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Abstract

Three new Schiff-bases compounds (I-111) weresynthesized by a condensation reaction in 1:2 M ratios of 4,4 -
diaminodiphenylsulfide and pyrrol/thiophene/furan-2-carboxaldehyde in ethanol. The structural determinations of
the Schiff-bases were identified with the help of elemental analysis then confirmed by UV-vis, FT-IR and 1H
NMR. The products were obtained in excellent yields. The prepared Schiff bases (I and Il1l) were used as
tétradentate ligands to coordinate Co' and Cu'" acetate leading to complexes where the (metal-ligand) ratio was
1:1 and 2:1. The complexes (1, 2 and 3) were identified by elemental analyses, FT-IR and UV-vis. On the other
hand, the in vitro antibacterial and antifungal activities of the synthesized compounds Schiff bases were
investigated using disc diffusion method. Schiff bases synthesized exhibited varying degrees of inhibitory effects
on the growth of the tested microbial species. In addition, new PhN=N-C (COCH3)=NCsHsR {R= CI (A), Br (B),
CHjs (C), OCHs (D) and R= H (E)}Schiff bases compounds, were tested in vitro for their antibacterial activities
using the disk diffusion method against Gram-positive and Gram-negative bacteria. It was concluded that the
antibacterial activity varies according to the structure of the compound and the sensitivity of the strain.

Keywords: Schiff bases, heterocyclic aldehydes, metal, complexes, antibacterial activity, antifungal activity.

Résumeé

Trois nouveaux composés bases de Schiff (I-111) ont été synthétisés par une réaction de condensation dans des
rapports 1: 2 de 4,4-diaminodiphénylsulfide et de pyrrol / thiophéne / furan-2-carboxaldéhyde dans I'éthanol. Les
déterminations structurelles des bases de Schiff ont été identifiées a l'aide d'une analyse élémentaire, puis
confirmées par UV-vis, FT-IR et RMN 1H. Les produits ont été obtenus avec d'excellents rendements. Les bases
de Schiff préparées (I et I11) ont été utilisées comme des ligands tétradentates pour coordonner les acetate de Co"
et Cu" qui ménent aux complexes avec un rapport métal /ligand de 1:1 et 2:1. Les complexes ont été identifiés par
analyse élémentaire, FT-IR et UV-vis. D'autre part, les activités antibactériennes et antifongiques in vitro des bases
de Schiff synthétisées ont été étudiées en utilisant la méthode de diffusion de disque. Les bases de Schiff
synthétisées présentaient divers degrés d'effets inhibiteurs sur la croissance des espéces microbiennes testées.

De plus, De nouveaux composés bases de Schiff de type PAN=N-C (COCH3)=NCsH4R {R= CI(A), Br(B), CH3(C),
OCHj3(D) et R= H(E)}, ont été testés in vitro pour leur activités antibactériennes au moyen de la méthode de
diffusion des disques contre des bactéries a Gram positifs et a Gram négatifs. Il nous a été permis de conclure que
I’activité antibactérienne varie selon la structure du composé et selon la sensibilité de la souche.

Mots clés: Bases de Schiff, aldéhydes hétérocycliques, métal, complexes, activité antibactérienne, activité
antifongique.
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Introduction générale

La chimie et la biologie font aujourd'hui partie de notre environnement quotidien, ces deux
disciplines étant a la croisée de nombreuses industries et de nombreux secteurs. La chimie
organique d'hier s'étend aujourd'hui aux molécules biologiques, aux molécules inorganiques et aux
macromolécules. Elle crée des édifices plus ou moins complexes jusqu'a I'élaboration d'une chimie
supramoléculaire fondée sur des interactions diverses entre molécules et explique leurs propriétés.
Les composés organiques contenant le groupe (-HC=N-) sont connus comme imine ou azométhine
mais en général ils sont connus en tant que "base de Schiff " en I'honneur de Schiff qui a synthétisé
ce type de composés la premiére fois, ils sont plus largement utilisés dans la chimie et la biologie.
Le grand intérét accordé a ces composés est du principalement a leur procédé facile de préparation,
réalisé en général en une seule étape, leur obtention avec de bons rendements, leur grande stabilité
thermique et photonique ainsi que leur grand pouvoir de coordination.

Les bases de Schiff sont largement utilisées dans le domaine biologique a cause de leurs
propriétés antibactériennes ; antifongiques ; anti-inflammatoires [1-6], antiprolifératives,
anticancéreuses [7, 8], et en industrie dans la lutte contre la corrosion [9-12]. La chimie de
coordination des complexes base de Schiff avec les méetaux de transition ont fait I'objet de plusieurs
recherches [13].

Les antibiotiques, ont permis de grandes avancées en thérapeutique depuis leur
découverte au debut du XXéme siécle. Ils ont largement contribué¢ a ’essor de la médecine
moderne. Malheureusement, au cours de ces dernieres années, les bactéries deviennent de plus en
plus résistantes. Cette résistance est due a la prescription immodérée et souvent inappropriée des
antibiotiques. Ce phénomeéne de résistance aux antibiotiques est général, et concerne toutes les
especes bactériennes. La découverte de nouveaux agents antibactériens, est devenue plus
qu’indispensable. Vu la richesse des hétérocycles a cinq chainons et la diversit¢ de leurs
applications dans le domaine biologique et médicinal comme antimicrobien, anti-histaminique,
anti-inflammatoire, anti-cancereux, nous nous sommes intéresses dans le présent travail a préparer
des hétérocycles de type base de Schiff qui feront 1’objet de tests biologiques.

Le présent travail est basé sur la synthese, la caractérisation et 1’étude biologique de

nouveaux ligands bases de Schiff tétradentate et leurs complexes métalliques de cuivre (1) et de
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cobalt (I1), ainsi que 1’étude de I’activité antibactérienne de nouveaux composés azométhines
(bases de Schiff) de type
PhN = NC (COCHs3s) = NCsH4R {R = CI (A), Br (B), CH3 (C), OCH3 (D) et R = H (E)}.

Cette thése comporte quatre chapitres :

Le premier chapitre fait réference aux connaissances bibliographiques actuelles sur les
bases de schiff et les complexes. Une étude bibliographique concernant les bactéries et les
champignons, leur classification et leurs principales caractéristiques a été présentée ainsi qu’un
rappel sur les travaux bibliographiques effectués sur les bases de Schiff et leurs activités
biologiques.

Le deuxiéme chapitre est consacré a une description des produits et solvants utilisés pour
réaliser les réactions de synthese des ligands et des complexes étudiés ainsi que celles de I'étude
biologique. Nous y décrivons également les différentes techniques d'analyses utilisées pour établir
les structures des composeés obtenus.

Dans le troisieme chapitre nous décrivons la synthése de trois nouveaux ligands bases de
Schiff et leurs complexes métalliques vis-a-vis des métaux de transition Cu(ll) et Co(ll) a savoir :
cuivre (I1) pour le ligand L1 et L3, cobalt (II) pour le ligand L1, nous détaillerons leur
caractérisation structurale par I'analyse élémentaire et les méthodes spectroscopiques usuelles UV-
vis, IR, RMN !H, ainsi que 1’évaluation de I’activités biologiques (antibactérienne et antifongique
) des bases de Schiff synthétisés, qui sera suivie d’une discussion de 1’ensemble des résultats
obtenus.

Le quatriéme chapitre a pour objet d'étudier I'effet antibactérien des azométhines (bases de
Schiff) déja synthétisées auparavant.

En conclusion, nous ferons le bilan des résultats obtenus dans ce travail en soulignant les
caractéristiques générales de ces composés ainsi que les perspectives que ce travail laisse envisager.

Une partie de ce travail a fait I’objet d'une publication internationale dans la revue : Journal
of Molecular Structure, Vol 1151, P. 41-48, 2017.
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I.1. Introduction

Les ligands bases de Schiff hétérocycliques présentent un rdle important dans différents
domaines de la chimie. En effet, des efforts considérables ont été déployés pour développer les
méthodes de synthése de ces composés, qui ont suscité, pendant tres longtemps une attention
tres particuliere chez beaucoup de chercheurs en se basant sur leur importance dans le domaine
biologique, médicinal, pharmaceutique ainsi que dans le domaine industriel. Par ailleurs, les
complexes des bases de Schiff symétrique présentent des intéréts fondamentaux dans le
domaine théorique et pratique, en particulier leur activité biologique : antioxydante,

antibactérienne, anticancéreuse, antifongique et antivirale...

Ce chapitre est consacré dans un premier temps, a des généralités sur les bases de Schiff,
les complexes métalliques ainsi que les travaux liés a la synthese et a la caractérisation des
ligands et des complexes bases de Schiff ; puis a une présentation générale relative aux agents
antibactériens et antifongiques, suivi d’un bref rappel bibliographique sur la synthése, la

caractérisation des bases de Schiff et les différentes applications dans le domaine biologique.

1.2. Généralités sur les bases de Schiff et les complexes métalliques
1.2.1. Les bases de Schiff

Les bases de Schiff portent réellement le nom de leur inventeur Hugo Schiff (1834-
1915) qui fut le premier chimiste a synthétiser ce type de composés en 1864 [1, 2]. On appelle
base de Schiff tout produit comportant une double liaison C=N issue de la réaction entre un
azote nucléophile et un composé carbonylé [3- 6].
La base de Schiff est formée par une réaction de condensation d’un aldéhyde ou d’une cétone
sur I’amine primaire qu’elle soit aliphatique ou aromatique comme cela est illustré par le

schéma suivante :
R R
>:o + R"—NHE —_— ‘):N—R + H>»O
14

Schéma 1.1. Réaction générale de la formation d’une base de Schiff. (R, R’ et R" = alkyle ou aryle)

Les bases de Schiff qui contiennent le groupe aryle comme substituant sont considérées comme
les plus stables, compte tenu d’une plus large délocalisation électronique sur la surface de la

molécule. Ces derniéres sont faciles a synthétiser. Notons que les bases de Schiff issues de la
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condensation des aldéhydes aliphatiques sont relativement moins stables et facilement polyme-
risables.

La formation des bases de Schiff a partir d’un aldéhyde ou une cétone est une réaction réversible
et s'effectue généralement sous catalyse acide ou basique, ou par chauffage.

En général, la réversibilité de cette réaction impose souvent 1’élimination de I’eau du milieu
réactionnel en utilisant un alcool afin de déplacer 1’équilibre vers la droite ou vers la formation
de la base de Schiff. Ceci est réalisable par I’emploi d’un montage couramment appelé
« Dean-stark ».

Généralement les aldéhydes réagissent plus vite que les cétones dans ces réactions de conden-
sation puisque la base de Schiff résultante de 1’aldéhyde présente moins de génes stériques que
celle d’une cétone. De plus, la densité électronique sur I’atome de carbone du groupe carbonyle
est plus faible dans le cas de la cétone que dans le cas de 1’aldéhyde faisant en sorte que 1’effi-
cacité de 1’attaque nucléophile de I’amine soit régulée en tant que telle [7, 8].

Les bases de Schiff sont généralement des solides qui précipitent au fur et a mesure de leur
formation dans le milieu réactionnel facilitant ainsi leur éventuelle séparation qui peut étre ai-
sément réalisée par filtration.

11.2.2. Classification des ligands bases de Schiff

Les ligands bases de Schiff sont doués d'une aptitude a former des liaisons de coordination
avec les métaux de transition selon les conditions de réactions utilisées.

La littérature a consacré beaucoup d’efforts a la chimie de coordination particulierement
au cours des deux derniéres décennies ou I’on a assisté a une production scientifique extréme-
ment fertile compte tenu d’une activité de recherche trés intense, on note qu’ils sont focalisés
essentiellement sur la complexation des ligands bases de Schiff avec les métaux de transition
[1, 9]. Ces ligands sont en général des molécules organiques possédant des atomes donneurs
d’¢électrons au sens de Lewis. Ces composés peuvent alors étre classifiés comme monodentates,
bidentates et polydentates basés sur le nombre de sites de coordination du ligand [10].

Les exemples dans la Schéma 1.1 donnés ci-aprés montrent les différents types de structures de

ces bases de Schiff.



I Chapitre | Etude Bibliographique

Ir OH
C

C=—NF
/
H

Monodentate Bidentate

\
N

OH HO

Tridentate

Dot =®,

Tétradentate

$=2

Hexadentate

Schéma 1.2. Différents types de bases de Schiff.
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1.2.3. Complexes de coordination

On appelle composé de coordination toute espéce chimique contenant un ou plusieurs
ions complexes. On appelle «ion complexe» toute espece chimique contenant un ion métallique
central lié par covalence dative a un ou plusieurs ions ou molécules.

La théorie des complexes fut établie par Alfred Werner, en 1893 ; d’aprés lui, un

complexe comprend :

e Un centre coordinateur A, normalement un metal de transition.

e Un ensemble (de 2 a 9) d’autres atomes, ions ou petites molécules appelés ligands (L)
ou coordinats.

e Les liaisons centre - ligand sont covalentes datives.

e Le nombre de ligands unis au centre coordinateur est appelé indice de coordination ou
coordinence.

e [’atome du ligand directement uni a 1’atome central est I’atome coordinateur : Il doit

posséder des paires d’¢lectrons libres [11,12] ;

Donc, il propose trois postulats qui sont :
Les métaux possedent deux types de valence, la valence primaire qui correspond a la
formation de I’ion et la valence secondaire, qui correspond au nombre de groupements fixés
sur I’ion métallique.
Il'y a deux types de complexes :
e Un complexe est dit labile si une réaction de substitution de ligand est facile ;
e Uncomplexe est dit inerte si une réaction de substitution de ligand est difficile [13, 14].
Les complexes sont classés selon le nombre d’ions (ou d’atomes) centraux qu’ils
comportent. Les complexes dont les formules sont représentées ci-dessous (Schéma 1.2), ce
sont des complexes désignés par les termes monomeétalliques (mononucléaires), bimétalliques
(binucléaires), trimétalliques (trinucléaires) ou polymétalliques (polynucléaires), selon 1’entité

du complexe (comporte deux ou plusieurs ions métalliques) [15].
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Schéma 1.3. Exemple des complexes mononucléaires, binucléaires et trinucléaires.

1.2.4. Applications des complexes de bases de Schiff
Gréace a leur importance dans la vie humaine, les complexes sont exploités dans divers
domaines, parmi lesquels on cite a titre d’exemples :

e Utilisation thérapeutique :

o Le traitement de quelques maladies (accumulation du cuivre dans le foie, le cerveau
et les reins ou certaines formes de cancer, exemple d’activité anticancéreuse: Des
complexes de platine sont utilisés dans le traitement de certains cancers (cisplatine,
carboplatine, oxaliplatine...) ;

o Activité antiacide ;

o Activité antibactérienne [15].
e Dans le domaine de la chimie analytique (titration, précipitation et séparation des mé-

taux dans les mélanges) [16].
e Solubiliser un métal contenu dans un minerai (exemple : I'Or solubilisé comme un com-
plexe cyanure)
e Caractériser la présence d'une espéce chimique par la formation d'un complexe coloré
[17].
1.2.5. Présentation des métaux de transition
Les métaux de transition sont des élements chimiques couvrant les groupes allant des
colonnes Illg a llg (ou colonnes 3 al2) dans la classification périodique qui représentent dans
leur structure une sous-couche ‘d’partiellement remplie (insaturée).
Il existe trois différentes séries de métaux de transition (Figure 1.3). La premiére série

contient les métaux les plus utilisés [18].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Platine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cisplatine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Carboplatine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxaliplatine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Minerai
http://fr.wikipedia.org/wiki/Or
http://fr.wikipedia.org/wiki/Espèce_chimique
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Tableau I.1. Les trois différentes séries de métaux de transition.

I Série 1
I Série 2
I Série 3

1.2.6. Propriétés et applications des métaux de transition
Les métaux de transition possedent des propriétés intéressantes pour l'industrie, la
construction et la vie quotidienne. Les quatre caractéristiques communes des métaux de
transitions sont :
o lls forment des composés colores ;
o lls possédent de nombreux états d'oxydation ;
o lls sont de bons catalyseurs ;
o lls peuvent former des complexes ;
o Environnement.
Contrairement aux composes organiques, les métaux ne sont pas biodégradables par les micro-
organismes. Cette caractéristique engendre certains problémes de gestion de la contamination
métallique. En effet, le sort des métaux dans I’environnement pose de grands défis analytiques;
les métaux se retrouvent sous plusieurs formes dans le sol et dans I'eau (complexe avec matiére
organique du sol, minéraux, précipitation et ions libres, ...etc.) [17].
1.3. Rappel sur les syntheses et les caractérisations des Ligands et complexes bases de
Schiff :
Au cours de ces derniéres années, les chercheurs ont donné une grande importance a la
synthese chimique et & la caractérisation des ligands bases de Schiff et de leurs complexes avec
les métaux de transition a cause de leur vaste application dans différents domaines. Parmis les

travaux consacrés a la synthese chimique on peut citer :

La synthése d’un ligand base de Schiff macrocyclique et de son complexe de Ni (II) a
été réalisée par Andrewl et collaborateur [19] par une réaction de condensation de : 2, 6-
dicarbonylpyridine avec une quantité de diamino éther et les sels de Ni (Il) hydratés, pour
former une diimine et tétraimine. Les résultats d’analyse de cette synthése par les techniques

d’analyse (IR, RMN 1H, UV-vis) montrent que le cation métallique Ni (II) s’attache avec deux

10
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sites d’oxygene 2(0) et trois sites d’azote (3N) formant ainsi une structure mononucleaire.

Il est important de présenter les travaux effectués dans notre laboratoire par D. Haffar
et collaborateur [20] concernant la préparation d’une nouvelle série de complexes de métaux
de transition avec le 4,4’-bis (salicylidene imino)- diphényléthane (C2sH24N203) (Schéma 1.4)
caractérises par analyse élémentaire, résonance magnetique nucléaire du proton, spectroscopie
infrarouge, spectroscopie ultraviolette- visible et par voltampérométrie cyclique.

Les données spectroscopiques IR confirment ’attachement du cation aux groupes
donneurs O et N du ligand. L’étude €lectrochimique montre que la réduction du complexe du
cuivre [Cuz(C2sH22N202)2] s’effectue en deux étapes successives [C''2(C2sH22N202)2] /
[Cu'2(C28H22N20)2] et [Cuz'(C2sH22N202)2] / [Cu®2(C2sH22N202)2]. En revanche la réduction
des complexes du Co et du Cd se fait en deux étapes dont la premiere est la réduction du métal
M (ID/M (1) et la deuxieme est attribuée a la réduction du ligand dans le complexe. Les résultats
ainsi obtenus confirment une structure binucléaire pour le complexe de cuivre, mononucléaire

pour le complexe de cobalt et formation d’un dimére pour le complexe de cadmium.

/CO \CdC|2 Cl,Cd
\ 7 2 ~
0 o 0 0

Complexe de Co(ll) Complexe de Cd(II)

Tl D

/O\H

H
__N/Cu -—N=

Complexe de Cu(ll)

Schéma 1.4. Structures des complexes de Co(ll), Cu(ll) et Cd (11).

11
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En plus les travaux de S. Issaadi et collaborateur [21], qui ont synthétisé un nouveau
ligand base de Schiff pentadentate mais qui agit comme un ligand tétradentate : le 4,4'-bis
(salicyleneimino) diphényle éther (Schéma 1.5). Les complexes de Co (1), Cu (1I), Zn (I1) et de
Cd (I1) de ce dernier ont été caractérisés aussi bien par les méthodes spectroscopiques que par
la DSC et la voltampérométrie cyclique. Dans ces composes, la coordination se realise a travers
le groupement phénolique OH partiellement déprotoné et 1'atome d'azote de I’imine.

Ces nouveaux complexes ont pour structures [CuClx(H.L)].H20, [(CoCl2)2(H2L)
(H20)4].2H20, [Zn,Cl>(H2L)] et [Cd(H2L)].Cl2 respectivement. Les complexes de Cu (1) et de
Cd (I1) sont mononucléaires alors que les complexes de Co (lII) et de Zn (II) semblent étre
binucléaires. L’oxydation anodique des complexes de Co(Il), de Zn(Il) et de Cd (II) montre
seulement un pic attribué a I'oxydation du OH phénolique du ligand. En revanche, le complexe
de Cu(Il) s’oxyde en deux étapes a +0.68 et +0.965V/ECS correspondant respectivement aux
couples redox Cu (11)/ Cu (111) et Cu (1)/ Cu(ll).

0
H H
N N
H
o ~o

Schéma 1.5. Structure chimique du ligand H,L.

Notons aussi les travaux de A. Ghames et collaborateur [22] concernant la
détermination de la structure cristalline d'une nouvelle base de Schiff : 4.4’- bis (acétylacétone)
diphényle éthanediimine (H.L). Les complexes de Co (l1), Ni (I1), Cu (II) et Cd (I1) de ce ligand
ont été caractérisés par les méthodes spectroscopiques telles que I’analyse élémentaire, IR, UV-
vis, 'H RMN et Rayons X ainsi que par la voltampérométrie cyclique. Ces complexes ont pour
formules [CoL](H20)s, [(NiCl2)2(HzL)], [CuCl2 (H2L)] et le [(CdCl2 (H2L)] respectivement. la
coordination se produit a travers le systeme N.O», en utilisant plusieurs tautomeéres. Le
complexe de Ni(ll) est binucléaire par contre les complexes de Cu(ll), Co(ll) et Cd(Il) sont

mononucléaires.

On peut citer aussi le travail de 1. Kaabi et collaborateur [23], qui ont synthétisé et
caractérisé un nouveau composé organique base de Schiff tétradenté: le 4.4°-bis (acétylacétone
diphényle éther) diimine et ses complexes de Cu (1), Co (I), Cd (I1) et de Ni (I1) (Schéma I.6),

12
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suivie d’une étude de leur comportement électrochimique. Ces composés, ont été identifiés a
I’aide des méthodes physico chimiques d’analyse: IR, UV-Vis, 'H RMN, la DSC, I’analyse
élémentaire, les rayons X et la voltamétrie cyclique en milieu organique (DMF-BusNPFg0.1 M)
sur électrode de platine. Le complexe de Cu(ll) de formule [Cu (ligand) Cl2] est mononucléaire
tandis que les complexes de Co (I1) [Co (ligand) (CoCl2)] CL2], Cd (I1) [Cd (ligand) (H20) (Cd

Cl2)]] et de Ni (1) [NiCl2 (ligand) NiCl2] forment un dimeére.
0

I,

H3Cﬂ ,KCHS

H,C

CH,
=0 o=
HaC CHj

Schéma 1.6. Structure du ligand 4.4’-bis (Acétylacétone diphényle éther) diimine

L. Sibous et collaborateur ont synthétisé de nouveaux ligands bases de Schiff par con-
densation de 2-hydroxybenzaldehyde ou de 2,4-dihydroxy- benzaldéhyde [24] et de 2,4- pen-
tanedione [25] avec le 4,4’-diaminodiphényl dans 1’éthanol absolu dans un rapport molaire 2:
1 en donnant des ligands de forme HL tétradentés pour se coordonner avec les chlorure de
Co(Il), Ni(Il) et Cd(II), conduisant a des complexes métalliques ou le rapport métal : ligand est
de 2: 1. Tous les composés ont été caractérisés par analyse élémentaire, infrarouge, UV- visible,
spectroscopie de masse, "H-RMN et DSC. Les voltamogrammes cycliques de ces ligands et de
leurs complexes dans le DMF ont été aussi discutés.

La synthése d’un nouveau ligand base de Schiff tétradenté : le 4,4’-bis [(4-diéthyl amino
salicylaldéhyde) diphényl méthane] diimine (H:L), obtenu par condensation de 4,4'-
diaminodiphénylméthane avec 4-diethylaminosalicylaldehyde, et de ses complexes de Cu (I1),
Co (II) et de Cd (Il) a été décrite par S. Benabid et collaborateur [26] (Schéma 1.7). Les
complexes métalliques ont été caractérisés par analyse élémentaire, UV-visible, infrarouge,
EPR, Voltamétrie cyclique et par analyse thermique (DTA-TG). La coordination des ions
métalliques avec le ligand se produit a travers le systeme N2Oz. De plus, 1’analyse thermique

indique que le ligand est plus stable que ses complexes métalliques.
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Schéma 1.7. Structure du ligand proposé par S. Benabid et coll.

G. G. Mohamed et collaborateur [27]. ont synthétisé et caractérisé par des méthodes
spectroscopiques deux ligands bases de Schiff dérivés du 2-furancarboxaldehyde et de I'0-phé-
nyléne-diamine (L1), 2-thiophenecarboxaldehyde et de 2-aminothiophenol (L?) (Schéma 1.8),
et leurs complexes de Co(ll), Ni(ll), Cu(ll), et Zn(l1).

Schéma. 1.8. Structure des ligands bases de Schiff.

L’analyse spectroscopique ultraviolette et visible a confirme I’attachement des ions au centre
métallique avec les sites d’oxygene (O) et d’azote (N) du ligand (L1) et les sites de thiophéne
(S) et d’azote (N) du ligand (L2).

Un ligand base de Schiff tetradentate bis-imidazolyl, HoL, a été préparé a partir de la
condensation d'imidazole-2-carbaldehyde et de 1,3-diamine-2-propanol par J.M.Dominguez-
Vera et collaborateur [28] (Schéma 1.9). L’étude spectroscopique a établi 1’asymétrie du li-
gand et I'existence d'un atome de carbone asymeétrique. Le ligand réagit avec le perchlorate de
cuivre(ll) dans le milieu neutre pour donner un complexe mononucléaire Cu(HzL) (H20)]
(ClO4)2.

L'étude par diffraction des rayons X confirme que I'ion de cuivre(ll) occupe I’emplacement
intérieur N4 du ligand non-déprotoné. Dans le milieu basique le complexe [Cu(H.L) (H20)]
(ClOa4)2 donne le polymere suivant [Cu(L)] n. Ce processus est réversible et, en milieu acide, la
structure du polymeére se dissocie en donnant les unités mononucléaires. En milieu basique et

en présence d'un excés de nickel(ll) bis hexafluoracetylacetonate, [Ni (hfa) 2],il se forme un
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complexe avec deux sites de coordination, il est possible d'éviter la réaction de polymérisation
et d'obtenir un systéme hétérobimétallique de cuivre(ll)-nickel(Il) par la coordination d'un des
groupes d'imidazolate a I'ion de nickel(11).

N N
\—/ =/
R= OH, H,L
R=H, HoL,

Schéma 1.9. Structure du ligand bis-imidazolyl.

S. Samal et collaborateur [29]. Ont synthétisé deux nouvelles résines chélatantes par
une réaction de condensation de 1’0-hydroxyacétophénone -4,4’-diaminodiphényléther avec le
formaldehyde et le furfuraldéhyde respectivement (Schéma 1.10).

Ces résines ont été utilisées pour la séparation des ions de Cu (1) dans le mélange de Cu (Il) et
Ni (IT) dans une solution aqueuse. Ils ont étudié I’effet de la concentration de ces ions métal-
liques sur la coordination du Cu (II) dans les sites des résines par un phénomeéne d’adsorption.
Les résultats d’analyse montrent que ces résines présentent une grande capacité a extraire les

ions de Cu (11) dans le mélange par une réaction de complexation.

X
H;C CH,
R —N N=—
R
| |
~wCH CH X= 0 CH CHww
(é:H_R R=H R_CH

Schéma. 1.10. Structure de la résine utilisée pour I’extraction des métaux.

Les complexes de Mn(II), Fe(I), Ni(II), Cu(II) et Zn(II) d’une base de schiff potentiel-
lement tridentée formée par condensation de 2-amino -3-carboxuethyl -4,5-dimethyl thiophéne
et le salicylaldéhyde ont été synthétises et caractérisés par Varughese P. Daniel et collabora-
teur [30]. La RPE du complexe de Cu(ll) montre que le complexe métal-ligand a un caractére

covalent considérable, le Ni(ll) subit une réaction de transestérification facile quand on le
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chauffe a reflux dans le méthanol pour une longue période. Des études de diffraction des rayons
X du complexe de Cu (II) ont montré que le complexe dispose d’un réseau cristallin orthor-

hombique.

Les complexes de thorium(lV) avec la base de Schiff furan-2-carboxaldehyde4-
phenyl-3-thiosemicarbazone (L), ont été synthétisés par Gangadharan Rajendran et collabo-
rateur (Schéma 1.11) [31].

Schéma 1.11. Structure du ligand (L).

La composition et la structure des complexes métalliques ont été proposées a partir de 1’analyse
élémentaire, les mesures de conductivité molaire, FTIR, RMN *H. La base de Schiff se com-
porte comme un ligand de coordination bidentate par 1’azométhine (N) et les atomes thiocétone
(S). Les complexes ont une formule générale [THL2X4] et [THL2Y?2] ou X représente NOs’,
NCS", CH3COO", CHsCHOHCOO", ClO4 et Y SOs* et C204>. Le comportement thermique
des complexes de nitrate et oxalate a été étudié.
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I.4. Généralités sur les micro-organismes et les antimicrobiens
1.4.1. Introduction

La lutte contre les bactéries nuisibles pour I’homme, les animaux, les végétaux et les
nombreuses substances alimentaires, pouvant étre detruites ou altérées sous I’effet de leurs
multiplications, constitue une nécessité pour protéger I’état de santé de I’humanité. Les
premiers signes d’une thérapie antimicrobienne réussie, datent des temps les plus anciens. Dans
les civilisations égyptienne, grecque, chinoise et arabe, on rapporta I’utilisation des extraits de
plantes a cette fin. Sans comprendre le mécanisme par lequel ces remedes naturels agissaient,
bons nombres d’entre eux ont gardé leur application jusqu’a nos jours. Avec la découverte
fortuite de la pénicilline en 1929 par Fleming, puis d’autres antibiotiques, tels que la
Streptomycine, le Chloramphénicol, I’Erythromycine par Waksman en 1949, le progres dans le
développement d’antimicrobiens a connu un grand essor [32]. Les maladies infectieuses,
provoqués par les virus, les bactéries et les eucaryotes parasites, constituent un probleme de
santé publique qui se présente, depuis ces derniéres décennies, avec une ampleur et des
caractéristiques nouvelles. L’hygi¢ne et les antibiotiques ont constitu¢ des armes d’une
remarquable efficacité dans la maitrise de ces maladies infectieuses [33]. L'augmentation du
taux de mortalité associé a des maladies infectieuses est directement liée a plusieurs microbes
présentant une résistance aux médicaments antimicrobiens. Le manque de traitements efficaces
est la principale cause de ce probléme [34, 35]. Les produits de synthése se montre d’étre
d’excellents agents antimicrobiens. Depuis quelques années, on assiste a travers la littérature
scientifique a un intérét concernant les bases de Schiff qui présentent des activités biologiques
specifiques en général reliées a la présence de ce groupement fonctionnel.

La microbiologie a souvent ét¢ définie comme 1’étude des microorganismes ou orga-

nismes trop petits pour €tre vus a I’ceil nu : les virus, les bactéries, les algues, de mycetes et les
protozoaires. Il existe deux types d’organisation des cellules selon les micro-organismes :
- Les cellules procaryotes (du grec pro, avant, et karyon, amande, organisme a noyau primitif)
sont celles des bactéries. Elles ont une morphologie plus simple et sont dépourvues de noyau.
Elles se répliquent rapidement par division cellulaire ou scissiparité. La plupart vivent a 1’état
isolé mais certaines bactéries s’associent et vivent en chainettes. Elles contiennent un compar-
timent unique, le cytoplasme, contenant un chromosome ou molécule d’ADN unique, qui est le
plus souvent circulaire (nucléoide). Le procaryote le plus fréquemment étudié est Escherichia
coli, une bactérie habitant dans la flore intestinale humaine grace a une paroi cellulaire rigide
[36].
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Selon le scientifique Steven Jay Gould, nous vivons 1’age des bactéries, elles furent les premiers
organismes vivants sur notre planéte, elles s’installent partout ou la vie est possible, sont plus

nombreuses que n’importe quel autre type d’organisme.

- Les cellules eucaryotes (du grec eu, vrai, karyon, amande) ont un noyau entouré d’une enve-
loppe, leur morphologie est plus complexe et elles sont habituellement plus grandes que les
cellules procaryotes. Ces cellules sont celles des algues microscopiques (végétaux unicellu-

laires), des mycétes (levure et moisissures), des protozoaires (animaux unicellulaires).

Photo
Taille
Organisation 1 cellule sans  Une capsule
noyau Matériel
genétique

1 cellule a
noyau

10 um

1 cellule a
noyau et paroi
épaisse

Figure 1.1. Images microscopiques des différents micro-organismes [37].

1.4.2. Les Bactéries
1.4.2.1. Définition

Les bactéries sont des cellules procaryotes, leur ADN n'étant pas localisé dans un noyau.
Beaucoup contiennent des structures circulaires d'ADN extra-chromosomique appelées

plasmides. Il n'y a pas d'autre organite dans le cytoplasme que les ribosomes, qui sont de plus

petite taille que ceux des cellules eucaryotes. [38].
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1.4.2.2. Structure bactérienne

Capside

o .
5;)—"_ = Parois
cellulaire rMembrane cellulaire
|>J 2D

Mucléide

- % Cytoplasme
Ribosome e - > —

Meésosome

Plasmide — — ——_ 25 : Flagelle

Figure 1.2. Structure générale d’une bactérie [37].

a- Cytoplasme
Le cytoplasme des bactéries contient de nombreux ribosomes et un chromosome fait d'/ADN a
double brin, en général unique et circulaire.
b- Membrane Cytoplasmique
Entoure le cytoplasme et fait barriere avec le milieu extérieur. Elle permet le maintien
d’un milieu interne dans un état constant. Elle est composée de protéines et de lipides. Elle sert
de barriére perméable et sélective comme elle contréle les échanges de la cellule avec le milieu
extérieur.
c- La paroi cellulaire
Elle donne la forme a la bactérie et la protege de la lyse osmotique. Elle présente des consti-
tuants qui contribuent aux pouvoirs pathogénes. Elles protegent contre les substances toxiques,
c’est le site d’action des antibiotiques. La structure de la paroi varie selon les bactéries et con-
ditionne leur aspect aprés la coloration de Gram.
d- Lacapsule
Couche supplémentaire a I’extérieur de la paroi composée de polysaccharides.
e- Appendices
Certaines bactéries peuvent se déplacer dans un milieu liquide grace a des flagelles de
nature protéique. Certaines bactéries possédent également des pili, qui sont des éléments rigides
plus courts que les flagelles, de nature protéique. lls peuvent intervenir dans les interactions

avec d'autres bactéries ou avec des cellules eucaryotes.
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1.4.2.3. Les classifications bactériennes

Il existe différents types de classifications des bactéries.
La classification de Linné permet de distinguer différents niveaux : le régne, I’embranche-
ment, la famille, le genre et I’espece. En pratique, ce sont les noms d’especes et de genres qui
sont utilisés pour les désigner
La forme de la cellule bactérienne varie beaucoup d’une espéce bactérienne a 1’autre. Les plus
courantes sont :

e bactéries de forme arrondies « coques ou cocci», isolées, en chainette, en amas (nombre
variable de cellules) : Staphylocoques, Streptocoques ...

e Dbactéries de forme allongées « batonnets ou bacilles »,isolés, en chainette ou amas, de
longueur et diametre variables : Escherichia coli, Salmonella, Bacillus etc...Les ba-
cilles également n’ont pas exactement la méme forme, Certains bacilles sont fusiformes
ou s’incurvent « vibrions » et « spiralée » , comme Treponema. (Figure 1.3)

e un groupe particulier de bactéeries de forme filamenteuse se rapprochant des moisis-

sures : les Actinomycetes.

Cocci Bacille Vibrion Spiralée

Figure 1.3. Différentes formes de bactéries.

La plupart prennent la coloration de Gram, Aprés la coloration on distingue deux types
de bactéries : bactéries a Gram positif en bleu-violet, et bactéries a Gram négatif en rosé [39].
La différence entre ces deux types se trouve au niveau de leur paroi et membrane (Figure 1.4),
chez les Gram-Positives a une paroi cellulaire épaisse et continue (20 a 80 nm), qui est compo-
sée en grande partie de peptidoglycane qui est lié de maniére covalente a d'autres polymeres de
paroi cellulaire tels que les acides téchoiques, les polysaccharides et Phospholipides. Les Gram
négatives ont une couche mince de peptidoglycane (5 nm a 10 nm) et une autre structure de
membrane externe a I'extérieur de la couche.
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Gram-” Gram”
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Lipoprotéines
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e
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Figure 1.4. Structure de la paroi des bactéries a Gram négatif et a Gram positif.

Une classification Simplifiée des Bactéries montrée dans La figure 1.5

Entérobactéries : E. coli, Klebsiella, Enterobacter.
Serratia, Proteus, Salmonella, Shigella...

1 Non entérobactéries : Pseudomonas, Acinetobacter. ..
Gram - Campylobacter, Helicobacter
Bordetella, Haemophilus, Legionella

BaCilleS __p[ Gram + J—D Listeria, Corynebacterium, Clostridium
Listeria, Corynebacterium, Clostridium

Gram - Neisseria (Méningocoque et gonocoque), Branhamella
CO(]U@S staphylocoqu Staphylocoques a coagulase
Gram + S.aureus
Enterococcus
Streptocoques
Streptococcus

Streptococcus pyogenes (A}
Streptococeus agalactiae (B)

Streptococcus pneumoniac

Divers Chlamydia, Mycoplasmes (Ureaplasma, Mycoplasma)

Figure 1.5. Classification Simplifiée des Bactéries.
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Elles peuvent étre classées en fonction de leur besoin d’oxygéne pour survivre en bac-
téries aérobies ou en bactéries anaérobies.

La bactérie aérobie vit en présence d'air ou en milieu qui contient de I'air. L'aérobiose
caractérise des conditions de vie en présence d‘air.

A l'inverse, la bactérie anaérobie vit ou fonctionne en absence d'air ou en milieu dé-
pourvu d'air. L'anaérobiose caractérise des conditions de vie en absence d'air. Lorsque leur en-
vironnement est favorable, en termes de nutriments, température, pH, oxygéne...... les bactéries
pourront alors survivre et se multiplier. Dans certaines circonstances, les bactéries peuvent
avoir un pouvoir pathogene important et étre responsables de maladies bénignes ou graves [39].

1.4.2.4. Espéces bactériennes

Les espéces pathogenes fréquemment rencontrées dans les infections nosocomiales sont :
Escherichia coli

C’est un germe de la famille des Enterobacteriaceae de Gram-négatif, il se développe en
24 heures a 37°C sur les milieux géloses en donnant des colonies rondes, lisses, a bords
réguliers. Il a un pouvoir pathogéne sur les infections intestinales (diarrhées) et les infections
extra-intestinales (infections urinaires, méningites) [40].
Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des batonnets a gram-négatif, de la famille des pseudomonadeceae. Ils se cultivent
facilement sur les milieux ordinaires a la température de 30°C en colonies larges. Il a un pouvoir
pathogene sur les infections de la peau chez les brulés et se développe dans les poumons des
individus atteints de mucoviscidose. Il peut aussi provoque des infections urinaires et des
infections des branches. [41].

Staphylococcus aureus

Ce sont des coques a Gram positif (environ 1pm de diametre) de la famille des
Micrococcaceae. Cette souche croit abondamment sur milieu gélose (colonies de 1 a 2 mm de
diamétre). La culture est obtenue en 18 a 24 heures a 37 °C. L’espéce S. aureus est considérée
le plus fréquemment comme pathogene pour ’homme, ils sont commensaux de la peau et des
muqueuses de I’homme et des animaux. Il s’agit le plus souvent d’abces cutanés et muqueux et
qui peuvent étre superficiels ou profonds. Leur toxine cause des pneumonies nécrosantes
responsables de toxi-infections alimentaires [42].
Proteus mirabilis

C’est une souche incluant les familles ; Enterobacteriacea. P. mirabilis qui pousse bien
sur milieux ordinaires (¢’est une Entérobactérie) a 37°C. Colonies grosses, non hémolytiques,

a un pouvoir pathogene sur les voies respiratoires. Elle provoque aussi des infections localisées
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surtout cutanées et des infections urinaires [43].
Acinetobacter lwoffii

C’est une souche incluant les familles ; Moraxellaceae. La croissance est facilement
obtenue sur les milieux ordinaires. La température d’incubation doit étre comprise en 30 et 35
°C, elle cause des infections nosocomiales et des infections diverses : respiratoires, méningites
post- neurochirurgicales et bactériémies [44,45].
Morganella morganii

Bacille a Gram-négatif de famille d’Enterobacteriaceae, mobile, aéro-anaérobie
facultatif. Cette bactérie est commensale du tractus digestif de divers animaux. En effet,
Morganella morganii a été isolée de I’intestin des mammiféres (notamment de I’homme et du
chien). Elle est aussi responsable d’infections extra intestinales beaucoup plus que les infections
urinaires. Elle est trés répandue dans divers environnements tels que : les sols et les eaux
d’égout [46].
Enterococcus faecalis

C’est une bactérie a Gram-positif de la famille des Streptococcaceae, sous forme de
cellule ovoide, se cultive bien sur milieux ordinaires, les colonies sont assez larges, légerement
bombées, blanches ou gris-blanc. Les Enterococcus faecalis sont retrouvés partout dans
I’environnement et signent une contamination fécale et au niveau des téguments et des
muqueuses de ’homme et des animaux ou ils vivent a I’état commensal (bouche et intestin),
responsable d’infections du tractus urinaire, d’endocardites et d’infections intra-abdominales
[47].
Klebsiella pneumoniae

L’espece Klebsiella pneumoniae est un bacille & Gram négatif, immobile, non sporulé,
anaérobie facultatif et qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae La croissance est
obtenue sur les milieux non sélectifs et des milieux sélectifs lactosés ; ceci apres 24 heures
d’incubation & 37°C. Isolée des eaux de surface, des eaux usées, des effluents industriels, du
sol, du bois, de végétaux divers et des aliments, la Klebsiella provoque des infections urinaires
et des surinfections des bronches chez les bronchitiques chroniques, voir des abceés du poumon
[44].
Staphylococcus coagulas-négative

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif classiqguement disposés en amas,
immobiles, non sporulés. Actuellement on distingue 44 espéces. L’espéce Staphylococcus, se
distingue généralement des autres staphylocoques appelés staphylocoques a coagulase négative

(SCN) par la présence d’une coagulase. Les staphylocoques se développent bien sur gélose au
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sang ordinaire en donnant des colonies distinctes, isolées. La majorité des staphylocoques a
coagulase négative sont des bactéries opportunistes essentiellement responsables d’infections
nosocomiales

1.4.3. Les champignons

Les champignons, ou les mycetes, sont des organismes eucaryotes uni- ou
pluricellulaires, incluant des espéces macroscopiques (macromycétes) et d’autres
microscopiques (micromycetes) d’aspect filamenteux ou lévuriforme. Ces derniers peuvent
devenir visibles lorsque leur développement est important. Ces champignons sont appelés
couramment« moisissures», Véritables agglomérats de filaments mycéliens et d’organes
fructiféres capables de coloniser des substrats trés divers (végétaux, papier, cuir, murs...).ll
s’agit d’organismes hétérotrophes (nécessitant une source de carbone et d’azote pour leur
développement).

Certains champignons sont unicellulaires (les levures) ou pluricellulaire dans le cas des
champignons filamenteux. lls forment des hyphes, sortes de tuyaux plus ou moins larges
contenant le cytoplasme. Les hyphes se développent par croissance de leurs extréemités. Elles
se ramifient et forment ainsi une sorte de toile colonisant le substrat ou elle dit: le mycélium.
Les champignons se multiplient en général avec des spores. Ces spores sont de deux types: les
spores asexuees, servant la plupart du temps a la prolifération en masse du champignon, et des
spores sexuees, souvent spores de résistance permettant au champignon de survivre des
périodes désavantageuses [48].

L’enveloppe de la cellule fongique est constituée d’une paroi et d’'une membrane, tout
comme la cellule végétale ; la paroi fongique (figure 1.6) est composée a 80% de polysaccarides
antigéniques et est formee de 3 couches :

1 : La couche interne, constituée de chitine, assure le maintien et la rigidité de la paroi.
2 : Lacouche intermédiaire, constituée de B-(1,3)-glucane, qui confére une certaine élasticité,
a la paroi, est aussi le lieu d’ancrage des manoprotéines.

3 : Lacouche externe, constituée de mannoproteines [49].
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Figure 1.6. Structure de la paroi cellulaire et de la membrane cytoplasmique d’une cellule
fongique [50].

Les champignons se divisent en deux groupes essentiels ; pathogénes et phytopathogenes.

1.4.3.1. Les champignons pathogénes

Une mycose est une infection provoquée par des champignons ou des levures parasites
ou des saprophytes. De tres nombreuses especes de champignons ou levures microscopiques
peuvent se révéler pathogenes pour I'nomme dans certaines conditions. Les principales mycoses

sont : Les candidoses et les dermatophytoses [51].

1.4.3.1.1. Classification

En mycologie médicale, il est pratique de distinguer plusieurs catégories de champignons
potentiellement pathogenes pour ’homme, en fonction de leur morphologie :

a. Leslevures

Ce sont des organismes microscopiques, unicellulaires, a multiplication asexuée par bour-
geonnement (blastospores), qui produisent parfois du mycélium et du pseudo-mycélium (Figure
1.7). 1l s’agit d’organismes hétérotrophes ; qui ne peuvent se développer qu’en présence de
matiéres organiques [52]. Elles sont représentées essentiellement par Candida, mais il y a aussi

Cryptococcus, Trichosporon, Malassezia et Saccharomyces [53].
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Figure 1.7. Levure.

b. Les champignons filamenteux
Ces organismes ont un systéme de filaments : des hyphes. Ils sont & multiplication

asexuée par production de spore et fragmentation des hyphes (Figure 1.8) [54].

Figure 1.8. Champignons filamenteux.

On en distingue deux types :
b.1. Les champignons a filaments septes :

v' Aspergillus, Fusarium, Histoplasma capsulatum, Penicillium ....etc.

v Les dermatophytes : qui sont des champignons kératinophiles, représentés par trois

(03) genres :Trichophyton, Microsporum et Epidermophyton [55].

b.2. Les champignons a filaments aseptés

Ils sont représentés par la classe des zygomycétes (Rhizopus, Mucor, Absidia...etc) res-
ponsables des mucormycoses. [53].
1.4.4. Infections bactériennes

Les infections bactériennes sont responsables de maladies allant de I'angine bénigne aux
épidémies de choléra et de peste. Les bactéries sont des micro-organismes remarquablement
adaptables, a I'origine de maladies graves ou de simple colonisation de la peau. Elles sont ca-

pables de survivre et de multiplier dans I'environnement et certaines forment des spores qui
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survivent pendant des décennies. Un grand nombre d'entre elles parasite les animaux, et
n'infecte 'hnomme que par hasard. D'autres ne peuvent survivre qu'au contact intime de leur hote
humain. Alors que la plupart des bactéries se répliquent en quelques heures ou jours, d'autres
ont une croissance beaucoup plus lente, entrainant des infections chroniques difficiles a traiter.

En plus d'une grande diversité d'habitat, les bactéries ont un important potentiel d'adap-
tation génétique. Elles contiennent souvent de I'ADN plasmidique, capable de transférer du
matériel génétique au sein de I'espéce ou vers des especes différentes. Cette adaptabilité gené-
tique peut accroitre a la fois leur pouvoir pathogéne et leur résistance aux antibiotiques [56].
1.4.5. Infections Fongiques

La plupart des mycétes sont saprophytes, excepté les champignons parasites responsables
de certaines maladies et qui peuvent infecter les plantes et les animaux. Toutefois les agents des
teignes, les dermatophytes, sont pour leur grande majorité des champignons strictement para-
sites. Le développement d’une pathologie fongique chez 1’humain et I’animal dépend souvent
de facteurs prédisposants comme I’existence de pathologies concomitantes (SIDA), d’évene-
ments associés (chirurgie, traitement antibiotique,...) ou de facteurs environnementaux (condi-
tions d’élevages favorisant les contacts rapprochés,...) [57]. Les infections a levures ont vu leur
incidence augmenter et leur localisation se diversifier. Parmi le genre Candida, le Candida al-
bicans reste I’espéce la plus fréguemment rencontrée. En pathologie, Candida albicans est la
cause, de 70 a 80 % des cas de candidoses humaines. C’est 1’agent des mycoses cutanées (Fi-
gure 1.9) (impétigo) et unguéales (intertrigos), des mycoses digestives (muguet et buccal), in-
testinales, biliaires et génitales, des mycoses broncho-pulmonaires, viscérales (abces cérébraux)
[58]. Les mycoses, situées au premier rang des infections cutanées, représentent une pathologie
fréquemment évoquée en pratique dermatologique [59].

Figure 1.9. Mycoses cutanées
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Dans la pathologie fongique ou mycosique, trois types de mycoses humaines sont fréquentes
et universelles : les dermatophytoses, le Pityriasis versicolor et les candidoses cutaneo-mu-
queuses. D’autres sont plus rares mais profondes et séveéres [45] (Tableau 1.2).

Tableau 1.2. Principaux types d’infections fongiques rencontrées chez I’homme [60].

Type d’infection Agent responsable Site d’infection

Poumon, cerveau
(méninges et li-

Cryptococcoses Cryptococcusneoformans. quide céphalora-
chidien)
Peau et mu-
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
Candidoses g _ parap queuses, tractus
krusei. gastro-intestinal et
sang
Dermatophytoses Trychophyton, Microsporum et Epidermo- | Cuir chevelu, peau,
phyton. ongles
Blastomycoses Blastomycesdermatitidis. Vlsagsiergslns et
Sporotrichoses Sporothrixschenkii. Peau

Les infections fongiques restent les plus graves et leur fréquence a augmenté de facon
considérable au cours des dernieres années en raison principalement du nombre accru de pa-

tients immunodéprimés et d’interventions medicochirurgicales invasives [61].

1.4.6. Les antibiotiques

L’antibiothérapie est I’un des plus grands succés médicaux du siécle passé. A la suite de
la découverte de la penicilline par Alexander Fleming en 1928 et de son utilisation a partir de
la Seconde Guerre mondiale, de nombreuses familles d’antibiotiques ont été découvertes, per-
mettant de faire considérablement reculer la mortalité par maladie infectieuse au cours du XXe
siecle. Combinés a certains vaccins antibactériens, les antibiotiques se sont révélés efficaces

pour lutter contre les grandes maladies épidémiques : tuberculose, lepre, peste, etc. [62]

1.4.6.1. Définition
Les antibiotiques sont des agents antimicrobiens non ou relativement peu toxiques pour
I’organisme humain ou animal. Ce qui caractérise 1’ensemble de ces agents antimicrobiens,

c¢’est leur mécanisme d’action qui est le support de leur toxicité sélective. Sans aucun doute, les
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antibiotiques représentent actuellement I’un des groupes de médicaments les plus employés en
medecine.
Leur utilisation clinique, dés la fin de la premiére moitié du 20°™ siécle, a radicalement modifié
le pronostic des maladies infectieuses d’origine bactérienne. Cependant, la recherche de nou-
velles molécules s’avere nécessaire car, des le début de 1’¢re de 1’antibiothérapie, ces substances
ont montré un certain nombre d’inconvénients et de limites d’utilisation résumés comme
suit [63, 64, 65] :
e Effets secondaires et toxicité des molécules antimicrobiennes pour 1’organisme traité.
e Tolérance et résistance croissante des germes infectieux aux antibiotiques.
e Difficultés rencontrées dans le traitement des maladies exigeant la destruction des
germes pathogénes indépendamment des facultés de défense du malade (patients
immunodéprimés) [66].

1.4.6.2. Types d’antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre soit bactéricides qui arrétent le développement des micro-
organismes par mort cellulaire avec ou sans lyse et a dose plus élevée, soit bactériostatiques qui
arrétent le développement des micro-organismes par inhibition partielle ou totale de leur crois-

sance et a faible dose.

1.4.6.3. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques sont tres nombreux et peuvent étre classés selon plusieurs criteres [54] :

a. En fonction de leur origine

e Les antibiotiques naturels ou produits par les micro-organismes :

Champignons (Pénicilline, Céphalosporine) ou bactéries (streptomycine, chloramphénicol,
polypeptides).

e Les antibiotiques synthétiques ou produits obtenus entierement par voie

chimique :
Sulfamides. Acides nalidixiques

Les antibiotiques semi-synthétiques :

Ces antibiotiques sont obtenus a partir d’une fraction moléculaire naturelle sur laquelle a
été greffé un radical chimique.

b. En fonction de leur spectre d’activité :

e Large spectre : Actif sur la majorité des bactéries a Gram positif ou négatif.
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e Spectre limité : Actif sur les bactéries a Gram positif et quelques Gram négatif.
e Spectre étroit : Actif uniquement sur certains germes a Gram positif ou sur certains
Gram négatif.
Cc. En fonction de leur mode d’action :
En fonction des cibles bactérienne : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des pro-
téines, synthese d’acide nucléique.
d. En fonction de leur structure chimique :

Les nombreux antibiotiques peuvent étre groupés en familles. Une famille
d’antibiotique comprend des composés ayant des analogies de structure, des mécanismes
d’action comparable. Par exemple :

e Les B-lactamines (Pénicillines, Céphalosporines, Pénémes.....)
e Les quinolones (L'acide nalidixique, L’acide oxolinique, L’acide pipémidique)
e Les sulfamides (Sulfafurazol, Sulfanilamide, Sulfacétamide.....)

e Les polypeptides (Colistine, Colistiméthate). [68-74]

1.4.6.4. Mode d’action des antibiotiques

Il existe quelques grandes familles de mode d'action pour les antibiotiques (Figure 1.10,
Tableau 1.3) [67,75]

* Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne :

Certaines bactéries sont protégées de I'environnement extérieur par une paroi. Il existe
une machinerie de synthese qui fabrique les composants de cette paroi et qui est composée du
peptidoglycane, d'enzymes et de systemes de transport acheminant les composants a la surface
cellulaire. Il existe un ensemble d'antibiotiques qui bloquent différentes étapes de cette
machinerie ; exemple en inhibant la derniere étape de la biosynthese du peptidoglycane.

* Action sur la membrane cellulaire :
Un pore (un trou) dans la membrane qui va permettre la fuite des composés cellulaires. Il
a existé certains antibiotiques qui agissent comme des détergents qui désorganisent les lipides.
Ce qui produit de graves troubles d’échanges électrolytiques avec le milieu extérieur.
* Inhibition de la synthese protéique :

La synthese des protéines est un processus essentiel des cellules vivantes, dans ce cas
les molécules antibiotiques sont capables de bloquer I'action des facteurs de traduction associés
au ribosome. Ce qui entraine 1’arrét de la biosynthese des protéines ou la formation de protéines

anormales.
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e Inhibition de la synthese de I’acide nucléique :
La synthese des acides nucléiques, ADN et ARN sont absolument vitaux pour les

cellules, sans eux, la division cellulaire et la fabrication des protéines est impossible [76].

@ Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése

de la paroi bactéerienne de la membrane cytoplasmique
Polymyxines

Bétalactamines B f E TR

2 = e — — == micidines
Glycopeptides — = ———
Fosfomycin / \

Inhibition de la e
synthése protéique ‘ @ Inhibition de la

Aminosides synthése de I'ADN
MLS

Phenicolés p . Quinolones
Tetracyclines @ Autres n—?ecanlsmes Produits nitrés
Ac Fusidique Sulfamides

Oxasolidinole Triméthoprime

Rifamycine

Figure 1.10. Classification des antibiotiques selon la cible.

Tableau 1.3. Principales familles d’antibiotiques en fonction de leur mécanisme d’action.

Mécanisme d’action Famille d’antibiotiques

Penicillines, Cephalosporines, Carbapénemes,

nhibition de la synthése de la paroi cellulaire . .
y P daptomycines, monobactames, glycopeptides

Tétracyclines, aminoglycocides,

Inhibition de la synthése protéique . . T
Oxazolidinones, Streptogramines, Kétolides,

Inhibition de la synthése de I’ADN Fluoroquinolones

Inhibition compétitive de la synthése de

Iacide folique (folates) Sulfonamides, Triméthoprime

Inhibition de la synthése de I’ADN Rifampine
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1.4.6.5. La résistance aux antibiotiques

1.4.6.5.1. La résistance naturelle

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d’une méme espéce sont résis-
tantes a un antibiotique. L expression d’un caractére inné, partagé par I’ensemble de la com-
munauté bactérienne, rend inappropriée 1’utilisation de certains antibiotiques. Des particularités
structurales de la paroi cellulaire, empéchant les antibiotiques d’accéder a leur cible, ou I’ab-

sence de cible sont autant de facteurs, qui conditionnent la résistance naturelle.

1.4.6.5.2. La résistance acquise

La résistance acquise survient lorsque, seules, quelques souches d’'une méme espece,
normalement sensibles a un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut étre ac-
quise par mutation ou par transfert de genes.

La résistance acquise par mutation est aussi qualifiée de résistance chromosomique. Le
phénoméne de mutation est conditionné par I’utilisation des antibiotiques. Ces derniers ne sont
pas des agents mutagénes mais ils contribuent a sélectionner, de maniere spontanée, des mu-
tants résistants au sein d’une population bactérienne. En éliminant les bactéries sensibles, les
antibiotiques permettent aux mutants résistants de se multiplier plus facilement. La cause prin-
cipale de I’évolution et de ’extension des résistances aux antibiotiques est leur prescription a
grande échelle en thérapeutique humaine. [77] Ces prescriptions sont souvent mal ciblées,
comme dans les cas d’infections virales, ou incorrectement dosées [78].

Plusieurs mécanismes sont souvent impliqués dans la résistance aux antibiotiques, il

est tres nécessaire de les classer en quatre criteres (Figure 1.11) :

e I’inhibition enzymatique aussi appelée hydrolyse enzymatique ;

e laréduction de la perméabilité cellulaire aussi appelée imperméabilité ;

e [l’altération des sites de liaison ciblées par I’antibiotique aussi appelées modification
de lacible;

e Lapompe a efflux qui peut aussi se nommer 1’hyperexpression \ efflux actif.
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Figure 1.11. Mécanismes de résistance.

1.4.6.6. Paramétres d’activité

L'analyse de l'activité d'un antibiotique donné sur une bactérie a conduit a définir un
certain nombre de parameétres qualitatifs et quantitatifs, pour chaque antibiotique on mesure le
diametre d'inhibition en mm et on déduit la sensibilité ou la résistance. On définit deux

concentrations critiques d'antibiotique [79] :

CMI : la concentration minimale inhibitrice. Dans la pratique, on définit la CMI comme la
concentration minimale d'antibiotique permettant d'inhiber (bactériostase) totalement la

multiplication bactérienne, aprés 18 a 24 heures a 37 °C.

CMB : la concentration minimale bactéricide, qui est la plus faible concentration permettant
de détruire ou de tuer (bactéricidie) 99,99 % des bactéries apres 18 a 24 heures de contact avec
I'antibiotique. L'analyse de la concentration minimale bactéricide et de la concentration
minimale inhibitrice (CMB/CMI) permet de caractériser I'effet de I'antibiotique étudié sur une

souche bactérienne donnée :

e Lorsque le rapport CMB / CMI = 1, l'antibiotique est dit « bactéricide absolu »
e S’il est proche de 1, l'antibiotique est dit « bactéricide»

e S’il est supérieur a 2, l'antibiotique est dit simplement « bactériostatique ».
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1.4.7. Les antifongiques

Les antifongiques sont des molécules capables de détruire spécifiquement les différents
champignons impliqués en mycologie médicale (fongicide), ou au moins de réduire leur proli-

fération (fongistatique) [80]. Ils sont classé en fonction de plusieurs données [81, 82] (Figure
1.12) :

Selon localisation mycose (typiques et systémiques) ;

Selon cibles sur champignon (Paroi, Membrane, Noyau (ADN et ARN)) ;
Selon nature chimique :

Les polyénes (L'amphotéricine B, La nystatine) ;
Les azolés (Le miconazole, Le fluconazole...) ;

Les dérives pyrimidiques (Le 5-fluorocytosine) ;
Les échinocandines.

Antifongiques

Selon

- localisation \ g
~mycoses /

Selon cible sur

champignons |\ / :"\\
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Figure 1.12. Classification des antifongiques.
1.4.7.1. Cibles des antifongiques

e L’ergostérol membranaire

La membrane plasmique de la levure est constituée d’une bicouche lipidique incrustée de

protéines. Cette membrane joue le role de barriére entre le microorganisme et I’extérieur, tout
en permettant les échanges.

L’ergostérol est un constituant essentiel nécessaire au maintien de la structure.
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L’activité fongique des dérivés azolés repose sur 1’inhibition de la synthese de 1’ergos-

térol, empéchant la constitution d’'une membrane plasmique fonctionnelle.
Les polyenes, tel que I’amphotericine B (AMB), quant a eux, interagissent directement avec ce
constituant membranaire. Cette interaction forme des pores perméables dans la membrane de
la levure (Figure 1.13).

e La paroi cellulaire fongique

C’est la cible privilégiée des échinocandines. Elles inhibent la biosynthése de glucane de
la paroi par I’inhibition de la b-1 ,3- glucane synthétase. Cela entraine 1’arrét de la synthése de
la paroi cellulaire (effet fongicide).

e Le métabolisme pyrimidique

Certain antifongiques tels que les dérivés pyrimidiques peuvent inhiber la biosynthese

d’ADN ou encore interférer avec la traduction des ARN en protéines fongiques [83].

Site d'action des échinocandines Site d'action des polyénes

Polyméres de glucane Ergostérol

\ Ergostérol
J 4 cypaso_
Cytoplasme — N /" Lanosteérol
Membrane — = X
Paroi — ‘

"I r "\
ADN - ARN Lanostérol 14a — déméthylase

Site d"action du flucytosine Site d"action des azolés

Figure 1.13. Sites d’action des antifongiques.

1.4.7.2. Mécanismes de la résistance aux antifongiques
Tout comme chez les bactéries, il existe deux types de résistances chez les champignons :
a. la résistance intrinseque : naturellement présente chez toutes les souches d’une méme es-

péce ou d’un méme genre.

b. la résistance acquise : induite par un processus de sélection génétique sous I’effet de 1’ap-

plication répétée d’un antifongique.
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La résistance intrinseque peut étre due a une absence de concentration de 1’antifongique
dans la cellule ou a une faible affinité de I’antifongique pour sa cible.
La résistance acquise est un processus dynamique qui peut potentiellement étre observé chez
n’importe quelle espéce fongique et vis-a-vis de n’importe quelle molécule antifongique.

Les mécanismes moléculaires qui rendent compte de ce mode de résistance incluent :

¢ la modification de la cible de I’antifongique (liée a une ou plusieurs mutations
du gene codant pour la cible).

e la surexpression de la cible de D’antifongique (par exemple liée a une
modification du promoteur du gene)

e la surexpression de pompes membranaires d’efflux (qui réduisent rapidement la

concentration d’antifongiques dans la cellule fongique) [84].

I.5. Rappel sur Pactivité biologique des bases de Schiff et leurs complexes métalliques
Au cours de ces derniéres années, les chercheurs ont donné une grande importance a

I’effet biologique des bases de Schiff. Parmi les travaux consacrés a cet effet on peut citer :

Afin d'établir le role biologique des métaux, C. Spinu et collaborateur [85]. Ont synthé-
tisé une nouvelle base de Schiff bidentate dérivée du 2-thiophenecarboxaldehyde, et de ses
complexes de Fe(Il), Co(ll), Ni(Il), Cu(ll), Zn(I1), et Cd(I1) (Schéma (1.12)). L'analyse élémen-
taire, I’infrarouge et la RMN des complexes ont confirmé la coordination de I'atome central au
métal par I'azote du groupe azométhine (- HC=N -) et de I'atome de soufre de I'anneau de thio-
phéne.

L'activité antibactérienne de la base de Schiff et de ses complexes contre (E. coli, S. aureus, et
P. aeruginosa) a été étudiée. Cette étude a montré des degrés variables d'effet inhibiteur selon
la seéquence suivante : Co(ll) = Fe(Il) >Ni(ll) = zn(ll) = Cu(ll) >Cd(Il). L'importance de
ces résultats se situe dans le fait que ces complexes pourraient raisonnablement étre employés

pour le traitement de quelques maladies.

Schéma 1.12. Structure du ligand.
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Z. H. Chohan et collaborateur [86]. Ont synthétisé et caractérisé par méthode spectrosco-
pique des bases de Schiff tridentates par une réaction de condensation de 2-aminothiazole avec
le furane, le thiophene et le pyrrole 2-carboxaldehyde. Ces bases de schiff tridentates forment
des complexes de type [M(L2)] X2 [M Co (1), Cu(ll), Ni(ll) ou Zn(11)], L=N-(2-furanylmethy-
lene)-2-aminothiazole (L), N-(2-thiophenylmethylene)-2-aminothiazole (L?), N-(2-pyrrolyl-
methylene)-2-aminothiazole (L3) et X= CI. Ces composés possédent une activité antibacté-
rienne contre les bactéries pathogenes par exemple : les organismes Escherichia coli, Staphy-
lococcusaureous et Pseudomonas aeruginosa. Les chélates métalliques se sont révélés posseder

une activité antibactérienne plus grande que les bases de schiff non complexeées.

Plus récemment, G.G. Mohamed et collaborateur [87]. ont rapporté en 2015 la synthése
et D’activité antibactérienne de [N1, N3-bis(furan-2-ylmethylene)propane-1,3-diamine] (1)
(Schéma 1.13) contre des bactéries de Gram négatives (Escherichia coli et Proteus vulgaris) et
Gram positif (Bacillus vulgaris et Staphylococcus pyogenes). Les auteurs ont montré que le
ligand de base de Schiff s'est révélé avoir une activité modérée contre toutes les souches

bactériennes testées avec une concentration minimale inhibitrice de 25mg/ml.

/0 B
Z /N\/\/N\ 0

Schéma 1.13. N,N-bis(furan-2ylmethylene)propane-1,3-diamine (1).

Z.H. Chohan et collaborateur [88] ont synthétisé quelques complexes du Co(ll), du
Ni(ll) et du Zn (I1) avec une série de ligands bases de Schiff dérivés pyrazine biologiquement
actifs issus de la condensation de 2- aminopyrazine avec salfcylaldchyde et
acetamidobenzalaldehyde. L'évaluation biologique du ligand par rapport a leurs complexes ont
été déterminées a une concentration de 30 pg /0,01 ml de solution dans le DMF par la méthode
de diffusion sur disque contre les contraintes bactériennes notamment Escherichia coli, le

staphylocoque aureus et le Pseudomonas aeruginosa. Les composes ont été testés.

Quatre nouveaux complexes qui sont produits par un ligand bidentate avec des ions du
chrome (111), du cobalt (1), du nickel (I1) et du cuivre (11) ont été synthétisés par Rathoreet
collaborateur [89] (Schéma 1.14). Ces composées ont été évalués pour leur activité antimicro-

bienne contre les deux bactéries Escherichia coli, Staphylococcus aureus et deux champignons,
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Aspergillus niger et Fusarium oxysporum. Ces auteurs utilisent la méthode des disques de pa-
pier pour l'activité antibactérienne a des concentrations de 500 a 1000 ppm de chaque compose
qui sont préparés dans le DMSO et la technique des plaques d'agar pour I’activité antifongique
a des concentrations de 100 et 200 ppm de chaque composé qui est préparé dans le DMSO.

L'activité antimicrobienne a montré que les complexes sont plus actifs que le ligand libre.
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Schéma 1.14. Les structures du ligand et ses chélates métalliques qui sont présentes une
Activité antimicrobienne.

Par ailleurs, Jeewoth et collaborateur [90] ont décrit la préparation et la caractérisation
par les analyses élémentaires, les mesures magnétiques, les spectres IR, RNM du *H et *3C des
complexes du cuivre(ll), zinc(ll) et nickel(Il) des dérivés bases de Schiff de 2,3-
diaminopyridine avec le salicylaldehyde, le 4-hydroxybenzaldehyde et le 4-nitrobenzaldehyde
(Schéma 1.15). Ces composés posseédent une bonne propriété antibactérienne in vitro contre des
souches pathogenes bactériennes telles que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi et Staphylococcus aureus d’une part et dont les complexes métalliques sont

des bacteéricides plus puissants que leurs précurseurs, bases de Schiff d’autre part.
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Schéma 1.15. Structures des complexes métalliques.

Des complexes de Co(ll), Ni(ll) et Cu(ll) de deux bases de Schiff dérivés de la 5-
bromosalicylidene- 3,4-diméthylaniline (BSMA) et 5-bromosalicylidene-3,4-dichloroaniline
(BSCA) ont été préparés par Jain et collaborateur [91] et caractérisés par analyse élémentaire,
FT-IR, conductance molaire, spectres électroniques, RMN*H, la conductivité électrique et
I'analyse thermique. Les données analytiques ont révélé que tous les complexes présentaient le
rapport 1:2 (métal : ligand) avec le nombre de coordination 4 ou 6. Les bases de Schiff et leurs
complexes métalliques montrent une bonne activité contre les bactéries a Gram-positives;
Staphylococcus aureus et les bactéries a Gram-négatives; Escherichia coli et les champignons

Aspergillus niger et Candida albicans.

La Synthese d'une base de Schiff dérivée d'aniline et de l'aldéhyde salicylique et ses
complexes du Co (1), Mn (1) et Zn (Il) a été rapportée par Rehmana et collaborateur [92]
(Schéma 1.16) et caractérisée par analyse élémentaire, des techniques spectroscopiques (FT-IR
et RMN). Les résultats obtenus par FT-IR et RMN ont montré que les complexes de métaux de

transition ont une géométrie octaédrique. L’application biologique a révélé que la base de Schiff
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et ses complexes métalliques possédent une activité significative contre tous les micro-
organismes pathogénes (souches bactériennes : Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Schigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhi ; souches

fongiques : Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, and Aspergillus flavus).

Schéma 1.16. Structure des complexes métalliques ; M= Mn(ll), Co(ll), Zn(Il).
Amanullah et collaborateur [93] élargissent I'échelle des enquétes sur les bases de
Schiff synthétisées qui sont obtenues a I'aide de la réaction des aldéhydes aromatiques avec des
amines aromatiques dans un milieu éthanolique dans des conditions acides (Schéma 1.17) par
une activité antibactérienne in vitro de ces bases de Schiff contre divers microorganismes tels
que Salmonella typhi, Shigella flexneri, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus
subtilis. Le résultat obtenu a montré que les bases de Schiff synthétisées ont une activité

significative, mais inférieure a celle du médicament standard.

CHO NH H
»3 O
R/ il K< Z
R R

R = 4-CHg3; R= 3-OCHjs, 4-OCHs, 5-OCHs, 4-OH, 4-F, 4-Cl, 4-Br, 4-I.
Schéma 1. 17. Réaction de synthése de dérivés bases de Schiff dans un milieu acide.

Gudasi et collaborateur [94] ont rapporté la synthese, la caractérisation et les études
biologiques des complexes de dioxouranium (I1) et le thorium (1V), issus de la base de Schiff

dérivée de la pyridine et de 2-amino acétophénone (Schéma 1.18).

Schéma 1.18. Bases de Schiff élaborée par Gudasi et coll.
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L’activité antibactérienne de deux nouvelles bases de Schiff dérivées de 2, 3
diaminopyridine (DAPY) et ortho-vanilline (Schéma 1.19) et leurs complexes de Cu(ll), Ni(ll),
Zn(11), Fe(111) et Ru(ll) aété décrite par L.W. Henri et collaborateur [95].

NH,

Schéma 1.19. Bases de Schiff décrites par L.W. Henri et coll. a effet antibactérien.

Les resultats du criblage antibactérien de deux bases de Schiff et leurs complexes
métalliques a une concentration de 5000 pg /ml contre les deux bactéries; a savoir
Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhi montrent que les bases de Schiff possédent des
propriétés antibactériennes contre les deux bactéries, cependant tous les complexes métalliques
étaient moins bactéricides par rapport a leurs précurseurs bases de Schiff.

1.6. Conclusion

Au cours de cette étude bibliographique nous avons mis en évidence I’importance et
I’activité des bases de Schiff et leurs complexes en biologie, ce qui montre que leur synthése
ne cesse de s’accroitre. Toutefois, I'activité biologique des composés bases de Schiff mérite une
étude plus approfondie. Bien que la recherche sur ce sujet soit a son début, un certain nombre
de rapports qui tentent de divulguer les effets des bases de Schiff sur les agents pathogénes
d'intérét clinique ont été récemment augmentés. Les bases de Schiff se sont révélées étre des
pistes prometteuses pour la conception d’agents antimicrobiens plus efficace. Les progrés dans
ce domaine, nécessitent une analyse des relations structure-activité des bases de Schiff, ainsi

que le mécanisme d'action de ces composeés.
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| Chapitre Il Matériels et Méthodes

Dans ce chapitre nous présenterons les produits, les dispositifs de synthese et les méthodes
de caractérisation utilisés qui nous ont permis de caractériser au mieux nos échantillons. Ainsi que

le matériel et les techniques utilisées pour I’étude biologique.

I1.1. Materiels de synthése
11.1.1. Montage de synthése
Les eléments essentiels utilisés pour le montage expérimental sont :
- Un chauffe ballon avec agitation magnétique ;
- Un réfrigérant qui sert a condenser le solvant pendant la réaction ;
- Un ballon bi-col avec un barreau magnétique.
11.2. Méthode de caractérisation
11.2.1. Point de fusion
Ce terme désigne le changement d'état d'un matériau quand celui-ci passe d'un état solide a
un état liquide. Le point de fusion est la température exacte nécessaire a cette transformation et sa
détermination est trés importante puisqu'elle est hautement dépendante de la pureté du matériel
testé. Cette technique est donc utilisée pour définir la qualité d'une substance [1, 2].

Les points de fusion ont été déterminés sur un appareil numérique banc chauffant de Banc
Kofler. 1l s'agit d'une plaque chauffante présentant un gradient de température, la température varie
de 40°C a 250°C, sur laquelle on déplace un échantillon. La détermination du point de fusion est
une donnée physique importante pour une substance.

11.2.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une technique physique de séparation d'espéces chimiques qui

permet I’identification et le dosage des différents composés d’un mélange. Son principal intérét est

I'identification rapide des composés d'un mélange.

L'échantillon contenant une ou plusieurs espéces, est entrainé par un courant de phase mobile
(liquide, gaz ou fluide supercritique) le long d'une phase stationnaire (papier, gélatine, silice,
polymere, silice greffée etc.) ; chaque espéce se déplace a une vitesse propre, dépendant de ses
caractéristiques, de celles des deux phases et les différences d’affinité entre elles. Cette technique
d'analyse chimique peut étre couplée a un détecteur en vue d'une analyse qualitative ou quantitative

du milieu. Selon la technique chromatographique mise en jeu, la separation des composants
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entrainés par la phase mobile, résulte soit de leur adsorption et de leurs désorptions successives sur
la phase stationnaire, soit de leur solubilité différente dans chaque phase.

Phase stationnaire : phase fixe soit sur la surface intérieure d'une colonne soit sur une surface plane.
Souvent, I'échantillon est analysé par comparaison avec des substances déja connues dans
I'échantillon ou par comparaison avec les résultats de I'analyse d'une solution-étalon (solution
commerciale contenant des substances connues, a des concentrations bien connues). Ces
substances servent de reférences et permettent d'identifier ou de doser chaque espéce par
comparaison des vitesses de separation (et éventuellement d'autres renseignements donnés par la
détection). Il s'agit de chromatographie analytique.

Le suivi des réactions et le contrdle de la pureté des produits ont été effectués par
chromatographie en phase liquide sur couche mince (CCM) [3,4]. Ces analyses
chromatographiques ont été réalisées sur des plaques de gel de silice E Merck de 0,25 mm (60F-
254) et la révelation a été realisée sous lampe ultra-violet (longueur d’onde 254 nm).

11.2.3. Microanalyse

L’analyse élémentaire dénommée microanalyse est I'identification chimique et I'analyse
quantitative de petites quantités de matiére, elle se propose de déterminer la composition chimique
centésimale des éléments d’une structure donnée et elle permet de déterminer la formule brute
globale d’un composé organique. La plupart des éléments entrant dans la composition des
molécules organiques se préte a ce type d'analyse. Elle fournit des résultats précis a environ +0.3
%, sauf pour le fluor (3 %). Le résultat de la microanalyse est une suite de pourcentages massiques
pour les éléments doseés, I'oxygene n'étant généralement pas dosé son pourcentage est, plus souvent
pris égale au complément & 100.

En tant que méthode de détermination des formules brutes, lI'analyse élémentaire est
probablement un outil désuet. Par contre, elle demeure un outil de vérification de la pureté chimique
d'un échantillon dont la composition est présumée connue.Les analyses élémentaires ont été
effectuées sur un analyseur Elementar Parkin Elmer 240.

11.2.4. Méthodes spectroscopiques

La caractérisation des produits réactionnels est basée essentiellement sur les méthodes
spectroscopiques. En effet, lorsqu’une molécule est soumise a une radiation électromagnétique elle
absorbe une certaine quantité d’énergie ce qui entraine des modifications atomiques ou

moléculaires. On obtient plusieurs types d’excitation suivant le rayonnement de la radiation. Les

51


https://fr.wikipedia.org/wiki/Chimie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Analyse_quantitative_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Analyse_quantitative_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mati%C3%A8re

| Chapitre Il Matériels et Méthodes

méthodes utilisées dans ce travail sont :

- Spectroscopie Ultraviolet-visible (UV-vis) (excitation électronique).

- Spectroscopie Infrarouge (IR) (déformation des liaisons).

- Résonance Magnétique Nucléaire du proton (*H RMN) (excitation spins électronique).
11.2.4.1. Spectrophotométrie UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible permet d’accéder qualitativement & des renseignements quant
a la nature des liaisons présentes au sein de 1’échantillon mais également de déterminer
quantitativement la concentration d’espéces absorbant dans ce domaine spectral. Cette
spectroscopie est largement répandue en travaux pratiques de chimie ainsi qu'en analyse chimique
ou biochimique, son principe est basé sur I’interaction électromagnétique qui est I’une des
interactions concernées par ce modele unifié. Elle rend compte de I’interaction entre une onde
électromagnétique et une particule chargée. L’interaction mati¢re-rayonnement en est une
illustration parfaite. A 1’échelle atomique, la matiére n’étant pas continue mais constituée
d’assemblage de particules élémentaires, 1’énergie ne 1’est pas non plus et ne peut prendre que des

valeurs discretes [5].

Les spectres électroniques d’absorption des differents ligands et complexes synthétisés ont
été enregistrés en solution dans le DMSO entre 200 et 800 nm en utilisant un spectrophotomeétre
JASCO V-650 avec des cuves en quartz de trajet optique | = 1cm.
11.2.4.2. Spectroscopie infrarouge (ATR)

La spectroscopie infrarouge est une méthode d’analyse quantitative qui permet de
déterminer la présence ou 1’absence des groupes fonctionnels dans une molécule organique par la
bande de vibration ou de rotation des liaisons. Elle exprime I’interaction des radiations
électromagnétiques avec les differentes parties de la molécule. La spectroscopie IR est une
technique efficace pour le suivi des changements chimiques et le contrdle de la réaction, est une
méthode adéquate d'investigation structurale des matériaux solides, elle permet comme étant une
étape préliminaire, de caractériser le composé étudié et vérifier la nature des especes insérees. Cette
technique s’avére nécessaire pour analyser la nature des ions existants dans un solide et pour
I'évaluation des environnements immédiats des groupements moléculaires. La détermination de
certaines caractéristiques structurales ouvre la voie a une importante application des spectres

infrarouges, en effet I'étude des spectres indique la présence ou non des bandes caractéristiques de
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groupements donnés dans des molécules et conduit a la structure partielle ou totale de I'échantillon

analyse. Cette méthode est trés utilisee pour contrdler les synthéses chimiques [6].

Les spectres IR des ligands et les complexes synthétisés dans ce travail ont été réalises a
I'aide d'un spectrometre a transformeée de Fourier Perkin EImer FTIR dans la gamme 4000-600 cm"
tavec une résolution spectrale de 4 cmen utilisant la technique de réflexion totale atténuée
(Attenuated Total Reflexion) (ATR),les enregistrements ont été effectués en transmission a
température ambiante. Il s'agit d'une technique particulierement adaptée a I'analyse d'échantillons
solides, de films ou de liquides fortement absorbants. Dans ce cas I'échantillon est pressé contre la
surface d'un prisme en matériau d'indice élevé donc favorise les réflexions internes (Germanium,
diamant,). Généralement la profondeur analysée et de I'ordre du micro. Dans notre cas, le mode
ATR utilisé est équipé d’un module constitué d’un cristal de diamant.
11.2.4.3. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La Résonance Magnétique Nucléaire en milieu liquide ou RMN s’avére un outil efficace
pour mettre en évidence les changements d’environnement chimique d’un noyau particulier, elle
est une technique spectroscopique couramment utilisée pour I'analyse des structures de nombreuses
molécules chimiques. Elle sert principalement a la détermination structurale des composés
organiques, de suivre I'évolution des réactions chimiques et étudier I'effet stérique de groupements
substitués ainsi que la pureté d’un échantillon. En mesurant la fréquence de résonance des spins
nucléaires de certains noyaux atomiques lorsqu’ils sont placés dans un champ magnétique intense,
on peut étudier I’environnement chimique de ces atomes. Ces informations permettent d’identifier
les molécules, de déterminer leur structure. 1l existe aujourd’hui une grande variété d’expériences
RMN qui permettent de déterminer ou de corréler quantité de parameétres structuraux ou
dynamiques, aussi bien en phase liquide qu’en phase solide. La méthode repose sur le magnétisme
nucléaire, les noyaux de certains atomes *H, 13C, ... possédent un moment magnétique nucléaire,
c'est a dire qu'ils se comportent comme des aimants microscopiques caractérises par une grandeur
quantique : le spin [7].

La caractérisation par RMN de proton a été effectuée sur spectrométre RMN liquide a
transformée de Fourier Bruker Avance 111 HD 400 a température ambiante. Les spectres de RMN
'H des ligands obtenus en solution dans le chloroforme deutéré et les déplacements chimiques sont
indiqués en partie par million (ppm) par rapport au tétraméthylsilane (TMS) utilisé comme

référence interne.
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11.3. Materiels biologiques
11.3.1. Instruments

Les moyens utilisés pour les essais biologiques sont: étuve, autoclave, densitometre, un
réfrigérateur, micropipette, bain marie, bec bunsen, tubes, flacons, boite de Pétri, disques a papier

buvard, disque antibiotique (Gentamycine), écouvillon, anse de platine, éprouvettes.
11.3.2. Microorganismes testés

> Trois souches bactériennes référentielles utilisées sont des souches de 1’ American type
culture collection (ATCC), et constituent d’excellents modéles pour la recherche des effets
antibactériens des différentes substances, il s’agit de ;
v" Escherichia coli ATCC 25922 G () ;
v Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 G (-) ;
v’ Staphylococcus aureus ATCC 25923 G (+).
» Trois souches cliniques a savoir :
v Klebsiella pneumoniae G (-) ;
v Proteus mirabilis G (-);
v' Serratiamarcescens G (-).
» Deux souches fongiques :
v Microsporum canis ;
v Candida albicans.
Ces microorganismes sont pathogenes, responsables de certaines maladies infectieuses
graves, elles proviennent du laboratoire de microbiologie du CHU de Sétif.
11.3.3. Milieu de culture utilisé
Les milieux de culture utilisés pour I’é¢tude de 1’activité antimicrobienne de nos produits sont :
» Gélose Muller Hinton (MHA) pour les bactéries
» Muller Hinton Liquide (MHL) pour les bactéries
» Gelose Sabouraud Dextrose (SDA) pour les Champignons

11.3.4. Méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne
Parmi les méthodes utilisées pour déterminer I’activité antimicrobienne, deux techniques

sont utilisées :
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11.3.4.1. Méthode de diffusion

La méthode de diffusion ou encore antibiogramme est 1’'une des plus anciennes approches
de determination de la sensibilité des différentes souches aux antimicrobiens et demeure 1’une des
méthodes les plus utilisées en routine. Elle permet une variété dans le choix des antimicrobiens et
ne requiert aucun matériel particulier [08].

Des disques a papier buvard, imprégnés de I’antibiotiques a tester a une certaine
concentration sont déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une
culture pure de la souche a étudier. Apres incubation, les disques s‘entourent de zones d'inhibition
circulaires correspondant a une absence de croissance. Chaque zone peut étre mesurée selon divers
moyens en mm. Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a I’antibiotique,
plus il est petit, plus la souche est résistante. Les diamétres des zones d'inhibition permettent
d'appreécier la sensibilité des germes.
11.3.4.2. Méthode de dilution

La méthode de dilution est effectuée en milieu liquide, le principe de la méthode est la
préparation d’une série de tubes d'une gamme de concentrations d'antibiotique a tester, puis
addition au milieu de culture liquide et de germes. Apres incubation, on détermine la plus faible

concentration d'antibiotique inhibant la croissance bactérienne (CMI) visible a I'ceil nu.
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I11.1. Introduction

Dans ce chapitre nous décrivons la synthese des trois nouveaux ligands symétriques bases
de Schiff, résultants de la condensation d’une amine primaire et un aldéhyde, leur
caractérisation structurale par 1’analyse élémentaire et les techniques spectroscopiques (UV-
Vis, IR et RMN H). Nous avons choisi la méthode décrite dans la littérature [1-3] pour
synthétiser ces ligands et nous avons obtenu trois nouveaux composés bases de Schiff hétéro
cycliques (Schéma 111.1):

-4,4’- Bis (2-pyrrole carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L1)
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-4,4’- Bis (2-thiophéne carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide(L2)
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-4,4’- Bis (2-furane carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide(L3)

zZ
—
@)
=
w0
/
O
—
Z

Schéma 111.1. Schéma représentant les molécules synthétisées.

A partir de la réaction de condensation du 4,4’-diaminodiphényl sulfide avec trois
différents aldéhydes 2-thiophene carboxaldehyde, 2-furane carboxaldehyde et 2-pyrrole
carboxaldehyde dans I'éthanol ainsi que la synthese des complexes de cuivre (1) et de cobalt
(I1) de ligands synthétisés selon la procédure decrite dans la littérature [4,5], leur

caractérisation physicochimique et leur détermination structurale. La formation de ces
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complexes a partir des bases de Schiff est assez aisée [6-8]. De plus nous présentons l'activité
antimicrobienne de trois composés bases de Schiff hétérocycliques synthétisés dans cette
étude. Cette activité a été évaluee sur des bactéries et des champignons isolés dans le
laboratoire de microbiologie du CHU Sétif.

Les infections microbiennes restent des affections graves et leur fréquence a augmenté
de fagon considérable au cours des dernieres années en raison de l'usage extensif des agents
antibactériens et antifongiques dans la médication humaine ainsi que dans les élevages
animaux qui conduit a la sélection de souches microbiennes résistantes. D un autre coté, les

bases de Schiff ont une activité importante comme agent antimicrobiens.

111.2. Synthese des ligands bases de Schiff
a. Ligand L1
Dans un ballon bicol de 100 ml, on dissout (0.216 g ; 1 mmol) de 4.4’-
diaminodiphényl sulfide dans 10 ml d’éthanol a chaud et sous agitation magnétique, aprés une
bonne homogénéisation, on n’ajoute goutte a goutte (2mmoles, 0.19 g) de pyrrole-2-
carboxaldehyde dissout dans 20 ml d’éthanol, la couleur de la solution vire au jaune ensuite le
mélange réactionnel est porté a reflux pendant 3h. La solution obtenue a été laissé pendant
une nuit & température ambiante. 1l s'est formé alors un précipité jaune qui a été récupéré par
filtration, lavé deux fois avec de 1'éthanol et finalement le 4,4’- Bis (2-pyrrole
carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L1) obtenu est séché a I'air libre.
b. Ligand L2
Le 4,4'-bis (2-thiophéne carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L2) a été synthétisé
par la méme méthode précédente mais en utilisant un autre aldéhyde qui est le thiophéne-2-
carboxaldehyde (2 mmol, 0.18 ml) dilué dans 5 ml d’éthanol, un précipité jaune a été réecupéré
apres 3 heures.
c. Ligand L3
Le furane-2-carboxaldehyde (2 mmol, 0.165 ml) a été dilué dans 5 ml d'éthanol et ajouté
par goutte a goutte a une solution chaude de 4,4'-diaminodiphénylsulfide dans 20 ml d'éthanol
absolu. Le mélange réactionnel a été chauffé a reflux sous agitation magnétique pendant 3 h
sous azote. Le précipité de couleur rouge brique formé apres 3 jours de refroidissement a
température ambiante a été isolé par filtration et ensuite lavé avec de I'éthanol plusieurs fois,

et le produit 4,4'-bis (2-furane carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L3) a eté récupére.
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L'avancement des réactions et la pureté des produits ont été suivis par CCM en utilisant le
mélange dichlorométhane : éthanol (8:2) comme éluant. Les rendements et les points de
fusion des produits obtenus ont été déterminés. Les trois ligands obtenus ont été caractérisés
par spectrométrie infrarouge pour confirmer la disparition de la fonction aldéhyde et le
groupement amine primaire et par résonance magnétique nucléaire du proton pour mieux
établir leurs structures. Le procédé de condensation du 4.4‘diaminodiphényl sulfide avec trois
différents aldéhydes 2-thiophene carboxaldehyde, 2-furane carboxaldehyde et 2-

pyrrolecarboxaldehyde a lieu selon le mécanisme réactionnel décrit dans le schéma 111.2.
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Schéma 111.2. Mécanisme réactionnel des ligands (L1, L2 et L3).
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Le schéma réactionnel représenté ci-dessous met en évidence la synthese des ligands
bases de Schiff.
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Schéma 111.3. Schéma réactionnel de la synthése des ligands (L1, L2 et L3).
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111.2.1. Résultats et discussion

Les bases de Schiff synthétisées (L1, L2 et L3) sont des solides colorés et non
hygroscopiques. Ils sont stables a l'air et a température ambiante, et leurs points de fusion sont
aigus indiquant la pureté de ces derniers. Des tests de solubilité sur ces ligands révelent qu'ils
sont insolubles dans I'eau, partiellement solubles dans I'éthanol mais solubles dans le DMF, le
DMSO et le CHCIs. Leurs structures ont été établies a partir de l'analyse élémentaire et les
données spectroscopiques (UV-Vis, IR et RMN H). Les propriétés analytiques et physiques

de ces bases de Schiff sont regroupées dans le tableau 111-1.

111.2.1.1. Analyse élémentaire

La formule chimique de chacune de ces bases de Schiff (L1, L2 etL.3) synthétisées a
été confirmée par leurs analyses élémentaires qui ont été obtenues en estimant les teneurs en
carbone, hydrogene, azote et soufre de leurs structures. Les résultats des pourcentages
C, H, N et S (Tableau I11-1) sont en accord avec la composition suggérée pour les composés
synthétisés.
Les données analytiques s'‘accordent bien avec les formules chimiques des produits obtenus et

ils sont confirmés par les spectres UV-Vis, IR et RMN!H.

Tableau I11. 1. Propriétés analytiques et physiques des ligandsL.1, L2 et L3

Analyse élémentaire expérimentale

8 ot (calculée) (%)
(72}
Q formule iy
o 0, o
g moléculaire Couleur  Rdt (%) (°C)
o C H N S o}
L1  CxHisNaS jaune 83.12 192 71.34 4.75 15.34 8.35 -
(71.31) (4.91) (15.1) (8.65)
L2 C22H16NZS3 jaune 83.14 164 65.45 4.08 7.19 23.36 -
(65.30) (3.99) (7.52) (23.77)
L3 CxHisN20O2 rouge 87.25 142 70.77 4.46 8.12 7.95 -
S brique (70.94) (4.34) (7.52) (8.61) (8.59)
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I11. 2.1.2. Caractérisations des ligands par les méthodes spectroscopiques

111.2.1.2. 1. Spectrométrie ultraviolet-visible (UV-Vis)

Les spectres UV-Vis des bases de Schiff (L1, L2 et L3) synthétisées sont présentés sur les
figures 1, 2 et 3 respectivement (voir Annexe). Les valeurs des longueurs d’onde et les
absorbances des ligands sont regroupées dans le tableau IlI. 2.

Le spectre d'absorption du composé synthétisé L1 montre deux bandes dans le domaine
ultraviolet, la premiere a 229 nm est attribuée aux transitions ©1 — 7* des cycles aromatiques
et la deuxieme a 349 nm correspond a la transition n — ©* due au groupement azométhine [9-
11]. De méme, des bandes observées a 229 nm, 356 nm pour le ligand L2 et a 228, 347 nm
pour L3. Les deux bandes d'absorption a 268 et 300 nm sont observées dans les spectres de la
base de Schiff L2, qui sont assignés a = — m * et n — 7 * respectivement. Alors que le
composé L3 présente une bande a 275 nm, qui peut étre attribuée a la transition = — m*. Les
composés (L1, L2 et L3) absorbent faiblement dans la région visible a de faibles

concentrations.

Tableau I11. 2. Valeurs des longueurs d’onde et les absorbances des ligands synthétisés.

Composés A(D.O) Amax (NM) Transitions
0.576 229 T — ¥
L1 1.704 349 n—7*
0.862 229 T — ¥
1.335 268 T — ¥
L2 1.393 300 n—7*
1.712 356 n—7*
0.760 228 T — ¥
L3 1.401 275 T — ¥
0.712 347 n — m*

I11. 2. 1.2. 2. Spectrométrie infrarouge (IR)

Les spectres IR des ligands (L1, L2 et L3) sont présentés sur les figures 4, 5 et 6
respectivement (Annexe). Leurs bandes vibrationnelles significatives et leurs attributions sont
regroupées dans le tableau I11. 3.

Le spectre IR de L1 montre une bande de forte intensité a 1612 cmattribuée a la vibration
d'élongation azométhine (HC = N) ce qui indique la formation de la base de Schiff. De méme,
les bandes a 1615 cm™ et 1619 cm™ dans L2 et L3respectivement [12-16]. Les bandes de
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faible intensité observées dans la région 3120-3040 cm™ sont assignées aux vibrations
d'élongation des (C-H) aromatiques, les vibrations d'élongation symétriques de (C-H)
aliphatiques apparaissent entre 2960 et 2810 cm™ dans les trois ligands. La bande observée

a 3429 cm? dans le ligand L1 est due a la vibration d'élongation de v (-NH) du cycle
aromatique du pyrrole et la bande de vibration caractéristique du v(C-N-C) est située a 1079
cm™[19]. Le spectre IR de L2 présente une bande a 847 cm™ qui est attribuée a la vibration
d'élongation (C-S-C) du cycle de thiophéne [17,18], tandis que la bande observée & 1022 cm'?
dans le composé L3 correspond a la vibration d’élongation (C- O-C) du cycle furane [19]. Les
différentes bandes d'absorption dans l'intervalle 1500-1580 cm™ assignées aux vibrations
d’élongation (CH = CH) des cycles aromatiques, de plus les bandes observées dans la région
740-690 cm™ dans les trois bases de Schiff (L1, L2 et L3) proviennent de 1’élongation v(C-S).

Tableau I11. 3. Principales bandes IR (en cm™) des ligands (L1, L2 et L3).

v(N-H) v(—CH=N-) 8(N-H) v(C=C) v(C-N-C) v(C-S-C) v(C-0-C) v(S-O)
Ligands
L1 3429 1612 1565 1551 1079
730
L2
1615 - 1571 - 847 699
L3 1619 - 1504 - - 1222 747

I11. 2.1. 2. 3. Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN H)

L'analyse par résonance magnétique nucléaire du proton (RMN H) de nouveaux
ligands bases de Schiff synthétisés confirme leurs structures. Les spectres RMN *H de ces
ligands (L1, L2 etL3) illustrés sur les figures I11. 1, 2 et 3 respectivement montrent les protons
d'azométhine (-HC = N) a 8,68 ppm, 9,68 ppm et 8,39 ppm respectivement sous forme des
singulets [19,20] et les multiplets attribués aux protons aromatiques a 6,42-7,89 ppm [21]. Le
proton pyrrole-NH apparait sous forme d'un singulet a 10,06 ppm pour le composé L1 [12].
Les signaux de tous les protons des bases de Schiff L1-L3 se sont révélés dans leur domaine
attendu.
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111.3. Synthese des complexes métalliques

I11. 3. 1. Synthése des complexes cuivriques
e Complexe Cu (L1) (1)

Ce complexe a été préparé (Schéma Ill. 4) a reflux et sous agitation magnétique
durant 8h en versant goutte & goutte une mmole (0.199 g) d'acétate de cuivre hydraté
Cu(CH3COO),. 4H20 dissoute dans 5 ml d’éthanol a une solution de ligand L1 (Immole
,0.354g) dans le dichlorométhane (10 ml), dans un rapport molaire 1:1. Le mélange
réactionnel est ensuite laissé refroidir a la température ambiante pendant une nuit, un précipité
s'est formé. Le produit est filtré et lavé plusieurs fois avec de I'éthanol puis le dichlorométhane

puis séché a l'air.

CH,Cl,/ETOH N N

| +Cu (CH3CO0) , 4H0  ——— |\;CUAN/|
OERY 5

Schéma I11. 4. Schéma réactionnel de la synthése du complexe (1).

e Complexe Cu (L3)(CHsCOO)2 (I1)
Le complexe (Il) a été obtenu d’aprés la méme procédure précédente, mais
seulement la réaction du L3 (Immole ; 0.372 g) et ’acétate de cuivre hydraté Cu(CHs
C00)2.4H20 (Immole ; 0.199 g) a été faite sous azote, le précipité formé apres 3 jours de

refroidissement, selon le schéma réactionnel suivant:

| CHCL/ETOH  h——— [ e
S e v
9 ) \ \ /)

Schéma I11. 5. Schéma réactionnel de la synthese du complexe (11).

-
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I11. 3. 2. Synthése du complexe de cobalt
e Complexe [Co(CH3COO)2]2(L1).8H20 (111)

Ce complexe a éte préparé a partir de la reaction de L1 (0.354 g ; 1 mmole) et I'acétate de
cobalt hydraté Co(CH3COO) 2. 4H20 (0.249 g ; 1 mmole) en utilisant la méme méthode de
synthése que pour le complexe (1) (Schéma Ill. 6).

SRl o,
CH ,Cl,/ ETOH U l

(I

| G} +00 (CH3 CO0)p, 4H0  —— 3 e ooce l Z_> 2 CH;COOH.6 H,0.
60°C T By CCOO—co—N
NH / \ ! OH, OH2

Schéma I11. 6. Schéma réactionnel de la synthése du complexe(l11).

111.3.3. Résultats et discussion
Les structures des complexes sont proposées a partir des données d'analyse élémentaire
et spectroscopiques.

Tous les complexes métalliques synthétisés sont des solides et se présentent sous
forme de poudre colorée. Ils sont insolubles dans les solvants organiques comme 1’éthanol, le
méthanol et le dichlorométhane a température ambiante et a chaud. Par contre, ils sont peu
solubles dans le diméthylsulfoxide (DMSO) et le dimethylformamide (DMF). Les rendements
et les propriétés physique et analytique de chaque complexe synthétisé sont consignés dans le
tableau 111.4.
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Tableau I11.4. Propriétés physique et analytique des complexes (I-111)

Analyse élémentaire Calculée
(trouvée) (%)
M
Complexes (g/mole) Couleur Rdt (%) Pf (°C)
H N S
60.87 4.19 12.90 7.39
Cu (L) (1) 434.04 Marron 30 >0240 (60.98) (4.36) (13.22) (7.16)
foncé
56.36 3.71 6.43 7.35
Cu (CH3sCOO)p(L3) | ©954.10 Marron 60 >240 (57.38) (4.00) (8.12) (8.54)
(1)
[Co(CHsCOO)] 41.45 5.29 6.44 3.68
o(CHs 2o | geg8.72 (39.82) (4.25) (5.83) (3.50)
(L1).8H20 (111) Marron 60 > 240

I11. 3. 3. 1. Analyse élémentaire
Les résultats des pourcentages C, H, N et S (tableau 1l1-4) trouvés pour chaque
complexe synthétisé ont conduit aux structures proposées, ces dernieres sont confirmees et

complétées par les données spectroscopiques UV-Vis et IR.

I11. 3. 3. 2. Caractérisation des complexes synthétisés par les méthodes spectroscopiques

I11. 3. 3. 2. 1. Spectrométrie ultraviolet-visible (UV-Vis)

Les spectres électroniques d'absorption des complexes synthétisés (I, 11 et I11) dans le
domaine 200-800 nm sont illustrés sur les figures I11. 7, 8 et 9 respectivement (voir annexe).
Le spectre UV-Vis du complexe de cuivre (1) présente deux bandes d'absorption dans I'UV
localisées a 261et 353 nm caractéristiques des transitions 1 — 7* des cycles aromatiques et
n—7* du groupement azométhine respectivement, elles sont déplacées vers de plus hautes
longueurs d'onde ce qui confirme la présence du ligand L1 dans le complexe [22]. Une seule
bande apparait dans le visible autour de 450 nm sous forme d'un épaulement (transition d-d)
[23].

Le spectre d'absorption du complexe de cuivre (I1) affiche une seule bande d’absorption vers
275 nm attribuée aux transitions = — n* et la disparition des bandes observées dans le ligand.
Dans le domaine ultraviolet le spectre d'absorption du complexe de cobalt (111) affiche deux
bandes intenses localisées a 264 et 381 nm qui sont assignées a la transition 1 — ©* et n—n*
respectivement. Dans le domaine du visible on observe un large épaulement de faible intensité
situe entre 450 et 580 nm da a la transition d-d. [23].
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Les valeurs des longueurs d’onde et les absorbances des complexes métalliques sont

regroupées dans le tableau Ill. 5.

Tableau I11. 5. Valeurs des longueurs d’onde et les absorbances des complexes synthétisés.

Composés A(D.O) Amax (NM) Transitions

0.548 261 T — ¥

I 0.769 353 n— m*
0.349 450 d-d

1 1.776 275 T — ¥

0.224 264 T— ¥

1l 1.060 381 n—7*
0.331 450-580 d-d

I11. 3. 3. 2. 2. Spectrométrie infrarouge (IR)

La spectroscopie d’absorption infrarouge a permis, comme étant une étape
préliminaire, de caractériser les complexes obtenus et vérifier la nature des especes insérées,
en effet s'il y a une complexation on observe un déplacement de certaines bandes.

L'examen des spectres IR de ces complexes en comparaison avec ceux des ligands
correspondants a montré qu'il y a la formation des complexes métalliques. Les principales
bandes d'absorption IR (cm™) des complexes (I, 11 et 111) synthétisés sont regroupées dans le
tableau 111.6.

Le spectre IR du complexe de cuivre (I) (figure 10 de I’annexe), montre la disparition de la
bande de vibration d'élongation ainsi que celle de déformation du groupement NH ce qui
indique que L1 a formé une liaison covalente avec le cuivre et celle de la fonction imine N=C
est déplacée vers 1592cm™ ce qui confirme que le ligand L1 est coordonné au cuivre par le
groupement imine N=C.

Le spectre IR du complexe (1) (figure 11 de I’annexe) révele la présence de toutes les bandes
d'absorption du ligand L3 avec un léger déplacement vers des énergies plus basses. La
coordination est confirmée par l'apparition d'une nouvelle bande large de faible intensité
située entre 1436 et 1307 cm™ due aux vibrations de déformation des groupements CHs. Les
bandes apparaissant dans Dintervalle 1583-1664 cm™ correspondent aux vibrations
d’¢élongation impliquant le groupement carboxylique COO™ [24,25]. Les nouvelles bandes
localisées dans la région 720-600 cm™ indiquent qu'il y a formation d’une liaison Métal-

ligand.
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Le complexe de cobalt (I111) affiche la disparition de la liaison NH indiquant la formation
d'une liaison covalente N-métal, et I'apparition d'une nouvelle bande & 1739 cm™ assignée a la
vibration d'élongation C=0 du groupement carboxylique COO" [24,25]. La bande large de
faible intensité caractéristique des molécules d'eau est observée 3467 cm™, et le déplacement
du positon des bandes caractéristiques du ligand L1 dans le complexe (I11) permet de

conclure qu'il a eu formation d'un complexe.

Tableaulll.6. Principales bandes d'absorption IR (cm™) des complexes (I-111)

Complexes

v(N-H) Vv(C=0)  y(CH=N) 3(CHa) v(C=C) v(C-N-C) v(C-0-C) v(S—C)

1592 - 1551 1079 730
1 1720
- 1586 1363 1571 - 1014 699
1739
111
1560 1383 1504 1039 - 747

I11.4. Activité Antimicrobienne des Ligands Base de Schiff Synthétisées
III. 4. 1. L’activité Antibactérienne

L’¢évaluation de I’effet antibactérien des bases de Schiff est testée par la méthode de
diffusion sur gélose, qui représente 1’antibiogramme standard pour I’étude de D’activité
antibactérienne, puis par détermination de la concentration minimale inhibitrice pour les
ligands ayant montré une activit¢ par 1’antibiogramme standard. L’étude de D’activité
bactéricide des composés a été testée par détermination de la concentration minimale
bactéricide.

L’¢tude de I’activité antibactérienne a été réalisée dans le DMSO qui représente un
solvant stérile, ne favorisant pas la croissance des bactéries [26-28].
I11. 4. 1. 1. Méthode de diffusion sur gelose

a- Milieu pour ’antibiogramme :
- Apres stérilisation de la gélose Muller —Hinton dans I’autoclave. Elle a été coulée

en boite de Pétri sur une épaisseur de 4mm.
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- La gélose a été séchée avant I’emploi.
b- Préparation de I’inoculum :

- A partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’isolement appropri¢, quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques ont été raclées a I’aide d’un
écouvillon.

- L’écouvillon a été bien déchargé dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 %.

- La suspension bactérienne a été bien homogénéisée, son opacité a été ajustée a 0.5
MF (0.5x10° CFU mL™) a I’aide d’un densitométre.

c- Ensemencement

- Un écouvillon stérile a ét¢ Trempé dans 1’inoculum puis essoré en le pressant
fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de décharger le
surplus.

- L’écouvillon a été Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en
stries serrees.

- L’opération a été répétée 2 fois, en tournant la boite a 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. L’ensemencement était fini en
passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

d- Application des disques de produits

Les disques de papier buvard stérile mesurant 6 mm préalablement trempés dans une

concentration de 25 mg/ml de composés d'essai ont été placés dans le milieu Muller-

Hinton ensemencé.

- Un disque de gentamicine (charge 10ug) a été utilisé comme contrble positif,
tandis que le disque trempé dans le DMSO a été utilisé comme contrdle négatif

e- Condition d’incubation

- Les boites ont été inversées et incubées pendant 24 h a 37°C dans 1’étuve.

- La sensibilité a été évaluée sur la base du diametre de la zone d'inhibition contre
les souches bactériennes a Gram positif et a Gram négatif. Les diametres des zones
d'inhibition ont été mesurés et comparés avec ceux du contréle.

I11. 4. 1. 2. Détermination de la concentration Minimale inhibitrice (CMI)

La CMI a été effectuée, pour I’ensemble des ligands ayant montré une activité par
I’antibiogramme standard.
La CMI se définit comme étant la plus faible concentration d'antibiotique ou du

produit a tester (bases de Schiff dans notre cas) capable d’inhiber la croissance bactérienne



Chapitre 111 Synthése, Caractérisation de Nouveaux Ligands base de Schiff, leurs Complexes De Cu (I1) et Co
(1) et Leurs études biologiques

apres 24 h d'incubation a 37 °c dans un milieu de croissance adéquat. Elle a été déterminée

par la méthode de micro dilution du produit a tester en milieu Mueller-Hinton liquide.

+ Meéthode de dilution en milieu liquide
a- milieu de culture

- Le milieu de culture utilisé est le milieu Muller-Hinton liquide.
b- gamme de dilution des composés a tester (base de schiff)

- 25 mg de poudre de base de Schiff a été dissoute dans 1ml de solvant DMSO,
pour obtenir une solution mere a 25 mg/ml, le milieu MH a été réparti dans des
tubes stériles a raison de 100p par tube.

- Des dilutions semi-logarithmiques a raison de 2 ont été réalisées a partir de la
solution mere, des concentrations intermédiaires allant de 12.5 mg/ml a 0.78
mg/ml ont été obtenues (tableau 111.7).

C- préparation de ’inoculum bactérien
- A partir d’une culture pure de 24 heures, une suspension de la souche a tester a été
préparée dans 10 ml d’eau physiologique stérile avec une densité équivalente & 0.5
MF (0.5x10° CFU mL1).
d- distribution de I’inoculum bactérien

- Elle doit se faire dans les 15 mn suivant la préparation de 1I’inoculum.

- Les tubes des composés testés ont été inoculés avec 20 pl de suspension bactérienne
par tube.

- Pour chaque série, un témoin sans base de Schiff a été réalisé.

- Les dilutions de I’inoculum bactérien a une densité de 0.5 MF (1/10; 1/100;
1/1000 ; 1/10000) sont repiquées en strie sur gélose Muller-Hinton, pour servir
comme témoin.

f- distribution du milieu MH
- 280 pl de MH a été réparti dans les tubes, la concentration de base de Schiff
obtenue est alors de 3.125 mg/ml a 0.195 mg/ml.
f- Incubation
- Les tubes étaient bouchés et incubés a I’étuve pendant 24 h a 37°C.
g- Lecture
- La plus faible concentration inhibant la croissance bactérienne (absence de turbidité
dans les tubes a essai apres 24 h d'incubation) a été considérée comme la valeur de la
CMI [29].
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Tableau I11.7. Description du mode opératoire (technique de dilution en milieu liquide).

R _Volumg du , Concentration  Volume de MH Concentration
N° tubes ligand ajouté - P, L Inoculum .
. intermédiaire ajouté finale
(base de schiff)

100 pl de
1 solution 25 12.5 mg/ml 280 pl 20 ul 3.125 mg/ml
mg/ml
100 pl de

solution 12.5
mg/ml 6.25 mg/ml 280 pl 20 ul 1.562 mg/ml

100 pl de

solution 6.25
3 mg/ml 3.125 mg/ml 280 pl 20 ul 0.781 mg/ml

100 pl de

solution 3.125
mg/ml 1.56 mg/ml 280 pl 20 pl 0.39 mg/ml

100 pl de
solution 1.56

mg/ml 0.78 mg/ml 280 pl 20 pl 0.195 mg/ml

I11. 4. 1. 3. Détermination de la concentration Minimale Bactéricide (CMB)

La turbidité intrinséque des composes en solution a nécessité I'application de la CMB,
le test CMB a ét¢é utilisé comme troisieme méthode pour 1'étude de I’activité antibactérienne.
Les tubes contenant les dilutions des composés a tester avec I’inoculum bactérien dans le
milieu de Muller Hinton liquide (les tubes du test CMI) ont été repiqués en stries sur milieu
gélosé coulé en boites de pétri. Ces boites gélosées ont été incubées a 37 ° C pendant 24 h.
Pour chaque série, un témoin a été effectué sans base de Schiff. Les dilutions de I'inoculum
bactérien a une densité de 0,5 MF (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000) ont €té repiquées en stries
sur une boite de gélose Muller-Hinton pour servir comme témoin [30].

La CMB a été définie comme la plus faible concentration de base de Schiff ne laissant
survivre qu’un nombre de bactéries inférieur ou égal a 0,01 % de l'inoculum bactérien en

comparant avec les dilutions bactériennes témoins.
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[ Milieu de culture (MH) ou (SDA) }

Milieu de culture + souches de chaque
bactérie ou souche fongique

Escherichia coli ATCC
Bacteries Champignons
) Pseudomonas aeruginosa [ Microsporum canis J
ATCC
| Staphylococcusaureus

ATCC

[ Candida albicans ——

J

——»  Klebsiella pneumoniae

—” | Proteus mirabilis Dépot des disques 4
contenant les composes
synthétisés a différente

., | Serratia marcescens concentration

Dépdt des disques contenant les

composés synthétises a différente

concentration @ @

Incubation a 27 °C Incubation a 27 °C
pendant 07 jours pendant 48 h

Incubation a 37 °C
pendant 24 h

Figure 111.4. Protocole expérimental de I’essai de I’activité antibactérienne et antifongique de chaque
composé synthétisé (L1, L2 et L3).


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Serratia_marcescens&action=edit&redlink=1
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/
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Jour 2

Lecture de ’antibiogramme et détermination de la CMI.

Impossible de

Croissance trouble > determiner CMI

Dénombrement
sur gélose

Lecture apres
24 ha3r7°C

Evaluation de la
concentration bactérienne
dans I’inoculum témoins)

Détermination de CMB en comparaison

avec I’inoculum témoins

Figure 111.5. Détermination de la CMI et la CMB
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I11. 4. 2. Activité Antifongique par la méthode de diffusion sur gélose
L’évaluation de I’effet antifongique des bases de Schiff a été testée par la méme méthode de

I’activité antibactérienne avec quelques modifications.

111.4.2.1. Pour la levure
L’évaluation de I’activité antifongique de nos produits, consiste a estimer 1’inhibition

de la croissance des levures en contact des différents produits, et ceci par la méthode de
diffusion sur boite de gélose (diffusion sur milieu gélosé) en utilisant des disques de papier
buvard de 6mm de diamétre préalablement stérilisés par autoclavage et trempés dans les
produits a tester.

a- Préparation de ’inoculum
La méthode de préparation de 1’inoculum consiste a préparer, a partir d’une culture de 48h sur
milieu gélosé, une suspension fongique en solution saline d’eau physiologique stérile (0.9%
NaCl) a une concentration de 0,5 x 10° CFU mL™.

b- Diffusion sur milieu gélosé
La méthode de diffusion sur milieu gélosé a été réalisée sur le milieu Sabouraud dextrose (SDA).
Le milieu a été fondu dans un bain marie a 95°C, puis a été verse simultanément et aseptiquement
dans une boite de Pétri a raison de 15 ml par boite. Aprés refroidissement a température ambiante,
la suspension de spore fongique a été ensemencée et le milieu a été laissé solidifier sur la
paillasse. A D’aide d’une pince stérile, un disque de papier buvard de 6mm de diametre
préalablement stérilisé, a été imbibé de la base de Schiff a tester (25mg/ml), puis le disque a été
déposé sur la surface gélosée seche des boites de Pétri. Les boites ont été laissées durant 20
minutes a température ambiante pour permettre la diffusion du produit. Elles ont été ensuite
incubées a I’étuve a 27°C pendant 48 heures.
111.4.2.2. Pour le dermatophyte

L’évaluation de ’activité antifongique des bases de Schiff, consiste a estimer ’inhibition de
la croissance du dermatophyte soumis au contact de nos produits, et ceci par la méthode de
diffusion sur milieu gélosé.

a- Préparation de ’inoculum

L’inoculum a été préparé a partir d’une culture de sept jours sur milieu de Sabouraud
Dextrose (SDA). Les conidies ont été récupérées apres un raclage 2 fois dans 10 ml d'eau
distillée stérile. L'ensemble a été centrifugé pendant 5 minutes a 3500 tours par minute et le
surnageant de culture obtenu a été ensuite ajusté a une valeur d’absorbance comprise entre
0,06 et 0,1 a 630 nm.
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b- Diffusion sur milieu gélosé

La méthode de diffusion sur milieu gélosé a été réalisée sur le milieu Sabouraud
dextrose agar (SDA). Ce milieu a été fondu dans un bain-marie a 95°C, puis a été distribué
aseptiqguement dans des boites de Peétri de 90 mm de diamétre. Apres refroidissement a
température ambiante,
la suspension fongique a été ensemencée. A 1’aide d’une pince stérile, un disque de papier
buvard de 6mm de diamétre préalablement stérilisé et imbibé de la base de Schiff a tester, a
été déposé sur la surface gélosée seche. Un disque imbibé avec le DMSO a été déposé dans les
mémes conditions et a servi de témoin. Aprés 7 jours d’incubation a 27°C, le diamétre de la

zone d’inhibition est mesuré [29].

I11. 4. 3. Résultats et Discussion

Au cours de nos investigations, I’activité antimicrobienne a été évaluée vis-a-vis de six
souches bactériennes de : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Serratia marcescens & Gram négatif,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a Gram positif, en utilisant la méthode de diffusion des
disques sur milieu Mueller-Hinton gélosé (MHA) et deux souches fongiques : Microsporum
canis et Candida albicans, également par la méthode de diffusion des disques sur milieu
sabouraud dextrose (SDA).

L'échelle d'estimation de [l'activité antimicrobienne est donnée par Barros et
collaborateur [31]. Ils ont classé les diameétres des zones d'inhibition (D) de la croissance
microbienne en 5 classes :

- Tres fortement inhibitrice : D >15 mm ;

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

- Modérément inhibitrice : 10 mm <D < 11.9mm ;

- Légerement inhibitrice : 7mm <D < 9.9 mm ;

- Non inhibitrice : D < 7 mm.

I11.4. 3. 1. Activité antibacterienne

Le test de sensibilité bactérienne a nos composes (L1-L3) est regroupé dans le
Tableau 111.8. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures. L’action inhibitrice
se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné par les

composeés testés et leurs représentations graphiques sont montrées sur la Figure I11.6.
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Ces observations expérimentales indiquent que ces composés ont montré une activité
antibactérienne non significative par apport a la gentamycine (10 pg), le nouveau compose L1
a montré une zone d'inhibition modérée avec E. coli, une faible activité avec S. aureus, K.
pneumonie, P. mirabilis et S. marcescens et n’a montré aucune activité sur P. aeruginosa
(Figure I11. 7). Les composes de L2 et L3 ont eu une bonne activité contre E. coli, une faible
activité contre S. aureus, K. pneumonie, P. mabilis et S. marcescens, alors qu'ils n‘ont montré
aucune activité sur P. aeruginosa (Figure 111.8 et 111.9).

Le micro-organisme le plus sensible a ces composés a été E. coli ATCC 25922, dont le
diamétre d’inhibition a été égal a 10, 13 et 13 mm pour L1, L2 et L3 respectivement. Il a été
remarque que P. aeruginosa a été non sensible a I'action de bases de schiff par rapport aux
autres souches étudiées. Cette résistance de P. aeruginosa n'est pas surprenante, elle est due a
la nature de sa membrane externe qui lui confére la résistance a la plupart des agents biocides
[32].

Tableau I11. 8. Activité antibactérienne des bases de Schiff synthétisées (L1, L2 et L3), contre les
bactéries & Gram positif et a Gram-négatif [zone d'inhibition (mm)].

. . P. k. P. S.
Composés E. coli ; S. aureus . R
aeruginosa pneumoniae  mirabilis  marcescens
L1 10.00 0.00 8.00 7.00 7.00 7.00
L2 13.00 0.00 8.00 8 00 7.00 7.00
L3 13.00 0.00 8.00 7.00 7.00 7.00
GN 35.00 33.00 30.00 28.00 33.00 30.00
DMSO 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Toutes les données sont les moyennes des mesures en triple.
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Figure I11. 6. Activité antibactérienne des bases de Schiff synthétisées contre les bactéries a Gram
positif et & Gram négatif.

Figure I11. 7. Activité antibactérienne de la base de Schiff L1 sur : a- E. coli ATCC, b- P. aeruginosa
ATCC, c- S. aureus ATCC, d- k. pneumoniae, e- P. mirabilis, f-S. marcescens.
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Figure I11. 8. Activité antibactérienne de la base de Schiff L2 sur : a- E. coli ATCC, b- P. aeruginosa
ATCC, c- S. aureus ATCC, d- k. pneumoniae, e- P. mirabilis, f-S. marcescens

Figure 111. 9. Activité antibactérienne de la base de Schiff L3 sur : a- E.coli ATCC, b- P. aeruginosa
ATCC, c- S. aureus ATCC, d - k. pneumoniae, e- P. mirabilis, f- S. marcescens.
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Les valeurs de CMB ont révelé que tous les composés synthétisés (L1, L2 et L3) ont
pratiquement le méme effet bactéricide (< 0,195 mg ml-1) sur E. coli, et n'ont pas d'effet
bactéricide sur les souches qui ont une faible sensibilité par la méthode de diffusion des
disques (Tableau I11.9.).

Les concentrations minimales bactéricides sont étudiées dans les laboratoires de diagnostic

afin de choisir les antibiotiques les plus bactéricides surtout dans les infections graves.

Tableau 111.9. CMI et CMB (mg/mL) de différentes bases de Schiff synthétisés (L1, L2 et L3).

E. coli S. aureus K. pneumoniae P. mirabilis S. marcescens
Composés

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

<
L1 N.D. N.D. No N.D. No No No
0.195 CMB CMB N.D. CMB N.D. CMB
2 < No No No No
N.D. 0.195 N.D. CMB N.D. CMB N.D. CMB N.D. CMB
No No No

L3 N.D. < No

0.195 N.D. CMB N.D. CMB N.D. CMB N.D. CMB

N.D. impossible & détecter

A partir des valeurs des diamétres des zones d’inhibition des souches bactériennes
étudiées, ainsi que les valeurs des concentrations minimales bactéricides correspondantes des
produits testés, on peut dire que, les composés testés n’ont montré aucune activité
significative contre les six souches bactériennes testées. Cela peut étre attribué au faible
caractére de lipophilie des composés, qui ne favorise pas leur pénétration a travers la couche
lipidique des membranes bactériennes, donc L1, L2 et L3 ne peuvent pas inhiber les souches

étudiées : E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae, P. mirabilis et S. marcescens.

111.4.3.2. Activité antifongique

L'activité antifongique des composés a été testée contre C. albicans, et M. cannis. Les
diametres des zones d'inhibition (en mm) sont regroupés dans le tableau 111.10, et leurs
représentations graphiques sont illustrées dans la figure 111. 10. Le composé L1 a empéché de
maniere significative la croissance de M. canis (15,33 mm de diametre), la méme activité a
été montrée contre C. albicans mais a été plus faible sur M. cannis (Fig. 111.11 et 111.12). Les

composés L2 et L3 ont montré une bonne activité sur C. albicans. Contre M. canis, le
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composé L2 a montré un effet modéré, ’effet de L3 a été faible (Fig. 111.11 et 111.12), ceci est
probablement di & la fonction (C-O-C) dans le cycle furanique qui n’a pas réagi vis-a-vis de
la cellule fongique.

Tableau 111.10. Activité antifongique des bases de Schiff synthétisées (L1-L3) [zone d'inhibition

(mm)].
, C. albicans M. canis
Composés
L1 14.50 15.33
L2 13.50 11.00
L3 14.50 7.00
DMSO 0.00 0.00

Toutes les données sont les moyennes des mesures en triple.
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Figure 111.10. Activité antifongique des bases de Schiff synthétisées (L1, L2 et L3).
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Figure 111.11. Activité antifongique des bases de Schiff sur C. albicans : a- composé L1 ; b- composé
L2 ; composé L3.

Figure 111.12. Activité antifongique de bases de Schiff sur M. cannis : a- composé L1 ; b- compose
L2 ; composé L3.

L’activité antimicrobienne des bases de Schiff peut étre expliquée par leur aptitude a la
formation de liaisons hydrogéne par N et O atomes donneurs avec les constituants cellulaires.
Les structures des bases de Schiff, ainsi que celle de la souche microbienne utilisée, sont

strictement liées a l'activité [33].

111.5. Conclusion

Trois nouveaux ligands bases de Schiff symétriques ont été synthétisés dans ce
chapitre a partir de la réaction de 4,4'-diaminodiphénylsulfure et trois différents aldéhydes
dans I'éthanol avec des bons rendements. L'analyse élémentaire de ces ligands et leurs
spectres UV-Vis IR et RMN *H ont permis d'identifier leurs structures. Les complexes I, 11 et
111 synthétisés ont été obtenus a partir de simples réactions dans le dichlorométhane avec des
rendements acceptables a I'exception de celui du complexe I, et leurs points de fusion sont
élevés. L'analyse élémentaire de ces complexes et I'étude spectrales UV-vis et IR ont montrés

gu’une liaison covalente a formé avec le ligand L1 au niveau de 1’atome d'azote
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endocyclique, les complexes 1 et 11 de cuivre sont mononucléaire et le complexe 111 du cobalt
est binucléaire. Nous avons étudié 1’activité antibactérienne et antifongique de trois bases de
schiff synthétisés par la méthode de diffusion sur disque, les composés ont également été
testés pour leur CMI (concentration minimale inhibitrice) et CMB (concentration bactéricide
minimale). L'activité et les valeurs de CMB ont révélé que le micro-organisme le plus
sensible & ces composés bases de schiff était Escherichia coli ATCC 25922, bactérie a Gram
négatif. Ces bases de Schiff ont montré une activité anti fongique meilleure que I’activité

antibactérienne.
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IV. Etude de I’activité antibactérienne de certains composeés azométhines
IV.1. Introduction :

Le groupe azo est un groupe fonctionnel en chimie organique, de formule R-N=N-R'.
C'est un excellent groupe partant. 1l est de structure importante dans le domaine médical et
pharmacologique [1]. Il a été suggéré que la liaison azoimine pourrait étre responsable des
activités biologiques présentées par certaines bases de Schiff [2, 3]. L'existence d'un fragment
azo dans différents types de composés est responsable de I'activité antibactérienne et pesticide.
De plus, les azoimines sont egalement connus pour avoir des activités biologiques telles que les
activités antimicrobiennes [4-6], antifongiques [7], anti tumorales [8] et herbicides [9]. De plus,
le groupe azo est photochromique, sensible au rédox, sensible au pH, utilisé comme indicateur
d'ions métalliques dans la titration complexomeétrique [10-12]. Ils sont trés colorés et possedent
d'excellentes propriétés thermiques et optiques et montrent des applications importantes telles
que le stockage de données optiques, la photo-commutation et les matériaux optiques non-
lineaires [13-17].

A la lumiére de la variété intéressante des activités biologiques observées dans les
composés base de Schiff contenant des différents groupements dans leurs structures, a savoir :
I’hydroxyle (OH), méthoxy, les halogeénes ainsi que certains hétéroatomes, tels que 1’azote,
I’oxygéne et le soufre [18], et les bases de Schiff de la liaisons azoimine (-N=N-C=N-) [19],
nous avons pense qu'il serait intéressant d'examiner I'effet du substituant sur le cycle phényle
des composés azoimines sur les activités biologiques contre différentes souches bactériennes.

Dans ce chapitre, nous avons étudié I'activité antibactérienne des composés azométhine
base de Schiff) synthétisés précédemment de type général PhN = NC (COCH3) = NCsH4R {R
= Cl (A), Br (B), CHs (C), OCHs (D) et R = H (E)} (Figure IV.1) contre trois souches
référentielles, a savoir, Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 a Gram négatif, Staphylococcus aureus ATCC 25923 a Gram positif, et trois souches
cliniques a savoir Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Serratia marcescens a Gram

négatif, isolées dans le laboratoire de microbiologie du CHU Sétif.

Les composeés utilisés dans cette étude ont été synthétisés par M. Z. Al-Noaimi et coll.

[19], selon la procédure décrite sur la Schéma. IV. 1
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Schéma 1V.1. Procedure générale pour la synthése des azométhines (A)-(E).

Les composes azométhines étudieés :
1.1.1.  1-(4-chlorophenylimino)-I-(phenylhydrazono)-propan-2-one (A)
Tf =128 °C. IR: v (N=N) 1480 cm™, v (C=N) 1599 cm™, v (C=0) 1678 cm™
1.1.2.  1-(4-Bromophenylimino)-1-(phenylhydrazono)-propan-2-one (B)
Tf=150°C. IR: v (N=N) 1480 cm™, v (C=N) 1594 cm?, v (C=0) 1673 cm*
1.13.  1-(4-Methylphenylimino)-1-(phenylhydrazono)-propan-2-one (C)
Tf=120°C. IR: v (N=N) 1480 cm, v (C=N) 1595 cm™, v (C=0) 1667 cm™*
1.1.4. 1-(4-Methyloxyphenylimino)-1-(phenylhydrazono)-propan-2-one (D)
Tf =106 °C. IR: v (N=N) 1514 cm™, v (C=N) 1615 cm™, v(C=0) 1656 cm™
1.15.  1-(Phenylimino)-1-(phenylhydrazono)-propan-2-one (E)
Tf=110°C.IR: v (N=N) 1493 cm™, v (C=N) 1601 cm?, v (C=0) 1671 cm™).

IV.2. Activité antibactérienne :

Les souches bactériennes sont les mémes testées avec les composés bases de Schiff
synthétisés et évoqués dans le chapitre Ill, Escherichia coli ATCC 25922 (Gram négatif),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram négatif), Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Gram positif), Klebsiella pneumoniae (Gram négatif), Proteus mirabilis (Gram négatif) et
Serratia marcescens (Gram négatif). Le Muller-Hinton gélose (Difco) et liquide (Difco) ont été
utiliseés.

De la méme maniere, la technique que nous avons utilisée pour évaluer 1’activité
antibactérienne de nos produits azométhines (A, B, C, D et E) est la méthode de diffusion en
milieu gelosé en utilisant des disques stériles de papier buvard [20, 21,22]. L'étude a été menée

dans le DMSO qui est un solvant stérile, ne favorisant pas la croissance des bactéries. Les
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souches bactériennes a tester sont reprises dans un milieu nutritif agar non inhibiteur (Mueller—
Hinton) afin d’obtenir des colonies isolées. Apres incubation a 37°C pendant une nuit, 4 a 5
colonies bien isolées sont transférées dans une solution saline dans un tube & essai. La
suspension bactérienne est ajustée en comparaison a un standard Mc Farland 0,5. Aprés
I’ajustement, un écouvillonnage est réalisé et la surface de la gelose est laissé sécher. Des
disques de 6 mm de diameétre imprégnés avec les composés d'essai sont placés sur le tapis
bactérien a I’aide d’une pince stérile en appliquant une 1égére pression sur la gélose, Le contrdle
positif utilisé est un antibiotique : la gentamicine (10 ug/ disque) et du solvant (DMSO) comme
témoin négatif pour toutes les souches. L’incubation est faite a 37°C pendant 24h. Le résultat
est exprimé en diamétre d’inhibition, les zones d'inhibition claires autour des disques indiquent
la présence d'une activité antibactérienne. Le test a été exécuté en triple. (Tableau 1V.2, figure
IV.1et1V.2.), ces azométhines ont montré une activité antibactérienne modérée par apport a la
gentamycine (10 pg).

Nous avons effectué des dilutions a partir des solutions méeres des composés pour les
systemes qui ont donné des réponses positives par rapport a au moins une souche bactérienne.

Les tests antibactériens ont été effectues pour toutes les dilutions préparées a partir de
solutions meres dont la concentration est de 50 mg / ml. Les dilutions utilisées sont de 25, 12,5,
6,25, 3,125 et 1,562 mg / ml.

L'ensemble des résultats obtenus a travers les essais réalises sont rassemblés dans les
tableaux IV.3, IV.4, IV.5, IV.6 et IV.7.

Chaqgue expérience a été répétée trois (03) fois et la zone moyenne d'inhibition a ensuite

été calculée.

IV.2.1. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les valeurs de CMI ont été déterminées comme pour le deuxiéme test applicable pour
I'étude des propriétés antibactériennes des composés, par la méthode de micro dilution des
composes a tester dans un milieu liquide Mueller-Hinton (MH).

Les mémes dilutions préparées pour la méthode de diffusion en milieu gélosé sont
ajoutées a raison de 0,5 mL dans des tubes contenant 280 ul du milieu Muller Hinton liquide
(MHL) préalablement ensemencés avec 20 pl de la suspension bactérienne, La concentration
en composés azomeéthines obtenue est alors de 6.25 mg / ml a 0,39 mg/ml (Tableau IV.1).

Apres une durée d’incubation de 1 jour a 37°C, la lecture des résultats a permis de
déterminer la CMI pour laquelle on n'observe pas de pousse visible a 1’ceil nu (trouble) [23].
(Tableau 1V.8)
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Tableau IV.1. Description de la procédure (technique de dilution en milieu liquide).

Volume )

N° tubes | d’azométhine Concenfrrfltl-on Volurr-1e d? Inoculum Concentration finale
ajouts Intermédiaire MH ajouté

100 pl de

1 solution de 50 25 mg/ml 280 pl 20 ul 6.250 mg/ml
mg/ml

100 pl de

2 solution de 25 12.5 mg/ml 280 pl 20 ul 3.125 mg/mi
mg/ml

100ul de

3 solution de 6.25 mg/ml 280 pl 20 ul 1.562 mg/ml

12.5 mg/mi
100ul de

4 solution de 3.125 mg/ml 280 pl 20 pl 0.781 mg/ml

6.25 mg/ml
100pl de

5 solution de 1.562 mg/ml 280 pl 20 pl 0.390 mg/ml

3.125 mg/mi

V.2.2. Concentration bactéricide minimale (CMB)

A cause de la turbidité des composeés en solution, on a déterminé la CMB en utilisant la
méme méthode utilisée avec les bases de Schiff synthétisées [24]. Au 2éme jour apres
incubation, une goutte de chaque tube est réensemencée en strie sur une gélose de MH, la CMB
a été définie comme étant la plus faible concentration de 1’agent pour laquelle il y a destruction
d’au moins 99,99 % de I’'inoculum bactérien en comparaison avec les témoins, apres 24H

d’incubation a 37°C.

IV.3. Résultats et discussion

Les composés utilisés dans cette étude ont été préparés comme précédemment [19]. Les
activités des composés azométhines (A-D) contre les micro-organismes utilisés sont
représentées dans le tableau 1V.2 et la Figure 1V.2. Tous les composés ont réagi positivement
sur au moins I'une des souches bactériennes testees, sauf le produit B qui s'est révélé totalement
inactif vis-a-vis des 06 souches bactériennes étudiées. Aucune zone d'inhibition autour des
disques n'a été observée par rapport a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Le composé D
était tres actif sur Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 et actif
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également sur Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Serratia marcescens. Le composé
A était actif sur Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et non
actif sur Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Serratia marcescens. Le composé C était
actif sur Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923, il n'a montré
aucune activité sur Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Serratia marcescens. Le
composé E était actif sur Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC
25923, alors qu'il ne présentait aucune activité sur Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et
Serratia marcescens (Figures IV.2, IV.3, IV.4, IV.5 IV.6 et IV.7).

Tableau IV.2. Activité antibactérienne des azométhines (A-D), contre les bactéries Gram positif et
Gram négatif [zone d’inhibition (mm)].

] S. aureus )
Composés E.COATCC  ATCC 25923  P- aeruginosa Ko P mirabilis S.
25922 ATCC 27853 pneumoniae ' marcescens

A 14.00 13.5 0.00 10 9 8
B 0.00 00 0.00 0.00 0.00 0.00
C 12.33 12.33 0.00 0.00 0.00 0.00
D 15.66 20 0.00 13 14 13.66
E 10.83 12.83 0.00 0.00 0.00 0.00
GN 35.00 33.00 30.00 28.00 33.00 30.00
DMSO 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

G 8 8 8 K

=
o

Zone d'inhibition (mm)

Qyo& ;ﬁ-— && y W = DMSO
7 @“"w& o %‘fﬁ

Figure IV.1. Activité antibactérienne des azométhines (A-D) (50 mg/ml) contre les 6 souches bactériennes.
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Figure 1V.2. Activité antibactérienne des azométhine (A-D) contre E. coli a 50 mg/ml.

Figure 1V.3. Activité antibactérienne des azométhine (A-D) contre S. aureus a 50 mg/ml.

Figure I1V.4. Activité antibactérienne des azométhine (A-D) contre P. aerugenosa a 50 mg/ml.
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Figure IV.5. Activité antibactérienne des azométhine (A-D) contre P. mirabilis a 50 mg/ml.

Figure IV.6. Activité antibactérienne des azométhine (A-D) contre S. marcescens a 50 mg/ml.

Figure IV.7. Activité antibactérienne des azométhine (A-D) contre K. pneumoniae a 50 mg/ml.

A partir des résultats du test, on constate que l'activité antibactérienne est proportionnelle
a la concentration des composés. Les résultats des tests de sensibilité bactérienne a différentes
concentrations de nos composés azométhines sont regroupés dans les tableaux 1V.3, 1V.4, IV.5
et IV.6. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.
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Tableau 1V. 3. Activité antibactérienne d’azométhine A.

Diamétres d’inhibition (mm)

25 125 6.25 3.125 1.562
Concentration (mg/ml)

E. coli ATCC 25922 13.50 13.33 12.33 11.00 09.33
P. aerugenosa
S. aureus ATCC 25923 12.33 11.66 10.33 09.66 09.00
K. pneumoniae 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P. mirabilis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
S. marcescens 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

(-) ; pas d’activité.

A partir des résultats, on constate clairement que le composé n'a présenté aucune

activité sur Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Serratia marcescens avec une

concentration plus faible ou égale a 25 mg / ml.

L’azométhine A est jugée modérément active contre la souche Staphylococcus aureus
ATCC 25923, les concentrations de 1.625 a 25 mg/ml ont donné des diameétres d’inhibition de
09,00 a 12.33 mm respectivement, et contre la souche Escherichia coli ATCC 25922, une
concentration inférieure ou égale 3.125 mg/ml a donné un diametre de 09.33 et 11.00
respectivement. Ce produit est jugé fortement actif sur Escherichia coli ATCC 25922 avec des

diamétres d’inhibition de 12.33 et 13,50 mm a des concentrations de 1.562 et 25 mg/ml

respectivement.

La figure 1V.8 montre les diamétres d’inhibition en fonction des différentes concentrations de

[’azométhine A.
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14
gu
~ 10
-§ uE. coli
s 8
ﬁ u 8. aureus
° 6 = K. pneumonie
g 4 P. mirabilis
u S. marcescens
2
0
25 12,5 6,25 3,125 1,562

Concentration (mg/ml)

Figure 1V.8. Les diamétres d’inhibition des souches en fonction de la concentration de 1’azométhine
A.

Le composé C a révélé une faible activité antibactérienne sur I’ensemble des souches
bactériennes testées (Tableau IV.4), avec des diamétres d’inhibition respectives de 09.33 a
10.66 mm pour Staphylococcus aureus ATCC 25923 et de 08.66 a 10.66 mm pour Escherichia
coli ATCC 25922 avec des concentrations de 1.562 a 25 mg/ml respectivement (Figure 1V.9).

Tableau 1V. 4. Activité antibactérienne de C

Diameétres d’inhibition (mm)

Concentration (mg/ml) 25 125 6.25 3.125 1.562

E. coli ATCC 25922 10.66 10.33 09.33 09.00 08.66

P. aerugenosa

S. aureus ATCC 25923 10.66 10.33 10.00 09.66 09.33

K. pneumoniae

P. mirabilis

S. marcescens

(-) ; pas d’activité.
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o

Zone d'inhibition (mm)
o
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6,25 3,125 1,562

Concentration (mg/ml)

Figure I1V.9. Les diamétres d’inhibition des souches bactériennes en fonction de la concentration du

composé C.

Le composé D n'a montré aucune activité sur Proteus mirabilis avec une concentration

inférieure ou égale a 6,25 mg / ml et sur Klebsiella pneumoniae et Serratia marcescens a une

concentration plus faible ou égale

a 25 mg/ ml (Tableau I1V.5).

Tableau IV. 5. Activité antibactérienne de D.

Diameétres d’inhibition (mm)

Concentration (mg/ml)

25 12.5 6.25 3.125 1.562

E. coli ATCC 25922

14.33 13.83 13.00 12.33 11.33

P. aerugenosa

S. aureus ATCC 25923

19.66 18.33 15.66 14.66 12.66

] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
K. pneumoniae
11.00 10.50 0.00 0.00 0.00
P. mirabilis
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

S. marcescens

(-) ; pas d’activité
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Le micro-organisme le plus sensibles a ce composé était Staphylococcus aureus ATCC
25923 dont le diamétre d’inhibition est égale a 19.66 et 18.33 mm pour des concentrations de
25 et 12.5 mg /ml respectivement.

La souche de Proteus mirabilis a été moins sensible vis-a-vis de 1’azométhine D,
avec des zones d’inhibition de 11.00 et 10,50 mm pour des concentrations de 25 et 12.5 mg/ml
respectivement

Suite a ces résultats, I’azométhine D est jugée fortement active a des concentrations
de 1.562 et 3.125 mg/ml avec des diametres d’inhibition de 12,66 et 14,66 mm respectivement,
et trés fortement active a des concentrations de 6.25 a 25 mg/ml avec des diametre de 15.66 et
19.66 respectivement contre les souches de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Son activité
est modérée contre la souche d’Escherichia coli ATCC 25922 avec un diamétre d’inhibition de
11,33 mm a une concentration de 1.625 mg/ml, et elle est forte avec un diameétre de 12.33 et

14.33 mm a des concentrations de 3.125 a 25 mg/ml respectivement. (Figure V. 10)

_ uE. coll
] u S. aureus
K. pneumonie
P. mirabilis
u S. marcescens
6,25 3,125 1,562

25 125
Concentration (mg/ml)

Zone d'inhibition (mm)
"5 & 8

Figure 1V.10. Les diametres d’inhibition des souches en fonction de la concentration du
produit D.

Enfin, I’azométhine E a présenté une faible activité inhibitrice sur les souches
Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 a des concentrations de
1.562 & 25 mg/ml avec des diameétres de 07.33 & 09.00 mm pour Escherichia coli ATCC 25922
et de 06.66 a 08.66 mm pour Staphylococcus aureus ATCC 25923 respectivement. (Tableau
IV.6, Figure 1V.11)
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Tableau 1V.6. Activité antibactérienne de E.

Diamétres d’inhibition (mm)

Concentration (mg/ml) 25 125 6.25

3.125

1.562

Escherichia coli ATCC 25922 09.00 08.66 08.00

07.66

07.33

P. aerugenosa

Staphylococcus aureus ATCC 25923 08.66  08.00 07.33

07.00

06.66

Klebsiella pneumoniae - - -

Proteus mirabilis - - i

Serratia marcescens - - -

(-) ; pas d’activité

Zone d'inhibition (mm)
©O B N W s N O N ® ©

25 125 6,25

Concentration (mg/ml)

3,125

8

uE, coli
u S. aureus

Figure IV.11. Les diamétres d’inhibition des souches en fonction de la concentration du produit E.
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C
€
.

Figure 1V.12. Activité antibactérienne des azométhines A, C, D et E contre la bactérie E. coli

a:a;25mg/ml, b; 12,5 mg/ml, c; 6.25 mg/ml, d ; 3.125mg/ml et e ; 1.562 mg/ml.
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Figure 1V.13. Activité antibactérienne des azométhines A, C, D et E contre la bactérie S.

aureusa:a; 25 mg/ml, b ; 12.5 mg/ml, ¢ ; 6.25 mg/ml, d ; 3.125 mg/ml et e ; 1.562 mg/ml.
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Figure 1V.14. Activité antibactérienne des azométhines A, C, D et E contre la bactérie K.

pneumoniae a: a; 25 mg/ml, b ; 12.5 mg/ml, c ; 6.25 mg/ml, d ; 3.125mg/ml et e ; 1.562 mg/ml.

‘.

Figure 1V.15. Activité antibactérienne des azométhines A, C, D et E contre la bactérie P. mirabilis

a:a;25mg/ml, b;12.5 mg/ml, c; 6.25 mg/ml, d ; 3.125 mg/ml et e ; 1.562 mg/ml.
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Figure 1V.16. Activité antibactérienne des azométhines A, C, D et E contre la bactérie S. marcescns
a:a;25mg/ml, b;12.5mg/ml, c; 6.25 mg/ml, d ; 3.125mg/ml et e ; 1.562 mg/ml.

En raison de la turbidité des solutions de composeés, la CMI dans tous les cas était

indétectables, les CMB ont été utilisées pour les études antibactériennes.

L'étude des CMB (Tableau IV.7) a réveélé que le composé D avait un effet bactéricide

sur toutes les souches bactériennes, le composé A avait un effet bactéricide sur Escherichia
coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 et n‘avait pas d'effet bactéricide sur

Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens et Proteus mirabilis. Les produits C et E ont eu

un effet bactéricide sur les bactéries qui avaient une sensibilité importante par la méthode de

diffusion du disque.
Tableau IV.7. CMB (mg/mL) de different azométhines (A, C, D et E).

1%}
§ E. coli S. aureus K. pneumoniae P. mirabilis S. marcescens
g— P. aerugenosa
8 CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
< < no no no
A N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.
0.78 0.78 CMB CMB CMB
N.D. < <
C
0.78 - N.D. 0.78 - - -
N.D. < < < < <
D
0.78 - - N.D. 0.78 N.D. 0.78 N.D. 0.78 N.D 0.78
N.D. < <
E
0.78 - N.D. 0.78 - - -

(-); Pas d’activité; (N.D); Pas possible de detecter.
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Les activités antibactériennes des azométhines étudiées peuvent s'expliquer par leur
aptitude a former de liaisons hydrogene a travers les atomes N et O donneurs avec les
composants cellulaires. Les structures des composés azométhines sont strictement liées a
I'activité [25]. Le plus actif parmi les échantillons testés était le composé D, sa structure avec
le groupe méthoxy en position ortho du benzene semble étre le facteur indépendant influencant
I'activité biologique [26]. L'activité antibactérienne élevée pour le composé D est probablement
due a la présence du substituant donneur (-OCHs), tandis que le composé A qui contient un
groupement attracteur tel que le groupe chloro, présente une activité moindre par rapport au

produit D.

IV.4.Conclusion
Ce travail avait pour but I'étude de I'activité antibactérienne des composés azométhines
suivants: A, B, C, D et E, contre certaines especes bactériennes a Gram positif et a Gram
négatif.
Le résultat de I'activité antibactérienne des composés azométhines, a montré que:
- L'activité varie en fonction de la structure et la concentration des composés.
- L'activité varie en fonction de la structure et de la dose des composes.
- La sensibilité des souches testées est différente et dépend des souches. Il y avait des
souches trés sensibles, modérément, sensibles et moins sensibles,
- Le composé D était plus actif notamment sur Staphylococcus aureus ATCC 25923,
d'autre part, le composé B n'avait aucune activité contre les souches bactériennes
testees.
- Le composé D était plus actif notamment sur Staphylococcus aureus ATCC 25923, le
composé B navait aucune activité contre les souches bactériennes testées,
- Lasouche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 n'était sensible a aucun des composés,
- L'activité bactéricide est évaluée par la CMB, elle est importante pour certaines souches.
De nombreux facteurs tels que la présence de groupes donneurs d'électrons,
I'électronégativité peuvent étre des raisons possible pour une activité antibactérienne

remarquable.
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Conclusion générale et perspectives

Dans ce travail trois nouveaux composés bases de Schiff hétérocycliques : 4,4'-bis (2-
pyrrole carboxaldéhyde) diphényldiiminosulfide (L1), 4,4'-bis (2-thiophéne carboxaldéhyde),
diphényldiiminosulfide (L2) et 4,4'- bis ( 2-furane carboxaldéhyde) diphényldiiminosulfide (L3)
ont été synthétisés par des méthodes simples avec de bons rendements et caractérisés par analyse
élémentaire, les méthodes spectroscopiques usuelles UV-vis, IR et par RNM H.

Les complexes des métaux de transition a savoir : le cuivre (1) pour le ligand L1 et L3, et
le cobalt(I1) pour le ligand L1, ont été egalement synthétisés et caractérisés par analyse élémentaire,
ainsi que par les méthodes spectroscopiques : IR et UV-Visible. Les complexes synthétisés sont
solides et stables a I’air et a température ambiante ayant des points de fusion élevés.

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

les structures des composeés synthétisés.

Concernant I’application de ces bases de Schiff L1, L2 et L3 dans le domaine de la

biologie, notre choix a été porté sur les activités antibactériennes et antifongiques.

Les trois composés présentent une activité antibactérienne contre E. coli, la souche
Pseudomonas aerugenosa ATCC n'est sensible a aucun des composés. Ils ont une bonne activité

vis-a-vis de la souche C. albicans.

Globalement le pouvoir antifongique des bases de Schiff synthétisés s’est révélé plus

important que le pouvoir antibactérien.

D’autre part on a étudié ’activité antibactérienne des composes azométhines ; A, B, C, D

et E contre certaines especes bactériennes a Gram positif et a Gram négatif.

L’évaluation de ’effet antibactérien de composés azométhines montre une sensibilité
bactérienne vis-a-vis de 1’une des espéces bactériennes étudiées, sauf le produit B qui est totalement
inactif vis-a-vis des cing souches du Gram positif et négatif testés. L’effet antibactérien est
proportionnel a la concentration des composés.

Parmi les composés azométhines testés, le compose D est plus actif surtout sur
Staphylococcus aureus ATCC. L’action antibactérienne est potentiellement bactéricide, évaluée
par I’étude de la CMB.
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Comme perspectives, on envisage ce qui suit :

v’ Cette étude peut étre utile aux chercheurs qui tentent de futurs travaux pour étudier les
activités biologiques des complexes de bases de Schiff, car ¢’est probablement que les

complexes présentent une activité plus élevée que leurs composés.

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

inflammatoires, antivirales et autres.
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Produits et solvants de synthése
Les produits utilisés comme précurseurs lors des différentes syntheses réalisées sont
commerciaux et ils ont été utilisés sans traitement préalable
e 4 4’diamino diphénylsulfide (FLUKA).
e 2-pyrrole carboxaldehyde (FLUKA).
e -2-thiophene carboxaldehyde (FLUKA).
e 2-furane carboxaldehyde (FLUKA).
e Acétate de cuivre (I1) hydraté (Cu(CHzCOOQ),, 4 H;0).
e Acétate de cobalt (I1) hydraté (Co(CH3COO)z, 4 H20)
e Ethanol (CH3CH20H (Prolabo).
e Dichlorométhane (CH2Cl,) (Prolabo).
e Diméthyl sulfoxyde (DMSO) (Prolabo).
e Azote (N2).
Materiels biologiques
1. Solvants utilisés
Les solvants utilisés sont :
- Diméthyl sulfoxyde (DMSO) (Prolabo)

- Eau physiologique (0.97)

2. Les compositions de milieu de culture utilisés
> Gélose Muller Hinton (MHA) pour les bactéries

¢+ Composition

- Infusion de viande de boeuf......................... 02,0g
- Hydrolysat acide de caséine......................... 17.5¢g
- AmIdon......o 01.5g
S AGAT L 10g
- Eaudistillée ... 1000 ml

> Muller Hinton Liquide (MHL) pour les bactéries

+«»» Composition

- Infusion de viande de boeuf............................. 02,0g
- Hydrolysat acide de caséine.................c.oeeuene. 17.5¢
- AMIdON. ..o 01.5g
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Eau distillée ....oooveeee e, 1000 ml

> Gelose Sabouraud Dextrose (SDA) pour les Champignons

+« Composition

Dextrose ......covvvvviiiiiiiiiiiiieeieeeee..2.40,0g
Peptone from Casein ..........ccccveveviieveeiecieseee 10,09
VN < | G o 2 0124
Baudistillée .........oooeiiiiiii, 1000 ml
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Figure 1. Spectre UV-Vis de 4,4’- Bis (2-pyrrole carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L1)
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Figure 2. Spectre UV-Vis de 4,4’- Bis (2-thiophene carboxaldehyde) diphényldiiminosulfid (L2)
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Figure 3. Spectre UV-Vis de 4,4’- Bis (2-furane carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L3).
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Figure 4. Spectre IR (ATR) du 4,4’- Bis (2-pyrrole carboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L1)
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Figure 5. Spectre IR du 4,4’- Bis (2-thiophenecarboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L2)
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Figure 6. Spectre IR (ATR) du 4,4’- Bis(2-furanecarboxaldehyde) diphényldiiminosulfide (L3)
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Figure 7. Spectre UV-Vis du complexe (1)
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Figure 8. Spectre UV-Vis du complexe (11)
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Figure 9. Spectre UV-Vis du complexe (I11).
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Figure 10. Spectre IR (ATR) du complexe (1)
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Figure 11. Spectre IR (ATR) du complexe (I1).
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Figure 12. Spectre IR (ATR) du complexe (I11).
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