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Introduction générale

D’apreés la littérature I'histoire de la chimie hétérocyclique a commencé lorsque Brugnatelli
a isolé I'alloxane a partir de I'acide urique en 1818 [1].

Les composés hétérocycliques constituent une branche fondamentale de la chimie organique
qui trouve ses racines dans la synthese organique et la chimie médicinale [2]. Les composés
hétérocycliques sont des molécules organiques cycliques qui incorporent au moins un
hétéroatome ; les hétéroatomes les plus courants sont I'azote, I'oxygene et le soufre, les anneaux

hétérocycliques contenant d'autres hétéroatomes sont également trés répandus [2, 4].

Les hétérocycles sont essentiels a de nombreuses disciplines scientifiques, notamment la
chimie médicinale, la biochimie, 1’agrochimie, et aussi comme inhibiteurs de corrosion [5-6].
Les composés hétérocycliques constituent la catégorie prédominante des médicaments
pharmaceutiques. Il existe de nombreuses molécules hétérocycliques qui ont des applications
dans de nombreuses maladies courantes telles que anticonvulsivant, antiallergique, et
anticancéreux, anti-Alzheimer etc [7-10]. Présentant une large gamme d'activités biologiques,

notamment des propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, etc [11-13].

Aujourd'hui, le nombre de composeés hétérocycliques ne cesse d'augmenter, grace au
développement de la recherche synthétique et a l'intérét croissant pour leurs diverses
applications dans la synthése chimique, ce qui ouvre des perspectives prometteuses pour la

découverte de nouveaux composés dotés d'une efficacité distinctive.

L’acide déhydroacétique (3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one) avec la formule
moléculaire CgHgOs commercialement abrégée comme DHA est 1'un des composés
hétérocycliques importants contenant de 1’oxygene. Le DHA est un composé important et
biologiquement actif, ¢c’est une substance trés populaire en chimie organique, posséde plusieurs
centres actifs qui en font un composé organique trés réactif et une molécule vulnérable aux
processus nucléophiles et électrophiles. Ce qui nous a motivés a travailler sur cet axe de

recherche.

Récemment, cet acide a été largement utilisé dans la synthése de nombreux composés actifs.
Les bases de Schiff dérivées de DHA se sont révélées tres efficaces dans les études catalytiques,
en particulier celles basées sur I'imitation de réactions biologiques spécifiques. En outre, leur

efficacité dans de nombreuses fonctions biologiques.
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La présente étude vise a synthétiser, purifier et caractériser de nouvelles molécules dérivées
de I'acide déhydroacétique. L'étape suivante consiste a tester la capacité des complexes formés
in situ a partir des molécules synthétisées a agir en tant que catalyseurs dans les réactions
d'oxydation du catéchol et a étudier leur potentiel et leur efficacité dans les activités
biologiques. Nous avons effectuée des tests in vitro pour étudier diverses activités biologiques,
en nous concentrant particuliérement sur l'activité anticancéreuse, en raison du nombre limité
d'études sur cette activité impliquant des composés dérivés d'acide déhydroacétique et plus

particulierement les bases de Schiff.
Le manuscrit de la thése comprend cing chapitres principaux :

Dans le premier chapitre, nous avons abordé les différentes généralités de 1’acide
déhydroacétique inclus les différentes voies de synthése, les sites actifs....etc. Nous avons
ensuite discuté des études antérieures sur les différentes bases de Schiff dérivées de l'acide

déhydroacétique, et de leurs diverses utilisations en particulier dans les activités biologiques.

Nous nous sommes concentrés dans le deuxieme chapitre sur la description de la synthése
de divers composés, leurs purifications et leurs parameétres physico-chimique, ensuite la
caractérisation utilisant plusieurs techniques d’analyse spectroscopiques et une étude

structurale d’un ligand par la diffraction des rayons X (DRX).

Le troisiéme chapitre basé sur 1’étude catalytique des complexes formés in situ par les
ligands synthetises et les sels métalliques de cuivre Cu(ll) dans la réaction d’oxydation de
catéchol en o-quinone, nous avons exposé les concepts liés a ’activité catécholase, le mode

opératoire et les résultats obtenus.

Le quatrieme chapitre présente 1’évaluation de I’activité biologique des molécules
synthétisées, ce chapitre est divisé en deux parties : le mode opératoire des activités biologiques
appliquées (activité antioxydante, activité antibactérienne, et activité anticancéreuse), puis

I’évaluation des discussions des résultats obtenus.

Le cinquieme chapitre regroupe I’ensemble des calculs théoriques effectués sur les
molécules étudiés, en premiére partie nous avons exposé les résultats de la DFT et I’analyse de
surface de Hirshfeld. La seconde partie se focalise sur les résultats de docking moléculaire de
deux ligands avec une protéine responsable de production des radicaux libres (NADPH-

oxydase).
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On termine notre modeste travail par une conclusion générale des résultats obtenus et les

perspectives.
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I.1 Introduction :

Les molécules hétérocycliques, en particulier celles qui contiennent de I'oxygéne, sont des
modeles stimulants pour un large éventail d'applications en chimie organique. Les hétérocycles
sont la plus grande classe de molécules organiques, par conséquent, plus de 70 % des
médicaments utilisés aujourd’hui contiennent un noyau hétérocyclique [1]. Il était donc trés
souhaitable de créer des procédés nouveaux et efficaces pour la synthese de molécules

hétérocycliques.

Dans cette recherche, nous rapportons la synthése de quelques nouveaux dérivés de bases de

Schiff avec la DHA, en condensant la DHA avec différentes amines primaires.

1.2 Généralités sur ’acide déhydroacétique :

L’acide dehydroacétique (3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one) avec la formule
moléculaire CgHgOs commercialement abrégée comme DHA, est 1'un des composés
hétérocycliques importants contenant de I’oxygeéne, il a été isolé de sources naturelles (Solandra
nitida) [2]. Le DHA est un composé important et biologiquement actif, ¢’est une substance trés
populaire en chimie organique. Il a quatre sites actifs, c’est une molécule vulnérable aux
processus nucléophiles et électrophiles.

1.2.1 Etude structurale de DHA:

La formule chimique CgHgO4 de I’acide déhydroacétique a plus de 180 isoméres, ce qui
peuvent étre cycliques ou linéaires [3, 4]. La structure du DHA ou du 3-acétyl-4-hydroxy-6-
méthyl-2H-pyran-2-one a longtemps été suggérée par de nombreux chercheurs, parmi les études
effectuées sur la structure de I’acide dehydroacétique (DHA) ; celles apportées par le chercheur
Feist [5] que I’acide dehydroacétique est un hétérocycle &-lactone acétylé Figure I-1. La
position privilégiée de I’hydrogéne sur le C(3) permet trois énolisations différentes. Les protons
présents dans les hydroxydes peuvent ioniser, conférant ainsi a ce composé une nature acide,

c’est pourquoi il est communément appelé acide.
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Figure I- 1: Structure de DHA proposé par Feist (1890).

Apreés cela, Forsen et Nilsson [6] ont constaté en se basant sur la spectroscopie infrarouge et
RMN, que I’acide déhydroacétique avait une structure pyranique qui est un cycle a 6 chainons

avec un atome d’oxygene en position 1.

Figure I- 2: la structure finale de DHA

Cette forme sous le nom de 3-acétyl-4-hydroxy-6-méthyl-2H-pyran-2-one, est le tautomére
le plus stable [7] car il possede le plus grand systeme conjugué étendu parmi tous les tautomeres
aussi il ne contient pas de doubles liaisons exocycliques, et il est connu que les doubles liaisons
endocycliques sont généralement plus stables que les doubles liaisons exocycliques dans les

cycles a six chainons [8,9].
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Figure I- 3: principales formes tautomeres d'acide déhydroacétique.

1.2.2 Synthése de I’acide déhydroacétique :

L acide déhydroacétique est synthétisé par diverses réactions, y compris la condensation de
deux molécules d’acétoacétate d’éthyle en présence d’agents de condensation tels que le
bicarbonate de sodium [10], le carbonate de potassium [11], I’oxyde d’argent, I’oxyde de
baryum et I'oxyde de magnésium [12] Schéma I-1(a). D’une autre maniére par dimérisation
de dicéténe en présence d’une petite quantité de catalyseur basique (amines tertiaires tels que
pyridine, triéthylamine) utilisant des hydrocarbures aromatique comme salvant tel que le
toluéne, le benzéne [13] ou par polymérisation de quatre molécules de cétene en présence de
catalyseurs acides comme ZnCl un acide de Lewis qui favorise I'électrophilie du carbonyle du
céténe, ce qui rend l'attaque nucléophile de I'oxygéne de la deuxieme molécule de céténe plus
facile, ou catalyseurs basiques comme 1’amine tertiaire (EtsN) ou du sel du chlorure de
triéthylammonium (EtsNH*CI") [14] Schéma I- 1(b).

Une autre méthode de synthése du DHA consiste a acyler le lactone d'acide triacétique a
l'aide d'acide acétique, d'anhydride acetique ou de chlorure d'acétyle en présence d'acide

sulfurique, de pyridine ou d'acétate de sodium [15, 3] Schéma I- 1(c).
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Schéma I- 1: les différentes voies de synthése de DHA (a)condensation de deux molécules
d’acétoacétate d’éthyle (b) dimérisation de dicéténe et polymeérisation de quatre molécules de

cétene (c)l'acylation de la lactone de I'acide triacétique.

1.2.3 Réactivité de DHA :

L'acide déhydroacétique possede divers centres de réactivité qui en fait un composé
organique tres réactif ; sa structure en Figure 1-4 montre la présence de 4 sites d’attaque
nucléophile en position C2 du carbonyle de la lactone, en position C7, sur le carbone du groupe
carbonyle C4 et sur le carbone avec une double liaison en position 6 [16]. Les carbones en
position C3 et C5 sont considérés comme des centres d’attaque électrophiles [17]. En général,
les attaques nucléophiles sur les carbones en position 2 et 6 entrainent I'ouverture du cycle,
suivie de multiples cyclisations, aboutissant a la formation de nouveaux systemes
hétérocycliques ou a la substitution des cycles benzéniques, contrairement aux centres C3 et

C5, la structure pyranique reste intacte lors de I'attaque électrophile [15, 3].
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Figure I- 4: sites actifs de DHA.
1.3 Les bases de Schiff :

Les bases de Schiff sont des composés organiques synthétisés pour la premiére fois par Hugo
Schiff en 1864 [18]. La caractéristique de ce genre de composé réside dans la présence d'un
groupe imine ou azométhine (-HC=N-), les ligands de base de Schiff sont préferés en raison de
leur facilité de préparation par condensation en une seule étape d'un aldéhyde ou cétone avec
une amine primaire. Les bases de Schiff sont des composés organiques fréquemment employé
comme pigments et colorants, catalyseurs, intermédiaires dans la synthése organique et
stabilisateurs de polymeres [19], elles ont aussi une grande variété d’activités biologiques y
compris l'activité antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antioxydante [20-24].

1.4 Quelques Bases de Schiff dérivées de DHA et leurs applications :

Les bases de Schiff produites a partir de I'acide déhydroacétique jouent un réle crucial en
raison de leurs diverses caractéristiques chimiques et biologiques, ce qui les rend bénéfiques
dans de nombreux domaines de la biologie, de la catalyse, de la science des matériaux et de la
chimie médicinale.

Leur affinité pour plusieurs métaux, leur diversité de structures et leurs propriétés biologiques
les rendent constamment intéressants dans la recherche scientifique et le développement
industriel.

H. Ullah et al [25] ont synthétisé trois ligands dérivé de I’acide dehydroacétique avec
diverses anilines substituées : [4-hydroxy-3-(1-(4-methoxyphenylimino)ethyl)-6methyl-2H-
pyran-2-one](HL1), [3-(1-(2,3 dichlorophenylimino)ethyl)- 4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-
one](HL2) et Syntheses de [3-(1-(2,3-dimethylphenylimino)ethyl)- 4-hydroxy-6-methyl-2H-
pyran-2-one](HL3) (Schéma 1-2). Ces composés possédent de bonnes activites
antibactériennes contre quatre souches bactériennes, deux bactéries a Gram positif :
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, et deux bactéries a Gram négatif : Escherichia coli

et Pseudomonas aureginosa.
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Schéma I- 2: Structures des ligands synthétisés a partir des dérivés de ’aniline.

Dans une autre étude, une séries de base de Schiff a été synthétisé par R. Nechak et al [26]

schéma I-3, les tests in vitro ont révélé que la plupart de ces composés posseédent des propriétés

antibactériennes et antifongiques contre cing microorganismes pathogenes connus pour

provoquer certaines infections chez I'nomme trois souches bactériennes (Staphylococcus

aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) et un champignon (Candida albicans)

tableau I-1.
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Schéma I- 3: Réactions de formation des ligands dérivés de thiosemicarbazones et 4-
thiazolidinones synthétisé par R. Nechak et al [26].

Tableau I- 1: Activité antimicrobienne des composés synthétises [26].

Bactéries Champignon
Composés Staphylococcus Staphylococcus  Escherichia  Pseudomonas Candida
Aureus 1 aureus 2 coli aeruginosa albicans

la activité bactéricide — 12 — 20
1b activité bactéricide — — 20 18
1c — — — 17 —
1d — — — 20 18
2a — — — — —
2b — — — — —
2C — — — — —
2d — — — — —
3a — 20 — — —
3b 17 — — — 14
3C activité bactéricide 28 13 25 —
3d 26 22 — 13 22
4a activité bactéricide — 14 15

4b activité bactéricide — — 10 12
4c activité bactéricide — 15 18 —
4d activité bactéricide — 10 — —
48 activité bactéricide — — 25 —
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aF | 15 — 14
4g | activité bactéricide — —
4h | activité bactéricide 10 —

Deux bases de Schiff dérivé de 3-chloroaniline (L1) et 3-amino phenol (L2) ont été
synthétisées et caractérisées par V. G. Mane et al [27], I’activité antifongique de ces composés

a été réalisée.

Cl OH

(L1) (L2)

Figure I- 5: Structures des bases de Schiff synthétisé par V. G. Mane et al.

Une autre application sur les bases de Schiff dérivées de DHA a été démontrée par D.
Vashisht et al [28], en développant un chimiosensor colorimétrique sélectif et sensible qui peut
détecter le Cu®* dans un milieu aqueux a faible concentration en produisant un changement de
couleur visible. Le but de cette étude est pour détecter les ions métalliques dans les aliments/eau
car la surconsommation de ces dernier ont de graves conséquences pour la santé, donc les

niveaux d’ions métalliques doivent étre surveillé.

|c|) ﬁ O§ NH\NHZ (|)|
Lo O
O OH
DHA Benzohydrazide Ligand

Schéma I- 4: Réaction de formation de ((E)-N-(1-(2-hydroxy-6-methyl-4-oxo0-4H-pyran-3-yl)
ethylidene benzohydrazide) [28].

Dans le méme axe de rechecherche A. Goel et all [29] ont également préparé et caractérisé
par FT-IR, RMN et spectroscopie de masse un nouveau ligand (HL) derive du 4-fluoroaniline
avec 3-acetyl-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-one schéma 1-5. Ce ligand est utilisé comme
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un chemiosensor pour la détection sélective de ’acide picrique ; un acide organique hautement
toxique il a un comportement explosif mais trés couramment utilisé en industrie. L'excés
d'utilisation de ce composé entraine une pollution aisée des eaux souterraines et du sol, qui

présente des risques considérables pour la sante.

NH,

F
DHA 4-fluoroaniline (HL)

Schéma |- 5: Réaction de formation de 3-[-1-(4-fluoro-phenylimino)-ethyl]-4-hydroxy-6-
methyl-pyran-2-one (HL) [29].

A. S. Munde et al [30] ont synthétisé un nouveau ligand asymétrique tétradenté O-Nz en
combinant 1’acide déhydroacétique, de la 4-méthyl-o-phénylénediamine et de 1’aldéhyde
salicylique Schéma I-6, le ligand est analysés a 1’aide de plusieurs méthodes d’analyse
spectrale, y compris 1’analyse €lémentaire, la conductométrie, la susceptibilité magnétique,
UV-Vis, Spectroscopie IR, RMN-H, analyse par diffraction des rayons X d’échantillons en
poudre et analyse thermique. Le ligand et leur complex ont fait I'objet d'une évaluation de leur
efficacité antibactérienne contre diverses souches bactériennes telle que E coli et

Staphylococcus aureus, ainsi que 1’activité fongicide contre Aspergillus niger et Trichoderma

viride.
H,C
0 H
NH N OH O —
2 || 0 / OH HO
NH OH
2 N CH, /
+ + | s> O —N N—
HsC 0 OH H,C
CH,

CH,

Schéma I- 6: Réaction de formation de 4-hydroxy-3-(1-{{2-[(2-hydroxybenzylidene)amino]-
4-methylphenyl}imino} ethyl)-6-methyl-2H-pyran-2-one [30].
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Dans le but d’explorer la chimie et le potentiel thérapeutique de divers dérivés de I’acide
déhydroacétique, R. Lakhia et all [31] ont synthétisé un nouveau ligand (4-hydroxy-6-methyl-
3-(1-(2-(2-nitrophenyl) hydrazineylidene) ethyl)-2H-pyran-2-one Figure 1-6. Le DHA et son
ligand base de Shiff ont été évalués pour leur inhibition enzymatique. Les résultats ont montré
que le dérivé hydrazone pouvait étre utilisé comme anti-inflammatoire prometteur, et bon
I’inhibiteur de cathepsine, trypsine, lipase, amylase. Les tests d’inhibition enzymatique ont
révélé que la nitrohydrazone a plus de propriétés thérapeutiques mieux que la molécule mere
DHA Tableau I-2.

O,N
OH Nl/NH
| ~ CHs
H,C o g

Figure I- 6: Structure de ligand (4-hydroxy-6-methyl-3-(1-(2-(2-nitrophenyl)
hydrazineylidene) ethyl)-2H-pyran-2-one.

Tableau I- 2: L’activité enzymatique de DHA et leur base de Schiff synthétisé.

% Inhibition a C=10 mM
DHA Ligand
BSA 104.31 151.79
Trypsin 42.27 52.78
Amylase 59.75 79.77
Lipase 51.14 63.89
CathpB 63.68 73.50
CathpH 55.19 65.38

Une étude menée par S. Boukerche et al [32] en utilisant des méthodes électrochimiques,
des techniques spectroscopiques et des calculs théoriques sur un composé de base de Schiff
dérivé de I’acide déhydroacétique et thiosemicarbazide, montre un rendement élevé de la base

de Schiff recemment synthétisée, en inhibant la corrosion de 1’acier doux XC38 dans 1 M HCI.
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Figure I- 7: Structure de base de Schiff synthétise par S. Boukerche et al.

En 2021 T. I. Kashar et al [33] ont développé et caractérisé un ligand dérivé de ’acide
dehydroacetique et 2-amino pyridine et ces complexes de métal de transition Schema 1-7, les
composés ont montré un arrangement d’activité antitumorale contre les cellules hépatiques
HEPG2 [Pd2(HL) Cls]>[Ru(L)Cl.. 2H20]. 3H.O>HL et contre les cellules mammaires MCF7
ont dans 1’ordre suivant HL>[Pd2(HL) Cls]>Ru(L)Cl2.2H20]. 3H.0. MCF7 HL>[Pd2(HL)
Clag]>[Ru(L)Cl2. 2H20]. 3H:0, en plus de posseder une activité antibactérienne contre toutes
les bactéries a Gram négatives (Pseudomonas aeruginosa et Sarcina SP) et positives (Bacillus

subtillis et Micrococcus lutes) et les champignons (Aspergillus niger et Candida albicans).
H - HL
| | . = § =
| 3 + /E:I - o | N N
HsC o o H2N N HC o o

DHA 2-amino pyridine

N\
"

RuCl,. 5H,0
i) i
Py
=
(@) XN N cl o) \N/ OH,
e N }:d }:’d/ | \1 Cl 3 HZO
HzC o Sar” N HsC X o—
cl | ™\
Cl H;O
[Pd;(HL) Cl,] [Ru(HL)CL,. 2H,0]. 3H,0

Schéma I- 7: Réaction de formation de ligand (HL) et ces complexes [Pd2(HL)Cl4] et
[Ru(HL)Cl2. 2H20]. 3H20 [33].
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En catalyse, les bases de Schiff dérivé de I’acide déhydroacétique sont largement utilisées
comme catalyseur dans le processus d’oxydation de catéchol conduisant a la formation de 1’0-
quinone connu sous le nom de I’activité Catecholase, son importance significative dans de
nombreux processus biologiques en fait un sujet de recherche pour plusieurs chercheurs
Tableau I-3.

Tableau |- 3: Les bases de Schiff dérivés de DHA utilisés en activité catecholase.

Composés Références

R
OH N/©/ [34]

R=H, CHgs, CI, OCH3, COOH,
NHz, OH

[35]

[36]
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Conclusion :

L’étude bibliographique qu’on a réalisée sur I’acide déhydroacétique (DHA) et leurs dérives
bases de Schiff en se basant sur les différentes methodes de synthése et les applications réalisés
sur les ligands, montre la diversité d’utilisation de ces derniers dans plusieurs domaines. Notre
étude est basé beaucoup plus sur les applications biologiques et d’aprés cette étude
bibliographiques on constate qu’il y a de nombreuses activités n’ont pas été testés par ce type
de molécules, cela nous a motivés a synthétisé nouveaux molécules bases de Schiff dérivé de
DHA et les caractérisés par les différentes méthodes spectroscopiques pour les testés ensuit
pour leur activité biologiques et catalytique.
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Chapitre 11 Syntheése et caractérisation des ligands

1.1

Introduction :

Comme nous l'avons expliqué précédemment, les bases de Schiff dérivées de DHA ont une

grande importance et sont largement employées dans divers domaines en tant que molécules

hétérocycliques. Ce chapitre est réparti en deux parties :

La premiére partie : abordera les divers protocoles de syntheése et les différentes méthodes

de caractérisation et d’identification structurales (FT-IR, UV-Vis, RMN *H et 3C) des ligands

synthétisés, a savoir :

v

4-hydroxy-3-[(1E)-N-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)ethanimidoyl]-6-methyl-2H-
pyran-2-one (L1)
3,3-((1E,1'E)-((oxybis(4,1-phenylene))bis(azanylylidene))bis(ethan-1-yl-1
ylidene))bis(4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-one) (L2)
3,3-((1E,1'E)-((methylenebis(4,1-phenylene))bis(azanylylidene))bis(ethan-1-yl-1-
ylidene))bis(4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-one) (L3)
4-hydroxy-6-methyl-3-[(1E)-N-(naphthalen-2-yl)ethanimidoyl]-2H-pyran-2-one (L4)
methyl 2-{[(1E)-1-(4-hydroxy-6-methyl-2-oxo-2H-pyran-3-yl)ethylidene]amino}-4,5-
dimethoxybenzoate (L5)
(E)-4-hydroxy-6-methyl-3-(1-((2-methylquinolin-4-yl)imino)ethyl)-2H-pyran-2-one
(L6)

(E)-3-(1-((4-(diethylamino) phenyl)imino)ethyl)-4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-one
(L7)

La deuxiéme partie, se déroule sur 1’étude structurale du ligand L2.
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Partie | : Caractérisation physico-chimique
1.2 Réactifs et Materials:
Dans cette étude, tous les réactifs chimiques et solvants ont été utilisés sans subir de

purification supplémentaire.

Le suivi et le contrdle de pureté des molécules synthétisées a été effectué par
chromatographie en couche mince (CCM), utilisant des plaques de gel de silice (60 F254) de
Merck (0,25 mm). Les points de fusion ont été établis a l'aide d'un banc Kofler. Les données
d'absorption électronique ont été obtenues a l'aide d'un spectrophotometre UV-1900I
(Shimadzu). Les spectres infrarouges ont été enregistrés a des longueurs d'onde de 400 a 4000
cm® sur un spectrométre Shimadzu IRSpirit-T a I'état solide. Les données de spectrométrie
RMN H et 3C ont été enregistrées sur un spectrométre Burker 400 MHz en utilisant CDCls

comme solvant.

1.3 Protocol générale de synthese des ligands dérivés de DHA :

Dans un balon de 50 ml, on fait régir a reflux un mélange équimolaire de DHA (10 mmol)
avec (10 mmol) des amines primaires suivant : 5-amino-2-methoxyphenol, 4,4'-oxydianiline,
4,4'-méthanediyldianiline, naphthalen-2-amine, methyl-2-amino-4,5-dimethoxybenzoate, N,N-
diethylbenzene-1,4-diamine, 4-Aminoquinaldine, dans 25 ml éthanol. La réaction a été suivie
par chromatographie sur couche mince (CCM). Le mélange réactionnel obtenu est soumis a une
filtration, puis rincé plusieurs fois avec de I'éthanol froid, la pureté des produits a été verifiée

par CCM en utilisant I’éluant correspondant pour chaque produit Tableau 11-1.

Les résultats des tests de solubilité des molécules synthétisés avec quelques solvants ont été

rassemblés dans le Tableau 1 (voir annexe 1).

Tableau I1- 1: Eluants utilisés pour CCM des ligands synthétisés.

Ligand L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7
DCM/n- DCM+ DCM/Acet DCM DCM/Acet n-hexane | DCM/n-
Eluant hexane quelques d’éthyle/EtOH d’éthyle/EtOH | /acétate hexane
(viviv) | (50/50) gouttes (50/30/20) (75/30/20) d’éthyle | (50/50)
EtOH (80/20)
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Le schéma reactionnel géenéral est représenté comme suit :

reflux/ EtOH/A
+ HN—/R >

Schéma I1- 1: Schéma réactionnel général de la synthese des bases de Schiff dérivés de DHA.

114 Meécanisme réactionnel :

Dans cette réaction, I'atome d'azote de l'amine attaque le carbonyle de 1’acétyle, ce qui
entraine la création d'une carbinolamine. Cet intermédiaire se déshydrate, perdant une molécule
d'eau, et forme une double liaison C=N (imine), caractéristique des bases de Schiff. Cette

réaction est souvent facilitée par un chauffage.

oH Ao OH oq OH OH
| /’—\ s
S S N—R ~ N—R
| + mn—r | M | H
o~ o o~ o o o

Schéma I1- 2: mécanisme réactionnel de formation des ligands dérivés de DHA.

1.5 Propriétés physicochimiques des ligands :
Apres purification des produits synthétisés, il est importante d’identifier les propriétés

physicochimiques de chaque composé donnent un apercu général sur chaque composé.

Les produits obtenus sont des composés solides, stables a 1’air. Le tableau I1-2 récapitule
les données analytiques, les rendements, les points de fusion ainsi que les temps de réaction
pour chaque synthese.

Tableau I1- 2: propriétes, donnés analytiques des ligands synthétisés.

. Formule Mas_se Aspectet | Temps | Rendements Temperz_atu re
Ligand brute molaire couleur ) o de fusion
(g/mol) ° (Tr° C)

Monocristaux
Noir

L1 C15H1505N 289 3 85 175
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L2 | CasHa4ON2 | 500 Moglgﬁgf]‘éaux 4 99 228
L3 C2oH2606N2 | 498 Poudre blanc 1 96 247
L4 CigH1s03N 293 Poudre gris 2 75 175
L5 | CisHisO/N | 361 JZS;’S{; 3 85 226
L6 | CigHis03N2 | 308,2 t';g‘;g;‘z 5 47 212-217
L7 | CisH20aN2 | 314,25 mafrg‘r’]dffncé 1 01 140-146

1.6 Caractérisation et identification structural des ligands :

Pour identifier la structure de chaque ligand trois méthodes spectroscopiques ont été
utilisés (UV-Vis, FT-IR, RMN H et 13C).

11.6.1 (L1) : 4-hydroxy-3-[(1E)-N-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl) ethanimidoyl]-6-methyl-
2H-pyran-2-one

La structure du premier ligand synthétisé est donnée comme suit :

OH

CHj

Figure 11- 1: Structure de ligand L1.
11.6.1.1 Spectroscopie UV-Vis :

Le spectre UV-visible a été obtenu dans le méthanol dans la région entre 200 a 1100 nm a
température ambiante. Les spectres électroniques du ligand L1 présentent deux bandes, la
premiére a 320 nm en raison de la transition n —x* représentant le groupe azométhine (C=N).

La bande a 229 nm peut étre attribuée a la transition 7 —n* de 1’anneau benzénique.
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Figure 11- 2: Spectres UV-Vis du ligand L1 dans MeOH.
11.6.1.2 Spectroscopie FT-IR :

Les fréquences spectrales IR ont été enregistrées dans la région de 4000-400 cm™.
L'apparition d'une bande a un nombre d'ondes 3182 cm™ dans 1’analyse indique I'existence de
groupemet O-H. Les vibrations d'élongation Car-H, atteignent une fréquence inférieure a 3010
cm. Les vibrations d'élongation Cme-H sont détectées dans toute la région spectrale de 2980-
2860 cm™. La bande carbonyle lactonique O-C=0 de I’acide déhydroacétique est assignée a
environ 1674 cm™. La bande de groupement C=N a été trouvée a une longueur d’onde de 1562
cm® qui est une caractéristique distinctive des bases de Schiff [1]. Les bandes de vibration
d’élongation caractéristiques pour (C=C) aromatiques sont apparues a environ 1436 cm™, 1461
cm. La bande d’élongation a 1126 cm™ est attribuée a la liaison O-C pour le groupe O-CHS3,

la liaison C-O-C est apparait a une vibration d’élongation 1021cm™,
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100 — L1
90
o\°
3
c 80 H
&
IS
=
@ 70
|_
60
50
T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde (cm™)
Figure I1- 3: Spectre IR de ligand L1.
11.6.1.3 Spectroscopie RMN 'H et 13C :

L’analyse a donné les déplacements chimiques suivant :

>  RMN H (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 2.15 (s, 3H, CH3) ; 2.58 (s, 3H, N=C-CHj3);
3.91 (s, 3H, O-CHs3); 5.76 (s, 1H, C-Hpyr); 6.34 (s, 1H, C-H); 6.64-6.66 (d, 1H, C-Ha); 6.75
(s, 1H, Ar-OH); 6.86-6.88 (d, 1H, C-H); 15.5 (s, 1H, enolic OH of DHA).

> RMN 13C (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 19.88 (C6-CH3); 20.27 (N=C-CH3);
56.17(0-CH3); 97.22(C5); 107.18(C2%); 110.99(C5%); 112.22(C6’); 117.10(C3); 129.64(C1°);
146.49(C4-0); 146.56(C3-OH); 163.34(C=N); 163.55(C6); 175.62 (C=0); 184.86 (C-OH)pyr.
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Figure I1- 4: RMN de ligand L1 (2)RMN 1H (b) RMN 23C.

11.6.2 (L2): 3,3-((1E,1'E)-((oxybis(4,1-phenylene))bis(azanylylidene))bis(ethan-1-yl-1

ylidene))bis(4-hydroxy-6-méthyll-2H-pyran-2-one)

La structure de ce ligand est donnée comme suit :
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Figure I1- 5: Structure de ligand L2.

11.6.2.1 Spectroscopie UV-Vis :

Le spectre électronique du ligand L2 a été enregistré dans du méthanol dans des conditions
ambiantes. La Figure 11-6 montre la présence de deux bandes intenses, la premiere a 234 nm
due a la transition électronique n—n* des anneaux benzéniques, et la seconde apparue a 326

nm due a la transition n—n* du groupe azométhine (C=N).

2.0
—L2
15 326 .
©
[&] @
c 2
© £
Qo ]
o 1.0 \
[%2]
o]
<
-
0.5 -
0.0 : l . ,
200 400 600
A (nm)
Figure I1- 6: Spectres UV-Vis du ligand L2 dans MeOH.
11.6.2.2 Spectroscopie FT-IR :

Le spectre infrarouge du ligand montre plusieurs bandes d'absorption distinctives dans la

région de 4000-400 cm* qui fournissent des informations sur sa structure moléculaire. La bande
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représentée a 3516 cm™ correspond & la vibration de la fonction OH. Les vibrations
d’élongation Car-H & 3054 cm™. Une bande intense du carbonyle de la cétone a été observée a
1690 cm™. La vibration d'élongation C=N correspondant au groupe azométhine apparait a
environ 1662 cm™. Deux bandes avec une bonne résolution sont apparues a 1460 et 1500 cm™
en raison de la vibration d'élongation aromatique C=C. La bande a 1233 cm est associée a la

vibration d'élongation de liaison C-O, et la bande a and 1021 cm™ pour la liaison (C-O-C).

— L2
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Figure I1- 7: Spectre IR de ligand L2.
11.6.2.3 Spectroscopie RMN H et 13C :

Les résultats sont résumés comme suit :

> NMR H (400 MHz, CDCI3), & (ppm): & 2.1 (s, 6H, 2CH3), 2.6 (s, 6H, 2CH3),
5.8 (s, 2H, 2CH), 7.0-7.5 (d, 8H, 8CH), 15.4 (s, 2H, 20H).

>  RMN 18C (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 19.93 (2 CH3), 20.26 (2 N=C-CH3),
97.46(2 C=CH)pyr, 107.14(2 C=C)pyr, 119.85(4 CH=CH)ar, 127.28(4 CH=CH)ar, 132(2 C-0),
156.23(2 C-N), 163.38(2 C=N), 163.56(2 C-CH3), 175.52 (2 C=0), 184.97 (2 C-OH).
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Figure I1- 8: RMN de ligand L2 (a)RMN *H (b) RMN *3C.
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11.6.3 (L3): 3,3"-((LE,1'E)-((methylenebis(4,1-phenylene))bis(azanylylidene))bis(ethan-1-
yl-1-ylidene))bis(4-hydroxy-6-methyl-2H-pyran-2-one)

La structure de ce ligand est donnée comme suit :

Figure I1- 9: Structure de ligand L3.

11.6.3.1 Spectroscopie UV-Vis :

Selon les longueurs d'onde indiquées dans la Figure 11-10, il existe trois types de transition

électronique :

La bande a 202 nm, 236 nm correspond a la transition t—n* de cycle aromatique et cycle
pyranique.

236 nm correspond a la transition =—n* de cycle aromatique.

La bande a 325 nm présente la transition n—n* de groupe azométhine C=N.

Absorbance

A(nm)

400

200

A (nm)

Figure 11- 10: Spectres UV-Vis du ligand L3 dans MeOH.
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11.6.3.2 Spectroscopie FT-IR :

Les bandes caractéristiques de ligand L3 sont présentés dans la figure ci-dessous comme
suit : la bande a 3037 cm™ représente la vibration d’élongation de liaison Car-H, les vibrations
de liaison Cwme-H apparait a 2754-2923 cm™. La vibration de groupement C=0 apparait a vers
1692 cm et celle de groupement azométhine C=N apparait & vers 1553 cm™. Les deux bandes

a 1064 et 1000 cm™ correspond a la vibration de liaison C-O et C-O-C respectivement.
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Nombre d'onde (cm™)
Figure I1- 11: Spectre IR de ligand L3.
11.6.3.3 Spectroscopie RMN 'H et 13C :

RMNH (400 MHz, CDCI3), 5 (ppm): 8 2.16 (s, 6H, 2CH3), 2.6 (s, 6H, 2CH3), 4.05 (s, 2H,
CH2), 5.76 (s, 2H, 2CH), 7.12-7.29 (d, 8H, 8CH), 15.78 (s, 2H, 20H).

RMN 22C (400 MHz, CDCI3), 5 (ppm): 19.91 (2 CH3), 20.30 (2 N=C-CH3), 40.92 (CH2),
97.42(2 C=CH)pyr, 107.16 (2 C=C)pyr, 125.81 (4 CH=CH)ar, 130.03 (4 CH=CH)ar, 134.76 (2
C-CH?2), 140.41 (2 C-N), 163.45(2 C=N), 163.56(2 C-CH3), 175.32 (2 C=0), 184.93(2 C-OH).
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Figure 11- 12: RMN de ligand L3 (a)RMN *H (b) RMN **C.
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11.6.4 (L4) : 4-hydroxy-6-methyl-3-[(1E)-N-(naphthalen-2-yl)ethanimidoyl]-2H-pyran-2-

one
La structure de ce ligand est donnée comme suit :

Figure 11- 13: Structure de ligand L4.

11.6.4.1 Spectroscopie UV-Vis :

Les spectres électroniques du ligand L4 présentent différentes bandes (Figure 11-14). Une
bande a 319 nm est attribuée a la transition n—n* pour le groupe azométhine (C=N), deux autre

bandes a 216 nm et 270 due aux transitions 7—7n* pour le groupe C=C de cycle pyranique et

de naphthalene.
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Figure I1- 14: Spectres UV-Vis du ligand L4 dans MeOH.
11.6.4.2 Spectroscopie FT-IR :

Les bandes de vibration caractéristiques du ligand L4 sont illustrées dans la Figure 11-15, la

bande de vibration d’élongation a 3055 cm™ est di a la vibration du groupement C-H de systéme
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aromatique. Les bandes a 2990-2919 cm™* correspond a la vibration de groupement Cwe-H, les
deux bandes intenses qui apparaissent a 1697 cm™ et 1564 cm™ correspondent a la vibration de
deux groupements (C=0) et (C=N) respectivement. Les trois bandes d’intensité variable 1445
cm™?, 1460 cm™ et 1470 cm™ correspond a la vibration C=C, et la bande qui apparait vers 1064
cm™ est associée a la liaison C-O et celle de 1000 cm™ pour C-O-C.
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Figure I1- 15: Spectre IR de ligand L4.
11.6.4.3 Spectroscopie RMN *H et 13C :

>  RMN H (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 2.2 (s, 3H, CHs); 2.53 (s, 3H, N=C-CHs3);
5.83 (s, 1H, C-Hpyr); 7.26-7.96 (m, 7H, C-H)naph; 16.08 (s, 1H, enolic OH of DHA).

>  RMN 23C (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 19.98 (CH3); 20.43 (N=C-CH3); 97.61
(C=CH)pyr; 107.22 (C=C)pyr; 122.21-134.25 (10 C=C)naph; 163.48 (C=N); 163.61 (C-CH3);
176.86 (C=0); 185.24 (C-OH)pyr.
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Figure I1- 16: RMN de ligand L4 (Q)RMN 1H (b) RMN 13C.
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11.6.5 (L5) : methyl 2-{[(1E)-1-(4-hydroxy-6-methyl-2-ox0-2H-pyran-3-
yl)ethylidene]amino}-4,5-dimethoxybenzoate

La structure de ce ligand est donnée comme suit :

HyC

~o
OH  CH, O\CH3
X \N
He Yo7 o 07 o
iy

Figure 11- 17: Structure de ligand L5.
11.6.5.1 Spectroscopie UV-Vis :

Le spectre UV-Vis de ce ligand a été enregistré en solution dans du méthanol a température
ambiante. Le spectre électronique du ligand L5 révele la présence de bandes a diverses
longueurs d'onde (Figure 11-18). Un epaulement a 342 nm et une bande vers 310 nm due a la
transition n—x* qui représente le groupe azométhine (C=N) et le groupe (C=0). Les pics
d'absorption a 226 nm et 260 nm peuvent étre associés a la transition n—n* du systéeme

conjugué de I’anneau pyranique et du cycle benzénique.
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Figure 11- 18: Spectre électronique du ligand L5 dans le méthanol.
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11.6.5.2 Spectroscopie FT-IR :

Le spectre infrarouge du ligand L5 révele une bande a 3016 cm™ associée a la vibration du
groupe Car-H, les bandes faibles a 2979-2908 cm™ peuvent étre associées a la liaison Cwmer-H.
La présence de deux bandes intenses vers 1698 cm™ et 1555 cm™ correspondant a la vibration
de groupement C=0O et la double liaison imine (C=N) respectivement. Les autres bandes
caractéristiques sont indiquées comme suit : les bandes de la région 1524-1450 cm
correspondent a la liaison C=C aromatiques, la bande a 1199 cm™ attribué a la vibration de

liaison C-O, la vibration de liaison C-O-C de pyrane apparait vers 1000 cm™.
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Figure I1- 19: Spectre IR de ligand L5.
11.6.5.3 Spectroscopie RMN 'H et 13C :

> RMN H (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 2.17 (s, 3H, CH3) ; 2.51 (s, 3H, N=C-
CHj3); 3.84 (s, 3H, O-CHj3); 3.93 (s, 3H, O-CHsa); 3.97 (s, 3H, O=C-0O-CH3); 5.78 (s, 1H, C-
Hpyr); 6.64 (s, 1H, C-Har); 7.56 (s, 1H, C-Har); 15.88 (s, 1H, OH).

> RMN 2C (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 19.91 (C6-CH3); 20.62 (N=C-CH?3);
52.42 (O-CH3); 56.31 (O-CH3); 56.42 (O=C-0-CHj3); 97.43 (C5); 107.27 (C=C)pyr; 110.50
(CH=C)ar; 113.40 (CH=C)ar; 118.33 (C=C)ar; 130.98 (C=C); 148.34 (C=C); 152.66 (C=C)ar:
163.29 (C=N); 163.55 (C-CH3); 164.90 (C=0); 175.69 (O=C-O-CH3); 184.85 (C-OH).
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Figure 11- 20: RMN de ligand L5 (a) RMN 'H (b) RMN -C.
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11.6.6 (L6): (E)-4-hydroxy-6-methyl-3-(1-((2-methylquinolin-4-yl) imino) ethyl)-2H-pyran-
2-0ne:
La structure de ce ligand est donnée comme suit :
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/
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N\ \ /.

Figure 11- 21: Structure de ligand L6.

11.6.6.1 Spectroscopie UV-visible:

D’aprés le spectre électronique de ligand L6, il existe trois bandes remarquables qui sont

attribuées aux transitions électroniques suivantes :

A= 216 nm et 229 nm — transition t=—n* de cycle aromatique et systéme conjugué de cycle

aromatique.

A= 316 nm — transition n—x* qui peut attribuer au groupement azométhine C=N.
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Figure 11- 22: spectre éléctronique du ligand L6
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11.6.6.2 Spectroscopie FT-IR :

Le spectre infrarouge du ligand L6 montre la présence des groupements caractéristiques qui
caractérise la structure de ce composé, apparaissent sous forme des vibrations d’élongation ou
de déformation dans la région 4000-400 cm-!, chaque fonction apparaissant a son propre
nombre d'ondes. La bande a 3296 cm™ correspond a la vibration d’élongation de groupement
OH. La bande & 3090 cm™, et les bandes entre 2959- 2831 cm™* sont attribué au groupement C-
Har et C-Hwmetn respectivement. La bande intense a 1651 cm™ représente le groupement
carbonyle (C=0), et le groupement azométhine (C=N) apparait sous forme d’une bande a 1600
cm™’. On observe aussi I’apparition de 3 pics de vibration d’élongation d’une intensité variables
1547-1475 cm™ correspond a la liaison C=C aromatique, et deux autres bandes ont été observés
41154 cm™ et 1000 cm™, correspondant respectivement aux vibrations d'élongation des liaisons
C-O et C-O-C du cycle pyranique.
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Figure 11- 23: Spectre IR du ligand L6.
11.6.6.3 Spectroscopie RMN H :

RMN H (400 MHz, CDCI3), § (ppm): 2.29 (s, 3H, CH3); 2.61 (s, 3H, N=C-CHs); 2.69 (s,
3H, CHs); 5.95 (s, 1H, C-Hpyr); 7.40 (s, 1H, C-Har), 7.40-7.44 (t, 1H, C-Har); 7.63-7.67 (t,
1H, C-HaRr); 7.74-7.76 (d, 1H, C-Har); 7.93-7.96 (d, 1H, C-Har).
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Figure 11- 24: RMN 1H du ligand L6.

11.6.7 (L7) : (E)-3-(1-((4-(diethylamino) phenyl)imino)ethyl)-4-hydroxy-6-methyl-2H-

pyran-2-one

La structure de ce ligand est donnée comme suit :

Figure I1- 25: Structure de ligand L7.

11.6.7.1 Spectroscopie UV-Visible :

Le spectre UV-visible de ligand L7 montre la présence des absorptions a plusieurs longueurs

d’onde indiquant la présence de plusieurs transitions électroniques.
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A= 229 et 260 nm : transition n=—x* de cycle aromatique et systéme conjugué de 1’acide

déhydroacétique.

A= 308et 374 nm : transition n—x* de groupement azométhine (C=N) et de carbonyle de

I’acide déhydroacétique.
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Figure 11- 26: spectre électronique de ligand L7 dans méthanol.
11.6.7.2 Spectroscopie FT-IR :

Le spectre IR de ligand L7 présente les bandes caractéristiques suivantes (v cm™) : 3057
Car-H, 2968-2891 (Cwmet-H), 1700 (C=0), 1600 (C=N), 1359 (C-N), (1567-1461) C=C, 1195
(C-0), 1000 (C-O-C).
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Figure 11- 27: spectre IR du ligand L7.
11.6.7.3 Spectroscopie RMN H et 13C :

RMN *H (400 MHz, CDCI3), & (ppm): 1.18-1.22 (t, 6H, 2CHs); 2.17 (s, 3H, CH3) ; 2.62 (s,
3H, N=C-CHj3); 3.37-3.42 (q, 4H, 2CH), 5.77 (s, 1H, C-Hpyr); 6.66-6.69 (d, 2H, 2C-Har);
6.99-7.01 (d, 2H, 2C-Har); 15.45 (s, 1H, enolic OH de DHA).

RMN 3C (400 MHz, CDCI3), 3 (ppm): 12.48 (2 CH3); 19.91 (C6-CH3); 20.34 (N=C-CH3);
44.48 (2 CHz-N); 97.11(C-H)pyr; 107.37 (C=C)pyr; 111.54 (2 CH=CH)a; 123.79 (CarN);
126.32 (2 CH=CH)ar; 147.23 (Ca-N); 162.86 (C=N); 163.83(C-CH3); 174.84(C=0); 184.67
(C-OH).
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Figure 11- 28: RMN de ligand L7 (a) RMN *H (b) RMN 3C.

Partie Il : Cristallographie

1.7 Etude structural de ligand L2 :

Les cristaux ont été choisis a I'aide d'un microscope optique polarisant pour une étude de
diffraction des rayons X sur un seul cristal. La structure a été résolue a l'aide de méthodes
directes avec SHELXS [2], et I'affinement et les calculs ont été effectués avec SHELXL-3/2019
[3]. Les atomes H NH ont été localisés dans une carte de différence-Fourier et affinés librement.
Les atomes H liés au C ont été inclus dans les positions calculées et traités comme des atomes
de circonscription. Les atomes non H ont été affinés de maniére anisotrope. Les données
cristallines et les détails de I'affinement sont fournis dans le tableau tableau 11-3.

Tableau I1- 3: Détails de I'affinement de la structure cristalline de ligand L2 résolue.

Formule empirique C28H2407N2
Masse moléculaire, g/mol 500.49
Description du cristal Bloc-Incolore
Groupe spatial P-1
Systeme cristallin Triclinique
F(000) 524
alA 9.1447(4)
b/A 11.9066(5)
c/A 12.2734(6)
al° 103.379(4)
B/° 103.320(4)
o/° 103.776(4)
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VIA3 1203.67(10)
Z 2
Température /K 250
6 gamme pour la collecte de données (°) 1.789-27.30
Radiation Mo Ka(A= 0.71073)
Dcalcd (g/cm'3) 1.381
pu(mm) 0.100
Taille du cristal (mm) 0.38 x0.29 x 0.14
Diffractométre STOE IPDS Il
Correction d'absorption Multi-scan (MULABS ; Spek, 2020)
Tmin, Tmax 0.933, 1.000
Nombre de réflexions mesurées 18438
Nombre de réflexions indépendantes 5119
réflections avec | > 2o(1) 4009
Nombre de parameétres 346
Méthode d'affinement Full-matrix least-squares on F2
Goodness-of-fit (GOF) 1.023
(sinB/M)max (A1) 0.634
R[F>>26(F?)], wR(F?), S 0.037, 0.102, 1.02
Rint 0.020
ADpax, AP in (€ 1R 0.18, - 0.14

11.7.1 Description de la structure :

La structure moléculaire du ligand L2 est illustrée dans la figure 11-29, les longueurs et les

angles de liaison rassemblés dans le tableau 11-4. Les liaisons hydrogene sont indiquées dans

le tableau 11-5.

Figure 11- 29: Vue de la structure moléculaire avec numérotation des atomes et les liaisons
hydrogene intramoléculaire.
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Tableau 11- 4: Angles (°) et distances de liaison (A) pour le ligand L2.

No. Liaison A No. Angle °)
1 01—C1 1.3935 (18) 1 C1—01—-C15 118.34(10)
2 01—C15 1.3765(18) 2 C9—04—Cl0 122.11 (11
3 02—Cl12 12542 (17) 3 C25—07—C26 122.17 (13)
4 03—C9 1.2098 (17) 4 C4—N1—-C7 127.27 (12)
5 04—C9 1.3974(16) 5 CI18—N2—C21 127.63(12)
6 04—C10 1.3599(16) 6 0O1—Cl—C2 119.68(13)
7 05—C23 1.262 (2) 7 01—C1—C6 118.75(13)
8 06—C26 1.2098(19) 8 N1—C4—C3 118.33(12)
9 07—C25 1.365(2) 9 N1—C4—C5 121.72(13)
10 O7—C26 1.391 (2) 10 N1—C7—C13 119.21 (13)
11 N1—C4 1.4273(18) 11 N1—C7—C8  118.17 (12
12 N1—C7 1.3227(19) 12 03—C9—04 113.60 (13)
13 N2—C18 1.429 (2) 13 04—C9—C8 117.39(11)
14 N2—C21 1.3230(19) 14 03—C9—C8 129.00(13)
15 cl1—C2 1.376 (2) 15 04—-C10—C11 12217 (13)
16 C1—C6 1.372 (2) 16 04—C10—C14 111.64(12)
17 N1—H1N 0.939 (17) 17 02—Cl12—Cl11 119.54(11)
18 C2-C3  1379(2) 18 02-Cl2C8 123.44(12)
19 N2—H2N 0.97 (2 19 01—-C15—C20 116.08 (12)
20 Cc8—C9 1.443 (2) 20 01—C15—Cl16 123.31(13)
21 C8—Cl12 14434(17) 21 N2—C18—C17 119.23(12)
22 Cl10—C11 1.331(2) 22 N2—C18—C19 120.93 (13)
23 Cr—Ci13 1.497 (2) 23  N2—C21—C22 117.66 (13)
24 Cc7—C8 1.4221(18) 24 N2—C21—C27 118.68(13)
25 Cc10—Ci14 1.481 (2) 25 0O5—C23—C24 119.82(14)
26 Cl1—C12 14361(19) 26 0O5—C23—C22 123.11(15)
27 C15—C20 1.380 (2) 27 O7—C25—C24 121.93 (16)
28 C21—C27 1.490 (2) 28 O7—C25—C28 111.19 (15)
29 C21—C22 1.423 (2) 29 06—C26—C22 128.34 (15)
30 C22—C26 1.440 (2) 30 0O7—C26—C22 117.74 (13)
31 C22-C23 1441(2) 31 06-C26—07 113.92(14)
32 C23—C24 1.439 (2) 32
33 C24—C25 1.321 (2) 33
34  C25-C28 1489(3) 34

Tableau I1- 5: Parametres des liaisons hydrogénes dans du ligand L2

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D-A) D-H-A
N1-HIN...02 0.94(2) 1.707(17) 2.5408 (14) 146(2)
N2-H2N...05 0.97(2) 1.656(19) 2.5385 (15) 150(2)

C2-H2...03 0.94 2.58 3.2565 (17) 129
C19-H19...06' 0.94 2.53 3.4647 (17) 172

Codes de symétrie : (i) x +1,y, z; (ii) x +3,y +1, z +1.

L’analyse structurale par diffraction des rayons X révele que la molécule L2 se présente
sous forme zwitterionique, le proton de chaque groupe enol ayant migré vers le groupe
fonctionnel imine. Les longueurs des liaisons N1-HIN de 0,94(2) A et HIN...02 =1,707(17)
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A, et N2-H2N de 0.97(2) A et H2N...05 =1.656(19) A, indiquant la formation de [N*—
~0], similaires aux structures de zwitterions récemment publiées [4,5].

Les longueurs des liaisons, N1-C7 = 1,323(2) A et N2-C21 = 1,323(2) A, indiquent que les
liaisons C-Niminium SoOnt proches de celles rapportées pour des composés similaires [6,7]. Les
longueurs des liaisons C-O~, (C12-02 = 1.254(2) A et C23-05= 1.262(2) A) sont
intermédiaires entre une liaison simple et une liaison double de 1,222 et 1,362 A,
respectivement [8]. Les cycles aromatiques et le cycle de I'acide déhydroacétique ont des
configurations trans (configuration E) par rapport aux liaisons C=N. Les deux liaisons
hydrogene intramoléculaires N*-H...O~ renferment des motifs cycliques S(6). Les cycles
aromatiques de l'unité centrale oxybis (4,1-phényléne), (A = C1-C6 et B = C15-C20) sont
normeaux I'un & l'autre avec un angle diédre de 89,99(7) . Les anneaux pyran-2-one (C = O4,
C8-C12 and D = O7, C22-C26), sont presque coplanaires avec un angle diedre de 3,99(7) -.

Les cycles A et C sont inclinés, tandis que les anneaux B et D sont inclinés I'un par rapport
a l'autre de 52,16(7) °. Dans le cristal, les molécules liées a I'inversion sont reliées par une paire
de liaisons hydrogéne C19-H19...06" formant des diméres qui entourent un motif cyclique
R%(16) (Figure 11-30).

A  pr— )

L ‘,6, M

C

Figure 11- 30: Vue partielle de la structure cristalline de L2, montrant la formation du motif
de I'anneau R 3(16).

Les molécules sont également liées par des liaisons hydrogénes C2—H?2...03' pour former
des chaines se propageant le long de 1’axe a. La combinaison de ces interactions de liaisons H

conduit a la formation de couches paralléles au plan (0 1 1) (Figure 11-31).
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Figure 11- 31: Vue partielle de la structure cristalline de L2, montrant la formation du motif
de I'anneau R 5(16) lié a I'hydrogéne (C-H...0).

Discussion et Conclusion :

En conclusion, les rendements et la pureté satisfaisants des bases de Schiff synthétisées
dérivées du I’acide déhydroacétique (DHA) montre la réussite et ’efficacité de la méthode
synthétique employée pour ce genre de composé. La caractérisation par les diverses méthodes
spectroscopiques telles que I’'UV-Visible, FT-IR, RMN H et 3C a confirmé la formation des
bases de Schiff attendues.

Les résultats de I’analyse spectrale UV-Visible des molécules synthétisés met en évidence
des bandes d’absorption caractéristiques des transitions électroniques de type n—n* (216-270
nm) et n—x* (308-374 nm) [9]. Ces bandes peuvent étre attribuées aux systemes conjugues
(C=C) présentes dans les molécules et aux hétéroatomes (N et O) présents dans les groupements
(C=0 et C=N).

Un déplacement bathochromique (déplacement des bandes vers les grandes longueurs
d'onde) dans le spectre du nouveau produit synthétisé a été observé par rapport a celles des

réactifs de départ, Cela peut étre attribué a la production du groupe imine conjugué (-C=N-).

Dans l'analyse IR, les spectres des ligands (L1, L2 et L6) montrent I’apparition d'une bande
avec une faible intensité 3516- 3182, indique I'existence d’un O-H enolique anormale, Cette
bande peut étre due a I'existence de liaisons H intramoléculaires dues a I'énol-imine [N+—
H...O™] zwitterionique a I'état solide, ce qui est confirmé par I'analyse structurale DRX de ligand
L2.

L’absence de bande caractéristique OH dans le spectre des ligands (L3, L4, L5, et L7) est

due probablement au changement de forme énol a la forme cétone.
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Les bandes observées entre 1700-1651 cm™ sont attribués ou groupement C=0. La bande
caractéristique des bases de Schiff (C=N) est observé dans I’intervalle 1662-1600 cm™ [10, 11]
pour les ligands L2, L6, et L7, et inférieure & 1600 cm™ [12, 13] pour les ligands L1, L3, L4, et
L5.

La bande v(Car-H) a été observée dans I’intervalle 3090-3010 cm[14-16].

L'analyse DRX a confirmé la présence d'une forme de sel bi-zwitterionique de ligand L2,

caractérisée par des interactions intra-H entre les groupes [N+—H...-O].
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Chapitre 111 Etude catalytique des ligands synthétisés

I11.1 Introduction :

La catalyse est un domaine crucial de la chimie, jouant un rdle vital dans les sciences
biologiques, chimiques et physiques [1]. Le terme « catalyse » a été inventé en 1835 par le
chimiste suédois Berzelius, mais une définition appropriée n’a été introduite que bien des
années plus tard par Ostwald qui a écriten 1894 : « La catalyse est I’accélération d’un processus

chimique lent par la présence d’un matériau étranger » [2].

Les enzymes sont des catalyseurs naturels qui catalysent la synthése de nombreuses
structures biomoléculaires, et sont des exemples bien établis d'agents chimiques respectueux de
I'environnement et économes en énergie [3]. Un certain nombre d'enzymes présentes dans la
nature sont capables de catalyser I'activation du dioxygene de I'atmosphere et de I'utiliser pour

réaliser une grande variété de réactions remarquables [4].

La catalyse tres efficace des enzymes naturelles a incité les chercheurs a les imiter [5-8],
cette branche de chimie appartient a la chimie organique appelé ’la chimie biomimétique’’
c’est la chimie qui s'inspire des processus biologiques, vise a améliorer le pouvoir de la chimie
organique, a un but de comprendre les enzymes et d'étudier les différents facteurs qui affectent

les processus catalyses par les enzymes.

Notre objectif dans cette étude était d'imiter un processus biologique qui est I’activité de la
catéchol oxydase, et qui agit comme un catalyseur dans la réaction I'oxydation du catéchol en
0-quinone, on utilisant des complexes formé in situ par des ligands bases de Schiff dérivés de
I’acide déhydroacetique et les différents sels métalliques, on basant sur la vitesse d’oxydation

et les différentes facteurs influencent cette activité .

I11.2 Définitions et concepts liés a I'activité catécholase :

111.2.1 Metalloenzyme :

Les enzymes sont généralement des biopolymeres formés par la polymérisation d'acides
aminés. Elles agissent comme des catalyseurs pour les réactions qui se produisent dans les
milieux biologiques. Les enzymes affectées par les ions métalliques ont été definies de maniere
opérationnelle comme étant soit des métalloenzymes ou complexes métal-enzymes [9]. Des
recherches nutritionnelles ont permis de reconnaitre depuis longtemps que certains métaux ont
d'importantes fonctions biologiques [10-12]. L'absence d'un métal spécifique et essentiel dans
I'alimentation d'un organisme se traduit toujours par un état de carence marquée par des

anomalies métaboliques et des troubles de la croissance [13].
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Comme ces métaux se trouvent généralement en petites quantités dans les tissus, il était logique
de supposer qu'ils pourraient jouer un role catalytique en participant a des réactions
enzymatiques. Néanmoins, la découverte concrete des métalloenzymes a nécessité I'utilisation
d'une méthodologie analytique précise et sensible. Le rdole des métaux dans [’action
enzymatique n’a été définitivement établi que récemment, grace aux progres realises dans les

méthodologies analytiques [13].

111.2.2 Cuivre enzyme :

Le cuivre est un oligo-élément essentiel pour diverses fonctions biologiques et
physiologiques ainsi que pour 1’intégrité structurelle de divers tissus chez les animaux et les
humains [14], il est présent dans un grand nombre d'enzymes qui catalysent des réactions
d'oxydoréduction telles que la tyrosinase, la lysyl oxydase et la cytochrome oxydase [14]. Dans
la majorité des cas, I'ion métallique participe directement au processus de transfert d'électrons
et subit un changement cyclique de son statut d'oxydation. [13]. Ces derniéres décennies, une
grande importance a été accordée a la recherche et au développement de catalyseurs d'oxydation

biomimétiques basés sur le Cu (1) en tant que centre actif [15-16].

Diverses stratégies ont été explorées pour synthétiser des complexes de Cu (Il) avec
différents ligands, dans le but de reproduire l'activité catalytique observée dans les systemes
biologiques. [17-20].

Depuis 1964, des catalyseurs synthétiques contenant du cuivre pour le catéchol oxydase
(CO) ont été découverts, et Grinstead [21] a signalé la conversion du 3,5-di-tertbutylcatéchol
(3,5-DTBC) en 3,5-di-tertbutylquinone (3,5-DTBQ) par chlorure de cuivre dans la réaction

d’oxydation de catechol en 0-quinone (activité catécholase).

111.2.3 Catechol :

Les catéchols sont des dérivés de benzene qui contiennent deux groupes ortho-hydroxyle et
se trouvent partout dans la nature [22], plus précisément, les neurotransmetteurs catécholamines
comme dopamine, I’adrénaline et la noradrénaline, jouent des fonctions biochimiques vitales
bien définies. La présence de deux groupes hydroxyles en positions vicinales le rendent idéal

pour la coordination bidentate et la liaison d’hydrogéne [23].
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OH

OH

Figure I11- 1: structure de catéchol

111.2.4 Quinone :

Les quinones jouent un réle crucial dans le métabolisme des organismes vivants et ils sont
omniprésents dans la nature [24]. lls jouent un réle crucial dans la chaine respiratoire cellulaire
pour le transport des électrons [25]. Dans I’industrie, les quinones sont des intermédiaires pour
la synthése de médicaments, adhésifs, produits chimiques fins, cosmétiques, parfums, etc. [26-
27].

L’0-quinone est un composant crucial dans la production naturelle de mélanine subissant

une auto-polymeérisation.
_=©

~
\O
Figure I11- 2: structure de I’0-quinone

111.2.5 Catéchol oxydase :

Egalement connue sous le nom d'o-diphénol oxydase ou de polyphénol oxydase, c’est un
enzyme de cuivre présente chez les plantes, bactéries et les champignons [28]. C’est un
metalloenzyme qui contient un site actif binucléaire de Cu(ll) [29], catalyse une réaction de
transfert de deux électrons lors de I'oxydation d'une large gamme d'o-diphénols en o-quinones
correspondantes en présence d'oxygéne dans un processus connu sous le nom dactivité
catécholase [30]. Les quinones hautement réactives qui en résultent se polymérisent
automatiquement pour produire des polyphénol-catéchol mélanines brunes. Ce mécanisme est

censé protéger la plante endommagée contre les infections ou les insectes [31].
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I11.3 Partie expérimental :

111.3.1 Etude cinétiques de I'oxydation du catéchol en présence des complexes, formés in-
situ :

Cette étude vise a évaluer I'efficacité des complexes de cuivre préparé in situ utilisant des
bases de Schiff dérivés de DHA, a catalyser la réaction d'oxydation du catéchol en o-quinone a

condition ambiante.

172 0, H.O
O
e
] e
OH Ligand/ Cu ')

C atechol O -gquinone

Figure I11- 3: réaction d'oxydation de catéchol en o-quinone

111.3.2 Méthodes et Equipements Utilisés :

Les analyses catalytiques ont été réalisées a 25°C sur un spectromeétre UV-visible UV-1900
| PC Shimadzu. Les différents composés utilisés sont : les sels métalliques de cuivre tels que :
Cu(CHsCOO)2, CuSO4, Cu(NO3)2, CuCly, CuBr. Les solvants utilisés : methanol, Acétonitrile

et diméthylformamide et le Catéchol.

Les complexes ont été préparés in situ en mélangeant 0,15 ou 0,30 mL d'une solution
(2.10° mol/L) de CuXz, nH20 (X = CH3sCOO™, CI", SO4~, Br'), avec 0,15 ou 0,30 mL d'une
solution de ligand (2.10° mol/L), puis en ajoutant 2 mL d'une solution de catéchol de
concentration (10t mol/L). Ensuite, a 390 nm, I'absorbance de I'o-quinone a été mesurée tout
au long du temps (de 0 a 60 minutes).

111.3.3 Vitesse d’oxydation du catéchol en o-quinone :

La variation de la concentration en fonction du temps correspond a la vitesse d'une réaction

chimique, qu'elle soit catalysée ou non.

_dc

V=
dt

L’absorbance, qui est proportionnelle a la concentration du produit formé dans le milieu

réactionnel, obéit a la loi de Beer-Lambert :
A=¢c.L.C
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Ou:

A : est I’absorbance.

¢ : est le coefficient d’extinction molaire 1.molt.cm™

L : correspond a la longueur du trajet optique de la cuve (souvent 1 cm).

C : désigne la concentration en produit formé (o-quinone).
En combinant ces éléments, la vitesse exprimé en (umol.L™t.min?) de la réaction peut étre

donnée par :

44 1
V="2— x108
At gL

e= 1600 I.molt.cm™ dans le méthanol, éthanol et ACN

1900 I.molt.cm™ dans DMF et THF

111.4 Résultats et discussion :

111.4.1 Etude de I’effet de la nature de contre anion sur la réaction d’oxydation de

catechol en o-quinone :

111.4.1.1 Oxydation du catéchol en présence des complexes in situ formés avec L1 :

La figure 111-4 illustre la variation de I'absorbance en fonction de temps pour les colmplexes
préparés in situ avec différents sels de cuivres dont les anions : CHsCOO~, CI", SO4*, Br’,
NOs™. L'objectif de cette étude est d’examiner l'impact de chaque anion sur la vitesse

d’oxydation de catechol.

Les résultats représentés dans la figure 111-4 montrent que tous les complexes in situ formés
avec les différents sels métalliques peuvent catalyser la réaction d'oxydation. Le tableau I11-1
rassemble les vitesses (Vmax) de I'oxydation du catéchol qui ont été calculées, la ou la pente du
graphique d'absorbance est maximale : les vitesses varient de 0,6 umol.Lt.min" pour le
complexe résultant de 1 équiv. de ligand et de 1 équivalent de sel métallique Cu(CH3COO); a
4,49 umol.L™Y.min" pour le complexe résultant de 1 équivalent de ligand et de 1 équivalent de
sel metallique CuBr2 (meilleure catalyse). 1l est observé que les résultats optimaux ont été
enregistrées avec l'ion Br™ ; cela nous conduit a envisager que la nature du contre-ion joue un
réle important dans I'environnement de coordination et exerce une influence sur l'activité

catalytique.
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Figure 111- 4: Oxydation du catéchol en présence de différents sels métalliques et du ligand
L1 dans le méthanol.

Tableau I11- 1: Vitesse d'oxydation du catéchol de [L1/Cu] (umol.L"t.min) dans MeOH

M Cu(CHsCOO)2 Cu(NOs)2 CuSOs CuBr2 CuClz

v (umol.L-t.mint) 0.60 1.27 1.03 4.49 1.25

111.4.1.2 Oxydation du catéchol en présence des complexes formés in situ avec L2 :
Les résultats obtenus dans le méthanol se sont révélés négatifs, ce qui a conduit a

I’utilisation de 1’acétonitrile comme solvant pour ce ligand

Comme le montrent les résultats rassemblés dans la figure 111-5 et le tableau I11-2, le
complexe formé in situ entre le sel métallique Cu(CHsCOO): et le ligand L2 donne une valeur
de vitesse d'oxydation élevé égale a 14,781 umol.L-1.min-1, mais un taux d'oxydation faible
avec les complexe formés en présence de : Cu(NOgz)2, CuSQO4 et CuBr. dont les valeurs sont

trouvées comme suit : 0,177, 0,041 et 0,010 umol.L.min! respectivement.

Cette etude montre clairement que le contre-anion affecte la réaction d'oxydation du catéchol
en o-quinone, alors que le complexe formé entre le ligand et Cu(CH3COO), a une activité

catalytique significativement plus élevée que les complexes formés avec d'autres sels. Cette
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activité accrue résulte de la faible interaction entre les anions CHsCOO™ et les cations Cu?*, qui
permet une coordination efficace des ligands et du cuivre, contrairement au complexe formé
par le sel métallique CuCl», qui ne donne aucune activité en raison de la forte liaison des anions

Cl™au cuivre, ce qui rend la coordination entre le métal et les ligands difficile [32].

1.6 4
1.4
—=— Cu(CH3CO00)2
1o —e— Cu(NO3)2
' —A— CuSO4
—w— CuBr2
1.0 —<4— CuCI2

Absorbance
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1
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o
1

T4 4 <4 < <
r 3335 333 % & & % & %

o
i
|
|
|
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1
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o
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Figure 111- 5: Oxydation du catéchol en présence de différents sels métalliques et du ligand
L2 dans le ’ACN.

Tableau I11- 2: Vitesse d'oxydation du catéchol de [L2/Cu] (umol.L"t.min) dans ACN.

M Cu(CHsCOO). Cu(NOs)2 CuSOs CuBr: CuCl

V (pmol.L-t.mint) 14,781 0,177 0,041 0,010 -

111.4.1.3 Oxydation du catéchol en présence des complexes formés in situ avec L3 :

Le ligand L3 montre une absorbance tres remarquable pour le complexe formé in situ avec
1’anion CH3COO", par contre les valeurs de I’absorbance pour les anions NO3™, Cl et SO4" et
Br~ sont trés faibles. Les vitesses d’oxydation pour chaque sel sont représentées dans le

tableau I11-3.
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Figure I11- 6: Oxydation du catéchol en présence de différents sels métalliques et du ligand
L3 dans 1’acétonitrile.

Tableau I11- 3: Vitesse d'oxydation du catéchol de [L3/Cu] (umol.L™.min-) dans ACN.

M Cu(CHsCOO). Cu(NOs)2 CuSOs CuBr: CuCl

V (pmol.L-t.mint) 10,82 0,45 0,031 - 0,43

111.4.1.4 Oxydation du catéchol en présence des complexes formés in situ avec L4 :
Les mesures de I’évolution de I’absorbance en fonction du temps des anions : CH3COO™,

Br~, CI", NOset SO42", sont données dans la Figure 111-7.
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Figure 111- 7: Oxydation du catéchol en présence de différents sels métalliques et du ligand
L4 dans 1’acétonitrile.

Les données illustrées dans la figure 111-7 révélent que le complexe formé in situ avec L4
et le sel métallique Cu(CH3COO). présente une évolution d'absorbance important en
comparaison avec les autres sels métalliques avec une évolution nul pour CuSQOs et CuBr et

une tres faible évolution pour Cu(NOs)2 et CuClo.
La vitesse d’oxydation pour chaque sel est rapportée dans le tableau....

Tableau I11- 4: Vitesse d'oxydation du catéchol de [L4/Cu] (umol.Lt.min™) dans ACN.

M Cu(CHsCOO)2 Cu(NOs)2 CuSOs CuBr2 CuCl:
V (pmol.Lt.min?) 7,07 0,05 - - -
111.4.1.5 Oxydation du catéchol en présence des complexes in situ formés avec L5 :

Les résultats obtenus mettent en évidence que chacun des complexes de cuivre formés avec
le ligand L5 exhibe des propriétés catalytiques dans le processus d'oxydation du catéchol en o-
quinone. Il est observé que la variation de I'absorbance est statistiquement significative pour le
complexe formé par le ligand L5 et le sel métallique CuClz, mais reste assez faible pour les
autres sels métalliques. D’aprés les vitesses d’oxydation calculé dans le tableau 111-5, le sel
métallique Cu(CH3sCOO); présente une vitesse maximal de 0,76 pmol.L™.min"t & 15 min avant

de diminuer , probablement en raison du processus de précipitation de complexe.
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Figure 111- 8: Oxydation du catéchol en présence de différents sels métalliques et du ligand
L5 dans le méthanol.

Tableau I11- 5: Vitesse d'oxydation du catéchol de [L5/Cu] (umol.L™t.min™) dans MeOH.

M Cu(CHs:COO), Cu(NOs)2 CuSOs CuBr: CuClz

V (pmol.L-t.min%) 0,76 2,55 1,125 2,78 3,09

111.4.2 Effet de la nature du ligand sur ’oxydation de catéchol :

Cette étude vise a comparer l'activité catalytique des complexes de cuivre (1) générés par
différents ligands pour le méme anion. La comparaison est faite pour les ligands L2, L3 et L4
qui sont soluble dans I’ACN avec une combinaison L/M [1 :1], et les deux ligands L1 et L5
dans le méthanol L/M [1 :1]. Les résultats d’absorbance pour chaque ligand sont représentés
dans la figure 111-9 et 111-10.
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Figure I11- 9: oxydation de catéchol en o-quinone en présence des ligands (L2, L3 et L4)
pour chaque anion dans I’ACN.
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Figure I111- 10: oxydation de catéchol en o-quinone en présence des ligands (L1 et L5) pour
chaque anion dans MeOH.
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Tableau I11- 6: vitesse d’oxydation de catéchol en présence des complexes résultants de

différents ligands.

ACN MeOH

Anion L2 L3 L4 L1 L5

4 [ CHCOO | 14,781 10,82 7,07 0,60 0,76
SE[ NOs 0,177 0,45 0,05 1,27 2,55
2 E[ S0 0,041 0,031 - 1,03 1,125
S Br 0,010 - - 4,49 2,78
cl - 0,43 - 1,25 3,09

Selon les données exposées dans la figure 111-9 et 111-10, les complexes formés avec 1’ion
acetate sont les meilleurs catalyseurs. Le ligand L2 présente la vitesse d’oxydation la plus élevé
a 14, 781 pmol.L't.min suivie par le ligand L3 et L4 avec une vitesse de 10,82 et
7,07 umol.L" L.min respectivement. Les autres ions NOs-, SO4>, Br et Cl- présente une
activité négligeable. Dans I’ACN, le complex formé in situ avec le ligand L1 et I’ion bromure
est le meilleur catalyseur, par contre le ligand L5 présente une meilleure activité avec 1’ion
chlorure. Si on compare les deux ligands pour le reste des anions CH3COO~, NOs", et SO4%, il

apparait que le ligand L5 présente les vitesse d’oxydation les plus élevée par rapport L1.

111.4.3 Etude de ’effet de la nature du solvant sur la réaction d’oxydation du catechol en
o-quinone :

Afin d'analyser I'influence du solvant sur la réaction d'oxydation du catéchol en o-quinone,
nous avons utilisé la combinaison (L1/ CuBr2), nous avons donc réalisé quelques expériences
dans les mémes conditions expérimentales mais avec différents solvants : méthanol (MeOH),
diméthylformamide (DMF) et acétonitrile (ACN).

D'apreés les taux d'oxydation calculés dans le tableau I11-7 et les données obtenues suite a la
variation de lI'absorbance de I'o-quinone (Figure I11-11), il est clair que I'absorbance dans le
méthanol est plus élevée que les deux autres solvants aprotiques polaires, c'est-a-dire
I'acétonitrile (ACN) et le diméthylformamide (DMF) avec un taux maximal de
4,49 pmol.L"L.min .Les résultats indiquent que le solvant influence de maniére significative
sur l'activité catalytique. Cette différence peut étre expliquée par le fait de la polarité des
solvants utilisés. Notre résultat est cohérent avec les résultats précédemment rapportés dans la
littérature qui ont confirmé que les solvants protiques polaires solvatent faiblement le cation de
cuivre facilitant ainsi la formation du complexe et augmentant la vitesse d'oxydation du catéchol

en o-quinone, dautre part, les solvants aprotiques polaires solvatent fortement le cation
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métallique et réduisent I'activité catalytique du cation métallique lors de la réaction d'oxydation

[33 -35].
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Figure I11- 11: Oxydation du catéchol en présence de L1 / CuBr2 dans différents solvants.

Tableau I11- 7: Vitesse d'oxydation du catéchol dans différents solvants.

Solvant MeOH ACN DMF
V (umol.Lt.mint) 4,49 - 0,052

111.4.4 Etude de I’effet de concentration sur la réaction d’oxydation du catechol en o-
qguinone :

Pour évaluer I’effet de la concentration du ligand sur ’activité catécholase, le rapport L2/
Cu(CHsCOQOO), a été varié. Sur cela, les rapports de 1/1, 1/2 et 2/1 ont été utilisés. Le résultat
indique que la vitesse d’oxydation la plus élevé est donné pour le rapport 1/1 d’un équivalent
du ligand et un équivalent de Cu(CHsCOO), avec une valeur de 14,781 pmol.min™.L?
cependant, les autres rapports 1/2 et 2/1 n’ont aucune activité. Sur la base de ces observations,
nous pouvons déduire que l'activité de la catécholase se produit avec un équivalent de métal et

un équivalent de ce type de ligand.
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Figure 111- 12: Oxydation du catéchol en présence de différentes propositions de
L2/Cu(CH3COQ), dans I’acétonitrile.

Tableau I11- 8: Vitesse d’oxydation du catéchol avec différentes propositions de
L2/Cu(CH3COO): dans 1’acétonitrile ( umol.Lt.mint).

L/M L2/Cu(CHsCOQO)2 L2/Cu(CH3COO). L2/Cu(CH3COO):
(1/1) (1/2) (2/1)
V (umol.Lt.min) 14,781 - -

111.4.5 Etude cinétique par I’équation de Michaelis-Menten :

L'éguation de Michaelis-Menten postule que la vitesse d'une réaction catalysée par une
enzyme est directement proportionnelle a la concentration du substrat [36]. La présente étude
vise a identifier les parameétres cinétiques ; les procédés étaient les mémes que ceux décrits dans
la section (111.3.2) avec variation de la concentration du substrat catéchol de 102 a 10"t mol. L
1 A titre d’exemple, I’étude cinétique de la réaction de catécholase a été effectuée par rapport
optimal [1:1] L2/Cu(CH3COQ). dans 1’acétonitrile. L’évolution de 1’absorbance 0-quinone
dans la gamme 300-400 nm pour les 5 premiéres minutes de réaction, puis les résultats ont été
présentés graphiquement, en repreésentant Vi en fonction de la concentration du substrat. Les
valeurs de Vmax (vitesse maximale), Kn (constante de Michaelis-Menten ) et K¢ (constante
catalytique) sont calculées dans le tableau, la Vmax=17,75 pmol. L 1. min 1, et la valeur
inférieure de Km, qui est égale a 0,021 mol.L™* montre que le meilleur complexe formé in situ

avec L2 et Cu(CH3COOQ), peut étre consideré comme un bon catalyseur dans la reaction
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d’oxydation du catéchol en raison de sa bonne affinité avec le substrat. Kca= 0,53 h ce qui

signifie que le substrat a été catalysé a un taux rapide par le complexe.
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Figure I11- 13: représentation graphique par I'équation de Michaelis-Menten de complex
formé in situ [L2-Cu].

Tableau I11- 9: les paramétres Vmax, Km et Kcat de ligand L2.

In situ Complex Vmax (umol.Lt.min?) Km (mol.L?) Keat ()
L2[Cu(CH3COO);] 17,75 0,021 0,53
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Conclusion :

Notre objectif dans ce chapitre est d’imiter la fonction de site actif de I’enzyme catéchol
oxydase dans la réaction d’oxydation de catéchol en 0-quinone, utilisant des complexes formés
in situ a base des ligands synthétisés dérivée de 1’acide dehydroacétique (L1-L5) et différents
sels metalliques (Cu(CH3zCOQ),, Cu(NOs3)2, CuSQOas, CuBrz, CuCly).

Les résultats indiquent une variation de vitesse d’oxydation entre les complexes, et pour
déterminer les facteurs influengant cette variation, I’effet de concentration, 1’effet de nature de
solvant et de ligand, et le type de I’anion ont été examiné. Nos résultats montrent que notre
stratégie fonctionne et confirment que le cuivre a un avenir brillant dans la catalyse

biomimétique.

Le modele de Michaelis-Menten a finalement été utilisé pour déterminer les paramétres

cinétiques du catalyseur optimal.
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Chapitre IV Etude biologique des molécules synthétisées

V.1 Introduction :

La chimie organique est essentielle au développement des médicaments, car elle fournit les
processus et les procédures de synthese nécessaires au développement de nouveaux composés
[1]. L'histoire de la chimie de synthése fournit un cadre potentiel pour l'avancement et
I'influence de la biologie de synthese, une discipline émergente visant a construire des systémes
biologiques innovants [2]. La biologie chimique s'est développée a partir de la chimie
bioorganique et de la biochimie, offrant des méthodologies robustes pour examiner les
questions biologiques a I'échelle moléculaire. La chimie organique de synthése et la chimie
médicinale sont absolument fondamentales pour la découverte de médicaments et les sciences

pharmaceutiques [3].

L'objectif principal de ce chapitre est de tester les ligands synthétisés pour trois activités
biologiques :

» L’activité antioxydante utilisant la méthode de 96 puits, trois différents protocoles
ont été réalisés :

e Activité de la DPPH

e Activité de piégeage ABTS

e [L’activité de phénanthroline

> L’activité antibactérienne pour une souche a Gram positif Enterococcus faecalis
(ATTC 49532) et a Gram négatif Escherichia coli (ATTC 25922).

> L’activité anti-cancéreuse (cancer gastrique) utilisant la lignée cellulaire AGS.

Partie | : Mode opératoire

IV.2 L’activité antioxydants :

Les antioxydants sont des composés qui, a des concentrations tres faibles dans les aliments
ou l'organisme, retardent, contrélent ou préviennent les processus d'oxydation conduisant a la
détérioration de la qualité des aliments ou a I'apparition et a la propagation de vieillissement et
différentes maladies dans I'organisme [4, 5]. L'oxydation est un processus chimique dans lequel
les électrons ou I’hydrogene transfere a un agent oxydant, produisant des radicaux libres qui
peuvent causer des dommages cellulaires ou la mort. Les antioxydants s'opposent a ces
réactions en éliminant les intermédiaires. L'activité antioxydante d'une molécule synthétique

peut étre évaluée par sa capacité a piéger les radicaux libres. Les antioxydants peuvent se

72 |Page



Chapitre IV Etude biologique des molécules synthétisées

trouver naturellement dans les plantes, les animaux et les microbes, ou étre produits par

synthese chimique.

Dans ce chapitre, I'activité antioxydante est évaluée par le biais de trois méthodes : DPPH,
ABTS et phénanthroline.

1VV.2.1 Test du DPPH :

Le radical libre DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle) est couramment employé comme
une méthode pour évaluer l'activité antioxydante en raison de sa stabilité. Le test DPPH est une
technique simple qui ne nécessite aucune préparation particuliere des échantillons [5]. La
réaction est rapide et facile et ne nécessite pas d'équipement ou de mise en place spéciale. Le
DPPH est un radical stable qui ne se dégrade pas dans I'eau, le méthanol ou I'éthanol [6]. Le
radical DPPH deviendra a sa forme réduite lorsqu'il interagira avec des substances capables de
donner un atome d'hydrogene [7]. En présence de molécules antioxydantes, le DPPH de couleur
violette se transforme en sa forme réduite (2, 2-diphényl-2-picrylhydrazine) de couleur jaune

[8], le mécanisme de déprotonation des antioxydants est montré ci-dessous :

Q o or
NN'—Q—NOZ + R-OH > NNHQNOZ -+ RO.
) v

O,N
DPPH DPPH-H
violet Jaune
Q oy
N—N- NO, RO — N—N NO,
OR
O,N O,N

RO+ RO —= RO—OR

R-OH: antioxydant
RO : radical

Schéma V- 1: mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant.
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L'activité de piégeage des radicaux libres est quantifiée par spectrophotométrie en utilisant
le DPPH comme indicateur [9], tandis que le BHT et le BHA servent de références pour les

antioxydants.

Ensuite, dans des microplaques a 96 puits de volume 200 pl pour chaque puits, 160 pl de
solution méthanolique de DPPH (0,4 %) ont été ajoutés a 40 pul de différentes solutions (L1-L5)
diluées a partir des solutions méres a diverses concentrations (4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 et 0.0625
mM). Le mélange a été laissé a I'abri de la lumiére pendant 30 minutes a température ambiante ;
le test a été réalisé en triplicat pour chaque concentration de produit testée. L'absorbance a été
enregistrée a 517nm a 1’aide d’un lecteur de microplaque a 96 puits (EnSpire de PerkinElmer).
De plus, le : 3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne (BHT) et le : 3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole

(BHA) ont été prépareés et utilisés comme étalon de référence.

Figure IV- 1: lecteur de microplaque EnSpire de PerkinElmer

Les résultats de I'inhibition des radicaux libres sont exprimés en pourcentage d'inhibition (I

%) estimé selon I'équation suivante :
1%= [(Absorbance de contr6le— Absorbance échantillon)/ Absorbance de contréle] x 100

Ou Absorbance contr6le = Absorbance de la solution DPPH.
L'efficacité antioxydante de la méthode de piégeage DPPH est généralement représentée par
la valeur IC50 [10], qui représente la quantité de réactif nécessaire pour inhiber 50 % de la
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quantité initiale de radicaux présents ; les valeurs ont été déterminees graphiquement par
régression linéaire [11].
IV.2.2 Test du PABTS :

Le test ABTS, une méthode basée sur le transfert d'électrons, est I'un des tests les plus
couramment utilisés pour évaluer I'activité antioxydante. Le radical bleu/vert 2,2'-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS"™) est produit par I'oxydation de I'ABTS a l'aide de
persulfate de potassium, et ensuite reduit par des antioxydants donneurs d'hydrogéne, ce qui
entraine la décoloration de la solution, qui peut étre quantifiée par spectrophotométrie [12].
Outre la recherche de produits chimiques purs et d'extraits alimentaires, cette approche peut
également étre utilisée pour I'étude des antioxydants solubles dans I'eau et dans les lipides. [13].

L'activité ABTS est évaluée selon la méthode établie par Re et al. (1999) [13], On a
commencé par la préparation de cataion radicalaire (ABTS™), la procédure est donné comme
suit : on fait mélanger 5 ml d’une solution aqueuse d’ABTS 19,2 mg (7 mM) avec 5 ml d’une
solution aqueuse de persulfate de potassium K2S20g 3,3 mg (2.45 mM), ensuite le mélange est
mis a I’abri de la lumiére pendants 6-12 h a température ambiante. Avant ’usage, il nécessaire

de dilué la solution obtenue a une absorbance de 0.700 a 734 nm.

L’activité scavenger du radical ABTS pour les ligands L1, L2, L3, L4 et L5 est réalis¢ dans
des microplaques a 96 puits, dans chaque puits 160 pl de solution ABTS™ est ajouté a 40 pl de
chaque composé et les standards (BHT et BHA) avec différentes concentrations (4, 2, 1, 0.5,
0.25, 0.125 et 0.0625 mM). L'absorbance a été enregistrée a 734 nm.

Les résultats de I'inhibition des radicaux libres sont exprimés en pourcentage d'inhibition (I

%) estimé selon I'équation suivante :
1%= [(Absorbance de contrdle— Absorbance échantillon)/ Absorbance de controle] x 100

Ou Absorbance contréle = Absorbance de la solution de radical ABTS.

IVV.2.3 Test de phénanthroline :

Le complexe rouge Fe(ll)-phénanthroline (Phen) est largement utilisé dans la méthode
spectrophotométrique classique pour la détermination du fer [14]. Sur la base de cette etude, la
phénanthroline est devenue parmi les méthodes de détermination des antioxydants basées sur
la réduction du fer, cette méthode est basée sur la réduction de Iion Fe3* en Fe?* par un
antioxydant, I'ion Fe?* formé a ensuite réagi avec 1,10-Phenanthroline pour produire un

complexe rouge-orange.
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L’activité de phénanthroline pour les ligands synthétisés L1, L2, L3, L4 et L5 est évaluee
selon la méthode décrite par Szydlowska-Czerniaka et all [15]. A une solution de 50 pl de FeCls
(0.2%) (0.02g dans 10ml de H2>O) on a ajouté 30 ul d’une solution de Phénanthroline (0,5 %)
(0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH), ensuit on a ajouté a ce mélange 110 pl de
méthanol et 10 pl de chaque composé a différentes concentrations (4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 et
0.0625 mM). Les plaques sont ensuite incubées dans I'obscurité pendant 20 minutes a une
température de 30°C, et I'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 510 nm. Le BHA et

le BHT sont couramment utilisés comme références.

1V.3 L’activité antibactérienne :

Les bactéries, en tant qu'agents pathogenes microbiens constituent un probleme de santé
publique a I'échelle mondiale, entrainant des colts médicaux €élevés et ayant un impact sur la
santé humaine et I'économie [16]. Les bactéries de la flore corporelle normale ou de
I'environnement peuvent provoquer des maladies lorsque le systeme immunitaire de I'n6te est
affaibli ou lorsque les bactéries sont déplacées vers des zones inhabituelles du corps [17] ce qui
entraine des maladies grave et mortel. Les antibiotiques sont largement employés a I'échelle
mondiale en tant qu'agents thérapeutiques essentiels pour combattre les infections d'origine
bactérienne. Les antibiotiques sont des substances thérapeutiques qui pénétrent dans les
organismes. Plusieurs méthodes sont actuellement disponibles pour détecter leur activité
antimicrobienne et comme elles ne sont pas toutes basées sur les mémes principes, les résultats
obtenus sont influencés non seulement par la méthode choisie, mais aussi par les micro-

organismes utilisés et par le degré de solubilité de chaque composé testé [18].

L’objective de notre étude consiste a évaluer 1’activité des bases de schiff synthétisé en tant
qu’agent antibactérien utilisant la méthode de diffusion sur disque en milieu de Mueller-Hinton
vis-a-vis des bactéries a Gram positif Enterococcus faecalis (ATTC 49532) et Gram négatif
Escherichia coli (ATTC 25922).

IVV.3.1 Méthode de diffusion sur disque en milieu de Mueller-Hinton :

a. Préparation de bouillant nutritif :
Dans un erlenmeyer, on fait dissoudre 8 g de bouillant nutritif dans un litre d’eau distillé,

puis on mélangeant a chaud jusqu’a dissolution compléte. Ensuit on fait bouillir pendant une
ou deux minutes. Le mélange est répartit sur des tubes a essai (5 ml dans chaque tube) et

stériliser en autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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b. Préparation de gélose Mueller-Hinton :
Dans un erlenmeyer, on fait dissoudre 38 g de la gélose Mueller-Hinton dans un litre d’cau
distillé, mélanger avec chauffage (95-100 °C) jusqu’a dissolution compléte. Ensuite on fait
bouillir pendant une ou deux minutes. Répartir le mélange des flacons en verre et stériliser en

autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

c. Préparation des disques :
Des disques d'un diametre de 6 mm sont utilisés, ils sont préparés utilisant une perforeuse et
papier Wattman N° 3, ils sont ensuit met dans des petites flacons en verre et stérilisés dans

[’autoclave a 121°C.

d. Préparation d’eau physiologique NaCl 0,9 %:
On fait dissoudre 9 g de NaCl dans llitre d’eau distillé, on mélange jusqu’a dissolution
compléte ensuite on répartit la solution dans des tubes a essai (9 ml) dans chaque tube et

stérilisés dans I’autoclave a 121°C pendant 15 min.

e. Préparation de ’inoculum :

Utiliser une anse de platine préalablement flambée pour sélectionner quelques colonies
similaires et bien isolées dans un milieu de GN (gélose nutritif), et les introduire dans un tube
contenant de bouillant nutritif, incuber 18-24 h a une température de 37°C. La bonne croissance

de I’inoculum indiqué par la turbidité de mélange (la solution doit étre trouble).

1V.3.2 Mode opératoire :

On fait diluer I’inoculum préparé précédemment par 1’eau physiologique stérile jusqu’a
I’obtention d’une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 MF qui est 1’équivalent de la
densité optique (DO) 0,08-0,1 mesuré a 625 nm. On trempe un écouvillon stérile dans le tube
contenant la suspension bactérienne bien homogénéisée a I’aide d’un vortex et ensemencer les
boites pétries collés avec la gélose Mueller-Hinton, 1’ensemencement est répété trois fois a
chaque fois on fait tourné la boite pétri d’une angle de 60° pour assurer la répartition de
I’inoculum sur toute la surface de gélose et a la fin en fait passer I'écouvillon autour les
extrémités de gélose. Placer les disques sur la surface de gélose ensemencé, dont I’un est
imprégné de 20 ul d’une solution de base de schiff préparé dans le DMSO (25mg/ml), I’autre
est imprégné de 20 ul de DMSO utilisé comme contrble négatif, le troisieme disque est le

contrdle positif gentamicine qui est un antibiotique avec une charge de 10 ug.
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Les boites sont fermées avec du parafilm et incubées dans 1’étuve pendant 24 h a une
température de 37°C. L’activité antibactérienne est exprimé en fonction des diamétres des zones
d’inhibitions (mm) et comparer avec celle de I’antibiotique standard (gentamicine dans notre

étude).

IV.4 L’activité anticancéreuse :

Selon les statistiques générées par le Centre international de recherche sur le cancer
(GLOBOCAN 2022), le cancer gastrique (CG) est le cinquieme cancer le plus répandu dans le
monde apres le cancer du poumon, du sein, du célon et de la prostate avec une incidence de
968 784 nouveaux cas dans le monde, et la cinquieme cause de déces par cancer avec 660 175
déces, soit 6, 8% du total mondial. Ces derniéres années, le cancer gastrique a suscité un vif
intérét de la part des chercheurs en épidémiologie. Perte d'appétit, fatigue et insomnie est parmi
les symptdmes de cancer gastrique, les principaux symptdémes spécifiques au diagnostic
signalés par tous les participants étaient I'anxiété, les restrictions alimentaires et I'odynophagie
[19]. Le stade préliminaire de la maladie est généralement asymptomatique, ce qui fait que le
diagnostic est généralement posé a un stade ultérieur, marqué par un pronostic sombre et un

taux de survie a 5 ans inférieur a 30 % dans la majorité des études [20].

La chimiothérapie reste une modalité de traitement largement utilisée pour différents types
de cancer a différents stades. Bien que la chimiothérapie soit efficace, elle provoque des effets
secondaires qui peuvent entrainer des complications supplémentaires pour la santé pour les
patients [21]. Les effets indésirables peuvent différer d'un individu a un autre, provoquent la
nausee, la faiblesse, vomissements, peau séche, perte de cheveux, perte de poids due a une perte

d'appétit, fievre, troubles de mémoire....etc[22].

La chimiothérapie peut avoir un impact direct sur les cellules immunitaires, entrainant des
effets cytotoxiques, des anomalies dans la différenciation et la fonction des cellules, et des
perturbations dans la communication cellulaire et les voies de signalisation, cette suppression
immunitaire peut diminuer la réponse immunitaire anti-tumorale et augmenter le risque de
toxicités liées a I'immunologie [23]. Les scientifiques et les chercheurs sont donc de plus en
plus inquiets et cherchent a créer de nouveaux composés anticancéreux qui ciblent uniqguement
les cellules cancéreuses, en épargnant les autres cellules du corps, améliorant ainsi la qualité de
vie des patients.Notre but dans ce chapitre est d’évalué I’activité anti-cancéreuse contre de deux
bases de schiff dérivé de 1’acide dehydroacetique, dont on a utilisé la lignée cellulaire AGS de

cancer gastrique.
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IV.4.1 Etudes antiprolifératives :

IV.4.1.1 Lignées cellulaires et culture :

Les cellules AGS et HUVEC ont été cultivées dans un milieu DMEM enrichi de 10 % de
FBS, de 4 mM de L-glutamine et d'antibiotiques tels que la pénicilline (100 U/mL) et la
streptomycine (100 pg/mL). Toutes les cellules ont été maintenues dans un incubateur

humidifié a 37°C avec 5% de dioxyde de carbone.

IV.4.1.2 Test de viabilité cellulaire :

Les effets cytotoxiques des bases de Schiffs sur la lignée cellulaire de I'adénocarcinome
gastrique (AGS) et sur les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC) ont
été evalués a l'aide du test WST-1. Les cellules ont été ensemencées a une concentration de
5x103 cellules par puits dans une microplaque & 96 puits et incubées pendant une nuit avant la
réalisation de I'expérience. Apres l'incubation, les cellules ont été traitées avec les composés
synthétisés (L6 et L7) a des concentrations de 10, 20, 40, 60 et 80 pg/ml pendant 24 heures.
Ensuit ajouter 10 ul de réactif WST-1 dans chaque puit et incuber pendant 2h a 37°C. Les
cellules traitées avec du DMSO ont été utilisees comme groupe témoin. L'absorbance a été
mesurée a une longueur d'onde de 440 nm en utilisant un spectrophotometre de microplaques
(Epoch BioTek, Agilent Technologies, U.S.A). Les valeurs de I'lCsp ont été déterminées en

utilisant le logiciel GraphPad Prism 8.

La viabilité cellulaire a été exprimée en pourcentage par la formule suivante :

Absorbance dressei

x 100

Viabilité cellulaire= ,
Absorbance temoin

Ces données ont été utilisées pour le calcul de concentration inhibitrice (IC50).

Partie Il : Résultats et discussion

IV.5 Evaluation de ’activité antioxydante :
IVV.5.1 Piégeage du radical DPPH :

L'activité antioxydante des ligands synthétisés a été évaluée en utilisant le radical libre DPPH
a l'origine de couleur violette, se convertit en DPPH-H de couleur jaune, en présence d'un

antioxydant par transfert d'hydrogéne. Les résultats ont été comparés a ceux de 3,5-
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ditertiobutyl-4-hydroxytoluene (BHT) et 3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole (BHA) qui sont

utilisés comme référence.

L1 L4 L2 L3

[ N

Figure 1V- 2: les microplaques de 1’activité de piégeage de radicale DPPH aprés 30 min
d’incubation
Selon la figure 1V-3 illustrant le pourcentage d’inhibition des bases de Schiff en fonction de
concentration, le ligand L1 présente une activité maximale a une concentration de 4 uM avec
un pourcentage d'inhibition (I %) de 65,85+2,71, aucune inhibition de I'activité antioxydante
n'a été observée pour les autres ligands. Le BHT et BHA ont inhibé respectivement 79,53+0,76

et 84,91+2 47 a la méme concentration que le ligand L1.
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Figure 1V- 3: Pourcentage d'inhibition de DPPH contre les ligands synthétisés, BHA et BHT
en fonction des différentes concentrations.

L’ICso a été déterminée pour mieux comparer l'activité du ligand L1 et les standards (BHT
et BHA), pour obtenir des résultats favorables, les valeurs de 1’1Cso doivent étre minimales. Les
résultats présentés dans 1’histogramme figure 1V-4 de l'activité du ligand L1 montrent une
valeur d’1Cso de 361,55+17,98uM qui est trés élevée par rapport a I'activité de référence (BHT
et BHA) dont les valeurs sont : 225,59+13,62 uM et 30,06+1,21 uM respectivement.

Une interprétation simple de la relation structure-activité a été rapportée pour mieux
comprendre la variation de I'lCso de notre ligand, cette variation peut étre attribuée a la présence
du groupe méthoxy (groupe donneur par effet mésomere) en position ortho par rapport au
groupe hydroxy, ce qui augmente la densité électronique de I'oxygene et rend la liaison O-H
plus riche en électrons et donc tres difficile a rompre et a donner I'H-.
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IC50
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Figure 1V- 4: histogramme des valeurs 1Cso du ligand L1 et des références (BHA et BHT).
IVV.5.2 Piégeage du radical ABTS :

Le test ABTS (2,2’-Azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfonique) est 1’un des
méthodes utilisé pour évaluer D’activité antioxydante, c¢’est une méthode colorimétrique
mesurée spectrophotométriquement a 734 nm, la présence d'un antioxydant dans I'échantillon
a fait passer la couleur bleu-vert du cation radical ABTS** a l'incolore (Figure 1V-5) ce qui
explique la diminution de I'absorbance lorsque la concentration des composeés testés augmente,
car lI'antioxydant a réduit le cation radical en ABTS. La décoloration de I'échantillon a présenté

une relation linéaire avec I'augmentation de la capacité antioxydante de I'échantillon étudié [12].
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L1 L4 L2 L3

Figure 1V- 5: les microplaques de ’activité de piégeage de radicale ABTS** apres 10 min
d’incubation

Les résultats obtenus nous ont permis de représenter graphiquement le % d'inhibition en
fonction de la concentration Figure 1V-6, sauf le ligand L1 qui représente une valeur
d’inhibition remarquable qui atteint 92,85+0,39 % a une concentration de 4mM, le ligand L2
aussi présente une inhibition mais trés faible par rapport aux ligand L1 et aux standard (BHA
et BHT), la valeur d’inhibition de ce ligand ne dépasse pas 25,4342,28 % qui correspond a la
concentration maximale. A une faible concentration C= 0,125 mM, les standards BHA et BHT

montrent des pourcentages d’inhibition important de 82,03+1,34 et 73,46+3,89%
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respectivement.
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Figure 1V- 6: Pourcentage d'inhibition I’ABTS contre les ligands synthétisés, BHA et BHT
en fonction des différentes concentrations.

La différence de I’'ICso entre le ligand L1 est les standards sont représentées dans
I’histogramme (Figure 1V-7), selon I’hectogramme on observe que le ligand L1 posséde une
activité anti radicalaire importante avec une valeur d’ICsp egal a 12,68+0,91 uM, c’est une
valeur comparable avec les valeurs obtenus par les standards BHA et BHT. Selon ces résultats,

on peut classifier les molécules selon leur capacité inhibitrice dans 1’ordre suivant :

BHA>BHT>L1

14
12
10

ICs0 (1M)

- -

L1 BHT BHA

o N b~ O

Figure 1V- 7: Histogramme des valeurs ICso de ligand L1 et des références (BHA et BHT).
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IVV.5.3 Teste de phénanthroline :

Ce test repose sur la réaction entre le 1,10-phénanthroline et I'ion ferreux (Fe?*) résultant de
la réduction de I’ion Fe**par un agent antioxydant. L'ion ferreux forme un complexe spécifique
avec la phénanthroline (Fe(ll)-phénanthroline) de couleur rouge-orange comme montre la

Figure 1V-8 qui présente une absorption maximale a 508-510 nm [24].

L1 L4 L2 L3

DHA LS5 BHA BHT

Figure 1V- 8: les microplaques de ’activité de phénanthroline aprés 20 min d’incubation a
30 °C.
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Les résultats de I'absorbance en fonction de la concentration pour les différents échantillons
(Figure 1V-9) démontrent une corrélation claire entre la concentration et I'absorbance. Plus la
concentration est élevée, plus I'absorbance est élevée, principalement en raison de la capacité
des molécules a réduire les ions Fe®* en Fe?*. Cette réduction conduit a la formation du
complexe Fe(ll)-phénanthroline dont la concentration augmente significativement dans le
milieu. Cette augmentation est un indicateur clair de I'efficacité de ces derniers en tant que des

composés antioxydants.

A une concentration de 4 mM, le ligand L1 présente 1’absorbance la plus élevée (1,36+0,19)
par rapport aux autres ligands, on remarque aussi que le ligand L5 a une absorbance faible de
(0,80+0,06) par rapport aux absorbances des standards (BHA et BHT), aucune variation

d’absorbance n’a été détectée pour les autres ligands.

—— 1
1 —A— 2
4.0 H L3
| —o— L4
359 L5
3 0_' —e— DHA
' —— BHA
S 25 —e— BHT
®
o]
S 2.0
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Figure IV- 9: Absorbance des composés testés et des standards (BHA et BHT) en fonction de
la concentration

Les valeurs d’Caos ont été calculées a partir des mesures en trois exemplaires des
¢échantillons, en utilisant un graphique de 1’absorbance en fonction de la concentration des
composés examineés par le biais d'une analyse de régression linéaire. Cette valeur correspond a

la concentration indiquant une intensité d'absorbance de 0,50.

D’aprés I’histogramme représentant les valeurs d’Caos (Figure 1V-10) on remarque que le

ligand L1 a la valeur la plus faible par rapport aux autres ligands avec une valeur égal a

86|Page



Chapitre IV Etude biologique des molécules synthétisées

34,17£1,69 uM suivie de ligand L5 qui présente une valeur de 36,27+3,15 uM, ces deux
ligands ont une activité modéré par rapport aux références BHA et BHT. Selon les résultats de
cette étude, le pouvoir réducteur des antioxydants standard et du ligand a diminué dans I'ordre

suivant :

BHT>BHA>L1>LS5

c:A0.5

Caos (UM)
b, R NN W oW b
5 & & &h & & &

[52]

L5 L1 BHA BHT

Figure IV- 10: Histogramme des valeurs Caos des ligands L1, L5 et des références (BHA et
BHT).

Dans cette étude, trois méthodes d’évaluation d’activité antioxydante sont utilisées : DDPH,
ABTS et phénanthroline. Les résultats obtenus sont représenté sous forme des valeurs ICsp et
Caos (M) qui sont listés dans le Tableau 1V-1, Selon les résultats obtenus, le ligand L1 reste
le seul composeé qui a montré une activité remarquable en comparaison avec les standards BHA

et BHT, les valeurs d’ICsp et Cao5 varient selon la méthode utilisée.

Ces résultats peuvent étre liés a la structure moléculaire des différents composés synthétisés :
Le ligand L1 contient un groupe hydroxyle (OH) supplémentaire dans sa structure, ce qui
renforce sa capacité a donner de I'nydrogéne. En revanche, les autres ligands ne comportent que
le groupe OH de l'anneau pyranique du DHA, de sorte qu'il semble que ce groupe OH
n'intervienne pas dans la réaction d'oxydation. Cette conclusion est étayée par les résultats
obtenus avec la DHA lors de I'utilisation des trois méthodes différentes, qui n'ont toutes montré
aucune activité. Donc, il est recommandé de modifier la structure moléculaire en ajoutant
davantage de groupes hydroxyles pour améliorer I'efficacité des bases de Schiff dérivées de

I'acide déhydroacétique.
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Tableau 1V- 1: Valeurs d'ICso et Caos (WM) des méthodes utilisées (DPPH, ABTS et
phénanthroline)

DPPH ABTS Phénontroline
composé ICs0 £ SD ICs0 = SD Caos = SD
L1 361,55+17,98 12,68+0,91 34,17+1,69
L5 - - 36,27+3,15
BHA 30,06+1,21 2,91+0,5 14,64+2.17
BHT 225,59+13,62 3,25+0,72 6,14+0,11

1V.6 Evaluation de ’activité antibactérienne :

L'efficacité antibactérienne des produits synthétisés (L1-L6) a été évaluée a l'aide de la
méthode de diffusion sur disque de Mueller-Hinton., tous les composés ont été évaluées contre
deux souches bactériennes, une bactérie a gram-négatives : Escherichia coli (ATTC 25922), et
I’autre & gram-positives : Enterococcus faecalis (ATTC 49532), I’antibiotique gentamycine (10
ug) est utilisé comme contréle positif. L’évaluation des résultats de cette méthode dépendent
de I'apparition ou non d'une zone d'inhibition (en mm) autour du disque portant le composé
testé en comparaison avec la zone d’inhibition de standard. Les résultats sont présentés dans le

Tableau V-2 :

Tableau 1V- 2: zone d’inhibition (mm) de molécules testées.

Zone d’inhibition (mm)
Bactéries L1 | L2 L3 | L4 | L5 | L6 | Gentamycine (10 ug)
E. Coli - - - - - - |22

E. faecalis - - - - - 11 | 18

Sur la base des résultats du tableau précédent et les photos présentées dans les Figures 1V-
11 et IV-12, toutes les bactéries utilisés montrent une résistance tres élevé avec tous les ligands
méme apres augmentation de concentration qui a atteint 25 mg/ml qui considéré comme une
concentration trés élevés par rapport aux concentrations utilisé dans la littérature. Seul le ligand
L6 qui montre une activité inhibitrice envers la souche bactérienne Enterococcus faecalis
(ATTC 49532) avec un diameétre d’inhibition de 11 mm, mais cette valeur reste faible par

rapport au diametre de gentamycine qui égal a 18 mm.
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+ : contrdle positif (gentamycine), — : contrdle négatif (DMF), E : échantillon

Figure 1V- 11: Résultats de I’activité antibactérienne des molécules synthétisées (a-f) — (L1-
L6) contre Enterococcus faecalis (ATTC 49532).

+ : contrdle positif (gentamycine), — : contrdle négatif (DMF), E : échantillon

Figure 1V- 12: Résultats de I’activité antibactérienne des molécules synthétisees (a-f)— (L1-
L6) contre Escherichia coli (ATTC 25922).

NB Bien que certains ligands aient montré une activité antibactérienne, d'autres tests n‘ont

pas réveélé d'inhibition significative, notamment contre Staphylococcus aureus (ATCC 6538) et
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un champignon (Candida albicans). Bien que ces résultats négatifs ne soient pas détaillés ici,
il est important de les mentionner car ils contribuent & une évaluation globale de I'efficacité des
COMpPOSESs examines.

Activite antifongique (observation complémentaire) :

Des essais preliminaires ont été menés afin d’évaluer 1’activité antifongique des cinq ligands
synthétisés (L1-L5) a une concentration de 5 mg/ml contre le champignon Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici (Fol). Aucun des composes testés n'a présenté une inhibition
significative de la croissance de la souche fongique dans les conditions expérimentales utilisées

(voir annexe 111).

Bien que ces résultats soient négatifs, ils restent pertinents a mentionner , car ils peuvent

orienter des modifications futures dans la structure des molécules ou dans les conditions de test.
I\VV.7 Evaluation de I’activité anti-cancéreuse de cancer gastrique :

Le test WST-1 est un test colorimétrique utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire en
mesurant 1’activit¢é métabolique des cellules. Il repose sur la réduction du sel de tétrazolium
(WST) en un produit coloré (formazan soluble) par les enzymes mitochondriales des cellules
vivantes. L'intensité de la coloration est en corrélation avec la quantité de cellules

métaboliquement actives, ce qui permet d’estimer la cytotoxicité des composés testés.

Les résultats montrent que les deux bases de Schiff réduit significativement la viabilité
cellulaire de maniére dose-dépendante dans les cellules AGS (cancéreuses), plus la
concentration de la base de Schiff augmente, plus la viabilité diminue, indiquant un effet
antiprolifératif progressif. A la concentration la plus faible 10 pg/ml la viabilité des cellules
AGS reste élevée avec un pourcentage de 94,5 % et 88,7 % pour L6 et L7. L'utilisation du
composé L6 a une concentration de 20ug/ml montre une diminution de la viabilité cellulaire
des cellules cancéreuses a 48,1%, tandis que le composé L7 a produit une réduction significative
a une concentration plus élevée de 40 ug/ml. D'autre part, des cellules HUVEC normales ont
été utilisées pour la comparaison, car I'efficacité de ces composés ne peut étre déterminée que
si leur activité cytotoxique est efficace pour les cellules cancéreuses et faible pour les cellules
normales. Les deux composés ont montré peu d'effet sur les cellules HUVEC normales et a des

concentrations élevées par rapport aux cellules tumorales, de sorte que le taux de survie des
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cellules normales n'a pas chuté de 64 % a la concentration la plus élevee de 80 pg/ml.
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Figure 1V- 13: Viabilité cellulaire en fonction de concentration des cellules cancéreuses AGS
et cellules normal HUVEC.
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type (ET). **** p<0,0001 indique une différence significative.

Figure IV- 14: Histogramme représente la viabilité cellulaire des cellules AGS et HUVEC.
IV.7.1 Analyse des valeurs d’ICso :

Les valeurs d’ICso de compose L6 et L7 sont présentés dans le Tableau 1VV-3 Le ligand L6
plus cytotoxique envers les cellules cancéreuses avec une valeur de 18,23pug/ml et présente la
faible cytotoxicité contre les cellules normales HUVEC a une valeur 245,6pg/ml. Les valeurs
ICso de de ligand L7 contre les cellules AGS et HUVEC étaient 27,33pug/ml et 192,9ug/ml
respectivement. Ces résultats démontrent que le ligand L6 a un impact cytotoxique puissant et
inhibe la prolifération de la lignée cellulaire de I'adénocarcinome (AGS) mieux que le ligand
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L7 en plus de sa faible efficacité contre les cellules normales, ce qui est I'objectif principale de
cette étude pour minimiser les effets secondaires de la chimiothérapie ciblant les cellules

normales.

Tableau IV- 3: valeur d’IC50 des molécules testés pour les cellules AGS et HUVEC

I1Cso (ug/ml) apres 24 h
composé AGS HUVEC
L6 18,23 245,6
L7 27,33 192,9

1V.7.2 Analyse des images microscopiques :

L'impact du ligand L6 sur I'altération morphologique des cellules AGS a été étudié a l'aide
d'un microscope optique (x200) a différentes doses de ligand. Les images montrent une
diminution progressive du nombre de cellules en fonction de I’augmentation de la concentration
du composé. Cela valide les résultats du test WST-1, indigquant une diminution de la viabilité

cellulaire dose-dépendante.

Contrdle 10 ug/ml 20 pg/ml
40 pg/ml 60 pg/ml 80 pg/ml

Figure 1V- 15: vue microscopique des cellules AGS sous I'effet des ligands L6 a différentes
concentrations apres 24 h
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Conclusion :

Dans ce chapitre, trois études biologiques ont été examinées pour évaluer in vitro la capacité
des bases de shiff dérivées de I'acide déhydroacétique a interagir en tant qu'agents antioxydants,

antibactériens et anticancéreux.

L'activité antioxydante a été évaluée a l'aide de trois méthodes distinctes : DPPH, ABTS et
phénanthroline, un seul ligand montre une inhibition variable d’une méthode a une autres, leurs
activité est modéré a faible en comparaison avec I’activité des standards (BHA) et (BHT), cette
différence peut étre expliqué par la relation structure-activité, ce ligand est le seul qui contient
un groupement hydroxyle supplémentaire dans sa structure, et en considérant les résultats de la
DHA et des bases de Schiff obtenus en paralléle, il semble que le groupe hydroxyle de ce
derniére ne soit pas impliqué dans la réduction des radicaux libres. La faible activité de ligand
L1 peut étre expliqué par la présence de groupement méthoxy en position ortho qui empéche la
libération de proton par son effet mésomére donneur (+M), aussi la solubilité peut étre parmi
les raisons de ces résultats obtenus, car les molécules testé ne sont pas totalement soluble dans
le MeOH.

Les souches bactériennes E. Coli (G-) et E. faecalis (G+) qui sont utilisés dans 1’évaluation
de P’activité antibactérienne montrent une grande résistance contre les molécules testées sauf

un seul ligand qui montre une activité faible avec E. faecalis.

Et enfin les bases de Schiff présentent une activité antiproliférative marquée, avec une
toxicité plus importante sur les cellules AGS par rapport aux HUVEC. La différence d’ICso
indique un degreé de sélectivité pour les cellules cancéreuses, ce qui est un facteur prometteur

pour une éventuelle application thérapeutique.
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Chapitre V Etude théorique

V.1 Introduction :

Un sous-domaine de la chimie connu sous le nom de chimie computationnelle utilise la
modélisation informatique pour aider a résoudre des probléemes chimiques difficiles. Elle utilise
des techniques de chimie théorique intégrées dans des programmes informatiques efficaces
pour déterminer les propriétés, les interactions et les structures des molécules [1].

L'activité liée a la structure d'un composé est un aspect important de la conception de
médicaments qui implique l'utilisation de méthodes informatiques telles que les études DFT et
Docking moléculaire pour donner un apercu d'un certain nombre de propriétés moléculaires
telles que les interactions électroniques, géométriques et médicamenteuses avec plusieurs

protéines biologiques, acides nucléiques et enzymes [2].

Dans ce chapitre deux parties essentielles sont abordées, la premiére sur la théorie de la
fonctionnelle de densité (DFT) et surface Hirshfeld, et la deuxieme sur le docking moléculaire,

pour prédire I’interaction entre les base de Schiff synthétisé avec protéines NADPH oxydase.

Partie | : théorie de la fonctionnelle de densité (DFT) et analyse de

surface Hirshfeld

V.2 Principes de la théorie de la fonctionnelle de densité (DFT) :

La théorie de la fonctionnelle de densité (DFT) est un cadre théorique de la mécanique
quantique utilisé pour étudier les propriétés électroniques des systémes a plusieurs corps,
notamment les atomes, molécules, surfaces et solides. Son principal avantage réside dans son
bon compromis entre précision et colt de calcul, ce qui en fait ’outil de choix dans la chimie

computationnelle, la science des matériaux et la physique de 1’état solide.

V.2.1 Fondements Théoriques

a) Le postulat fondamental
Contrairement aux méthodes ab initio classiques (comme Hartree-Fock), la DFT repose sur

I’idée que la densité électronique p(r) contient toute I’information sur 1’état fondamental d’un

systéeme a N électrons.

b) Théoremes de Hohenberg-Kohn (1964) [3]

*. Premier théoreme : La densité électronique p(r) détermine de fagon unique le potentiel

externe Vex(r), a une constante additive pres.
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*. Deuxieme théoréme : Il existe une fonctionnelle universelle de 1’énergic E[p], telle que

’énergie totale de 1’état fondamental est minimisée pour la densité réelle de I’état fondamental.

V.2.2 Meéthode de Kohn-Sham (1965)

a) Réduction du probléme a un systeme fictif non-interactif

Kohn et Sham proposent de modéliser un systéme réel d’électrons interagissants par un
systeme fictif d’¢lectrons non-interagissants, évoluant dans un potentiel effectif Ves(r), qui

inclut les effets de I’interaction électronique de maniére implicite [4].

b) Equations de Kohn-Sham

2]

h= .
——V? + Vogs (F) | ¥i(7) = es(F)

2m

p(T) = Ei Vi(7) 2

Le potentiel effectif comprend : le potentiel externe, le potentiel de Hartree, et le potentiel

d’échange-correlation Vic.

V.2.3 Fonctionnelle d'Echange-Corrélation Exc[p]
- LDA (Local Density Approximation) : fonctionnelle dépendant uniquement de la densité

locale.
- GGA (Generalized Gradient Approximation) : inclut aussi le gradient de la densité.

- Meta-GGA : utilise la densité, son gradient et la densité cinétique.
- Hybrides (ex. B3LYP, PBEO) : combinent la DFT avec une fraction de 1’échange exact de
Hartree-Fock.

- Méta-hybrides : ajoutent des dépendances supplémentaires comme la densité cinétique dans

les fonctionnels hybrides pour plus de précision (ex. M06-2X).

L'objectif final consiste a construire une représentation mathématique de la distribution des
électrons dans les molécules, ce qui permet aux chimistes d'acquérir une compréhension
approfondie des phénomenes de liaison et de réactivité chimiques. De plus, cette approche leur
permet de calculer les propriétés physico-chimiques des molécules et d'émettre des prédictions

fondées sur ces calculs. De nombreuses études expérimentales en chimie organique et
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inorganique utilisent systématiquement des calculs similaires, a lI'aide d'un code largement

utilisé, d'une base conventionnelle et d'une approximation fonctionnelle typique [5].

Les études computationnelle du ligand L2 ont été réalisées en utilisant le logiciel Gaussien
09 et Gauss View 5.0.8 [6] pour les visualisations, en employant I'approche DFT au niveau de
base B3LYP/6-31G (d, p). L'orbitale moléculaire HOMO (Highest Occupied Molecular
Orbital) et I'orbitale moléculaire LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) ont toutes
deux été atteintes. Les descripteurs de réactivité, y compris I'écart énergétique (Egap), la dureté
(m), la mollesse (S), I'¢lectronégativité globale (), 1’indice de I'électrophylisitie (), le potentiel
électrostatique moléculaire (MEP) et la charge atomique de Mulliken, ont également été

calculés.

V.2.4 Analyse des Orbitales moléculaires HOMO-LUMO :

Les orbitales HOMO (orbitales moléculaires occupées de plus haute énergie) et LUMO
(orbitales moléculaires vacantes de plus basse énergie) sont appelées orbitales frontieres, car
elles définissent les niveaux d'énergie extrémes entre lesquels les électrons peuvent évoluer
dans une molécule. Elles jouent un rdle essentiel dans les réactions chimiques, notamment dans

les transferts d'électrons.

L'orbitale HOMO, joue un role essentiel en tant que donneur d'électrons des réactions
chimiques. Tandis que, I'orbitale LUMO, agit principalement en tant qu'accepteur d'électrons,
lors des interactions moléculaires. La différence entre I'orbitale moléculaire la plus occupée
(HOMO) et l'orbitale moléculaire la moins occupée (LUMO), appelée le gap HOMO-LUMO,
définit la stabilité chimique de la molécule. Cet écart énergétique facilite I'évaluation de la
réactivité chimique et de la stabilité cinétique de la molécule [7]. La Figure V-1 présente les
orbitales moléculaires frontieres HOMO et LUMO calculées pour le ligand L2, la couleur vert
et rouge représente la distribution des charges négatives et positives respectivement dans les
différents sites de la molécule. L'écart d'énergie HOMO-LUMO important (AE = 3,949 eV)
indique la grande stabilité du composé, alors, la diminution de la valeur de AEgap augmente la

réactivité de la molécule [8, 9].

HOMO est localisé sur le cycle pyraniqgue de DHA sur les doubles liaisons le cyle

benzénique, le groupement C=N, I’oxygeéne de groupement C=0, I’oxygene de groupement OH

et ’oxygéne de groupement éther, LUMO est localisé sur les sites éléctrophiles de DHA et

localisé sur I’atome de carbone (centre éléctrophile) et 1’azote du groupement C=N.
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ELUMO='1,554
AE=3,949
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Figure V- 1. Les diagrammes HOMO et LUMO du ligand L2.

V.2.5 Indices de réactivité chimique dans la théorie de la densité fonctionnelle :
Les descripteurs de réactivité, y compris le potentiel d’ionisation (I), la dureté (1), la
mollesse (S), I'électronégativité globale (), I'indice d'électrophilicité (o) et d’autres sont des

indices important donnent des renseignements sur la stabilité et la réactivité des composés.

A. Potentiel d’ionisation (I) :
C'est I'énergie nécessaire pour retirer un électron d'un systeme. L’énergie d’ionisation d’un

¢lectron est approximativement égale a I’opposé de 1’énergie d’orbitales moléculaires occupées
de plus haute énergie (HOMO) [10].

I =—Eqomo

B. Affinité électronique (4):

L'affinité électronique (A) d'une molécule ou d'un radical est définie comme le gain d'énergie
lorsqu'un électron est attaché au systeme [11]. Dans la théorie de base des orbitales
moléculaires, I'énergie de l'orbitale moléculaire (LUMO) a eté utilisée pour estimer I'affinité
électronique (A) [12].

A=—-Eymo
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C. Electronégativité absolue (y) :
Les valeurs de ’¢lectronégativité () et de la dureté globale (1) sont calculées, selon Pearson

[13].

I+A . —-(E +E )
— ( : ) oubien y = HOMo2 LUMO

D. Dureté globale () :
Dans le contexte de la chimie, la dureté quantifie essentiellement la résistance a la

déformation des atomes, des ions ou des molécules, ainsi que le degré de polarisation du nuage
d'électrons sous I'effet de perturbations mineures survenant au cours des réactions chimiques
[14,15].

-4 (Erymo-EHomo)

nzToubiennz >

E. Mollesse (o) :
La mollesse (o), qui caractérise la capacité d'un atome ou d'un ensemble d'atomes a accepter

des électrons, elle peut étre définie comme I’inverse de la dureté.

1

o= —

n
F. Electrophilie (électrophilicité) (w) :

L'indice d'électrophilicité (m) a été obtenu en utilisant I’équation suivante :

w=x
2n

G. Potentiel chimique (u) :
Le potentiel chimique u est défini comme I'opposé de I'électronégativité.

- (Erumo+Enomo)

K 2

Tableau V- 1: Descripteurs de réactivité (en eV) et différents paramétres du ligand L2, calculés
au niveau théorique B3LYP/6-31G (d, p).

PARAMETRES VALEUR (ev)
Eromo -5,503
ELumo -1,554
AE cap 3,949
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Potentiel d’ionisation 5,503
Affinité électronique 1,554
Electronégativité absolue 3,528
Durté globale 1,974
Mollesse 0,506
Electrophilicité 3,153
Potentiel chimique -3,528

Les descripteurs moléculaires issus de la théorie de la fonctionnelle de densité (DFT), tels
que la dureté globale n, la mollesse (S), le potentiel chimique p et 1’électrophilicité¢ o,
permettent de caractériser la stabilité et la réactivité d’un composé chimique a 1’état

fondamental.

Dans notre étude, la molécule considérée présente une dureté globale de n=1,974 eV, ce qui
traduit une résistance modérée a la variation de densité électronique sous I’effet d’une
perturbation extérieure. Cette valeur suggere une certaine stabilité chimique sans pour autant

conférer une inertie électronique totale.

La mollesse moléculaire, inverse de la dureté, est estimée a 0,506 eV—1. Cette valeur
relativement élevée indique une bonne capacité a se polariser, ce qui rend la molécule

potentiellement réactive vis-a-vis des especes électrophiles ou nucléophiles.

Par ailleurs, le potentiel chimique obtenu est de u=—3,528 eV, ce qui refléte une forte
tendance a céder des électrons. Cette valeur négative, située entre les niveaux HOMO et

LUMO, confirme la stabilité électronique de la molécule a 1’équilibre.

Enfin, la fonction d’¢lectrophilicité globale, évaluée a ®=3,153 eV, révele une capacité
marquée a accepter des électrons, caractéristique des composés électrophiles. Une telle valeur
suggere que la molécule peut interagir favorablement avec des donneurs d’électrons, ce qui est

pertinent dans les mécanismes réactionnels impliquant des espéces nucléophiles.

En résumé, ces résultats indiquent que la molécule étudiée présente un bon compromis entre
stabilité électronique et réactivité chimique, avec une propension particuliere a se comporter

comme un centre electrophile dans les processus de transfert électronique.
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V.2.6 Potentiel électrostatique moléculaire (MEP) :

L'analyse du potentiel électrostatique moléculaire (MEP) s'avere étre un outil précieux dans
I'identification des sites actifs impliqués dans les réactions électrophiles et nucléophiles, étant
géneralement corrélée a la densité électronique. Afin d'identifier les sites réactifs soumis a des
attaques électrophiles et nucléophiles, les régions du potentiel électrostatique moléculaire

(MEP) de l'inhibiteur examiné ont été évaluées a l'aide des géométries optimisées.

Le MEP peut identifier avec precision diverses formes d'interactions moléculaires,
notamment la liaison hydrogene, les interactions enzyme-substrat et les interactions
médicament-récepteur [16]. Le diagramme MEP dans la Figure V-2 indique les sites actifs
électrophiles et les sites actifs nucléophiles de ligand L2, on peut distinguer entre eux d’aprés
les couleurs de chaque site ; les zones négatives associées a la réactivité électrophile représenté
par la couleur rouge et jaune, tandis que les couleurs bleue et vert représentent les zones
positives liées a la réactivité nucléophile. D’aprés la cartographie MEP on remarque que la
région negatif (rouge- jaune) est localisé sur le groupement ester de lactone surtout I’oxygéne
de carbonyle (rouge) qui est la partie la plus réactif, ainsi la fonction OH (orange). Pour les sites
de réactivité nucléophile (bleu) sont indiqués par I’hydrogene liés ou groupement méthyle

attaché au cycle laconique, le reste de la molécule (vert) a une réactivité nul [16].

Figure V- 2: Potentiel électrostatique moléculaire.

V.3 Analyse de surface Hirshfeld :

L'analyse de la surface de Hirshfeld est de plus en plus reconnue comme une méthode
efficace pour élucider les interactions intermoléculaires a l'intérieur d'une structure cristalline
qui contribue a la stabilisation de forme cristallin grace a I'utilisation d'un tracé d'empreinte

[17]. L'analyse de la surface de Hirshfeld a été réalisée avec le logiciel CrystalExplorer [18].
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L'analyse de la surface de Hirshfeld et les traces d'empreintes digitales en 2D réalisés a l'aide
du fichier CIF du cristal original. Les interactions telles que les liaisons hydrogene ont été
indiquées par des taches rouges, grandes ou petites, en fonction de leur force Figure V-3a [19].
Il est intéressant de noter que I'O de la partie cétone/énol a été indiqué par la plus grande tache
autour de C=N et H...O, ce qui confirme la formation de liaisons H intramoléculaires [N+-H...-
O]. En outre, d'autres grandes taches rouges ont €té signalées autour de I'atome de 1’oxgéne de
I'ester, le groupe C=0O de la cétone et I’atome d’oxygene de 1’éther indiquent la présence
d’interactions de liaisons hydrogene intermoléculaires non classiques de type C-H...O (Figure
V-3b). Les stimulations 2D-FP ont confirmé I'existence d'interactions intermoléculaires dans
I'ordre suivant : H...H(42,8)>0...H(28,9)>C...H(17,5)>N...H(1,2). Les nitrogénes de l'imine
étant déja protonés en raison de la structure bi-zwitterionique, ils ne contribuent pas a
I'interaction, tandis que les anions oxygénés des phénols contribuent de maniere significative a

la formation de liaisons hydrogene, ce qui est conforme aux résultats de DRX.

All a H..H42.8% '0...H/H...0 28.9%

d. dﬂ | d'

# &;g

C...H/H...C17.5% C...C47% ' id N...H/H...N1.2%

Figure V- 3: (a) tracés d'empreintes digitales de la surface de Hirshfeld, et (b) et la surface
dnorm de ligand L2.
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Figure V- 4: Distribution des interactions intermoléculaires du ligand L2 par type d'interaction.

Partie Il : Docking Moléculaire

V.4 Docking moléculaire d’inhibition de NADPH oxydase :

Le docking moléculaire est une méthode in silico utilisée pour prédire I'interaction protéine-
ligand et consiste a trouver la conformation de site la plus optimale d'un ligand au sein du site
de liaison d'un récepteur [20, 21]. Il a été utilisé pour déterminer les poses optimales et les
énergies de liaison des ligands aux sites de liaison identifiés [22], et comment les molécules
interagissent entre elles lorsqu'elles sont placées dans un environnement contraint avec un
champ de force clair [23]. Actuellement, le docking moléculaire est utilisé pour réduire les
essais expérimentaux et examiner les cibles moléculaires des médicaments. En utilisant le
docking moléculaire, les bases de Schiff sont largement étudiées contre diverses maladies, y
compris le cancer [24, 25], le diabéte [26], les infections microbiennes [27] et les troubles
neurologiques comme Alzheimer [28] et d'autres types de maladies, car cette approche est

applicable a un large éventail de maladies et dans le domaine thérapeutique.

La NADPH est un enzyme qui catalyse la production des especes réactives de I'oxygene
(ROS). Dans cette étude, nous avons utilisé des simulations de docking moléculaire pour étudier
la capacitée inhibitrice des ligands synthétisés pour la NADPH oxydase. Dans ce contexte, le
programme utilisé pour le docking est iIGEMDOCKV2.1 et la structure 3D du ligand étudié a
été obtenue et géométriqguement optimisée en utilisant le programme Gaussian 09W [29, 30].
De plus, la structure de I’enzyme NADPH oxydase a été obtenue & partir de la banque de
données des protéines (PDB) avec les identifiants PDB : 500X. Les meilleures positions
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d'interaction avec le site actif de ’enzyme ciblées ont été évaluées. Ainsi que les nombreux
types de liaisons produites, I'énergie d’interaction et les acides aminés impliqués dans la
création de ces liaisons ont été rapportés. Afin d’identifier de nouveaux inhibiteurs de I'enzyme
impliquée dans la génération d'especes réactives de I'oxygene, nous avons docke les ligands L1
et L2 avec les la protéine NADPH oxydase. Dans ce contexte, les structures cristallines 3D de
cette protéine et les poses de liaison optimales obtenues pour les ligands étudiés a I'intérieur des
sites de liaison sont montrées respectivement dans la Figure V-5 et la Figure V-6.

(L1) (L2)

Figure V- 6: Meilleure visualisation de la pose d’interaction des ligands étudiés avec le site
actif de NADPH oxydase.
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Les diagrammes d'interaction 3D et 2D représentés dans les Figures V-2 et V-3 montrent un
bon positionnement du ligand sur les sites actifs de la NADPH oxydase. L’analyse visuelle du
complexe (NADPH oxydase—L1) montre que le ligand 1 se caractérise par a une énergie égale
a -89,15 Kcal/mol en formant quatre liaisons type H-accepteur. Une liaison entre I’atome du
d’oxygéne du ligand et I’atome d’hydrogéne du résidu TRP695 avec une distance 2.4 A, et trois
liaisons entre 1’oxygene et 1’azote du ligand et I’atome d’hydrogéne du résidu THR462 du site
actif de NADPH oxydase respectivement avec les distances 2.2 A, 1.7 A et 2.3 A. Le ligand 2
se caracterise par une énergie d’interaction -108,56 kcal/mol. L’analyse visuelle montre la
présence deux interactions hydrophobique (Van Der Waals) entre I'anneau benzénique et
I'anneau pyrone du ligand et la fonction phenyl du résidu TRP695 respectivement avec les
distances 4.6 A et 5.1 A

b LB

/TRPBAS

/PHE458
\

Figure V- 7: Diagrammes 3D de liaison-interaction des ligands L1 et L2 avec la NADPH
oxidase.
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() & ()

(b)

Figure V- 8: Diagrammes 2D de liaison-interaction des ligands avec la NADPH oxidase (a)
L1, (b) L2

Le tableau V-2 résume les énergies des différentes interactions formées entre les ligands
étudiés et la proteine ciblée. Sur la base des estimations énergeétiques présentées dans le tableau
V-2, nous observons que le complexe L2/ NADPH oxidase a I'énergie la plus négative que le
complexe L1/NADPH oxidase, ce qui indique que le ligand L2 a une plus grande affinité pour

interagir avec NADPH oxydase par rapport au ligand L1.
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Tableau V- 2 : Répartition de I'énergie des ligands étudiés entre les forces de van der Waals,
la liaison hydrogene et les interactions électrostatiques.

Energie forces de van liaison interactions
Ligand d’intéraction der Waals d’hydrogéne électrostatiques
kcal/mol
L1 - 89.15 -77.15 -11.66 - 0.00
L2 - 108.56 - 98.97 - 09.60 - 0.00

Conclusion :

Dans ce travail on a réalisé une étude computationnelle de la structure optimisé de ligand
L2 utilisant la théorie de la fonctionnelle de densité (DFT) au niveau de base B3LYP/6-31G
(d, p), la présente étude vise a établir plus d’information sur les différents caractéristiques de

ce compose a savoir la réactivité, la stabilité, les déférentes sites actifs...etc.

Les valeurs de gap énergétique et les indices de réactivité chimique montre bien la grande
stabilité de ce composé. Le MEP a montré que 1’oxygéne de carbonyle du groupement ester

est le plus électronégative donc le plus réactif pour les attaques électrophile.

L’ Analyse de surface Hirshfeld montre que 1’oxygéne de la partie cétone/énol était indiquée
par la plus grande tache rouge autour de C=N et H...O, confirmant la formation de liaisons
[N*-H...O] intramoléculaires. D'autres taches rouges autour de O de I'élément et de C=0 de la

cétone indiquaient des liaisons hydrogéne C-H...O non classiques.

Enfin et d’apres les résultats de docking moléculaire, le ligand L2 a I'énergie la plus négative
par rapport au ligand L1, cette observation suggere que le ligand L2 a une affinité plus élevée

pour interagir avec le site actif de NADPH oxydase que le ligand L1.
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L'objectif de ce travail est de synthétiser de nouvelles molécules hétérocycliques
biologiquement actives. Sur cela, nous avons synthétise et caractérise une série de molécules

bases de Schiff dérivées de I'acide déhydroacetique.

Les derniers ont été synthetisées en utilisant la méthode classique de synthése a reflux ; tous
les composés ont donné de bons rendements (75-99 %), a I'exception du composé L6 ((E)-4-
hydroxy-6-methyl-3-(1-((2-methylquinolin-4-yl) imino) ethyl)-2H-pyran-2-one)), qui a donné
un rendement Iégerement moins bon par rapport aux autres composés (47%). Les techniques de
caractérisation utilisées, tel que les méthodes spectrales (UV-visible, FT-IR, RMN H et RMN
13C) et le point de fusion ont confirmé bien les structures des molécules attendues.

L’étude cristallographique par la diffraction des rayons X (DRX) indique que le ligand
ligand L2 cristallise dans un systéme monoclinique, la structure révele I'existence d'une
molécule ionique zwitterionique stable, le proton de chaque groupe enol se déplacant vers le

groupe fonctionnel imine.

Une étude de I'activité de la catécholase a été menée sur les ligands L1-L5, utilisant des
complexes formés in situ avec les sels métalliques de cuivre Cu (Il) a des conditions
atmosphériques modérées, Les résultats indiquent que tous les composés catalysent 1’oxydation
de catechol en 0-quinone a des vitesses d’oxydations variables. L’étude catalytiques des ligands
L1 et L5 est faite dans le méthanol par contre L2, L3, et L4 est fait dans 1’acétonitrile car ces
derniers sont peut soluble dans le méthanol. La nature du solvant, le type de contre ion, la

concentration et la nature de ligand et sont des parameétres qui influencent cette activite.

Evaluation in vitro de I'efficacité antioxydante des ligands L1-L5 montre que sauf le ligand
L1 qui présente une activité par les trois méthodes utilisees (DPPH, ABTS et phénanthroline)
et le ligand L5 par la méthode de phénanthroline, mais leurs capacités comme agent

antioxydants restent faible en comparaison avec les valeurs d’ICso des standards BHA et BHT.

Dans I’évaluation de ’activité antibactérienne, les bactéries étudiés Enterococcus faecalis
(G+) et Escherichia coli (G-) montre une résistance trés élevés aux ligands testés (L1-L5), a
I'exception du composé L6, qui a montré une inhibition contre la bactérie Enterococcus faecalis,

mais son activité est faible par rapport a celle de la gentamycine utilis¢ comme contréle positif.

Les résultats de I’activité anticancéreuse realisée in vitro pour les deux ligands L6 et L7 sur

un cancer gastrique révélent que ces deux molécules testés présentent une activité
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antiproliférative, pour les deux molécules I’ICso des cellules AGS est inferieure a celle des
cellules HUVEC, ce qui signifie que les bases de Schiff présentent une plus grande cytotoxicité
pour les cellules cancéreuses que pour les cellules normales. En comparant I’'ICso de chaque

composeé, le compose 6 est plus puissant.

Le calcul des indices de réactivité chimique de ligand L2 tel que le potentiel d’ionisation (1),
la dureté (1), la douceur (S), I'électronégativité globale (y)....etc montre que ce composé est
trés stable, dure et moins réactif ce qu’est en accord avec les résultats expérimentales de

I’activité biologique.

Les résultats de docking moléculaire de ligand L1 et L2 contre le NADPH oxydase (enzyme
responsable de la production des radicaux libres) indiquent que le complexe L2/NADPH-
oxydase a I’énergie la plus négatif donc il a une capacité inhibitrice supérieure a celle de
complexe L1/ NADPH. Les interactions entres les ligands et les acides aminés de sites actif de
I’enzyme NADPH-oxydase fait par deux types d’interactions : forces de van der Waals qu’est

la plus dominante énergétiquement, et la liaison hydrogéne.
En guise de perspectives, nous proposons ce qui sulit :

» Synthese des complexes de Cu(ll) et faire une étude comparatif avec les complexes
formé in situ dans l'activité catécholase.

» Synthese des complexes avec les différents métaux de transition pour évaluer leur
activité biologique.

» Optimisation de l'activité antioxydante en modifiant la structure des molécules

synthétisées.
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Techniques spectroscopiques

Spectroscopie UV-visible :

La spectroscopie ultraviolet-visible (UV-Vis) est considérée comme la technique
spectrophotométrique la plus importante et la plus largement utilisée pour I'analyse d'une
variété de composés en phase liquide et a I'état solide (sous forme de poudre). C’est une
technique d’analyse qualitative et quantitative, le principe de cette technique repose sur
I'absorption de la lumiére UV et visible par les molécules, entrainant I'excitation de leurs
électrons d'un niveau d'énergie inférieur & un niveau d'énergie supérieur. Le domaine

d'absorption de la spectroscopie UV-Visible s'étend genéralement de 200 a 800 nm :
200-400 nm : ultraviolet (UV) pour I’analyse des composés incolores.
400-800 nm : visible pour 1’analyse des composés colorés.

Dans le cadre de notre étude, 1’analyse des spectres UV-visible est réalisée au sein de
laboratoire du génie d’environnement Université Mohamed El Bachir El Ibrahim de Bordj Bou
Arréridj, utilisant le spectrophotomeétre UV-1900 | Shimadzu connecté a un ordinateur, dans le
domaine 200-1100 nm.

Spectroscopie Infra-rouge :

La spectroscopie IR peut étre définie comme [I'étude de l'interaction d'une onde
électromagnétique avec la matiere. Les pics du spectre IR d'un échantillon représentent
I'excitation des modes vibrationnels des molécules de I'échantillon et sont donc associés aux
différentes liaisons chimiques et groupes fonctionnels présents dans les molécules. C’est parmi
les techniques utilisées par les chimistes pour I'étude de la structure. La spectroscopie infrarouge



Avant propos

(IR) joue un role supplémentaire en identifiant les groupes fonctionnels présents dans les

molécules. Le domaine infrarouge est classé en trois catégories :
- le proche infrarouge : 12 5004000 cm™.

- l'infrarouge moyen : 4000-400 cm™ ! (C'est la région utilisé pour I’identification la

caractérisation de la structure des molécules).
- l'infrarouge lointain : 400-10 cm™ 2.

Le spectre IR a été réalise sur un spectrometre Shimadzu IRSpirit-T a I'état solide dans le
domaine 4000-400 cm™, dans le laboratoire Croissance Et Caractérisation De Nouveaux
Semi-conducteurs (LCCNS) Faculté de technologie, Université Ferhat Abbas Sétif 1.

Résonnance magnétique nucléaire (RMN) :

La Résonance Magnetique Nucléaire (RMN) est une technique puissante pour la
caractérisation des structures moléculaires. Le principe de cette technique basé sur l'interaction
des moments magnétiques des noyaux de divers atomes (ceux qui ont un nombre impair de
protons ou de neutrons possedent un spin et un moment magnétique non nuls) avec des champs
magnétiques. *H, 3C, 3'P, ou 1°N, sont parmi les noyaux peuvent étre détectés par spectroscopie
RMN.

Le spectre RMN H et 13C a été réalisée sur un spectrométre Burker 400 MHz & 400 MHz
en utilisant CDsCl a T=30°C, la référence est le Tétra Méthyl Silane (TMS) ou Si(CHz)4 : 12
Protons trés Blindés, Grande Sensibilité, Inerte et trés Volatil et surtout facilement éliminé.
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L’analyse est réalisé au crapc Lagouat et plateau technique d’analyses physico-chimique

(USTHB). Les données ont été traitées et visualisées a l'aide de logiciel MestReNova.
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Tableau 1 : Solubilité des composés synthétisé dans deférentes solvants.
Ligand
Solvant L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7
MeOH ++ + + +(A) ++ ++ ++
EtOH - - - - - - +
Eau - - - - - ++ ++
DMF ++ +(A) +(A) + + ++ ++
DMSO ++ +(A) +(A) +(A) + + ++
Acétonitrile ++ ++ ++ ++ ++ - ++
DCM ++ - - ++ ++ + ++
CH3sCl ++ ++ ++ ++ ++ + ++
Acétone ++ - - ++ - - ++
++ : Soluble, + : Peu soluble, + (A) : soluble a chaud, —: insoluble.
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Tableau 1. Coordonnées atomiques et facteurs d’agitation thermiques isotropes du ligand L2

Atome X y Z Ueg
O1 0.83721(12) -0.20626(10) 0.45172(8) 0.0582(3)
02 0.36494(11) 0.04358(9) 0.00828(8) 0.0520(2)
03 0.04947(12) 0.10684(10) 0.26047(9) 0.0601(3)
04 0.03266(10) 0.17708(8) 0.11018(8) 0.0482(2)
05 1.33206(15) -0.49295(11) 0.11076(10) 0.0692(3)
06 1.47066(13) -0.67727(10) 0.40658(10) 0.0665(3)
o7 1.57165(12) -0.69207(9) 0.26111(11) 0.0652(3)
N1 0.42452(13) -0.02068(10) 0.19302(10) 0.0453(2)
H1N 0.4346(19) -0.0086(15) 0.1218(15) 0.067(5)
N2 1.20382(14) -0.46810(10) 0.27388(11) 0.0515(3)
H2N 1.232(2) -0.4601(17) 0.2042(17) 0.084(6)
C1l 0.73305(16) -0.16668(12) 0.37904(11) 0.0463(3)
C2 0.79135(16) -0.07322(13) 0.33722(12) 0.0500(3)
H2 0.900672 -0.041547 0.350920 0.060
C3 0.68797(16) -0.02648(12) 0.27505(11) 0.0466(3)
H3 0.726581 0.036615 0.245220 0.056
C4 0.52764(15) -0.07239(11) 0.25661(11) 0.0435(3)
C5 0.47050(17) -0.16871(13) 0.29617(13) 0.0555(3)
H5 0.361072 -0.202213 0.280650 0.067
C6 0.57381(17) -0.21581(13) 0.35845(13) 0.0551(3)
H6 0.535540 -0.280611 0.386328 0.066
Cc7 0.31709(15) 0.02381(11) 0.22665(11) 0.0440(3)
C8 0.22853(14) 0.07370(11) 0.15037(10) 0.0407(3)
C9 0.10393(15) 0.11645(11) 0.18090(11) 0.0440(3)
C10 0.07043(15) 0.18928(12) 0.01175(11) 0.0455(3)
Cl1 0.17821(15) 0.14488(12) -0.02303(11) 0.0463(3)
H1l 0.198856 0.153770 -0.092642 0.056
C12 0.26364(14) 0.08366(11) 0.04356(10) 0.0415(3)
C13 0.2981(2) 0.02486(15) 0.34475(12) 0.0605(4)
H13A 0.392927 0.018175 0.394325 0.091
H13B 0.208360 -0.043063 0.335833 0.091
H13C 0.280648 0.100160 0.380641 0.091
C14 -0.02278(19) 0.25555(16) -0.04835(14) 0.0633(4)
H14C -0.134287 0.217570 -0.061536 0.095
H14B -0.003392 0.253287 -0.123153 0.095
H14A 0.008276 0.339199 0.000276 0.095
C15 0.92362(15) -0.27174(12) 0.40236(11) 0.0448(3)
C16 0.86964(16) -0.34695(12) 0.28830(12) 0.0502(3)
H16 0.771244 -0.353065 0.238471 0.060
C17 0.96219(17) -0.41358(12) 0.24783(12) 0.0509(3)
H17 0.925867 -0.465489 0.170224 0.061
C18 1.10686(16) -0.40435(11) 0.32034(12) 0.0460(3)
C19 1.16046(16) -0.32775(13) 0.43453(12) 0.0516(3)
H19 1.259852 -0.320153 0.483953 0.062
C20 1.06799(16) -0.26260(13) 0.47577(12) 0.0510(3)
H20 1.103269 -0.211971 0.553860 0.061
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Cc21 1.27278(15) -0.54045(11) 0.31800(12) 0.0459(3)
C22 1.38032(16) -0.58220(11) 0.26454(12) 0.0475(3)
C23 1.40356(18) -0.55480(13) 0.16024(13) 0.0549(3)
C24 1.51305(19) -0.60254(14) 0.11161(15) 0.0647(4)
H24 1.530483 -0.586721 0.043327 0.078

C25 1.58963(18) -0.66806(13) 0.16066(17) 0.0657(4)
C26 1.46975(16) -0.65094(12) 0.31700(14) 0.0529(3)
C27 1.22828(19) -0.57863(13) 0.41628(13) 0.0564(3)
H27A 1.136967 -0.554727 0.426802 0.085
H27B 1.315932 -0.539975 0.488002 0.085
H27C 1.202970 -0.666066 0.398024 0.085

C28 1.7033(2) -0.72424(17) 0.1183(2) 0.0946(7)
H28A 1.718986 -0.701565 0.049868 0.142
H28B 1.661608 -0.811837 0.097486 0.142
H28C 1.803496 -0.695905 0.179991 0.142

Tableau 2. Facteurs d’agitation thermiques anisotropes du ligand L2

ATOME Uil u22 U33 u23 U13 uU12
01 0.0711(6) | 0.0811(7) | 0.0476(5) | 0.0292(5) | 0.0263(5) | 0.0510(6)
02 0.0522(5) | 0.0693(6) | 0.0510(5) | 0.0229(5) | 0.0250(4) | 0.0349(5)
03 0.0612(6) | 0.0781(7) | 0.0588(6) | 0.0274(5) | 0.0349(5) | 0.0305(5)
04 0.0445(5) | 0.0572(5) | 0.0530(5) | 0.0188(4) | 0.0221(4) | 0.0249(4)
05 0.0920(8) | 0.0726(7) | 0.0729(7) | 0.0374(6) | 0.0473(6) | 0.0425(6)
06 0.0684(7) | 0.0676(7) | 0.0748(7) | 0.0312(6) | 0.0204(6) | 0.0330(6)
o7 0.0518(6) | 0.0537(6) | 0.0972(8) | 0.0203(6) | 0.0305(6) | 0.0239(5)
N1 0.0474(6) | 0.0490(6) | 0.0453(6) | 0.0185(5) | 0.0143(5) | 0.0207(5)
N2 0.0601(7) | 0.0507(6) | 0.0617(7) | 0.0253(6) | 0.0321(6) | 0.0283(5)
C1 0.0544(8) | 0.0564(7) | 0.0414(6) | 0.0191(6) | 0.0198(6) | 0.0315(6)
C2 0.0452(7) | 0.0652(8) | 0.0514(7) | 0.0244(7) | 0.0221(6) | 0.0241(6)
C3 0.0503(7) | 0.0524(7) | 0.0471(7) | 0.0221(6) | 0.0219(6) | 0.0204(6)
C4 0.0464(7) | 0.0450(7) | 0.0422(6) | 0.0144(5) | 0.0124(5) | 0.0193(5)
C5 0.0457(7) | 0.0502(7) | 0.0716(9) | 0.0263(7) | 0.0133(6) | 0.0134(6)
C6 0.0583(8) | 0.0495(8) | 0.0669(9) | 0.0289(7) | 0.0215(7) | 0.0200(6)
C7 0.0456(7) | 0.0407(6) | 0.0454(7) | 0.0119(5) | 0.0144(5) | 0.0133(5)
Cc8 0.0393(6) | 0.0416(6) | 0.0419(6) | 0.0111(5) | 0.0140(5) | 0.0136(5)
C9 0.0423(6) | 0.0460(7) | 0.0454(7) | 0.0123(5) | 0.0167(5) | 0.0146(5)
C10 0.0424(7) | 0.0506(7) | 0.0471(7) | 0.0160(6) | 0.0153(5) | 0.0177(6)
C11 0.0461(7) | 0.0572(8) | 0.0434(6) | 0.0181(6) | 0.0181(5) | 0.0227(6)
C12 0.0378(6) | 0.0452(6) | 0.0424(6) | 0.0106(5) | 0.0137(5) | 0.0154(5)
C13 0.0781(10) | 0.0700(9) | 0.0506(8) | 0.0264(7) | 0.0273(7) | 0.0384(8)
C1 40.0625(9) | 0.0768(10) | 0.0698(10) | 0.0323(8) | 0.0262(8) | 0.0403(8)
C15 0.0505(7) | 0.0483(7) | 0.0484(7) | 0.0219(6) | 0.0220(6) | 0.0241(6)
C16 0.0467(7) | 0.0532(7) | 0.0522(8) | 0.0165(6) | 0.0120(6) | 0.0202(6)
C17 0.0582(8) | 0.0459(7) | 0.0493(7) | 0.0125(6) | 0.0157(6) | 0.0197(6)
C18 0.0500(7) | 0.0419(6) | 0.0571(8) | 0.0206(6) | 0.0245(6) | 0.0204(6)
C19 0.0450(7) | 0.0528(7) | 0.0583(8) | 0.0170(6) | 0.0121(6) | 0.0206(6)
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Tableau 3. Distances (A) inter atomiques du Ligand L2

Liaison (Atome 1— Atome 2) Distance
01—C15 1.3765(15)
O01—C1 1.3934(14)
02 —C12 1.2543(14)
03—C9 1.2098(15)
04—C10 1.3600(15)
04—C9 1.3973(15)
05—C23 1.2617(17)
06—C26 1.2098(17)
O7—C25 1.365(2)
O7—C26 1.3910(17)
N1—C7 1.3227(16)
N1—C4 1.4273(15)
N1—HIN 0.939(17)
N2—C21 1.3230(16)
N2—C18 1.4285(16)
N2—H2N 0.968(19)
Cl1—C6 1.372(2)
cl1—C2 1.3762(19)
C2—C3 1.3785(18)
C2—H2 0.9400
C3—C4 1.3813(18)
C3—H3 0.9400
C4—C5 1.3832(18)
C5—C6 1.3818(19)
C5—H5 0.9400
C6—H6 0.9400
C7—C8 1.4221(17)
C7—C13 1.4967(18)
C8—C9 1.4430(17)
C8—C12 1.4434(16)

Cl0—cC11 1.3306(17)
C10—C14 1.4810(18)
Cli1—C12 1.4361(17)
Cll1—H11 0.9400
C13— HI13A 0.9700
C13—H13B 0.9700
C13— H13C 0.9700
Cl14— H14C 0.9700
Cl4 —H14B 0.9700
Cl4— H14A 0.9700
C15—C16 1.3771(19)
C15—C20 1.3801(18)
Cl6 —C17 1.3868(18)
C16 —H16 0.9400
Cl7—C18 1.3774(19)
Cl17— H17 0.9400
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C18—C19 1.3840(19)
C19—C20 1.3787(18)
C19—H19 0.9400
C20— H20 0.9400
C21—C22 1.4227(18)
C21—C27 1.4896(18)
C22—C26 1.4399(19)
C22—C23 1.4408(19)
C23—C24 1.439(2)
C24—C25 1.321(2)
C24 —H24 0.9400
C25—C28 1.489(2)
C27— H27A 0.9700
C27— H27B 0.9700
C27— H27C 0.9700
C28— H28A 0.9700
C28 —H28B 0.9700
Tableau 4. Angles (°) de liaisons du Ligand L2
Liaison (Atome 1—Atome 2—Atome 3 Angle (°)
Cl5—01—-C1 118.34(10)
C10—04—C9 122.11(9)
C25—07—C26 122.18(12)
C7—N1—-C4 127.27(11)
C7—N1—H1IN 112.0(10)
C4—N1—HIN 120.5(10)
C21—N2—C18 127.62(12)
C21—N2—H2N 109.7(11)
C18—N2—H2N 122.7(11)
C6—C1—C2 121.37(12)
C6—C1—01 118.75(12)
C2—C1—-o01 119.68(12)
Cl1—C2—C3 119.40(12)
Cl—C2—H2 120.3
C3—C2—H2 120.3
C2—C3—C4 119.98(12)
C2—C3—H3 120.0
C4—C3—H3 120.0
C3—C4—C5 119.92(12)
C3—C4—N1 118.33(11)
C5—C4—N1 121.72(12)
C6—C5—C4 120.18(13)
C6—C5—H5 119.9
C4—C5—H5 119.9
Cl1—C6—C5 119.08(13)
C1l—C6—H6 120.5
C5—C6—H6 120.5
N1—C7—C8 118.17(11)
N1—C7—C13 119.22(12)
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C8—C7—C13
Cr—C8—C9
Cr—C8—C12
C9—C8—C12
03—C9—04
03—C9—C8
04—C9—C8
C11—C10—04
C11—C10—C14
04—C10—C14
C10—C11—C12
C10—C11—H11
Cl12—C11—H11
02—C12—C11
02—C12—C8
C11—C12—C8
C7—C13—H13A
C7—C13—H13B
H13A—C13—H13B
C7—C13—H13C
H13A—C13—H13C
H13B—C13—H13C
C10—C14—H14C
C10—C14—H14B
H14C—C14—H14B
C10—C14—H14A
H14C—C14—H14A
H14B—C14—H14A
01—C15—C16
01—C15—C20
C16—C15—C20
C15—C16—C17
C15—C16—H16
C17—C16—H16
C18—C17—C16
C18—C17—H17
Cl6—C17—H17
C17—C18—C19
C17—C18—N2
C19—C18—N2
C20—C19—C18
C20—C19—H19
C18—C19—H19
C19—C20—C15
C19—C20—H20
C15—C20—H20
N2—C21—C22
N2—C21—C27
C22—C21—C27
C21—C22—C26

122.56(11)
119.70(11)
120.63(11)
119.67(11)
113.60(11)
129.00(12)
117.40(10)
122.17(11)
126.19(12)
111.64(11)
121.39(12)
119.3
119.3
119.53(11)
123.45(11)
117.01(10)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
123.31(12)
116.09(12)
120.55(12)
119.20(12)
120.4
120.4
120.59(13)
119.7
119.7
119.71(12)
119.23(12)
120.93(12)
119.96(12)
120.0
120.0
119.98(13)
120.0
120.0
117.65(12)
118.69(11)
123.59(12)
119.37(12)
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C21—C22—C23 121.14(12)
C26—C22—C23 119.48(12)
05— C23—C24 119.82(14)
05— C23—C22 123.11(13)
C24—C23—C22 117.07(14)
C25—C24—C23 121.56(15)
C25C24—H24 119.2
C23—C24—H24 119.2
C24—C25—07 121.93(13)
C24—C25C28 126.88(18)
07— C25C28 111.19(16)
06— C26—07 113.92(13)
06— C26—C22 128.33(13)
07— C26—C22 117.74(13)
C21—C27—H27A 109.5
C21—C27—H27B 109.5
H27A—C27—H27B 109.5
C21—C27—H27C 109.5
H27A—C27—H27C 109.5
H27B—C27—H27C 109.5
C25C28—H28A 109.5
C25—C28—H28B 109.5
H28A—C28H28B 109.5
C25—C28—H28C 109.5
H28A—C28H28C 109.5
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ANNEXE |11

Activité antifongique

Figure 1: Champignon Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici

Fol (-) : milieu de culture PDA ; Fol (+) : DMSO

Figure 2 : Résultats de I’activité antifongique des molécules synthétisées (a-e¢) —(L1-L5)
contre Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici.




Résume :

Une série de composes hétérocycliques dérives de I'acide déhydroacétique ont été synthétises,
et leurs structures ont été caractérisées par des méthodes spectroscopiques FT-IR, UV-vis, *H
et ®C NMR, une analyse structurelle a été réalisée en utilisant la diffraction des rayons X
(DRX). Les complexes de cuivre Cu (1) formés in situ avec les bases de Schiff synthétisees
sont utilisés dans la catalyse visant a imiter I'activité de I'enzyme catéchol oxydase, qui catalyse
la réaction d'oxydation du catéchol en o-quinone. L'examen de I'activité antioxydante réalisé a
l'aide de trois méthodes (DPPH, ABTS et phénanthroline) et I'évaluation de l'activité
antibactérienne contre deux souches bactériennes (Escherichia coli et Enterococcus faecalis)
indiquent une faible efficacité des composés examinés. Cependant, les études antiprolifératives
sur les cellules cancéreuses gastriques AGS ont donné des résultats satisfaisants. Une analyse
théorique utilisant la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) a également été réalisée
pour étudier la réactivité et la stabilité de I'une des molécules synthétisées. De plus, deux ligands
ont été étudiés par docking moléculaire pour leur potentiel contre une enzyme responsable de
la génération de radicaux libres, a savoir la NADPH oxydase.

Mots clés : Molécules hétérocycliques, acide déhydroacétique, étude catalytique, étude
biologique, DFT, docking moléculaire.

Abstract

A series of heterocyclic compounds derived from dehydroacetic acid have been synthesized,
and their structures were characterized by FT-IR, UV-vis, H and *C NMR spectroscopic
methods, a structural analysis was performed using X-ray diffraction (XRD). Copper Cu (1)
complexes formed in situ with the synthesized Schiff bases are used in the catalytic that aimed
to mimic the activity of the catechol oxidase enzyme, which catalyzes the oxidation reaction of
catechol to o-quinone. The examination of antioxidant activity conducted using three methods
(DPPH, ABTS, and phenanthroline) and the assessment of antibacterial activity against two
bacterial strains (Escherichia coli and Enterococcus faecalis) indicate a low efficacy of the
examined compounds. However, antiproliferative studies on AGS gastric cancer cells showed
satisfactory results. Theoretical analysis using density functional theory (DFT) was also carried
out to study the reactivity and stability of one of the molecules synthesized. Furthermore,two
ligands were studied by molecular docking for their potential against an enzyme responsible for
generating free radicals, specifically NADPH oxidase.

Key words: Heterocyclic molecules, dehydroacetic acid, catalytic study, biological study,
DFT, molecular docking.
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