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Introduction Générale

L’apparition de résistance aux antibiotiques classiques devient un probléme médical de
plus en plus important. Bien qu’il existe déja plusieurs classes d’agents antibactériens, il existe
une résistance émergente considérable chez la plupart des bactéries pathogenes contre ces
médicaments. Pour la prévention de ce probléme médical grave, il est nécessaire de développer
de nouveaux agents antibactériens ou d’augmenter la bioactivité des médicaments précédemment
utilisés.

Les composés organiques contenant le groupe imine —(C=N)- (sont connus en tant que
base de Schiff) semblent étre une recherche prometteuse pour créer de nouveaux médicaments
antibiotiques, dans ce contexte plusieurs travaux ont été publiés concernant la synthese et 1’étude
de I’activité antibactérienne des base de Schiff, les résultats révélent une activité antibactérienne

trés puissante [1,3].

Le grand intérét accordé a ces composes est d0 principalement a leurs procédés faciles de
préparation, réalisé en geénéral en une seule étape, leurs obtentions avec de bons rendements,

ainsi que leurs grandes stabilités thermique et photonique.

Une autre source potentielle de composés antibactériens, c’est la famille des
a-aminophosphonates. Ces composés ont recu un intérét particulier depuis la découverte de la
phosphomycine, qui s’est avére, efficace contre les infections bactériennes de type Gram positive

et Gram négative [4].

Les a-aminophosphonates ont des structures analogues a ceux des acides aminés, dans
lesquels, le groupe acide carboxylique est remplacé par un groupe phosphonate P(O)(OR),, c’est
pourquoi ces composés se trouvent en compétition avec leurs analogues d’acides aminés pour
accéder aux centres actifs d’enzymes ou d’autres cibles cellulaires. Ceci, ajouté a leur faible

toxicité, rend les a- aminophosphonates une source des composés médicinaux.

En dehors de leur activité antibactérienne, ces deux classes des composés organiques ont
trouvé une grande gamme d’applications dans les domaines industriels, agricoles, chimie

médicinale et également comme intermeédiaires synthétiques [5,6].

Les etudes antérieures montrent que ces classes jouent un role tres important dans le

processus de complexation en tant qu’entité donneur plus efficace, et des études bibliographiques

révelent que ces complexes sont des composés biologiquement plus actifs [3,7].

~1~
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Le présent travail est basé sur la synthése, la caractérisation et 1’é¢tude antibactérienne
d’une molécule base de Schiff et un analogue structural a-aminophosphonate, ainsi que 1’étude

de leurs parameétres de chimie quantique. Ce mémoire comporte quatre chapitres :

- Le premier chapitre fait référence aux connaissances bibliographiques sur les bases de
Schiff et les a-aminophosphonate. On a présenté ainsi une étude bibliographique concernant les

agents antibacteriens, leur classification et leurs principales caractéristiques.

- Le second chapitre est consacré a une description de différentes techniques
expérimentales pour caractériser les composés obtenus. Nous y décrivons également les

méthodes utilisées pour 1’étude biologique et les calcules théoriques.

- Dans le troisieme chapitre nous décrivons la synthese des composés désirés, puis nous
détaillerons leur caractérisation structurale par les méthodes spectroscopiques UV-vis et IR, ainsi

que leurs caractérisations physicochimiques.

- Le dernier chapitre a pour objet d’étudier I’effet antibactérien des composés déja
synthétisées auparavant, et de présenter I’ensemble des résultats obtenus par la méthode Théorie

de la fonctionnelle de la densité (DFT).

En conclusion, nous ferons le bilan des résultats obtenus dans ce travail en soulignant les

caractéristiques générales de ces composes ainsi que les perspectives que ce travail laisse

envisager.
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Partie | : Synthése bibliographique Chapitre I : Phosphonates, Imines et antibiotiques

|.1. GENERALITE SUR LES PHOSPHONATES

1.1.1. Les composés organophosphorés (COP)

Un composé organophosphoré est un type de composé organique comportant au moins
un atome de phosphore 1i¢ directement a un atome de carbone. Les composés d’intérét
biologique tels I’ADN, d’une importance capitale notamment en biochimie ne sont pas a
proprement parler des composés organophosphoreés : ils ne contiennent aucune liaison carbone -

phosphore, et sont exclusivement des mono-, di- et triphosphates|1].

Les composés organophosphorés comportent une liaison phosphore-carbone simple,
double ou triple. La liaison o (P-C) est peu polaire (P°"...C°"), de force moyenne (272 kJ.mol ™)
et stable a I’hydrolyse. La composante © de la double liaison P=C est apolaire, faible
(188 kJ.mol™) et trés réactive. Les plus représentatifs des composés organophosphorés sont les

phosphines tertiaires PR3 [2].

Les proprietés physico-chimiques (volatilité, stabilité, solubilité ...), la toxicité et le
devenir dans I’environnement des COP sont tres variables et dépendent de la nature des
substituants (atomes de soufre, oxygene, chaines latérales ...) liés a I’atome de phosphore et du

type de liaisons (covalente ou double liaison) liant ces substituants [3].

L utilisation la plus classique des COP est celle de pesticides a usage agricole
(phytoprotection). Cependant ils sont aussi employés en médecine vétérinaire (traitements anti
parasitaires), en santé humaine a visée thérapeutique (Echotophiate, Métrifonate). La derniere

utilisation est la plus dramatique, a savoir celle d’armes chimiques neurotoxiques de guerre [4].

Cl ﬁ

l|’\O/
b N

Figure 1.1: Structure de métrifonate.
1.1.2. Les phosphonates

Les acides phosphoniques et phosphonates, sont des composés organophosphorés
caractérisé par le groupe RPO (OR’) (OR”’), dans lequel R, R’ et R*’ représentent un atome

d’hydrogéne, un groupe alkyle ou un groupe aryle [5].

Les phosphonates sont des analogues des phosphates naturels; dans ces composés la

liaison P-O est remplacée par une liaison P-C plus stable (figure 1. 2).
~4 ~
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Figure 1. 2: Un phosphate et phosphonate correspondant.
1.1.3. Propriétés des phosphonates

Les phosphonates sont des composés organiques du phosphore, ils possedent les propriétés

suivantes :

e Une grande solubilité dans I’eau, Ils ne sont pas volatiles et sont peu solubles dans les
solvants organiques [6] :

e Un effet de seuil pour le développement de cristaux de sels.

¢ Moins toxique pour I’environnement.

e Sont biodégradables dans le sol : libération de phosphates.

e Sont des produits trés stables dans les conditions chimiques rigoureuses.

e Sont des composes biologiquement trés actifs.

e Depuis les travaux de Schwarzenbach, en 1949, les acides phosphoniques sont
connus comme des agents chélateurs efficaces, qui se lient fortement aux ions métalliques di-
et trivalents, la stabilité des complexes de métal augmente avec nombre croissant de groupes

phosphonate.
1.1.4. Classification des phosphonates
Les phosphonates sont généralement subdivisées en six grandes classes :

1.1.4.1. Les e-aminophosphonates : Les composés a-aminophosphonates constituent une
famille spécifique de phosphonates, elles participent & de nombreux processus biologiques
importants, la présence de I’atome d’azote dans les a-aminophosphonates augmente leur pouvoir

chélatant vis-a-vis des métaux et la stabilité des complexes formés [7].

Parmi cette catégorie d’aminophosphonates les acides a-aminophosphoniques sont les
membres les plus important en raison de leurs structures analogues a celles des acides aminés
dans laquelle le groupe carboxylique — COOH est remplacé par 1’acide phosphonique —
P(O)(OH), (figure 1. 3 (a)).
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1.1.4.2. Les a-hydroxyphosphonates : Constituent une classe de composés organophosphorés
réputés pour leurs propriétés bioactives. Les a-hydroxyphosphonates peuvent étre facilement
fonctionnalisés du fait de leur fonction hydroxyle libre en position a, ce qui conduit a de

nouvelles familles de composés d’intérét synthétique et biologique (figure I. 3 (b)) [8].

1.1.4.3.Les bisphosphonates: Les bisphosphonates (BPs) sont des analogues structuraux des
pyrophosphates inorganiques dans lesquels un atome d’oxygeéne a été remplacé par un atome de
carbone (figure 1. 3 (c)).

IIs ont été synthétisés pour la premiere fois par le chimiste russe Nikolai Alexandrovitch
Menschutkin en 1865.

Les BPs possédent une forte capacité a complexer les métaux, ils ont la propriété de se
lier avec des ions métalliques tels que Ca?*, Mg?*, Zn?* ou Fe?* par coordination d’un atome
d’oxygene de chaque groupe phosphonate avec le cation. Ce n’est que durant ces quarante
dernieres années que les BPs ont été utilisés comme médicaments et en particulier dans le

traitement de pathologies associées au métabolisme osseux [9].

1.1.4.4. Nucléosides phosphonates: Les nucléosides phosphonates sont des analogues
structuraux des nucléosides naturels et des acides nucléiques, ou le groupement (O-PO(OR),) est
remplacé par le groupement phosphonates (CH»-PO(OR),) (figure 3 (d)). Ceux-ci peuvent agir
comme des inhibiteurs compétitifs d’ADN ou d’ARN polymérases virales et cellulaires ou, en
variante, peuvent étre incorporés dans des ADN croissants ou des brins d’ARN, provoquant une

terminaison de chaine [10,11].

1.1.4.5. Les alkyles-phosphonates et les aryles-phosphonates : Les alkyles-phosphonates et les
aryles-phosphonates sont des dérivés organophosphorés ou le groupement phosphonates est

lié a un radicale alkyle ou aryle (figure 1. 3(g)).

1.1.4.6. Les polyphosphonates : Cette catégorie des macromolécules organophosphorées est
caractérisée par la répétition d’un ou plusieurs types de motifs monomeres qui portent un

ou plusieurs groupements phosphoniques (figure I. 3 (f)) [12].
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(a) a-aminophosphonates (b) a-hydroxyphosphonates (c) acides biphosphoniques
R=H acides a-aminophosphoniques =~ R=H acides a-hydroxyphosphoniques biphosphonates

HO OH

(d) nucléosides phosphonat (e) alkyles-phosphonates et les aryles-phosphonates
nucléosides phosphonates

Q 0
I I
R-O—P—O—R1+O—P—O—R1]~P—O—R
R? R nR?

(e) polyphosphonates (R1 : Alkyléne, aryléne ; R, R2 : H, Alkyle, Aryle).

Figure I. 3 : Les principales catégories des phosphonates
1.1.5. Méthodes d’accés aux composés phosphonates

Plusieurs voies de synthése permettent d’accéder a ce type de composés ont été decrites

dans la littérature, nous citerons les exemples suivants.
1.1.5.1. Réaction d’Arbuzov

Parmi les nombreuses méthodes disponibles pour la synthese des phosphonates, on

retrouve la réaction de Michaelis—Arbuzov qui est probablement la plus utilisée.

Originalement decouverte par Michaelis et al en 1898[13] et reprise plus en détail par
Arbuzov quelques années aprés [14].Cette réaction permettent, entre autres, d’accéder aux
phosphonates de maniére relativement simple en faisant réagir a chaud un trialkylphosphite sur

un halogénure d’alkyle en absence de solvant (figure 1. 4).

R'-X OR

A RO

Figure I. 4 : Réaction d’Arbuzov.

~7 ~
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1.1.5.2. Réaction de Michaelis-Becker

Les phosphonates peuvent également étre synthétisés par la réaction de Michaelis—
Becker, décrite pour la premiere fois en 1897 [15]. Il est nécessaire de générer I’anion
d’un dialkylphosphite que 1’on fait réagir sur un dérivé halogéné, I’hydrure de sodium est ainsi

utilisé a basse température (figure 1.5).

O NaH ,THF
(RO)HP + R-X T > (RO),H,P—R

Figure 1.5: Réaction de Becker.
1.1.5.3. Réaction de Pudovic et Abramov

Les réactions de Pudovik et Abramov représentent les plus importants modes de

phosphorylation des composés organiques par la création d’un dérivé tétra-coordonné avec

une liaison P-C [16].

La réaction d’Abramov consiste en 1’addition d’un di ou trialkylphosphite sur le

groupement carbonylé pour 1’obtention des a-hydroxyphosphonates [17] (figure 1. 6, a).

Dans la réaction de Pudovik les a-aminophosphonates sont obtenues par 1’addition d’un

di ou trialkylphosphite a la liaison C=N- d’imines [18] (figure I. 6, b).

Ces deux réactions impliquent la rupture de la liaison P-H dans une étape préliminaire

induite par la présence d’une base dans le milieu.

R* R!

4
d ||/OR
s V.0 ———— > HO
R o R (a) Abramov
H

R* R!
/
O\ o Base || /
~
R5\0/ P\/ (b) Pudovik
H

Figure 1. 6: Réaction d’Abramov et Pudovik.

1.1.5.4. Réaction de Kabachnik-Fields

La réaction de Kabachnik-Fields (phospha-Mannich), découverte en 1952, est I’une des
méthodes classiques les plus intéressantes pour la synthése des phosphonates, notamment les

a-aminophosphonates. Elle consiste a réagir en une seule fois une amine, un dérivé carbonylé et

~8~
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un dialkylphosphite, cela été fait par ’utilisation des acides de Lewis comme catalyseur dans la

plupart des cas [19] (figure 1.7). Parmi les inconvénients de cette méthode est apparition des sous

produits [20].
(I) ||
O:< R3N + H— (1; 0O —— HN /

Figure 1.7 : Réaction de Kabachnik-Fields.

1.1.6. Application des phosphonates

1.1.6.1. La biologie, médecine et pharmacologie: les phosphates ont tendance a s’hydrolyser
notamment au contact des phosphatases digestives, et par conséquent cela en fait de mauvais
candidats en tant que médicaments. La substitution d’un atome d’oxygéne par un atome de
carbone permet généralement d’accéder a des composés aussi actifs, mais plus stables, ce qui

empéche leur hydrolyse par les phosphatases [21].

Les bisphosphonates contenant de I’azote comme pamidronate, aledronate, risendronate,
et zolendronate, (figure I. 8), représente une classe importante des drogues actuellement

employées pour traiter I’ostéoporose, la maladie de paget et I’hypercalcémie [22].

Samarium-153-éthylene diamine tétraméthylenephosphonate (Samarium-153 EDTMP)

(Figure 1. 8), est utilisée pour traiter la douleur quand le cancer s’est propagé a I’os [23,24].

o NN o

H()/\/ 110/1\\/ H()/\/ HO/\/

uo> / \(CH T H()> / \((,H S uo> / \ 110>P/ \(—IL—N/\N
H H \ /= "L

Pamidronate Aledronate Risendronate Zolendronate

Q2R

Samarium-153 EDTMP

Figure 1.8: Exemples des médicaments a base des phosphonates utilisés dans
le traitement du cancer.

Plusieurs phosphonates nucléosidiques sont maintenant utilisées dans la préparation des

médicaments antiviraux [25], tel que le cidofovir (figure 1.9) utilisé pour le traitement du
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syndrome d’immunodéficience acquise SIDA. L’Adefovirdipivoxil (figure 1.9) qui est indiqué

dans le traitement des patients adultes atteints d’hépatite B chronique.

NH,

N
oél\N

HO
Cidofovir Adefovir dipivoxil

Figure 1. 9: Exemples des médicaments antiviraux a base des phosphonates.

Fosfomycine et Alaphosphin sont des acides phosphoniques qui ont des propriétés d’un
antibiotique (figure 1.10) [26].

e} CH,3 H
OH | H OH
H.C |p|/ H,N N
3 \OH 2
P——O
. i |
H g 0

CH, OH

Fosfomycine Alaphosphin

Figure 1. 10: Structures chimiques des phosphonates utilisés comme antibiotiques.

Les composés phosphorés contenant des hétérocycles tel que: les oxaphospholes,
I’oxaphosphinine et le vinyloxaphosphinine phosphonate (figure 1.11) ont été décrits comme des

anti-inflammatoires [27, 28].

/ O
0C,Hs
N P
Ny
OCH,

R OCH;
R=CN, CO,Me, CO,Et R=CN, CO,Me, CO,Et

Oxaphospholes Oxaphosphinine Vinyloxaphosphinine phosphonate

Figure I. 11: Structures chimiques des anti-inflammatoires contenants des groupements

phosphonate.

1.1.6.2. Dans les détergents: Le plus grand marché pour les phosphonates est celui des
détergents domestiques et industriels. Les phosphonates garantissent un lavage efficace des

détergents, permettant aux consommateurs d’utiliser des doses plus faibles [29].

~10 ~
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e Les phosphonates évitent les dép6ts minéraux (par exemple le tartre) dans les machines
a laver et les lave-vaisselle, ainsi que sur les vétements. Réduit le re-dépdt de saleté sur les
textiles nettoyés

e Stabiliser les agents de blanchiment au peroxyde.

e Contribue a I’élimination des taches dans les détergents sans javellisant

e Protéger les parfums et les ingrédients naturels (bio-dérivés) des détergents de

I’oxydation.

e Empéchez les couleurs de se décolorer.

1.1.6.3. Produits Phytopharmaceutiques : Le phosphonate est mis sur le marché sous plusieurs

noms : phosphonate de potassium, phosphonate de dipotassium, phosphonate de disodium.

Le phosphonate a pour action directe I’inhibition des champignons de type Omycetes. I
est aussi utilisé comme éliciteur des défenses naturelles chez la plante. Le phosphonate de
disodium et les phosphonates de potassium sont approuvés pour cette raison comme substances

actives dans le cadre du réglement 1107/2009 ‘produits phytopharmaceutiques’ [30].

1.1.6.4. Synthése organique : Les phosphonates sont d’excellents intermédiaires en chimie

organique puisqu’ils permettent la création de liaisons carbone—carbone de maniére efficace.

Par exemple, les B-céto phosphonates sont trés utiles pour la synthése de cétones a, B-

insaturées en employant la réaction de Horner—Wadsworth—-Emmons (HWE) (figure 1.12) [31].

O o
EtO ||\)L 1) NaOH o
\P /\)J\
2) O
Et O/ OEt . )j\ R

H

Figure 1.12: Réaction de Horner—-Wadsworth—-Emmons.

1.2. GENERALITE SUR LES BASES DE SCHIFF
1.2.1. Définition
Une base de Schiff est définie comme un composé comportant une double liaison C=N

avec I’atome d’azote lié a un groupe aryle ou alkyle [32]. Les bases de Schiff au sens large ont

une formule générale de type R'R’C=NR?, oil R est une chaine organique.
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Figure 1.13: Structure générale d’une base de Schiff.

1.2.2. Classification des bases de Schiff

Les imines sont des analogues des composés carbonylés (aldéhydes et cétones), on peut

les classer comme suit :

1.2.2.1. Aldimine : Est une imine dans laquelle le carbone lié a I’azote porte un groupe alkyle et
un atome d’hydrogene et ont donc pour formule générale RCH=NR’. Lorsque I’atome d’azote
est lié a un atome d’hydrogéne ou un groupe hydrocarbyle, on I’appelle respectivement

«aldimine primaire » ou «Baldimine secondaire » [33].

R2

H
N
\N J\I\
R)\H R H

aldimine Baldimine

Figure 1. 14 : Aldimine primaire et Baldimine secondaire.
La chaine carbonée sur 1’atome d’azote fait des bases de Schiff (une imine) stable.

1.2.2.2. Cétimine : Une imine dans laquelle le carbone lié a I’azote est attaché a deux groupe
alkyles est appelée « cétimine ». De méme, en fonction de la nature du substituant de N, on

I’appellera « cétimine primaire » ou «cétimine secondaire » [34].

Cétimine primaire ~ Cétimine secondaire

Figure 1. 15 : Cétimine primaire et cétimine secondaire.

~12 ~
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1.2.3. Classification des ligands bases de Schiff

Les bases de Schiff représentent une classe des ligands tres intéressante, car elles

contiennent une variété d’atomes donneurs, tels que I’azote, I’oxygéne et le soufre.

A la base de nombre de sites de coordination, on peut classer les ligands bases de Schiff:
mono, bi, tri, tétra, penta, hexa et heptadentate [35], le tableau 1.1 représente les principaux types
des bases de Schiff.

Tableau 1.1: Classification des base de Schiff selon le nombre de cite de complexation.

H OH

=N_ =N_

CH, CH;,

Base de Schiff monodentate. Base de Schiff bidentate [36].

NH,

@P%N_(C’Hm H (Q IQOH @( \/@ (; }

OH H

(NON donneurs) (ONO donneurs) NNOO donneurs
NNNO donneurs

Base de Schiff tridentate [37,35]. Base de Schiff tétradentate [39,40].

H H OH >—Q H,yC —y N= H
AU L0 Sy
HO —N
OH OH H OH HO
OH HO

NNOOO donneurs (N203) NNNOO donneurs (N302)

Base de Schiff pentadentate [41,42]. Base de Schiff hexadentate [43,44].

//(HzC)

(HzC)

Base de Schiff heptadentate [45].

~13 ~
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1.2.4. Synthese des bases de Schiff

Les premiéres synthéses de ce type de composés ont été réalisées en 1864 par Hugo
Schiff [46], ce sont généralement préparés par la condensation d’une amine primaire avec un

composé carbonyle. 1l se forme une molécule d’eau lors de cette réaction.

Le mécanisme réactionnel de base de Schiff est résumé en deux étape : La premieére c’est
I’attaque nucléophile de I’atome d’azote de I’amine sur le carbone de carbonyle, qui conduit a un
intermédiaire instable dont un atome de carbone est porteur de deux fonctions électro-attractrices
(la fonction alcool et la fonction amine). La deuxiéme étape c’est la déshydrate de intermédiaire
et la formation de fonction C=N [47].

R’ R'

® | ©

R—NH, + }=0 —— R—HN"—1-0
RH

R’ R'

}OH—>R N—

R" R"
Imine

Figure 1. 16 : Les étapes de synthése d’une base de Schiff.

Geénéralement les aldéhydes réagissent plus vite que les cétones dans cette réaction
puisque la base de Schiff résultante de 1’aldéhyde présente moins de gé€nes stériques que ceux
d’une cétone. De plus, la densité électronique sur 1’atome de carbone du groupe carbonyle est
plus faible dans le cas de la cétone que dans le cas de I’aldéhyde [48] .La réaction de
condensation peut adopter le chemin inverse conduisant & la formation des produits de départ,
c’est effectivement le cas ici et afin d’assurer I’attaque nucléophile de 1’amine il faut employer

des quantités infimes de catalyseur soit un acide ou une base dans un solvant organique [49].

Remarque : Si I’amine est secondaire, I’a-aminoalcool ne se déshydrate que s’il existe un H en 3

de I’alcool sur un des groupements fixé sur le carbonyle et il se forme une énamine.

RI
CH,—R" —> RN l_CH R"

énamine

Figure 1. 17 : Synthese a partir d’une amine secondaire.
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1.2.5. Application des bases de Schiff

Le champ d’application des bases de Schiff est extrémement vaste et touche I’ensemble
des aspects de la vie de tous les jours a savoir, la chimie, ’industrie pharmaceutique, la médecine
ainsi que la biologie. Ces applications ne sont pas limitées a 1’échelle de laboratoire, mais elles

ont été extrapolées a 1’échelle industrielle.

e En biologie, de nombreux travaux récemment realisés sur les bases de Schiff ont mis en
exergue pour ces systemes, d’excellentes propriétés antifongiques, antibactériennes,
antipaludiques, antiprolifératives, anti-inflammatoires, anticancereuse, cytotoxique, antivirales et
antipyrétiques [50,51]. il convient de noter que la chélation des métaux peut améliorer d’une
facon intensive le comportement bioactif des ligands bases de Schiff.

eDans le domaine de la synthése chimique, elles sont souvent employées comme
intermédiaires réactionnels et leurs complexes métalliques comme catalyseurs dans plusieurs
types de réactions telles que les réactions d’oxydation, de réduction et d”hydrolyse [52].

eDans la chimie analytique, les bases de Schiff servent a travers les titrages et
précipitations, a séparer certains ions métalliques présents dans un mélange [53].

e Dans I’inhibition de la corrosion, ces systémes ont fait I’objet de nombreuses études et
acquiérent actuellement une importance primordiale, tant sur le plan de la recherche que sur le
plan industriel.

e Nucléase artificielle : Actuellement, il y a un intérét considérable au développement
des nucléases synthétiques. L’utilité de tels composés s’étend de leur emploi comme outils en
biologie moléculaire du développement de nouveaux médicaments potentiels a visée

anticancéreuse ou antivirale [35].

A titre d’exemple les dérivés du saléne N, N'- bis (salicylidene) éthylénediamine (figure

I. 18) complexés a différents métaux, constituent des nucléases artificielles.

OH HO

Figure I. 18 : N, N'- bis (salicylidéne) éthylénediamine.
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1.3. GENERALITE SUR LES ANTIBIOTIQUES

1.3.1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d’inhiber la croissance ou
méme de tuer des bactéries, sans affecter I’hdte (cellules eucaryotes). Les sources principales

d’antibiotiques sont les champignons, mais parfois aussi les bactéries.

- WAKSMAN (1943) : "toutes les substances chimiques produites par des micro-
organismes capables d’inhiber le développement et de détruire les bactéries et d'autres micro-

organismes” [54].

- TURPIN ET VELU (1957): " Tout composé chimique, élaboré par un organisme
vivant ou produit par synthése, a coefficient chimio-thérapeutique élevé dont I'activité
thérapeutique se manisfeste a trés faible dose d'une maniere spécifique, par l'inhibition de
certains processus vitaux, a I'égard des virus, des microorganismes ou méme de certaines étres

pluricellulaires™.
Un antibiotique a les caractéristiques suivantes :

- Activité antibactérienne

- Activité in vivo contrairement aux désinfectants.

- Une bonne absorption et bonne diffusion dans I’organisme.
1.3.2. classification des antibiotiques

Le nombre et I’importance des antibiotiques est grandes sont tels que de nombreuses
tentatives de classification ont été propose. La classification peut étre basée sur plusieurs

critéres:

1.3.2.1. Selon Porigine: élaboré par un micro-organisme vivant (bactérie, champignon...) ou
produit par synthése. A I’heure actuelle, il s’agira de molécules, le plus souvent obtenues par
hémi-synthese [54].

1.3.2.2. Selon la nature chimique : on peut classer les antibiotique selon leur structure de
base comme le cycle R-lactame (famille des R-lactamines) sur laquelle il y a hémi-synthése.

Donne souvent, le nom a la famille [54].
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Figure 1. 19 : Structure de deux antibiotiques de la famille des [3-lactamines.

1.3.2.3. Modalités d’action : Etudions les interactions dans le temps entre des concentrations

variables d’un antibiotique et d’une bactérie [54].

Bactériostase : Le nombre de bactéries viables apres un temps d'incubation et de contact
donné avec un antibiotique est inférieur a celui observé, en I’absence d’antibiotique (témoin),
pour une culture incubée dans les mémes conditions. Donc ralentissement ou arrét de la

croissance, quantifiable en termes de CMI (la concentration minimale inhibitrice en mg/l).

Bactéricidie: Le nombre de bactéries tuées aprés un temps d’incubation et de contact
donné avec un antibiotique est inférieur a celui déterminé au temps 0. Donc arrét de la croissance

et mortalité quantifiable en termes de CMB (la concentration minimale bactéricide en mg/l).

4 INTERACTIONS BACTERIE ., INTERACTIONS BACTERIE
- ANTIBIOTIQUE - ANTIBIOTIQUE

|eacTERIOSTASE |

BACTERICIDIE

concentration-dépendant

Temps (h)

Figure 1. 20 : modalité d’action des antibiotiques

1.3.2.4. Spectre d’activité : Liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre

étroit ou large) [54].
Tableau 1.2: Spectre d’activité des antibiotiques selon la nature de la paroi bactérienne.

St iotiogue

Eenzylpénicilline

Oreracilline
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ImipEnime
Arninosides Gentaricine

T obhxarnycirne
Phénicoles CHhloxamngprheénicol

Doxycycline

Erytheomycine
Glycopeptides Vamncomycine
Duinolones A cide ralidixique
Autres A cide fusidigue

|
|

R !
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1.3.2.5. Selon la cible d’action: paroi, membrane, acides nucléiques, synthése des protéines...

rMambrane ADN gyrase
r:xtefrnts Quinoiones
\ Fi
.
r 4
i
Synthése £
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< e ARN

Synthese d'ARN

/ FACicc parse
R BEssneis =& & Trs
/ = z ‘( \
/ Symihese protéique i
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' polymerasc

rMetabolisme 7 =
de lacide folique  / \Ansamycmes

Trinmcthoprime
Sulfamides < Inhibiteurs
- de la synthése proteique = -
Aminoglvcosides Synthése
Ghioramaptsa: Socinine
shitoramphenicol ~lacliarmines
Paptidogiyvec=ane - Cund_arfn)ycine Iycopepilides
ToHtracyclines
Lincomycinaes

Figure 1.21: Principaux cibles et modes d’action des antibiotiques [55]
1.3.3. Mode d’action des antibiotiques

Le mode d’action d’un antibiotique est en relation avec sa structure chimique. En général,
a chaque classe d’antibiotique est associ¢ un site d’action dans la cellule microbienne. Ce site
peut étre la paroi cellulaire, la membrane plasmique, les ribosomes ou les composants génétiques
[56].

1.3.3.1. Action sur la paroi : L’action des antibiotiques permet d’empécher la synthése de
la transpeptidase et donc celle du peptidoglycane. Apres avoir inhibé la synthése du
peptidoglycane, la paroi ne peut plus étre formée et la bactérie se désorganise. Cela permet
d’empécher la bactérie de former de nouvelles bactéries et de détruire celles déja présentes.

Les B- lactamines fonctionnent de cette fagon.

1.3.3.2. Action sur la membrane: Certains antibiotiques agissent grace a des propriétés
dites surfactantes. Cette propriété permet aux antibiotiques de s’insérer entre les phospholipides
externes. Cela entraine une augmentation anormale de la perméabilité membranaire, ce qui
entraine une fuite de substances intracellulaires a travers la membrane plasmique et la mort des

bactéries. Les polymyxines fonctionnent selon ce mode d’action.

Malheureusement, a cause de la similitude entre les membranes des cellules bactériennes
et celles des eucaryotes, les antibiotiques qui agissent sur la membrane sont toxiques et

seulement quelques uns ont trouvé une fonction thérapeutique.

1.3.3.3. Action sur ’ADN : Les antibiotiques suivant ce mode d’action peuvent se fixer sur
I’ADN et donc empécher la progression de I’ADN polymérase responsable de la réplication de
I’ADN. Cela entraine une inhibition de la réplication de I’ADN ce qui est indispensable a la

formation de nouvelles bacteéries. Les fluoroquinolones fonctionnent ainsi.
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1.3.3.4. Action sur la synthése protéique: L’antibiotique inhibe la synthése protéique de la

bactérie en s’attaquant aux ribosomes. Les Aminosides agissent selon ce procede.
1.3.4. Résistance bactérienne aux antibiotiques

Dés le début de [’utilisation clinique des antibiotiques, des souches bactériennes
résistantes a ces molécules sont apparues. En effet, Fleming lancait déja un avertissement face a
une utilisation excessive de la pénicilline dés 1945 lors de son discours d’acceptation du prix
Nobel. Pour chaque nouvelle classe d’antibiotiques développée et commercialisée, des souches
bactériennes résistantes ont émergé. Ce phénoméne a été amplifi¢ par 1’utilisation abusive des
antibiotiques depuis un demi-siécle. En effet, des consommations élevées et un mesusage de ces

molécules sont a 1’origine de 1I’émergence et de la diffusion de résistances [57].

1.3.4.1. Mode de résistance des antibiotiques: La résistance aux antibiotiques peut se

manifester de deux maniéres distinctes : résistance naturelle et acquise.

e Résistance naturelle : résistance naturelle ou intrinseque correspond a la résistance de
toutes les souches d’une méme espéce ou d’'un méme genre bactérien a un antibiotique. Ce
caractére de résistance est présent dans son chromosome bactérien, il est constant et stable,
transmis uniquement de maniere héréditaire [58].

e Résistance acquise : il s’agit d’un caractére qui ne concerne alors que quelques
souches d’une espece bactérienne. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage
souvent de facon importante dans le monde bactérien. Elle résulte d’une modification du
patrimoine génétique de la bactérie lui permettant de tolérer une concentration d’antibiotique

plus élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espéce [59].

1.3.4.2. Mécanismes de la résistance : Une espece bactérienne peut étre résistante a plusieurs

antibiotiques selon trois mécanismes principaux:
» Modification de la cible des antibiotiques,
« Synthése d’enzymes inactivant les antibiotiques,

* Diminution de la perméabilité bactérienne aux antibiotiques.
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Ce chapitre a pour but de présenter les méthodes expérimentales utilisées dans le cadre de
cette étude : Les méthodes d’analyses physico-chimiques permettent d’identifier les produits
synthétisés et d’apporter des informations sur leurs structures ainsi que les méthodes utilisées au

cours des tests d’applications.
11.1. Chromatographie sur couche mince (C.C.M)

La C.C.M. est une technique d’analyse qualitative. Elle a pour but de séparer les produits
d’un mélange et permet d’identifier un compose, de Vérifier sa pureté ou de suivre I’avancement
d’une réaction en analysant des prélévements successifs du milieu réactionnel afin de mettre en
évidence I’apparition de produits et/ou la disparition de réactifs[1]. L’apparition de cette
technique remonte a 1903, date a laquelle le botaniste russe M.Tswett a réalisé la séparation de

pigments végétaux de la chlorophylle [2].
11.1.1. Principe de la technique

Considérons un produit que I’on souhaite analyser. Lors d’une CCM, le mélange est
déposé sur un solide poreux adsorbant appelé phase stationnaire (elle est le plus souvent
constituéee de silice SiO,, déposée sur un support rigide en verre, en aluminium ou en plastique).
La partie inférieure de cette plaque est mise en contact avec un solvant appelé phase mobile qui

monte par capillarité : on parle d’élution et la phase mobile est appelée éluant [1].

Lors de I’¢lution, les différents composés du mélange migrent plus ou moins haut sur la

plaque du fait de la compétition entre trois phénomenes :
1. I’adsorption des composés sur la phase stationnaire.
2. la solubilisation des composés dans 1’éluant.

3. I’adsorption de 1’éluant sur la phase stationnaire (qui remplace les composés adsorbés

sur la phase stationnaire et les « pousse » alors vers le haut).
11.1.2. Réalisation de la technique

Préparation de la plaque: tracer un trait fin au crayon a papier, a lcm d’un des bords et
bien parallele a celui-ci : Attention ! Ne pas trop appuyer avec le crayon, pour ne pas

endommager la surface de silice.

Toujours tenir la plaque par le haut, afin de ne pas laisser d’empreinte digitale sur la

partie ou migrera I’¢luant.
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Depot de la goutte sur la plague: avec un capillaire, déposer sur la ligne de base de la

plaque une petite goutte de produit a analysé.
Le diametre de la tache doit étre environ 2 mm pour la disposition de plusieurs produits.

Préparation de la cuve: dans un bocal avec couvercle on mit 1’¢luant puis fermer le
couvercle et attendre quelques minutes : cela permet de saturer I’atmosphere en vapeurs d’¢éluant,

afin d’éviter que celui-ci ne s’évapore a partir de la plaque pendant 1’élution.

L’¢lution: placer la plaque dans I’¢luant et refermer immédiatement le couvercle.
Attendre que I’¢luant atteigne les 2/3 ou les 3/4 de la hauteur de la plaque, puis retirer cette
derniere et marquer immédiatement, au crayon, la position du front d’éluant. On peut alors

sécher la plaque pour éviter tout étalement des taches.

Revélation: si les molécules absorbent dans le visible, les taches colorées sont
directement observables a I’ceil. Dans le cas contraire, il faut rendre visible (c’est-a-dire révéler).
Soit on utilise des radiations UV ou bien des réveélateurs chimiques (acide phosphomolybdique,

permanganate de potassium, diiode, etc.).
11.1.3. Rapport frontal

Pour chaque espéce chimique, on peut calculer le rapport frontal Rf défini par [1] :

Rf = —
= Db

Ou d est la distance entre la ligne de dépét et le centre de la tache et D la distance entre la ligne
de dépot et le front de 1’éluant. Le rapport frontal est caractéristique du comportement d’une

espéce chimique avec un éluant et une phase stationnaire donnés.
11.2. Méthode de mesure de la température de fusion

Le point de fusion est la température exacte nécessaire de changement d’état d’un
matériau quand celui-ci passe d’un état solide a un état liquide, et sa détermination est trés
importante puisqu’elle est hautement dépendante de la pureté du produit testé. Cette technique

est donc utilisée pour définir la qualité d’une substance [3,4].

Il existe une grande variété d’appareils, nous allons décrire le plus communément

rencontré en laboratoire: le banc Kofler.

Banc de Kofler : Le banc Kofler est constitué d’une plaque de métal inoxydable soumise

a un gradient de température imposé par un systeme de chauffage électrique interne.
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La température est croissante de la droite vers la gauche et s’étend approximativement de 45 a

260 °C [1].

Le solide dont on cherche & déterminer leur température de fusion est placé sur le banc
dans la zone froide. Faire une ligne avec la poudre de sorte qu’elle face un angle d’environ 45°C.
A T’aide d’une petite spatule, faire progresser lentement la substance vers la zone chaude en
conservant I’angle de 45 °C. Lorsque les premiers grains fondent, placer le stylet pour connaitre

la température approximative [5].

Nettoyer le banc avec un coton imbibé d’alcool en partant de la zone chaude a la zone

froide.
11.3. Caractérisation spectroscopique

Les spectroscopies sont des méthodes analytiques utilisées en chimie organique pour
I’identification des molécules. L’énergie apportée par 1’onde électromagnétique permet le
passage de la molécule, d’un état stable a état excité. Lorsque 1’énergie apportée correspond a
I’énergie nécessaire au passage a 1’état excité, la longueur d’onde est absorbée. Seules ces
longueurs d’onde sont absorbées, les autres sont transmises ou ne sont pas retenues

(quantification) [6].

De nombreuses spectroscopies s’inscrivent tout au long des gammes d’énergie que peut

porter une onde électromagnétique.
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Figure 11.1: Le spectre électromagnétique.
11.3.1. Spectrophotométrie UV-Visible

Principe : Type de spectroscopie optique qui mesure I’absorption de la lumiére dans les

régions du spectre correspondant aux rayonnements visible et ultraviolet.
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Lorsqu’une molécule absorbe une partie d’énergie de la radiation électromagnétique, elle
est automatiquement accompagnée d’une transition électronique d’un niveau fondamental a un

niveau d’énergie supérieure.

Ces transitions électroniques, se produisant a 1’échelle moléculaire, concernent les

électrons de valences et plus spécifiqguement des électrons « et des paires libres.

Dans la majeure partie des cas, les spectres UV-visibles sont continus et constitués de
bandes larges qui correspondent a la superposition de transitions électroniques (fortement
énergétiques), vibrationnelles (faiblement énergétiques) et de transitions rotationnelles (trés
faiblement énergétiques). Ces spectres présentent un ou plusieurs maximum(s) d’absorbance,
auquel correspond une longueur d’onde notée Amax, Qui Sera, dans le cas des molécules

organiques, plus ou moins caractéristique d’un certain motif de délocalisation des électrons.

Cela dit, les spectres UV-vis n’étant pas fins, de sorte que plusieurs molécules peuvent
présenter le méme spectre, ils ne servent en général pas a une identification des structures, mais

se révelent tres pratiques au niveau des dosages [7].

Les transitions possibles: Les principales transitions autorisées sont représentés sur la
figure (1. 2).

n —
(M)

T —» T

n —» 0"
(f)
0 —» 0"

(F) nombres d'onde

200 nm 400 nm

F = transition Forte  f = transition faible
Figure 11.2: Les diverses transition.

Le domaine UV-visible : Le domaine UV-visible s’étend environ de 800 a 10 nm. Ce
domaine spectral est divisé en trois plages de longueurs d’onde appelées proche UV (185-400
nm), visible (400-700 nm) et trés proche infrarouge (700-1100 nm). La plupart des
spectromeétres vont de 185 a 900 nm. La limite inférieure des appareils dépend a la fois de la
nature des matériaux optiques utilisés et de la présence ou non sur le trajet optique de 1’air
ambiant, sachant que le dioxygéne et la vapeur d’eau absorbent de maniére intense en dessous de
190 nm. Quelques instruments, a condition d’opérer sous vide, peuvent atteindre 150 nm avec

des échantillons pris a I’état gazeux. C’est le domaine de ’ultraviolet du vide [7].
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Loi de Beer-Lambert: La spectroscopie UV-Visible se réalise a 1’aide d’un
spectrophotometre. Lorsque la cuve contenant la solution est placée dans un spectroscope, elle

recoit un rayonnement d’intensité Io [6].

Une partie de cette lumiere incidente notée est absorbée par le milieu et le reste, noté I,
est transmis. L’intensité (I) du rayonnement issu de la cuve est donc inférieure a 1’intensité du
rayonnement initial (lp). La fraction de la lumiére incidente absorbée par une substance de
concentration C contenue dans une cuve de longueur | est donnée par la loi de Beer-Lambert:

A=log (lo/l)=¢lC (1.2)
A : absorbance autrefois appelée densité optique DO (sans unité) ; elle représente la capacité

d’une espéce chimique a absorber une lumiére (comprise entre 0 et 2).

€ © est le coefficient d’extinction molaire (coefficient d’absorption molaire); c’est une

caractéristique de la substance étudiée (¢ est en L. mol™ .cm™).

| : est la largeur (épaisseur) de cuve en cm.
C : est la concentration de la solution (mol.L™).
11.3.2. Spectroscopie FT-IR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique analytique
efficace pour identifier rapidement la «famille chimique» d’une substance. Généralement,
organique et composés polymériques (et dans une moindre mesure, les composés inorganiques)
produisent un spectre IR «d’empreinte digitale», qui peut étre comparé a la base de données de
référence étendue d’EAG et la famille chimique ou I’identité réelle du composant inconnu peut

étre déterminée [8].

Principe : La spectroscopie infrarouge est une technique qui résulte de I’interaction
rayonnement matiere. En effet, lorsqu’on on soumet une molécule a une radiation infrarouge, la
structure moléculaire se met a vibrer et ceci a pour effet de modifier les distances interatomiques
(vibration de valence ou d’¢élongation) et les angles de valence (vibration de déformation). Cette
technique peut aussi nous renseigner sur les différents types de vibrations des liaisons dans un
composé donne, comme elle permet aussi de déterminer certaines grandeurs caractéristiques

telles que la constante de force et la longueur des liaisons interatomiques [9].
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Vibration de valence Vibration de déformation Yibrations de déformation
dans le plan hors du plan

— -

NS | AT
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(vg) (Vas) (dg) (p) (y) (o)

Figure 11.3 : Différentes vibrations d’une molécule triatomique.

Loi de Hooke : On peut montrer que la de vibration entre deux atomes dépend de la force

de la liaison qui les unit et de leur masse atomique respective (m; et m,) selon la loi de Hooke:

Ou:

v : Fréquence de vibration (cm™); C : vitesse de la lumiére (cm/sec).

K: constante de force de liaison (dyne cm™) ; my et my : masses (g) des atomes X et y.

Le domaine IR : En spectroscopie infrarouge, on effectue un balayage de fréquences

(comprises entre 4000 cm™ et 400 cm™) Dans un spectre IR, on peut distinguer deux régions :

La premiére du co6té des fréquences élevées, comporte des bandes de vibration de valence
notée v. Dans cette région deux composés différents mais possédant les mémes groupements

fonctionnels auront a peu pres le méme spectre.

La seconde vers les faibles fréquences, comporte des bandes de vibration de déformation
notée 0. Les vibrations de déformation des groupements fonctionnels et de la molécule entiere,

donnant un spectre différent d’un composé a un autre [10].
11.4. Les méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne

Le parametre le plus souvent utilisé pour évaluer I’effet d’un antibiotique est la CMI. Elle
correspond a la concentration minimale qui inhibe la croissance visible du germe en 24h. Parmi
les méthodes applicables dans I’évaluation de I’activité antimicrobienne : la dilution en milieu
liquide (croissance bactérienne appréciée par I’apparition d’un trouble) et la méthode de

diffusion sur disque de cellulose [11].
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11.4.1. Méthodes d’étude sur milieu solide (ou diffusion par disque)

La technique utilisée pour ce test est celle décrite par Marie et al. (1998). 1l s’agit de la
diffusion sur gélose (méthodes des disques). Elle permet de déterminer I’activité inhibitrice de la

croissance bactérienne par la mesure du diamétre d’inhibition [12].
11.4.1.1. Revivification des souches bactériennes

La revivification des souches est une étape nécessaire avant leur utilisation car leur
activité biologique est nulle. Donc, elle a pour but I’obtention d’une culture jeune et pure. Elle
consiste a ensemencer en stries la surface de la gélose nutritive préalablement coulée et solidifiée
dans les boites de Pétri quelques colonies des souches conservées a 4°C (milieu gélose nutritif

pour les bactéries) [13].

Les boites de Pétri renfermant chacune une souche de bactérie sont incubées a 37°C
pendant 24 h.

11.4.1.2. Repiquage des espéeces bactériennes

Les différentes espéces bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C afin d’obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de

I’inoculum [14].
11.4.1.3. Préparation des disques

Des disques de 6 mm de diametre sont découpés du papier Wattman et stérilisés dans

10 ml d’eau distillée dans un autoclave pendant 20 min a 120°C, apres ils sont séchés dans

I’étuve [13].
11.4.1.4. Préparation de I’inoculum

A partir de colonies jeunes de 18 a 24 h, on préléve des colonies bien séparées des espéces
bactériennes concernées ont été prélevées a I’aide d’une anse de platine stérile une suspension
bactérienne est réalisée dans 1’eau distillée stérile pour chaque souche. La turbidité de cette
suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland ou bien doit étre équivalente a une D.O de 0.08 a 0.1 lue
a 625 nm [14].

11.4.1.5. Préparation des milieux de culture avec des suspensions bactériennes

Cette étape consiste a liquéfier le milieu de culture Mueller-Hilton dans un bain marie,
puis, on coule aseptiqguement les milieux en surfusion dans des boites de Pétri a raison de 15 ml
par boite [13].




Partie | : Synthése bibliographique Chapitre Il : Méthodes expérimentales

On réalise I’ensemencement par la méthode de Kirby-Bauer, par écouvillonnage.
- Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s’imbiber.
- Le sortir du tube en 1’essorant doucement sur la paroi.

- Ensemencer la boite de Mueller-Hinton, en frottant 1’écouvillon sur sa surface et en tournant la

boite 3 fois de 60°C afin d’assurer une bonne distribution de I’inoculum.
- Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 minutes.
11.4.1.6. Dépot de disques

Une fois le milieu de culture qui contient les suspensions microbiennes est solidifié, on
préleve aseptiquement a 1’aide d’une pince stérile un disque stérile et on 1I’imbibe avec 20 ul de

produit a tester, puis on le dépose sur la gélose préalablement préparée [13].
11.2.4.7. Incubation et lecture

L’incubation des boites se fait dans 1’étuve a 37°C pendant 24h. La lecture des résultats
s’est faite 24 heures aprés I’incubation par la mesure des diamétres des zones d’inhibition a

I’aide d’une régle en (mm).
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Figure 11.4 : Méthode I’évaluation des propriétés antibactériennes diffusion par disque.
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11.5. Calculs de chimie quantiques

Le calcul de chimie quantique (chimie théorique) est une application des méthodes
théoriques et des methodes de calcul pour résoudre des problemes impliquant la structure
moléculaire et la réactivité chimique. Ainsi, les théoriciens chimiste appliquent aujourd’hui ces
méthodes pour savoir comment réaliser de meilleures piles a combustible, comment trouver de
meilleurs catalyseurs, de meilleurs médicaments, de meilleures séparations chimiques ou encore

comment réaliser de meilleurs composants de nanoélectronique.

L’utilisation de ces méthodes est trés importante pour 1’étude de la corrélation entre
activité biologique et la structure moléculaire, d’ailleurs plusieurs publications ont intégré ces

approches théoriques.

11.5.1. Théorie de la fonctionnelle de la densité (de I’anglais: Density Functional
Theory) "DFT"

Les premieres bases de la DFT ont été données en 1964 par Hohenberg et Kohn [14], qui
ont démontré la possibilité de calculer les propriétés d’un systtme a I’aide de la densité
électronique. Ensuite, Kohn et Sham [15] ont rendu possible les applications de la DFT en
chimie quantique. De nos jours, la DFT est la méthode de calcul de propriétés chimiques la plus
utilisée en chimie théorique. Elle présente ’avantage d’étre simple a mettre en ceuvre, d’étre
prédictive sur I’ensemble des matériaux et enfin d’étre utilisable sur des systémes de trés grandes
tailles. Cette utilisation intensive de la DFT est allée de pair ces derniéres années avec la

construction de machines [16].

Les paramétres de chimique quantique des composés peuvent étre calculés en utilisant les
équations suivantes [17]:

Energy gap: 4Ecap = Enomo — ELumo
Energie d’ionisation: / = — Enomo
Affinité électronique: 4 = —E umo
Electronégativité: y = (I + 4)/2

Potentiel chimique: u =—y

Dureté moléculaire: # = (ELumo — Enomo)/2

Douceur moléculaire: S =1/y

Indice d’¢électrophilie: w = ,u2/2;1

Ces parameétres sont tres importants pour comprendre les activités chimiques et

biologiques des composés synthétisés.
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A. Réactifs et solvants utilisés

Les données principales des réactifs et des solvants utilises dans ce travail sont
regroupées dans les tableaux I1.1 et 11.2:

Tableau I1.1 : Données principales des réactifs utilisés pour la synthese.

o Masse molaire | Densite La
Reéactifs Formule 5
g/mole g/cm marque

NH
2-Aminothiophenol ’
125,19 1.200 Fluka

4-méthoxybenzaldéhyde

Triéthyl phosphite 166,16
/\O/P\O/\

Sulfate de magnésium MgSQO, 120,366

Tableau 11.2 : Propriétés physiques principales des solvants utilisés.

solvant Formule brute Masse molaire | Pureté % | T d’ébullition (°C)

g/mole

Eau H>0 18 100

Ethanol (EtOH) C,Hs0H 46,07 . 78,37

Dichlorométhane CH,Cl, 84,93 99,5
(DCM)
Acétate d’éthyle C4HgO, 88.11 . 77

n-hexane CeHia 86,18 69

Diméthylsulfoxyde C,Hs0S 78.13
(DMSO)
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Matériels et les produits utilisés dans le test d’activité antibactérienne: Disques

blancs stériles non imprégnées de 6 mm de diametre, Boite de pétrie, Pince stérile ; Micropipettes,

eau physiologique.

La gentamicine (GNTM) : C21H43Ns0- oH Ch,

L R 2
La gentamicine est un antibiotique de la e Ho) HO ! HfCHs
. . . . . HZNmNHZ
famille des aminosides (aminoglycosides).

Mueller-Hinton Le nom Mueller-Hinton vient de leurs
codécouvreurs:  le  microbiologiste John

La gélose Mueller-Hinton : est un milieu

nutritif. Howard Muelleret le docteur vétérinaire

Jane Hinton .

B. Les appareille utilisées

%+ La prise du point de fusion des
produits obtenus s’est faite par un banc
de KOFLER.

Figure 11.1 : Banc KOFLER.

4+ Les spectres d’absorption UV-Vis des
produits ont été enregistrés avec un
spectrophotometre JASCO V-650, en
utilisant des cellules en quartz de 1 cm

de largeur.

Figure 11.2 : Appareille spectrophotometre.
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4+ Les spectres FT-IR des produits de
départs et des produits synthétisés ont
été enregistrés sur un spectrométre IR
JASCO-4200 avec I’attachement de
réflectance diffuse (ATR) a une

résolution de 4 cm™. Les transmissions

reportées sont exprimées en nombre

d’onde (cm™).

C. Souches bactériennes.

Figure 11.3 : FT/IR-4200 Fourier

Transform Infrared Spectrometer.

Les quatre souches bactériennes choisies au cours de cette étude ont été fournies par

I’ATCC (American Type Culture Collection).

Tableau 11.3: Liste des souches microbiennes testées.

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Description et pathogénéicité : Escherichia coli
(E.c), estune bactérie intestinale (Gram négatif) des
Mammiféres, trés commune chez I’étre humain.
Découverte en 1885 par Theodor Escherich, dans des
selles de chévres. En effet, elle compose environ 80
% de notre flore intestinale aérobie [1]. De simple
bactérie commensale, Escherichia coli peut aussi
devenir un agent pathogéne responsable de différents

types d’infections : infections urinaires,

Description et pathogénéicité : P.a est un
bacille a Gram négatif ubiquitaire, il mesure de
l1a5pumdelongetde0,5alumde large.la
température optimale de croissance se situe
entre 30 et 37°C. La morphologie de P.a, est
facilement distinctive grace a la production de
la pyocyanine, un pigment bleu-vert diffusible
dans le milieu extracellulaire [3]. Elle peut,

dans certaines conditions, étre pathogéne. Tres
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diarrhées, cholécystites. Il peut aussi étre implique

dans des infections nosocomiales [2].

résistante, elle est avec d’autres bactéries a
gram négatif de plus en plus souvent
responsable d’infections nosocomiales. C’est
I’une des bactéries les plus difficiles a traiter
cliniguement. Le taux de mortalité atteint 50 %
chez les patients vulnérables

(immunodéprimés) [1].

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

Description et pathogénéicite :

Staphylococcus (S.a) (Louis Pasteur, 1880) est un
genre de coques, gram positifs, coagulase positive
pour Staphylococcus aureus, négatif pour les autres.
Responsable de nombreuses infections humaines et

animales [4]. Staphylococcus aureus est tres fréquent

a I’état commensal et pathogene. Il est également tres

présent au niveau des fosses nasales et des mains,
étre responsable d’infections cutanées et de certaines
infections ORL : angines, otites, sinusites... il est
impliqué dans les infections nosocomiales, pouvant
étre graves. Il se transmet par les mains ou par voie
oro-pharyngée, il peut étre retrouvé sur la literie,
dans le matériel médical a 1’hopital, ce qui amplifie

les phénomenes de transmission [1].

Description et pathogénéicite :

Bacille (B.s) a Gram positif, gros, droit, mobile
par des cils péritriches , capsulé, en forme de
batonnets de 2um de diamétre et dont la
longueur peut atteindre7um, formant des spores
ellipsoidales ou cylindriques en position
centrale, paracentrale ou subterminales dans le
corps bactérien [5] Malgré le fait qu’il s’agisse
d’une bactérie a faible potentiel pathogene, elle
peut donner lieu a de redoutables infections
dans certains cas ou encore étre a I’origine

d’une intoxication alimentaire[6].
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D. Logiciels utilisés pour I’étude théorique

Les calculs de chimie quantique ont été réalisés en utilisant le programme GAUSSIAN
09W [7]. La structures géométriques des molécules étudiées sont obtenues par une optimisation
globale caractérisée par un calcul des fréquences de vibration en utilisant la méthode DFT

(Théorie de la fonctionnelle de densité) au niveau B3LYP (Becke-3-parametres-Lee-Yang Parr)

avec la base 6-31G (d,p ) [8,9]. Les résultats obtenus ont été visualisées a 1’aide du programme
GausView 05.

@ GaussView 5.0 |G Gaussian 09W

Figure 11.4 : Les programmes utilisés.
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Ce chapitre consiste en la synthése de deux molécules: L’une est un ester
a-aminophosphonate  diéthyl[(4-méthoxyphenyl)(2-sulfanylanilino)méthyl]phosphonate et
’autre est une imine 2-[(4-methoxyphenyl)methylidene]aminobenzene-1-thiol, apres la synthese

du nos molécules, nous avons déterminé leurs propriétés physicochimiques suivantes :

e Détermination de solubilité.
e Détermination du point de fusion.

e Caracterisation des produits par I’UV-visible et I’infrarouge.
I11.1. Montage utilisé pour la synthése et la séparation

On utilise un montage de chauffage a reflux, qu’est constitué des éléments suivants:

v Un chauffe-ballon.
v Un réfrigérant serpentant.

v Un ballon de 50 ml et un barreau magnétique.

Figure 111. 2 : Rotavapeur.

Figure 111.1 : montage a reflux.

111.2. Synthese des molécules ciblées

111.2.1. Synthése de base de Schiff (Imine)

Mode opératoire : Pour préparer I’imine 2-((4-methoxybenzylidene)amino)benzenethiol;

On prend des quantités équimolaire (10 mol) de I’amine 2-aminothiophénol et de ’aldéhyde 4-

méthoxybenzaldéhyde.

Introduit dans un ballon les deux réactifs, et ajouté quelque millilitre d’éthanol comme

solvant. Puis on a mis le tous dans le montage a reflux sous agitation pendant 4 heures a une
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température de 76 C°. Le mélange réactionnel est refroidi dans un bain de glace. On obtient un
précipité jaune qui se filtre sur un entonnoir de Buchner et laver avec éthanol froid, le produit
obtenu est recristallisé dans I’éthanol.

L’évolution de la réaction est suivie par la CCM dans un systéeme d’élution n hexane

/acétate d’éthyle (1/4). La séquence reactionnelle est présentée par la figure 111.3.

NH, O

©/SH + /©)LH EtOH ©\ z
el L B
H,CO 76°C
3 SH OCHj,

2-Aminothiophénple ~ 4-Méthoxybenzaldéhyde IMINE

Imine apres séchage

Figure 111.3: Synthése de I’imine 2-((4-methoxybenzylidene)amino)benzenethiol.

Mécanisme réactionnel : Cette réaction se déroule en deux eétapes essentielles, la
premiére est une addition nucléophile sur le carbonyle du 1’aldéhyde 4-méthoxybenzaldéhyde,
puis la transposition d’un hydrogéne a partir de 1’azote pour former un amino-alcool peu stable,
la seconde est une déshydratation de 1’amino-alcool pour former une imine (la fonction principale
de base de Schiff) [1] (figure 111.4).

SH ﬂ

<)
@~ < >
N

H

2- 4-methoxybenzaldehyde
aminobenzenethiol

OH

N=— OCH; -H,O N4'_©7
I — I
H H

H

Imine

+ H,O
Figure 111. 4 : Mécanisme réactionnel de formation de I’imine.

~ 43 ~
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111.2.2. Synthése de I’ester diethyl (((2-mercaptophenyl)amino)(4-methoxyphenyl) methyl)
phosphonate.

Parmi les méthodes les plus intéressantes, on a choisi la méthode de Kabachnik-Fields [2-
3]. C’est une méthode de synthése des a-aminophosphonates, par condenser d’un dérivé

carbonylé (aldéehyde ou cétone), une amine aliphatique ou aromatique et triéthylphosphite.

Mode opératoire : Introduit dans un ballon un mélange des quantités équimolaire
10 mol de ’amine (2-aminothiophenol), 1’aldéhyde (4-méthoxybenzaldéhyde) et de triéthyl

phosphite. Le mélange réactionnel est mis sous agitation magnétique a température ambiante.

La réaction est suivie par CCM pour confirmer la fin de la réaction, I’acétate d’éthyle/n-

hexane (1/4 V/V) est utilisé comme éluant.

On arréte la synthése selon la CCM, ensuite on fait une extraction par le
dichlorométhane, cette derniére est éliminée par évaporation sous vide a I’aide d’un évaporateur

rotatif. A la fin, le composé obtenu est recristallisé par éthanol.

,/O
SH H—C ¢[|)\
C,H;0O OC,H O OC,Hj;
NH, 2SO p P2l A OC,H;
+ + |
OC,H; Ester
OH

+CH;CH,OH

2-Aminothiophénple 4-Méthoxybenzaldéhyde Tri€thylphosphite

Ester aprés séchage

Figure 111.5: Synthése de I’ester diéthyl (((2-mercaptophenyl)amino)(4-méthoxyphenyl)méthyl)
phosphonate.

Mécanisme reactionnel : Pour bien comprendre la réaction est la formation du ester, un

mécanisme proposé pour illustré les étapes de la réaction de Kabachnick.
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La figure 111.6 montre que la 1* étape est la formation de I’imine qui ce caractérise par la
liaison (C=N), ensuite 1’attaque du groupement phosphite et libération d’une molécule d’éthanol

pour donner a I’afin I’ester a-aminophosphonate.

o

NH,

OCH,

2- 4-methoxybenzaldehyde
aminobenzenethiol

CH;CH,OH

Ester

+ CH;3CH,OH

Figure I11. 6 : Mécanisme réactionnel proposé pour la formation de ’ester [4,5]
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I11.3. Caractérisation des produits synthétisés

Les molécules synthétisées au cours de ce travail ont été caractérisé par les différentes

techniques d’analyse physico-chimique et spectrales.
111.3.1. Aspect et couleur

Selon le développement de la réaction on remarque un changement d’état et de couleur
des produits. Nous remarquons que 1’aspect de tous les produits de départ est a I’état liquide par

contre les produits obtenus sont a 1’état solide.

Tableau I11.1 : Aspects et couleur des déférents produits.

Produits Aspects Couleur

2-aminothiophenol Liquide Jaune

4-méthoxybenzaldéhyde  Liquide  Transparent

Triéthylphosphite Liquide  Transparent
IMINE Solide Blanc
ESTER Solide Jaune

111.3.2. Rendements
Les rendements des réactions sont calculés par 1’équation suivante :

Masse expérimentale

R(%) = X 100 .. et e e e e e e v e (L 1),
(%) Masse théorique ( )

Tableau 111.2 : Le rendement des produits synthétiseé.

Les produits Le rendement ‘
IMINE 78 %

ESTER 85 %

111.3.3. Solubilité

Le test de solubilité est primordial avant et apres chaque synthese, avant la synthése on
doit tester la solubilité du produit de départ pour choisir son éluant en chromatographie et apres

la synthése on doit connaitre la solubilité de nos produits synthétisés afin de les caractérisés.
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Tableau I11. 3 : Solubilité des produits synthétisés dans des différents solvants.

Solvant 2-aminothiophenol IMINE ESTER
Eaux IS IS

Méthanol PS PS

Ethanol PS PS

Acétate d”éthyle S S

Dichlorométhane S S

Toluéne S S
n-Hexane PS PS

DMSO S S

(TS : Tres soluble ; S: Soluble ; PS : Peu soluble ; IS : Insoluble).
111.3.4. Analyse par chromatographie sur couche mince CCM

La pureté des produits synthétisés a été confirmée par chromatographie sur couche mince
en utilisant des plagues CCM (Silice déposée sur plaque d’aluminium Alufolien, gel de silice 60
F-254 Merck). L’¢luant utiliser pour cette étude est 1’acétate d’éthyle/n-hexane (1/4, VIV). Apres
la révélation des taches a I’aide d’une lampe UV a (254 nm, 365nm ; 230 V/ 50 Hz) on obtient
les chromatogrames suivantes (figure 111.7).

Figure 111.7: Résultats d’analyse par CCM (A: amine, B : ’aldéhyde, I: imine, E : ester).

D’apres les résultats sur la Figure I11.7 on observe 1’apparition d’une nouvelle tache qui

confirme 1’obtention des nouveaux produits.

Le tableau I11.4 rassemble les R des réactifs et des composés de syntheses calculé selon
1I’équation (11.1).
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Tableau I11.4 : Valeurs des rapports frontaux des composés synthétisés.

Les réactifs Rapport frontal | composé de synthese | Rapport frontal

2-aminothiophénol 0.32 IMINE 0.525
4-méthoxybenzaldéhyde | 0.42 ESTER 0.625

D’apres les résultats sur le tableau ci-dessus, on note que 2-aminothiophénol a le rapport

frontal le plus faible donc il est le plus polaire.

Alors que les molécules peu polaires (imine et ester) ont des valeurs de R¢ les plus

grands.
111.3.5. Point de fusion

Les Points de fusion des produits testés, déterminés par le banc Kofler sont représentés

dans le tableau 111.5:

Tableau I11.5 : Points de fusion des produits synthétisée.

Composé Point de fusion (°C)

IMINE 114
ESTER 112

111.3.6. Caractérisation spectroscopique

Dans le but de confirmer I’obtention des produits visés par la synthése exploités dans ce
travail, on a appliqué les méthodes spectroscopique UV-Vis et la IR pour la mise en évidence
des propriétés spectrales de différents composés.

111.3.6.1. Caractérisation des produits synthétisés par la spectrophotométrie UV-Vis

Les spectres UV-Vis identifiants les bandes d’absorption caractéristiques des produits
synthétisés et celles des produits de départ sont réalisés sur des solutions méthanolique de

concentration égale 10™ mol/I dans le domaine allant de 200 nm & 800 nm. Les spectres obtenus

sont présentés par les figures 111.8 et 111.9.
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—4-Méthoxybenzaldyhéde
———2-Aménothiophénol
— IMINE

Absarbance

T T T T T T T
200 300 400 500
longeur d'onde A (nm)

Figure 111.8: Spectres UV-Vis du 2-aminothiophénol, 4-méthoxybenzaldéhyde, et du
PIMINE en milieux méthanol 10°mol/I.

—4-Méthoxybenzaldyhéde
——2-Aménothiophénol
— ESTER

@
o
=
<

o
2
b
[72]

S
<

T T T
300 400

longeur d'onde A (nm)

Figure 111.9 : Spectres UV-Vis du 2-aminothiophénol, 4-méthoxybenzaldéhyde, et du
d’ESTER en milieux méthanol 10°mol/l.

L’interprétation des spectres des figures (111.8 et 111.9) montre que :

4 Les spectres enregistrés dans la région du visible [400-700cm™] montrent que ces composés

sont transparents et ne présentent aucune absorption.
4+ L’enregistrement des spectres de 2-aminothiophénol est caractérisé par deux bandes

d’absorption bien définies dans le domaine UV, une bande trés intense a Amax = 204 nm et une

bande d’intensité moyenne a Amax = 341 nm.
4+ L’enregistrement des spectres de 4-méthoxybenzaldéhyde est caractérisé par trois bandes

d’absorption bien définies Située & Amax = 202 NM, Amax = 220 et Amax = 275 nm.

~ 49 ~
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4+ L’IMINE est caractérisé par deux bandes d’absorption, une bande trés intense située a
Amax = 207 nm et une bande d’intensité moyenne a Amax = 329 nm.
4+ Le spectre UV-Vis caractéristique du composé ESTER présente une bande d’absorption

située a Amax= 204 nm et Amax = 316 nm.

L’apparition de ces bandes dans la région UV peut étre attribuée aux transitions n—c*, n
— 7 * et m— 7w *, en raison d'une conjugaison dans un systéme insaturé ou lié a la présence des

hétéroatomes (O, N) [6].

Selon les résultats des spectres dans les deux figure 111.8 et I11.9 on observe : La
disparition de la deuxiéme bonde d’absorption caractéristique de la molécule de départ 4-

méthoxybenzaldéhyde sur les deux produit synthétisé.

A travers les résultats qu’on a tirés & partir des spectres on peut confirmer 1’obtention des

neveux produits.

Les spectres UV-Vis sont le plus souvent utilisés en analyse quantitative par application
de la loi de Beer Lambert selon I’équation 11.3, ce qui permet de déterminer le coefficient
d’absorption molaire € de chaque produit. Les valeurs des longueurs d’onde et les coefficients
d’absorptions molaires sont représentés dans le tableau I11.6.

Tableau 111.6: Résultats des spectres d’absorption électroniques des produits de départ et
des ESTER 210 ° M.

Composés A max (nm) Absorbance & (mol.I'".cm™)

2-aminothiophénol A max1 = 204 A=0.602 €= 60200
A max2 = 341 A=0.095 £2-9500

4-méthoxybenzaldéhyde | A max1 = 202 A=0.233 €= 23300
A max2 = 220 A=0.237 g- 23700

A max1 = 207 A=0.324 €1= 32400
A max2 = 229 A=0.246 €= 24600

A max1 =204 A=0.748 €= 74800
A max3 = 318 A=0.346 €3= 34600

111.3.6.2. Spectroscopie infrarouge IR

Les produits synthétises ont été analysés par la spectroscopie IR et comparés avec les
réactifs utilisés, les résultats obtenus sont présentés par les figures (111.10, 11, 12, 13) :

~50 ~
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Figure I11. 10 : Spectre IR de 2-aminothiophénol.

H;CO f X

1508

1681
4-méthoxybenzaldéhyde T T

1594
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Figure 111.11 : Spectre IR de 4-méthoxybenzaldéhyde.
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Figure 111.12 : Spectre IR d’IMINE.

o

3000

Transmittance%

3000 2500 2000 1500
Nombre d'onde (cm™)
Figure I11. 13 : Spectre IR d’ESTER.

Pour D’attribution des pics caractéristiques, on s’est basé sur le livre " Identification
spectrométrique de composes organiques” de R. M. Silverstein, G. C. Basler et T. C. Morill
édition De Boeck 1998 bien connu dans ce domaine [7] et sur des articles par des chercheurs

spécialisés dans la synthése des phosphonates publiés [8-12].

4 Le spectre IR du composé 2-aminothiophénol, (figure 111.10), montre une bande

d’intensité moyenne constituée de deux pics, un situés 4 3446 et I’autre 4 3351 cm™ attribuées a

~52 ~
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’amine primaire. On observe un pic de forte intensité vers 1477 cm™ d( aux vibrations de

déformation angulaire du lien N-H (cisaillement) de I’amine primaire.

L’intensité forte observée vers 7=1301cm™ est attribuée 4 I’élongation Ca-N du composé

2-aminothiophénol.

Les vibrations de la liaison S-H prend une absorption faible dans le spectre de
2-aminothiophénol & 2520 cm™, cette bande peut ne pas étre détectée dans les spectres des
solutions diluées ou de filmes minces ce qui est le cas dans le spectre d’imines synthétisée, les

thiols présentent une outre bande caractéristique C-S dans la région 742 cm™.

4+ Le spectre IR de 4-Méthoxybenzaldyhéde (figure 111.11): présentent une forte intensité
pour I’élongation du groupe C=0 & 1681 cm™. De plus I’aldéhyde présente une absorption due &
I’élongation de la liaison C-H du groupe CHO sous forme de doublet & 2738 et 2838 cm™
au dessous des v C-H aliphatiques.

+ Le spectre IR d’Imine (figure 111.12): Le spectre enregistré pour I’imine, présentent un pic
d’absorption situé & 1743 cm™, ce pic indique la présence de liaison (C=N).

4+ Le spectre IR d’Ester (figure 111.13): Le spectre IR montre une bande moyenne située a 3367
cm™ caractéristique du groupement amine secondaire. On peut aussi observer I’apparition des

pics caractéristiques des groupements phosphonates telle que les pics de vibrations v (P=0),

v (P-0-C) et v (C—P) sont localisées a 1247 cm *, 690 cm™et 1421 cm ™ respectivement.

On peut observer sans difficultés des modifications trés nettes entre les spectres des
produits de départ et ceux des produits synthétises tel que la disparition de la bande empreinte de
I’amine primaire de 2-aminothiophénol et le pic caractéristique du groupement carbonyle C=0
du benzaldéhyde utilis€¢. On remarque aussi I’apparition des nouveaux pics caractéristiques des
groupements phosphonates dans le spectre de 1’ester et le pic caractéristique de la fonction imine
(C=N).

Les valeurs des fréquences exprimées en nombre d’onde¥ (cm™) des principaux pics
caractéristiques de I’imine et I’ester, ainsi que les produits de départ le 2-aminothiophénol et

1’4-méthoxybenzaldéhyde, sont regroupées dans le tableau (111.7).
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Tableau 111.7: Attribution des bandes d'absorption des produits synthétisés & partir de

2-aminothiophénol et 4-méthoxybenzaldéhyde et les produits de départ.

Composés
FT-IR (cm™)

2-

Aminothiophénole

4-

Méthoxybenzaldéhyde

IMINE

V N-H

3446 cm*
3351 cm?

/

3367

VC-H ar

3064cm™
3016cm™

3073 cm™
3015 cm

3016 cm™

3064 cm™
3000 cm™

VC-H al

/

2937 cm

2968 cm™
2826 cm*t

2931 cm™

V C-H ald

/

-1
2970 cm'i
2838 cm™
2738cm*

/

/

VS-H

2520 cm™

/

/

2553 cm™

Vc=0

/

1681 cm™

/

/

Vc=c

1600 cm™

1594 cm™
1508 cm*

1582 cm™

1585 cm™

Vc=N

/

/

1743 cm™

/

Vc-N

1301 cm™

/

1372 cm™

1315 cm™

Vc-0

/

1211 cm™

1249 cm™

1494 cm™

vc-p

/

/

1421 cm™

Vp=0

/

/

1247 cm™

748 cm™

620 cm™

690 cm™
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Ce chapitre est subdivisé en deux parties, sa premiére partie est consacrée a 1’étude de

’activité antibactérienne des composés synthétisés.

Dans la seconde partie on donne les paramétres de chimie quantiques de ces composes.
IV.1. Evaluation des propriétés antibactériennes des composes

Au cours des tests effectués dans ce travail, 1’activité antibactérienne du I’imine et I’ester
synthétisés a été déterminée contre quatre types des bactéries causant pour la plupart des
infections urinaires et des maladies nosocomiales (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) en utilisant la méthode de diffusion sur milieu de
Mueller-Hinton gélosé. C’est une méthode de mesure qualitative permettant de tester I’existence

du pouvoir antimicrobien.

Le choix des souches est basé sur leurs différences pariétales (Gram® et Gram’), les
problémes qu’elles causent en clinique ainsi que le défi qu’elles posent al’antibiothérapie

moderne. Tous les organismes choisis au cours de cette étude ont été fournies par I’ATCC.

L’étude de ’activité a été réalisée a trois doses différentes (10; 20 ; et 40 mg/mL) dans le

DMSO qui représente un solvant stérile, ne favorisant pas la croissance des bactéries [1-3].

Les résultats ont ét¢ comparés avec 1’antibiotique standard gentamicine qui a été utilisés
comme contrdle positif , ce choix est di a la sensibilité des souches choisies pour cet antibiotique
et en raison de leur spectre d’action assez large et de leur utilisation fréquente en milieu
hospitalier pour le traitement des infections causées par la plupart des germes de notre étude et

selon aussi leur disponibilité. Le DMSO utilisées comme contrdle négatif.

Les figures IV.1 et IV.2 représentent les boites de Pétri de teste de I’activité
antibactérienne aprés incubées a 37 °C pendant 24h.

Figure 1V.1: Effet inhibiteur de la gentamicine sur les souches bactériennes étudiées.
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Figure 1V.2: Effet inhibiteur de I’imine et I’ester sur les souches bactériennes étudiées.

Le DMSO n’a aucune zone d’inhibition, ¢’est-a-dire il n’a pas d’effet significatif, alors

que I’imine et I’ester synthétisés ont montré une activité inhibitrice plus ou moins importante.

Les résultats de mesures des diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne
au tour des disques, en présence des molécules testés et du standard sont ressemblés dans le
tableau I1V.1.

Tableau 1V.1: Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne au tour des

disques en présence de IMINE, ESTER et du standard.

Souches C (mg/mL) Diametre de la zone

bactériennes d’inhibition (mm)

Gram négatif

B. subtilis

Gram positif

E. coli : Escherichia coli; P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa ; B. subtilis : Bacillus subtilis ;
S. aureus: Staphylococcus aureus.
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L’échelle d’estimation de [I’activité antimicrobienne est donnée par Barros et
collaborateur [4]. lls ont classé les diameétres des zones d’inhibition (D) de la croissance

microbienne en 5 classes :

- Trés fortement inhibitrice : D >15 mm ;

- Fortement inhibitrice : 12 mm <D <15 mm ;

- Modérément inhibitrice : 10 mm <D <11.9mm ;
- Légeérement inhibitrice : 7mm <D <9.9 mm ;

- Non inhibitrice : D <7 mm.

Toutes les souches se sont révélées sensibles a la gentamicine avec des diamétres variés.
Le plus grand a été enregistré sur B. subtilis avec une zone de 31 mm, et le plus petit est de 14

mm enregistré sur E. coli.

Les résultats obtenus indiquent que le micro-organisme le plus sensible a ces produits

était E. coli Gram négative.

L’imine montre une activité inhibitrice faible vis-a-vis de E. coli, et S. aureus et

B. subtilis et n’a montré aucune activité sur P. aeruginosa.

D’autre part, on peut remarquer que 1’ester posséde le plus large spectre d’activité
antibactérienne contre les quatre souches de bactéries testées, et présente une meilleure activité
vis-a-vis de B. subtilis avec une zone de 10 mm, ceci est traduit par une activité modérément

inhibitrice forte de cette molécule.

IV.2. Calculs de la chimie quantiques
IVV.2.1. Optimisation structurale

Le pouvoir d’optimiser la géométrie moléculaire d’une molécule par un modéle théorique
de chimie quantique, c¢’est d’approcher sa conformation moléculaire observée. Cette approche va
dans le sens de vouloir calculer les propriétés moléculaires avec précision en se servant de la
chimie quantique. Les géomeétries des deux molécules ont été optimiseées en état fondamental en
utilisant le logiciel Gaussian 09 et la méthode DFT avec la fonctionnelle d’échange de
corrélation B3LYP* et la base gaussienne 6-31G (p, d).

La premiére étape de calcul est d’optimiser la structure de la molécule pour obtenir une
structure plus stable. L’optimisation de la géométrie a été réalisée par la minimisation de

I’énergie (les structures les plus stables correspondent a 1’énergie la plus faible).
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La figure 1V.3 représente les structures optimisées de chaque molécule étudiée.

Figure 1V. 3: Géométries moléculaires optimisées par DFT pour les deux molécules imine
et ester.

IV.2.2. Analyse des orbitales moléculaires frontiéres (HOMO et LUMO)

Enomo (I’énergie de la premiére orbitale moléculaire occupée) est souvent associée a
I’aptitude de la molécule a donner des €lectrons. Une grande valeur de I’énergie HOMO facilite
la tendance de la molécule a céder des électrons a des espéces accepteur d’électrons. Au
contraire, E ymo (I’énergie de la plus bas orbitale moléculaire inoccupée) indique 1’aptitude de la
molécule a accepter des électrons. Une faible valeur d’E_ymo signifie que la molécule accepte

certainement des électrons (1’état de spin S=0).

La différence d’énergie entre les orbitales HOMO et LUMO est appelée gap énergétique.
Par définition le gap énergétique (AE gqp) est I’énergie minimale fourni a une molécule pour
exciter un électron, cette valeur peut étre utilisée pour prédire la réactivité et la stabilité des

composés [5-8].
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Les résultats des calculs de la distribution des donneurs d’électrons dans [’orbitale

moléculaire occupée la plus élevée (HOMO) et la distribution des accepteurs d’électrons dans

I’orbitale moléculaire inoccupée la plus basse (LUMO), sont présentés sur la figure IV.4.

HOMO <:|I Gap Energétique I|:> LUMO

(a) IMINE

(b) ESTER

Figure IV. 4: Distribution des densités des orbitales moléculaires frontiéres pour les
molécules étudiés :(a) imine et (b) ester.

Ces orbitales, également appelées orbitales frontieres, permettant de savoir de quelle
maniere la molécule interagit avec les autres especes. Sur la base des résultats présentés dans la
figure 1V 4.

Les régions vertes et rouges du schéma représentent les orbitales moléculaires (OM)
avec des phases totalement opposée. La phase positive de la molécule est représentée en couleur

rouge et la phase négative en couleur verte.

La figure 1V.4 (a) montre que les deux orbitales se localisent principalement sur le cycle
aromatique et la liaison S-H cela pour I’orbitale HOMO par contre dans 1’orbitale LUMO, il se
apparaitre dans les groupements : -(C=N) et -(OCH3) de plus.
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La figure 1V.4 (b) montre que les deux orbitales se localisent principalement sur le cycle
aromatique et la liaison S-H plus dans I’orbitale HOMO que LUMO, N-H, C-N, les orbitales se
localisent aussi sur le groupe alkoxy OCHj; liés au phosphore. Les groupes alkyl des

groupements phosphonates -(CH,CHj3) ne contribuent presque pas dans ce cas.
IVV.2.3. Les indice de réactivité des molécules études

Le tableau V.2 récapitule les valeurs obtenues des descripteurs de réactivité chimique
des composés étudiés déterminés par des calculs DFT, tels que 1’énergie totale (E), la dureté

chimique (1), le potentiel chimique ¢électronique (n) et I’indice global d’¢lectrophilie (o).

Tableau IV.2: La réactivité chimique globale des molécules IMINE et ESTER, calculée par
B3LYP /6-31G (d, p).

Parametres quantiques (eV) IMINE ESTER

- 2910.2149

- 48861.7188

-5.447178

-5.73208141

-1.60601683

-0.13932237

Ecart Energétique (A) 3.8411612

5.592759

Potentiel d’Ionisation (1) 5.447178

5.73208141

0.13932237

Affinité Electronique (A) 1.60601683
3.52659746 2.93570189
Potentiel Chimique () -3.52659746 -2.93570189
Dureté globale (n) 1.92058059 2.79637952
Douceur moléculaire (S) 0.52067589 0.35760525
Electrophilicité (w) 3.237794266 1.540982818
Moment dipolaire (en Debye) 3.4975 2.8734

Electronégativité (y)

A premiére vue, nous remarquons que ESTER est caractérisée par la petite valeur de

I’énergie E = - 48861.7188 eV donc il est plus stable.

La molécule caractérisée par la plus petite énergie Exomo €t la plus grande énergie E umo
est la molécule ESTER avec Epomo = -5.73208141eV et, E ymo = -0.13932237eV.

La différence d’énergie entre I’orbitale HOMO et LUMO, est un indice de la stabilité

important pour les structures. Petit écart HOMO-LUMO implique une faible stabilité cinétique,

car il est énergetiquement favorable pour ajouter des électrons a une LUMO et / ou pour extraire
des électrons d’un HOMO.
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Il est constaté que 1’énergie gap la plus grande est présentée par la molécule ESTER avec

une valeur de 5.592759 eV, donc elle moins réactive par rapport IMINE.

La dureté () et la mollesse (o) : La dureté globale () et de la mollesse (o) sont des
parameétres importants pour déterminer la stabilité et la réactivité moléculaire. La dureté globale
indigque la résistance a la déformation ou a la polarisation du nuage des électrons des atomes, des
ions ou des molécules sous une petite perturbation de la réaction chimique. Une molécule dure

elle & un gap énergétique éleve et une molécule molle présente un gap énergétique petite [9].

Selon le tableau on observe que la molécule la plus résistante au transfert d’¢électrons est
ESTER avec une valeur de 2.79637952 eV. Donc elle est la plus stable et la molécule la plus
molle est IMINE.

Potentiel d’lonisation (1) et I’Affinité (A): il existe un lien entre le potentiel
d’ionisations (I) et E nomo (I = -E nomo) ainsi qu’entre I’affinité électronique et E _umo
(A = -E Lumo) [10].

- Plus le potentiel d’ionisation est éleve, plus la molécule est dure, donc stable et moins
réactif, la molécule qui nécessite une grande énergie pour étre ionisé est ESTER avec une
énergie 5.73208141eV, et la molécule qui donne les électrons facilement est IMINE avec une
valeur de 5.447178 eV [11].

- La molécule qui présente plus affinité pour accepter des électrons est IMINE avec une
valeur de 1.60601683 eV.

Potentiel chimique (U) : Le potentiel chimique est relié a 1’¢lectrophile et la nucléophilie
de telle sorte que le systeme ayant un caractére d’attraction des électrons est un électrophile,

alors que celui au contraire qui céde ses électrons est un nucléophile.

Un bon électrophile est associé a un potentiel chimique trés bas (électronégativité élevée)
et & une faible dureté chimique.

A partir des résultats la molécule qui a le potentiel le plus important est IMINE avec un
potentiel de -7.0531948 eV, donc elle est plus électrophile qu’ESTER.

Moments dipolaires: Le moment dipolaire dans une molécule est une proprieté
importante, qui est définie comme la premiére dérivée de I’énergie par rapport a un champ
électrique appliqué. Le moment dipolaire est principalement utilisé pour étudier les interactions
intermoléculaires telles que les forces dipdles-dipbles de type Van der Waals, etc. Plus le

moment dipolaire est grand, plus I’attraction intermoléculaire sera forte [12].
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Le tableau 1V.2 montre que le moment dipolaire de I’IMINE est supérieur a celui
d’ESTER.
IV.2.4. Les charges atomiques

IIs nous a été utile de rappeler que les résultats concernant le calcul des charges

atomiques sur les différents sites des composes en question peuvent servir a I’étude de la

réactivité statique de ces composés [13]. A cet effet, les charges de Mulliken ont été également

calculées par I’optimisation des structures géométriques.

Les résultats de 1’analyse de la population de Mulliken présentées dans les tableaux ci-
dessous, montrent que les atomes les plus négatifs sont les hétéroatomes tels que N et O et S,

possedent les valeurs les plus élevées de la charge.

D’apres le tableau 1V.3, on constate que les charges négatives sont localises dans les
tomes suivants: N13, O30, S11 pour le composé: IMINE; N43, 024, 026, 025, S41 et 049
pour le composé: ESTER.

Tous les protons ont une charge positive tandis les atomes de carbone se sont avérées étre

positives ou négatives.

Tableau 1V.3: Charges atomiques des molécules IMINE et ESTER calculées par B3LYP /
6-31G (d, p).

IMINE ESTER

MM Charge MM Charge Atom MM Charge

-0.1066730
-0.0841300
0.2723820
-0.1296040
-0.1044930
-0.0728380
0.0853450
0.0851330
0.0951310
0.0861980
-0.0162680
0.0917950
-0.5180320
0.1121730
0.0838790
0.0879840
-0.1274010
-0.1147160

-0.1406750
-0.1207130
0.0417030
-0.0931850
-0.1166050
0.3534340
0.0848650
0.1108430
0.0957600
0.0967710
-0.1675620
0.1400380
0.2166920
-0.1130150
-0.0451110
-0.1062260
-0.1158960
0.1092340

H42
N43
H44
C45
H46
H47
H48
049

0.0607960
-0.6019610
0.2614730
-0.0782480
0.1120130
0.1247790
0.1115300
-0.5173440
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C19
H20
C21
H22
C23
H24
H25
C26
H27
H28
H29
030

-0.1197530
0.0911020
-0.1326900
0.1121490
0.3580680
0.1009770
0.0933280
-0.0837150
0.1178180
0.1303530
0.1181550
-0.5116580

-0.0695600
0.0815250
0.0846020
0.0855480

0.0496700
0.1064210
0.1281020
-0.3372980
0.1041030
0.1284000
0.1254020
0.0375860
0.1034730
0.1424860
-0.3303120
0.1170800
0.1046380
0.1270330
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Conclusion général

Conclusion Générale

Dans ce travail, deux composés ont été synthétisés : une imine, 2-((4-
methoxybenzylidene) amino) benzenethiol et un ester, le diéthyl (((2-mercaptophenyl) amino)
(4-méthoxyphenyl)méthyl) phosphonate, par des méthodes simples et rapides avec de bons

rendements.

Les composés obtenus sont solides, la présence des groupements fonctionnels dans leurs
structures, notamment C=N, P=0, P-C, P-O-H, N-C,...ctc, est confirmée par la spectroscopie
FT-IR et UV-Vis.

Lors de la mise en ceuvre de ces techniques d’analyse, nous avons pu mettre en évidence

les structures des composés synthétisés.

Concernant 1’application de ces composés dans le domaine de la biologie, notre choix a

été porté sur les activités antibactériennes.

Les deux composés présentent une activité antibactérienne contre Escherichia coli;

Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus tres faible.

Les paramétres de la chimie quantique de ces molécules ont été calculés en utilisant la
méthode DFT.

Comme perspectives, on envisage ce qui suit :

La synthése des nouveaux composés avec les fonctions imine au phosphonates riches en

groupements active.

D’étudier d’autres propriétés biologiques de ces composés, a savoir les propriétés anti-

inflammatoires, antivirales et autres.

Etude de I’affinité des molécules synthétisées a former des complexes avec les métaux.




Résumé

Ce travail vise en premiére étape la synthétise de deux composes: Une imine par la
condensation de 4-méthoxybenzaldéhyde avec 2-aminothiophénol, et un ester
o-aminophosphonates par la condensation de trois composants : 2-aminothiophénol,

4- méthoxybenzaldéhyde et un triéthylphosphite.

Ensuite, ces molécules sont caractérisées par les différentes méthodes physico-chimiques
(CCM, I'IR et ’'UV).

Dans la deuxiéme étape on a met en évidence les propriétés antibactérienne des produits

synthétisé on appliquant la méthode de diffusion par disque.

Enfin on a étudiées leurs propriétés structurales et électroniques, grace aux calculs par la
méthode (DFT) et a I’aide du logiciel Gaussian09.

Mots clés : a-aminophosphonate, Antibactérien, Base de Schiff, DFT, Synthese.
Abstract:

This work aims as a first step at the synthesis of two compounds: An imine by the
condensation of 4-methoxybenzaldehyde with 2-aminothiophenol, and an ester o-
aminophosphonates by the condensation of three components: 2-aminothiophenol,
4-methoxybenzaldehyde and a triethyl-phosphite. Then, these molecules are characterized by
different physicochemical methods (TLC, IR and UV).

In the second step, the antibacterial properties of the synthesized products were demonstrated

by applying the disc diffusion method.

Finally, we studied their structural and electronic properties, calculations by the method
(DFT) and using the GaussianQ9 software.

Keywords: a-aminophosphonate, Antibacterial, DFT, Schiff base, Synthesis.
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