; 

22,7 ; 19,1 ; 14,2 

Proportion trans/cis : 82/18 (1H NMR) 

 

b) Procédure générale de synthèse des iodure de 4-

alkyl-4'-(2-N,N,N-triméthylaminioéthoxy)-

azobenzène 

Le 4-alkyl-4'-(2-hydroxyéthoxy)azobenzène (4 mmol) est dissous dans du 

dichlorométhane (25 mL) en présence de triéthylamine (1 mL,, 6,2 mmol) et 

de DMAP (15 mg, 2mol%). Le chlorure de tosyle (1,2 g, 6,2 mmol) est 

ajouté petit à petit à 0°C. Le mélange est laissé sous agitation pendant 24h à 

température ambiante. En fin de réaction, le brut est lavé successivement par 

NH4Cl saturé (2x 20 mL), NaHCO3 saturé (2 x 20 mL) et H2O (2 x 20 mL). 

On évapore ensuite la phase organique et on obtient un solide orange. Le 

produit se dégradant facilement, il est mis immédiatement en réaction sans 

purification.  

Le 4-alkyl-4'-(2-tosyloxyéthoxy)azobenzène (4 mmol) est dissous dans 80 

mL d’un mélange acétone/eau (2 :1). 1,4 mL d’une solution de 

diméthylamine à 40% dans l’eau est ajouté (8,2 mmol) est ajoutée. On 

chauffe à 60°C avec un reflux pendant 24h. On évapore l’acétone, puis on 

extrait avec 3 x 40 mL d’AcOEt. Les phases organiques sont lavées avec 

K2CO3 saturé (2 x 40 mL) et H2O (2 x 40 mL) puis séchée avec MgSO4 et 
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évaporées sous vide. On solubilise le résidu obtenu dans 150 mL d’éther 

éthylique. Puis 2 mL d’iodométhane (32,2 mmol) est ajouté. Le mélange est 

agité pendant 24 à température ambiante. Le produit est ensuite filtré sous 

vide. 

 

HAzoTAI – iodure de (E)-N,N,N-triméthyl-2-(4-(phényldiazényl) -

phénoxy)éthanammonium 

 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature265. On obtient 164 

mg d’un solide orange (10% sur les deux dernières étapes). 1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ 7,95 (d, J= 8,2 Hz, 2H, CHAr) ; 7,86 (d, J= 7,3 Hz, 2H, 

CHAr) ; 7,58 (d, J= 6,9 Hz, 2H, CHAr) ; 7,22 (d, J= 8,5 Hz, 2H, CHAr) ; 

4,59 (s, 2H, CH2) ; 3,83 (s, 2H, CH2) ; 3,2 (s, 9H, CH3) 13C (1400 MHz, 

CDCl3)  : δ 160,1 ; 151,9 ; 146,6 ; 143,4 ; 129,4 (x2) ; 124,6 (x2) ; 122,3 (x2) 

; 115,4 (x2) ; 64 ; 62,1 ; 53,1 (x3) 

Proportion trans/cis : 76/24 (1H NMR) 

 

EtAzoTAI – iodure de (E)-2-(4-((4-éthylphényl)diazényl)phénoxy)-

N,N,N-triméthyléthanammonium 

 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature266. On obtient 439 

mg d’un solide orange (25% sur les deux dernières étapes). 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) δ 7,92 (d, J = 8,8 Hz, 2H, CHAr) ; 7,80 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 

CHAr) ; 7,36 (d, J = 8,1 Hz, 2H, CHAr) ; 7,12 (d, J = 8,8 Hz, 2H, CHAr) ; 

4,6 (s, 2H, CH2) ; 3,93 (m, 2H, CH2) ; 3,26 (s, 9H, CH3) ; 2,72 (q, J = 7,2 Hz, 

2H, CH2) ; 1,27 (t, J = 7,6 Hz, 3H, CH3) 13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 161,1 ; 

149,1 ; 149 ; 129,5 (x2) ; 125,6 (x2) ; 124,1 (x2) ; 115,8 (x2) ; 66,5 ; 63,5 ; 

54,9 (x3) ; 38,4; 29,8; 16 
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Proportion trans/cis : 88/12 (1H NMR) 

 

 

BuAzoTAI - – iodure de (E)-2-(4-((4-butylphényl)diazényl)phénoxy)-

N,N,N-triméthyléthanammonium 

 

 

 

Les données obtenues sont cohérentes avec la littérature267. On obtient 1,85 

g d’un solide orange (99% sur les deux dernières étapes). 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) δ 7,92 (d, J= 9.0 Hz, 2H, CHAr) ; 7,79 (d, J= 8.3 Hz, , 2H, 

CHAr) ; 7,33 (d, J= 8.3 Hz, 2H, CHAr) ; 7,18 (d, J= 9.0 Hz, , 2H, CHAr) ; 

4,60 ( m, 2H, CH2) ; 3,92 (m, 2H, CH2) ; 3,31 (s, 3H, CH3) ; 2,69 (t, J= 7.7 

Hz, 2H, CH2) ; 1,64 (m, 2H, CH2) ; 1,39 (m, 2H, CH2) ; 0,95 (t, J= 7.4 Hz, 

3H, CH3) 13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 161,1 ; 152,2 ; 149,0 ; 147,6 ; 130,3 

(2x) ; 125,7 (2x) ; 123,7 (2x) ; 116,2 (2x) ; 66,5 ; 63,5 ; 3 x 54,9 ; 36,5 ; 34,8 ; 

23,4 ; 14,3 

Proportion trans/cis : 90/10 (1H NMR) 

 

HexAzoTAI - – iodure de (E)-2-(4-((4-hexylphényl)diazényl)phénoxy)-

N,N,N-triméthyléthanammonium 

 

 
 

On obtient 500 mg d’un solide orange (25% sur les deux dernières étapes). 

mp = 196 °C. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,92 (d, J = 8,7 Hz, 2H, CHAr) ; 

7,79 (d, J = 8 Hz, 2H, CHAr); 7,34 (d, J = 8 Hz, 2H, CHAr) ; 7,18 (d, J = 8,7 

Hz, 2H, CHAr) ;  4,6 (m, 2H, CH2); 3,92 (m, 2H, CH2); 3,31 (s, 9H, CH3); 

2,7 (t, J = 7,6 Hz, 2H, CH2) ; 1,66 (m, 2H, CH2) ; 1,34 (m, 6H, CH2) ; 0,90 

(m, 3H, CH3) 13C (1400 MHz, CDCl3)  : δ 161,1 ; 152,3 ; 149,1 ; 147,1 ; 

130,2 (x2); 125,7 (x2) ; 123,7 (x2) ; 116,2 (x2) ; 66,5 ; 63,5 ; 49 (x3); 36,8 ; 

32,9 ; 32,6 ; 30 ; 23,7 ; 14,4 
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Proportion trans/cis : 80/20 (1H NMR) 

FTIR : 2928 cm-1 (w), 1737 cm-1 (w), 1600 cm-1 (w), 1500cm-1 (w), 

1243cm-1 (s), 1155 cm-1 (w), 1059 cm-1 (w), 953 cm-1 (s), 843 cm-1 (s) 

HRMS (ESI+) m/z calculé pour [(C46H38I2N6O2)H]+ 863.4443.1227 trouvé 

863.4522 

III. Solvants et matériels utilisés pour la physico-

chimie 

Les adsorptions aux interfaces air/eau à température ambiante avec une 

balance à film de Langmuir équipée d’une sonde (MicroTrough X, Kibron 

Helsinki, 15.9 cm²). Les azobenzènes étaient préalablement dissous dans du 

DMSO et dispersée (20μL) dans la sous-phase (Eau MilliQ) jusqu’à atteindre 

des gammes de concentrations de 15 µg/mL à 1750 µg/mL. La sous-phase 

était sous agitation durant toute l’expérience. La mesure de tension de surface 

était réalisée après que cette valeur soit stabilisée (ΔΠeq). La CMC a été 

déterminée en traçant le graphique ΔΠeq=f (C) à l’intersection entre la 

régression linéaire de la rupture de pente et du plateau. 

IV. Matériels, milieux de culture et techniques 

pour les propriétés biologiques 
1. Les bactéries 

Les souches bactériennes utilisées sont E.coli ATCC 25922TM (American 

Type Culture Collection, USA), M.luteus CRBIP 107660 (Institut Pasteur, 

France) et B.subtilis ATCC 6051 (American Type Culture Collection, USA). 

Elles sont cultivées sur milieu solide Trypto-caséine soja (TSA, CONDA, 

Madrid) et incubées à 30°C à l’obscurité dans un incubateur (SANYO, 

incubator, MIR-253) pendant 24h. Les boîtes de culture sont ensuite 

conservées en chambre froide à 4°C ou utilisées pour inoculer 5 mL d’ milieu 

liquide 24h avant le test en microplaque (Glucose 10 g/l, KCl 0,250 g/L, 

NaH2PO4 6,464 g/l, Na2HPO4.2H2O 10,408 g/L, MgSO4 0.244g/L, NO3NH4 

1 g/L, MgCl2 0,05 g/L; pH = 7).  

2. Les levures 

Les levures utilisées sont C.krusei (isolat du laboratoire TIMR/MAB), 

C.kefyr MUCL 46196 (BCCM/MUCL Agro-food & Environmental Fungal 

Collection, Louvain, Belgique) et C.tropicalis. MUCL29893 (BCCM/MUCL 

Agro-food & Environmental Fungal Collection, Louvain, Belgique). Elles 

sont conservées sur milieu solide PDA (Potato Dextrose Agar, Pronadisa). 

Elles sont repiquées sur milieu PDA chaque semaine et mise en croissance 
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dans un incubateur BINDER à 23°C suivant des alternances 

luminosité/obscurité (12h-12h). Les boîtes de culture sont ensuite conservées 

en chambre froide à 4°C. Les pré-cultures liquides se font dans un milieu 

liquide par ajout d’une colonie une semaine avant le test en microplaque 

(Glucose 5g/L, KCl 0,250 g/L, NaH2PO4 1,544 g/l, Na2HPO4.2H2O 0,008 

g/L, MgSO4 0.244g/L, NO3NH4 1 g/L, MgCl2 0,05 g/L; pH = 5).  

3. Les champignons filamenteux 

Les champignons filamenteux utilisés sont F.solani (MUCL 35016), A. 

alternata (MUCL 53651) et C.cladosporioides (Isolat du laboratoire (Source 

: sol pollué)). Elles sont conservées en milieu solide PDA (Potato Dextrose 

Agar, Pronadisa). Elles sont repiquées chaque semaine sur milieu PDA et 

cultivées dans un incubateur BINDER à 23°C en suivant des alternances 

luminosité/obscurité (12h-12h). Certaines boîtes de culture sont ensuite 

conservées en chambre froide à 4°C. On récupère les spores de boites 

incubée au minimum 3 semaines en utilisant une solution d’eau stérile avec 

du Tween 80. Un comptage des spores est effectué avec une cellule de 

Malassez de manière à calculer la dilution à réaliser pour obtenir 2.104 spores 

pour 20 mL d’inoculum dans un milieu liquide (Glucose 5g/L, KCl 0,250 

g/L, NaH2PO4 1,544 g/l, Na2HPO4.2H2O 0,008 g/L, MgSO4 0.244g/L, 

NO3NH4 1 g/L, MgCl2 0,05 g/L; pH = 5). 

 

4. Détermination de l’inhibition 

Une suspension d’inoculum de bactéries ou de levures avec une densité 

optique (DO) comprise en 0,1 et 0,2 (Ultrospec10 Amersham Bioscience) est 

préparée à partir d’une pré-culture de respectivement 24h ou 1 semaine. Une 

suspension de spores calibrée à 2.104 spores/mL est utilisée comme inoculum 

pour les champignons filamenteux. Les tests sont effectués sur microplaques 

de 96 puits (Thermo Scientific, Nunc™ Edge) en triplicata. Les azobenzènes 

sont mis en solution dans du DMSO, puis stérilisés par filtration à l’aide de 

filtre-seringues (VWR, 13 mm, membrane en PTFE, pores de 2 μm de 

diamètre). Les suivis de croissances sont réalisés avec un spectrophotomètre 

Thermo Fisher Scientific Multiskan GO (Type 1510). Pour les bactéries, il 

est réglé pour effectuer des mesures de DO à 600 nm de chaque puits toutes 

les 15 min pendant 24h pour suivre la cinétique de croissance. Pour les 

champignons, la mesure de DO à 600 nm est ponctuelle (toutes les 24h) et le 

couvercle de la microplaque est essuyé contre la condensation avant chaque 

mesure. Dans les puits de la microplaque, 196-198 µL d’inoculum et 2-4 µL 

de solution-mères des composés testés dissous dans le DMSO. (%DMSO total 

 = 1-2 %). Pour AzoOH et AzoPEG, les concentrations testées sont 120, 60, 

30, 15, 7,5 et 3,75 µg.mL-1. Pour AzoTAI, les concentrations testées sont 30, 

15, 7,5, 3,75, 2, et 1 µg.mL-1. Des témoins-positifs où sont rajoutés 
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uniquement 2-4 µL de DMSO sont réalisés afin de tester la toxicité du 

solvant. D’autres témoins-positifs sont réalisés avec 196-198 µL d’inoculum 

et 2-4 µL de milieu de culture afin de mesurer la croissance normale du 

champignon ou de la bactérie. Un contrôle négatif était également réalisé 

avec du milieu de culture sans inoculum afin de vérifier l’absence de 

contamination. L’absorbance éventuelle des composés testés et son évolution 

au cours du temps étaient également mesurées avec des puits contenant 196-

198 µL de milieu de culture et 2-4 µL de solution-mère de ces composés sans 

inoculum. Le pourcentage d’inhibition était calculé comme ceci : 

 

%𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛  =  (1 − 
𝐷𝑂𝑣𝑎𝑟 𝑡𝑒𝑠𝑡

𝐷𝑂𝑣𝑎𝑟 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 ) × 100 

DOvar test correspond à la différence de DO entre le point le plus élevé de la 

courbe de croissance et le point le plus bas sur la courbe. DOvar control 

correspond à la différence de DO entre le point le plus élevé et le point le 

plus bas sur la courbe du témoin. On considère comme valeur de CMI50 la 

valeur de la concentration à partir de laquelle on a 50% d’inhibition ou plus.  

 

5. Détermination de la concentration minimale 

bactéricide (CMB) 

Un inoculum liquide contenant 1500 UFC/mL est préparé et mesuré à partir 

d’une courbe d’absorbance en fonction du nombre d’UFC préétablie. Trois 

tubes de 15 mL contenant 5 mL d’inoculum sont incubés sous agitation en 

présence de concentrations en composé testé correspondant à la CMI50, 2 

CMI50 et 4 CMI50 pendant 24h à 30°C. Ils sont ensuite centrifugés 

(Eppendorf 5804R) à 5000 rpm pendant 15 minutes. Le surnageant est 

éliminé, le culot est suspendu dans 5 mL de milieu minérale puis il est 

inoculé une boite sur milieu TSA est inoculé en utilisant un inoculateur 

spirale (Easyspirale, Interscience) à raison de 500 µL/boite. Les expériences 

sont réalisées en triplicata. Le comptage des colonies est fait après 24h en 

utilisant les consignes du constructeur de l’inoculateur afin de remonter aux 

concentrations en bactéries viables cultivables. La concentration minimale 

bactéricide (CMB) d’un composé correspond à la concentration minimale à 

laquelle on a éliminé 99,99% des bactéries d’un inoculum270,271. 
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V. Matériels et méthode pour la formation de 

liposomes et les mesures de perméabilisation 

des liposomes 

Les liposomes ont été préparés en utilisant différents mélanges de lipides 

membranaires bactériens provenant d’Avantis Polar Lipids. La composition 

des liposomes mimant la composition de la membrane interne des bactéries 

est indiquée dans le Tableau 15. 

Tableau 15 Proportion molaire des lipides membranaires bactériens utilisés pour 

former les liposomes 

 E.coli M.luteus B.subtilis Sans PE 

PE 70%  14%  

PG 25% 63% 81% 94% 

CL 5% 5% 5% 6% 

DGDG  32%   

 

 

Le dimannosyldiacylglycérol (DMDG) a été substitué par du 

digalactosyldiacylglycérol dans la composition de M.luteus car le DMDG 

n’est pas commercial. 

 

Deux à trois mmols du mélange de lipide souhaité est dissous dans 5 mL 

d’un mélange chloroforme/méthanol dans un ballon à fond rond. Le solvant 

est éliminé à l’évaporateur rotatif et le ballon est recouvert de papier 

aluminium. Il est laissé une nuit dans un dessiccateur sous vide. Le film est 

ensuite réhydraté avec 5 mL de solution tampon (Tris-HCl, pH = 7,4) 

contenant 10 mM de calcéine. Le ballon est ensuite fermé et recouvert de 

parafilm, puis vortexé pendant 3 minutes. Il est ensuite placé dans un bain-

marie pendant une heure à 37°C. Toutes les 10 minutes, le ballon est sorti du 

bain pour être vortexé pendant 1 minute. Le contenu du ballon est ensuite 

transvasé dans un tube en polypropylène. Cinq cycles de 

congélation/décongélation sont effectués  en plongeant le tube 

successivement dans de l’azote liquide et dans le bain-marie. Le tube en 

polypropylène est ensuite fixé sur le sonificateur en veillant à ce que les 

parois du tube ne touchent pas l’appareil et baigne dans un bain de glace. Une 

quinzaine de cycles comprenant deux minutes de sonification à 0,5 W et une 

minute de pause sont effectués. La dispersion de liposomes est ensuite 

transférée dans des Eppendorf afin d’être centrifugée à 6200 rotations par 

minutes pendant 10 minutes. Le surnageant est transféré dans un nouveau 
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tube en polypropylène. Le contenu du tube est transféré dans une colonne de 

Sephadex 75 (1,7 g, préalablement chauffé à 150°C pendant deux heures sous 

agitation). La fraction jaune claire récupérée contient les liposomes 

uniquement. La perméabilisation des liposomes est suivie par spectrométrie 

de fluorescence, et correspond à la perte de calcéine par les liposomes. Les 

longueurs d’ondes d’émission et d’excitation sont respectivement de 472 et 

512 nm. Le pourcentage de perméabilisation est calculé selon la formule : 

 

%𝑃𝑒𝑟𝑚é𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑠𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛  =  |
𝐹𝑒𝑥𝑝 − 𝐹𝐷𝑀𝑆𝑂

𝐹𝑡𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛 −  𝐹𝐷𝑀𝑆𝑂
| × 100 

Avec Fexp qui correspond à la fluorescence mesurée mesurée à une 

concentration d’azobenzène connue, FDMSO correspond à la fluorescence 

mesurée simplement en présence de DMSO à la même concentration, Ftriton 

correspond au signal mesuré en présence d’une solution de Titon X-100 à 

0,5%, qui correspond à la perméabilisation totale de tous les liposomes. 

Le dosage des phospholipides se fait en les diluant 5 fois dans la solution 

tampon (Tris-HCl, pH = 7,4). On prépare en triplicatas des tubes contenant 

30 et 60 µL de tampon, et des tubes contenant 30 et 60 µL de liposomes. Ces 

tubes sont placés au sécheur à 60°C pendant 30 minutes. En parallèle, 4 tubes 

contenant 400 µL d’une solution étalon de phosphate à 125 µM sont 

préparés, ainsi que 4 tubes contenant de l’acide perchlorique. Les tubes secs 

sont ensuite tous remplis avec 400 µL d’acide perchlorique, puis vortexés. Ils 

sont ensuite plantés au quart dans un banc de sable à 200°C pendant 45 

minutes avec une bille placée au-dessus. Ensuite, on retire les billes, puis sont 

rajoutés 2 mL d’une solution de molybdate d’ammonium à 2,5 g.L-1 et 100 

µL d’une solution de réactif de Fisk et Subbarow à 160 g.L-1. Chaque tube est 

ensuite vortexé brièvement. Les tubes sont ensuite portés au bain-marie à 

100°C pendant 10 minutes, puis refroidis dans un bain de glace jusqu’à 

température ambiante. Le contenu des tubes est transféré dans des cuves, puis 

la lecture se fait au spectrophotomètre à 830 nm. 

VI. Logiciels utilisés pour réaliser les ACP 

 

Les ACP ont été réalisées avec le logiciel XLStats, et utilisent une matrice 

de corrélation de Pearson. 
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VII. Matériels et méthode pour l’évaluation de la 

capacité d’adsorption sous une monocouche 

lipidique 

Les expériences d’adsorption sont réalisées sur une balance à film de 

Langmuir KSV Minitrough (Helsinki, Finland, 7.5 × 20 cm2). La sous-phase 

est constituée d’eau MilliQ (∼80 mL) à une température constante de 22°C ± 

1,0 °C. Cette sous-phase est sous agitation permanente. Le PE, PG ou CL pur 

est dissous dans un mélange chloroforme/méthanol (2/1 v/v). Le solvant est 

dispersé à la surface de l’interface eau/air de manière à atteindre la pression 

de surface initiale désirée. Après 20 minutes d’attente, le temps que le solvant 

s’évapore et que le film se stabilise, une solution de BuAzoTAI ou 

d’HexAzoTAI est dissoute dans le DMSO et est injectée en dessous de la 

monocouche formée. La concentration finale en azobenzène dans la sous-

phase est de 10µM. Leur adsorption dans la monocouche lipidique est 

mesurée par l’augmentation de la tension superficielle. Une expérience 

témoin est réalisée avec le même volume de DMSO seul, et aucune variation 

de tension superficielle n’a été observée. La pression maximale d’insertion 

(MIP) correspond à la pression de surface au-delà de laquelle l’adsorption de 

molécules n’est plus possible. Cette valeur a été obtenue en faisant la 

régression linéaire de la courbe ΔΠ=f(Πi) et son intersection avec l’axe des 

abscisses. La différence de pression initiale dΠ0 correspond à la différence 

entre ΔΠ0 qui correspond à l’intersection entre l’axe des ordonnées et la 

courbe ΔΠ=f(Πi), et Πe qui correspond à l’augmentation de la tension 

superficielle à l’équilibre obtenue dans une expérience indépendante avec la 

même concentration en azobenzène mais sans monocouche lipidique à 

l’interface eau/air. Une valeur positive de dΠ0 signifie que le lipide exerce un 

effet attracteur sur la molécule testée. A l’inverse, une valeur négative de dΠ0 

révèle que le lipide exerce un effet répulsif sur la molécule testée. Les barres 

d’erreur sur le MIP et le ΔΠ0 sont calculées selon cette méthode289.  

VIII. Modélisation 
1. Insertion dans la bicouche (IMPALA) 

L’insertion de la molécule dans une bicouche a été modélisée par la 

procédure IMPALA comme décrite par Ducarme et al6. Une membrane 

implicite dont les propriétés varient en fonction de la profondeur le long d’un 

axe z est simulée par le logiciel. Les propriétés de cette membrane sont 

représentées par les contraintes énergétiques totales. La molécule 

d’azobenzène est déplacée par le logiciel le long de l’axe z d’un ångström par 

un ångström d’un opposé à l’autre de la membrane. Les énergies de 
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rétentions sont calculées pour chaque position. Un profil de contrainte 

énergétique en fonction de la position dans la membrane est obtenu. 

2. Interaction avec les lipides bactériens (HyperMatrix) 

Les modèles 3D des molécules d’azobenzènes et des lipides ont été obtenus 

en utilisant le logiciel HyperChem (Hypercube, Inc.). La géométrie des 

molécules a été optimisée en utilisant la méthode « steepest-descent » avec 

champ de force MM+ et une analyse systématique des angles de torsion en 

utilisant la méthode de structure d’arbres des configurations les plus 

probables, décrite précédemment 7. La structure de la molécule la plus 

probable correspond à la molécule ayant l’énergie de conformation la plus 

faible. Les énergies d’interaction avec chacun des lipides ont été calculées 

avec la méthode de docking Hypermatrix. La molécule d’azobenzène est 

placée dans une position fixe au centre du système et est orientée à l’interface 

hydrophile/hydrophobe pendant que le lipide (lui aussi orientée selon 

l’interface hydrophile/hydrophobe) est positionné autour de l’azobenzène par 

des rotations et des translations (plus de 10 millions de configurations sont 

testées). Pour chacune de ces positions, une énergie d’interaction est calculée 

suivant une formule de champ de force développée au laboratoire290. Les 

énergies d’interaction ainsi que toutes les coordonnées des assemblages sont 

dans une matrice et classés selon des valeurs décroissantes. La première 

correspondance stable entre ces deux valeurs est considérée comme le 

meilleur assemblage entre ces deux molécules.  
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Zoom sur les protons aromatiques de 4-éthyl-4'-(2 hydroxyéthoxy)azobenzène  
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A B S T R A C T

Botrytis cinerea is a necrotrophic fungus that affects various plant species. Chemical control is a necessity
and as much as possible, eco-friendly conditions and bioresources to obtain these chemicals should be
used. In this context, a series of products was obtained from salicylaldehyde using zinc as a powerful
reagent and tested for antifungal activity against Botrytis cinerea
© 2019 Chinese Chemical Society and Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences.

Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Botrytis cinerea is mainly responsible for the so-called grey rot
on various plants. Principal targets are onions [1], beans [2],
tomatoes [3], but also grapevines [4,5] and over 230 plant species
over the world [6]. Unfortunately, resistance phenomena were
observed towards various treatments. Botrytis cinerea tolerates
chlorinated nitrobenzene antifungals [7] as well as benzimidazoles
[8], and dicarboxymides [5,9]. However, molecules containing
phenol and/or alkoxybenzenes are commercialized for their
antifungal activity against Botrytis cinerea (Fig. 1).

New chemicals based on these phenols and/or alkoxybenzenes
cores can be synthesized, using as much as possible eco-friendly
conditions and bioresources to obtain these chemicals. In this
context, salicylaldehyde was first discovered in 1838, from
Filipendula vulgaris [11] and possessed simultaneously a phenol
group that might be interesting against Botrytis cinerea and an
aldehyde moiety, which is a useful group for functionalization
especially into ether group. For this ether formation from carbonyl
moiety can be cited for example, the use of functionalized silanes
and catalysts [12–14], of frustrated Lewis pair catalysts hydro-
genation with alkyl orthoformate [15], or of tin reagents [16]. The

reductants can be also either complex hydrides [17] or dihydrogen
on Pd/Ru [18,19]. But to the best of our knowledge, no zinc reaction
in polar solvents was used to achieve this reaction. Moreover,
reduction of carbonyl compounds thanks to zinc-mercury amal-
gam is well-known as Clemmensen reaction [20]. But Clemmen-
sen-like reactions in the absence of mercury remain discreet
[21,22]. Other reactions leading to hydrocarbons from carbonyls
can be used [23], as for example Huang-Minion modification of
Wolff-Kishner reduction under microwave irradiation [24,25].
However zinc, by its low cost, its good performances in reduction
or coupling and its compatibility with many solvents is a prime
reagent to obtain biocides from o-salicylaldehyde.

First, zinc-mediated Clemmensen reduction was performed on
o-salicylaldehyde (1) by using green solvents as ethanol, water,
glycerol or without solvent. These reactions were performed under
microwave irradiation, and reaction temperature was modulated
from 150 �C to 190 �C.

From Table 1 can be deduced that amongst the green solvent
used (EtOH, water, glycerol, entries 1-3) or without solvent (entry
4), ethanol is the best solvent for the reaction leading to 44%
isolated yield at 150 �C. Indeed, when water was used as solvent
(entry 2) or if no solvent was added (entry 4), miscibility problem
between acetic acid and salicylaldehyde was observed. To
investigate whether the content of AcOEt at the end of reaction
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was responsible for the good yield with EtOH, a reaction with
AcOEt as solvent was performed (entry 5) and led only to a yield of
11% in compound 2 leading to the conclusion that AcOEt was not

responsible for the yields obtained with EtOH. Then the reaction
performed at 30 �C (entry 6) only led to 5% yield, whereas at 160 �C
(entry 7) and 170 �C (entry 8) the yields obtained were just below
50%. Increasing the temperature to 180 �C (entry 9) seemed to be
the best one leading to 56% yield, whereas at 190 �C (entry 10), the
molecule 2 was only obtained in 38% yield.

Then, under microwave irradiation at 180 �C for 15 min,
o-salicylaldehyde (1) was reduced to o-cresol and was used

Table 1
Optimization of the reaction conditions.a

Entry Solvent Temperature (�C) Yield (%)b

1 EtOH 150 44
2 Water 150 19
3 Glycerol 150 23
4 -c 150 2
5 AcOEt 150 11
6 EtOH 30 5
7 EtOH 160 45
8 EtOH 170 48
9 EtOH 180 56
10 EtOH 190 38

a Reaction conditions: salicylaldehyde (3 mmol), zinc (15 mmol, 5 equiv.) in 6 mL
mixture of solvent/AcOH(5/1, v/v), MW 15 min.

b Gas chromatography yield using naphthalene as internal standard.
c In this case, as no solvent was used, only 1 mL AcOH was added.

Scheme 1. Synthesis of compound 3.

Fig. 2. Synthesis of compound 4. Gas chromatography yield using naphthalene as
internal standard.

Table 2
Conversion and selectivity of the reaction using various metal source.a

Entry M (equiv.) EtOH/H2O/AcOH (v/v/v) Conversion (%)b Selectivity 4/5 (%)b

1 Zn (5) 9/0/1 77 95/5
2 Mg (5) 9/0/1 4 NDc

3 Al (5) 9/0/1 58 0/100
4 Fe (5) 9/0/1 74 2/98
5 Cu (5) 9/0/1 0 NDc

6 Zn (5) 6/3/0 5 NDc

7 Zn (5) 4.5/4.5/1 58 72/28
8 Zn (1) 9/0/1 48 69/31
9 Zn (3) 9/0/1 55 87/13
10 Zn (6) 9/0/1 67 95/5

a Reaction conditions: salicylaldehyde (3 mmol), M (n equiv.) in a 6 mL mixture of EtOH/H2O/AcOH (v/v/v), MW 15 min, 150 �C.
b Gas chromatography conversion and selectivity using naphthalene as internal standard.
c ND = Not determined.

Fig. 1. Active ingredients of A: Mevalone (SUMIAGRO); B: Kenja (SUMMIT AGRO); C:
Teldor1 (BAYER) [10].
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without purification for a nucleophilic substitution with tri-
ethylene glycol monomethyl ether [26] leading to compound 3,
with an overall isolated yield of 44% (Scheme 1). This one-pot/two-
step procedure is in accordance with some of the principles of
green chemistry [27].

Indeed, if the yield of reaction remains modest, these two steps
are in accordance with eco-friendly chemistry. Indeed, solvents are

green-light (green, step 1) and orange-light (usable, step 2)
according to Pfizer “traffic light” of environmental solvent impact
[28].

In a second time, as alkoxyphenols could have a real importance
against Botrytis cinerea, zinc-mediated reductive coupling reaction
between o-salicylaldehyde (1) and ethanol was performed for the
reaction optimization. As seen on Fig. 2, from 100 �C to 150 �C, the
yields of 4 increased from 33% to 73%, and then from 150 �C to
200 �C, they decreased to 50%. Indeed, because of the zinc ability to
heat up to 500 �C under microwave irradiation, it can be supposed
that above 150 �C in reaction media, some degradation may occur.

Then, various metals such as magnesium, aluminum, iron, and
copper powders were tested and compared to zinc. The results
(Table 2) suggest that only zinc is reactive for the alcohol-carbonyl
reductive coupling (entry 1).

Indeed, we had to take into account that some metals can
perform homo-pinacol coupling (Zn, Mg), or reduction to
compound 5 (Al, Fe) in addition to product 4. Mg, Al, Fe and Cu
(entries 2-5) gave poor yields of product 4 (Table 2). In our case, the

Scheme 2. Proposed mechanism of the formation of 4.

Table 3
Scope of the reaction.

Entry R R' Alcohol Product Yield (%)a

1 H OH C2H5OH 4 [32] 73

2 H OH C4H9OH 6 [33,34] 59

3 H OH C6H13OH 7 26

4 H OH 8 -b

5 H OH 9 -b

6 H OH 10 24

7 Br H C2H5OH 11 -c

supp8 H OH C2H5OH 12 61d

a Isolated yields.
b Only neopentyl acetate (entry 4) or tert-butyl acetate (entry 5) were obtained.
c Only 4-bromobenzylalcohol was obtained.
d The volume ratio of EtOH/AcOH was 1/1 (v/v) and (E)-hex-2-enal was added as co-reagent.
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reaction with Mg gave homo-pinacol coupling in 24% yield, where
no Pinacol coupling was observed when zinc was used. As
mentioned above, one of the most known side-reaction of the
envisioned one is called Bouveault-Blanc reaction, and consists in
reduction of carbonyl into alcohol moiety usually using sodium as
reductant. Under our best conditions (using zinc, under microwave
irradiation, at 150 �C for 15 min.), the selectivity of compound 4
over hydroxybenzyl alcohol 5 was depending on the presence or
absence of acetic acid and water. Indeed, in the presence of water
but not acetic acid (entry 6), only 5% of conversion was observed,
whereas in the presence of acetic acid and water (entry 7), 58%
conversion was obtained, but with a lower selectivity than without
water (entry 1). Moreover, as the reaction took place in the surface
of the zinc powder, 5 equiv. of zinc were necessary to obtain the
best yield of compound 4 (entries 1, 8-10).

For the formation of compound 4, two mechanistic pathways
could be envisioned (Scheme 2): the upper one uses first ethanol in
acidic conditions to obtain the oxonium ion [29]. Then zinc in
acetic acid leads to the reached ether. The other pathway is the
two-electron reduction of the aldehyde [30], followed by the
ethanol addition. As the reaction directly performed from the
benzylic alcohol 5 [31] did not succeed, that led us to suggest the
upper pathway as a mechanism for the reaction (Scheme 2).

To evaluate the scope of the reaction, the reaction was
performed on butyl alcohol and hexyl alcohol, and hexenyl alcohol
(Table 3, entries 2, 3 and 6).

It is noticeable that, due to the microwave ability to act on polar
molecules, the bigger is the aliphatic chain length of alkyl alcohols,
the worse is the reaction yield. So in our conditions, products 4, 6, 7
and 10 were obtained in 73%, 59%, 26% and 24%, respectively
(entries 1, 2, 3 and 6). When more hindered alcohols were chosen
as neopentyl alcohol (entry 4) and tert-butyl alcohol (entry 5) no
attended product was obtained. Reaction on bromobenzaldehyde
did not give the attended product (entry 7). Finally, as salicy-
laldehyde was not able in our conditions to give any homo-pinacol
coupling, we tested the reaction with a ratio EtOH/AcOH (1:1, v/v)
to minimize the ether formation and added hexenal (entry 8)
which gave product 12 of hetero-pinacol coupling in 61% yield
(entry 8). For more details about the syntheses, please see the
Supporting information.

Some of the synthesized compounds were evaluated for their in
vitro antifungal potential against Botrytis cinerea (MUCL000399).
First the compounds were tested on the mycelium of Botrytis
cinerea at a concentration of 50 mg/mL and gave the inhibition
rates shown in Fig. 3. From Fig. 3 one can clearly conclude that all
the compounds synthesized had a significantly better effect on
Botrytis cinerea than the starting material salicylaldehyde 1. Cresol
2 had an effect just above 60%, which can be compared to
ethyloxymethylphenol 4. Compound 3 seems to be less efficient
than cresol 2 and butyloxymethylphenol 6 had inhibition rates of

69%. Pinacol 12 did not give any inhibitory rate, but the most active
compound was clearly and significantly hexyloxymethylphenol 7
with an inhibition rate of 100%.

So MIC (minimum inhibitory concentration) was chosen to be
performed on compounds 3, 6 and 7. As molecules having
antifungal activities on plant pathogens usually act on respiration
(thiram, mancozeb, captan, dichlofluanid, tolylfluanid); Cyto-
chrome b (strobilurins); β-tubulin (MBC-generating pesticides);
Osmoregulation (dicarboxymides); Sterol biosynthesis (Fenhex-
amide) or Hydrolytic enzymes secretion (anilinopyrimidines) [35],
our molecules 3, 6 and 7 were compared to positive control
standards Ketoconazole [36] and Amphotericin B [37] which were
chosen due to their capability to interact with membrane
ergosterol. Table 4 confirms the interest of compound 7, which
enables to reach 50 and 70% of inhibition with lower concen-
trations than the two other tested compounds. The compound 7
even enables to reach 90% of inhibition, which was not possible
with the two other molecules for the tested concentration range.
Compared to positive controls, results of compound 7 remain
interesting. Indeed even if Ketoconazole and Amphotericin B
trigger 50% of inhibition with lower concentrations, they do not
enable to reach 90% for 20 mg/mL as the compound 7 does for this
fungal strain.

To conclude a series of biocides from o-salicylaldehyde by using
zinc was obtained, which possesses good performances in
reductive ether formation, Clemmensen-like reaction, or hetero-
pinacol coupling. Alkoxyphenol compounds proved to be particu-
larly interesting for Botrytis cinerea control. In this context, studies
are ongoing within the team to design new antifungal agents from
other bioresources.
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A B S T R A C T

With the emergence of multi-drug resistant bacteria and hospital-acquired infections, there is an urgent need to
develop new antibiotics. Here, we report the synthesis, physico-chemical characterizations, and antimicrobial
activity assays of four Azo compounds that differ in their alkyl chain length. The molecular mechanism of their
antibacterial activity was investigated by complementary in vitro and in silico biophysical studies. The com-
pounds with alkyl chain lengths of four or six carbons showed a low MIC50 against Escherichia coli and Bacillus
subtilis. Our investigations into the mechanism of their action revealed that phosphatidylethanolamine in the
bacterial plasma membrane plays an important role in their antibacterial activity.

1. Introduction

The emergence of nosocomial multi-drug resistant (MDR) bacterial
strains is a growing concern in hospitals and underlines the urgent need
for the development of novel antibacterial agents [1,2]. The azo com-
pounds are used in a wide range of applications such as surfactants
[3–5], catalysts [6], gelators [7], and liquid crystals [8,9]. Recently,
azo-amphiphiles have been shown to exhibit a high biocide potential,
especially if they contain a cationic head group such as quaternary
ammonium salt. Although azobenzene derived compounds can exist
either as cis or trans isomer, in the case of the quaternary ammonium
derivative azobenzene derivative, the trans-isomer displayed more po-
tent antimicrobial activity than the cis-isomer [10]. Azo compounds are
well known to interact with the bacterial cell membrane [11–13] and
the membrane permeabilizing effect of the quaternary ammonium trans
derivatives was shown to be greater than the cis one [10]. However, the
molecular details of the mechanism are not well documented. In this
context, our strategy was to synthesize novel amphiphilic bioactive
azobenzenes, to evaluate their potential as antibacterial agents and to
investigate their interaction with model membranes that mimic the
plasma membrane of bacteria, to elucidate the mechanism of their
antibacterial activities.

Two rod-shaped bacteria, Escherichia coli and Bacillus subtilis, were
considered for antibacterial tests because of their different cell wall

structures (E. coli as a gram-negative model and B. subtilis as gram-
positive) and because they belong to species encompassing pathogenic
MDR strains [14,15].

2. Results and discussion

2.1. Synthesis

Starting from 4-alkyl-azobenzene-4′-alcohols (1a–1d) [4,16–18],
we performed Williamson reaction with 2-chloroethanol in the pre-
sence of potassium iodide and potassium carbonate to get azobenzenes
(2a–2d) with yields of 34–79%. Tosylation of the primary alcohol gave
derivatives 3a–3d, but the products were found to be highly unstable.
Therefore, they were used in the next step without purification to
prevent any degradation during the purification steps. Finally, nucleo-
philic substitution followed by amine quaternarization led to the target
products, trans-H-AZOTAI 4a, trans-Et-AZOTAI 4b, trans-Bu-AZOTAI
4c, and trans-Hex-AZOTAI 4d with yields of 10% to 98% (see Scheme
1).

The overall yields of the products were 8% (trans-H-AZOTAI 4a,
R=H), 16% (trans-Et-AZOTAI 4b, R=C2H5), 33% (trans-Bu-AZOTAI
4c, R=C4H9), and 10% (trans-Hex-AZOTAI 4d, R=C6H13). The yield
of product 4c was higher than other compounds because of ease of
purification.
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2.2. Properties in solution

The amphiphilic property of all native trans isomers 4a–4d was
studied by monitoring the decrease in the equilibrium surface tension of
water with increasing concentrations of the compound. The trans-
isomer composition in the compounds were 76%, trans-H-AZOTAI 4a;
88%, trans-Et-AZOTAI 4b; 90%, trans-Bu-AZOTAI 4c; and 80%, trans-
Hex-AZOTAI 4d. As shown in Fig. 1, when the equilibrium surface
tension was plotted against the concentration for 4a–4d compounds
characteristic break points were observed suggesting that these com-
pounds were able to form micelles in water.

Table 1 gives the critical micellar concentration (CMC) values and
the corresponding surface tension for each compound.

As it was commonly observed with surface-active molecules [19]
including alkyl derivatives of quaternary ammonium compounds
[20,21], an increase in the length of the nonpolar alkyl chain reduces
the value of the CMC. The γCMC observed for the 4b–4d compounds are
similar and much lower than that observed for 4a. Thus, the adsorption
of 4b–4d compounds at the air-water interface was found to be en-
ergetically favourable. This suggested that their adsorption onto a hy-
drophilic/hydrophobic interface like a bacterial membrane would also
be energetically favourable.

2.3. Antibacterial activities

We tested the compounds 4a–4d for their capacity to inhibit the

bacterial growth on two model bacteria, E. coli and B. subtilis.
Polymyxin B, a commercial antibacterial compound used to target
gram-negative outer membrane [22] was used as positive control to
evaluate the activity of 4a–4d against the gram-negative model E. coli.
Daptomycin, a commercial antibacterial compound that dissipates the
cytoplasmic membrane potential of gram-positive bacteria [23] was
used as positive control to evaluate the activity of compounds 4a–4d
against B. subtilis.

Table 2 shows minimum inhibitory concentration (MIC) and MIC50,
the concentration at which 50% of growth inhibition occurred, for the
four compounds 4a–4d and the controls.

Compound trans-H-AZOTAI 4a triggered no inhibition of the two
bacteria within the concentration range tested. However, trans-Et-
AZOTAI 4b and trans-Bu-AZOTAI 4c showed low MIC50 towards B.
subtilis but no activity against E. coli. On the other hand, trans-Hex-
AZOTAI 4d showed a very low MIC50 against both E. coli and B. subtilis.
In the literature, other quaternary ammonium compounds have shown
a high MIC50 towards E. coli. For example, the MIC50 of didecyldi-
methylammonium chloride is 16 µg/mL and the MIC50 of cetyl-
trimethylammonium bromide is 256 µg/mL [24]. Thus, in comparison
to these other quaternary ammonium compounds, our compounds,
trans-Et-AZOTAI 4b, trans-Bu-AZOTAI 4c, and, in particular, trans-Hex-
AZOTAI 4d appear to display comparatively low MIC50 towards E. coli.
This result is promising even though MIC results from different studies
must be compared with caution due to variations in susceptibility be-
tween strains. Moreover against the spores of B. subtilis, chlorhexidine
digluconate, a quaternary ammonium compound, has been shown to
have a MIC50 of 1 µg/mL [25], which is in the same concentration range
as trans-Bu-AZOTAI 4c and trans-Hex-AZOTAI 4d in our work.

It is evident from our results that an increase in the nonpolar alkyl
chain length enhances the biological activities of the Azo compounds, in
accordance with other studies on mannosylerythritol [26] or aminoa-
cridine [24]. The compounds 4b–4d showed better antibacterial ac-
tivity than the positive control daptomycin against B. subtilis. However,
compared to polymyxin B, the antibacterial activity of trans-Bu-AZOTAI
4c and trans-Hex-AZOTAI 4d was lower against E. coli. This could be
explained by the different mechanisms of action of the drugs. It is
known that polymyxin B acts on the outer membrane of gram negative
bacteria [22] by binding to the lipopolysaccharide, which explains its
higher activity on this type of bacteria. For the azobenzene derivatives,
we hypothesize that they act on the inner plasma membrane rather than
on the outer plasma membrane. In particular, results obtained for the

Scheme 1. Synthesis of AZOTAI family.

Fig. 1. Change in the equilibrium surface tension (Πeq) as a function of the
concentration (C) of 4a–4d in water. 4a: trans-H-AZOTAI; 4b: trans-Et-AZOTAI;
4c: trans-Bu-AZOTAI; 4d: trans-Hex-AZOTAI.

Table 1
Critical Micelle Concentration (CMC) values in µg/mL and surface tension at
the CMC (γCMC) in mN/m.

Trans-H-
AZOTAI

Trans-Et-
AZOTAI

Trans-Bu-
AZOTAI

Trans-Hex-
AZOTAI

4a 4b 4c 4d

CMC (µg/mL) 746 ± 4 682 ± 7 563 ± 5 171 ± 4
γCMC (mN/m) 49.2 ± 4.6 36.7 ± 6.9 32.4 ± 5.1 31.1 ± 4.1

Table 2
Values in µg/mL of the minimum inhibitory concentration triggering at least
50% of growth inhibition (MIC50) and of minimum inhibitory concentration
(MIC) for the azobenzene compounds, daptomycin and polymyxin B against E.
coli and B. subtilis.

MIC50 Daptomycin Polymyxin B 4a 4b 4c 4d

E. coli – 3.75 > 30 >30 >30 7.5
B. subtilis 30 – > 30 7.5 2 2

MIC Daptomycin Polymyxin B 4a 4b 4c 4d

E. coli – < 1 >30 3.75 7.5 2
B. subtilis 15 – > 30 7.5 2 2
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compound trans-Hex-AZOTAI 4d seemed to be interesting. Admittedly,
the obtained MIC and MIC50 values for the latter compound was slightly
higher than those of polymyxin B for E. coli, but the compound trans-
Hex-AZOTAI 4d also displayed a significant activity against B. subtilis,
even better than daptomycin. Thus, this compound could have the
advantage of a broad spectrum antimicrobial activity compared to the
positive controls.

2.4. Biophysical investigation of the mechanism

As they showed the best antibacterial activities among the synthe-
sized compounds, the mechanism of only trans-Bu-AZOTAI 4c and
trans-Hex-AZOTAI 4d was investigated.

The IMPALA procedure [27] was applied to predict the capacity of
insertion of trans-Bu-AZOTAI 4c and trans-Hex-AZOTAI 4d into an
implicit model membrane. Briefly, the implicit membrane is described
as a continuous medium where the properties vary only along the z-axis
perpendicular to the bilayer plane. The membrane properties are re-
presented by energy restraints (Epho and Elip, see Experimental sec-
tion). The trans-Bu-AZOTAI 4c or trans-Hex-AZOTAI 4d molecule was
systematically moved along the z axis from one side of the membrane to
the other and the total restraint (Epho+Elip) was calculated for each
position. A profile of the energy restraints as a function of the mass
centre penetration into the implicit bilayer was then obtained (Fig. 2).
For both molecules, the total restraint energy was much higher outside
the bilayer than inside, suggesting that the insertion of both molecules
within the membrane was energetically favourable. No sharp minimum
was observed between −18 and 18 Å indicating that the molecules are
probably able to move within the bilayer.

Experimentally, we analysed the permeabilizing effect of azo-
benzene compounds on experimental membrane models. Large uni-
lamellar vesicles (LUVs) were formed with a lipid composition mi-
micking the plasma membrane of the two bacteria, E. coli and B. subtilis
[28,29]. The permeabilization of the model membranes was quantified
by measuring the increase in the fluorescence emission of calcein, re-
sulting from the azo-compound induced release of the dye from the
internal compartment of the vesicle, where it exists in a self-quenched
state, into the external environment following interaction between the
Azo compounds and the membrane.

As shown in Fig. 3, trans-Hex-AZOTAI 4d has a significantly higher
permeabilizing effect than trans-Bu-AZOTAI 4c. Thus, longer chain
length increased the destabilizing effect of the azobenzene derivatives,

which can be correlated with the CMC values (Table 1) and the anti-
bacterial activity (Table 2). Nevertheless, a total release of calcein was
not observed even at higher trans-Hex-AZOTAI 4d concentrations sug-
gesting that the mechanism of destabilization is related to a gradual
release of the dye by all the vesicles following the annealing process
that prevents further leakage [30] as already observed with D-xylose-
based bolaamphiphiles [31].

Another important observation was the dependence between the
calcein leakage and the percentage of phosphatidylethanolamine (PE)
in the lipid composition of LUVs, from 70% to 0% PE. A higher PE
content leads to an increase in the extent of permeabilization. This
observation suggested that azobenzene derivatives have a specific in-
teraction with PE.

To further analyse the specific interaction between the molecules
trans-Bu-AZOTAI 4c or trans-Hex-AZOTAI 4d and the individual lipids
composing the model membranes, adsorption experiments into a pure
lipid monolayer composed of phosphatidylethanolamine (PE), phos-
phatidylglycerol (PG) or cardiolipin (CL) were performed using the
Langmuir monolayer technique.

The adsorption was monitored by the increase of the surface pres-
sure at a constant trough area for different initial surface pressures of
the lipid monolayer in order to plot the maximal surface pressure
variation (ΔΠ) versus the initial surface pressure (Πi) (see an example
with PE monolayer in supplementary information).

From these curves, two different parameters can be determined
(Fig. 4): the maximal insertion pressure (MIP) which reflects the pe-
netration power of the molecule into a lipid monolayer, and the dif-
ferential Π0 (dΠ0) which indicates the (non-)attracting effect of the
lipid towards the molecule.

All the MIP values were higher than 30–35mN/m, the lateral
pressure within biological membranes [32], suggesting that both azo-
benzene derivatives can insert into natural plasma membranes. The
positive values of dΠ0 values confirm the affinity of the azobenzene
derivatives for the individual lipid monolayers. This effect was higher
for 4d than 4c, and in the case of 4d the affinity was significantly
higher towards PE monolayer than PG or CL monolayer.

Data from Langmuir monolayer experiments and calcein leakage
assay strongly suggest that PE plays a key role in the interaction be-
tween azobenzene, and the membranes, especially for 4d.

In parallel to the experimental approach, an in silico approach called
Hypermatrix was used to study the lipid specificity and to obtain an

Fig. 2. Change in the total restraint energy as a function of the molecule mass
centre penetration in an implicit bilayer obtained by IMPALA procedure. The
vertical lines correspond (from left to right) to the interface between the bilayer
and the aqueous phase (z= 18 Å), the interface between the hydrocarbon core
and the lipid hydrophilic head (z= 13.5 Å), and the centre of the bilayer
(z= 0Å). 4c: trans-Bu-AZOTAI; 4d: trans-Hex-AZOTAI.

Fig. 3. Calcein leakage from LUVs containing phosphatidylethanolamine (PE)
and mimicking E. coli (E. coli-like) or B. subtilis, (B. subtilis-like) or lacking PE
(Test-LUVs) in the presence of Azo compounds, 4c (trans-Bu-AZOTAI) or 4d
(trans-Hex-AZOTAI). The Cazobenzene/Clipids ratio was 0.25. The ordinate shows
the amount of calcein released after 15min in the presence of the azobenzene
derivative as a percentage of the total amount released by Triton X-100. At least
two independent experiments were performed. The percentage of calcein
leakage from Test-LUVs in the presence of 4c was zero.

A. Franche, et al. Bioorganic Chemistry 94 (2020) 103399

3



atomistic description of the interaction between azobenzene derivatives
and the lipids.

For all the lipids, the interaction energy was negative, confirming a
favourable interaction between the azobenzene derivatives and the li-
pids mimicking the plasma membranes of bacteria (Fig. 5). The energy
of interaction is significantly lower for trans-Hex-AZOTAI 4d in pre-
sence of PE, confirming once again the specificity of this lipid for the
compound.

The visualization of the molecular assemblies of each lipid with
both azobenzene derivatives (Fig. 6) clearly showed a distinct posi-
tioning of trans-Hex-AZOTAI 4d towards PE, compared to that seen
with other lipids towards PE and that between trans-Bu-AZOTAI 4c with

all the lipids. The hydrophilic/hydrophobic repartition of 4d perfectly
matched with that of PE (Fig. 6D), i.e. the Azo group was facing the C]
O group of PE while this is not the case for the other systems. This
preferential positioning led to reduced distances between 4d and PE as
shown in Table 3.

3. General discussion

Antibacterial experiments showed that trans-Hex-AZOTAI 4d, with
six carbon atoms in the alkyl chain, exhibited a relatively high anti-
bacterial activity against both gram-positive and gram-negative bac-
teria and that trans-Bu-AZOTAI 4c, with four carbon atoms in the alkyl
chain, also showed significant antibacterial activity against a gram-
positive bacterium. We also showed that 4c and 4d can insert into a
lipid membrane. This can lead to the destabilization of bacterial
membrane, as observed with permeability assays. Although compounds
4c and 4d showed an energetically favourable interaction with all the
tested lipids, interactions with PE was the most favourable, especially
for trans-Hex-AZOTAI 4d. It suggests that the inner plasma membrane
of the bacteria can be the target of our compounds.

Although the calcein leakage experiments showed a clear depen-
dence between the destabilization effect of trans-Hex-AZOTAI 4d
compounds and the PE content, we cannot implicate only PE as the lipid
involved in the process of permeabilization of the bacterial membrane
by the azobenzene molecules. Indeed, a higher MIC50 value of trans-
Hex-AZOTAI 4d compound was observed for E. coli, which displays the
higher PE content in its plasma membrane composition compared to B.
subtilis plasma membrane. A possible explanation for this phenomenon
can be the presence of an outer membrane in the gram-negative bac-
teria. The latter is composed of lipopolysaccharides that could partially
prevent the azobenzene molecule from reaching the inner plasma
membrane and lower antibacterial activity of our compounds on the
gram-negative strain compared to the gram-positive bacteria.

4. Conclusion

We synthesized four amphiphilic cationic azobenzenes differing in
their alkyl chain length and evaluated their antibacterial activities
against a gram-negative and a gram-positive bacterium. Among them,
trans-Hex-AZOTAI 4d, with six carbon atoms in the alkyl chain, dis-
played a high activity against the two bacterial models, whereas trans-
Bu-AZOTAI 4c, with four carbon atoms in the alkyl chain, displayed
high activity against only the gram-positive bacterium B. subtilis. We
investigated the membrane interaction of both molecules by experi-
mental and in-silico biophysical approaches. Results suggest that the
biological activity of 4c and 4d could be linked to their interaction with
the bacterial membrane favoured by the presence of PE.

5. Experimental section

5.1. Synthesis

All commercially available products and solvents were used without
further purification. Reactions were monitored by TLC (Kieselgel
60F254 aluminium sheet). Column chromatography was performed on
silica gel 40–60 μm. Flash column chromatography was performed on
an automatic apparatus, using silica gel cartridges. 1H and 13C NMR
spectra were recorded on a 400MHz/54mm ultralong hold. Chemical
shifts (δ) are quoted in parts per million (ppm) and are referenced to
TMS as an internal standard.

5.1.1. Synthesis of a 1a–1d
Syntheses following procedure in literature [3]. Analysis are con-

sistent with the literature. 1a [33] 3.31 g, 18% yield. 1H NMR
(400MHz, CDCl3): δ 7.88 (4H, m); 7.48 (3H, m); 6.95 (2H, d,
J=8.6 Hz). 13C: δ 158.4; 152.8; 147.3; 130.6; 129.2; 125.2; 122.7;

Fig. 4. Adsorption of azobenzene derivatives 4c (trans-Bu-AZOTAI) or 4d
(trans-Hex-AZOTAI) into lipid monolayers: PE: phosphatidylethanolamine, PG:
phosphatidylglycerol, CL: cardiolipin. (A) Maximal insertion pressure (MIP)
and (B) differential Π0 (dΠ0) values. These parameters are described in the
Material and Methods section.

Fig. 5. Total energy of interaction of 4c (trans-Bu-AZOTAI) or 4d (trans-Hex-
AZOTAI) with PE (phosphatidylethanolamine), PG (phosphatidylglycerol), and
CL (cardiolipin) in a multimolecular monolayer assembly, calculated by
Hypermatrix docking method.
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115.9 1b [34] 17.07 g, 75% yield. 1H NMR (400MHz, CDCl3): δ 7.86
(2H, d, J=7.4 Hz); 7.81 (2H, d, J=8.1 Hz); 7.32 (2H, d, J=8.1 Hz);
6.93 (2H, d, J=8.8 Hz); 2.72 (2H, q, J=7.6 Hz); 1.28 (3H, t,
J=7.6 Hz) 13C: δ 158.3; 150.9; 147.4; 147.2; 126.7 (×2); 125 (×2);
122.8 (×2); 116 (×2); 28.9; 15.6 1c [35] 16.71 g, 79% yield. 1H NMR
(400MHz, CDCl3): δ 7.85 (2H, d, J=8.8 Hz); 7.79 (2H, d, J=8.3 Hz);
7.30 (2H, d, J=8.3 Hz); 6.92 (2H, d, J=8.8 Hz); 2.68 (2H, t,
J=7.7 Hz); 1.75 (1H, s); 1.64 (2H, q, J=7.6 Hz); 1.37 (2H, m); 0.94
(3H, t, J=7.3 Hz) 13C: δ 158.0; 150.8; 147.1; 145.9; 129.0 (2×); 124.7
(2×); 122.5 (2×); 115.7 (2×); 35.5; 33.4; 22.3; 13.9 1d [18] 14.82 g,
51% yield 1H NMR (400MHz, CDCl3): δ 7.86 (2H, d, J=8.6 Hz); 7.8
(2H, d, J=8.1 Hz); 7.3 (2H, d, J=8.6 Hz); 6.94 (2H, m); 2.67 (2H, t,
J=7.6 Hz); 1.65 (2H, m); 1.32 (6H, m); 0.89 (3H, t, J=7.3 Hz) 13C: δ
158.3; 150.3; 147.2; 146.2; 129.2 (×2); 125 (×2); 122.7 (×2); 115.9
(×2); 36; 31.9; 31.4; 29.1; 22.7; 14.2.

5.1.2. Synthesis of a 2a–2d
To a solution of 4-alkyl-4′-hydroxyazobenzene (1a–1d, 19.7mmol)

in butan-1-ol (15mL) K2CO3 (2.72 g, 19.7 mmol) and KI (116mg,
0.7 mmol) were dissolved. Then, 2-chloroethanol (2.8mL, 39.4 mmol)
was added dropwise and the mixture was refluxed for 24 h. After fil-
tration under vacuum, the solvent was evaporated. The residue was

purified by silica gel chromatography (Cyclohexane/EtOAc, 7:3) to
obtain compounds 2a–2d. 2a [36] (orange solid, 2.21 g, 79% yield) 1H
NMR (400MHz, CDCl3): δ 7.91 (4H, dd, J1=8.1 Hz, J2=12.7 Hz);
7.48 (3H, m); 7.01 (2H, d, J=8.9 Hz); 4.14 (m, 2H); 3.99 (m, 2H). 13C:
δ 161.1; 152.8; 147.3; 130.3; 129.1 (×2); 124.9 (×2); 122.7 (×2);
114.9 (×2); 69.6; 61.3. 2b (orange solid, 3.58 g, 67% yield)
mp=126 °C, 1H NMR (400MHz, CDCl3): δ 7.83 (2H, d, J=9.2 Hz);
7.74 (2H, d, J=8.4 Hz); 7.21 (2H, d, J=8.4 Hz); 6.95 (2H, d,
J=8.8 Hz); 4.10 (m, 2H); 3.93 (m, 2H); 2.65 (q, 2H, J=7.6 Hz); 1.21
(t, 2H, J=7.6 Hz). 13C: δ 160.9; 151.1; 147.5; 147.4; 128.6 (×2);
124.7 (×2); 122.8 (×2); 114.9 (×2); 69.6; 61.5; 29.0; 15.6., FTIR:
3334 cm−1 (w), 2931 cm−1 (w), 1597 cm−1 (s), 1500 cm−1 (s),
1252 cm−1 (s), 1079 cm−1 (s), 1045 cm−1 (s), 848 cm−1 (s), 841 cm−1

(w) HRMS (ESI+) m/z calculated for [(C16H18N2O2)H]+

368.2696.1227 found 368.2709 2c [37] (orange solid, 1.98 g, 34%
yield) 1H NMR (400MHz, CDCl3): δ 7.88 (2H, d, J=9.0 Hz); 7.81 (2H,
d, J=8.4 Hz); 7.31 (2H, d, J=8.5 Hz); 7.03 (2H, d, J=9.0 Hz); 4.17
(2H, t, J=4.5 Hz); 4.01 (2H, m); 2.68 (2H, t, J=7.7 Hz); 1.64 (2H, m);
1.38 (2H, sex, J=7.4 Hz); 0.95 (3H, t, J=7.3 Hz) 13C: δ 158.0; 150.8;
147.1; 145.9; 129.0 (×2); 124.7 (×2); 122.5 (×2); 115.7 (×2); 35.5;
33.4; 22.3; 13.9 2d [37] (orange solid, 2.61 g, 40% yield) 1H NMR
(400MHz, CDCl3): δ 7.90 (2H, d, J=8.4 Hz); 7.80 (2H, d, J=7.8 Hz);
7.30 (2H, d, J=7.7 Hz); 7.03 (2H, d, J=8.4 Hz); 4.16 (2H, m); 4.01
(2H, m); 2.67 (2H, t, J=7.6 Hz); 1.65 (2H, m); 1.31 (6H, m); 0.89 (3H,
m) 13C: δ 160.9; 151.1; 147.5; 146.2; 129.2 (×); 124.7 (×2); 122.7
(×2); 114.9 (×2); 69.6; 61.5; 36.0; 31.4; 29.1; 22.7; 19.1; 14.2

5.1.3. Synthesis of a 3a–3d
To a solution of 2a–2d (4mmol) dichloromethane (25mL), tri-

methylamine (1mL, 6.2mmol) and 4-dimethylaminopyridine (15mg,
2mol%) were added. Tosyl chloride (1.2 g, 6.2mmol) was added slowly
to the mixture at 0 °C. The mixture was then stirred at ambient tem-
perature for 24 h. The residue was extracted with a saturated solution of
NH4Cl (2× 20mL), then with a saturated solution of NaHCO3

(2×20mL) and then with H2O (2× 20mL). These compounds were
used without any purification in the next step.

Fig. 6. Interaction between trans-Bu-AZOTAI 4c (A, B, C-upper panel) or trans-Hex-AZOTAI 4d (D, E, F-lower panel) and PE (phosphatidylethanolamine) (A and D),
PG (phosphatidylglycerol) (B and E) and CL (cardiolipin) (C and F) calculated using the hypermatrix docking method. The orange plane represents the hydrophobic
(above the plane)/hydrophilic (below the plane) interface. The green arrows in Fig. 6A point to the atoms taken as references for the NeO distance calculations and
the red arrows, to the atoms taken as references for the NeP distance.

Table 3
Distance (in Å) between the N atom from the amine group of the Azo molecules
and the phosphorus atom from the phospholipid considered (first column) and
between the N atom from the azo group (Azo molecules) and the oxygen of the
closest carbonyl group from the phospholipid considered (second column). PE:
phosphatidylethanolamine, PG: phosphatidylglycerol and CL: cardiolipin.

Distance NeP (Å) Distance NeO (Å)

4c-PE 5.1 6.1
4d-PE 4.7 2.9
4c-PG 5.1 4.6
4d-PG 4.8 11.3
4c-CL 4.8 6.2
4d-CL 9.1 9.2
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5.1.4. Synthesis of a 4a–4d
Compounds 3a–3d was dissolved in a H2O/acetone mixture (2:1).

To this, a solution of dimethylamine (1.4mL, 8.2 mmol, 40%wt in
water) was added. The mixture was refluxed for 24 h. The acetone was
then evaporated, and mixture was extracted with EtOAc (3x40mL). The
collected organic phase was washed with a saturated solution of K2CO3

(2x40mL) and by H2O (2x40mL). The organic layer was dried with
MgSO4. After evaporation, the residue was dissolved in 150mL of
diethyl ether. Then, methyl iodide (1mL, 16mmol) was added. The
mixture was stirred at ambient temperature for 24 h. The product was
then filtered under vacuum.

Trans-H-AZOTAI 4a [38] orange solid, 164mg, 10% yield. 1H NMR
(400MHz, DMSO‑d6): δ 7.95 (2H, d, J=8.2 Hz); 7.86 (2H, d,
J=7.3 Hz); 7.58 (2H, d, J=6.9 Hz); 7.22 (2H, d, J=8.5 Hz); 4.59
(2H, s); 3.83 (2H, s); 3.2 (9H, s) 13C: δ 160.1; 151.9; 146.6; 143.4; 129.4
(×2); 124.6 (×2); 122.3 (×2); 115.4 (×2); 64; 62.1; 53.1 (×3).

Trans-Et-AZOTAI 4b [39] orange solid, 439mg, 25% yield. 1H NMR
(400MHz, MeOD): δ 7.92 (2H, d, J=8.8 Hz); 7.80 (2H, d, J=8.1 Hz);
7.36 (2H, d, J=8.1 Hz); 7.12 (2H, d, J=8.8 Hz); 4.6 (2H, s); 3.93 (2H,
s); 3.26 (9H, s); 2.72 (2H, q, J=7.2 Hz); 1.27 (3H, t, J=7.6 Hz) 13C: δ
161.1; 149.1; 149.0; 129.5 (×2); 125.6 (×2); 124.1 (×2); 115.8 (×2);
66.5; 63.5; 54.9 (×3); 38.4; 29.8; 16.0.

Trans-Bu-AZOTAI 4c [40] orange solid, 1.83 g, 98% yield. 1H NMR
(400MHz, MeOD): δ 7.92 (2H, d, J=9.0 Hz); 7.79 (2H, d, J=8.3 Hz);
7.33 (2H, d, J=8.3 Hz); 7.18 (2H, d, J=9.0 Hz); 4.60 (2H, s); 3.92
(2H, s); 3.31 (9H, s); 2.69 (2H, t, J=7.7 Hz); 1.64 (2H, m); 1.39 (2H,
m); 0.95 (3H, t, J=7.4 Hz) 13C: δ 161.1; 152.2; 149.0; 147.6; 130.3
(2×); 125.7 (2×); 123.7 (2×); 116.2 (2×); 66.5; 63.5; 3× 54.9; 36.5;
34.8; 23.4; 14.3.

Trans-Hex-AZOTAI 4d orange solid, 495mg, 25% yield.
mp=196 °C 1H NMR (400MHz, MeOD) 7.92 (2H, d, J=8.7 Hz); 7.79
(2H, d, J=8.0 Hz); 7.34 (2H, d, J=8.0 Hz); 7.18 (2H, d, J=8.7 Hz);
4.6 (2H, s); 3.92 (2H, s); 3.31 (9H, s); 2.70 (2H, t, J=7.6 Hz); 1.66 (2H,
m); 1.34 (6H, m,); 0.90 (3H, m) 13C: δ 161.1; 152.3; 149.1; 147,1; 130.2
(×2); 125.7 (×2); 123.7 (×2); 116.2 (×2); 66.5; 63.5; 49 (×3); 36.8;
32.9; 32.6; 30.0; 23.7; 14.4. FTIR: 2928 cm−1 (w), 1737 cm−1 (w),
1600 cm−1 (w), 1500 cm−1 (w), 1243 cm−1 (s), 1155 cm−1 (w),
1059 cm−1 (w), 953 cm−1 (s), 843 cm−1 (s) HRMS (ESI+) m/z calcu-
lated for [(C46H38I2N6O2)H]+ 863.4443.1227 found 863.4522.

5.2. Surface tension measurements at air-water interface

Adsorption at the air-water interface was analysed at room tem-
perature with an automated Langmuir Balance system equipped with a
wire probe (MicroTrough X, Kibron Helsinki, 15.9 cm2). Compounds
4a–4d were solubilised in DMSO and dispersed (20 μL) into the sub-
phase (MilliQ water) to a range of final concentrations (C from 15 µg/
mL to 1750 µg/mL). The subphase was stirred, during the whole ex-
perimentation. The surface pressure was recorded until its value
reached the equilibrium (Πeq). CMC was determined from the plot
Πeq= f (C) at the intersection between the linear regression of the
ascendant and plateau parts.

5.3. In vitro antibacterial activity

5.3.1. Bacterial strains
E. coli strain ATCC 25922 and B. subtilis strain ATCC 6051 were

used. Both bacteria were grown on solid trypticase-soy-agar medium on
Petri dish. Bacteria were reserved at 4 °C and replicated at least every
week.

5.3.2. Determination of minimum inhibitory concentrations (MICs)
Assays were carried out in 96-well clear flat-bottom plates in tri-

plicates using a method based on CLSI broth microdilution method
[41]. Briefly, 100 µL of bacterial suspension from a culture inoculated
with a 24 h aged colony on TSA and grown overnight at 30 °C in a

mineral medium (KCl 0.250 g/L, NaH2PO4 1.544 g/l, Na2HPO4·2H2O
0.008 g/L, MgSO4 0.244 g/L, NH4NO3 1 g/L, MgCl2 0.05 g/L; pH=5,)
was added to each well. A 2 µL aliquot of the solution of test compound
in 1–2% DMSO was added and the volume was made up to 200 µL with
mineral medium. A source of glucose was added to the mineral medium
to maintain a final glucose concentration of 10 g/L. Mother solutions of
compounds were replaced by the DMSO based solvent without com-
pound in controls. Bacterial growth was monitored by measuring ab-
sorbance at 600 nm every 15min over 24 h. The growth inhibition of
the bacteria in the test wells was calculated using the following equa-
tion:

OD
OD

% 1 100Inhibition
var test

var control
= ×

where ODvar test is the difference of optical density between the highest
point and the lowest point of the growth curve of the bacterium for a
test. ODvar control is the difference of optical density between the highest
point and the lowest point of the growth curve of the bacterium in the
control without antimicrobial compound. A range of concentrations
was tested for each single compound (30 µg/mL, 15 µg/mL, 7.5 µg/mL,
3.75 µg/mL, 2 µg/mL, 1 µg/mL). The weaker tested concentration
triggering at least 50% of growth inhibition was defined as MIC50.

5.4. Interaction to bacterial membrane models

5.4.1. Leakage experiments
The leakage of entrapped self-quenched calcein from LUVs induced

by a permeabilizing agent can be monitored by the increase of fluor-
escence caused by its dequenching further to dilution [42]. LUVs of E.
coli-like, B. subtilis-like, and Test-LUVs were prepared in a saline-Tris-
HCl buffer (150mM NaCl, 10mM TRIS, pH 7.5) with a self-quenching
concentration of calcein (10mM). E. coli-like LUVs were composed of
70% of phosphatidylethanolamine (PE), 25% of phosphatidylglycerol
(PG), and 5% of cardiolipin (CL). B. subtilis-like LUVs were composed of
14% PE, 81% PG, and 5% CL. The last type of LUVs were PE-free LUVs
that were composed of 95% PG and 5% CL. For all LUVs, the un-en-
capsulated dye was removed on a gel column of Sephadex G75. The
purified calcein-filled LUVs were put in contact with either a 0.5%
solution of Triton-X as a “maximal” permeabilizing agent, with DMSO
as a “minimal” permeabilizing, and with a solution of trans-Bu-AZOTAI
4c and trans-Hex-AZOTAI 4d at Cazobenzene/Clipids molar ratio of 0.25
dissolved in DMSO. The total concentration of lipids was between 9 µM
and 16 µM. The excitation and emission wavelengths were 472 and
512 nm, respectively, and the fluorescence was measured over a period
of 900 sec. The percentage of released calcein (% leakage) was calcu-
lated using the formula:

Leakage
F F

F F
% 100exp DMSO

triton DMSO
= ×

where Fexp is the fluorescence signal for a given concentration of azo-
benzene, FDMSO is the fluorescence signal for LUVs with DMSO, and
Ftriton is the fluorescence signal of LUVs incubated with 0.5% Triton X-
100. The azobenzene solution concentrations used during the in vitro
techniques were optimized so that measurements would fall between
the lower limit of measurement and the limit of saturation. Two in-
dependent repetitions were performed.

5.4.2. Adsorption experiments into a lipid monolayer
Adsorption experiments were performed in a KSV Minitrough

(Helsinki, Finland, 7.5× 20 cm2). The subphase was milliQ water
(~80mL) with a constant temperature at 22.0 ± 1.0 °C. The subphase
was continuously stirred with a magnetic stirrer. Pure PE, pure PG or
pure CL molecules in chloroform/methanol (2/1 v/v) solvent, was
spread at the air-water interface to reach the desired initial surface
pressure. After 20min of waiting for solvent evaporation and film
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stabilization, trans-Bu-AZOTAI 4c or trans-Hex-AZOTAI 4d in DMSO
solution was injected underneath the preformed lipid monolayer. The
final subphase concentration was 10 μM for both 4c and 4d. Their ad-
sorption to the lipid monolayers was followed by the increase in surface
pressure. As a control experiment, the same volume of pure DMSO was
injected underneath the lipid monolayer, and no change in the surface
pressure was observed. Maximal insertion pressure (MIP) corresponds
to the surface pressure beyond which no adsorption occurs. It was ob-
tained by linear regression of the plot ΔΠ vs Πi at the intersection with
the x axis. The “differential Π0 (dΠ0)” corresponds to the difference
between ΔΠ0 which is the y-intercept of the linear regression of the ΔΠ
vs Πi plot, and Πe which is the surface pressure increase at the equi-
librium obtained in an independent experiment performed at the same
4c or 4d concentration but without lipids spread at the interface.

While a positive dΠ0 indicates affinity of the compound for the
tested lipid monolayer, a negative value of dΠ0 points to an un-
favourable impact of lipid on the molecule insertion. The uncertainties
in MIP and the ΔΠ0 were calculated as described previously [41].

5.4.3. Simulation of azobenzene-model membrane interaction
The interactions of 4c or 4d with model membranes were analysed

by molecular modelling. The 3D structures of 4c, 4d, PE, PG, and CL
were constructed using HyperChem software (Hypercube, Inc.). The
molecular geometry was optimized with the steepest-descent method
using the MM+ force field, and a systematic analysis of the torsion
angles using the structure tree method was performed as described
previously [43]. The most probable structure corresponding to the
lowest conformational energy was used for further calculations.

The insertion of the molecule within an implicit bilayer was com-
puted by the IMPALA procedure as described in Ducarme et al. [27] and
the interaction energies in a lipid monolayer (PE, PG or CL) were cal-
culated using the simple docking method called Hypermatrix.

Briefly, the IMPALA method is based on a Monte Carlo approach
using an implicit description of membrane. The latter is modelled with
an implicit membrane and described as a continuous medium whose
properties vary along the axis perpendicular to the bilayer plane (z
axis). The forcefield was parameterized to mimic a membrane in aqu-
eous environment by considering (1) the hydrophobic effect between
the membrane and a solute (Epho) and (2) the perturbation effect of the
solute on the lipid acyl chain organization (Elip). The two restraints
were calculated and summed at each position of the Azo molecule into
the implicit membrane; the molecule was systematically moved along
the z axis by 1 Å steps, from one side of the membrane to the other. A
profile of the total energy restraint (Epho+Elip) as a function of the
mass centre penetration into the implicit bilayer was then obtained.

The Hypermatrix method is described in detail elsewhere [43].
Briefly, the synthetic Azo molecule was put in a fixed position at the
centre of the system and oriented at the hydrophobic/ hydrophilic in-
terface, while the lipid molecule, also oriented at the lipid/water in-
terface, was positioned around the molecule by rotations and transla-
tions (more than 10 million positions were tested). For each position, an
energy value was calculated, according to a home-designed force field
[43]. The energy values together with the coordinates of all assemblies
were stored in a matrix and classified, according to decreasing values.
The first stable match was considered as the best assembly between the
two molecules.
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