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Introduction générale

Le composés 1,3,5 — trisubstitués — 1,3,5- triazacyclohexane symbolisés par le

Rs TAC sont des composés organiques hétérocyclique azotés , leur synthese dépend
principalement sur la réaction de condensation des amines primaires et de la formaldéhyde .

IIs représentent une classe importante dans la chimie structurale et de coordination [1-2].

La présent mémoire comprend deux chapitre . Le premier chapitre est divisé en trios

parties :

La premiére partie intitulée une étude bibliographique sur la chimie des amines et les
composés triazacyclohexane . Le deuxiéme partie de sous chapitre et la caractérisation a la
spectroscopie infrarouge (IR) , la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN *H)

, RMN C . dans la troisiéme partie on a si en généralité sur I'activité biologique .

Enfin le dernier chapitre est réservé a la discussion des résultats . La caractérisation de
composés synthétisés a été faite par spectroscopie IR, RMN *H et RMN *C , nous avons

également réalisé et vérifie I’activité antibactérienne et antifongique .

v
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| . Les Amines

1.1. Définition

Les amines sont des composés organiques azotés qui dérivent formellement de I'ammoniac
NHspar remplacement d'un ou plusieurs atomes d’hydrogéne par des substituant alkyles. Le

nombre n des substituant de 1’atome d’hydrogéne li¢s a l'azote, définit la classe de I’amine

[3].

Les amines sont trés répondues dans la nature et jouent un rdle trés important dans de
nombreux procédeés industriels modernes . Parmi les trés importantes industriellement on

trouve : la méthylamine , I’éthylamine , et 1’aniline [4].

I.2.La structure des amines

La structure des amines est comparable a celle de I’ammoniaque, I’atome d’azote est hybridé
sp3 avec les trois substituant qui occupent les trois sommets d’un tétraédre régulier et la paire
libre d’électrons qui occupe le quatrieme.de ce fait, les angles de liaisons C-N-C sont voisins
de la valeur 109° pour le triméthylamine, 1’angle de liaison CN- C est de 108° et la langueur
de liaison C-N est de 1,47 °A (figure 1.1) [5].

U/H}dmpa
P N
~ ﬂ ™~

H,C  CH, CH,

Triméthylamine

-
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Figure 1.1 :Structure des amines [5]

|.3.Classification des amines

Une amine est fondamentalement constituée de I’ammoniaque (N H3) dans lequel on a
remplacé au moins un des atomes d’hydrogeéne par un groupe R, alkyle ou aryle.

Pour des raisons pratiques, les amines sont dites primaires, secondaires ou tertiaires, selon
que I’atome d’azote porte un deux ou trois groupes de carbones R (figure 1.2), les groupes

R, R’ et R”’ de ces molecules peuvent étre identiques ou différents .

H—N—H R—N—H R—N—H R— N—R-

| | | |

H H R R
Ammoniac Amine Primaire Amine Secondaire Amine Tertiaire

Figure 1.2 : Classification des amines [6].

Cependant cette classification est différente de celle des alcools ou des dérivés
halogenes. Pour ceux-ci, comme I’indique (figure 1.3), la classe dépend du nombre de
carbones relies au carbone portant I’hétéroatome, le remplacement du groupement
hydroxyle a I’atome d’halogene par un groupement —NH2 crée toutefois une amine
primaire puisque la classification des amines dépend du nombre de carbone directement

liés a I’atome d’azote [6]

]
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OH Cl NH,
c c c
C C C C C C
Alcool secondaire Dérive halogene secondaire Amine primaire

Figure 1.3 : distinction dans les modes de classification de quelques fonctions contenant

des hétéroatomes [6]

I.4. Propriétés des amines
1.4.1. Propriétés physiques

Les amines sont des composés polaires .les amines primaires et secondaire

possedent des liaisons N—H, elles forment des liaisons hydrogene entre molécules

identique, moins fortes que dans les alcools.

Leur température d’ébullition est plus €levée que celle des composés non polaires de méme
masse molaire, des liaisons hydrogénées peuvent également avoir lieu entre molécules
d’amines et molécules d’eau, quelle que soit la classe de I’amine, ce qui favorise la miscibilité

[6]

Tableau 1.1 : Propriétés physiques des amines [7]
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_ 31 6.3 0.6628
_ 45 -81 16.6 0.6829
_ 59 -83 47.2 0.7173
_ 73 -49 77.8 0.7414
_ 45 -93 7.4 0.6804
_ 73 -48 56.3 0.7056
_ -40 110 0.7400
_ -60 159 0.7670
_ 59 -117 2.9 0.6356
_ 101 -114 89.3 0.7256
_ 143 -94 155 0.7558
_‘ 185 — 213 0.7771

1.4.2 Basicité des amines

Les amines sont des bases beaucoup plus fortes que les alcools ou 1’eau.
Lorsqu’une amine est dissoute dans 1’eau, une réaction d’équilibre acido-basique s’établit par
protonation avec un H™*, On peut considérer la basicité des amines comme étant liée a
I’acidité ka de 1’équilibre qui mesure la capacité d’un ion ammonium a libére un proton, cela
correspond donc a la capacité de I’amine a capter un proton et rend compte de la force de la
base.

RNH} + H,0 2 RNH, + H;0"

[RNH,). [H30*]
[RNH3]

pKa = — logKa
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Plus ka est grand (et donc, pka petit), donc 1’acide est fort et plus la base conjuguée est
faible, plus ka est petit (pka plus grand), donc 1’acide est faible et plus la base conjuguée
est forte [8].

Tableau 1.2: Basicité de quelques amines [7].

(Amine | eea 2| [Paeide conitioue T PRa 28T
_ 4.76 NH} 9.24
ﬁ 3.38 CH3NH} 10.62
_ 3.36 CH3CH2NH; 10.64
_ 3.32 (CH3)3CNHf 10.68
_ 3.27 (CH3)2NHS 10.73
ﬁ 3.06 (CH3CH2)2NHf  10.94
ﬁ 4.21 (CH3)3NH* 9.79
ﬁ 3.25 (CH3CH2)3NH*  10.75

1.4.3. Chiralité des amines:

Lorsque I’atome d’azote d’une amine est substitué par trois groupes distincts, on obtient
une molécule chirale, Contrairement au carbone asymétrique, 1’atome d’azote d’une amine

chirale subit cependant une inversion rapide provoquant 1’ inter-conversion entre énantiomeres

9.

“-\...“H

Ry J =
K3
2 =~ Fiat de tramnsition ”

E ) H1_ :-R'.s =3
I : ; = g ‘ Foa T _'_,.-l" 2
=y —_—

I.5.L’utilisation des amines

Sur le plan industriel, ’amine simple, monofonctionnelle, la plus importante est 1’aniline
CHs—NH,. Elle est notamment utilisée dans la fabrication de colorants, ainsi que dans celles

des polyuréthanes (objets moulés, «mousse plastique»).

Une diamine I’hexameéthyléne diamine H,N (CH,)¢ NH, , sert a la synthése du Nylon

6/6.Certains acides aminés sont également a la base de la fabrication de textiles artificiels




Chapitre | Partie | Partie théorique

(acide 1-1 aminoundécanoique H, N (CH,)10COOH pour le rilsan, acide 6 Aminocaproique
H, N(CH, )5COOH pour le Nylon 6 et le perlon). Les sels d’ammonium quaternaires ont
diverses utilisations, comme agents tensioactifs et détergents, comme bactéricides et
¢galement comme catalyseurs par «transfert de phase» (a I’interface entre un milieu organique
et un milieu aqueux). Dans le domaine de la santé, beaucoup de molécules aminées possédant
une activité physiologique sont utilisées en médecine (éphédrine, amphétamine, théophylline,

barbituriques,etc...) [10].

Tableau 1.3: Quelques exemples et leurs utilisations des amines [11].

Amine primaire  CH3 CH 2NH2  Ethylamine Préparation
colorant et

produits
pharmaceutiques

Amine (CH3 CH2)2 di éthylamine Produits
- Secondaire NH pharmaceutiques

Amine tertiaire  (CH 3)3 N Triméthylamine  Attractifs  des
- insectes




Chapitre | Partie | Partie théorique

1.2 Triazacyclohexanes

1.2.1. Définition

Le triazacyclohexane est une classe importante d'hétérocycles [12-13]. Composés 1,3,5-
trisubstitués-1,3,5-triazacyclohexanes, représentés par R3TACS sont des composés
organiques azotés [14] , leur synthése dépend Principalement sur la réaction de condensation

des amines primaires et de la formaldéhyde .

R

Schéma 1.1 : composé de triazacyclohexane

1.2.2. Propriétés des Triazacyclohexanes

C’est & la fin du 19"¢siécle que la réaction de condensation entre le formaldéhyde et
I’ammoniaque ou les amines primaires dans les conditions de base a été établie par

Wellington, Tollens et Henry [15].

-Les Triazacyclohexanes ont une forte odeur aminée, ces composés sont stables dans les
milieux neutres ou basiques mais ils se décomposent assez facilement en milieu acide pour

libérer I’amine primaire et le formaldéhyde [16-17]

-
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\//"“\/“”

+

L j 3H,C = N—R — 3H,C = 0 + 3 RNH,

Schéma 1.2 : Décomposition de R3TAC dans milieu acide concentré .

-Les Triazacyclohexanes possedent des propriétés basiques, les valeurs de pKa

correspondants sont comprises entre 10 et 11 [16-17].

-Les carbones du cycle Triazinane sont électrophiles en raison de 1’attraction d’électrons par

les atomes d'azote adjacents [16-17].

1.2.3. Méthode de préparation des triazacyclohexanes :

Une variété de triazacyclohexanes peut étre facilement synthétisée a partir d’une vaste

sélection d’amines primaires commerciales et selon les trois procédures suivantes :

1-combinaison directe d’un formaldéhyde a une amine primaire.
2-addition d’un formaldéhyde a une solution d’amine primaire dans 1’alcool.
3-ajout du paraformaldehyde a I’amine primaire dans un solvant aromatique (toluéne ;

xyléne) avec ou sans base [18].

1.2.4. Utilisation des composés 1, 3, 5-Triazacyclohexanes

- Les composes 1,3,5-triazacyclohexane sont largement utilisés comme agents anticorrosifs.
biocides (bacteéricides, antiviraux, herbicides, fongicides ), colorants, conducteurs organiques,
agents complexants contenant plusieurs métaux de transition : chrome, molybdéne, cuivre
etc., auxiliaires de polymeéres , matiéres colorantes, en cours de production peau et, bien

entendu, comme produits pharmacologiquement actifs.

<
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- La proximité des trois des atomes donneurs d'azote dans les composés de triazacyclohexane
permettent la formation entre le N-métal-N en coordination faciale et I'angle a former entre

eux Métal-N-R est plus large par le type 130 ° .

- La chimie de coordination du triazacyclohexane avec les métaux de transition a été
développé sur plusieurs années en citant des complexes de chrome comme catalyseurs

dans la polymérisation et la trimérisation des oléfines [19-20] .

-Les complexes de triazacyclohéxanes avec les métaux sont des systemes de nombreux
enzymes biologiques de cuivre qui sont entrainés dans I'activation d'oxygene [21].

-Les complexes triazacyclohexanes sont des bons systéemes de nombreux enzymes
biologiques de cuivre qui sont entraines dans 1’activation d’oxygene.

-Les 1,3,5- triazacyclohexanes ont été utilise comme produit de départ adéquat dans certains
nombre de transformation exemple le traitement de trisubstitué triazacyclohexane avec les
réactif Bu-Li , et aussi la préparation des composés furaniques 3, 4 bicycliques fusionnés [22].
-Les composés 1,3,5-tri(substitues)-1,3,5-triazacyclohexanes peuvent étre utilisés dans la

flottation pour la séparation du quartz de minerai de phosphate [23].

1.2.5.Les types des composes triazacyclohexanes
1.2.5.1.Les Composes Triazacyclohexanes Symétriques

Les Ccomposés 1,3,5-trialkyl-1,3,5-triazacyclohexanes et 1,3,5-triaryl-1,3,5-
triazacyclohexanes sont des triazacyclohexanes symétriques (Figure 1.4), ou tous les
substitués portés par les atomes d’azote sont les mémes, ces derniers sont largement connus
depuis1885, ils ont été synthétisés a partir d’une simple réaction de condensation d’amine

primaire et de formaldéhyde[24].

0
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Figure 1.4 : Les Formes de triazacyclohexane symétriques.
1.2.5.2.Les Composés Triazacyclohexanes Asymétriques

Les composés triazacyclohexanes asymétriques sont des composés avec des substituants
portés par les atomes d’azote différents R*R2TAC, ArR2TAC, RArR2TAC, Ar*Ar2TAC
(Figure 1.5), ils ont été synthétisés a partir de la réaction de condensation mixte d’amines

primaires différentes (alkylamine ou arylamine) avec la formaline [24].

*Rm}_,f”“x}_f’R *Al'“xxf\x};f‘;r Rx}_/"\\}_/R Rx\,f’ﬁ“x _AAr
L\K _,,eJ L&% J Lh J [“‘ J

N

|

Ar Ar

7,
&

Figure 1.5 : Les Formes des triazacyclohexanes asymétriques

Cette synthése dépend de:

1- Les conditions de travail, la température et le temps de la réaction.

2- La réactivité des deux amines, cette réactivité comprend a la fois la force des donateurs de
doublets libres d'azote a un électrophile comme le formaldéhyde et les effets stériques

communiqués par la taille et la forme du groupement alkyle attaché a cet azote [24].
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I1. Méthodes spectroscopiques d’analyse

I1.1. Introduction

Le rayonnement électromagnétique est I'une des nombreuses formes sous lesquelles I'énergie
se propage dans l'espace. La chaleur d'un feu, la lumiere du soleil, les rayons X utilisés en
médecine, ainsi que I'énergie utilisée pour cuire les aliments dans un four a micro-ondes sont
toutes des formes de rayonnement électromagnétique. Bien que ces sources d'énergie
semblent trés différentes les unes des autres, elles ont toutes en commun le fait de se

comporter comme des ondes [25].

11.2. Qu’appelle-t-on un spectre ?

Sur un axe, tracé en abscisse, sont portées les longueurs d’onde ou les fréquences des énergies
pour lesquelles la molécule a présenté des interactions. A chacune de ces longueurs d’onde
va apparaitre un signal nommé pic, raie, bande ou massif, ... selon son aspect. L’ensemble
constitue le spectre. Pour des raisons pratiques, il est parfois choisi de porter en abscisse, une

autre grandeur liée a la fréquence [26 ].

11.3.Spectroscopie Infrarouge

11.3.1 . Définition

La spectroscopie infrarouge (IR) est une méthode rapide permettant la caractérisation des
groupements fonctionnels et des composantes majeures de différents échantillons. Lorsque la
molécule recoit de la lumiere IR a la fréquence ou elle peut entrer en résonance, elle absorbe
de I'énergie et I'amplitude de ses vibrations est 1égérement augmentée. Le retour éventuel a
I'é¢tat fondamental libere cette énergie sous forme de chaleur. La spectroscopie infrarouge
caractérise les molécules par leurs excitations vibrationnelles et rotationnelles. La molécule
présente des vibrations d'élongation (stretching) et de déformation angulaire (bending); des
bandes harmoniques, de combinaison et de différence peuvent également étre observées. Les
vibrations de liens de valence sont caractérisées par une variation de la distance entre les
atomes selon l'axe de liaison. Les vibrations de déformation comportent des effets de

cisaillement, de rotation, de balancement et de torsion [27 - 28] .

0
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11.3.2. Vibration des liaisons dans ’IR

Le rayonnement infra-rouge produit de la chaleur. Quand on chauffe un échantillon, on
produit de I’agitation moléculaire : les atomes constituant les molécules vibrent autour de

leurs liaisons. Les liaisons chimiques sont considérées comme des petits ressorts.

vibrations d’allongement vibrations de déformation (bending)
(stretching) dans le plan hors du plan

asymeétrique

cisaillement (scissoring) torsion (twisting) *

Figure 11.6 : vibration des liaisons dans I’IR .

Comme dans les autres spectroscopies, les niveaux d’énergie sont quantifiés, les liaisons ne

peuvent pas vibrer a n’importe quelle fréquence [25].
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11.3.3.Schéma spectrometre IR

L’échantillon est soumis a un rayonnement électromagnétique dans la gamme de longueur
d’onde du centre infrarouge (2,5 pm <A< 50 pum). Le champ électrique induit par 1’onde
¢lectromagnétique peut interagir avec un moment dipolaire d’une entité moléculaire présente
dans le matériau. Lorsque la fréquence de champ coincide avec la fréquence de vibration d’un
mode propre de la molécule, I’interaction créée engendre la vibration de certaines liaisons et
I’absorption de 1’énergie de I’onde excitatrice correspondante. La fréquence a laquelle est
absorbé le rayonnement dépend de la nature des liaisons, de la masse des atomes concernés et

de I’environnement proche du groupement considéré [25].

> |, >
5 [Fehantillon>—5<

- e

Figure 11 .7 : Schéma du principe du spectrometre Infra-Rouge
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I1.4.La résonance magnétique nucléaire (RMN)

11.4.1. Définition
La RMN est une méthode spectroscopique d'analyse de la matiére, fondée sur les propriétés

magnétiques de certains noyaux atomiques [29] .

Les spectres de résonance magneétique nucléaire du 1H, 13C, ont été réalisés sur un appareil a
transformée de Fourrier BRUCKER ARX 400 (400 MHz pour le proton et 125.76 MHz pour

le carbone).

- Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en parties par million (ppm). [ 30]

11.4. 2. Principe de la spectroscopie RMN

Le but de la spectroscopie RMN est de déterminer les fréquences qui permettent de retourner
le moment magnétique de chaque noyau d’hydrogene de la molécule dans le champ , pour
ensuite déterminer le type d’atome d’hydrogéne présent dans la molécule [31].
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Figure 11 .8 : Schéma de principe d’un appareil RMN

11.4.3. Schéma général d’une expérience RMN

Echantillon

Magnétisation

B————=—

Stockage

& ™

Réponse

Données

A
1/FT FT

Spectres

Figure 11.9 : Représentation schématique d'une expérience RMN.
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L’échantillon est placé dans un champ magnétique statique intense (By). Les molécules de cet
échantillon sont soumises a un champ magnétique appliqué B; qui provoque une perturbation
des atomes considérés. L’application de ce champ de radiofréquence (RF) choisie (impulsion
ou "pulse™) est de courte durée, quelques microsecondes. Les noyaux génerent a leur tour un
micro-champ magnétique qui sera capté par une bobine réceptrice, c’est le signal R.M.N.
(Données). Ces données sont envoyées a un ordinateur ou elles sont analysées et transformées
en signal. Le traitement mathématique, permet de transformer le signal en spectre R.M.N
[32].

11.4.4. Quels sont les noyaux capables de produire une telle résonance ?

Le noyau auquel nous nous intéresserons est celui de I'atome 1H : notre étude est limitée a la
R.M.N du proton, RMN-1H, mais il faut savoir qu'il existe d'autres R.M.N, telles celles du
carbone-13 13C, du fluor-19 19F, ou aussi de I’hydrogéne-3 3H tritium.

Tous les noyaux qui interagissent avec les champs magnétiques possédent un moment de spin
nucléaire. Ce moment de spin nucléaire est noté et est plus simplement appelé « spin nucléaire
»,

Un noyau atomique possede un spin nucléaire, caractérisé par le nombre I, dés que A, son
nombre de masse, et Z, son numéro atomique, ne sont pas pairs tous les deux.

Dans le tableau suivant, on rapporte les noyaux possédant des propriétés magnétiques, ainsi

que la valeur de leur spin nucléaire [33] :

Noyau IH ‘H 1p B¢ N 170 1F 35Cl
Spinl % 1 3/2 Ya 1 1/2 Ya 3/2
Noyaux Nombre de Nombre de spin | Norme du spin
neutrons (N) et de nucléaire 1]
protons (Z) rJT.( + 1)
Z Pair 0 Non magnétique
Z Pair 0
Z+N impair Y2
3
h |—=0.87h
4
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Z impair 1 A2 =1.41h
N impair 1

11.4.4. Quantification des niveaux d’énergie

D'aprés la théorie quantique, le moment cinétique I et le moment magnétique p sont
quantifiés : la projection de I selon la direction du champ 0 B , notée 1z ne peut prendre que
21+1 valeurs discrétes. Ces valeurs sont les suivantes :

Iz=mlavecml =1, I-1, I-2, ..., -l I est le nombre quantique de spin nucléaire.

(on retrouve la méme quantification que pour le spin S de I'électron étudié premiére période).

Illustration :

/

ﬂens du champ magné iqu}
appliqué
1

| =% : il y a 2 orientations possibles : cas du proton
I =1:ilya 3 orientations possibles

Le proton n'a que deux niveaux d'énergie : placé dans un champ magnétique, il peut soit
s'aligner sur le champ, ce qui correspond au niveau d'énergie le plus bas, soit s'aligner dans
la direction opposée, ce qui correspond au niveau d'énergie le plus élevé. Tout ceci peut

étre résume sur le diagramme suivant :
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Pas de champ magnétique
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Figure 11.10 : levee de dégénérescence en présence d'un champ magnétique
| | état h

champ nul . AE = ‘—

1

I

1

1

1

1

1

1

I
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I 1 1
I — .
1 i
1 2

1

1

I

RN | T état o

champ non nul /

Figure I11.11 : éclatement et écart entre les deux niveaux d'énergie dans un champ
magnétique

Conventionnellement, la fléche indique le sens de la projection de /i par rapport au champ B, .
On remarque que plus on applique un champ magnétique fort au noyau, plus la différence
d’énergie entre les niveaux est grande. Comme toute spectroscopie, la RMN repose sur des
transitions entre les différents niveaux d'énergie. Pour provoquer ces transitions, on utilise un
champ magnetique oscillant §perpendiculaire a B_O’ , associée a une onde électromagnétique
de fréquence v. La résonance va correspondre a la transition du spin nucléaire du proton de
I’¢tat a vers I’état . Elle sera observée lorsqu’il y aura absorption d’une radiation de

fréquence v telle que :
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hv=AE= y.By.h Soitaussi: v = ‘;ﬂ

T

On voit donc que I’on observera la résonance a des fréquences de plus en plus grande si on

applique un champ magnétique de plus en plus fort [33].

I1.5. Spectroscopie RMN  'H

11.5.1. Définition

La RMN *H est une méthode spectroscopique utilisée pour déterminer les types et le nombre
d'atomes d'hydrogéne présents dans une molécule. Dans cette technique, I'échantillon
(molécule / composé) est dissous dans un solvant approprié et est placé a l'intérieur du
spectrophotométre RMN. Ensuite, I'équipement donnera un spectre montrant quelques pics
pour les protons présents dans I'échantillon et dans le solvant. Mais la détermination des
protons présents dans I'échantillon est difficile en raison des interférences provenant des
protons solvants. Par conséquent, un solvant approprié ne contenant pas de protons doit étre
utilisé [34]

11.5.2. Le principe de la RMN du proton (RMN *H ) consiste & :
- Utiliser un champ magnétique Bo pour orienter les ” spin” nucléaires des atomes ,
- Exciter ces spins par une onde radio a la fréquence de résonance , ce qui fait basculer
certains spins ,

- Apreés ’excitation , les spins reviennent a leur état initial (relaxation ) [31]
11.5.3. Explication dans le cas de I’atome d’hydrogéne

Cet atome (H) a un noyau exclusivement composé de 1 proton. Ce proton est une particule
chargée en mouvement, on admettra que :

-on peut lui associer un moment cinétique intrinseque appelé spin nucléaire et un moment
magnétique de spin.

-et sous Deffet d’un champ magnétique, le moment magnétique de spin du proton 'H peut
prendre deux orientations possibles (N= 2.1/2+1= 2): parall¢le et antiparall¢le (o dont m; =1/2
et f dont m; = -1/2).

-
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I st

(parallzle & Flo) {anfiparalléle 4 Ho)

- auxquelles sont associées deux valeurs possibles de I'énergie (E= - m;(h/2m)yBy): Il y a
quantification.

- Une des orientations du spin constitue un choix énergétiquement favorable, elle est notée 1
et appelée o.

- L’autre orientation, notée |et appelée B, correspond a un niveau d’énergie plus élevé.

£ A On appelle,
résonance du proton, le

@—1— A  Ppassage de I’état o a I’état .

: AE  L’énergie de résonance

: | est égale a :

AE=E@) - E@)

By=0 en présence de By

La différence d’énergie AE entre les deux états dépendra directement de la force du champ

magnétique imposeé selon [31] :

h
AE=h.v=y— B
14 an_ 0

11.6. Spectroscopie RMN  13C

11.6.1. Définition
La RMN *3C est utilisée pour déterminer le type et le nombre d'atomes de carbone dans une

molécule. Ici aussi, I'échantillon (molécule / compose) est dissous dans un solvant approprié
et est placé a l'intérieur du spectrophotométre RMN. Ensuite, 1’équipement donnera des

spectres montrant des pics pour les protons présents dans I’échantillon. Contrairement a la
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RMN H, les liquides contenant des protons peuvent étre utilisés comme solvants car cette

méthode ne détecte que les atomes de carbone, pas les protons.. [34] .

11.6.2. Sensibilité

13 C souffre spectroscopie RMN C & partir d* une complication qui ne sont pas rencontrés dans
la spectroscopie RMN du proton. La spectroscopie RMN *2 C est beaucoup moins sensible au
carbone que la RMN 'H ne I'est & I'hydrogéne puisque lisotope majeur du carbone, I
isotope 2 C, a un nombre quantique de spin nul et n'est donc pas magnétiquement actif et
donc non détectable par RMN. Seul I' isotope ** C beaucoup moins courant , présent
naturellement a 1,1% d'abondance naturelle, est magnétiqguement actif avec un nombre
quantique de spin de 1/2 (comme * H) et donc détectable par RMN. Par conséquent, seuls les
quelques Les noyaux *3C présents résonnent dans le champ magnétique, bien que cela puisse
étre surmonté par I'enrichissement isotopique d' échantillons de protéines. par exemple . De
plus, le rapport gyromagnétique (6,728284 10 "rad T s ™) n'est que 1/4 de celui de * H,
réduisant encore la sensibilité. La réceptivité globale du'®* C est d'environ 4 ordres de

grandeur inférieure & * H [35].

N
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I11. Activité Biologique

I11.1. Activité antibactérienne

111.1.1 Définition

L'activité antibactérienne est une technique permettant de déterminer la résistance des
bactéries a diverses substances (substances chimiques : les acides a base d'alcool ; substances
organiques : huiles).

111.1.2. Les souches bactérie

I11. 1.2.1. Escherichia coli
111.1.2.1.1. Définition et caractéristiques

Escherichia coli (E. coli) est une bactérie qui existe dans le tube digestif des humains et des
animaux a sang chaud. La plupart des souches d'E. coli sont inoffensives et seules quelques-
unes sont pathogénes pour les humains. C'est le cas des souches d'Escherichia coli
entérohémorragique (EHEC). Ce dernier provoque une diarrhée sanglante et produit une
toxine puissante qui provoque le syndrome hémolytique et urémique (SHU). Les souches
d'EHEC sont souvent la cause d'une intoxication alimentaire due a la consommation de
produits animaux (viande ou produits laitiers) insuffisamment cuits ou non transformés. Les
fruits et Iégumes frais qui ont été en contact avec les CSEH peuvent également étre a risque.
Les principales caractéristiques distinctives sont la fermentation du lactose, la production de
tryptophane, le manque d'uréase et le manque d'utilisation du citrate (Simmons) comme
source

Energie et carbone, 70% mobile, bacilles isolés, 2,5 m de long x 0,6 m de large [36].

Figure 111.12 : Escherichia coli
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Figure 111.13 : schéma de Escherichia coli

111.1.2.1.2. Habitat

On trouve Escherichia coli tube digestif. Par ailleurs, elle est trés répondue dans
I’environnement : eau, sols, et dans les aliments [37] .

Escherichia coli est considéré comme un hote normal de la microflore bactérienne du tractus
digestif de I’homme ainsi que de celle de nombreux animaux a sang chaud. Il représente pres
de 80% de la microflore aérobie[38] .

111.1.2.1.3. Quels sont les symptomes d’une infection a E. coli?

Les personnes infectées par E. coli peuvent avoir une vaste gamme de symptdmes.

Il se peut que vous ne soyez pas du tout malade. Mais si vous 1’étes, vous pourriez ressentir

les symptomes suivants :

e Nausée

o fiéevre légere

e Mmaux de téte

e VOmissements

e vives crampes d’estomac

« diarrhées aqueuses ou sanglantes
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Les symptomes apparaissent dans les 10 jours suivant 1’exposition a la bactérie E. coli. La

majorité des symptomes disparaissent en 1’espace de 5 a 10 jours.

La majorité des gens se rétablissent d’eux-mémes, mais certains peuvent développer une

maladie grave qui :

e nécessite des soins hospitaliers

e peut avoir des effets a long terme sur la santé, méme entrainer la mort [39].

111.1.2.1.4. Prévention

La prévention exige de prendre des mesures de lutte a tous les stades de la chaine alimentaire,
production dans les exploitations agricoles, transformation, fabrication et préparation des
aliments dans les établissements commerciaux comme dans les familles [40].

I11. 1.2.2.Salmonella typhi
I11.1.2.2.1. Définition

Salmonella Typhi est la bactérie responsable de la fieévre typhoide. La principale voie d'entrée
de cette bactérie est la voie féco-orale en raison d'une mauvaise hygiene et d'’hygiéne. Les
bactéries qui pénétrent dans l'intestin gréle envahiront la circulation sanguine et pénétreront
dans des organes tels que le foie, la rate et la moelle osseuse, ou elles se multiplieront
considérablement. Des centaines et des milliers de bactéries multipliées vont ré-entrer dans la
circulation sanguine, envahissant ainsi chagque systéme du corps, provoquant des signes et des
symptdmes généralisés qui sont trés vagues pour étre diagnostiqués simplement en utilisant
un historique clinique [41] .

.
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Figure 111.14 : Salmonella typhi Figure 111.15 : Gram staining of Salmonella
typhi

111.1.2.2.2. Habitat

Les salmonelles peuvent survivre plusieurs semaines en milieu sec et plusieurs mois dans
I'eau. Elles se retrouvent donc fréquemment dans les milieux aquatiques pollués, la
contamination par les excréments d'animaux porteurs étant trés importante. Les vertébrés
aquatiques, notamment les oiseaux (Anatidés) et les reptiles (Chéloniens) sont d'importants
vecteurs de salmonelles. Les volailles, les bovins et les ovins étant des animaux fréquemment
contaminants, les salmonelles peuvent se retrouver dans les aliments, notamment les viandes
et les ceufs crus [42].

111 .1.2.2.3.Symptomes

Bien que la salmonelle soit connue pour causer une gastro-entérite chez I'humain, la diarrhée
a Salmonella typhi est un symptéme bénin qui se produit chez seulement un tiers des patients .
La principale caractéristique de la fievre typhoide est une forte fievre, dans laquelle la
température peut monter a 40 °C. Le délai entre I'infection et les premiers symptémes est de 5
a 21 jours. Les symptomes de la typhoide ne sont pas spécifiques, ce qui rend le diagnostic
assez difficile. Des douleurs abdominales, des céphalées, une toux, des taches roses sur la
peau, une confusion et une psychose chez 5 a 10% des patients sont observées pendant
plusieurs jours . Une hémorragie gastrique et une encéphalopathie étaient presentes chez 15%
des patients présentant une perforation intestinale. La plupart de ces événements se sont
produits lorsque la personne atteinte avait été malade pendant plus d'une douzaine de
semaines sans traitement. Dans ces cas, la maladie entraine la mort du patient . Environ 1 a 5
% des patients atteints de typhoide traités par antibiotiques deviennent porteurs
asymptomatiques pendant plus d'un an . Cette condition est problématique parce que ces
porteurs ont la capacité de contaminer I'eau ou les aliments par les matieres fécales contenant
Salmonella typhi . A ce jour, les porteurs asymptomatiques sont les seuls hétes connus de
Salmonella typhi. Les bactéries persistent dans les hotes sous forme de biofilms . Sous cette
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forme, il n'y a aucun symptéme, les bactéries passent inapercues dans la vesicule biliaire de
I'ndte et de grandes quantités sont libérées dans I'urine et les féces . Cela peut durer des années
sans que le transporteur ne sache qu'il infecte les autres. La seule facon d'éliminer
complétement Salmonella typhi est d'éliminer son seul hote, ce qui permet de traiter les
porteurs asymptomatiques qui n'ont pas été identifiés jusqu'a présent.

111 .1.2.2.4 Détection et traitement

Un porteur de Salmonella typhi excrété dans ses feces. Il peut étre détecté en isolant les
bactéries fécales, mais ce n'est pas la méthode la plus efficace, car les bactéries fécales
contiennent environ 10 milliards de bactéries par gramme . En utilisant cette technique,
environ 60% des résultats positifs sont obtenus chez les enfants, mais seulement 25% chez les
adultes. Comme il s'agit d'une infection systemique, elle peut étre isolée du sang, de la moelle
épiniére ou d'autres sites extraintestinaux pendant la phase aigué . Le diagnostic par
hémoculture est la méthode la plus courante, avec des résultats positifs allant de 60 % a 80 %.

I11. 1.2.3.Staphylococcus aureus

111 .1.2.3.1.Définition

Staphylococcus aureus, une bactérie Gram positive [43] de la famille des staphylocoques [44-

45], est une bactérie présente sur la peau, le nez, les aisselles, I'aine et d'autres parties du corps
humain. Bien que ces bactéries ne causent pas toujours de dommages, elles peuvent vous
rendre malade dans les bonnes circonstances cause une variété de maladies cliniques. Les
infections causées par cet agent pathogéne sont fréquentes dans la communauté et dans les
hopitaux. Le traitement reste difficile en raison de I'émergence de souches multirésistantes
telles que le SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline). Staphylococcus
aureus ne provoque généralement pas d'infection sur une peau saine, mais si ces bactéries
pénetrent dans les tissus internes ou le sang, elles peuvent provoquer diverses infections
potentiellement graves. Cet événement décrit I'évaluation et le traitement des infections a
staphylocoques et souligne le role des équipes interprofessionnelles dans le traitement des
patients atteints de ces maladies.

.
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Figure 111.16 : Staphylococcus aureus

I11.1.2.3.2 . Habitat

Leurs habitats naturels sont les humains et les animaux. lls font partie de la flore cutanée
naturelle et colonisent [46] surtout la muqueuse externe. Cependant, ces bactéries sont
souvent présentes dans l'environnement (eau non traitée, sol, objets contaminés). Le
traitement pour éradiquer l'infection est difficile car de nombreuses souches sont resistantes a
de multiples médicaments. En fonction du service hospitalier, ceux-ci représentent 20 a 50 %
de la charge

111. 1.2.3.3. les symptomes des infections a S. aureus

S. aureus est I'une des infections bactériennes les plus courantes chez I'nomme et est I'agent
causal de multiples infections humaines, y compris la bactériémie, I'endocardite infectieuse,
les infections de la peau et des tissus mous (p. ex., impétigo, folliculite, furoncles, anthrax,
cellulite, et autres), ostéomyelite, arthrite septique, infections de prothéses, infections
pulmonaires (p. ex., pneumonie et empyéme), gastro-entérite, méningite, syndrome de choc
toxique et infections des voies urinaires [47] . Selon les souches impliquées et le site
d'infection, ces bactéries peuvent provoquer des infections invasives et/ou des maladies a
médiation par des toxines [47-48] .

I11.1.2.3.4. Traitement

Le traitement de l'infection a S. aureus dépend largement du type d'infection et de la présence
ou de lI'absence de souches résistantes. Lorsque le traitement antimicrobien est nécessaire, la
durée et le type de traitement dépendent en grande partie du type d'infection et d'autres
facteurs . En genéral, la pénicilline demeure le médicament de choix lorsque les isolats sont
sensibles (les souches de S. aureus sont sensibles au SARM ou a la méthicilline), et la
vancomycine demeure le médicament de choix lorsque les souches de SARM sont sensibles .
Dans certains cas, une thérapie alternative est nécessaire pour compléter la thérapie
antimicrobienne . Par exemple, le remplacement liquidien est souvent nécessaire en cas de
maladie induite par une toxine et I'élimination de corps étrangers en cas d'endocardite
artificielle ou d'infection liée a un cathéter. L'infection par le SARM est un pathogéne grave

&
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tant & I'nbpital que dans la communauté, car de nombreuses souches du SARM sont
résistantes a de multiples antibiotiques

Le traitement dépend du type d'infection causée par la bactérie. Lorsque des antibiotiques sont
prescrits, ils sont choisis sur la base de tests de laboratoire sur des bactéries et peuvent affecter
plus d'un type.

Staphylococcus aureus est trés adaptable et de nombreuses espéces ont développé une
résistance a un ou plusieurs antibiotiques. L'apparition de souches de Staphylococcus
résistantes aux antibiotiques, communément appelées souches de Staphylococcus aureus
résistantes a la méthicilline (SARM), a entrainé [lutilisation d'antibiotiques par voie
intraveineuse qui peuvent avoir des effets secondaires supplémentaires

I11. 1.2.4. Bacillus subtilis
111 .1.2.4.1.Définition

Bacillus subtilis est une bactérie & Gram positif [49] .1l s’agit d’un micro-organisme aérobie
en forme de béatonnet qui peut se propager dans des environnements extrémement froids,
chauds et méme désinfectés. Il est transféré dans le tractus gastro-intestinal des animaux et
des humains via le sol [50]. Bacillus subtilis est une bactérie thermophile, Cette bactérie
forme des spores. Bacillus subtilis s’adapte a de nombreux environnements terrestres et
aquatiques et produit des endospores trés résistantes en conditions de stress. Cette bactérie se
retrouve en abondance dans la rhizosphére de nombreuses plantes [51].

Figure 111.17 : Bacillus subtilis sporulants

I11. 1.2.4.2. Habitat

Bacillus subtilis se trouve dans le sol et le tractus gastro-intestinal des ruminants et des
humains [52]

.
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Bacillus subtilis se trouve couramment dans le sol mais peut également étre cultivé dans un

laboratoire de microbiologie [53]

I11. 1.2.4.3.Forme de Bacillus subtilis

Comme la plupart des membres du genre Bacillus , la forme de Bacillus subtilis ressemble a
une tige cylindrique. Les bactéries en forme de béatonnet sont également appelées
bacilliformes et se présentent soit seules, soit en groupe. L' observation de Bacillus subtilis au
microscope a des cellules végétatives apparaissant en rouge tandis que les endospores
apparaissent en vert. De plus, les colonies de Bacillus subtilis peuvent apparaitre sous forme

d'anneaux concentriques de type volcanique, de cratére ou de branches déchiquetées [54] .
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I11. 1.2.4.4. infection

e B.subtilis est généralement considéré comme non pathogéne.

e |l a été impliqué dans une intoxication alimentaire causée par des produits de boulangerie
de qualité inférieure, entre autres .

e B.subtilis : intoxication alimentaire, généralement suivie de diarrhée.

e Les spores de B. subtilis peuvent survivre a la chaleur appliquée pendant la cuisson [53] .
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I11.2. Activité antifongique

I11. 2.1.Définition

Les antifongiques ou antifungiques , appelés fongicides , sont des médicaments possédant la
capacité de traiter les mycoses, c’est-a-dire les infections par des champignons
microscopiques[55] .Les antifongiques sont largement utilisés en agriculture pour lutter
contre les champignons des végétaux sous la forme de sulfate de cuivre, etc. Chez ’homme
I’iode est souvent employé comme antifongique pour lutter ou prévenir les candidoses
cutanées[56]. étant donné que les champignons ont des utilisations bénéfiques pour I’homme
(levure de pain , champignons de fermentation des formages , des vins , de la biére , entre
autres exemples ). ils font partie du collectif des étres vivants pouvant causer des maladies
chez I’étre humain . La connaissance et 1’utilisation des antifongiques sont d’un importance

vitale pour le traitement de nombreuses maladies [57].

111 .2.2.Les souche fongiques

111. 2.2.1.Aspergillus Niger

111 .2.2.1.1.Deéfinition

Aspergillus niger est un champignon et une des especes trés communes du genre Aspergillus
[58] . Il apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits et légumes. Il se
trouve dans les sols mais aussi en intérieur ou il est possible de le confondre
avec Stachybotrys spp.

Certaines souches de A. niger pourraient produire des ochratoxines Aspergillus [59]

Aspergillus niger est utilisé dans l'industrie pour la production d’acide citrique et d’acide
gluconique [60].

Figure 111.18 : Image en microscopie optique d'A. niger, grossie 100fois
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111.2.2.1.2.Habitat

Habitat d'Aspergillus niger Aspergillus niger est trés thermotolérant, il peut donc prospérer a
des températures extrémes, y compris des conditions extrémement basses et extrémement
élevées. Couplé a sa forme de reproduction asexuée qui le fait pousser dans n'importe quel
type d'environnement lorsque les conditions sont favorables, il est donc également

opportuniste [61] .

111.2.2.1.3. Pathogénicité

Aspergillus Niger provoque la maladie de la moisissure noire chez les oignons et certaines
plantes ornementales. L'infection des plantules de I'oignon par A. Niger peut provoquer une
maladie post-récolte courante chez les oignons. Cependant, les conidies noires sont observables
entre les écailles du bulbe. Le champignon provoque également la maladie dans les arachides et
les raisins.

111.2.2.1.4. Maladie chez les humains et les animaux

L'aspergillus niger est moins susceptible de causer une maladie humaine que certaines autres
especes d'aspergillus. Dans de trés rares cas, les humains tombent malades, cela se produit a
cause d'une maladie pulmonaire grave qui est l'aspergillus et qui peut survenir [58] .

111.2.2.2. Aspergillus flavus

111.2.2.2.1. Définition

Aspergillus flavus est une espéce de champignon ascomycete. Cette moisissure est trés
répandue cosmopolite (sol, matiéres organiques en décomposition, graines d'oléagineux,
céréales). Elle est particulierement abondante sur les arachides et ses dérivés, on la retrouve
également dans les régions tropicales sur les niébés (haricots du Sénégal) et le riz [62].

Il la deuxiéme cause d’Aspergillus la plus commune chez I’homme aprés Aspergillus fumigatus
[63].

Figure 111.19: Aspergillus fungus, illustration — Illustrations

=
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Figure 111. 20 : Mildiou culture sur plaque scéne de laboratoire Gélose - Photos

111.2.2.2.2. Habitat d’ Aspergillus flavus

Espéece cosmopolite, A. flavus peut coloniser de nombreux substrats.
C'est une espéece a prédominance tropicale et subtropicale, fréquemment rencontrée dans le
sol, les produits végétaux en decomposition, les fourrages, les grains et semences en stockage,
les épices, parfois les fruits secs (figues),les aliments pour animaux, les dérivés de céréales,
etc...[64].

111.2.2.2.3.Pathogenese d’Aspergillus flavus

Dans le passé, les especes d'Aspergillus sont devenues de plus en plus importantes parce que
les personnes immunodéprimées sont trés sensibles a l'infection par ces champignons. En
général, A. Flavus se produit comme saprophyte dans les sols du monde entier et provoque
des maladies animales et humaines soit par la consommation d‘aliments contaminés
(provoquant I'aflatoxicose et/ou le cancer du foie) ou par la croissance invasive (provoquant
I'aspergillose). En outre, A. Flavus est également un allergene provoquant une aspergillose
bronchopulmonaire allergique. Des études ont montré que la plupart des infections humaines
surviennent par inhalation de spores fongiques. Des agriculteurs infectés par des spores
provenant d'aliments et daliments contaminés ont également été signalés. De plus, des
réactions allergiques se développent aprés une exposition répétée a des spores fongiques,
entrainant un asthme, une alvéolite extrinséque ou une aspergillose bronchopulmonaire
allergique .

111.2.2.2.4. Le cycle de vie d’Aspergillus flavus

* Aspergillus flavus vit dans le sol tout I'hiver, apparaissant sous forme de propagules sur des
matiéeres en decomposition telles que le mycélium ou une masse épaisse et dure de mycélium
appelée sclérotes.

* Les sclérotes germent pour produire des hyphes et des spores asexuées appelées conidies,

* Les conidies sont propagées dans l'air et I'environnement par les insectes (punaises de lit) et
la pollinisation de type vent.

* Lorsque les conidies atterrissent sur les céréales et les Iégumineuses, elles infectent les
grains de mais a travers les soies de mais.
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* Ils se développent en produisant des conidiophores et des conidies a partir de surfaces
durcies.

« Certaines conidies peuvent se déposer a la surface des feuilles nourries par les insectes,
provoquant des dégats foliaires, c'est ce qu'on appelle I'inoculation secondaire.

J Bien que certaines spores puissent se diffuser dans le sol par 1’eau de pluie et ensuite
infecter les plantes succulentes telles que les arachides et les graines de coton .

111.2.2.2.5. Prévention et controle
* Si vous étes allergique aux champignons, évitez tout contact avec les spores fongiques.
* Traitement prophylactique avec amphotéricine B et itraconazole pour prévenir l'infection
a A. flavus

* Enlever les matériaux formant des moisissures et les aliments exposé€s aux mycotoxines
avant l'ingestion

111.2.2.3.Penicillium chrysogenum

111.2.2.3.1. Deéfinition

Les Penicilium chrysogenum des champignons filamenteux , de type moisissure .

Le conidiophore ramifié¢ possede une forme ressemblant a celle d’un pinceau . Les conidies
sont disposées en longues chaines . Le thalle est vert/ blanc [65].

considéré également comme Penicillium chrysogenum de moisissure courante dans les
environnements intérieurs, comme la poussiere, l'air intérieur et les matériaux de construction
humides [66 -67-68].

Figure 111.21 : Images, Penicillium Figure 111.22 : Penicillium chrysogenum

chrysogenum .
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111.2.2.3.2. Habitat de Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum est un espéce tres commune dans les sols , sur les matiéres
organiques et les denrées alimentaires . Cette espece peut provoquer la détérioration des
textiles , papiers et des produits alimentaires [69]

e On letrouve a l'intérieur, dans des zones humides, déversées ou ayant déversé de I'eau.

o Il est également tres commun dans les régions tempérées et subtropicales.

e On le trouve dans les sols humides et la végeétation forestiére dégradée.

e |l est saprophyte et peut donc également se développer dans la matiére morte en
décomposition.

o Il pousse également dans les aliments stockes et les matériaux de construction humides, il
s'agit donc genéralement d'un champignon d'intérieur.

e On peut également le trouver sur les abeilles découpeuses de la luzerne et sur la glace
sous-glaciaire se nourrissant des plates-formes de glace basales riches en sédiments.

o Il peut également étre trouveé sur les fruits causant la pourriture[70]

111.2.2.3.3. Cycle de vie de Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum se reproduit de maniére asexuée en produisant des spores

asexuées appelées conidies.

o Les spores des conidies sont libérées par le vent, I'eau ou les animaux.

« llIs atterrissent ensuite sur une plate-forme avec les bonnes conditions de croissance et de
nutriments, ils commencent a germer.

o Lorsde la germination, ils forment des filaments mycéliens appelés hyphes.

« A partir des hyphes, des tubes conidiophores sont formés avec une vésicule bombée a
I'extrémité supérieure.

o Des vésicules, les stérigmates primaires proviennent également connus sous le nom de
phialides.

e Les phialides forment les spores des conidies [70]

111.2.2.3.4. Pathogenése de Penicillium chrysogenum

e Penicillium chrysogenum provoque des maladies en de rares occasions et dont, s'il
provoque une infection, il est opportuniste chez les personnes dont le systéeme
immunitaire est severement affaibli, comme les patients atteints du VIH/SIDA.

o Il a un effet pathogéne tres faible et, par conséquent, son identification et sa détection
dans l'infection sont trés faibles. Les symptomes de ses infections comprennent:

e Infection pulmonaire, c'est-a-dire pneumonie, granulomes localisés, boules de
champignons et infection systémique.

« Endophtalmie systémique, une inflammation de la cavité oculaire.

e Induisant des allergénes et de I'asthme, en activant I'histamine sur la muqueuse
épithéliale des poumons, ce qui provoque des symptdmes asthmatiques.
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I11.2.2.3.5. traitement de I’infection a Penicillium chrysogenum

o Le traitement consiste en I'ablation chirurgicale des foyers d'infection
« Ultilisation d'antifongiques oraux tels que I'amphotéricine B et l'itraconazole.
o Pour I'endophtalmie systémique, utilisation d'amphotéricine B topique ou d'itraconazole

[70] .

111.2.2.4. Fusarium monilifrome

111.2.2.4.1. Définition

Fusarium moniliforme est I'un des champignons les plus répandus associés aux échantillons
alimentaires humains et animaux de base tels que le mais [71]. Ce champignon est suspecté
d'étre impliqué dans des maladies humaines et animales depuis sa description originale [72].

Les grains pourris sont répartis de facon plus aléatoire sur 1’épi, seuls ou par ilot de grains
(pas de zone privilégiée). lls présentent une couleur blanc argenté, rose pale, orange saumon,

ou brun clair [73].

Figure 111.23: Fusarium moniliforme

=
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Figure 111.24 : Fusarium moniliforme , mold that produces Fusarium ,seen on scanning
electron microscopy.

111.2.2.4.2. Habitat :

Commun dans les régions tropicales et subtropicales, plus rare dans les zones tempérées (sauf
Sous serre ou sur mais). Parasite important de plusieurs graminées cultivées, et d'un tres grand
nombre de plantes Monocotylédones ou Dicotylédones [74] .

111.2.2.4.3. Pathogenése de Fusarium moniliforme

e F. moniliforme provoque la pourriture de l'oreille rose du mais et est associée a la
contamination post-récolte de nombreux aliments de base différents [75] .

e Le fusarium moniliforme est considéré comme l'un des plus importants agents pathoge
nes fongiques du mais et peut causer la bralure des semis, la pourriture des tiges et des
oreilles.

Dans les expériences en chambre de croissance aprés I'inoculation des graines, tous les isolats
ont causé la mort des semis de mais avant et apres la levée. Le poids sec des semis infectés éta
it nettement plus faible que celui des semis témoins non inoculés.Les isolats de F. moniliform
e variaient quant a la gravité de la maladie des semis
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IVV.1. Introduction

Méthoxyaniline se trouve sous d'autre nom méthoxybenzeneamine ou aminoanisole . est un
composé organique de formule CH3OCgHsNH, . Solide blanc et marron , les échantillons
commerciaux peuvent apparaitre gris-brun en raison de I'oxydation a I'air. C'est I'un des trois
isoméres de l'anisidine, des anilines contenant du méthoxy. Il est préparé par réduction du 4-
nitroanisole. Dans notre travail nous avons synthétise , le composé 1,3,5-tri(p-
methoxylphényl)-1,3,5-triazacyclohexane contenant les groupements méthoxy et le (C=N) qui

sont considérés généralement comme des élément actifs dans I'activité biologique .
V.2. Les techniques utilisées :

V. 2. 1. Agitation

L'agitation du milieu réactionnel permet d'accélérer I'homogénéisation, une agitation est
nécessaire pour plupart des manipulations.

L'agitation magnétique est de loin la plus pratique (par rapport a I'agitation mecanique),elle

est facile & mettre ceuvre et d'adapter a toutes sortes de récipients) [76] (Figure 11. 24).

| 13— Burette
graduée

— Bécher

— Solution a titrer

| — Agitateur
magnétique

Figure V. 25 : Montage de I'agitation

V.2.2. La filtration
La filtration et I’essorage consistent a séparer les phases liquide et solide d’un mélange

hétérogéne. Ces techniques reposent sur le méme principe physique et ne différent que par la

*
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nature de la phase d’intérét [77].

Filtre papier plissé
Entonnair ¢n verre

Anneau métallique

Moix mécanique

Figure V.26 : Montage de filtration
V.2.3 Recristallisation
V.2.3.1. Principe

La recristallisation est une technique de purification des solides qui repose sur la

différence de solubilité, dans le solvant choisi, entre le composé a purifier et les impuretés a
chaud et a froid. La purification est d’autant plus aisée que le taux initial d’impuretés est
faible .La solubilisation du solide est réalisée a chaud (la solubilité d’un solvant augmente
généralement avec la température), dans un minimum de solvant afin d’obtenir, a chaud, une

solution saturée en composé a purifier[78].

V.2.3.2. Opérations de recristallisation

Les différentes étapes sont:

1. la solubilisation & chaud dans un minimum de solvant

2. la filtration & chaud pour éliminer les impuretés insolubles a chaud

3. la recristallisation par refroidissement de la solution

4. la filtration a froid pour éliminer les impuretés solubles a froid

En pratique, le composé a purifié est placé dans un ballon avec le minimum de solvant. Le
montage est complété avec un réfrigérant a boule, un chauffe-ballon et un élévateur (montage
a reflux) . Le solvant est porté a ébullition. Lorsque la totalité de la substance est solubilisé,
on effectue la filtration a chaud dans un bécher. Il est parfois nécessaire de chauffer

I'entonnoir pour éviter que le produit cristallise dans I'entonnoir. On refroidit ensuite le bécher

&
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pour faire cristalliser le composé. Ce dernier est ensuite filtré une derniére fois a froid puis

séche. La recristallisation est généralement suivi d'un calcul de rendement[79].

V.2.3.3. Choix du solvant
Le solvant et le composé a recristalliser doivent avoir des propriétés physicochimiques

voisines (polarités voisines), dans le choix du solvant, les exigences suivantes sont prises

en compte :

Le solvant ne réagit pas chimiquement avec le solide a purifier.

La solubilité du solide a purifier est élevée dans le solvant chaud et faible dans le
solvant froid ; une solubilité cing fois plus grande dans le solvant chaud est
généralement acceptable.

Les impuretés organiques sont solubles dans le solvant froid ; elles restent alors en
solution au moment de la recristallisation.

La température d’ébullition du solvant est assez nettement inférieure a la température
de fusion du solide a purifier ; autrement, une phase huileuse risque de se former.

Le solvant est le moins toxique et le moins inflammable possible [78].

V. 2. 4. Point de Fusion

V. 2. 4.1. Définition

C’est la température a laquelle une substance passe de 1’état solide a 1’¢état liquide sous

une pression atmosphérique. Cette valeur, notée Tf est caractéristique d’un composé et permet

d’en vérifier sa pureté, la présence d’impuretés dans le composé entrainant une diminution de

la température de fusion [80].

V. 2.4.2. Principe

On pose I'espéce solide, dont on veut connaitre la température de fusion, dans un petit

tube. Lorsque le solide fond, on lit la température de fusion Tf [80].

&
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Figure V.27: Appareille de point de fusion.
V.3. Syntheése du 1,3,5-tri(p-methoxylphényl)-1,3,5-triazacyclohexane

Une solution aqueuse de formaldéhyde dans I'eau (37%, 2 ml, 26 mmol) est ajoutée a une
solution (2.46 g, 20 mmol) d’0-anisidine dans 10 ml d’éthanol. La réaction est agité pendant
24 h, un précipité marron et blanc s’est formé, celui-ci est ensuite filtré, lavé avec 1’éthanol

froid et séché sous vide en donnant le (p-MeOPh); TAC.

Me O

NH,

9 + 3H2C0 (NW + 3H,0

M M
b i
OMe
el OMe

Schéma V.3 : Syntheése du 1,3,5-tri(p-méthoxylphényl)-1,3,5-triazacyclohexane .

Analyse :

La masse: 2.54 g

Formule brute: C4H27N303
Masse molaire: 405.49 g/mol
Point de fusion: 106 °C

E
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Figure V.28 : L’ajout du formaldéhyde au mélange

Figure V.29 :Filtration




Résultats et discussion
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IV.1. Mécanisme réactionnel général de la synthése de I, 3,5-tri (substitués)-1,3,5-
Triazacyclohexanes

Geénéralement la synthése de I, 3,5-tri (substitués)-l, 3,5triazacyclohexanes a base d'amine
aromatiques primaires procéde en trois étapes.

- Le mécanisme de la réaction fait intervenir l'attaque d'espéces nucléophiles sur la
double liaison carbone-oxygéne du formaldéhyde suivi par une déshydratation en formant un
imine qui se trimérise en 1, 3,5 triazacyclohexane .

- Le mécanisme d'une condensation simple, celle des aldéhydes et des amines conduits
aux imines.

- La protonation de I'atome d'oxygéne de l'aldéhyde active cette derniere vis-a-vis d'une
attaque nucléophile par une amine. La perte du proton permet de produire l'intermédiaire
neutre (hémiaminal). Une seconde protonation, une fois encore sur I'atome d'oxygene, donne
I'intermédiaire chargé positivement, qui, par perte d'une molécule d'eau et d'un proton, fournit
I’imine [81].
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IV.2. Analyse spectroscopie IR:
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Figure 1VV.30 : spectre IR du composé 1,3,5-(p-MeOPh );TAC

En spectroscopie IR, les spectre représente I'absorbance (a) en fonction de nombre d'onde (o)

. Il présente les bandes d'absorption suivantes :

a 3034 3066 cm-1 : une bande fine de moyenne intensité, qui correspondant aux
vibration d'élongation (C-H) aromatique .

a 1510 cm-1 : une bande fine variable intensité, qui correspondant aux vibration
d'élongation (C=C) .

a 1157_1246 cm™: une bande attribuée au mode de déformation dans le plans de la
liaison (C-H) aromatique .

a4 823 cm™ : une bande fine forte intensité , qui correspondant déformation hors du
plan y(C-H)ar .

a 2926 2804 cm™ : une bande d'élongations asymétriques et symétriques dues au

groupement méthyle . De plus, le mode de balancement (rocking) caracteristique
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aux (C-H) du méthyle apparait sous forme d'une bande d'absorption intense vers
1148 cm ™. En outre, la fréquence mesurée & 1033 cm ™ revient au mode de vibration
d'élongation des liaisons (C-O).

e Le spectre exhibe un pic caractéristique a I'élongation de la fonction (CN ph-N-ph)

vers 1246 cm™.

IV . 3. Caractérisation par spectroscopie RMN *H :

Figure IV . 31 : Spectre RMN *H du composé 1,3,5-(p-MeOPh )sTAC

L'analyse par RMN* H de ce composé :

v Les hydrogénes de cycle triazacyclohexane (6H . Ar-N-CH2-N-Ar ) apparaissent
entre 4,69 ppm .

v Les hydrogénes de cycle aryle (6H-Ar) apparaissent entre 6,79 7,02 ppm

v" Les hydrogénes de groupe alkyles (O-CH3) apparaissent entre 3,74 ppm

v

E
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IV.4.L'analyse par RMN'3C et DEPT

Figure 1V.32 : Spectre RMN C* du composé 1,3,5-(p-MeOPh) sTAC

L'analyse par RMN 13 C de composé donnée :

e Un signal a 55,5 ppm, correspondant au CHj3 caractéristique d'un carbone lié a un
atome d'oxygene

e Des carbone situé a 120,0 ppm correspondant aux carbones caractéristique du cycle
phényle substitué en position para.

e Un carbone situé a 70.0 ppm correspondant au carbone CH, caractéristique du cycle
1,3,5-triazacyclohexane .

e Un carbone quaternaire situé a 141,0 ppm négatif en DEPT, correspondant au carbone
du cycle phényle lié a un atome d'azote.

e Un carbone quaternaire situé a 150.0 ppm, négatif en DEPT, correspondant au carbone

du cycle phényle lié a un atome d'oxygeéne.




Chapitre Il Partie 11 Partie expérimental

Figure 1V.33 : Spectre Dept du composé (p-MeOPh);TAC

IV .5. Etude de I'activité antibactérienne :

Nous avons soumis notre composeé synthétisée a une évaluation de I'activité antimicrobienne ,
vis-a-vis d'une variété de micro-organismes : une bactérie a Gram négatif Escherichia Coli ,
Salmonella typhi et Bacillus subtilis , une bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus et
des champignons : Aspergillus Niger , Aspergillus flavus , Pencillium chrysogenum et

Fusirium monelifrome .
IV .5.1. Test d*évaluation antibactérienne :
IV .5.1.1. Préparation des suspensions de micro-organismes et ensemencement :

Les suspensions microbiennes , préparées a partir de bouillons denrichissement des
différentes souches d'espéces sélectionnées , sont repiquées par la méthode des stries dans des
boites de pétri contenant de milieu Mueller-Hinton-Agar (MHA) , puis incubées a 37°C
pendant 24h . Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées et transférées
dans l'eau physiologique dont la turbidité est ajustée a 0,5 McFarland (densitométre) qui
correspond & une densité microbienne de I'ordre de 10° cellules/ml . Un prélévement & partir
de cet inoculum (400uL) sert a ensemencer de nouvelle boites de pétri (de diamétre 9 cm ) ,

contenant 18 ml du milieu de MHA. .
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IV .5.1.2. Méthode des cylindres d'agar :

Nous avons utilisé dans notre étude des cylindres d'agar d'environ 6 mm de diamétre . Les
cylindre une fois stérilisés dans l'autoclave pendant 20 minutes & 120°C , sont chargés de
10uL de composés solubilisés dans le DMSO ( déja dilué dans I'éthanol de telle maniére a
obtenir des concentrations finales allant de 200,300,400,500 mg /ml) a l'aide de I'extrémité
plate d'une pipette pasteur stérile , puis ils sont placés a la surface de ces boites préalablement
ensemencée avec la suspension bactérienne . Les cylindres de contrdle négatif sont imprégnés
de DMSO . Les boites de pétri sont incubées a 37°C , pendant 24h le DMSO est utilisé

comme standard négatif .
IV.5.1.3.Lecture :

Apres incubation , la présence de zone d'inhibition est observée autour des disques produisant
des antibactériens actifs contre la souche testée . Le diametre d'inhibition est mesuré en
millimétre , moyennant une regle graduée .Plus cette zone est grande , plus l'activité

antibactérienne est importante .
IV.5.2. Test d'évaluation antifongique :

La dilution du produit a étudier a été effectuée de la méme maniére que précédemment avec
les concentrations 100,200,300,400 mg /ml . Chaque concentration est mélangée avec 20 ml
du milieu nutritif Czapeck Dox liquide avant solidification . Ensuite , le mélange est réparti
dans des boites de pétrie stériles , chaque boite sera contaminée par un disque de champignon
de 6 mm de diametre . L'incubation des boites est faite a I'obscurité de 28 a 30°C pendant 3

jours .

Notre critére d'activité est la présence ou I'absence du développement du champignon par le

calcul de son diamétre .

La CMI : concentration minimale inhibitrice étant la plus petite concentration d'antibiotique
qui inhibe toute culture visible d'une souche bactérienne apres 18 heures d'incubation a 37°C

cette valeur caractérise I'effet bactériostatique d'un antibiotique .

La CMB : la plus faible concentration en agent capable d'entrainer la mort d'au moins

99,99% des bactéries d'un inoculum (<0,01 % de survivants )

1V.6. Résultats des deux tests

-
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1V .6.1. Résultats du test antibactérien :

Les résultats de l'activité antibactérienne vis-a-vis des souches bactériennes testés sont

reportés dans la (Tab .111.4) .

Tab . IV.4 : Activité antibactérienne du compose

Compose Escherichia Coli | Salmonella Staphylococcus | Bacillus subtilis
typhi Areus

triazacyclohexane | 10 9 13 11

Penicillin 18 25 40 17

DMSO - - - -

- . activité négative

Ces résultats nous révelent que le produit TAC , n'a manifesté qu'une faible activité

antibactérienne sur les quatre souches sélectionnés .

IV.6.2. Résultats du test antifongique :

L'ensemble des résultats de cette étude sont présentés dans le tableau suivant :

Tab. IV.5 : Les résultats de I'effet du produit TAC sur les souches fongiques testées .

Compose Aspergillus Aspergillus Pencillium Fusirium
Niger flavus chrysogenum moneliforme

TAC + + + +

Greseofulvin - - - -

Control + + + +

(+) : pas d'inhibition ,

(-) : présence d'inhibition .

Nos résultats indiquent que le composé TAC est inactif contre tous les souches fongiques .

<
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Conclusion générale

Au cours de ce travail nous avons obtenu le compose 1,3,5-tri(p-MeOPh)-1,3,5-
triazacyclohexane . Nous avons aussi caractérise les différentes raies de vibration du spectre

infrarouge (IR) et résonance magnétique nucléaire .

Au vu I’évaluation biologique nous avons fait ressortir que le (p-MeOPh );TAC a
montré qu’il a une faible activité contre certaines bactéries , en plus d’étre inactif contre

toutes les souches fongiques .

=
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Résumé

Résumé :

les triazacyclohexanes font I’objet de plusieurs étude structurales et ils peuvent jouer un
role tres important en chimie minérale.

Le but de notre travail est la synthese des composes de type 1, 3,5-tri(substitues)- 1,3,5
triazacyclohexanes a partir de la réaction de condensation simple entre ces amine primaire et
le formaldéhyde (CH-O) . Dans des conditions bien définies.

Les structures des composés synthétises ont élucidées par la spectroscopie infrarouge
IR, RMN 'H ; RMN *3C, et le point de fusion.

Ainsi que I’étude de leur activité biologique sur deux activité : antibactérienne ,

antifongique.

Mots-clés :

triazacyclohexane , hétérocycle , amines primaire , spectroscopie IF , RMN *H ; **C , activité

biologique , antibactérienne , antifongique .

Abstract:

triazacyclohexanes are the subject of several structural studies and can play a very

important role in mineral chemistry.

The aim of our work is the synthesis of compounds of type 1, 3,5-tri(substituted)-1,3,5-
triazacyclohexanes from the simple condensation reaction between these primary amines and
formaldehyde (CH20). Under well-defined conditions.

The structures of the synthesized compounds are elucidated by IR infrared
spectroscopy, 1H NMR.; 13C NMR. and melting point.

As well as the study of their biological activity on two activities: antibacterial,

antifungal.

Keywords:

triazacyclohexane , heterocycle , primary amines , IF spectroscopy , 1H NMR.; 13C ,

biological activity , antibacterial , antifungal .
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