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Introduction

La chimie était I'une des sciences les plus avancées, dans le domaine de la recherche
scientifique, plusieurs composés ont été découverts a partir de plantes rares ou synthétisées.
Parmi ces composeés les azomethine qui portent réellement le nom de leur inventeur Hugo Schiff
(1834-1915) qui fut le premier chimiste a synthétiser ce type de composeés. Depuis, nous devons
faire remarquer que la synthése de ces produits est toujours d’actualité particulierement durant

les deux derniéres décennies.

Ainsi, leurs complexes de métaux de transition continuent a attirer 1’attention de
nombreuses équipes de recherche dans le monde que ce soit les universitaires ou les industriels.
Les complexes a bases de Schiff sont intensivement étudiés a cause de leur importance telle
que la flexibilité synthétique, sélectivité et sensibilité envers une grande variété. Ils se sont
révélés tres utiles dans la catalyse, la médecine a cause de leurs activités biologiques, comme
antibiotiques, agents anti-inflammatoires et également dans I’industrie comme composes

possédants des propriétés anti-corrosives.

L’objectif dans ce mémoire est la synthése, caractérisation structurale de certain dérivés

azomethine. Notre travail est réparti en trois chapitres :

> Le premier chapitre : est consacré a des rappels bibliographiques sur les dérivés
azomethine et leurs intéréts biologiques.

» Le deuxiéme chapitre : est consisté a la description des techniques et protocoles
expérimentaux mis en ceuvre pour réaliser ce travail.

> Le troisieme chapitre (Partie pratique) : présent les résultats obtenus et la
caractérisation et ’identification spectrale telle que la spectroscopie RMN (H?, C), la

spectroscopie IR, I’analyse UV, puis nous exposerons 1’intérét pharmacologique par

I’ADME.
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|. Introduction

Les bases de Schiff sont des composés polyvalents contenant la fonction azométhine
(Imine) C=N possedant une large gamme dactivites biologiques antibactériennes,
antifongiques, antitumorales, antivirales et anti-inflammatoires [1,2]. Les bases de Schiff sont
généralement formées par la condensation d'une amine primaire et d'un aldéhyde ou d'une
cetone. Structurellement, une base de Schiff est un analogue azoté d'un aldéhyde ou d'une
cétone dans lequel le groupe carbonyle a été remplacé par un groupe imine ou azométhine. Les
bases de Schiff sont utilisées comme pigments, colorants, catalyseurs, intermédiaires dansla

synthése organique et comme stabilisateurs de polyméres [3-5].

I.1 Généralité sur les azométhines (I’amines)
1.1.1 Définition
Hugo Schiff, un chimiste allemand, a initialement signalé la base de Schiff en 1864. Les

bases de Schiff sont des molécules organiques formées par la réaction de condensation des
composes carbonylés et d'amines primaires [6]. La structure typique peut étre exprimée par R-
CR’-N-R", ou R, R" et R" peuvent étre variés. R et R' peuvent étre des structures alkyle, aryle
et hétérocyclique avec divers substituants. Le groupe carbonyle peut étre un constituant d'un
aldéhyde ou une cétone (C=0). Comme les bases de Schiff contiennent un groupe azomethine
(C=N), elles sont également appelées azométhine ou imine [7,8]. Une réaction générale de
condensation de la base de Schiff impliquant I'amine et le groupe fonctionnel carbonyle peut
étre représentée comme suit (Figure 1.1).

R' R'

C=0 + NH,—R ——>» C=N—R + H,0
R" R"

Figure 1.1 : Réaction générale de la formation des bases de Schiff.

1.2 Les méthodes de synthese de la fonction azométhine

Les ligands de base de Schiff, une classe de molécules ayant des groupes imine, ont gagné
en popularité en raison de leurs propriétés physiologiques et pharmacologiques. Ils constituent
une classe fascinante d'agents chélateurs capables de coordonner les ions métalliques dans un
complexe, qui est utilisé pour imiter les processus biologiques. De nombreuses études ont été

menées sur la synthése des bases de Schiff [9-11]. Les bases de
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Schiff ont €té préparées a l'aide d’une méthode de synthése conventionnelle et écologique ou

par une méthode verte comme montre la Schéma I.1.

Méthode de synthése de la
base de Schiff

Méthodes
conventionnelles

Méthodes
vertes

—,[ Méthode de la meule

Méthode de reflux ] —>[ Méthode ultrasonique

~

Méthode d’agitation
magnétique

>

-

J

—»[ Méthode micro-ondes

Schéma 1.1 : Méthodes de synthése des bases de Schiff.

1.2.1 Méthodes conventionnelles

a. Méthode d’agitation magnétique et de reflux

La chaleur est nécessaire dans de nombreux processus de condensation, et les conditions
de réaction traditionnelles qui impliquent souvent de chauffer les réactifs dans un bain de métal,

d'huile ou de sable pendant des heures, voire des jours.

La procédure conventionnelle implique le reflux ou l'agitation de différents aldéhydes ou
cétones avec divers types d'amines primaires. L’inconvénient de cette méthode c’est

I’utilisation de solvants organiques nocifs ou de produits chimiques toxiques [9-11].
1.2.2 Méthodes vertes

La chimie verte fait référence aux outils et aux procédures qui offrent des avantages
environnementaux et financiers considérables par rapport aux approches synthétiques
conventionnelles. Elle montre que le courant de la chimie verte a déclenché une nouvelle
demande de synthése organique dans laguelle des environnements réactionnels distincts doivent
étre localisés, réduisant ainsi l'utilisation des solvants organiques nocifs ou de produits
chimiques toxiques. Les approches vertes doivent améliorer la sélectivité, réduire le temps de
réaction et simplifier I'isolement des produits par rapport aux méthodes conventionnelles [9-
11].
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a. Méthode de la meule

La réaction de la technique de la meule crée une chaleur locale en broyant les cristaux de
substrat et le réactif avec un mortier et un pilon. Dans certaines circonstances, un mélange et
des réactifs forment une substance vitreuse. De telles réactions sont simples & manipuler, et plus
respectueuses de l'environnement en chimie [12]. Comme les molécules d'un cristal sont
organisées étroitement et régulierement, les réactions a I'état solide sont plus efficaces et

sélectives que les réactions en solution (solvant) [13].

b. Meéthode ultrasonique

En laboratoire, il est généralement utilisé avec un bain ou une sonde a ultrasons cet
appareil est connu sous le nom de sonicateur. Ils ont découvert une méthode efficace et
respectueuse de I'environnement pour la synthese de base de Schiff dans une solution aqueuse
utilisant des conditions d'irradiation ultrasonique et donc pas de catalyseur. Contrairement a la
synthese en solution, la synthese mécano-chimique présente l'avantage d'étre facile a mettre en

place et a haut rendement [14].

c. Méthode micro-ondes

La synthése assistée par micro-ondes des bases de Schiff a été réalisée sans solvant ou
dans des conditions a faible teneur en solvant et réduit considérablement le temps de réaction,
améliore la conversion et augmente parfois la sélectivité. Depuis le développement de la
synthése par micro-ondes sans solvant des bases de Schiff, elle est devenue la technique la plus
connue et la plus simple pour ces réactions et est utilisée dans diverses applications chimiques

et biologiques [9-11].

1.3 Classification des bases de Schiff et de leurs complexes métalliques

En coordonnant I'ion métallique du bloc d avec I'atome de ligand donneur d'électrons,un
complexe est créé qui modifie les propriétés stériques et électriques du métal. Ce faisant, la
réactivité de I'ion métallique est stabilisee et régulée, ce qui est particulierement utile pour les

ions a des états d'oxydation plus élevés ou ils sont moins stables.
1.3.1 Denticité des ligands de base de Schiff

Les bases de Schiff sont classées en ligands bidentés, tridentés, tétradentés et polydentés,

qui peuvent former des complexes extrémement stables avec des ions de métaux
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de transition (Figure 1.2). Supposons qu'ils aient des groupes fonctionnels différents tels que -
OH, -NH ou -SH ; les bases de Schiff résultantes peuvent agir comme des ligands donneurs

mixtes dans les modes de coordination bi-, tri-, tétra- et poly ext... [15-18].

H
3 e § 2
_\N OH ?/‘:ﬁ;li = C;N
_/ OH HO
O -
-

n—
s

Bidentés Tridentés Tétradentés

Rt
N " a HO b
X

1Bu
Pentadentés Hexadentés

Figure 1.2 : Classification des bases de Schiff en ligands bidentes, tridentés, tétradentés
et polydentés.

1.3.2 Bases de Schiff symétriques et asymétriques

La grande affinité des bases de Schiff pour la chélation envers les ions de métaux de
transitions internes et non internes est utilisée pour produire des complexes stables. Les ligands
asymétriques n'ont pas d'axe de symétrie de rotation ou de miroir et se lient a un ion métallique

a deux groupes, et les ligands symétriques ont un méme centre asymétrique(Figure 1.3) [19,20].

o O o
Base de Schiff symétriques Base de Schiff asymétriques

Figure 1.3 : Bases symétriques et asymétriques salphen Schiff.
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1.3.3 Complexes homoleptiques et hétéroleptiques de métaux communs de Schiff

Le principe réactionnel distinction entre les complexes homoleptiques [21] et
hétéroleptiques [22] est que les complexes homoleptiques ont des ligands identiques liés a un
centre métallique. En revanche, les complexes hétéroleptiques ont au moins un ligand distinct

couplé au centre métallique du complexe (Figure 1.4).

»
A S 0 H0<— Cu—cl
4 \
OCH, S t /0
0 N
Complexe métallique Complexe métallique
de Schiff homoleptique de Schiff homoleptique

Figure 1.4 : Complexes métalliques a base homoleptique et hétéroplastique.

1.3.4 Complexes de métaux mononucléaires et polynucléaires a base de Schiff

Un seul atome ou ion meétallique est contenu dans le type le plus basique de complexe de
métal de base de Schiff, et il est entouré de ligands monodentés, bidentés, tridentés et

polydentés.

Les complexes de métaux de base polynucléaires de Schiff sont attribués a la présence de
deux ou plusieurs atomes de métal, ou I’ion métallique, coordonné dans une seule sphére de
coordination. Les deux atomes peuvent étre liés par des liaisons métal-métal directes, ou avec

des atomes liés aux ligands de pontage [23-28] (Figure 1.5).
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Figure 1.5 : complexes de métaux de base mononucléaire et polynucléaire a base de
Schiff.

1.3.5 Complexes métalliques de base de Schiff achiraux et chiraux

Un complexe métallique de base de Schiff chiral n'est pas superposable avec sa propre
image miroir car les deux structures ne sont pas identiques a tous égards. L'image miroir d'un
complexe métallique de base de Schiff achiral est identique au complexe lui-méme et peut lui

étre superposée. Les phénomenes d'activité optique ont traditionnellement été définis en termes

d'asymétrie et de dissymétrie [29-32] (Figure 1.6).
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Complexes de métaux de base achiral Schiff
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Figure 1.6 : Complexes métalliques achiraux, chiraux, trans et cis a base de Schiff.

1.4 Le role biologique de la fonction azométhine

En chimie biologique, Ont démontré un large éventail d'activités biologiques telles que
les utilisations anti-inflammatoires, antivirales, antioxydant, antibactériennes et antifongiques,
(Schema 1.2) [33]. Plusieurs BS (base de Schiff) conjugués au chitosan ont été étudies afin de
renforcer l'activité antibactérienne du chitosan. De plus, l'utilisation des nanoparticules de BS

peut améliorer leurs effets antimicrobiens in vitro.
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Schéma 1.2 : Principales propriétes et utilisations des bases de Schiff.

a. L’activité antibactérienne des bases de Schiff

Anwar et al. (2020) [34] ont décrit la synthese de BS d’amikacine pour l'activité
antibactérienne in vitro par la méthode de diffusion ou des disques en milieu solide contre
Bacillus, S. aureus, M. luteus, Serratia marcescens et E. coli. Les auteurs ont conclu que les
dérivées de lI'amikacine avec des cycles aromatiques étaient des antibactériens plus actifs que
ceux avec une chaine latérale aliphatique. Les composeés les plus intéressants (Figure 1.7), qui

ont montré une activité plus élevée contre S. aureus. Notamment le dérivé de chitosane.

=
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M
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Ph 0 Ph HOFh e}
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HO HO Ph Ho
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OH OH

Figure 1.7 : Bases de Schiff a activité antibactérienne.
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b. Bases de Schiff a activité antioxydante

Wei et al. (2019) [35] ont synthétisé huit bases de Schiff a base de chitosane et sels
d'ammonium quaternaire afin d'améliorer I'activité antioxydante. Les dérivées de chitosane ont

montré une activité antioxydante plus forte que le chitosane comme montre la Figure 1.8.

OH OH
N= OH N= OH
— =
< | S | OH
N N
o Cl & Cl

(o) (e}
o) (o}
HO o B HO O
N— N—

Figure 1.8 : Bases de Schiff a base a activité antioxydante.
c. Base de Schiff a activité antifongique

Chenet al. (2020) [36] ont décrit une modification structurale de I'inuline par des BS afin
d'améliorer son activité biologique. Les études antifongiques contre trois types de champignons
phytopathogénes (Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum f. sp. cucumeriumOwen et Phomopsis
asparagi), ont montré que les dérivés synthétiques de l'inuline présentaient un large spectre
antifongique (Figure 1.9). Les résultats montrent que les bases deSchiff & base du chitosane ont

montré une activité antifongique supérieure a celle du chitosane.

HO OH OH
0 O
HO G HO GO
- n n
N N M
0 , i i
mﬁ T
N T
LAc —T—J n F

M
Br
Figure 1.9 : Bases de Schiff a activité antifongique.
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d. Bases de Schiff a activité anticancéreuse

Un travail récent de Minhaz et al. (2020) [37] ont comparé l'activité d'un BS et des

nanoparticules d'argent de ce composé (Figure 1.10), étudiées comme nanosondes. Ce dernier

5@
\N/\/\/N\

OH

a montré des activités anticancéreuses.

Figure 1.10 : Nanoparticules de base de Schiffa activité anticancéreuse.

Les biomatériaux a base de chitosane modifié avec des nanoparticules ont montré des
résultats prometteurs en tant qu'antibactériens [38-40]. En fait, les nanoparticules a base de
chitosane présentent plusieurs avantages, notamment [l'efficacité, la rentabilité, Ila

biocompatibilité, la biodégradabilité, la non-toxicité et la non-immunogénicité [41].
1.5 Applications des bases de Schiff

Les bases de Schiff et leurs complexes métalliques sont largement utilisés dans diverses
industries et applications, notamment l'industrie alimentaire, I'industrie agrochimique,
I'industrie des colorants, la chimie analytique, la catalyse, le stockage d'énergie, la chimio-
détection, la bio-détection, la nanotechnologie et le biomédicale Parmi lesquels on cite leurs

utilisations comme suit :

» Les BS peuvent également étre utilisés comme inhibiteurs de corrosion pour différents
systemes métal-électrolyte, car ils adsorbent et forment un film de surface atténuant la
corrosion a travers leurs centres riches en électrons, y compris la fraction imine [42-
44].

» L’utilisation de BS comme catalyseurs dans la fixation du CO, pour atténuer son
accumulation dans I'atmosphére a été largement décrite [45].

» Les BS ont également été etudiés dans le domaine de la recherche sur les glucides en
relation avec les produits Amadori [46].

» La technique de teinture utilise une large gamme de bases et de complexes de Schiff,

dont beaucoup ont été synthétisés, étudiés et utilisés comme mordants [47].
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» Pour les applications d'emballage actif, le film d'acide polylactique (PLA) modifié a
base de Schiff (BS) peut fournir des qualites barriére et antifongiques améliorées [48-
50].

» Les bases de Schiff peuvent combattre le cancer, les champignons, les germes, les

ulcéres et les virus, selon les ions de métaux de transition qu'elles contiennent [51-53].

1.6 Conclusion

L'étude bibliographique présentée dans ce chapitre donne un apercu sur les méthodes de

la synthése conventionnelle et de la synthéese respectueuse de I'environnement desazométhines.

Ces dernieres années, les bases de Schiff ont été testées et étudiées a plusieurs reprises
car ces bases sont importantes aprés avoir mis en évidence diverses applications dans nombreux
domaines. Médicalement, parce qu'ils sont également utilisés comme médicaments en raison de
ses effets pharmacologiques. Ces bases sont utilisées comme ligands en chimie complexe en
raison de leur capacité de capturer des ions métalliques pour cela ils sont utilisés dans le

Traitement des eaux et I’industrie en général.
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Chapitre 11 Technique expérimentale.

Il. Introduction

Dans ce chapitre on exposera outre, les méthodes expérimentales les plus
intéressantes, et les différentes méthodes de synthese des dérivés azométhine. Les
résultats auxquels nous sommes parvenus, concernant la préparation de ces dérivés

hétérocycliques associés au motifaromatique, seront ensuite exposés et discutés.

I1.1 Techniques expérimentales
11.1.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)
11.1.2 Définition

L'analyse en couche mince a été réalisée en phase stationnaire sur des plaques
d'aluminium recouvertes de gel de silice. Les plaques ont été développées dans des
plateaux en verre saturé avec des éluants appropriés selon le type de séparation requis,

la phase mobile est constituée de mélanges de solvants binaires ou ternaires [54].

La chromatographie est une méthode de séparation physique basee sur les
diverses affinités d'un ou de plusieurs composés pendant deux phases (stationnaire et

mobile).

L'échantillon est poussé a travers la phase stationnaire par la phase mobile, qui
tend a retenir les composés dans I'échantillon plus ou moins par diverses interactions.
L'échantillon est adsorbé sur la phase stationnaire puis désorbée plus ou moins dissoute

dans la phase mobile [55].
11.1.3 Appareillage

» Cuves.

» La phase stationnaire : la plague d’aluminium contient une couche de gel de
silice.

» L’échantillon : une solution a analysé.

» L’¢luant : un solvant pur ou un mélange d’¢luant : il migre lentement le long

de la plaque en entrainant les composants de 1’échantillon.
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11.1.4 Principe

La chromatographie sur couche mince CCM est une méthode d'analyse physico-
chimique qui sépare les constituants d'un mélange en plusieurs fractions. Cette
séparation se fait par entrainement d'une phase mobile (solvant) le long d'une phase
stationnaire comme : (gel de polyamide, gel de silice, alumine) sur le verre ou plastique
rigide basée sur des phénomeénes d'adsorption et de distribution. Ceci se produit sous
contrble UV ou apres pulvérisation de certains réactifs pour les composés recherchés
[56].

Bouchon \Kﬁ

plaque ccm \___/
S|

Doublure filtrant papier {
oy 2 \ J |

(doit &tre complétement \4\ /

humidifié par solvant) =

Les taches doivent étre
supérieures niveau de I\“‘v o

solvant - ‘ _4

Developing solvent

Figure 11.1 : Montage chromatographique sur couche mince.

e Détermination de rapport frontal Rf

Pour une phase stationnaire et mobile donnée, chaque composé est caractérisé par son
Rf:

la distance parcourue par le composé h
Rf = =
la distance parcourue par l'éluant H
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Front de solvant

44 mm

32 mm

21 mm

Origine

Plaque développée

Figure 11.2 : Calcul du rapport frontal sur la plaque CCM.

La distance parcourue par le composeé est calculée a partir du niveau de dép6t au
centre de la tache, tandis que la distance parcourue par I'éluant et calculée a partir du
niveau de depodt de I'échantillon jusqu'au front de I'éluant, marqué a la fin d’élution. L’Rf

est un nombre sans unité qui varie entre 0 et 1.

Solvable
avant

rigine
En utilisant une lampe

ultraviolette avec une
boite noire

En utilisant une lampe
ultraviolette

Figure 11.3 : visualisation ultraviolette.

11.2 Les méthodes d’analyses spectroscopiques
11.2.1 Laspectroscopie UV-Visible

La spectroscopie UV ou spectroscopie UV-vis est une techniquespectroscopique
impliquant des photons avec des longueurs d'onde dans la gamme ultraviolette. Elle est
basée sur les propriétés des molécules a absorber de rayonnementoptique d'une longueur
d'onde définie. Elle permet surtout des applications quantitatives. Cependant, il fournit

peu d'informations structurelles (analyse qualitative) [57].
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Faaniiannin e - EER NG

Figure 11.4 : Appareillage de spectroscopie UV-vis.

e Domaine et principe de la technique UV
Le domaine UV-visible s'étend environ de 800 & 10 nm. Pour le domaine visible
entre 800 nm (rouge) - 400 nm (indigo), mais le proche-UV entre 400 nm - 200 nm. UV-
lointain entre 200 nm - 10 nm. Dans les molécules organiques, les transitions
électroniques UV-vis contiennent les énergies les plus importantes en chimie (environ
13000 a 50000 cm?, soit 160 a 665 cm™). La magnitude de ces énergies impliquées de
la magnitude de I'énergie de liaison moléculaire, et ces rayons peuvent parfois provoquer

la rupture des liaisons. Plus généralement, ils provoquent des transitions €électroniques
entre différents niveaux d'énergie de la molécule [57].

Concave reflection

Xenon discharge
lamp

Touchscreen / Terminal

Schéma 11.1: Schéma de principe d'un spectrophotometre UV-vis.

Les résultats quantitatifs des mesures d’absorption concernant les solutions sont
exprimés par la loi de Béer-Lambert.

A=logl/lp=¢Cl
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Avec:
v" A Absorbance.
v | : Intensité du faisceau lumineux transmis.
v lo : Intensité du faisceau lumineux incident.
v’ ¢ : coefficient d’extinction molaire ou d’absorptivité molaire (I. mol-t.cm™).
v C: concentration de la solution analysée en (mole / litre).

v' | épaisseur de la cuve (1 cm).

11.2.2 Spectroscopie Infrarouge (FT-IR)

La spectroscopie d'absorption est la mesure de la quantité de lumiére absorbée par
un composé en fonction de la longueur d'onde de la lumiére. En général, un spectrometre
irradie I'échantillon avec de la lumiére, mesure la quantité de lumiéere transmise en
fonction de la longueur d’onde et reporte les résultats sur un graphique. Contrairement
aux tests chimiques, la plupart des techniques spectroscopiques sont non destructives,
c'est-a-dire que I'échantillon n'est pas détruit. De nombreux types de spectres différents
peuvent étre mesurés avec peu ou pas de perte d'échantillon. La spectroscopie infrarouge
(IR) utilise pour observer les vibrations des liaisons et met enévidence les groupes

fonctionnels présents.

Figure 11.5 : Appareillage de la spectroscopie IR.

e Principe de technique
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Interférométre Miroir
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\ Détecteur
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™\ Goiter
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Schéma I1.2: Schéma de principe d'un spectrophotométre IR.

11.2.3 La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

En RMN, l'interaction entre le noyau atomique et le champ magnétique est
guantifiée et seule une fréquence particuliere (appelée frequence de Larmor) permet
cette interaction. Cette fréquence dépend du type de noyau observé (proton,
carbone, azote, etc.), mais aussi de I'environnement chimique de ce noyau, c'est-a-dire
des autres noyaux présents autour, et des électrons impliqués dansla liaison
chimique, ce qui signifie par exemple qu'un proton porté par un groupement methyle ne
résonnera pas a la méme fréquence qu'un proton d'aldéhyde. La fréquence de résonance
permet donc de remonter a la structure de la molécule.

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique qui
permet de déterminer la structure de molécules. Celles-ci mesurent en moyenne
quelques nanometres (un nanometre valant 10° métres) et sont trop petites pour étre
observées de maniére directe par un microscope. La RMN permet de sonder la structure
moléculaire en faisant interagir lI'aimantation naturelle des noyaux avec un champ

magnétique.

Figure 11.6 : Appareillage de la spectroscopie RMN.
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En spectroscopie RMN, on mesure 1’énergie nécessaire pour modifier

I’alignement des noyaux magnétiques dans un champ magnétique.

SOURCE DETECTION AFFICHAGE
emetteur de récepteur de enregistreur
radio-fréguence radio-fréguence
variateur de F——
champ - - |

L

. | :
aimant ¥ almant

I

111 |

1l i 1

[

3 o M

I [
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échantillan

Schéma 11.3 : Principe d’un spectrométre de RMN a onde continue.

Pour I’étude en solution, 1'échantillon est placé dans un tube de verre mis en
rotation au centre de I'antenne radio (bobine magnétique). La fréquence de cette antenne
est calée sur la fréquence du noyau (proton ou carbone) a étudier. Une impulsion de
cette fréquence est alors envoyée, et on observe immédiatement que I'échantillon émet
la fréquence de maniere oscillatoire [58]. La quantité de produit nécessaire pour la RMN
du proton est de 8 a 30 mg et le solvant choisi est largement enrichi en deutérium 2D (un

isotope de I'nydrogene) contenant aussi un petit pourcentage de tétraméthylsilane.

11.3 Synthese

11.3.1 Réactifs utilisés dans la synthese
Les réactifs utilisés pour préparer les dérivés azométhine sont présentés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 11.1).
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Tableau I1.1: Liste des réactifs.

Masse

I - T e
Benzaldéhyde CH:O Liquide 104 106.12
Acétophénone CeH:O Liquide 1.03 120.15
Benzamide CsHNO Liquide 134 121.14
Créatinine CaHiN;O Solide 1.09 120
Adénine CsH14sNO, Solide 1.60 135.13

I1.4 Montage expérimental

11.4.1 Synthése des dérivés azométhine

Les dérivés azométhine sont des composés d'origine naturelle et synthétique se

caractérisent par la présence du groupement imine (-C=N-) dans leur structure soit conjugué adeux

systemes aromatiques ou hétéroatomiques, distincts ou identiques, mono ou polycycliquesavec des

cycles aromatiques. Certaines de leurs molécules sont importantes dans letraitement d'un large

éventail de maladies. Les connaissances actuelles sur cescomposés mettent en évidence la

réactivité de leurs groupements fonctionnels, ce qui permet de préparer certains dérivés

hétérocycliques par cycloaddition intramoléculaire.

A ce stade, nous nous intéressons a la synthése de trois produits dérivésazométhine :

v Le composé (1) : Benzamide + créatinine.
v Le composé (2) : Adénine + benzaldéhyde.
v Le composé (3) : Adénine + acétophénone.

Mode opératoire général de dérivés azométhine
A une solution d’adénine (0,62 g, 0,01mmol) et

v Acétophénone (0,5 g, 0,01mmol) pour le composé (3)
v Benzaldéhyde (0,5 g, 0,01mmol) pour le composé (2)

4+ Dans 20 ml d'éthanol
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e Onajoute quelques gouttes d’acide acétique.

e Le mélange a été agité magnétiquement pendant 3 heures.

e La réaction est suivie par la plague CCM (5%8 cm) et le produit de départ
utilis€ comme témoin, on applique un systéeme d’élution chloroforme et
méthanol avec un rapport de (9/1).

e Le précipité obtenu filtré, lave avec une solution de mélange (eau et
méthanol).

A une solution de benzamide (0 .62 g ; 0.01mmol) et créatinine (0.5g ; 0.01mmol)

pour le composé (1).
=+ Dans 20 ml d'éthanol

e Onajoute quelques gouttes d’acide acétique.

e Le mélange a été agité magnétiquement pendant 6 heures.

e La réaction est suivie par la plaque CCM (5x8cm) et le produit de départ
utilis€ comme témoin, on applique un systéme d’¢lution chloroforme et
méthanol avec un rapport de (9/1).

e Le précipité obtenu filtré, lavé avec une solution de mélange (eau et
méthanol).

Figure I1.7: Image photographique représentant les différentes étapes de synthése
du composé (1).
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Figure 1.8 : Image photographique représentant les différentes étapes de synthése du
composé (2).

Figure 11.9 : Image photographique représentant les différentes étapes de synthese
du composé (3).
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I1.5 Activités Biologiques

11.5.1 L’activité antibactérienne

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro. Dans cette partie on a
étudié Pactivité antibactérienne qui est basée sur 1’évaluation de pouvoir inhibiteur de
nos composes vis-a-vis des agents pathogénes. Nous avons utilisé la technique de
diffusion sur disque en milieux gélosés (Muller Hinton) sur les boites de pétri qui décrit

par kirby-Bauer [59].

Les activités antibactériennes des composés nouvellement synthétisés ont été
évaluées par la méthode de diffusion en gélose ou méthode de diffusion de disque, Dans
cette méthode, on a utilisé des disques de papier Wattman de 6 mm de diameétre,
imprégnés par un volume connu des composés nouvellement synthétisés a évaluer et
déposés a la surface d’un milieu gélosé (Agar de Muller Hinton), préalablement
ensemencé par écouvillonnage en surface par la suspension bactérienne. Apres
incubation pendant 24 h a 37°C, la lecture des résultats a été faite par la mesure du

diametre de la zone d’inhibition en mm [59].

11.5.1.1 Mode opératoire

L’étude de I’activité antibactérienne a été préparee au niveau du notre laboratoire
pédagogique d’El Hamma (Khenchela). Nous avons décidé d’étudier I’activité de
différents composés sur cing souches bactériennes (E. Coli, P. seudomonas, S. aureus,

K. pneumoniae, Bacillus).

» Matériels et produits

Les petites tailles de ces organismes vivants ainsi que leur capacité pathogéene
potentielle, pour certaines espéces, expliquent l'utilisation de matériel spécialisé telle
que : Milieu de culture (Gélose Mueller Hinton), Eau physiologique, les souches
bactériennes, Disques de papier filtre, Pipette pasteur, Pince, Micropipette avec

I’embout, Bec bunsen, Etuve, Boites de Pétri, les écouvillons, Tubes a essais, Autoclave.

» Meéthode de travail

Avant de commencer I’activité, Il faut stériliser chacun des objets utilisés pendant

toute I’expérience dans un autoclave a 121°C pendant 30 minutes.
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a. Préparation de milieu de culture

On utilise le milieu Mueller Hinton (MH) qui étudié la sensibilité des
bactéries. Ce dernier a été préparé comme suit : une masse de 19 g dissoute dans 500
ml d’eau distillée sous agitation avec une température €lever jusqu’a la dissolution
complete de mélange. Verser le mélange dans des flacons en verre bienfermé et

stériliser-les a I’autoclave durant 30 minutes.

= Gélose Mueller-Hinton

= Z S =8
e N

Figure 11.10 : gélose Mueller-Hinton.

b. Préparation de la boite petri

On Place la gélose MH dans une boite de pétri et prendre un écouvillon stérile et
le mouiller avec la solution saline stérile puis on dépose 1’écouvillon sur la gélose et

faire un mouvement de va et vient et on ferme la boite de pétri et laisse a gélifier.

Figure 11.11 : boites de gélose M-H.
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c. Etapes de teste d’activité antibactérienne

Toutes les étapes de procéde sont réalisées devant le bec bunsen.

v" Nommer les boites pétries par la souche correspondante et couler avec le milieu
gélosé (Mueller Hinton) environ 20 ml et 4 mm d’épaisseur.

v’ Laisser les boites sécher a 37 C° jusqu’a solidification (presque 10 min) du MH
avant I’utilisation.

v’ Faire I’ensemencement: tremper un écouvillon stérile dans la suspension de
bactérie (E. coli, staphylococcus...) et ensemencer de haut en bas sur toute la
surface de gélose qui est dans les boites pétri. A chaque fois en tournant la boite
pour terminer I’inoculation.

v Avec une pince stérile, placer les disques préparés a la surface des boites (quatre
disques par boite).

v' A l’aide d’une micropipette de 15 pL, injecter le disque avec la solution de
composé étudié plus le DMSO au milieu de la boite comme référence.

v' Ferme les boites pétries et placer dans 1’étuve a 37°C pendant 24 heures pour
permettre le développement des microorganismes.

v Placer ensuite les boites de pétri dans le réfrigérateur pour ralentir le
développement des microorganismes jusqu'a la prochaine séance de travaux
pratiques. Aprés ces différentes manipulations, vérifier la croissance des
bactéries.

11.5.2 L’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité
antioxydante. Certaines d’entre elles reposent sur la capacité réductrice d’'un composé
comme un indicateur significatif de son potentiel antioxydant, d’autres reposent sur la
mesure de la capacité d’une substance a pieger des radicalaires libres [60].

Plusieurs meéthodes peuvent étre utilisées pour estimer 1’activité antioxydante,
certaines d’entre elles reposent sur la capacité réductrice d’'un composé¢ comme un
indicateur significatif de son potentiel antioxydant, d’autres reposent sur la mesure de
la capacité d’une substance a piéger les composés radicalaires [61, 62].

Dans cette étude, I’activité antioxydante des produits synthétisés (1-3) a €té
déterminée en utilisant la méthode réduction du radical libre DPPH (1,1 Diphenyl-2-
Picryl Hydrazyl), un antioxydant peut étre suivi par spectrométrie UV-visible, en
mesurant la diminution de l'absorbance a 517 nm provoquées par la présence d’une

solution des produits synthétisés. Le DPPH est initialement violet, se décolore
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lorsqu’on lui associe avec un proton. Cette décoloration est représentative de la capacité
des composés a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités
enzymatiques. De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH est
recommandé pour des composes contenants, SH-, NH- et OH- [63, 64]. Il s’effectue a
température ambiante, le principe de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-
diphenyl-1-picryl hydrazyl) de couleur violette en (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine)
de couleur jaune. Le DPPH absorbe a 517 nm, mais lors de la réduction par un

antioxydant, son absorption diminue.

oye 3

N N
' + Antioxydant O ————» I + Antioxydant-O.
N. NH
I‘:D: HO] Kﬂ: NUI
DPrH (Violet) DPPHH {Jaunc)

Figure 11.12 : Réaction d’un antioxydante avec le radical DPPH.

11.5.2.2 Mode opératoire
En premier lieu, nous avons préparé une solution de DPPH a une concentration
de 0.5.10° M dans le DMSO (Diméthylsulfoxyde) et cela comme suit :

MDPPH =394.32 g/mol, CDPPH = 0.5.10'3M, VDPPH= 10.10'3 |
Ona:

N=m~+ M s N=C.V smmd npppy =5.10° mol

Onaaussi:N=m+M s M=N.M =smms Mpppy = 0.00197g

» Nous avons dissous cette masse de DPPH dans 10 ml de DMSO pour obtenir
notre solution. En second lieu, nous avons préparé des solutions de nos
composes ligands et complexes de la méme maniérée, méme concentration et
méme solvant et nous avons préparé trois mélanges :

» Mélange (1) : 400 pl de la solution DPPH dans une éprouvette de 10 ml + 500
pl du composé a tester puis compléter avec du DMSO jusqu'a 4 ml.

» Melange (2) : 400 pl de la solution DPPH dans une éprouvette de 10 ml + 1000

pl du composé a tester puis compléter avec du DMSO jusqu'a 4 ml.
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» Meélange (3) (contrdle): 400 pl de la solution DPPH dans une éprouvette de 10

ml et compléter jusqu'a 4 ml avec du DMSO.

La mesure de la variation de I’absorbance a été faite 30 min aprés I’introduction des
cuves dans le spectrophotometre UV. Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en

pourcentages d’inhibition en utilisant la formule suivante [65].
A% =100 x (Atémoin — Atest) /Atémoin

Agmoin est ’absorbance du témoin (contenant tous les réactifs sans le produit a tester),

Aest étant I’absorbance du test.

Le graphe de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
des composés (1-3), le seul qui a été soumis a 1’évaluation de Iactivité antioxydante,
permet de déterminer le 1Cso (autrement appelée ECso, concentration correspondant a 50
% d’inhibition et qui constitue I’activité antioxydante de nos produits. Cette valeur est
comparée a celle trouvée pour le composé de référence. L’expérience a été effectuée
dans un spectrophotomeétre UV/visible monochromatique (Littrow 1200 lignes/mm par

palier) a la longueur d’onde de 517 nm.

11.6 Etude insilico

11.6.1 SwissADME

Une molécule active (médicament) doit étre atteindre sa cible dans l'organisme a
une concentration suffisante pour sa forme bioactive suffisamment longtemps dans le
corps biologique. Le développement de médicaments implique une évaluation de
I'absorption, de la distribution, du métabolisme et de I'excrétion (ADME) de plus en plus
tot dans le processus de decouverte, a un stade ou les composés considérés sont
nombreux mais l'accés aux échantillons physiques est limité. Dans ce contexte, les
modeéles informatiques constituent des alternatives valables aux expérimentations. Ici,
nous présentons le nouvel outil logiciel Web SwissADME qui donne un acces gratuit a
un pool de modéles prédictifs rapides mais robustes pour les propriétés
physicochimiques, la pharmacocinétique, la similarit¢ des médicaments et la
convivialité de la chimie médicinale, parmi lesquels des méthodes compétentes en
interne telles que l'ccuf BOILED, iLOGP et radar de biodisponibilité dans les logiciels
responsables. Les spécialistes, mais aussi les non-experts en informatique chimique ou

en chimie computationnelle peuvent prédire rapidement [66].
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| 4
ﬁ SwissADME
Swiss Institute of

Biocinformatics Home FAQ Help Terms of Use

Enter a list of SMILES here

Figure 11.13 : Page d'accueil du serveur SwissADME.
11.6.2 Propriétés physico-chimiques
» Poids moléculaire (PM)
L'une des propriétés physico-chimiques de base dans la recherche de nouveaux
médicaments est le poids moléculaire (MW), qui peut avoir un impact important sur les
infections causées par des bactéries (infection bactérienne) les antibiotiques préviennent

également la propagation des maladies. En outre ils réduisent les complications graves

de la maladie.

» Solubilite dans I'eau

Le fait d'avoir une molécule soluble facilite grandement de nombreuses activités de
développement de médicaments, principalement la facilité de manipulation et de
formulation [67]. De plus, pour les projets de découverte ciblant I'administration orale,
la solubilité est une propriété majeure influencant l'absorption [68]. De plus, un
médicament destiné a un usage parentéral doit étre trés soluble dans I'eau pour délivrer
une quantité suffisante d'ingrédient actif dans le petit volume d'une telle dose

pharmaceutique [66].
» Lalipophile

Le coefficient de partage entre le n-octanol et I'eau (log P) est le descripteur

classique de la lipophilicité. Il a une section dédiée dans SwissADME en raison de
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I'importance critique de cette propriété physicochimique pour la découverte de
médicaments pharmacocinétiques [69-70]. De nombreuses méthodes de calcul pour
I'estimation du log P ont été développées avec des performances diverses sur divers
ensembles chimiques. La pratique courante consiste a utiliser plusieurs prédicteurs soit
pour sélectionner les méthodes les plus précises pour une série chimique donnée, soit

pour générer une estimation consensuelle.

11.6.3 Propriétées ADME
La pharmacocinétique a traditionnellement été définie comme I'étude du devenir
d'un médicament dans I'organisme, de I'absorption a I'élimination. Ainsi, la discipline
peut relier les doses médicamenteuses administrées aux concentrations sanguines
observeées et décrire leur évolution en fonction du temps. L'abréviation ADMET désigne
les concepts Pharmacocinétiques suivantes: Absorption, distribution, métabolisme et
excrétion. Ce sont des filtres standards du type ADME-Tox qui décrit I'élimination des
molécules biologiquement actives dans un organisme (absorption, distribution,
métabolisme, élimination) qui a rapidement gagné en popularité. lls reposent sur
plusieurs criteres qui déterminent les propriétés pharmacocinétiques potentielles des
molécules il est maintenant largement utilisé pour réduire le nombre de composés dans
les bibliothéques chimiques en sélectionnant les composés les plus appropriés pour étre
des candidats médicaments avant tout processus de criblage [66].
v" Absorption
Il'y a une différence dans les emplacements du médicament. Prendre le
médicament par voie orale, et sa route peut étre vers le coeur, les vaisseaux sanguins et
les reins. Et avant toute absorption il faut libérer le principe actif du modéle galénique,
dissoudre le comprimé ou I'enveloppe de la gélule, puis les médicaments sont absorbés
de maniéere schématique. Distinguer le phénomene d'absorption passive du phénomeéne

d'absorption active.

v" Distribution
Il'y a un logiciel SwissADME a donner les propriétés pharmacologiques de tell
compose. De la, le médicament est transporté a travers le corps dans la circulation

sanguine, par l'intervention de membranes biologiques.
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v Meétabolisme
Le métabolisme est la digestion d'un médicament par I'organisme par uneréaction
enzymatique pour les médicaments le métabolisme subit des réactions importantes telles
que :
Les réactions de phase I, les réactions de phase Il et généralement la phase Iprécedent

la phase 11 dans la chronologie du métabolisme des médicaments.

v' Elimination
L'élimination des médicaments ou des drogues du corps peut se faire de
différentes maniéres, et nous mentionnons les plus importantes d'entre elles :
Le systéme respiratoire par l'air et I'expiration, le systéme urinaire par les reins,
la bile par le foie, la transpiration par la peau il y a d'autre mécanisme pour 1’élimination

par exemple (diffusion passive, transport actif).

v La méthode d'ceuf BOILED

L’évaluation intuitive de l'absorption gastro-intestinale passive (HIA) et de la
pénétration cérébrale (BBB) en fonction de la position des molécules dans le référentiel
WLOGP- versus -TPSA. La région blanche correspond a une probabilité élevée
d'absorption passive par le tractus gastro-intestinal et la région jaune (jaune) correspond
a une probabilité élevée de pénétration dans le cerveau. Les zones jaunes etblanches ne
s'excluent pas mutuellement. De plus, les points sont colorés en bleu s'ils sont prédits
comme activement efflués par la P-gp (PGP+) (en blanc) et en rouge s'ils sont prédits
comme non-substrat de la P-gp (PGP—). L'eeuf BOILED peut étre utilisé dans divers
contextes, du filtrage des chimiothéques aux premiéres étapes de la découverte de

médicaments, a I'évaluation des médicaments candidats pour le développement.

11.7 Conclusion

En conclusion, nous avons préparé les dérivés azométhine, qui sont utilisées
comme précurseurs pour la préparation des principes actifs. Les produits synthétisés
sont géneralement identifiés par une combinaison de diverses méthodes telles que la
chromatographie sur couche mince (CCM) et le spectroscopique infrarouge (IR), la
spectroscopie RMN *H et RMN 3C. A la fin de ce chapitre on a donné un apergu sur

les propriétés ADME par le logiciel SwissADME.
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[11.1 Introduction
Les bases de Schiff sont des structures trés importantes pour la chimie organique
synthétique et sont généralement caractérisées par un groupe imine (-N=CH-), ce qui permet
de clarifier le mécanisme, la racémisation et l'interaction de la transamination dans le systeme
biologique. Ces composés jouent un role important dans les domaines médicinaux en raison
de leur large spectre d'activités biologiques et pharmacologiques. Beaucoup d'entre eux ont un
effet antibactérien, antifongique et antitumoral, en tant que molécules biologiquement actives.
Dans notre travail, nous décrivons une méthode de synthese tres efficace pour la
préparation des BSs. Les composés carbonylés doivent étre trés électrophiles et les amines
doivent étre fortement nucléophiles pour assurer I'efficacité des méthodes de synthése des BS.
Une base de Schiff a formé lorsqu'un aldéhyde ou une cétone réagit avec une amine par
catalyse acide ou basique, ou par chauffage avec élimination de I'eau. En raison de la présence
d'une conjugaison efficace, les aldéhydes aromatiques forment des BSs stables par rapport aux

aldéhydes aliphatiques.
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CH,

cH o 5 N
1 X I/\;
5 N, NH
2 N2 Ethanol ’ F
NH + hanol, 1 N hig
o 7 N 3 reflux, 3h 4 6 Bl
H ’ 08}

Benzamide

Creatinine

: O
H

Schéma I11.1 : Réaction

(E)-N-(2-imino--methylimidazolidin-4-
vlidene)benzamide

Ethanol, reflux 3h.

5 2
(£)-1-phenyl-N-(9H-purin-6-yl)methanimine

Ethanol, reflux 3h.

(3

(E)-1-phenyl-N-(9//-purin-6-yl)ethan- | -imine

de synthése des bases de Schiff (1-3).

111.2 Mécanisme réactionnel de la formation Azométhine

Les réactions de synthése des bases de Schiff sont souvent caractérisées par la présence

desmolécules d’eau pouvant provoquer des réactions réversibles (hydrolyse). Cette réaction est

réalisée habituellement dans un milieu alcoolique ou parfois a reflux Schéma 111.2.
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Schéma 111.2 : Réaction de formation d'une base de Schiff.

111.3 Caractéristiques Physico-chimiques des dérivés azomethine

Les caractéristiques physico-chimiques des composés (1-3) préparés sont

rassemblées dans le tableau I11.1.

Tableau I11.1 : Propriétés physico-chimiques des composés (1-3).

Analyse
Formule | Masse | Aspectet Rf Rdt Elementaire
Composé brute Molaire | Couleur (calc.)
C H N 0
222 Cristaux
(1) C1oH1oN,O g/mol blanc 0.34 66 61.10 559 | 2591| 7.40
223 Cristaux
2) C12HoNs g/mol blanc 050 | 78 | 6456 4.06/ 3137| -
237 Cristaux
3) C1aHu Ns g/mol | blanc | 049 | 74 |6581 | 467| 2952| -

D’aprées ces résultats, les bases de Schiff synthétisées ont été obtenues avec un trés bon
rendement, varié entre 60 et 80 %. En général, ces molécules n’ont pas une odeur caractéristique
et elles sont tous des solides de couleurs différentes a 1’état normal. Les BSs sont reconnues par
leur solubilité dans presque, tous les solvants organiques. L'analyse par CCM du produit dans
différents systemes de solvants polaires montre que la meilleure séparation (une seule tache) de

facteur de rétention est 0,50 dans un mélange d’éther de pétrole /acétate d’éthyle 90/10.
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I11.4 Analyses spectral
111.4.1 Analyse FT-IR

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique utilisée pour la caractérisation et
I’identification de la plupart des fonctions des molécules étudiées, donc est une méthode

d’analyse qualitative et quantitative de nombreuses especes moléculaires.

a) Analyse FT-IR de composé (1)

Le spectre IR de composé (1) Figure (I11.1) montre la présence des bandes moyennes entre
[3200- 3400] cm? de vibration d’élongation de NH d’amine secondaire. En revanche les
vibrations d’élongations de C-H aromatique apparaissent entre [2800-3000] cm*. Les bandes
dans la région entre [1400-1000] cm™* sont des vibrations d’élongations et déformations de reste
de déférentes fonctions de ce composé identifient. La bande fine forte a 1617 cm?
correspondant a la vibration d’élongation de la fonction carbonyle (C=0). En revanche, la bande
fine moyenne a 1700 cm™ correspondant a la vibration d’élongation de la fonction azométhine
(C=N).

4000 3500 3000 1500 1000 500 400

Figure 111.1 : Spectre FT-IR de composé (1).

b) Analyse FT-IR de composés (2 et 3)

Les spectres infrarouges de tous les composés (2 et 3) représentés sur les Figures (111.2

et 111.3), nous montrent bien les bandes caractéristiques suivantes :

e Larégion entre [1400-1000] cm! se situer les vibrations d’élongations et déformations

de reste de déférentes fonctions de ces composés.
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e La bande fine moyenne a 1602 cm™ correspondant a la vibration d’élongation (C=N)

de la fonction azomethine.

e Les bandes entre [2900-3000] cm™! correspondant aux vibrations d’élongation de (C-
H) aromatiques sp2.

e Les bandes moyennes entre [3200-3400] cm correspondant de la vibration
d’élongation de la fonction amine (NH).
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Figure 111.2 : Spectre FT-IR de compose (2).
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Figure 111.3 : Spectre FT-IR de composé (3).

111.4.2 Analyse Ultraviolet-visible

Les spectres UV-vis sont le plus utilises en analyse qualitative et quantitative pour
I’application de la loi de Beer Lambert, ce qui permet de calculer I’absorption A. Mais dans
notre cas le plus important c’est I’interprétation des spectres UV-vis des produits synthétisés
qui sont enregistrés dans le domaine 200-400 nm soluble dans le méthanol absolu, sont

représentés ci-dessous. Les spectres des produits synthétisés (1-3) sont caractérisés par les
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Tableau I11.2 : Absorbances et longueurs d'ondes des produits synthétisés.

Composés Nm Abs(A) C(mol /)
) 375 n—>x* 0.13 1072
@) 310> n* 0.11
375 n— r* 0.09 10
@ 375 n—>n* 0.08 1072

Figure I11.4 : Spectres UV-vis des composés (1-3).

111.4.3 Analyse RMN !H et 13C

La spectroscopie de la résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique analytique

utilisée pour définir la structure générale d’un échantillon. Elle consiste a analyser l'interaction

de noyaux en rotation dans un fort et faible champ magnétique. En spectroscopie RMN, un

champ magnétique externe constant amene des noyaux spécifiques de molécules a absorber

sélectivement les radiofréquences. La numérotation des molécules (1-3) est montrée dans les

figures ci-dessous.
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Schéma 111.3 : Numeérotation des composés.

a. Analyse RMN *H et 3C des composés (1)

Le spectre RMN *H du composé (1) (Figure 111.5) montre la présence d’un signal singulet a
champ fort a 2,89 ppm caractéristique d’un groupement CHs et aussi la présence d’un signal doublet
dédoublet a 4,40 ppm d’un groupement méthylénique CH.. Les signaux residuels a champ faible entre
7,44 -7,75 ppm correspondant de protons aromatiques, ses déplacements chimiques regroupés dans

le tableau suivant :

Tableau I11.3 : Déplacement chimique des différents protons du composé (1).

Atome Deplacement Multiplicité
(ppm)
CHs 2.89 S
CH> 4.40 dd
H3, H5 7.67 dt
H4 7.68 t
H2, H6 7.69 dd
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Figure 111.5 : Spectre RMN 'H du composé (1).

Le spectre RMN 3C du composé (1) (Figure 111.6) montre la présence des signaux a champ
fort blindé résonant a 37,43 de CHs3 et on remarque un signal a 40,73 ppm correspondant au
carbone CHa. On observe aussi les signaux caractéristiques a champ faible entre 125.43 et 136.67
ppm de cycle aromatique et de pic d’amine entre 150.90 et 157.54 ppm. Un signal a champ faible
résonant a 169 ppm correspondant au carbonyle C=0. Le spectre montre tous les signaux de la

molécule.
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Figure 111.6 : Spectre RMN *3C du composé (1).

a. Analyse RMN *H des composés (2, 3)

En effet, I’analyse spectrale en RMN *H (Figure I11.7) de composé synthétisé (2) montre
la présence des signaux a champ faible résonant sous forme de doublet dédouble a 7.52 ppm
correspondant aux protons H3’, H4* et H5” de cycle aromatique. On observe aussi des signaux
sous forme de doublet a 7.78 ppm caractéristiques des protons de H2’ et H6’ de méme cycle
aromatique. Dans le méme spectre on remarque aussi des signaux au champ faible a 8.23, 8.32
et 8.68 ppm caractéristique de H8, H2 et H1 respectivement de cycle adénine. Concernant le
spectre RMN 'H du composé (3) (Figure 111.8) mettent en évidence, enparticulier, un pic
singulet a 2.20 ppm correspond aux protons méthyliques d’un groupement CHs de la double
liaison azomethine C=N. Les signaux au champ faible caractéristique les protons de cycle
aromatique H3’, H4" et H5* a 7.53 ppm. En revanche, deux signaux sous forme de singulet
chacun attribuable aux protons H2 et H8 de cycle adénine. Tous les déplacements chimiques

sont rassemblés dans le tableau ci-apres :
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Tableau I11.4 : Déplacement chimique des différents protons des composés (2.3).

Atome Déplacement S Atome Déplacement C
Multiplicité Multiplicité
) (ppm) P 3) (ppm) P
H3’,H4°,
Hs’ 7.52 dt CHs 2.20 S
H2’, H6’ 7.78 d H3’, H4’, H5’ 7.53 dd
H8 8.23 S H2’, HE’ 7.78 d
H2 8.38 dd H8 8.20 d
H1 8.68 S H2 8.38 dd
NH 9.30 S NH 8.66 d
.‘:‘3’5‘3‘1“3‘2&2‘335:}:’25555555Efi‘i‘?i“:‘fffi‘i‘ 2.0x10"
: pa
m n s
i { J H H 1.5=1
| I lllll | ‘ 1.4:1:‘
H H F1.3x10"
1.2x10"
7 =
N - 9.0-10:
‘{Ii 5

s 4
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Figure 111.7 : Spectre RMN *H du composé (2).
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Figure 111.8 : Spectre RMN 1H du composé (3).

b. Analyse RMN 13C des composés (2, 3)

En effet, I’analyse spectrale en RMN *C des composés synthétisés (2, 3) (Figure 111.9,
I11.10) sont globalement similaires a ceux des structures. Ces spectres permettent d’observer
dans la région blindée un signal singulet entre 160-164 ppm attribuable a un carbone C=N et
C6 dans les structures respectivement, des signaux entre 135- 153 ppm caractéristiques des
carbones C-quaternaire de cycle aromatique et adénine. Par contre, dans la région de champ
fort on peut remarquer les carbones méthyliques CHsz a 20.11 ppm dans le composé (3). Il ne
reste qu’a attribuer un carbone quaternaire de cycle pyrazole résonant a 90.82 ppm

correspondant au C-5.
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Figure 111.9 : Spectre RMN 3C du composé (2).
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Figure 111.10 : Spectre RMN 3C du composé (3).
I11.5 Activités biologiques
I11.5.1 Activité antibactérienne

Les recherches biologiques et pharmacologiques montrent que les hétérocycles

comportant un systeme adénine ou créatinine sont connus notamment pour leurs activités
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antimicrobiennes et aussi on les retrouve dans la structure de certains médicaments. A cet égard,
nous nous sommes intéressés a tester ces nouvelles molécules hétérocycliques sur des souches

microbiennes pour étudier leurs pouvoirs antibactériens.

Résultats et discussion

Les produits synthétisés (1-3) sont déposés dans les boites de pétri sous forme des
disques de papier. Aprés I’incubation a 37°C pendant 24 heures, on peut voir les zones
d’inhibition de la croissance bactérienne de chaque disque et mesurer le diamétre de la zone
inhibitrice. L’activité est bonne pour un diamétre > 15 mm. L’activité est modérée pour un
diametre compris entre 8 et 15 mm. Le produit est inactif pour un diametre <8 mm. Les résultats

obtenus de I’activité antibactérienne sont regroupés dans le tableau ci-dessous (Figure I11.11 et
111.12).

Figure 111.11 : les zones d’inhibition de produits contre Staphylococcus aureus.
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Figure 111.12 : les zones d’inhibition de produits contre E. Coli, Pseudomonas, K.

pneumoniae, Bacillus.

On mesure le diamétre des zones d’inhibition a ’aide d’une régle graduée, On a observé
une bonne activité avec les composés (2) et (3) avec une zone d’inhibition de 13-14 (mm), et
Sensibilités limités pour le compose (1) vis-a-vis a Staphylococcus aureus avec une zone
d’inhibition de 8-10 (mm), et une absence totale de la croissance bactérienne contre les souches

Pseudomonas, E. Coli, Bacillus, K. pneumoniae ; donc ces produits sont inactifs.

L'activité biologique de ces composes synthétisés montre que les hétérocycles jouent un
role tres important dans I'élucidation du mécanisme de la réaction de transformation dans les
systemes biologiques. Le contréle DMSO n'a montré aucune activité antimicrobienne contre

toutes les souches bactériennes testées, tandis que le compose testé s'est avéré actif.
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I11.5.2 Activité antioxydante

Actuellement la synthése des bases de Schiff constitue un theme de recherche trés
important qui attiré plusieurs nombreuses équipes de recherche a travers le monde. Et cela peut
étre associé essenticllement a I’importance et a la diversité des réactions de complexations ou
des applications dans les domaines biologiques ou pharmaceutiques. Ce travail s'inscrit dans
le cadre de I'étude de la Synthese, et I'activité biologique antioxydante des produits synthétisés
de types base de Schiff. Ces derniers sont obtenus essentiellement a partir d’une amine primaire

avec des composes carbonylés.

Les molécules synthétisées au cours de ce travail ont été exploitées pour leurs activités
antioxydantes. Pour évaluer cette activité de nos composes, nous avons utilisé la méthode du
DPPH (1,1-diphényl-dipicrylhydrazyl) : radical libre stable de couleur violette en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque
le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété antiradicalaire,
entrainant ainsi une décoloration (I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a

la capacité des antioxydants présents dans un milieu donneur de protons).
Résultats et discussion

La mesure de I’absorbance (ou densité optigue DO) a été effectuée par
spectrophotométrie a 517 nm. A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les
pourcentages d’inhibition en utilisant la formule donnée auparavant (Chapitre I1). Les valeurs
obtenues ont permis de tracer les courbes (Figure I11.13) qui représentent la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations de nos composés (1-3). Nous avons
déterminé graphiquement les concentrations correspondant a 50 % d’inhibition (ICso), qui
constitue 1’activité antioxydante de chacun de ces produits. Pour mieux caractériser le pouvoir

anti-radicalaire, deux autres parametres sont introduits :

e Calcule de ECso qui prend en considération la concentration de DPPH dans le milieu
réactionnel [concentration effective a 50%, ECso= (ICso/mg de DPPH/mI)].
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Figure 111.13 : Activité antiradicalaire des composés (1-3) et d’acide ascorbique

Vitamine C.

Les résultats présentés dans la Figure 111.13 montrent les activités anti-radicalaires des
composes (1-3). D’apres ces courbes les valeurs de ICsg % (Concentration inhibant 50 % de la
réaction) des composés synthétisés (1-3) sont respectivement (434.46 + 1.91), (327.67 £1.28)
et (418.37 +£1.33) qui sont plus élevés que celle enregistrée pour I’acide ascorbique avec un 1Cso
=(196.46 + 0.76) mg/ml.

Selon les résultats trouvés, les composés synthétisés sont dotés des pouvoirs antioxydants
modeérés, leurs ECso sont largement supérieurs a ceux de I’acide ascorbique. Il a été démontré
que les molécules antioxydantes telles que ’acide ascorbique, les phénols et les flavonoides et
les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder 1’hydrogéne
facilement. On peut dire que la fonction azométhine montre une activité antioxydante modérée

pour toutes les molécules synthétisées.

[11.6 ADME propriétés

L'ADME est une méthode qui a été utilisée pour choisir les ligands en respectant les

différentes regles suivantes :

La regle de Lipinski [71], la régle de Veber et Egan [72]. Ces calculs ont été
exécutés en utilisant le lien suivant : un logiciel SwissADME pour une analyse

computationnelle des composés azométhine sélectionnés et qui ont la plus
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grande affinité avec les deux cibles, a été réalisée pour évaluer les propriétés de I'ADME et les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau I11.5 : Propriétés ADME pour les composés (1-3).

Entry | ags| TPSA| ™ | vw | Miogp| O Ol—rl]l-\lH Lipinski’s | Veber | Egan
(A |ROTB acceptons dorons violations | violations | violations
Rule - - - <500 <5 <10 <5 <1 <1 <1
(1) | High| 685 2 | 216.24| 094 3 2 0 0 0
(2) | High| 68.2 2 | 22323| 153 4 1 0 0 0
(3) |High| 68.2 2 237.26| 1.80 4 1 0 0 0

ABS : Absorption, TPSA : Aire de surface polaire topologique, n-ROTB: Nombre de liaisons rotatives, MW:
Masse moléculaire, Mlog P: Logarithme du coefficient de partage du composé entre le n-octanol et I’eau, n-ON
acceptors: Nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne, n-OHNH donors: Nombre de donneurs d’obligations
hydrogeéne.

Les résultats présentés dans le tableau I11.5 montrent que tous les produits (1-3)

actifs ont montré de bonnes valeurs de coefficient de partage (M log p) (0.94 a 1.80), qui

étaient essentielles pour I'absorption et la distribution des médicaments. Le nombre estimé

de liaisons hydrogene qui serait acceptées par le soluté a partir de molécules d'eau est de

I'ordre de 3 a 4. Ainsi, presque toutes les propriétés pharmacologiques des composés

synthétisés actifs et se situent dans les valeurs recommandées. A partir de ces résultats,

nous pouvons dire que ces substances peuvent étre utilisées dans les essais cliniques en

raison de bonnes propriétés ADME.
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i EoXe Y Water Solubility
we Log S (ESOL) © 192
‘I:”’ Solubility 2.57e+00 mg/mi ; 1.19e-02 molA
e N FLEX SIZE Class © Very soluble
% ° Log S (Al) © -1.93
NN Solubility 2.28¢+00 mg/ml ; 1.06e-02 molA
N | Class © Very soluble
BSATU potar  Log S (SILICOSHT) © -3.02
Solubility 2.04e-01 mg/ml ; 9.44e-04 mol/l
Class © Soluble
NSO
Pharmacokinetics
SMILES CN1C/C(=N\C(=0)c2ccccc2)/NC1=N Gl absorption © High
Physicochemical Properties BBB permeant © No
Formula C11H12N40 P-gp substrate © No
Molecular weight 216.24 g/mol CYP1A2 inhibitor © No
Num:heavy:atoms 15 CYP2C19 inhibitor © No
Num. arom. heavy atoms 6 CYP2CQ inhibitor © No
Fraction Csp3 0.18 CYP2D6 inhibitor © No
Num. rotatable bonds 2 CYP3A4 inhibitor © No
Num: #-bond acceplors 3 Log K, (skin permeation) ©  -6.94 cm/s
Num. H-bond donors 2
Molar Refractivity 69.75 I Drofkeness
TPSA © 63,55 A LIDI"SKI»O Yes; 0 violation
Uipophilicity Ghose © Yes
L0g Py, (LOGP) © 1.67 Veber® Yes
Egan © Yes
Log Py, (XLOGP3) © 0.95 )
Muegge © Yes
L0g Poy (WLOGP) © -0.07 Bioavailability Score © 055
Log Py, (MLOGP) © 0.94 Medicinal Chemistry
Log Py, (SILICOS-IT) © 1.38 PAINS © 0 alert
Consensus Log P, © 0.98 Brenk © 1 alert: imine_1 ©
Leadiikeness © No; 1 violation: MW<250

Synthetic accessibility © 323

HoO& Water Solubility
T2 Log S (ESOL) © 283
Solubility 3.26e-01 mg/ml ; 1.46e-03 moll
RLEX SZE Class O Soluble
Log S (Al) © =275
X Solubility 3.97e-01 mg/ml ; 1.78e-03 molll
Class © Soluble
N Nn X
74 MSATU poLar  Log S(SILICOSHIT) © -478
H—< I /) Solubility 3.67e-03 mg/ml ; 1.64e-05 moll
it N Class © Moderately soluble
nsow
Pharmacokinetics
SMILES c1ccc{cc1¥C=N/cincnc2cinc[nH]2 Gl absorption © High
Physicochemical Properties BBB permeant © Yes
Formula C12HINS P-gp substrate O No
Molecular weight 223.23 g/mol CYP1A2 inhibitor © Yes
Num. heavy atoms 7 CYP2C19 inhibitor © No
Num. arom. heavy atoms 15 CYP2C9 inhibitor © No
Fraction Csp3 9.00 CYP206 inhibitor © No
Num. rotatable bonds 2 CYP3A4 inhibitor © No
Molar Refractivity 65.38 i - Druglieness
TPSA O 66.82 A® Lipinski _'\) Yes; 0 violation
Uipophilicity Ghose © Yes
L0g Payy (ILOGP) © 131 Veber © Yes
p Egan © Yes
Log Py, (XLOGP3) © 173 o
e Muegge © Yes
L0g Posw (WLOGP) © 210 Bioavailabilty Score © 0.55
Log Py, (MLOGP) © 153 Medicinal Chemistry
Log Pgyy (SILICOSHIT) © 281 PAINS © 0alert
Consensus Log Py, © 1.90 Brenk © 1 alert imine_1 ©
Leadlikeness O No; 1 violation: MW<250

Synthetic accessibility © 264
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HeoO@ Water Solubility
) i Log S(ESOL) -3.03
\W Solubiiity 2.21-01 mg/mi ; 9.32e-04 moll
" N\ | N REX SZE Class Soluble
N
Log S (All) 299
HC 2N Solubility 2.44e-01 mg/ml ; 1.03e-03 moll
Class Soluble
RISATU powar  Log S (SILICOS-IT) -5.17

Solubility 1.60e-03 mg/ml ; 6.75e-06 moll
s Class Moderately soluble
Pharmacokinetics
SMILES Ci/C(=N\cincnc2cincinH]2)c1ccecct Gl absorption High
Physicochemical Properties BBB permeant Yes
Formula C13H11IN5S P-gp substrate No
Molecular weight 237.26 g/mol CYP1A2 inhibitor Yes
Num. heavy atoms 18 CYP2C19 inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 15 CYP2C9 inhibitor No
Fraction Csp3 0.08 CYP206 inhibitor No
Num. rotatable bonds 2 CYP3A4 inhibitor No
Num. H-bond a¢ceplors 4 Log K,, (skin permeation) -6.36 cm/s
Num. H-bend donors 1
Molar Refractivity 70.19 Divgtieness
TPSA 66.82 A% Lipinski Yes, 0 violation
Lipophilicity Ghose wes
Log Py, (LOGP) 167 Veber iod
Log Py, (XLOGP3) 1.96 Ei K
Muegge Yes
Log Posw (WLOGP) 249 Bioavailability Score 0.55
Log gy, (MLOGP) 1.80 Medicinal Chemistry
Log Py, (SILICOS-IT) 3.00 PAINS 0 alert
Consensus Log Pes, 218 Brenk 1 alert: imine_1

Leadiikeness
Synthetic accessibility

No; 1 violation: MW<250
267

Sur le plan pharmacocinétique, tous les composés synthétisés (1-3) ont une absorption
gastro-intestinale élevée, une barriére hémato-encéphalique (BHE) adéquate et une valeur de

perméation cutanée moyenne.

Les mesures pharmacocinétiques donnent des informations significatives sur la capacité de
perméation des composes synthétisés (1-3) qui ont été deéterminés en utilisant la méthode
BOILED-Eqgg et le graphique est représenté dans le Schéma I11.4. Les points situés dans le jaune
de I'ccuf BOILED (jaune) indiquent les molécules dont on prévoit la perméabilité passive et
indiquent que ces molécules qui devraient traverser passivement la barriere hémato- encéphalique
(BHE), tandis que les points rouges indiquent les molécules qui ne devraient pas étre évacuées de
la barriere hemato-encephalique, et pour ne pas étre evacuees du SNC (Systeme Nerveux Central
- par la P-glycoprotéine). En revanche, ceux qui se trouvent dans le blanc d'ceuf sont relatives aux

molécules prédites pour étre absorbées passivement par le tractus gastro-intestinal (Schema 111.4).
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Schema 111.4 : Les résultats des propriétés ADME pour les composes (1-3).

111.7 Conclusion

Dans I'étude actuelle, de nouveaux assemblages de trois entités bioactives (fonction
azomethine). Ces structures solides ont été synthétisées et caractérisées par les méthodes
spectrales (UV, FT-IR, RMN 'H et RMN 3C).

Les composés synthétisés (1-3) ont montré une activité modérée contre les souches
bactériennes. Parmi eux, les certains composés ont montré une activité remarquable contre les
souches bactériennes par rapport au médicament standard. D'autre part, nous avons étudié les
prédictions in silico des propriétés physiques, chimiques et pharmacologiques des dérivés
d’azométhine a l'aide de SwissADME.
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Conclusion générale

L’objectif principal a travers ce travail a été 1’¢laboration de composés a base de Schiff
nouveaux a visée biologique et thérapeutique potentiel contenant comme sous structure, le motif
Azomethine. Ces dérivés qui constituent notre matériau de base, sont aisément obtenus par
réaction de condensation de Claisen-Schmidt, avec un bon rendement (jusqu'a 80 %) et

caractérisés par spectroscopie RMN H et 13C, la spectroscopie UV-vis et FT-IR.

Dans ce travail, on a prépare trois dérivés a base de Schiff :
v' Composé (1) : (E)-N-(2-imino-1-methylimidazolidin-4-ylidene)benzamide ;
v' Composé (2) : (E)-1-phenyl-N-(9H-purin-6-yl)méthanimine ;
v' Composé (3) : (E)-1-phenyl-N-(9H-purin-6-yl)ethan-1-imine.

Le test biologique antibactérien et antioxydant a montré que les composés synthétisés
présentaient une inhibition modérée contre toutes les souches bactériennes, et une activité
antioxydante remarquable avec la comparaison de I’acide ascorbique comme une référence.
Cela nous a encouragés a étudier leurs réactivités in vivo. Enfin, nous avons mené des études
ADME (absorption, digestion, métabolisme, excrétion) visant a évaluer diverses propriétés
physicochimiques, pharmacocinétiques. Les resultats montrent que tous les composés

présentent une bonne biodisponibilité orale, un bon profil ADME.

De méme, l'importance de ce travail a la synthése de nouvelles classes de composeés a visée
thérapeutique potentielle contenant le motif azomethine (Base de Schiff) et I'étude de leurs
effets sur des souches bactériennes et d'autres propriétés biologiques, ainsi qu’une recherche
sur larelation structure-activité, qui peuvent représenter de nouveau challenge et une motivation
certaine pour le développement de la chimie organique sur les motifs azomethine dans notre

laboratoire.
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Résumeé

Résumé

Les Azométhine en chimie organique sont importants, du fait de leur réactivité biologique
d’une part et de leur présence dans un grand nombre de molécule d’origine naturelle et synthétique
d’autre part. En effet ils jouent un réle important dans le domaine pharmaceutique et qui ont un
intérét biologiquement fort et intéressant en médecine. A cette fin, nous avons choisi dans ce
travail de synthétiser des composés a base de Schiff connus pour leurs activités biologiques et
pharmacologiques.

La présente étude s'intéresse a certains dérivés synthétisés contenant la fonction Azomethine
par la condensation de Claisen-Schmidt. Les composés obtenus ont été caractérisées par les
différentes méthodes spectroscopiques (UV, FT-IR, RMN) pour connaitre leurs structures
moléculaires. Enfin, nous avons étudié les prédictions in silico des propriétés physiques, chimiques
et pharmacodynamiques des dérivés Azométhine a l'aide de SwissADME. Les résultats montrent

que tous les composes présentent une bonne biodisponibilité orale et un bon profil ADME.

Mots clé : Azométhine, Claisen-Schmidt, SwissADME, UV, FT-IR, RMN.

Abstract

Azomethines are important in organic chemistry, due to their biological reactivity on the one
hand, and their presence in a large number of molecules of natural and synthetic origin on the
other. In fact, they play an important role in the pharmaceutical field and are of strong biological
interest in medicine. To this end, we have chosen in this work to synthesize Schiff-based
compounds known for their biological and pharmacological activities.

The present study focuses on some synthesized derivatives containing the Azomethine
function via Claisen-Schmidt condensation. The compounds obtained were characterized by
various spectroscopic methods (UV, FT-IR, NMR) to gain insight into their molecular structures.
Finally, we studied in silico predictions of the physical, chemical and pharmacodynamic properties
of the Azomethine derivatives using SwissADME. The results show that all compounds have good

oral bioavailability and a good ADME profile.

Keywords : Azométhine, Claisen-Schmidt, SwissADME, UV, FT-IR, RMN.
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