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Résume

Deux composés de type base de Schiff ont été synthétisés, a partir de la condensation de
I’aldéhyde salicylique et une diamine de type thiourée et 1’urée, en utilisant deux approches de
synthese tels que la méthode verte et la méthode conventionnelle. La structure de ces deux
composés a été déterminée par les méthodes spectroscopies UV- visible et I'IR ainsi que la
détermination de leurs points de fusion, ce qui acquirent une grande stabilité aux produits
synthétisés et ceci a cause de la planéité de ces derniers. L application biologique pour les deux
composés tel que I’activité antibactérienne sont testés avec quatre types de bactéries et 1’activité
antifongique avec deux types de champignons et aussi nous avons tenté d’évaluer 1’activité

antioxydante de nos bases de Schiff par la méthode de piégeage de radical libre DPPH.

Mots clés : ligand base de Schiff, synthése verte, activités antibactériennes, antifongiques et

antioxydants.

Abstract

Two Schiff base compounds were synthesized, from the condensation of salicylic aldehyde and a
type of diamine (thiourea and urea), using two synthetic approaches such as the green method and
the conventional method. The structure of these two compounds was determined by UV-visible and
IR spectroscopy methods as well as the determination of their melting points, which acquired a great
stability to the synthesized products and this because of the flatness of the latter. The biological
application of the two compounds has been tested such as antibacterial activity with four types of
bacteria and antifungal activity with two types of fungi. and also, we tried to evaluate the antioxidant
activity of our Schiff bases by the DPPH free radical scavenging method.

Key words: Schiff base ligand, green synthesis, antibacterial, antifungal and antioxidant
activities.
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INTRODUCTION GENERALE

L'industrie chimique s'est considérablement développée au cours du vingtiéme siecle, et
plus particulierement apres la deuxiéme guerre mondiale. La chimie fait aujourd'hui partie
de notre quotidien : I'essentiel des produits que nous consommons ou utilisons ont, au moins

a une étape de leur fabrication, un lien avec I'industrie chimique.

Cependant, I'image de la chimie auprés du public s'est progressivement dégradée au
rythme de catastrophes aux conséquences humaines ou écologiques lourdes. Alors Une
réflexion sur une « réforme de la chimie » s'est engagée, réflexion qui s'insére dans le cadre
de travaux de plus grande ampleur sur I'impact des activités humaines sur I'environnement :
un nouveau concept de « chimie verte » (« green chemistry ») a été développé aux Etats-
Unis au début des années 1990 dans le but d'offrir un cadre a la prévention de la pollution

liée aux activités chimiques.

La chimie verte a pour but de concevoir et de développer des produits et des procédés
chimiques permettant de réduire ou d'éliminer l'utilisation et la synthese de substances
dangereuses. Cette définition a été développée en douze principes par les chimistes
ameéricains Anastas et Warner, qui ont contribué a faire naitre et a populariser ce concept ;
parmi ces principes on s’intéresse a la conception de méthodes de synthése moins
dangereuses, dans le but d’utiliser et produire des substances peu ou pas toxiques pour

I’homme et I’environnement [1].

La synthése des bases de Schiff constitue un theme de recherche d’actualité qui ne cesse
d’attirer de nombreuses équipes de recherche a travers le monde. Cela peut étre associé
essentiellement a I’importance et a la diversité des applications de ce type de composés. Les
bases de Schiff sont largement utilisées dans le domaine biologique a cause de leurs

propriétés antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires et anti-oxydantes.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a la synthése des nouveaux composés de
types bases de Schiff, en utilisant deux voies de synthese ; méthode classique (synthese
conventionnelle) et par méthode contemporain (synthese verte), dont 1’objectif est de les

utiliser comme inhibiteurs (antibactérienne, antifongique et anti-oxydante).

Aprés une introduction générale visant les objectifs et le but de travail réalisé, ce

mémoire est divisé en trois chapitres décrits comme suit :
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o Le premier chapitre constitue une synthése bibliographique des différents aspects
abordés au cours de ce travail : généralités sur les bases de Schiff, mode de synthése,
intérét et application, puis suivies d’une description de différents types d’activité
biologique et enfin des éléments bibliographiques sur I’activité biologique de
quelques bases de Schiff ont été donné.

e Le deuxiéme chapitre s’attéle d’abord a la description des conditions mises en jeu
dans la synthése de nos bases de Schiff. Ensuite, on y expose les différentes
techniques de caractérisations utilisées ainsi que la discussion de I’ensemble des
résultats obtenus.

o Le troisieme chapitre porte, dans sa premiere partie, sur la présentation des
techniques et les méthodes mises en ceuvre ainsi que les conditions expérimentales
adoptées afin d’étudier I’activité biologique de nos composés bases de Schiff a
savoir : D’activité biologique, antifongique et anti-oxydante. la deuxiéme partie

présente la discussion des résultats obtenus.

Enfin, une conclusion générale clétura ce mémoire en synthétisant les principaux

résultats obtenus et nous présenterons quelques perspectives ouvertes par ce travail




CHAPITRE 1
PARTIE BIBIOGRAPHIQUE



CHAPITRE 1 ELIMENTS BIBIOGRAPHIQUES

1.1 INTRODUCTION

Le premier chapitre fait référence aux connaissances bibliographiques actuelles sur les
bases de Schiff, leurs différentes structures et leurs différents domaines d’application tels
que la catalyse, la corrosion, la biologie, et la médecine, en focalisant sur leurs applications
dans le domaine biologique. Une étude bibliographique concernant les bactéries et les
champignons, leur classification et leurs principales caractéristiques a été présentée ainsi
qu’un rappel sur les travaux bibliographiques sera effectués sur les bases de Schiff et leurs
activités biologiques.

1.2. GENERALITES SUR LES BASES DE SCHIFF

C'est en 1864 que la premiere synthése des composés maniques fut réalisée par Schiff [2].
C'est ainsi que ces composés ont pris ensuite son nom (bases de Schiff). Dans la vie humaine
elles jouent un réle de plus en plus grand dans plusieurs domaines. Les chercheurs se sont
intéressés a la préparation des bases de Schiff par différentes méthodes, ce qui leur offre une
multitude d’applications notamment dans chimie, en analyse, en catalyse, et dans la biologie
comme agent antibactériens, antifongique, antioxydante, anticancéreux, anti-tumeurs, anti

tuberculose et plusieurs maladies incurables.

1.2.1. Définition des bases de Schiff

Une base de Schiff est définie comme étant le produit résultant de la condensation d’une
amine primaire avec une cetone ou aldéhyde, comportant une double liaison C=N avec
I'atome d'azote lié a un groupe aryle ou alkyle. Les bases de Schiff au sens large ont une
formule générale de type RIR2C=NRS3, ou R est une chaine organique. La chaine carbonée
sur lI'atome d'azote fait des bases de Schiff (une imine) stable. Ils sont dérivés de I'aniline, ou

R3 est donc un phényle ou un phényle substitué sont appelées aniles [3].

Figure 1.1 : Structure générale d’une base de Schiff.
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1.2.2. Classification des bases de Schiff
Les bases de Schiff peuvent étre classifiés selon le nombre de sites de coordination avec
I’ion métallique comme sulit :

a. Bases de Schiff monodentés : Ce sont des bases qui posséde un seul site de fixation a

I‘atome métallique, elle céde au métal central un doublet non liant avec création d'une
liaison [4].

Figure 1.2 : Base de Schiff monodenté

b. Bases de Schiff polydentés : La liaison des ligands polydentées (bi,tri,tetra.....), c’est a

dire qu’ils se lient un certain nombre généralement de deux a six fois avec 1’ion métallique

et ceci augmente la force de la liaison et les rendent tres stables [5].

Le tableau ci-apres représente les bases de Schiff polydentés.

Tableau 1.1 : les bases de Schiff polydentés.
Base de Schiff bidentée Base de Schiff tridentée

f N
\CE\N
OH N\
|/

Base de Schiff pentadentée

OH ]N-R

Base de Schiff tetradentée

IN NI 5 (1\. A N \
CL,, O T =
Base de Schiff hexadentée
252,

O
E:( O\ =N \ SH
</ \; </ \>
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1.2.3. La synthése des bases de Schiff

Au cours de ces dernieres décennies, les chercheurs ont prété une grande importance a la
synthése des bases de Schiff par différentes méthodes. La synthese des bases de Schiff est
réalisée le mélange d'aldéhyde (ou cétone) et d'amine en milieu organique avec ou sans
catalyseur acide [6]. Elle est accompagnée par 1’¢limination d’une molécule d’cau selon la

figure suivante.

0 R

)LR. + HN——R" == R"x//’l\ + H,0

N R’

Figure 1.3 : Schéma général de la synthese des bases de Schiff.

1.2.3.1. Synthése conventionnelle

La synthese classique des imines par condensation des amines primaires avec les aldehydes
ou les cétones, en présence de solvant. Bien que la méthode effectuée par chauffage classique
ait permis d’obtenir des imines avec de bons rendements chimiques, elles présentent

néanmoins certains inconvénients dus notamment :

« A I'utilisation de solvants toxiques (benzéne, toluéne).

* Aux temps de réaction trop longs, généralement compris entre 3 heures et 8 heures.

* Aux étapes multiples de lavage et de filtration [7].

1.2.3.2. Synthése verte

La chimie verte, qui est I'un des sujets les plus récents et les plus étudiés de nos jours, est
en vogue depuis les années 1990. La majorité des recherches en chimie verte visent a réduire
la consommation d'énergie nécessaire a la production des produits souhaités, qu'il s'agisse
de médicaments, de colorants ou d'autres composeés chimiques. Elle vise a réduire, a éliminer
la production de tout produit dérivé nocif et a maximiser le produit souhaité sans

compromettre lI'environnement (figure 1.4) [8].
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/R

CHO NH,
. - » N

/ 7
R R R -

Figure 1.4 : Réaction de la synthese des bases de Schiff en présence d’un catalyseur acide

[8]

1.2.4. Caractérisations des bases de Schiff

Généralement les bases de Schiff sont caractérisées par les spectres d’infrarouge ainsi que

par la spectrophotométrie UV-Vis.

e Les fréquences de vibration du groupe azomethine (C=N) des ligands des bases de
Schiff sont comprises entre 1603 —1680 cm-1selon la nature des différents substituions
sur les atomes du carbone et d’azote. Cette propriété fait de la spectroscopie infrarouge
une technique de choix pour I’identification de ce groupement fonctionne.

e L’UV-Vis des composés contenant un chromophore non-conjugué sont caractérisés

par des spectres de transition de type n—x * dans ’intervalle 235 —272 nm [9].

1.2.5. Applications des bases de Schiff

Les bases de Schiff dérivés des amines et des aldéhydes aromatiques ayant une grande
Variété d'applications dans plusieurs domaines, par exemple : la médecine, I’industrie

pharmaceutique et domaine de la chimie et catalyse et activité biologique [10].

* En médecine : Le traitement de quelques maladies (accumulation du cuivre dans le
foie, le cerveau et les reins ou certaines formes de cancer) [11].

* En biologie : ils possedent plusieurs applications, comme antimicrobien
(bacteériostatique vers Candida Albicans, Escherichia coli Staphylococcus aureus,
Bacillus polymxa, Trychophyton gypseum, Mycobacteria, Erysiphe graminis et
Plasmopora viticola). D’autres applications biologiques peuvent étre citées comme
antifongique, antiviral, insecticide, anti-inflammatoire, antitumorale et cytotoxique
[12].

* En catalyse : Les bases de Schiff ont été étudiées pour leurs propriétés importantes en

catalyse. lls montrent une activité catalytique dans I'hydrogénation des oléfines [13].
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* En corrosion des métaux : Une application intéressante des bases de Schiff est leur
utilisation comme inhibiteur de corrosion efficace, qui repose sur leur capacité a
former spontanément une monocouche sur la surface a protéger. De nombreux
inhibiteurs commerciaux comprennent des aldéhydes ou des amines, mais
vraisemblablement en raison de la liaison C = N, les bases de Schiff fonctionnent plus

efficacement dans de nombreux cas [14].

* En industrie pharmaceutique : Utilisés dans les médicaments comme anticorps et

anti-inflammatoires [15].

* En d’autres utilisations : Les bases des Schiff sont également employées dans des
sondes optiques et électrochimiques [16]. Les bases de Schiff montrent également
quelques applications analytiques comme Titrage, précipitation et séparation des

métaux...etc. [17].

1.3. GENERALITES SUR LES ACTIVITES BIOLOGIQUES

L’activité biologique décrit les effets bénéfiques ou indésirables d’un produit sur la matiere
vivante. Lorsqu’un mélange chimique complexe, cette activité est exercée par 1’ingrédient
actif de la substance, mais peut étre modifiée par les autres constituants. Parmi les diverses
propriétés des composés chimiques, I’activité biologique joue un réle crucial puisqu’elle

suggere ’utilisation des composés dans les applications médicales et alimentaire [18].

1.3.1. Les activités antibactériennes

Les infections bactériennes sont causées par différents micro-organismes et sont la cause
des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux antibiotiques
sont développés pour les traiter, cependant leur utilisation abusive est a I’origine de
I’apparition de la multirésistance bactérienne. La maitrise des infections bactériennes devient
complexe du fait que de nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plupart des

antibiotiques ce qui a constitué un probléme de santé important a I’échelle mondiale [19].

1.3.1.1. Les bactéries

Les bactéries sont omniprésentes, elles vivent dans notre organisme et dans notre
environnement, on peut les observer sur des opérations réalisées a partir de milieux tres

diversifiées (aliment, sol, eaux, flores humaines et animales).
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L’observation de frottis colorés réalisés a partir de souches pures de collection montre
qu’elles se présentent, Solon leur identité, sous des formes variées qui constituent un des

critéres de leur identification [20].

a. Lastructure de bactérie

Les bactéries sont entourées par une paroi complexe, différente selon la bactérie est a
Gram positif ou négatif. Ils possédent des flagelles, des pili, ou une capsule a I’extérieur de
la paroi. Aussi bien les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif ont une
membrane cytoplasmique formée d'une bicouche lipidique associée a des protéines. Dans les
deux cas, le composant principal de structure de la paroi est le peptidoglycane.

La couche de peptidoglycane est plus fine que celle des Gram positif, et elle est entourée
par une membrane externe composée de lipopolysacchandes et de lipoprotéines. La partie
Lip polysaccharidique de la paroi des Gram négatif comprend les molécules d'endotoxine
qui contribuent au pouvoir pathogene bactérien [21].

cellule bactérienne

Capsule ADN chromozomique

Chaomabbphore Grxas de réserve
Mézorome Pigan cots Flagelle
/ /
C 7

// - /’ \\

DN Py
Paret ADN I Rsboscmes

Pl
Membeane cytoplasmique Vacucles 4 gaz

Figure 1.5 : Structure générale de la bactérie.
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b. Les classifications des bactéries

Les bactéries peuvent étre classées et donc identifiées en fonction de plusieurs parametres
[22] :

* Morphologie microscopique : coque, bacile, isolés groupés en deux, en chainette,

enamas ...

* Morphologie macroscopique : taille, forme, couleur des colonies sur culture

* Résultat de la coloration de gram : gram positif ; gram négatif,

* Température de croissance

* Besoins respiratoires : aérobie, anaérobie strict ; aéro anaérobie facultatif, micro
aerophile

* Mobilité

* Presence de spores

* Besoins nutritionnels : nécessite de substances particulieres.

COCCI EN CHAINE lPlUCOl]UE COCCIEN
(streptocoque) uneunmcoque (slaphy!ocuuue
€S / ! QQ -
COCCOBACILLE BACILLE BACILLE FUSIFORME
< %3
=
S
VIBRIONS SPIRILLE BORRELIA TREPONEME LEPTOSPIRE

Figure 1.6 : déférents formes de bactérie
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c. Espéces bactériennes

Il existe cependant de nombreuses especes pathogeénes :

Escherichia coli : Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Ce
sont des bacilles a coloration de Gram négative, non sporulés, anaérobies facultatifs
et qui ne posseédent pas d’oxydase. Il se trouve dans le tractus gastro-intestinal de
nombreux animaux a sang chaud, y compris les humains, ou elles jouent

généralement le role des bactéries commensales [23].

bacillus spizizenii :  Bacille a gram positif, gros, droit, mobile par des cils
péritriches, capsulé, en forme de batonnets de 2um de diamétre et dont la longueur
peut atteindre 7um, formant des spores ellipsoidales ou cylindriques en position
centrale, paracentrale ou subterminales dans le corps bactérien [24].

Pseudomonas aeruginosa : Bacile a gram négatif, aérobie strict, oxydase positive,
mobile par un flagelle polaire, température optimale de croissance de 30 °C. P.
aeruginosa est une bactérie répandue dans la nature.il vit dans 1’eau et sur le sol on

le trouve aussi dans I’environnement hospitalier, surtout dans les endroits humides

[25].

Staphylococcus aureus est une coque a coloration de Gram positive. 1l mesure de
0,5 a 1 um de diamétre, ne sporule pas, est immobile, aéro-anaérobie facultatif et
posseéde une catalase et une coagulase . S. aureus, est un germe ubiquitaire, retrouvé
dans les sol, I’air et I’eau. C’est un com-mencal de la peau et des muqueuses de
I’homme. On le trouve a I’état normal dans I’orpharynx, les fosses nasales, dans les

selles, au niveau du périnée ou des aisselles [26].

1.3.1.2. Les antibiotiques

Un antibiotique (du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») est une molécule naturelle

ou semi-synthétique qui détruit ou bloque la croissance des bactéries.

De maniére simplifiée un antibiotique est, dans le domaine médical, « une substance

chimique organique d’origine naturelle ou synthétique inhibant ou tuant les bactéries

pathogenes a faible concentration et possédant une toxicité sélective ». Plus généralement,

11
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pour les microbiologistes et les chimistes, un antibiotique est une substance antibactérienne

[27].

a. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont trés nombreux et peuvent étre classés selon plusieurs critéres [28].

Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou
semi synthétique).

Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines, synthese

des acides nucléiques.

Spectre d’activité : liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs

(spectre étroit ou large).

Nature chimiqgue : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base

(excycle B lactame) sur laquelle il y a émis synthése. La classification selon la nature
chimique nous permet de classer les antibiotiques en familles ( lactamines,

aminosides, tétracyclines...etc).

b. Mode d’action des antibiotiques

Le principe d'action des antibiotiques consiste a bloquer sélectivement une étape d'un

mécanisme essentiel a la survie ou a la multiplication des micro-organismes, Il existe ainsi

quelques grandes familles de mécanisme d'action pour les antibiotiques [29].

Action sur la membrane des cellules : Un pore (un trou) dans la membrane qui va
permettre la fuite des composeés cellulaires. Il Existe un certain nombre de molécules
antibiotiques qui agissent sur la membrane des cellules, soit en agissant comme des
détergents qui désorganisent les lipides.

Inhibition de la synthése protéique : La synthese des protéines est un processus
essentiel des cellules vivantes, dans ce cas les molécules antibiotiques sont capables
de bloquer sélectivement la traduction des protéines chez les bactéries, et en inhibant
I'action des facteurs de traduction associés au ribosome.

Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne : Certaines bactéries sont
protégées de I'environnement extérieur par une paroi. Il existe une machinerie de

synthese qui fabrique les composants de cette paroi et qui est composée d'enzymes

12
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et de systemes de transport acheminant les composants a la surface cellulaire. 1l existe
un ensemble d'antibiotiques qui bloquent différentes étapes de cette machinerie.

» Inhibition de la synthése de I’acide nucléique : La synthése des acides nucléiques,
ADN et ARN est absolument vitale pour les cellules, sans elle, la division cellulaire

et la fabrication des protéines est impossible.

1.3.1.3 Méthodes de détermination de P’activité antimicrobienne

Parmi les méthodes utilisées pour déterminer I’activité antimicrobienne nous NOUS SOmMmMes

intéressés a la méthode de diffusion.

a. La Méthode de diffusion

La méthode de diffusion ou encore antibiogramme ou méthode de disque est I’'une des
plus anciennes approches de détermination de la sensibilité des différentes souches aux
antimicrobiens et demeure I’une des méthodes les plus utilisées en routine. Elle permet une
variété dans le choix des antimicrobiens et ne requiert aucun matériel particulier [30].

Des disques a papier buvard, imprégnés de I’antibiotiques a tester a une certaine
concentration sont déposes a la surface d'un milieu gelosé, préalablement ensemencé avec
une culture pure de la souche a étudier. Aprés incubation, les disques s'entourent de zones
d'inhibition circulaires correspondant a une absence de croissance. Chaque zone peut étre
mesurée selon divers moyens en millimetre. Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la
souche est sensible a I’antibiotique, plus il est petit, plus la souche est résistante. Les

diametres des zones d'inhibition permettent d'apprécier la sensibilité des germes [31].

13
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Figure 1.7 : Antibiogramme par diffusion en milieu gélose.

1.3.2. Les activités antifongiques

La fréquence des infections fongiques a augmenté de facon considérable au cours des
derniéres années en raison principalement du nombre accru de patients immunodéprimes et
d’interventions invasives. Ces infections sont associées a un taux de morbidité et de mortalité
élevé. De nouvelles molécules sont en voie de développement et la possibilité de

combinaisons avec ces agents semble prometteuse.

L’identification des patients a risque, I’amélioration des tests diagnostiques, la
comprehension des mécanismes de résistance ainsi que de la pharmacodynamie et de la
pharmacocinétique des antifongiques permettront, dans un avenir rapproché, d’optimiser les
traitements antifongiques et, possiblement, de réduire la mortalité reliée aux mycoses

invasives [32].

1.3.2.1. Les champignons

Les Champignons sont des végétaux inférieurs dits thallophytes, dont I'appareil végétatif,
relativement rudimentaire, n'est pas différencié en véritables tissus. Ils sont dépourvus de
chlorophylle et contrairement aux Algues qui sont autotrophes et hétérotrophes, n'ont pas
besoin de lumiére et vivent soit sur les matiéres organiques en décomposition provenant des
cadavres ou des déjections des étres vivants (Champignons saprophytes), soit en parasites

sur ou dans les corps des Animaux ou des Végétaux (Champignons parasites) [33].

14
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1.3.2.2. Les levures

Les Levures sont des Champignons microscopiques, aux cellules ovoides de quelques
milliemes de millimetres de largeur, se détachant facilement les unes des autres et, de ce fait,
bien adaptées a la propagation dans les liquides. [34].

1.3.3. Les activités antioxydants

La recherche dans le domaine des complexes et leur activité antioxydante est devenu tres
intéressante ces derniéres années afin d’identifier un grand nombre de molécules ayant une
capacité élevée de piéger les radicaux libres produits par les maladies ou les troubles associés
a des dommages oxydatifs provoqués par les espéces réactives d’oxygene [35].

Les antioxydants synthétiques sont largement utilisés a cause de leur efficacité et leur prix
minimum par rapport aux antioxydants naturels. Les ligands de base de Schiff et leurs
complexes métalliques ont montre une excellente activité antioxydante. Par ailleurs, la
combinaison de groupes fonctionnels antioxydants est toujours améliorée le potentiel

antioxydant [36].

1.3.3.1. Les méthodes d’évaluation des propriétés antioxydantes in vitro

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante
par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROO par les méthodes ORAC et
TRAP, les ions ferriques par la méthode FRAP ou les radicaux ABTS ainsi que la méthode
utilisant le radical libre DPPH.

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une facon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents

et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de 1’échantillon

a tester [37].

a. Le test de DPPH

La méthode de DPPH est une méthode rapide, simple et non couteuse pour mesure la
capacité antioxydante. Elle implique I’utilisation radical libre, (2,2-Diphenyl-
1picrylhydrazyl). Le DPPH est largement utilisé pour évaluer la capacité des composés

agissant comme des scavengers des radicaux libres ou donateurs d’hydrogénes et pour
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¢évaluer I’activité antioxydantes des aliments. Il a aussi été utilisé pour quantifier les

antioxydants dans les systémes biologiques complexes [38].

1.4. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES ACTIVITES
BIOLOGIQUE DES BASES DE SCHIFF

La synthese des bases de Schiff par méthode conventionnelle et par méthode verte
de N-(substitué) benzylidine-N-(4-fluoro-2-méthyl) phényl aniline a été rapporté par
Manisha Shukla et coll [8]. Cette molécule a été caractérisé par des analyses
élémentaires et des techniques spectroscopies IR, RMN, et MS. Les auteurs ont montré
que la méthode par synthése verte a été prouvée ici comme une meilleure méthode pour
la synthese des bases de Schiff grace a I’augmentation du pourcentage de rendement
Bases de Schiff .

A+ s

Subtituted benzaldehyde Aromatic amine

R

2 drops of glacial acetic
acid, reflux for 1-2 hrs.

e N=CH —

N-(substituted) benzylidine-N-d4-Muoro-2-methyl)
phenyt anilne

Where R = 4- fluoro-2-methy] aniline: R' = N(Substituted)benzaldehyde

r'

Figurel.8 : Structure de N-(substitué) benzylidine-N-(4-fluoro-2-méthyl) phenyl anilne.

Les bases de Schiff ont été criblées pour leurs activités biologiques in vitro contre les
bactéries et les champignons. Les résultats obtenus ont montré que les bases de Schiff
synthétisées se sont avérées avoir une certaine activité antibactérienne contre les bactéries
E. coli Gram-négatif et Staphylococcus aureus Gram- positif et une activité antifongique

contre Aspergillus niger.

V. kawlkar [39] a synthétisé quelques bases de Schiff par une technigque sans solvent (la
Méthode verte) elle a été caractérisée par une analyse élémentaire et des techniques

spectroscopiques (RMN, CCM, UV, IR). Le résultat obtenu a montré que cette méthode est
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plus propre, plus sure, et plus respectueuse de I’environnement impliquant des conditions de

réaction douce telles que le temps de réaction et les rendements sont excellents.

OCH,

O
.H-H‘-
OH

Figurel.9 : Acide 4 [(4-méthoxybenzélydéne) amino] benzoique.

R : 0
OH
OH

Figure 1.10: Acide 4[(z)(hydroxyphényle méthélidene] amino benzoique.

H>:M \@_/{U
" OH

Figurel.1l : Acide 4-méthylideneamino benzoique.

A.alikhani,et col [6] ont rapporté la synthése verte avec un catalyseur (jus de citron)
et I’activité antibactérienne contre des bactéries de Gram négatives (Escherichia coli

et serratia marcescens ) et Gram positif (Bacillus subtilisin et Staphylococcus aureus).

Les auteurs ont montré que le ligand de base de Schiff s'est révélé avoir une activité

contre toutes les souches bactériennes testées avec une concentration minimale
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inhibitrice et I'importance des jus dans les transformations organiques avec une

exclusivité naturelle et biocatalytique.

Figure 1.12: Synthése des composeés pyrimidine.

Notons aussi les travaux de M. Mehri et col [40] qui ont synthétisé trois acides
aminophosphoniques a savoir l'acide Néthylminodiméthylénediphosphonique (N-EDMPA),
I’acide N propyliminodiméthyléne diphosphonique (N-PDMPA) et I'éthyléenediamine-
tétrakis (méthyléne acide phosphonique EDTMP) par la réaction de diverses amines

primaires, du para formaldéhyde et de lI'acide phosphoreux en milieu acide via la réaction de

Moedritzer-Irani et ils sont caracterisés par UV, IR, RMN.

Les composés étudiés ont été criblés pour leur activité antioxydante au moyen de

I'activité de piégeage des radicaux libres en utilisant des méthodes de 1,1-diphényl-2-picryl
hydrazyl (DPPH) et de voltampéeremétrie cyclique (CV). Les valeurs obtenues de la
concentration inhibitrice a 50 % montrent que le N-PDMPA présente une activite

antioxydante plus importante et I'ordre des activités antioxydantes des composés étudiés est

EDTMP <N EDMPA < N-PDMPA.
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Figure 1.13 : Activité de piégeage des radicaux de N-EDMPA-PDMPA EDTMP et

BHT avec des différentes concentrations.
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Figure 1.14 : Structures moléculaires optimisées de N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP.,
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CHAPITRE 2 SYNTHESE ET CARACTERISATION DES BASES DE SCHIFF

2.1. INTRODUCTION

Dans ce chapitre, nous présentons 1’é¢tude de la synthése de deux bases de Schiff
de type 1,3-bis (2-hydroxy benzylidene) thiourée et 1,3-bis (2-hydroxy benzylidene)
urée par deux methodes de synthese a savoir; la méthode verte et la méthode
conventionnelle. En deuxieme lieu des différentes méthodes d’analyse physico-

chimiques seront appliquées afin de caractériser et identifier nos bases de Schiff.

2.2. PARTIE EXPERIMENTALE

2.2.1. Synthése des bases de Schiff

Les bases de Schiff ont une structure chélatante et sont des ligands trés sollicités
grace a la facilité de leur synthese et la diversité de leurs structures. Ces ligands sont
des donneurs d'électrons modérés avec des effets electroniques et stériques facilement
modulables, leur permettant d’étre des ligands versatiles [41-42]. Parmi les bases de
Schiff communément utilisées comme ligands, les salen illustrent une classe de ligands
tétradentates de type N20.. Bien que le terme salen a été introduit pour désigner les
bases de Schiff obtenues par la condensation du salicylaldéhyde et de la 1,2-
éthylénediamine (figure 2.1), ceci a été généralisé dans la littérature pour tous les
ligands possédant une structure analogue résultant d’une condensation de Schiff entre

une diamine primaire et un salicylaldéhyde.

Les salen possédent des avantages supplémentaires par rapport aux autres ligands
base de Schiff ; la sphére de coordination N2O> reproduit étroitement I'environnement
de coordination autour de nombreux métaux dans les métalloprotéines, étant des ligands
dianioniques tétradentates structurellement similaires aux cycles de porphyrine, tout en

représentant une cible synthétique plus facile.

Espaceur diamine

i T =
Ry N --. N Ra
el y—onjHo— 9,
R, Ru Rs Rs

Sphére de coordination N;O,

Figure 2.1 : Structure générale du ligand salen symétrique.
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A cet effet, nous nous somme intéressés dans ce travail a synthétiser deux bases de

Schiff de type salen; a partir de la condensation d’une diamine avec I’aldéhyde

salicylique. Cette synthese se fait selon deux voies a savoir la synthése verte et la

synthése conventionnelle.

2.2.1.1. Synthése conventionnelle

Tous les produits chimiques utilisés dans ce travail sont des produits

commercialisés aupres de Sigma-Aldrich, ils sont utilisés sans purification.

Tableau 2.1 : Caracteres physicochimiques principaux des réactifs utilises.

Thiourée Urée (carbamide, Salicylaldéhyde
Réactifs (thiocarbamide) carbonyl diamide, isourée) (2-
hydroxybenzaldéhyde)
Formule CH4N2S CH4N20 C7HsO-
brute
S c_l) o
Formule )L lC [-‘-f':'\\l H
o H,N~ NH, Sy vk
chimique |-|2N NH2 OH
Aspect et la Poudre cristallin Cristaux blancs Liquide jaune
blanc
couleur
Masse
molaire 76.121 60.0553 122.1213
(g/mol)
Point de
fusion °C 176 -178 132.7-135 -7

Dans un ballon a tricolls de 100 ml on dissout les deux réactifs avec un minimum

d’éthanol, ’ensemble est maintenu au reflux et sous agitation pendant environ deux

heures, les bases de Schiff ont été purifiées par recristallisation dans 1’éthanol. [43]
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Figure 2.2 : Synthese conventionnelle de 1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne) urée

e La recristallisation :

La recristallisation est une méthode de purification d’un produit solide, elle permet de
séparer un solide de ses impuretés apres une réaction. Le principe de la
recristallisation repose sur la différence de solubilité d’un composé dans un solvant a

chaud et a froid

On verse les produits dans un erlenmeyer, en ajoutant le solvant (I’éthanol) par petites
quantités et chauffé jusqu’a 1’ébullition de 1’éthanol (dissolution des produit), on laisse
les produits lentement a température ambiante. Une fois que les premiers cristaux sont
apparus, on compléte la recristallisation dans un bain de glace (eau + glace) jusqu’a la

fin de la formation des cristaux.
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e Lafiltration

Apres la synthése des bases de Schiff. Des cristaux se forment dans la solution. On agite
bien le mélange pour la mise en suspension des cristaux, puis on sépare les cristaux de

la phase liquide par filtration sous vide.

Figure 2.3: Filtration sous vide

2.2.1.1. La syntheése verte :

Dans notre travail on a choisi le procédé de la synthése verte de nos bases de Schiff,
cette méthode est moins utilisée par rapport a celle classique, mais elle a I’avantage de
donner directement la base de Schiff souhaitée, cette réaction est effectuée sans solvant

organique, ce qui argumente son choix.
e Syntheése de 1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne) urée :

Dans un bécher de 100 ml, on verse 0.01mol de I'urée dissoute dans 1ml de jus de
citron (catalyseur), on laisse le mélange pendant 4minutes, puis on ajoute 0.02 mol de
I’aldehydesalicylique. Le tout est mise en agitation a température ambiante pendant un
temps de réaction environ 15 min jusqu’au on observe la formation d’un précipite blanc,

qui sera séparé par filtration et lavé avec un minimum d’éthanol.[6]
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e Syntheése de 1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne) thiourée :

La base de schiff 1,3-bis (2-hydroxy benzylidene) thiourée a été obtenu selon la
méme procédure, a partir de la réaction de 0.01 mol de la thiourée avec 0.02 mol de
I’aldehydesalicylique, au bout de 20 min on observe la formation d’un précipité jaune,

qui sera filtré et lave avec I’éthanol, le produit obtenu a été caractérisé aprés séchage.

Figure 2.4 : Synthese verte des bases de Schiff.

2.2.2. Appareillages et méthodes d’analyses

Les deux bases de Schiff synthétisés sont des solides et se présentent sous forme de
poudre. Le changement de I’état physique des produits obtenus par rapport ceux des
produits de départ c’est un indice significatif sur la formation de nouveaux produits.

Tous les appareillages de tests de caractérisation sont présentés dans I’annexe 1.

2.2.2.1. Le rendement

Le rendement caractérise donc la qualité de la synthése dans son ensemble, 1l dépend

fortement du choix des réactifs, du catalyseur, et la température

On appelle rendement « r » d’une synthése, le rapport entre la quantité de matiére de
produit formé expérimentalement sur la quantité de maticére qu’il est possible d’obtenir
en theorie. De plus le rendement est égal a la masse de produit obtenue

expérimentalement sur la masse de produit obtenue.
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2.2.2.2. Le point de fusion

e Principe

Ce terme désigne le changement d'état d'un matériau quand celui-ci passe d'un état
solide & un état liquide. Le point de fusion est la température exacte nécessaire a cette
transformation et sa détermination est trés importante puisqu'elle est hautement
dépendante de la pureté du matériau teste. Cette technique est donc utilisée pour définir

la qualité d'une substance

e Mode opératoire

Les points de fusion des ligands ont été mesurés a I’aide d’un appareil BOETIUS
PHMK 05 par I’observation de 1'échantillon a travers I'oculaire jusqu'a ce qu'il soit
completement fondu avec la lecture instantanée de son point de fusion a partir du

thermometre dans l'appareil

2.2.2.3. Infra rouge
e Principe

La spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (ou spectroscopie IRTF) est
une technique d’analyse qui se base sur 1’absorption d’un rayonnement infrarouge par
le matériau analysé. Cette technique permet, au travers de la détection des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques et des groupements fonctionnels, d’identifier

des matériaux de nature organique

e Mode opératoire

Une petite quantité du ligand est dispersée dans une petite quantité de KBr bien séché
puis finement broyé aprés le mélange est extrait du moule sous trés haute pression dans
une presse hydraulique sous forme de pastille fine de bonne qualité qui a été utilisée
pour obtenir le spectre. Ensuite la pastille a placé dans le porte échantillon de spectre,
puis le placer dans la chambre de mesure du spectre sur le trajet du faisceau incident.
Les spectres sont enregistrés en transmittance en utilisant un spectrophotométre
SHIMADZU FTIR-8900.
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2.2.2.4. Spectrophotométrie UV-visible

e Principe

La spectroscopie UV-visible est une méthode d'analyse quantitative permet de
détecter certaines particularités de I'espece chimique que I'on cherche a analyser comme
la couleur d'une espece chimique en solution. Elles sont caractérisées par leur énergie
(longueur d'onde) et par leur intensité (absorbance). Elle rend compte de I’interaction
entre une onde électromagnétique et une particule chargée. Cette spectroscopie est
largement répandue en travaux pratiques de chimie ainsi qu'en analyse chimique ou

biochimique.

e Mode opératoire

Les spectres €lectroniques d’absorption des différentes bases de Schiff synthétisés ont
été effectué en solution dans le cyclohexane entre 200 et 500 nm en utilisant un
spectrophotometre UV1800 SHIMADZU.

2.3. RESULTATS ET DISCUSSION

2.3.1. Synthése et caractérisations physicochimiques des bases de Schiff

Les caractéristiques physicochimiques de nos bases de Schiff synthétisées tels que ;
I’aspect et la couleur, les rendements et les points de fusion obtenus par les deux

méthodes de synthése sont résumées dans les tableaux ci- dessous.
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e Pour la synthése verte

Tableau 2.2 : Caractérisations physicochimiques des bases de Schiff obtenus par voie

bio.
Réactif 01 Réactif 02 Catalyseur | Couleur Temps Rendement Point
naturel du produit (min) de
fusion
Salicylique Jus de Blanc 20min 42.87% 183°C
aldehyde Thiourée citron
(0.02mol) (0.01mol) (Iml)
Salicylique Jus de Cristaux 20min 40.40% 135°C
aldehyde Urée citron Jaune
(0.02mol) (0.01mol) (aml)
e Pour la synthese conventionnelle
Tableau 2.3 : Caractérisations physicochimiques des bases de Schiff obtenus par voie
classique.
Réactif 01 Réactif 02 Solvant Couleur du | Temps | Rendement | Point de
produit (min) fusion
Salicylique Thiourée 50ml éthanol Cristaux 2h 31.40 180 °C
aldehyde (0.01mol) Jaune
(0.02mol)
Salicylique Urée 50ml éthanol Cristaux 2h 25.89 130°C
aldehyde (0.01mol) Jaune
(0.02mol)

D’apres les résultats obtenus, on peut dire que l'utilisation de la technique de chimie

verte consiste a éliminer les solvants pendant les processus de synthése ou a remplacer

les solvants dangereux par des solvants respectueux de I'environnement ainsi qu’a

I’utilisation des catalyseurs naturels ; nous a donné des valeurs satisfaisantes par

rapport au rendement et encore avec un temps réduit.
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Figure2.5 : la base de Schiff 1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne) urée.

Figure2.6 : la base de Schiff 1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne) thiourée.

2.3.2. Spectroscopie infrarouge

Les figures (2.6 — 2.9), illustrent les spectres IR de nos composés bas de Schiff
obtenus par les deux méthodes de synthése, et ceux des produits de départ
correspondants.
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Figure 2.7: Spectre infrarouge de 1,3-bis (2-hydroxy benzylidene) thiourée obtenue par

synthese verte.
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Figure 2.8: Spectre infrarouge de 1,3-bis (2-hydroxy benzylidene) thiourée obtenue par
synthése conventionnelle.
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Figure 2.9 : Spectre infrarouge de 1,3-bis (2-hydroxy benzylidene) urée obtenue par
synthese verte.
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Figure 2.10 : Spectre infrarouge de 1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne) urée obtenue par
synthése conventionnelle.

Les spectres enregistrés pour les quatre produits synthétisés, indiquent sans
ambiguité des différences bien claires entre les amines de départ et les composés

synthétisés, ce qui différencie ces spectres s’est surtout la disparition totale de la bande
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empreinte de I’amine primaire sur les spectres des molécules synthétisées et 1I’apparition

des nouvelles bandes d’absorption caractéristiques des composés imines.

Une bande d’absorption est systématiquement observée dans I’intervalle 3300- 3800
cm™ quelques soit la base de Schiff, cette bande est attribuée aux groupements
hydroxyles (O-H). L’ IR confirme la persistance de la bande d’absorption de la fonction

azométhine (C=N) au voisinage de 1600 cm™.

2.3.3. Spectroscopie électronigue et équilibre céto-énolique

La spectrophotométrie UV-Vis nous a permis la mise en évidence des bandes
d’absorption caractéristiques des différents produits impliqués dans ce travail, le
spectre a été enregistré en cyclohexane dans le domaine d’ultraviolet allant de 200 a
500 nm.

Les hydroxybases de Schiff, de par leurs groupement hydroxyl sont capables dans
certaines conditions d’établir un équilibre entre deux formes tautoméres, une forme

énolique et une forme cétonique (voir fig. 2.10).

O =0

Forme enolique forme cétonique

Figure 2.11: Equilibre céto — énolique dans 1 ‘anilinesalicylidéne [44].

Il a été démontré empiriquement pour les bases de Schiff a structure purement
énolique des bandes en deca de 400nm, alors que celles adoptant la forme cétonique

(en équilibre avec la structure énolique), absorbent en plus entre 450 et 500nm [45-46].
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Figure 2.12 : Spectre UV-Vis du ligand 1(1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne)thiourée) et
ligand 2 (1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne) urée) dans le cyclohexane.

On remarque que le spectre de nos bases de Schiff étudiés présentent une absorption
entre 200-400 nm, il reflete le méme mode d’absorption en deca de 400 nm, alors

qu’une seule forme énolique est présentée pour les deux bases de Schiff synthétise.
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CHAPITRE 3 ETUDE DE L’ACTIVIITES BIOLOGIQUES

3.1. INTRODUCTION

Ce chapitre est subdivisé en deux parties, sa premiére partie est consacrée a présenter le
protocole expérimental de I’ensemble des méthodes utilisées au cours de 1’étude de ’activité
biologique de nos deux bases de Schiff synthétisées, y compris 1’activité antibactérienne,

anti-antifongique et antioxydante.

Dans la deuxiéme partie, on va présenter les résultats obtenus au cours des tests

d’applications biologiques étudiés suivie par I’interprétation et la discussion ces résultats.

3.2. MATERIELS ET METHODES

Cette partie est consacre a I’é¢tude biologique de nos bases de Schiff mise en évidence de
ses activités antimicrobienne sur quatre bactéries (Escherichia coli, bacillus spizizeni,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus), L’activité antifongique Sur un
champignon aspergillus brasiliensis et un levure Candida albicans qui ont éte testes vis-a-vis
quelques composés synthétises par la méthode de disque et par la mesure du diamétre de la
zone d’inhibition ,ainsi que 1’activité antioxydante par 1’estimation de 1’effet antioxydant

en utilisant la méthodes du DPPH.

3.2.1. L’activité antibactérienne et antifongique

Deux composés de type bases de Schiff synthétisés ; 1,3-bis (2-hydroxy benzylidene)
thiourée (B1) et 1,3-bis (2-hydroxy benzylidéne) urée (B2), ont été évalués par la méthode
de diffusion en gélose ou méthode de diffusion en disque pour les activités antibactériennes
(milieu Muller- Hinton) et les I’activités antifongiques (milieu Sabouraud). Dans cette
méthode nous avons utilisé des disques de papier Wattman stérile de diamétre 9 mm
imprégnés des différents produits a tester et déposer a la surface d’un milieu solide (gélose)
Préalablement ensemencé en surface par inondation de la souche a tester (la bactérie ou le
champignon). Aprés incubation pendant 24 h pour les bactéries et 48 h pour les
champignons. La lecture des résultats a été faite par la mesure du diamétre de la zone

d’inhibition en mm.
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3.2.1.1. Matériel biologique

Le Matériel utilisé au cours de cette étude biologique est le suivant :

Milieu de culture (gélose MH) - milieu de culture (gélose Sabouraud) - eau distillé
stérile - eau physiologique (NaCl) - DMSO - antifongique commerciale (fluconazole)
- antibiotique commerciale (gentamicine 40mg/2ml) - Boites de pétrie 90 mm - disque
wattman 9mm - fioles 10ml - seringues 5ml ou 10 ml - pince - tubes & essai stériles -

bec bunsen - Souches bactériennes et champignons

3.2.1.2. Préparation et choix de concertation

a. Préparation des produits synthétisés

Nous avons choisi trois quantités 25mg ,50mg et 100mg des produits synthétises, chaque
produit a été dissous dans 1ml de DMSO pour obtenir finalement des solutions meres de

concentration 25mg/ml ,50mg/ml et 100mg/ml [47].

Figure 3.1 : La Préparation de solutions méres

36



CHAPITRE 3 ETUDE DE L’ACTIVIITES BIOLOGIQUES

b. Préparation des antibiotiques antibactérienne et antifongique :

Deux solutions meres ont été préparé dans une fiole jaugée de 10 ml de fongicide
commerciale Fluconazole (gélule) et I’antibactérienne commerciale Gentamicine pour avoir

des concentrations de 5mg/ml et 2mg/ml.

Figure 3.2 : la solution fille préparée de 1’antifongique

c. Préparation de milieu culture

Nous avons procédé a une surfusion de milieu de culture (Muller Hinton, Sabouraud)
dans un bain-marie pendant 30min, apres la dissolution des milieux, on les verse dans les
boites de pétri, on laisse les boites refroidir a c6té du bec bunsen jusqu’a la solidification

puis on les met dans une étuve pendant 15 minutes pour déshumidifier.

d. Préparation des suspensions bactérienne et champignons

L’activité antimicrobienne a été évaluée sur une large gamme de micro-organisme vis-a-Vvis
de quatre souches bactériennes Escherichia coli ATCC 8739, Bacillus spizizenii ATCC
6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATTC 6538 et deux
souches fongiques aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Candida albicans ATCC 10231.
Les souches sont présentées dans les tableaux ci-dessous :

37



CHAPITRE 3 ETUDE DE L’ACTIVIITES BIOLOGIQUES

Tableau 3.1 souches microbiennes testés et leurs Provenances

Souches Forme Gram Code Provenance
Escherichia coli Bacile - ATCC 8739
bacillus spizizeni Bacile + | ATCC 6633

Laboratoire de contréle

PseUdomonaS BaClIe - ATCC 9027 microbiologique du groupe
aeruginosa SAIDAL -MEDEA
Staphylococcus aureus cocci + | ATTC 6538
aspergillus brasiliensis Ovoides [/ |ATCC 16404
Candida albicans Mycélium [ |ATCC 10231

La préparation des souches a été composé en deux parties suivant :

e Lerepiquage :

- Prélever une colonie isolée et représentative de la souche a I’aide d’un ensemenceur.
- Etaler en stries sur une boite de milieu de culture.

- Cultiver dans 1’étuve a 37°C afin d’obtenir une culture jeune Bactéries en généralement
18 a 24 h de culture avant résultat observables champignons et Levures en généralement

48h de culture avant résultats observables

e Préparation de I’inoculum

A T’aide d’une pipette Pasteur stérile, racler 2 a 3 colonies bien isolés et identiques a partir
d’une culture pure et jeune puis inoculées dans 5 ml d'eau physiologique stérile, apres bien

mélanger la suspension jusqu'a ce qu'il devienne homogéne
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3.2.1.3. L’ensemencement

Les bactéries et les champignons en suspension sont prélevées a l'aide d'un écouvillon
stérile, ensuite I’écouvillon est frotté délicatement sur la totalité de la surface gélosée, en
tournant la boite de pétri a chaque fois de 60°. Tout en travaillant dans une zone d'asepsie au
tour du bec benzéne. Les boites de pétri sont ensuite fermées et mise a 1’étuve a 37°C pendant
24h.,

Figure 3.3 : L'ensemencement des suspensions bactériennes et fongiques.

3.2.1.4. La dispersion des solutions de produits (Imprégnation des disques)

Les disques de papier filtre wattman stérile de 9 mm de diameétre ont été imprégnés d’une
faible quantité des produits testés et des témoins, d’une concentration de 50mg/ml et 100
mg/ml pour les produits testés et 2 mg/ml et 5 mg /ml pour les témoins, puis a 1’aide d’une
pince, on les dépose a la surface des boites pétris préalablement ensemencées. Ensuite,
L’empilement des boites mise dans 1’étuve et incubés a 37°C pendant 24h.
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Figure3.4 : Le dépodt des disques sur la gélose.

3.2.1.5. Lecture des boites aprés incubation

Aprés 1’apparition des zones d’inhibition circulaire, on mesurer les diametres des zones
d’inhibition des produits synthétisés au millimétre avec un pied a coulisse et on compare

avec les zones d’inhibition des témoins utilisés.

3.3.2. L’activité antioxydante

3.3.2.1.Principe

La détermination de I’activité antioxydante a été effectuée en utilisant la méthode de test

de DPPH. Cette méthode mesure la capacité d’un antioxydant (AH) a réduire le radical
chimique DPPH? (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne. Le radical
DPPH est de couleur violette sous sa forme oxydée, devient jaune pale aprés transfert

d'électron par des composés antioxydants (figure 3.5).

Le DPPH®° (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable, a une maximale

absorption vers Amax= 517 nm dans le méthanol et 1’éthanol.
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Figure3.5 : Schéma représente la réduction du radical DPPH® par A-H, ou (AH) est un

composé capable de céder un H au radical DPPH.

Lorsqu’une solution de DPPH est mélangée avec une substance qui peut donner un
hydrogene, cette réaction donne lieu a la forme réduite avec perte de la couleur violette, la
forme réduite n’absorbe plus a A = 517 nm, ce qui se traduit par une diminution de

I’absorbance a cette longueur d’onde.

La réaction de transfert d’hydrogeéne de 1’antioxydant vers le DPPHe est suivie par la
spectrophotométrie visible en enregistrant la décroissance de la bande d’absorption du
DPPHe a A=517nm (diminution de la coloration violette) [48].

L’¢évaluation de I’activité antioxydante a été effectuée en utilisant la méthode de DPPH

qui exprimée en pourcentage d’inhibition a 1’aide de la formule suivante : [40]

A A
i = (B2

>><100
0

AO : absorbance Blanc
Al : absorbance échantillon

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuit par la valeur de la CI50, sachant que
I’IC50 est la concentration de I'échantillon nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux

libres qui a été obtenue.
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3.3.2.2.Mode opératoire

Un volume de 0,2 ml, de chaque échantillon de chacune des concentrations préparées et
dilués a partir de 10-3g/ml de I’acide ascorbique, 0.05 g/ml pour le composé B1 et 0.15 pour
le composé B2, puis chaque 0, 4 ml de la solution a été ajouté 0.8 ml a d’une solution de
radicaux DPPH dissout dans le méthanol. Le mélange est laissé pendant 30 min a
température ambiante et a 1’abri de la lumicre. Les absorbances de tous les solutions
préparées ont été mesurées a 517 nm. Les résultats obtenus pour chaque produit testé sont

comparés a ceux obtenus pour I’acide ascorbique pris comme référence.

3.3. RESULTAT ET DISCUTIONS

Au cours des tests effectués dans ce travail, ’activité antibactérienne des produits
synthétisés a été déterminée a trois doses différentes (25mg/ml, 50mg/ml, 100mg/ml) contre
quatre types des bactéries (Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Bacillus spizizeni ATCC 6633 et Staphylococcus aureus ATTC 6538) en utilisant la
méthode de diffusion de disque sur milieu de Mueller-Hinton gélosé. (MHA) et deux
souches fongiques : aspergillus brasiliensis ATCC 16404 et Candida albicans 10231,
également par la méthode de diffusion des disques sur milieu sabouraud dextrose (SDA).
Cette méthode est basée sur la présence ou 1’absence de zone d’inhibition en comparaison
avec celle de I’antibiotique standard. Les tests ont été effectué au niveau de laboratoire
d’hygiéne de la Wilaya de Blida.

3.3.1. Evaluation de Pactivité antibactérienne

Cette sensibilité est traduite par la mesure de diametre des zones d’inhibition apres
I’incubation pendant 24 heure a 37°C. Les résultats ont été comparés avec 1’antibiotique
gentamicine (GN) qui a été utilisés comme contrdle positif avec les bases de schif synthétiseés
(B 1let B 2) dans les trois Concertations (25mg/ml ,50mg/ml et 200mg/ml).

La lecture des résultats se fait par la mesure, a I’aide d’une régle graduée, du diametre de

la zone d’inhibition formée autour du disque de 9 mm [49].

Les résultats obtenus de 1’étude de P’activité antibactérienne des bases des schiff sont

regroupés dans le tableau suivant.
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Tableau 3.2 Activité antibactérienne des bases de Schiff synthétisées (B1 et B2) a

déférentes concentrations.

Souches bactériennes Diamétre de la zone d’inhibition
Concentration (mg (mm)
/ml) B1 B2 GN
Escherichia coli | 25 00 00 0
50 12 00 38
Gram 100 14 14 27
Négatif | Pseudomonas 25 00 00 00
aeruginosa 50 13 12 31
100 16 12 28
Bacillus 25 00 00 00
Gram | spizizeni 50 16 20 36
Positif 100 20.3 22 38
Staphylococcus | 25 00 00 00
aureus 50 165 14 34
100 19 15 30

activité antibactérienne

50
45 EB1
45 B2
40 38 38 GN
S
€ 35 32
§ 30
B
o 25
<
£ 20
©
o 15
S
N 10
5
0 0 0 0 0 0 0 0
0
E .coli P.aeruginosa Bacillus. S Staph. aureus

souches bactériénnes

Figure 3.6 : Activité antibactérienne en mm pour les deux bases de Schiff a 25 mg/ml.
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Activités antibactérienne
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Figure 3.7: Activité antibactérienne en mm pour les deux bases de Schiff a 50 mg/mi.

Activités antibactérienne

40 38 EB1
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30
25
20
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Figure 3.8: Activité antibactérienne en mm pour les deux bases de Schiff a 100 mg/ml.
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D’aprées le tableau 3.2 les résultats de 1’activité antimicrobienne des deux bases de schiff
testée a trois concentrations différentes (25mg/ml, 50mg/ml et 100mg/ml), montrent que
toutes les souches se sont revélées sensibles a la gentamicine avec des diametres varies qui
représente une large activité antibactérienne entre 27 et 38mm. Une tres forte activité a été

enregistrée sur E.coli et Bacillus S avec une zone d’inhibition de 38 mm

Les résultats obtenus montrent une absence totale d’activité antibactérienne a la
concentration de 25mg/ml dans les deux composés Bl et B2. N’a aucune influence
antibactérienne sur toutes les souches testées sauf dans I’antibiotique « gentamicine » qu’il

montre une forte activité antibactérienne.

Les ligand bases de Schiff B1 et B2 a 50 mg/ml ont montré une bonne activité sur les
bactéries a Gram positif Bacillus.S et Staph.aureus avec des zones d’inhibition 16 mm et
16.5mm pour le composé B1 et 14mm & 20 mm pour le composé B2.

Une faible activité contre les bactéries a gram négatif P. aeruginosa et E. coli avec des zone
d’inhibition varient de 12 a 13 mm ainsi que le composé B2 ne présente aucune activité

antibactérienne sur la bactérie E. coli.

Par contre a 100 mg/ml nous avons remarqué également un pouvoir antibactérien prononcé
sur toutes les bactéries. Ce pouvoir touche principalement les bactéries a gram positif
Bacillus.S et staph.aureus qu’ils ont présenté une bonne activité par rapport les bactéries a
gram négatif E.coli et P. aeruginosa qu’ils ont montré une activité modérée dans tous les

ligands synthétisés.
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~ g

Bacillus Subtilus (+) Staphylococcus Aereus(+)  Pseudomonas Aeruginosa (- Escherichia coli (-

[B4,82] = 25 mg/ml (6N] =2 mg/ml

Figure 3.9 : L’effet des bases de Schiff sur les souches bactérienne a 25mg/ml.

Bacillus Subtilus (+) Staphylococcus Aereus (+)  Pseudomonas Aeruginosa (- Escherichia coli (-

(B4,82] = 50 mg/mi [6N] = 2mg/ml

Figure 3.10: L’effet des bases de Schiff sur les souches bactérienne a 50mg/ml.
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Bacillus Subtilus (+) Staphylococcus Aereus(¢#)  Pseudomonas Aeruginosa () Escherichia coli ()

[B1,82] = 100 mg/ml [GN] =2 mg/ml

Figure 3.11: L’effet des bases de Schiff sur les souches bactérienne & 100mg/ml.

En conclusion, L’évaluation de I’activité antibactérienne des bases de Schiff synthétisés
montre une activité plus forte sur les souches bactériennes a gram positif telles que
(Bacillus.S, Staph. Aureus) par rapport & gram négatif (E.coli, P. aeruginosa), malgré la
forte et la moyenne activités de ces composés nous avons remarqué que 1’activité du
I’antibiotique est plus importante que celle du ligand correspondant. Cette étude indique
que les composés sont plus lipophiles, ce qui permet une meilleure pénétration a travers la
membrane lipidique de la cellule (I’attaque le cible d’organisme pour inhibant la croissance
bactérienne) [50].

3.3.2. Evaluation de Pactivité antifongique des bases de Schiff

L'évaluation de I'activité antifongique des bases de schiff a été testée contre C.albicans et
aspergillus.B en comparent des tests de D’activité antifongiques avec le fongicide

Fluconazole ( FL) .

Les diamétres des zones d'inhibition (en mm) sont regroupés dans le tableau 3.3 et leurs
représentations graphiques sont illustrées dans les figures présentées ci-dessous.
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Tableau 3.3 : Activité antifongiques des bases de Schiff synthétisées a déférentes

concentrations.

Les souches des champignons | Les bases de schiff | Zone d’inhibition (mm)
25mg/ml | 50mg/ml | 100mg/ml
B1 00 00 00
C.albicans B2 00 10 13
FL 00
B1 00 13 20
aspargillus.B B2 00 60 80
FL 14
Activité antifongique
70 mB1
60 - B2
—_ HFL
£ 5o
5 a0
£ 30
T
2
s X 13 14

10

aspergillus B

10

C albicans

Souches des champignons

Figure3.12 : Activite antifongique en mm pour les deux bases de Schiff a 50 mg/ml.
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Activités antifongique

90 EHB1
80

80 B2

70 B FL

60
50
40

30

20
20 14 13
10
0 0
0

aspergillus.B C.albicans

Zone d'inhibion ( mm)

Souches des champignons

Figure 3.13 : Activité antifongique en mm pour les deux bases de Schiff a 100 mg/ml.

L’antibiotique au cours des travaux de mémoire n’ont présenté aucune activité
antifongique sur la levure C.albicans par rapport la souche fongique aspargillus.B qu’il

montre une activité faible avec un diameétre d’inhibition nettement élevée de 14mm

Compte tenu des résultats obtenus dans la concentration de 25mg/ml, les souches

fongiques ont aucun effet sur tous les ligands synthétisés.

Les résultats de produit B1 se sont montrés inactifs sur la souche C.albicans a 50mg/mi
et 100mg/ml. En revanche le produit B2 qu’il indique une activité antifongique variable mais

qui reste globalement faible (diamétres d’inhibition compris entre 10 et 13 mm).

Le produit B2 a présenté la plus grande inhibition sur aspargillus.B, celui-ci a montré une
activité antifongique importante, la valeur du diamétre d’inhibition obtenue était de 60 mm
a 80mm dans les concentrations 50mg/ml et 200mg/ml et aussi pour le produit B1 qui s'est

avéree également active avec un diamétre d’inhibition de 13mm a 20mm.
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Aspargillus Brazilus Candida Albicans

[B1,B2] = 25 mg/ml [FL] =5 mg/ml

Figure 3.14: L’effet des bases de Schiff sur les souches fongiques a 25 mg/ml.

Aspargillus Brazilus Candida Albicans
[B1,B2] = 50 mg/ml

Figure 3.15 : L’effet des bases de Schiff sur les souches fongiques a 50 mg/ml.
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Aspargillus Brazilus Candida Albicans

[B1,82] = 100 mg/mi

Figure 3.16 : L’effet des bases de Schiff sur les souches fongiques a 100 mg/ml

Aspargillus Brazilus Candida Albicans

[FL] =5 mg/ml

Figure 3.17: L’effet de fongicide commercial « Fluconazole ».

D’aprés les résultats, on remarque le composé B2 a donné une grande activité
antifongique sur le champignon aspargillus.B. tandis que La souches C. albicans présente
une résistance moyenne. Cette étude montre que la présence des groupes électro- donneurs
(CH3-CH30 - et CL-) a amélioré I’activité antifongique des composés [51].
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CONCLUSION GENERALE

L’obtention des inhibiteurs est actuellement un domaine d’une importance considérable.
C’est donc dans cet ordre d’idée que nous nous sommes axés pour contribuer a cette étude avec

des composés de type bases de Schiff.

Ce travail a pour objectif 1’étude de composés organiques base de Schiff de type Salen. Ces
composés ont été synthétisés par une condensation de 1’aldéhyde salicylique et le diamine
thiourée pour la premiere base de Schiff (B1), et le diamine urée (B2) pour le deuxiéme

composé, cette synthése a été réalisé selon deux approches ; verte et classique.

La méthode verte a été prouvée ici comme une meilleure méthode pour la synthese des bases
de Schiff qui peuvent également présenter de plusieurs avantages. Parmi ces avantages, nous
avons la réduction de temps de réactions, lors de cette méthode nous avons remarqué que le
temps est limité de 10 minutes seulement. Contrairement a la méthode conventionnelle dans
laquelle nous avons pris presque deux heures. En ce qui concerne le deuxiéme avantage est
I’augmentation de rendement des bases de Schiff, il a été toujours supérieure par rapport a la

méthode conventionnelle.

Les deux bases de Schiff synthétisées ont été caractérises et identifies par les méthodes

spectroscopiques UV/VIS et IR usuelles pour conformer leurs structures.

Dans un deuxiéme temps, une étude biologique (activité antibactérienne, antifongique et
antioxydante) a été menée par différentes souches bactériennes.

L’évaluation de I’activité antibactérienne indique que ces produits possédent une sensibilité
sur toutes les souches testées a 50mg/ml et 100mg/ml, Les plus fortes activités ont été présentes
sur les souches a gram positif. Cependant, les tests d’activités antifongiques montrent que ces
produits ont une influence sur le champignon aspargillus.B alors que I’effet de la base de Schiff
(B2) est plus grand par rapport au composé (B1), par contre sur la levure C.albicans qui a
marqué une faible activité sur le compose (B2) et aucune activité a eté remarqué pour le
composé (B1). Toutes les souches bactériennes et fongiques ne possédent aucune sensibilité
qui a été totalement inactive a la concentration de 25mg/ml. Globalement le pouvoir
antifongique des bases de Schiff synthétisés s’est révélé plus important que le pouvoir

antibactérien.
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Les résultats obtenus par 1’activité antioxydante montrent que le composé (B1) est un
antioxydant efficace et il présente une bonne capacité de piégeage radical par rapport au

composé (B2), mais moins que 1’acide ascorbique.

Les perspectives envisagées au terme de ce travail de these peuvent étre présenter comme

suit :

e Lasynthése d’autres bases de Schiff riches en sites de coordinations.
e Etude de I’affinité des molécules synthétisées a former des complexes solides et en

solution avec les métaux de transition.

e Poursuite de la mise en évidence des activités biologiques et pharmaceutiques des
molécules synthétisées, notamment 1’étude de leur intérét dans la lutte contre le

cancer.
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Appareil de point de fusion « BOETIUS PHMK 05 »

UV-1800 | s

Un spectrophotomeétre UV-visible « UV1800 SHIMADZU »
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Une presse hydraulique
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