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Introduction générale

Introduction générale

Les produits naturels jouent un réle important en chimie et dans la découverte de
médicaments [1,2]. Les produits naturels et leurs activités biologiques sont actuellement un
sujet de grand intérét en pharmacothérapie. le nombre d'études scientifiques dans ce domaine
augmente rapidement [3,4]. Plusieurs produits naturels avec des structures chimiques
extraordinaires et des activités biologiques significatives ont été identifiés et se sont avérés étre
inestimables dans divers domaines, y compris la médecine. Parmi les produits naturels, la
curcumine, également connue sous le nom de diferuloylméthane. La curcumine est une
molécule naturelle polyphénolique extraite du Curcuma longa (famille des Zingiberaceae),
pigment jaune orangé qui a des propriétés biologiques et thérapeutiques[5,6]. Dans un extrait
brut d’un rhizome, la curcumine a environ 60 jusqu’a 70 % des curcuminoides[7]. Elle est
utilisée comme un moyen aromatisant, colorant méme comme un constituant supplémentaire
a base de plante[8]. C'est le composant le plus bioactif du Curcuma longa L. et est connu pour
avoir des activités biologiques hautement significatives et a réecemment, recu une attention

particuliere[9-16].

La curcumine a fait I'objet de plusieurs investigations dans le domaine des applications
médicinales et biologiques telles que les antioxydants, les antibiotiques, les antitumoraux, les
fibrinolytiques, les antivénéneux, les antiulcéreux, les anti-inflammatoires, les hypotenseurs,
les hypocholestérolémiants, les anticancéreux, les herbicides et pour la prévention de la maladie
d'Alzheimer[17-23]. Au cours de la derniere décennie, les chercheurs scientifiques ont cherché
a développer de nouvelles méthodes et stratégies pour la fonctionnalisation chimique efficace
des produits naturels, afin d'élucider leurs fonctions biologiques pour de nouveaux agents
thérapeutiques [24,25]. Les composés modifiés d'origine naturelle ont continué a jouer un role
trés important dans la découverte de molécules bioactives [26]. Les chimistes ont modifié des
composés naturels pour répondre a des exigences clés pour des applications pratiques,
I'optimisation des propriétés pharmacologiques et I'étude des relations structure-activité
(SAR).La synthése et la fonctionnalisation, par un processus hémi-synthétique, de produits
naturels sont utiles pour accéder et développer de nouvelles pistes de médicaments avec des

propriétés biologiques [26].
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Récemment, les modifications chimiques de la curcumine (Cur) ont attiré I'attention des
chercheurs scientifiques en raison de sa large gamme d'applications. Plusieurs stratégies ont été
employées pour fonctionnaliser la curcumine [27-30]. Dans ce contexte, la fonctionnalisation
de la partie centrale dicétone représente la plateforme la plus puissante qui a été émergé ces
derniéres années. Ce motif a fait I'objet de diverses modifications et de dérivations telles que la
formation des bases de Schiff. Les bases de Schiff sont considérées comme une classe trés
cruciale de composés organiques en raison de leur large gamme d'applications et ont été
étudiées de maniere approfondie. Les bases de Schiff ont des applications diverses, notamment
des applications biologiques, cliniques, analytiques et industrielles, en plus de leur rdle
important dans la catalyse et la synthése organique [31,32]. Les bases de Schiff ont un large
spectre d'activités biologiques telles que les propriétés antibactériennes, antioxydantes,
antivirales,  antipyrétiques, anti-inflammatoires,  antifongiques, anticancéreuses,

antiprolifératives et antipaludiques [33-41].

Ce travail de thése a été réalisé dans le but de la continuité des travaux précédents de
notre équipe de recherche, au niveau du laboratoire LEMMC sur la synthése de nouvelles
molécules a effets thérapeutiques [42-50]. Vue I’importance des produits naturels et leurs
analogues synthétiques, dont le but a enrichir notre vie par de nouvelles molécules
thérapeutiquement actives, nous avons choisir la Curcumine comme molécule de référence pour

réaliser des réactions d’hémi-synthese.
Le manuscrit est subdivisé en trois chapitres :

- Dans le premier chapitre, nous avons exposé des notions générales sur le monde de
cette fameuse plante (Curcuma) et de la curcumine, leurs classifications ethnobotaniques,

localisation et répartition géographique, Usages thérapeutiques, etc.

-le deuxiéme chapitre entame la partie expérimentale. Elle est divisée en plusieurs

parties :

> La partie (A) décrit le procédé d’extraction, I’isolement et la caractérisation de la
curcumine,

» La partie (B) décrit le protocole de la synthese des bases de Schiff par une méthode
conventionnel classique sous reflux et par I’utilisation d’une technique moderne sous
irradiation micro-onde.

> La partie (C) est réservée pour les calculs théoriques par la méthode DFT pour I’étude

theorique approfondie de la curcumine et de ses dérivés.
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> Lapartie (D) expose la démarche méthodologique pour I’étude de Docking moléculaire
vis-a-vis une cible bien déterminée « mPGES-1 ».
> Dans la partie (E) nous avons présenté les techniques d’évaluation des activités

biologiques tel quel I’activité antioxydante et 1’activité antibactérienne.

-Le troisiéme chapitre englobe les résultats d’extraction, de synthése, caractérisation,

Docking moléculaire et les résultats des activités biologiques.

On terminera notre travail par une conclusion générale donnant un récapitulatif qui
englobe les principaux résultats obtenus au cours de ce travail, ainsi que les perspectives qui

feront I'objectif d'ultérieurs travaux.
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I. Généralités sur le Curcuma ""The Golden Spice™ :

I.1. Historique de la plante :

Les plantes médicinales sont utilisees depuis des siécles comme remedes aux
affections humaines, car elles contiennent des composants a valeur thérapeutique. Les plantes
ont toujours été une source majeure de médicaments, grace a leur richesse en métabolismes
secondaires. Cependant, I'nomme n'a découvert les propriétés bénéfiques des plantes que par
une approche progressive, facilitée par l'organisation des relations sociales, notamment a
partir du Néolithique (8000 av. J.-C.). L'observation alliée a I'expérience, la transmission
d'informations glanées au fil du temps ont fait que certains hommes sont devenus capables de
poser un diagnostic, de trouver la plante qui soigne et finalement de guérir le patient [1].

Le premier texte médical hindou a mentionner des causes de maladie "vitales" plutot
qu'erratiques est L'Atharvaveda. Il raconte qu'il y a 6 000 ans, le curcuma (ou les Anglais
appellent "The Golden Spice", ou I’épice d’or [2]) était utilise pour "chasser” la jaunisse [3].
Le Curcuma longa L. est une épice qui fait I'objet d'un commerce depuis si longtemps que son
origine ne peut étre déterminée avec certitude.

En 1280, Marco Polo raconte le transport de curcuma entre la Chine et I'inde dans son
journal de bord. Au cours de ce siécle, les commercants arabes alimentaient le marché
européen a partir de I'inde [4]. Aprés, dans le début de la colonisation anglaise de I'Inde (XVe
siécle), le curcuma est mélangé au cumin et & la coriandre pour former ce que I'on appelle
aujourd'hui le curry.

Le Curcuma longa L. est largement cultivé en Inde mais dans une moindre mesure, en
Chine, a Taiwan, au Japon, en Birmanie, en Indonésie... etc. La plante est décrite et utilisée
depuis au moins 4 000 ans dans le systeme de médecine traditionnelle indienne, ou elle est
connue sous le nom de Haridra en sanskrit ancien. Elle était, et est toujours, I'un des éléments
centraux de la médecine ayurvédique. Elle a également une longue tradition dans la médecine
chinoise. Outre ses propriétés médicinales, le curcuma était (et est toujours) utilisé pour son
odeur, sa couleur jaune-orange comme colorant alimentaire et textile, comme épice
alimentaire au godt légérement amer et apre, poivré et aromatique. On lui attribue également
des propriétés de conservation des aliments [5].

En Europe, des moines ont mentionné la plante, qui avait été introduite par des
marins, dans leurs écrits dés le 6eme siécle. Elle est connue en Chine depuis le 7e siecle en

Afrique depuis le 8e siecle et en Afrique de I'Ouest depuis le 13e siécle. C'est une plante



Chapitre |

introduite en Europe par Marco Polo en 1298, qui I'a découverte en Chine, et par les Arabes

au 13éme siécle [6].

1.2. Appellations de curcuma :

Le terme de curcuma est d’origine irano-indienne. Il dérive du sanscrit kartouma qui a

donné kurkum en persan ancien, kourkoum en arabe et curcuma en latin [7].

Le nom curcuma procéde du Sanskrit : "kunkuma™ ranjani (ce qui donne la couleur),
lui-méme issu du latin terra merita, qui désignait la racine, a cause de la substance terreuse de
la racine et parce qu'elle était connue pour avoir de grandes vertus [8]. Curcuma serait issu,

selon certaines sources, du terme arabe kourkoum [9].

Tableau 1.1 : Différentes appellations de curcuma [10].

Langue Appellations

Anglaise Goldenspice ,Turmeric

Arabe 2SS (Al-Kourkoum)

Francaise Rhizome De Curcuma, Safran Des Indes
Chinoise Z1H (Jianghuang)

1.3. Classification botanique :

Le genre Curcuma, selon la classification APG Ill (Angiospermes Phylogénie Group)

appartient a :

- La classe des monocotylédones.

- L’ordre des scitaminales ou zingibérales.
- La famille des Zingiberaceae.

On dénombre prés de 80 espéces dans ce genre.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Anglais
https://fr.wikipedia.org/wiki/Arabe
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Tableau 1.2 : Classification botanique du curcuma [10-13].

Nom Curcuma

Autres noms utilisés Safran cooli, Safran des Indes, Safran pays,

Turmeric, Golden Spice ....

Nom scientifique Curcuma longa L
Sous embranchement Magnoliophyta
Reégne Plantae

Classe Liliopsida

Ordre Zingiberales
Famille Zingiberaceae
Genre Curcuma
Especes Curcuma longa
Origine Inde et Asie du Sud-Est
Partie(s) utilisée(s) Rhizomes
Principes actifs Curcumine

I.4. Localisation et répartition géographique :

L'origine de Curcuma longa L est incertaine mais on pense qu'il vient d'Asie du Sud,
trées probablement de I'inde. Curcuma longa L ne se trouve pas dans un état véritablement
sauvage, mais il semble s'étre naturalisé dans certaines régions. L’Inde est considérée comme
le centre de domestication et Curcuma longa L est cultivé depuis des longs temps. Il est arrivé
en Chine avant les 7 siécles, en Afrique de I'Est au 8 siecle et en Afrique de I'Ouest au 12

siecle. Il a été introduit en Jamaique au 18 siécle. Actuellement, le curcuma est largement
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cultivé partout sous tropiques, en Afrique, il est cultivé dans les jardins familiaux de

nombreux pays et il est vendu sur un grand nombre de marches [10].

Figure 1.1 : Carte du monde illustrant Origine du curcuma [11].
1.5. Morphologie de la plante :

Curcuma longa L est une plante vivace atteignant un metre, pérenne par son rhizome

[10]. Différentes descriptions de chaque partie de la plante sont présentées :
A- La partie supérieure : Partie aérienne

- Les tiges : Erigées, verticales, de quelques centimetres de hauteur portant 6-10
feuilles, dont les gaines recouvrent la tige. L'articulation du pétiole sur la tige est marquée par

une languette (ligule) [13].

- Les feuilles : Souples, alternes, distiques, pétiolées [14]. Les feuilles de ses plants,
tres longues, oblongues a elliptiques, engainantes, possédent une puissante nervure axiale et
des nervures secondaires paralleles. Les gaines des feuilles forment un pseudo tige courte, les

limbes sont vert foncé au-dessus, vert trés clair en dessous, criblés de points translucides [11].
-Les fleurs : possedent [14] :
*Un calice tubulaire, court, présentant 3 dents inégales.

*Une corolle tubulaire a sa base, puis divisée en 3 lobes jaunes inégaux
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*Des ¢étamines dont une seule fertile, bifide, 1’anthére présentant un large éperon

courbé a la base.

*Un ovaire infére, triloculaire, surmonté d’un style terminé par un stigmate simple et

en crochet [11].

-Le fruit : rarement produit, est une capsule a trois loges, contenant de nombreuses

graines arillées [15].

Figure 1.2 : La plante entiére de Curcuma.
B- La partie inférieure : La partie racinaire

Le rhizome d'ou naissent des tubercules primaires ellipsoides de 5cm x 2,5¢cm portant
de nombreux rhizomes » cylindriques de 5¢cm x 8cm x 1,5¢m, droits ou un peu courbés dont
I'odeur et le parfum sont caractéristiques [14]. Les rhizomes principaux de forme ovoide
fournissent le curcuma rond et les secondaires le curcuma long. Epais, écailleux, se ridant par
dessiccation, ces rhizomes sont d’une couleur jaune orangé en section, gris brunitre en

surface. Une odeur aromatique se dégage apres section du rhizome [7].
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Figure 1.3 : Rhizomes frais de Curcuma longa L.

1.6. Composition chimique des rhizomes de la plante :

Le tableau suivant résume la valeur nutritionnelle et énergétique calculée pour 100 g

de poudre de rhizome de Curcuma longa L.

Tableau 1.3 : Valeurs nutritionnelles et énergétique du Curcuma Longa L [7,12].

Energie
L’eau
Protéine
Lipide
Glucide
Fibre
Omega9
Omega3

Omegab

354Kcal/100g

11,49
7,89

9,99

64,99
21,1g
3,129
0,489

1,699

Minéraux
Calcium
Magnésium
Phosphore
fer
zinc
Potassium
Manganése

Cuivre

183mg
193mg
268mg
41,4mg
44mg
2525mg
7,8mg

603mg

Vit.B1

Vit.B2

Vit.B3

Vit.B6

Vit.B9

Vit.C

Vit.E

Vit.K

Vitamines
0,15mg
0,23mg
5,14mg
1,80mg
39mg
26mg
3,1mg

13,4mg

Pour 100 g de partie comestible, la poudre de curcuma contient approximativement 2 a

7% d'huile essentielle, qui est rouge orange et légérement fluorescente obtenue par distillation
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a la vapeur d’eau. Ses constituants principaux sont un sesquiterpéne, zingiberene (25%) et ses
dérivés cétoniques : la turmérone (35%) et I'arturmérone (dehydroturmérone) (12%) (Figure
1.4).

L'huile essentielle de curcuma se compose également en petites quantités de
monoterpenes Oxygenes, associes a de petites quantités de sesquiterpenes hydrocarbonées et
de monoterpenes hydrocarbonées. La contribution relative de chague composant a I'ardme et a
la flaveur est mal connue. L'ardme de I'huile essentielle distillée a la vapeur est différent de
celui de I'épice, ce qui serait du pense-t-on a la formation dartefacts lors de la
distillation[7,15].

o

e N s . N = Lo s
i ] - “ P S N — R
o7 CHy 0°Y > cHy 077y > CH;
! >
-~ = - -
ar-turmerone u-turmerone p-turmerone
' OH
AN NIRRT e g
A N R A
o ~"Ser, [ )
LA
. T -
Curlone Zingiberene Curcumene

Figure 1.4: Structures chimiques des principaux constituants de I’huile essentielle de

curcumal16].

L’extraction du rhizome a I’alcool éthylique, a 1’acétone ou chlorure de méthyleéne
donne 6a 10 % d’extra, qui contient 35 a 45u de curcumine et des dérivés (Figure 1.5), la
diméthoxy curcumine et la bis diméthoxy curcumine, connus sous le nom collectif de

curcuminoides, Ces composés donnent au curcuma sa couleur jaune orangé [15].
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HO. OH
e U
CH;0 " l S OCH;
Q. [}
~ /

H

Curcumin

HO I ol
7 R x l OCH;
Q_ /()

H
Demethoxycurcumin

HO. OH
I = Ny ~ ‘
0
s

Q
H

Bis-demethoxycurcumin

Figure 1.5: Structures chimiques des curcuminoides [17].
1.7. Utilisations du curcuma :

Les plantes sont rassemblées chaque année pour leurs rhizomes, et propagées a partir
de certains de ces rhizomes a la saison suivante, lorsqu’ils ne sont pas utilisés frais, les
rhizomes sont bouillis pendant plusieurs heures puis séchés dans des fours chauds, aprés quoi
ils sont broyés dans une poudre orange-jaune profond couramment utilisée comme épice au
curry [18]. L'utilisation du curcuma apparait de I'ancienne connaissance et se manifeste dans
de nombreux domaines, si bien que la classification de ces usages est devenue difficile Ainsi

on lui trouve diverses utilisations suivant les traditions ou les connaissances des nations :
- Usages traditionnels :

Le curcuma a été utilisé dans les médicaments traditionnels comme reméde pour
diverses maladies, y compris les troubles biliaires, I'anorexie, la toux, les plaies diabétiques,
les troubles hépatiques, les rhumatismes et la sinusite [12]. Dans la vieille médecine hindoue,
il a été largement utilisé pour le traitement des entorses et le gonflement causé par une
Iésion[19].

Dans la medecine orientale, le rhizome de curcuma est utilis¢é comme stimulant et
digestif en Inde. Un mélange de poudre de curcuma avec du beurre chaud s’utilise comme

antiseptique sur les petites blessures. En Chine, on 1’utilise pour améliorer la circulation.
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En Thailande c’est un antidote contre la morsure du cobra et un répulsif anti
moustiques. En France, il est inscrit a la pharmacopée comme cholérétique et cholagogue, et
est traditionnellement utilisé dans les troubles fonctionnels digestifs d’origine hépatique et

pour stimuler 1’appétit[20].
- Usage alimentaire :

Le curcuma est largement utilisé dans les aliments pour sa saveur ; sa couleur et sa
capacité a conserver la fraicheur, la sapidité et la valeur nutritive et aussi comme un bon

additif alimentaire[21] pour ses propriétés de coloration aromatiques et nutritives [$].

En Asie le curcuma est utilisé en tant qu’épice, mais aussi comme agent de coloration
de plusieurs aliments tels que le curry et la moutarde[21]. La loi du ler aolt 1905 avait
autorisé 1’emploi de la curcumine comme colorant dans les aliments. La curcumine figure
elle-méme au Journal officiel de la République francaise du ler juin 1975 sous le code E 100

indiquant la référence a une décision européenne[21].

En 1980, la direction de la concurrence, de la consommation et de la répression des

fraudes en France a autorisé la coloration artificielle par la curcumine.
- Usage cosmétique :

Le curcuma est traditionnellement employé comme un produit de beauté, il est un
moyen peu couteux et naturel de traiter plusieurs problémes de peau ou on pense qu’il réduit

la croissance des poils du visage, réduit 1’acné et améliore le teint[3].

Des études in vitro montrent que le gel de curcumine améliore l'apparence des
affections cutanées photo-endommagées telles que les changements pigmentaires, les
élastoses solaires, la poikilodermie actinique, les lentigines solaires et la kératose actinique

lorsqu'il est appliqué pendant une période prolongée telle que six mois[22].

Le curcuma est évalué comme un colorant capillaire respectueux de I'environnement et ses
composés peuvent avoir un potentiel dans I'industrie des parfums, des cosmétiques et du

savon[23].
- Usages therapeutiques :

A- Médecine traditionnelle :
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Le curcuma a un role important dans les traditions thérapeutiques dans différentes
parties du monde et a travers des siecles. Le début venait du pays d’origine « INDE », il est
utilisé en médecine ayurvédique pour guérir diverses maladies telle que les maladies

respiratoires[24], on mentionne quelques applications médicales :

*Bouilli le curcuma dans du lait sucré au miel constitue un remede contre Toux, Grippe,

Bronchite et 1’asthme, cela fonctionne pour dégager les voies respiratoires.

. Tisane mélangée a de la peau d’orange, des feuilles de cannelles et un ceuf cru pour

traiter les mémes maladies mentionnées précédemment[25].

. Inhalation du fumé issu de la décoction des rhizomes du curcuma est un traitement

efficace contre le rhume.

. Le curcuma a également été utilise pour le traitement des troubles digestifs, par
exemple dans I’ancienne médecine hindoue des pilules fabriquées a partir de rhizomes écrasés

sont prises avant les repas pour contrecarrer la dyspepsie[26].

. Le curcuma sous forme de décoction est un traitement aussi, il est utilisé en compresse
sur les yeux contre la conjonctivite, et sous forme de pommade, il apaise démangeaisons et

soigne les dermatoses.
B- Médecine moderne :

L’importance du curcuma en thérapeutique a changer considérablement depuis qu’on a
découvert les propriétés médicinales de ses composés, cette importance est confirmée par des
études effectuées in vitro et in vivo montrent que les molécules bioactives du curcuma
possedent des activités thérapeutiques intéressantes pour la santé humaine [27], Les
principales activités biologiques du curcuma sont I’activité antioxydante, anti-inflammatoire,

antifongiques et antibactérienne [28].
- D’autre utilisation Frauduleuse :

Ce n’est pas sans raison que ce végétal porte également le nom « safran indien » ou «
racine de safran » car il est parfois utilisé a des fins frauduleuses pour falsifier la poudre de
safran, épice tres onéreuse. Fort heureusement, le curcuma est facilement décelable dans les
poudres falsifiées grace aux réactions colorées de la curcumine. L’un des méthodes qui

existent pour mettre en évidence cette falsification est consisté a triturer la poudre a plusieurs
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reprises avec de 1’éther de pétrole. Puis cette phase organique est filtrée, concentrée. On en
préléeve quelques gouttes que 1’on dépose sur un papier filtre. Aprés séchage on traite
I’échantillon avec de 1’acide borique. La couleur rouge qui se développe révele la présence de
curcumine donc de curcuma qui peut étre confirmée par I’addition d’une goutte d’hydroxyde

d’ammonium, auquel cas la tache rouge vire au bleu vert [7].

En 1995, un brevet sur I’utilisation de la curcumine pour aider a la cicatrisation des
blessures a ét¢ demandé et obtenu par deux chercheurs de 1I’Université du Mississippi aux

Etats-Unis. IIs sont allés jusqu’a demander le droit exclusif du commerce du curcuma [29].
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1. Généralités sur la Curcumine :

I1.1. Historique :

La découverte de la curcumine dans le curcuma, remonte au milieu du siécle des
lumiéres quand Vogel et Pelletier publient en 1815 dans le Journal de Pharmacie et Sciences,
I’isolement de la « matiére colorante jaune » des rhizomes de curcuma dans leur étude intitulé
« Examen chimique de la racine de Curcuma ». A la suite de quoi ils ont nommé cette matiere

curcumine [29].

En 1842, Vogel pense avoir produit de la curcumine de synthése pure mais n’en publie
pas la formule précise. Ce n’est qu’en 1910, aprés 1’émission de conjectures diverses, que
Milobedzka et Lampe identifient la structure chimique de la curcumine (1E,6E)-1,7-bis(4-
hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,6-heptadiéne-3,5-dione (Figure I11.1). lls en publient la synthése
en 1913 puis Srinivasan sépare et quantifie les composants du curcuma par

chromatographie[30].

O OH
OCH3 OCH3

Figure 11.1 : Structure chimique de la curcumine.

Alors que le curcuma, principale source de curcumine, est utilisé a I’échelle mondiale
comme une ¢€pice, ce n’est qu'au cours de la premiére moiti¢ du XXe siecle que ses
caractéristiques biologiques commencent a étre étudiées. Schraufstatter et Bernt décrivent le

pouvoir antibactérien et antifongique de la curcumine dans la revue Nature en 1949[30].
11.2. Synthése de la curcumine :
A- Biosynthese :

Depuis des dizaines d’années, I’intérét pharmaceutique que représente la curcumine
est a I’origine de I’élan scientifique visant a déterminer comment elle est produite in vivo,
Nous pouvons prendre en exemple les travaux de Roughley et Whiting qui furent les premiers

a décrire, en 1973, [D'utilisation de préparation a base de phénylalanine et d’acides
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cinnamiques diversement substitués tels que 1’acide [3H]-4-hydroxy-3-méthoxy-cinnamique.
Ces préparations étaient incluses dans les solutés de nutrition des jeunes plants de Curcuma
longa L.

C’est a I’aide des travaux de Schroder en 2008 qui donne les étapes de biosynthese la

curcumine, que nous pouvons aujourd’hui décrire cette biosynthése [31].

La biosyntheése de la curcumine est une synthése en plusieurs cascades :

' s ™ HCT o
l F C3H
PAL | 4CL | C4H | oMT | "
HO NH, HO. CoA—S — 5 CoA—S. o ok
(g o o 0o o

phenylalanine acide cinnamic cinnamoyl-CoA [1a] p-coumaroyl-CoA [2a] feruloyl-CoA [3a]

Schéma 1 : Etape préliminaire de la biosynthése des curcuminoides.

Les premiers substrats de synthese cinnamoyl-CoA (1a), p-coumaroyl-CoA (2a) et feruloyl-
CoA (3a) sont issus ou bien synthétisés a partir de la phénylalanine par le biais de 1’activité de
la phénylalanine ammonium-lyase (PAL), de la 4-coumarate : CoA ligase (4CL) ensuite de la
cinnamate-4-hydroxylase (C4H) et pour finir de ’action de 1’hydroxycinnamoyl transferase
(HCT), cinnamate-3- hydroxylase (C3H) et O-methyltransferase (OMT).

OH OH
OMe
CoA— \ CoA— |
(o} o}

p-coumaroyl-CoA [2a] feruloyl-CoA [3a]

DCS / malonyl-CoA DCS/malonyl-CoA
OoH OH
CoA—S N =
W\/Q/ CoA SW\/@OMG
0 o o 6

p-coumaroyl-diketide-CoA [2b] feruloyl-diketide-CoA [3b]

C‘UR% CURS&/!eruloyl-CoA CURS CURSLferuloyl-CoA
p-coumaroyl-CoA p-coumaroyl-CoA

HO l l OH HO I l OH HO l l OH
=z o~ calo~ =z RYT MeO - DN

OMe OMe
0] OH o} OH (o] OH

bisdemethoxycurcumin [2e] demethoxycurcumin [4e] curcumin [3e]

Schéma 2 : les Etapes finales pour la biosynthese des curcuminoides.

Ensuite, les Diketide-CoA Synthases (DCS) permettent de fusionner le malonyl-Coa avec 2a
et 3a pour obtenir le p-coumaroyl-diketide-Coa (2b) et feruloyl-diketide-CoA (3b). Enfin, les
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Curcumine Synthases (CURS) condensent une nouvelle molécule de 2a ou 3a pour obtenir le

produit final. Ici, on utilise 2 feruloyl-CoA pour obtenir la curcumine (3e).
B-Synthése organique de la curcumine :

Le besoin d’obtenir de la curcumine pure et en quantités suffisantes afin de mieux
évaluer ses activités biologiques, a obligé les scientifiques & se pencher sur une voie de
synthese chimique, dés 1910 [32].

- Methode 1 : Synthése chimique selon Pabon (1964):

Pabon a synthétisé de la curcumine en utilisant de 1’acétylacétone et des aldéhydes

aromatiques substitués en présence de trioxyde de bore (B203).

o © ﬂﬁ

M +  B20s - 0 ~ B,—O
CH, CH 0" "o
’ & H~

HsC -

[

H.BOs

1. Benzaldehyde substituées (4)
2. Amine primaire

3. Alkyl Borate
4

. HCI
0O OH
HyCO.. /;\}/\)\N\[ _~_-OCH,
p j\/ [
= 2, . ;.r*
OH = " “OH

Schéma 3 : Schéma général de la méthode Pabon.

La premiére étape est la réaction de 2,4-dicétones avec des aldéhydes aromatiques
substitués. Pour empécher la participation des dicétones aux condensations de Knoevenagel,
le dicétone est complexé avec du bore. Des amines primaires et secondaires sont utilisees
comme catalyseurs pour fournir la basicité nécessaire a la déprotonation des groupes alkyle du

dicétone.

Pour éliminer 1’eau produite lors de la réaction de condensation, des capteurs d’eau tels que
les borates d’alkyle sont employés. L'eau non éliminée peut réagir avec le complexe dicétone,
réduisant ainsi le rendement en curcumine. Le complexe borique se dissocie en curcumine

dans des conditions légerement acides (ajout de HCI). De ce mélange réactionnel, la
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curcumine est séparée par cycles répétés de lavage et précipitation, puis isolée sur colonne

chromatographique de gel de silice.

+
H 0 8]
O B H.BO,
L.l + B0,
El0AL 0 ID complexs 20
“ 8]
4 e2q
H
i ':I:' | A

MBUNH:  goutte & gouthe

Ho2 4 éq. éliming par (n-1Bud),B

T | H.BO,
: HCI o 0

curcuminoide 2éq.

Schéma 4 : Schéma détaillé de Pabon.
- Methode 2 : Synthése « one step » de Pavolini (1950)

Cette synthése se fait en une seule étape. Elle a un rendement de 10% pour un temps de
réaction de 30 minutes seulement. Pavolini utilise un équivalent d’acétylacétone avec deux

équivalents de vanilline, le tout en présence du trioxyde de bore (B203).

________________________________________________________________________________________________

30 min
HO 10% H3C’O O\CH3

_____________Q:I_____
@)
O
I
+
@)
@)
W
58]
E
T
o
/
\
o
I

Schéma 5 : synthese de curcumine selon Pavolini
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11.3. Propriétés thérapeutiques de la curcumine :
A-Activité antioxydante :

Le role des radicaux libres a été établi dans différentes maladies telles que
I'athérosclérose, le cancer, le diabéte, la cirrhose, le vieillissement, etc. Par conséquent, les
composés qui peuvent balayer ces radicaux libres ont de grands potentiels pour prévenir ou
inhiber ces maladies dégénératives. Les antioxydants sont un tel compose avec une activité de
piégeage des radicaux. Les curcumines sont particulierement efficaces comme piégeurs de
radicaux libres, elles accroissent les activités des enzymes qui détruisent les ions superoxyde
(02-) et qui protégent les érythrocytes contre les peroxydes (superoxydedismutase, glutathion
peroxydase, glutathionréductase, glucose-6-phosphate déhydrogénase, catalase) [33,34]. La
peroxydation lipidique, induite par le nitrilotriacétate ferrique (Fe-NTA) ou I’eau oxygénée,

est également fortement inhibée par la curcumine [35].
B- Activité anti-inflammatoire :

Le pouvoir anti-inflammatoire de la curcumine est clairement relié a son effet
antioxydant .de nombreux mécanismes ont été invoqués pour expliquer cet effet: I’inhibition
du métabolisme de [I’acide arachidonique et donc de la synthése des
prostaglandines,l’inhibition de 1’accroissement de 1’activit¢ des enzymes lysosomiales,
I’interférence avec la réponse des granulocytes aux stimulus liés au processus inflammatoire,

I’inhibition de la formation d’oxyde nitrique, I’inhibition phospholipases spécifiques...etc.
[36].

C- Activité antibactérienne :

La curcumine est connue pour présenter une activité antimicrobienne contre un large
éventail d'espéces bactériennes. Les bactéries Gram-positives montrent une sensibilité a la
curcumine significativement plus élevée que les bactéries Gram-négatives [37]. La meilleure
protection des bactéries Gram-négatives contre les antimicrobiens est due a la structure
spécifique de leurs parois cellulaires. Les lipopolysaccharides de I'enveloppe cellulaire
externe représentent la barriere de perméabilité la plus externe pour une variété de composés
antimicrobiens[38] responsables de l'afflux inhabituellement lent de solutés lipophiles[39]

dans les bactéries Gram-négatives. D'autre part, les protéines porines intégrées dans la

20



Chapitre |

membrane externe représentent les principaux canaux d'entrée des soluteés dans les cellules

des bactéries Gram-négatives.

L'activité antimicrobienne de la curcumine peut étre considérablement augmentée par
I'exposition a la lumiere. La large plage d'absorption (300-500 nm) avec une bande
d'absorption maximale a 425 nm fait de la curcumine un puissant photosensibilisateur,
conduisant a une puissance antimicrobienne améliorée. Des recherches récentes ont montré
que la photo-toxicité de la curcumine vis-a-vis du Staphylococcus epidermidis planctonique
dépend du type de nano support [40].

De plus, la photosensibilisation a permis de surmonter l'activité limitee de la
curcumine vis-a-vis des Gram-négatifs tels que Salmonella typhimurium et Escherichia
coli[41,42]. Nécessitait des concentrations assez élevées (5 a 10 %) de diméthylsulfoxyde
pour surmonter la faible solubilité de la curcumine et pour augmenter son administration et sa

pénétration a travers les parois cellulaires des bactéries Gram-négatives.
11.4. Propriétés physico-chimiques :
A- Capacités d’adaptations structurales dues aux conformeres de la curcumine :

Comme pour renforcer le pouvoir des sites donneurs et accepteurs de liaisons
hydrogene, la curcumine est capable de se conformer spatialement & une contrainte donnée
par une cible moléculaire. Il y a aussi différentes configurations qu’elle peut adopter grace
aux doubles liaisons qui sont au hombre de 3 dans la forme énolique. Ainsi, le linker central
peut étre assimilé a un bras articulé qui favorise le plus d’interactions possibles entre la

curcumine et ses cibles[43].

o OH OH OH
OH OH O OH
OCH3 \/K%V/

OCHj

b,s-trans,s-trans,a b,s-cis.s-cis,a
conformere le plus stableconformére le moins stable

Figure 11.3 : Les deux conformeres de la curcumine ou la rotation libre autour des liai-sons

C-C et C-Ph forme 2 le conformére le moins stable cis [43].
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Dans les solvants polaires ou dans les cellules, que la curcumine est sous sa forme
tautomeériqueénolique ouverte et il peut alors s’effectuer des isomérisations « cis-a-trans »

autour du carbone en alpha de I’énol.

Ont donné les structures des conformeres énoliques les plus stables de la
curcumine[43]. Globalement, la curcumine est capable de se fixer a de nombreuses molécules
biologiques grace a son adaptation structurale qui est exploitée afin de maximiser le nombre
de liaisons intermoléculaires avec ses cibles. Cette capacité permet d’expliquer le caractére

pléiotrope de ses propriétés naturelles.
B- Les interactions intermoléculaires de Structure La curcumine :

L’étude structurale de la curcumine elle confirmé qu'il y en avait plusieurs propriétés
chimiques de la curcumine facilitant les interactions intermoléculaires auxquelles on peut
associer les cibles biomoléculaires. 1l y a les interactions dues a ses capacités de donneur et
accepteur de liaison hydrogene venant du lien central B-dicarbonyl aussi possible de formédes
base de Schiff dans les deux centres carbonylés, puis celles pouvant avoir lieu avec les

groupements hydroxy- présents sur les noyaux phényles des extrémiteés.

Pour finir avec les liaisons hydrogene, il reste celles pouvant s’effectuer via I’oxygene
des fonctions éthers sur les groupements méthoxy. Seront abordées ensuite les propriétés
chélatantes de cations métalliques et non métalliques multivalents, son coefficient de partage
assez fort (log P), les activités rendues possibles grace aux libres rotations autour des mul-
tiples liaisons C=C et enfin les effets biologiques permis par sa capacité a réagir comme un
accepteur de Michael [44].

C- La curcumine : Accepteur de Michael :

Cette propriété est un attribut de réactivité chimique de la curcumine pour favoriser les
interactions de type covalentes avec des cibles possédant des fonctions nucléophiles comme
des thiols, des thiolates ou des amines. Dinkova-Kostova et al. ont établi que les molécules
accepteurs de Michael sont des inducteurs d’enzymes protectrices de la carcinogenése et que
leur réactivité se fait avec des fonctions thiols ou thiolates. Parmi ces molécules on retrouve
des chalcones, des cinnamates, des coumarines, des bis(benzylidéne)-acétones et des

curcuminoides[45].

D- Propriétés chélatantes de cations métalliques et non métalliques multivalents :
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La partie centrale B-dicétone de la curcumine agit comme toutes les 3-dicétones quant
a la chélation de cations. Elle a donc montré des capacités pour se lier au bore, cuivre,
aluminium, magnésium, zinc, plomb, cadmium, fer ferrique (Fe®*) et ferreux (Fe?") et le
sélénium. La plupart des sources scientifiques indique que les cations métalliques sont liés par
I’oxygene de la forme dicétone, mais certains proposent également des sites de chélation sur

les doublets non-liants des oxygenes des groupements methoxy [46].
E-Stabilité de la curcumine :

La curcumine, peu soluble dans I'eau acidulée, est soluble mais instable en solution
alcaline. La solution passe du marron au jaune clair. Les mécanismes de dégradation en
milieu alcalin, étudiés par (Tonnesen et al., 1985) [47], sont résumés dans (Figure 11.8).

) /\@\OH

OCH3 OCHg;

Curcumine
-OH
o o :
\)J\/LK/ A;\/ﬁ)\/
i «—

o OH O OH

OCH3 OCH3 OCH3 OCHg

-OH
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= /WJV/

O/ / O_

OCHg; OCHg;

Féruloylméthan l
(@) (@]
\)K OH)V
+ Acideférulique
o OH
OCH3 OCHg3;
-OH
CHO
o

OH Vanilline + ‘ ‘ Acétone
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Schéma 6 : Dégradation de la curcumine en milieu alcalin [47].
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11.5. Conclusion

Le besoin de nouveaux agents pour es applications thérapeutiques, médicales,
alimentaires et agricoles est largement reconnu. A cet égard, les composés naturels d'origine
végétale présentent un intérét particulier en raison de leur diversité, de leur large spectre
d'activitée et de leur acceptation publique favorable. La Curcumine, 1,7-bis-(4-hydroxy-3-
méthoxyphényl)-1,6-heptadiéne-3,5-dione, un dimere phénylpropanoide naturel issu des
rhizomes de Curcuma longa L. (Zingiberaceae) et un principe actif majeur du curcuma épice,
utilisé en Asie depuis des milliers d'années, a attiré I'attention comme I'un de ces composes

prometteurs.
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Chapitre 11

1.1 Introduction :

Ce chapitre est subdivisé en cinq parties, la premiére est consacrée a I’extraction de la
curcumine, a partir des rhizomes du Curcuma longa L. par trois procédés d’extraction par
macération, a I’aide de I’extracteur Soxhlet et par micro-onde. Les différents constituants ont
été isolés par la chromatographie sur colonne avec une comparaison par rapport a la molécule
standard « curcumine pure » sur la plaque CCM. La deuxieme partie est consacrée a la synthése
des dérivés de la curcumine par une modification structurale sur la molécule de base en
exploitant la réactivité de la fonction carbonyle a travers 1’introduction du groupement amino,
ce qui va conduit a la formation des bases de Schiff. La troisi¢éme partie est consacrée a 1’étude
théorique de la curcumine et ses dérivés par la méthode DFT. La quatrieme partie est réservée
a I’étude théorique par la méthode d’amarrage moléculaire de la curcumine et ses dérivés, sur
une protéine qui joue un rdle trés important dans I’inflammation « mPGES-1 ». La derniere
partie entame les différentes techniques qu’on a utilisé dans la détermination des activités

biologiques y compris I’activité antioxydante et 1’activité antibactérienne.
Partie A : Extraction, isolement et caractérisation de la curcumine.

I1.LA.1 Matériel végétal :

La plante Curcuma longa L. qui fait I’objet de la présente étude a été acheté chez un
herboriste de la Wilaya de Sétif (d’origine indienne). Elle se présente sous forme de Rhizome.

Pour I’extraction de la curcumine, on a suivi les étapes préliminaires suivantes :

» Le séchage : les rhizomes de Curcuma longa L. frais sont nettoyés, sechés a
I’ombre ou I’air peu circulé librement a une température de 16 a 20°C (en hiver)
pendant 15 jours. lls sont découpés ensuite en des petits morceaux. Afin de les
broyer a I’aide d’un broyeur.

» Lapulvérisation : Apres séchage, les rhizomes ont été pulveérisé par un broyeur

genre moulin a café dont I’objectif est d’obtenir une poudre fine.
I1.A.2 Extraction :

Apres le séchage et I’obtention des poudres tres fine, on a procédé a I’extraction de la

curcumine.

> Matériels et réactifs
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Tableau I1.A.1: Matériels et Réactifs chimiques utilisé.

Appareillages Verreries Produits Autres
Micro-onde Beéchers Ethanol/Méthanol Coton

Balance analytigue ~ Tubes a essai Acétate d’éthyle Papier filtre
Lampe UV Colonne en verre n-Hexane Papier aluminium
Montage Soxhlet Cristallisoir Silice

Evaporateur rotatif Ballon Plaque CCM

Chauffe ballon Pipette pasteur Poudre curcuma

> Protocoles d’extraction :

Les méthodes d'extraction de la curcumine peuvent étre classées en méthodes
conventionnelles (telles que I'extraction par le montage Soxhlet et la macération avec un
solvant) et des méthodes modernes (telles que I'extraction assistée par micro-ondes ou par le
CO2 supercritique)[1].

A. Extraction par macération a froid :

Cette méthode traditionnelle est couramment employée. Elle consiste en la mise en
contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a une température ambiante
pour une durée déterminée. Elle est basée sur la solubilité des composés bioactifs dans un
solvant organique d’extraction[2,3]. L’hexane, EtOAc, acétone, MeOH et EtOH sont les

solvants couramment utilisés pour extraire la curcumine[4].

Les inconvénients majeurs de I'extraction par macération sont la consommation d'une
grande quantité de solvant, la longue durée d'extraction et un faible rendement. Tous ces
inconvenients limitent I'utilisation de cette méthode conventionnelle et incitent les chercheurs

a développer de nouvelles techniques d'extraction avancées[5].

La maceération, dans notre cas, est une extraction solide-liquide qui consiste a laisser
séjourner la matiére végétale (broyat) de Curcuma dans le solvant (Ethanol) pour extraire le

principe actif (Curcumine).
» Mode opeératoire :

Pour extraire la curcumine du curcuma par macération, nous avons opté pour le

protocole décrit par (Romani et al.)[6], en y apportant quelques modifications : 40g de la poudre
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(Broyat) de curcuma sont macérés dans 100 ml de 1’éthanol a une température ambiante pendant

4 jours, L’extrait brut sera ensuite filtré et évaporé sur un évaporateur rotatif.
B. Extraction par solvant assisté par micro-onde :

L’extraction assistée par micro-ondes de produits naturels d’origine végétale a fait
1’objet de nombreux travaux publiés dans des revues scientifiques. Actuellement, les techniques
d’extraction par micro-ondes les plus utilisées sont incontestable tel que I’extraction assistée
par micro-ondes par solvant « MAE » et sans solvant « MAP » mise a part I’hydrodistillation
par microondes sous vide ou vacuum microwave hydrodistillation « VMHD » et I’entrainement
a I’air. Cette extraction est une nouvelle technique caractérisée principalement par la rapidite,
I’efficacité et la sélectivité. Elle implique une interaction directe entre un rayonnement
électromagnétique et la matiére végétale[7]. Ce procédé consiste a irradier par micro-ondes de
la matieére végétale, broyée au préalable en présence d’un solvant absorbant fortement les
microondes (le méthanol) pour 1’extraction de composés polaires ou bien en présence d’un

solvant n’absorbant pas les micro-ondes (hexane) pour I’extraction de composés apolaire[8,9].
» Mode opératoire :

Dans un erlenmeyer de 250 ml, on a introduit 40g de poudre de curcuma (broyat) dans
80ml d’éthanol, puis on a placé le tous dans le four micro-onde a 133W avec une irradiation
par tranches de 4 minutes avec contrdle rapide de la température, ceci jusqu'a atteindre la
température d’ébullition du solvant. On répete 2 fois 1’opération pour extraire le maximum de

produit. Enfin, on refait les mémes opérations que dans le cas de la macération.
C. Extraction par le montage Soxhlet :

L’extraction par le montage Soxhlet est une méthode développée par I’ Allemand Franz
von Soxhlet a la fin du 19éme siécle. L’extracteur de Soxhlet est une piéce de verrerie
permettant d’effectuer une extraction solide-liquide avec une grande efficacité[10]. C'est la
méthode la plus conventionnelle utilisée pour I'extraction de la curcumine ou I'extraction et la
filtration de produit peut étre effectué dans la méme étape. Différents solvants avec diverses
polarités pourraient étre utilisés pour extraire la curcumine telles que des solvants comme
CHCl3, EtOAc, MeOH, EtOH et I'acétone [11].
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Figure 11.A.1 : Montage d’extraction utilisé [12].
L’extraction par Soxhlet présente les avantages suivants :

- L’échantillon est en contact de maniére répétée avec du solvant frais (déchargé des
solutés déja extraits) ;

- L’extraction est effectuée avec du solvant chaud favorisant la dissolution des
composeés recherchés ;

- Aucune filtration n’est nécessaire apres 1’extraction [3].

Cette méthode a aussi certains inconvénients comme la durée importante d’extraction et
la grande quantité de solvant consommeée, les échantillons étant portés a haute température
pendant une période relativement longue, le risque de thermodestruction des molécules
recherchées...etc.[8].

> Mode opératoire :

On a placé 40 g de poudre du curcuma dans une cartouche en papier-filtre épaisse (une
matiere pénétrable pour le solvant). Ces derniers sont placés dans le corps de I’extracteur,

ensuite on a placé 250 ml d’éthanol dans le ballon. Le tout est chauffé jusqu’a ébullition. La
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vapeur passe a travers 1’échantillon dans 1’extracteur, puis le condenseur ou elle est condensée
et retombée dans I’extracteur contenant la cartouche avec 1’échantillon, L’échantillon placé (la
poudre du curcuma) dans le filtre au sien de I’extracteur va progressivement étre recouvert par
le solvant d’extraction condensé. Quand le solvant atteint le niveau maximal de remplissage au
niveau de la cartouche, il se déverse par un siphon vers le ballon de distillation avec les
composes ciblés issus de la macération de I’échantillon dans le solvant toute cette étape est
calculée en un seul cycle, nous avons donc fait deux cycles tours de suite (Figure 11.A.2). Ces
differentes étapes (ébullition, condensation, macération, vidange par effet siphon) se répéetent

de maticre cyclique, tant que 1’ébullition du solvant dans le billon est maintenue.

Figure 11.A.2: Extraction par le Soxhlet.

» Calcul des rendements (extractions par macérations, micro-onde et Soxhlet) :

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait obtenu aprés
I’extraction et la masse de la matiere végétale séche utilisée. Le rendement exprimé en

pourcentage, est calculé par la formule suivante :
Rd %= [ME / MP] x 100 (1)
Avec :

Rd : Rendement d’extraction (%).

ME : Masse d’extrait (g).

MP : Masse de la poudre (g).
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11.A.3. Isolement et purification de la Curcumine :

11 existe différentes maniéres d’isoler la curcumine du curcuma. Plusieurs méthodes ont
été utilisées pour avoir un bon rendement d’extractions utilisent des solvants tels que ’hexane,
I’acétone, le dichloréthyléne, le méthanol et 1’éthanol [11]. Quelle que soit la technique
employée, la seule maniere d’obtenir une curcumine pure est de 1’isoler a I’aide d’une méthode
chromatographique préparative comme la colonne chromatographique sur gel de silice [13]. Le
développement de la chromatographie a fortement contribué a I’avancement dans le domaine
des analyses, car ¢’est une méthode de choix pour 1’analyse des composés hautement énantio-
pures, étant la seule a pouvoir détecter et quantifier les impuretés a moins de 1% [15]. Une
chromatographie est une technique de séparation des composés d’un mélange, par entrailnement

le long d’une phase stationnaire, a 1’aide d’une phase mobile [16].
A- Chromatographie liquide sur couche mince :

La chromatographie sur couche mince est une technique de séparation et de contréle de
la pureté d’une substance. Elle est basée sur le phénoméne "adsorption solide-liquide™. Dans
cette méthode la phase stationnaire est une substance absorbante solide revétue sur des plaques
de verre ou d’aluminium. Entant que matériau adsorbant, tout solide et substances utilisées en
chromatographie sur colonne (alumine, gel de silice, cellulose) peuvent étre utilisés. La phase
mobile se déplace vers le haut a travers la phase stationnaire, le solvant parcourt la mince plaque
imbibée de solvant par capillarité [16].

e Principe :

Le principe de la chromatographie sur couche mince repose sur 1’entrainement d’un
échantillon dissous par une phase mobile a travers une phase stationnaire. Cette technique a été

réalisée sur des plaques de gel de silice fluorescent sur aluminium prétes a 1’emploi.

» Mode opératoire :

e Préparation de la plaque (phase stationnaire) :

Sur une plague CCM de 6x4cm, on trace délicatement la ligne de dép6t a environs un

1cm du bord inferieur de la plaque et une ligne de front a environ 1cm du bord supérieur.
e Systéme d’élution (phase mobile) :

Apres plusieurs essais, le bon systéeme de solvants utilisés et qui a donné la meilleure
élution est : n-Hexane (50%) /Acétate d’éthyle (50%).

e Préparation de I’échantillon :
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L’extrait brut sec des rhizomes de Curcuma longa L. de 1’extractions par macérations,

micro-onde et I’extracteur Soxhlet est comparé avec le standard « curcumine pure ».
e Les conditions de plagues CCM :
Le protocole de cette manipulation est le suivant[14] :
- Introduire le systéme solvant choisi dans la cuve a chromatographie,
- Fermer la cuve (la cuve doit étre saturée de vapeur de solvant),
- Tracer la ligne de dép6t a environ 1 cm du bord de la plaque,

- A I’aide d’une micropipette, déposer environ 0,5ul de chaque fraction, le diamétre de
la tAche environ 2mm. Effectuer plusieurs dépdts au méme point, en séchant rapidement apres

chaque dép6t.
- Placer la plaque dans la cuve a chromatographie contenant le systéeme solvant.
- Recouvrir la cuve et suivre le développement du chromatogramme.

- Arréter la chromatographie, lorsque le front du solvant se trouve a environ del cm de

I’extrémité supérieur.

- Sécher le chromatogramme a ’air libre.

e Calcul du Rapport frontal (Rf) :
Pour chaque spot nous avons calculé le facteur de rétention :
Rf =h/Hx 100 (2)
Ou:
h: Distance parcourue par le constituant
H: Distance parcourue par le front de 1’éluant

e Révélation physique :

Elle est réalisée a 1’aide d’une lampe UV a 365 nm, afin de visualiser les spots

potentiellement invisibles
B- Chromatographie sur colonne :

La chromatographie sur colonne repose sur le méme principe que la chromatographie
sur couche mince : les espéces chimiques a séparer sont plus ou moins entrainées par un eluant

sur une phase fixe :

37



Chapitre 11

1. La phase fixe est un solide, le plus souvent de la silice remplissant une colonne.

2. L'échantillon est déposé en haut de la colonne. La séparation des espéces chimiques est
obtenue par I'écoulement continu d'une phase mobile (I'éluant) a travers la colonne (Figure
I1.A.3), Les échantillons sont accumulés au bas de dispositif d'une maniére dépendante du

volume [14].

[ @ : 13 fraction non
entrainee par l'eluant

«— silice
I e« deuxiéme fraction

G— premiere fraction

colon

Figure 11.A.3 : Une colonne de chromatographie liquide.

» Mode opératoire :

e Préparation de la colonne (phase stationnaire) :

Pour réaliser une colonne il faut respecter certaines régles qui permettront une

séparation efficace.

Premierement, on a placé le coton au fond de la colonne que I'on recouvre d'éluant,
pour que la phase stationnaire ne puisse pas s'‘échapper de la colonne. Ensuite, on a remplit la
colonne avec la phase stationnaire en réalisant une suspension de silice. Le gel ainsi formé est
introduit dans la colonne a 1’aide d’un entonnoir. On rince avec 1'éluant et on le laisse s'écouler.
Une fois que la colonne est remplie, on place un peu de coton. Cette couche permet de réaliser
des depdts et d'ajouter de I'éluant sans perturber la surface de silice, ce qui empécherait une

migration uniforme.
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e Systéme solvant (phase mobile) :

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques genéralement de
faible, moyenne et forte polarité dans des proportions adéquates que nous déterminons
empiriqguement. Pour cela, le systeme solvant retenus été un gradient hexane (50%) /acétate
d’éthyle (50%).

e Préparation de I’échantillon :

L’échantillon est 1’extrait brut sec des rhizomes de Curcuma longa L obtenu

précédemment par extraction par micro-onde, avec 2ml d’éthanol.

Figure 11.A.4 : Préparation de la colonne.

e Injections de I’échantillon :

Apreés avoir dissoudre 1’échantillon (extra de curcuma) dans éthanol par pipete pasteure

nous I’injectons doucement sur les parois de la colonne.
e Elution:

On s'assure réguliérement que la phase stationnaire n’a pas subi de phénomeéne de

desséchement, en vérifiant qu'il reste toujours de I'éluant au-dessus du niveau du coton.

L'¢luant utiliser ici est un gradient Hexane/Acétate d’éthyle, le systéme permet 1'élution
de plusieurs fractions notées : 1, 2, 3, 4, 5 jusqu’a 14. Le suivie de la séparation par CC se fait

par chromatographie sur couche mince CCM.
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I1.A.4. Caracterisations physico-chimiques :
A- Test Solubilité de la Curcumine :

La solubilité est une caractéristique qualitative utilisée pour décrire le comportement
d’une espece chimique vis a vis d’un solvant. Elle désigne la capacité d’une espéce chimique a
se dissoudre ou non dans un solvant. Quantitativement, la solubilité est une grandeur
correspondant & la masse maximale de soluté pouvant étre dissout dans un volume de
solution[15].

Dans notre cas, on s’intéresse a la détermination qualitative de la solubilité. Pour cela,
on prépare une série de tubes a essai, dont chaque tube contient une masse de curcumine et un
solvant. Ce test est effectué dans I'eau, 1’éthanol, acétone, acétate d’éthyle, ’hexane, DMSO.

Les tests sont faits en méme temps et dans les mémes conditions.
B- Caractérisation structurale par UV :

La spectroscopie UV/Vis est une méthode trés puissante et largement répandue en
chimie. En effet elle ne requiert aucune préparation complexe des échantillons, elle est facile a
réaliser et les résultats sont obtenus rapidement. Elle est utilisée aussi bien pour 1’analyse
qualitative que quantitative. A une longueur d’onde spécifique pour une substance donnée, le
rapport entre I’absorbance A, le nombre de molécules (la concentration) C, le trajet optique 1

exprime en cm est exprimé par la loi de BEER-LAMBERT :
A=log lo/I=e.c.l (3)
Avec, g: Coefficient d’extinction molaire.

Le dispositif utilisé dans notre cas, est un spectrophotometre de type SHIMADZUUV-
1700. Les molécules synthétisées ont été solubilisées dans 1’éthanol, dans lequel on a préparé

une concentration de10™M.

Figure I11.LA.5 : Le spectrophotometre UV-vis utilisé.
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C- Caractérisation par la spectroscopie IR :

La spectroscopie infrarouge est une technique basée sur les vibrations des atomes dans
une molécule. Un spectre infrarouge est généralement obtenu en faisant passer un rayonnement
infrarouge dans un échantillon et en déterminant quelle fraction du rayonnement incident est
absorbée a une énergie particuliére. L'énergie a laquelle tout pic du spectre d'absorption apparait

correspond a la fréquence de vibration d'une partie de la molécule échantillon [20].

L’appareillage utilisé dans notre étude, est un spectroscope infrarouge de type JASCO

FT-IR 4200s. Les mesures sont réalisées dans une gamme de nombre d’ondes de 4000 a 400

cml,

Figure I1.A.6 : Le spectrophotométre FTIR utilisé.

Partie B : Synthese et caractérisation des dérivés de la curcumine

11.B.1 Objectif stratégique

Nous avons utilisé une méthode de synthése organique conventionnelle et d’autre
méthode respectueuse de I’environnement par 1’utilisation de micro-onde. Notre but est de
minimiser le maximum de volume des solvants organiques ainsi que le temps de la réaction de

notre synthese.
11.B.2 Produits chimiques/Instrumentations

Tous les produits chimiques et solvants utilisés dans la préparation des bases de Schiff

étaient de qualité analytique et ont été utilisés sans purification supplémentaire.
o Solvants

Sont des produits commerciaux utilisés sans purification préalable : L’eau bi-distillée.

Le DMSO, L’acétate d’éthyle (AcOEt, Téb = 77°C), le dichlorométhane (DCM, Téb = 40°C),
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I’étherdiéthylique (Téb = 35°C), 1’éthanol (EtOH, Téb = 78°C), Le n-hexane (95%, Fisher
Scientific), le méthanol (MeOH, 99,8%, Sigma-Aldrich).

11.B.3 Synthese des Bases de Schiff :

11.B.3.1 Syntheése de la Base de Schiff Cur-Ala :

11.B.3.1.1 Protocole du Synthese conventionnelle de la base de Schiff Cur-Ala :

La curcumine (0,01 mol) a été dissoute dans un volume de 20 ml d'éthanol absolu et
bien agité a température ambiante. Ensuite, une solution éthanolique de 1’acide aminé L-alanine
(0,01 mol) dont le rapport 1:1 M a été ajoutée a la solution préparée. Le mélange obtenu de
couleur orange a été agité et porté a reflux & 75 C* pendant environ quatre heures. Sur Entre-
temps, la CCM a été vérifiée pour confirmer la complétion de la réaction. Apres la fin de la
réaction, le mélange réactionnel a été conservé pendant une nuitée pour obtenir le produit solide.
Le précipité fin orange résultant a été filtré et bien lavé avec de I'éthanol distillé, a plusieurs
reprises, pour éliminer les produits chimiques n'ayant pas réagi. Le produit obtenu a ensuite été
séche a température ambiante. Le Schéma réactionnel de cette réaction est représenteé dans le

Schéma 6.

Schéma 6 : Séquence réactionnelle de synthése de la base de Schiff (Cur-Ala).

11.B.3.1.2 Protocole du Synthése assistée par micro-ondes de la base de Schiff Cur-Ala

Les quantités requises (0,001 mol) des réactifs ci-dessus (Curcumine et L-alanine), dans
2 ml d'éthanol absolu ; sont soumises a une irradiation par micro-ondes pendant 5-10 minute au
niveau de puissance 1 (100 watts). Entre-temps, la CCM a été vérifiée pour confirmer
I'accomplissement de la réaction. Apres I'achévement de la réaction, le mélange réactionnel a
été conservé pendant une nuitée pour obtenir le produit solide. Le produit a été filtré, séché et
recristallisé a partir d'éthanol. Le Schéma réactionnel de cette réaction est représenté par le

Schéma 6.
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11.B.3.2 Synthése de la Base de Schiff Cur-Leu :
11.B.3.2.1 Protocole du Synthése conventionnelle de la base de Schiff Cur-Leu :

La curcumine (0,01 mol) a été dissoute dans un volume de 20 ml d'éthanol absolu et
bien agité a température ambiante. Ensuite, une solution éthanolique de 1’acide aminé L-leucine
(0,01 mol) dont le rapport 1:1 M a été ajoutée a la solution préparée. Le mélange obtenu de
couleur orange a été agité et porté a reflux a 75 C* pendant environ quatre heures. Sur Entre-
temps, la CCM a été vérifiée pour confirmer la complétion de la réaction. Apres la fin de la
réaction, le mélange réactionnel a été conserve pendant une nuitée pour obtenir le produit solide.
Le précipité fin orange résultant a été filtré et bien lavé avec de I'éthanol distillé, a plusieurs
reprises, pour éliminer les produits chimiques n'ayant pas réagi. Le produit obtenu a ensuite été
séche a température ambiante. Le Schéma réactionnel de cette réaction est représenté par le

Schéma 7.

HO. (o]
CH; NH,
OH
H,C o

Schéma 7 : Séquence réactionnelle de synthése de la base de Schiff (Cur-Leu).

11.B.3.2.2 Protocole du Synthese assistée par micro-ondes de la base de Schiff Cur-Leu

Les quantités requises (0,001 mol) des réactifs ci-dessus (Curcumine et L-leucine), dans
2 ml d'éthanol absolu ; sont soumises a une irradiation par micro-ondes pendant 5-10 min au
niveau de puissance 1 (100 watts). Entre-temps, la CCM a été vérifiée pour confirmer
I'accomplissement de la réaction. Apres I'achévement de la réaction, le mélange réactionnel a
été conservé pendant une nuitée pour obtenir le produit solide. Le produit a été filtré, séché et
recristallisé a partir d'éthanol. Le Schéma réactionnel de cette réaction est représenté par le

Schéma 7.
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I1.B.4 Méthodes d’analyse
11.B.4.1 Chromatographie

Les chromatographies analytiques (CCM) ont été effectuées sur des plaques Merck en

aluminium recouvertes de gel de silice 60 F 254 (épaisseur 0,2 mm) et révélées par une lampe
UV réglée sur 254 nm.
11.A.4.2 Point de fusion

Les points de fusion des produits préparés ainsi que les produits de départ sont

déterminés a I’aide d’un fusiométre Stuart Scientifique.
I1.A.4.3 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR)

Les spectres d’absorption infrarouge ont été enregistrés dans la région 4000-500 cm-1
avec un spectromeétre type JASCO FT/IR-4200 en mode réflexion totale atténuée (ATR). Les

transmissions reportées sont exprimées en nombre d’onde (cm™).
11.A.4.4 Spectrophotométrie ultraviolet-visible (UV-vis)

Les spectres UV-vis ont été enregistrés dans la région 400-1200 nm avec un appareil
JASCO V-650. Les cellules sont en deux, avec un trajet optique de 1 cm.

I1.A.4.5 Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton *H (200 MHz) et du
carbone 13C (50,3 MHz ou 100,62 MHz) ont été enregistrés sur des appareils Bruker Avance
300, en utilisant le tétraméthylsilane (TMS) et 1’acide phosphorique comme références internes
pour les RMN *H, 3C et 3P, respectivement. Les déplacements chimiques (&) sont indiqués en
partie par million (ppm). Les multiplicités sont désignées par singulet (s), doublet (d), triplet

(t), quadruplet (g) et multiplet (m).
I1.A.4.6 L’analyse élémentaire

Les pourcentages de carbone, d'hydrogene et de I'azote ont été déterminés en utilisant

I’analyseur Perkin Elmer 2400 CHN. Les prises d'essai sont a I'échelle micro-analytique (1 a 3

ug).
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Partie C : Etude théorique de la curcumine et de ces dérivés par la méthode
DFT

11.C.1 Introduction

La modélisation moléculaire est basée sur le développement de méthodologies
théoriques et computationnelles, pour modéliser et examiner le comportement des molécules,
des petits systemes chimiques aux grandes molécules biologiques et aux assemblages de
matériaux. Les domaines d'application de la modélisation moléculaire concernent la chimie
computationnelle, la conception de médicaments, la biologie computationnelle et la science des
matériaux. La technique informatique de base pour réaliser la modélisation moléculaire est la
simulation. Les techniques de simulation moléculaire nécessitent des exigences
supplémentaires spécifiques en matiére de calcul et de logiciel. Dans cette partie, la
modélisation moléculaire a été faite pour déterminer certaines propriétés moléculaires
importantes comme I'optimisation géométrique et les parameétres de réactivité moléculaire, les

propriétés électroniques et les propriétés physico-chimiques.
11.C.2 Théorie de la fonctionnelle de la densité “DFT”

La théorie de la fonction de densité (DFT) est actuellement I'une des méthodes les plus
utilisées pour les calculs quantiques en raison de sa capacité a déterminer les propriétés
structurelles, thermodynamiques et électroniques des molécules[16].La théorie de la
fonctionnelle de la densité (DFT) est une théorie développée pour le calcul des systemes a corps
multiples, notamment formés par un grand nombre d'atomes et de molécules. C'est une théorie
importante dans le domaine de la physique moléculaire car elle permet de calculer les
interactions électroniques, atomiques et moléculaires [17].Les racines de cette théorie se
trouvent dans un modéle élaboré par Llewellyn Thomas et Enrico Fermi & la fin des années
1920 [18]. Toutefois, ce n'est qu'au milieu des années 1960 que les travaux de Pierre
Hohenberg, Walter Kohn et Lu Sham ont permis d'établir le schéma théorique sur lequel repose

la méthode actuellement utilisée [19].

Les methodes traditionnelles des théories de la structure électronique de la matiére, en
particulier la théorie de Hartree-Fock et les dérives de ce formalisme [20], sont basées sur une
fonction d'onde multi-électronique. Bien que cette résolution de I'équation de Schrddinger
permette de décrire avec précision le comportement de trés petits systemes, sa capacité de
prédiction est limitée par le fait que les équations de Schrédinger sont trop complexes pour étre

résolues numériquement, et encore moins analytiquement[17,21]. La théorie de la fonction de
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densité (DFT) reformule le probleme afin d'obtenir, par exemple, la distribution de I'énergie et
des électrons de I'état fondamental, en travaillant avec la fonctionnelle de densité électronique
au lieu de la fonction d'onde. Un avantage est que la densité est une quantité beaucoup plus
simple que la fonction d'onde et donc plus facile a calculer. En pratique, des systemes beaucoup
plus complexes sont accessibles : la fonction d'onde d'un systeme de N électrons dépend de 3N

variables, alors que la densité électronique ne dépend que de trois variables [22].

La DFT appliquée aux systéemes électroniques est une procédure variationnelle
alternative a la solution de I'équation de Schrddinger, ou la fonctionnelle de I'énergie
électronique est minimisée par rapport a la densité électronique. C'est I'une des méthodes les
plus utilisées dans les calculs quantiques de la structure électronique de la matiere, tant en
physique de la matiére condensée qu'en chimie quantique [23]. Le principal avantage de la DFT
est que ses équations sont beaucoup plus simples a résoudre que les équations a plusieurs corps
de la mécanique quantique ou d'autres approximations, ce qui permet de travailler avec des
systemes plus grands et de calculer davantage de leurs propriétés. Avec cette théorie, il est

possible de réaliser des simulations avec quelques milliers d'atomes.

Dans ce travail, nous avons réalisé une étude théorique sur la curcumine et les produits
synthétisés. L’objectif de notre travail est de calculer les caractéristiques structurelles et
électroniques par la méthode de calcul DFT avec la base standard 6-31G++ (d, p) et la
fonctionnelle B3LYP[24], nous avons abordé les propriétés structurelles (longueur des liaisons,
angles formés entre les atomes), les propriétés vibrationnelles, la thermodynamique, les
propriétés électroniques a partir du théoreme de Koopmans ainsi que les propriétés moléculaires
telles que I'écart énergétique, les orbitales HOMO-LUMO, les charges atomiques de Mulliken,
le potentiel électrostatique moléculaire (MESP), le moment dipolaire, I'affinité électronique, le
potentiel d'ionisation, le potentiel chimique, I'électronégativité (v), la dureté absolue, la douceur
globale (S), la nucléophilie et la réactivité chimique de ces molécules. Les parametres
géomeétriques optimisés, les fréquences vibratoires fondamentales, les constantes de rotation,
les intensités des bandes IR, les charges atomiques et d’autres paramétres thermodynamiques
ont été déterminés a l'aide du logiciel Gaussian 09[25] et visualisés par le programme
GAUSSVIEW [26].
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Partie D : Etude théorique de la curcumine et de ses dérivés par Docking

moléculaire

11.d.1 Introduction

La conception de médicaments fait appel a des techniques de modélisation sur
ordinateur, également appelées "in silico”. Les méthodes in silico telles que le Docking
moléculaire et les relations quantitatives structure-activité (QSAR) peuvent diminuer les échecs
colteux des candidats medicaments en identifiant les composés prometteurs et en diminuant
ainsi le nombre d'expériences colteuses. Ces méthodes comptent parmi les principaux moyens
de découverte de médicaments. L'utilisation de la méthode de Docking moléculaire dans le
processus de la conception de médicaments a commencé il y a plus de 30 ans [27]. Le but était
de prédire la capacité d'une molécule a se lier ou non au site actif d'une protéine en se basant
sur la prédiction de la conformation et de I'orientation de la molécule lors de sa liaison au

récepteur [28].
11.d.2 Méthodes

L'étude de la liaison entre la curcumine et les produits synthétisés vis a vis la
prostaglandine E synthase-1 microsomale (MPGES-1) a été réalisée par Docking moléculaire
en utilisant Molegro Virtual Docker 2.2.3.443. Les structures des molécules ont été optimisées
a l'aide du logiciel gaussian09 puis ont été importées dans I'espace de travail sous forme de SDF
(*.sdf). Les structures chimiques 2D de la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu sont présentées
précédemment. La structure de la prostaglandine E synthase-1 microsomale a été obtenue a
partir de la banque de données des protéines (PDB ID : 5BQH) avec une résolution de 1,60 A.
La structure de la protéine importée a été traitée et affinée avec le module Protein Preparation.
Le ligand complexé 4UK a été placé au centre de I'espace de recherche pour définir le site de
liaison. Le protocole de Docking a éteé validé en retirant le ligand du site de liaison puis en le
re-dockant dans le site actif de la mPGES-1 [29]. Ensuite, les molécules étudiées (curcumine et
les produits synthétisés) ont été dockées dans le site actif de la mPGES-1, dont dix cycles
indépendants ont été realises avec l'algorithme d'évolution différentielle guidée. Pour la
comparaison, le 4UK a été considéeré comme une molécule de référence. Les meilleures poses
d'amarrage ont été inspectées visuellement afin de sélectionner les meilleures poses possibles.
Aprés I'amarrage, une minimisation post-amarrage a été effectuée pour les poses présentant le
meilleur score. Le score Moldock a été utilisé pour classer les ligands en fonction de I'énergie

de liaison, la valeur la plus négative correspondant a la conformation la plus stable[30].
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Partie E : Evaluation des activités biologiques de la curcumine et de ces
dérivés
Cette partie décrit les réactifs, matériels et les méthodes expérimentales employées dans

les essais in vitro pour évaluer les activités biologiques de la curcumine et les bases de Schiff

synthétisés.
I1.E.1 Evaluation de | activité antioxydante

I1.E.1.1 Matériels et réactifs
I1.E.1.1.1 Instrument utilisé :

Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 250 pl pour chaque puits (EnSpire

MultimodePlate Reader perkin, USA).
I1.E.1.1.2 Réactifs

Pour 1’évaluation de I’activité antioxydante, nous avons utilisé les réactifs, regroupés

dans le tableau suivant :

Tableau I1.E.1 : Structures chimiques et propriétés physiques des réactifs utilisés dans le but

de réaliser I’activité antioxydante

Test Réactifs Formule M(g/mol)

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl | C1sH12NsOs 394.32
(DPPH)

ABTS Acide 2,2'-azino-bis(3- C18H18N406S4 514.62

éthylbenzothiazoline-6-

sulphonique)

Persulfate de potassium K2S20s 270.32
CUPRAC Acetate d’ammonium C2H7NO2 77.08

Chlorure de cuivre (I1) CuClz, 2H20 170.48

Neocupronin 208.26 CuH12N> 208.26
Phenanthroline Benzo[b][1,10]phenanthroline | C16H10N20 246.26
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-7-ol (Phenanthroline)

Chlorure de fer FeCls 162.2
Standards Hydroxytoluéne butylé C1sH240 220.35

(BHT)

Butylatedhydroxyanisole C15H2402 254.46

(BHA)

11.E.1.2 Pouvoir de piégeage du radical DPPH

La méthode DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est fréquemment utilisée pour mesurer
I’activité antioxydante d’un extrait de plante ou d’un produit synthétique. Le principe est de
mesurer la capacité d’inhibition du radical stable DPPHe (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
(Figure 11.E.1) selon la méthode de Blois [31].

NO,

NO,

Figure 11.E.1 : Le Radical DPPHe

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle) est un radical stable qui présente une
couleur violette en solution (maximum d’absorbance a une longueur d’onde de 517 nm) et
devient jaune lorsqu’il est piégé ou bien capté par un antioxydant. De plus, sa transformation
en forme non-radicalaire, aprés la saturation de ses couches électroniques, entraine la

disparition de sa coloration violette [32,33].
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Figure I11.E.2 : Réduction du radical DPPH+ par R-H, ou (RH) est un composé capable de
libérer un H au radical DPPH

Une quantité de 6 mg de DPPH a été dissoute dans un volume de 100 ml de méthanol
et gardée a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance doit étre environ 0.7 nm (517 nm) dans
le spectrophotométre. 160 pL de la solution de radical stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) a été ajouté a 40 pL d'échantillon dans chaque puits de microplaque avec trois
répétitions pour chaque dilution. Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standards
antioxydants, alors que le méthanol est utilisé comme un contréle négatif. L'absorbance a été
effectuée a 517 nm aprés 30 min d'incubation a température ambiante. Les résultats sont

exprimés sous forme d’un pourcentage d’inhibition selon la formule (1) :

1% = ((Ab —As) ~ Ab) x100 Q)

Ou Ab et As sont respectivement I'absorbance du contrdle négatif et de I'échantillon.
11.E.1.3. Test de piégeage des radicaux ABTS

L'ABTS est un radical libre stable, fréquemment utilisé pour mesurer le pouvoir
antioxydant des fluides biologiques, des huiles essentielles, des extraits ou des composés
synthétiques [34,35].

Le radical ABTS préformé est obtenu par I'oxydation de la molécule ABTS stable par
le persulfate de potassium (K2S2Og) [36], ce qui entraine I'apparition d'une coloration bleu-vert

intense.
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Schéma 8 : Génération d’ABTS " * par I'oxydation d'’ABTS avec K2S208

En cas de présence d'un donneur d'hydrogene (antioxydant), le passage du radical ABTS
a la forme non radicalaire est accompagné par la disparition de cette coloration mesurée a une

longueur d'onde de 734 nm.

K2S2038

ABTS ABTS** + AOH

Schéma 9 : Production de ’ABTS"™" par échange d'électron en présence de persulfate de

potassium et réduction du radical formé par la molécule antioxydante en donnant un He.

L’analyse spectrophotométrique de I’ABTS a été effectuée selon la méthode de Re et al
[36]. La solution d’ABTS" a été préparée par le mélange de 7 mM d'ABTS avec 2,45 mM de
persulfate de potassium en utilisant I'eau comme solvant. Le mélange a été laissé dans
I'obscurité a température ambiante pendant 12 heures avant d'étre utilisé. La solution d ABTS™
a éteé diluée dans de I'éthanol ou de I'eau pour obtenir une absorbance de 0,708 + 0,025 a 734
nm. 40 ml de solution d'échantillon dans de I'éthanol a différentes concentrations ont été ajoutés
a 160 ml de solution d'/ABTS™". Le mélange a été laissé a température ambiante pendant 10

minutes, puis I'absorbance a été mesurée a 734 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a 96
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puits. Les expériences ont été réalisées en trois exemplaires. Le BHA et le BHT ont été utilisés
comme standards antioxydants pour la comparaison de I'activité. Le pourcentage d'inhibition
de tous les échantillons a été calculé a l'aide de I'équation suivante :

1% = ((Ab —As) + Ab) x100 2)
Ou Ab et As sont respectivement I'absorbance du contrdle négatif et de I'échantillon.

Les résultats ont été exprimés en IC50 (UM) correspondant a la concentration de 50 %
d'inhibition.
I11.E.1.4. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Le test CUPRAC est basé sur les changements des caractéristiques d'absorption du
Complexe néocuproine (Nc) cuivre (1), le neocuproine (2,9-dimethyl-1 ,10- phenanthroline)
est un produit organique hétérocyclique chélatant. Ce complexe est réduit par les antioxydants
(Figure 11.E.3), lorsque celui-ci est réduit le potentiel de réduction de I'échantillon ou de I'étalon
convertit efficacement Cu*2 en Cu*!, modifiant ainsi I'absorbance maximum (Schéma 10).

L’absorption maximal du complexe de cuivre réduit est a 450 nm.

[ - 2* g 1 &
=0 s | LI
N N AOX  AOX Product N N
H,C \Cu/ CHy o S HaC \C/ CHal =
- u
HsC 7 N CH, H4C / \L CHy | *
Reéactif CUPRAC Produit Jaune-Orangé

Couleur Bleu

Schéma 10 : Réaction de CUPRAC par une substance antioxydante.

La capacité antioxydante réductrice du cuivre a été effectuée selon la méthode d'Apak
et al [37]. Sur une microplaque de 96 puits, En dépose 40 pL d'échantillon, puis en ajoute
successivement 60 pL de tampon d'acétate d'ammonium (1mol.L, pH 7,0), 50 uL de solution
néocuproine (7,5 mmol.L™) et 50 uL de la solution CuClz, 2H,0 10 mmol.L* dans chaque puits

de microplaque avec trois répétitions pour chaque dilution. Le BHA et le BHT ont été utilisés
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comme standards antioxydants, alors que le méthanol est utilisé comme un contrdle négatif.
Apres 1 heure d'incubation a température ambiante, une lecture a 450 nm de 1’absorbance a été
enregistrée par rapport & un réactif blanc. Les résultats sont donnés sous forme de valeurs

d'absorbances, comme 1’A 0,5 qui représente la concentration produisant 0,500 d'absorbance.
I1.E.1.5 : L’activité de la Phénanthroline

L’activité de la phénanthroline c’est une méthode colorimétrique. Cette analyse est
basée sur la réduction de Fe*® (FeCls) en Fe*? en présence d’un agent antioxydant donneur
d’électrons, le fer ferreux Fe*? résultant de cette réaction forme avec la 1,10-phénanthroline un
complexe trés stable coloré en rouge-orangé intense appelé ferroine, 1’augmentation de

I’absorbance de ferroine est mesurée a Amax = 510 nm [38].

2+

Schéma 11 : Réaction de la 1,10 phénanthroline avec le fer ferrique (Fe*) aprés son

oxydation enfer ferreux (Fe*) par un agent antioxydant[39]

La capacité antioxydante du test O-phénanthroline a été effectuée selon la méthode
Szydlowska-Czerniaka [38]. Sur une microplaque de 96 puits, en déposel0 pl d’échantillon,
rajoutant successivement 50 pl de solution FeCls (0.2%), 30 ul de la solution Phénanthroline
(0.5%), 110ul MeOH dans chaque puits de microplaque avec trois répétitions pour chaque
dilution. Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standards antioxydants, alors que le
méthanol est utilisé comme un contréle négatif. L’incubation a 1’obscurité pendant 20 min a
30°C.la lecture de I’absorbance est a 510 nm. Les résultats sont donnés sous forme de valeurs

d'absorbances.
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I1.E.2 Evaluation de | activité antibactérienne :

La Cur ainsi que Les bases de Schiff synthétisées ont été soumises a un dépistage
antimicrobien par la méthode de diffusion en puits. L'effet antimicrobien in vitro des composés
étudiés a eté testé contre diverses especes bactériennes comme B. subtilis, S. aureus, E. coli, K.
pneumoniae et P. aeruginosa et des espéces fongiques comme C. albicans et A. niger en fonction
de leur importance clinique et pharmacologique. Les solutions d'essai ont été préparées en
dissolvant les composés dans du DMSO a des concentrations de 50 et 100 ug/ml. Des plagques
de Mueller-Hinton Agar (MHA) ont été préparees et les souches a tester ont été étalées sur une
plaque de MHA agar solide & I'aide d'un écouvillon stérile. Ensuite, 20 ml d'échantillons ont été
déposés dans le puits. Le test a blanc a montré que le DMSO présent dans les préparations des
solutions d'essai n'affecte pas les organismes d'essai. Les boites de Pétri ont été laissées a
incuber a 37 C pendant 24 h. La zone d'inhibition autour du puits a été mesurée bord a bord de
la zone de croissance confluente, qui correspond généralement au bord le plus net de la zone et
dont le diamétre est mesuré en millimetres. L'amoxicilline a été utilisee comme standard pour

I'activité antibactérienne et la nystatine pour l'activité antifongique.
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Partie A : Extraction, purification et caractérisation de la curcumine

I11.A.1 Extraction :

La plante Curcuma longa L. a été séchée a I’ombre et a I’air libre et pulvérisée par un

broyeur, afin d’obtenir une poudre trés fine pour faciliter I’extraction (Figure 111.A.1).

Figure 111.A.1: Rhizomes secs et la poudre de Curcuma longa L. utilisée.
Ensuite, on a procédé a I’extraction de la molécule visée, en appliquant trois méthodes :
A- Extraction par macération :

Aprés la mise en contact de la poudre de curcuma dans I’éthanol avec une température
ambiante et pour une durée de 4 jours, on a obtenu un extrait brut qui est apercu dans la
Figure 111.A.2.

Figure I111.A.2 : Extraction par macération a froid.
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Ensuite, ’extrait subit une filtration sur papier filtre (Figure 111.A.3) :

Figure 111.A.3 : Processus de filtration.

La solution obtenue (le filtrat) est ensuite mise dans un évaporateur rotatif, que nous

avons programmé a 72° C pour éliminer I’éthanol (Figure 111.A.4).

Figure 111.A.4 : Elimination du solvant par un évaporateur rotatif.

Nous avons obtenu un extrait brut sous forme de poudre marron-orange. Cet extrait est ensuite

conservé dans un flacon ambre a 4 °C.
B- Extraction par solvant assisté par micro-onde :

L’extraction assistée par micro-ondes consiste a irradier, par micro-ondes, la poudre de
curcuma en présence d’éthanol a 133W avec une irradiation par tranches de 4 minutes (Figure
I11.A.5). L’extrait obtenu va subir les mémes procédures que dans le cas de la macération

(filtration et évaporation et conservation).
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Figure I11.A.5: Le micro-onde utilisée pendant I’extraction.
C- Extraction par le montage Soxhlet :

On a placé la poudre du curcuma dans une cartouche en papier-filtre de ’extracteur (Figure
111.A.6).

Figure I11.A.6: Extraction par le montage Soxhlet.

L’extrait obtenu va subir les mémes procédures que dans le cas de la macération

(filtration, évaporation et conservation).
e Rendements en curcuminoides :

Les curcuminoides sont classiqguement extraits par des solvants organiques a partir de

la Poudre de rhizome. Les rendements de I’extraction par les trois méthodes (macération a
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froid, extraction par solvant assisté par micro-onde et par extracteur Soxhlet), ont été

déterminé par rapport a la masse de la poudre séche initiale, selon la formule suivante :

Ces valeurs de rendement sont portées sur I’histogramme suivant, pour faire une

comparaison entre les différentes méthodes d’extraction :

12
Mécro-onde

10 Soxlet
Macération I
. I I I I

B Rendement M Temps

[e]

[e)]

>

N

Figure 111.A.7: Rendements et temps d’extraction de curcuminoides par différentes méthodes

d’extractions.

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraite
par ’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la matiére
vegétale. Il dépend de plusieurs parametres tels que : le solvant, le pH, la température, le

temps d'extraction et la composition de I'échantillon.

Il est & noter qu’une quantité importante d’extrait a été obtenue aussi bien avec une
courte durée par I’extraction assisté par micro-onde, ceci en comparant avec les deux autres
techniques. On peut dire donc que D’extraction assisté par micro-onde est la meilleure
méthode par rapport aux deux autres procédés. Ceci confirme 1’avantage de cette technique
que ce soit de coté rendement élevés, durée de temps courte et aussi au cdté environnemental,

c’est une technique idéale pour extraire des substances naturelles.
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I11.A.2. Purification
A- Analyse par la chromatographie sur couche mince :

Afin de vérifier la composition de 1’extrait brut (curcuminoides), une chromatographie
analytique sur couche mince a été réalisée en utilisant un systéme de deux solvants, I'un est
moyennement polaire et I’autre est apolaire : (acétate d’éthyle /Hexane : 2 /2, V/V), puis sous
une lumiére UV a 365 nm, les différents spots d’extraits sur les chromatogrammes ont été
révélé afin de calculer leurs Rf. La révélation physique a ’aide d’une lampe UV permet de
mieux visualiser les différentes taches. Le systeme d’élution choisi montre une meilleure

séparation (Figure 111.A.8).

CP

Figure 111.A.8: Résultats de I’analyse par CCM des extraits obtenus par différentes méthodes

(CP : Curcumine pure, EO extrait de micro-onde, EM : extrait de la macération, ES : extrait

de I’extracteur Soxhlet).

Pour caractériser nos extraits, on a calculé le rapport frontal (Rf). Il est compris entre 0
et 1, et est caractéristiqgue du composé, du matériau de la plaque et du systeme d'éluant. Le Rf
des produits dépend de leur affinité relative par rapport a la phase stationnaire et la phase
mobile. Dans la plupart des cas, les molécules les plus hydrophobes (mois polaires) sont
entrainées par la phase mobile et les molécules les plus hydrophiles (plus polaires) établissent

des interactions plus fortes avec la phase stationnaire.

Les Rfs calculés aprés observation sous UV, sont consignés dans le tableau 111.A.1 suivant :
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Tableau I11.A.1: Résultats d’analyses par CCM (Rfs calculés aprés observation sous UV).

Produits Curcumine Extrait par | Extrait de la | Extrait par le
pure micro-onde macération montage Soxhlet
Nombre  des|1 2 2 2
taches
Rf 0,4 0,4 0,4 0,4
0,9 0,9 0,9

On remarque que les (Rfs) des extraits des différentes méthodes micro-onde,
macérations et extracteur Soxhlet (dont le solvant est 1’éthanol) sont identique (Rf =0,4), donc

on peut dire que les trois méthodes ont conduit au méme produit (curcuming).

Aprés avoir confirmé par CCM que I’extrait de curcuma contient de la curcumine,

nous passerons a isoler cette derniére en utilisant la Chromatographie sur colonne.
B- Chromatographie sur colonne :

La technique de chromatographie sur colonne repose sur le méme principe que la
chromatographie sur couche mince : les especes chimiques a séparer sont plus ou moins

entrainées par un éluant sur une phase fixe :
1. La phase fixe est un solide, le plus souvent de la silice remplissant une colonne.

2. L'échantillon est déposé en haut de la colonne. La séparation des especes chimiques est

obtenue par I'écoulement continu d'une phase mobile (I'¢luant) a travers la colonne.

La séparation est basée sur une différence de vitesses d'entrainement des espéces
chimiques vers le bas de la colonne. L'objectif de cette partie est donc de séparer les
constituants colorés de curcuminoides puis de montrer l'intérét de la chromatographie sur
colonne vis-a-vis de la chromatographie sur couche mince. L'extrait de Curcuma
(curcuminoides) dissous dans 1’éthanol a été soumis a une Chromatographie sur colonne en
verre remplis par le gel de silice (phase stationnaire) et la séparation des composants de
I’extrait brut de Curcuma Longa L. s’effectue avec un systéme solvants (Hexane/Acétate
d’éthyle (50/50) (V/V)) qui a permis I’obtention de 15 fractions décrites dans le tableau

suivant :
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Tableau I11.A.2 : Couleur des fractions obtenues.

Numéro de fraction

1 +2+3+4
5

© o0 ~N o

11
12
13
14

Couleur ‘
Orangé
Marron foncé
Marron
Marron claire
Marron pale
Jaune foncé
Jaune

Jaune

Jaune claire
Jaune pale

Jaune pale
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Figure 111.A.10: les fractions de séparation.

L’extrait brut est entrainé par la phase mobile, ensuite il est recupére dans des tubes a
essais. |l est souvent utile de réaliser des chromatographies sur couche mince sur chaque tube

pour Vérifier ou sont les composés a séparer (la curcumine).
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Figure I11.A.11: Résultats de I’analyse chromatographique aprés la CC.

Tableau 111.A.3: Calculs des Rfs correspondants.

Numéro de la Nombre des Rf Couleur

fraction taches

1 1 0,9 Orangé

2

3

4

5 2 0,9 Marron foncé
0,4

6 2 0,9 Marron
0,4

7 2 0,9 Marron claire
0,4

8 2 0,9 Marron pale
0,4

9 1 0,4 Jaune

10 1 0,4 Jaune

11

12

13

14

Une analyse par CCM comparative de chaque fraction permet de vérifier leurs
compositions et de calculer ses Rfs, ce qu’elle a révélé par exemple un Rf de 0,4
caractéristique de la curcumine pure pour les fractions 9, 10, 11, 12,13 etl14. Les fractions 9-
14 sont ensuite mélangées afin de réaliser une évaporation dans un rotavepeur pour récupérer
la curcumine pure, qui sera ensuite conservé a une température a 4°C. Le rendement apres

cette analyse est de R=6,5%.
I11.A.3. Caractérisations physico-chimiques :
A- Les propriétés physicochimiques et organoleptiques :

Le nom selon IUPAC de la curcumine est (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-
méthoxyphényl)-1,6-heptadiéne-3,5-dione, sa formule chimique C21H200s et son poids
moléculaire de 368,38g/mol. Elle a trois entités chimiques dans sa structure : deux systemes
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cycliques aromatiques contenant des groupes o-méthoxyphénoliques, reliés par une chaine a

sept carbones constitué d'un fragment dicétone a,B-insature.

Le tableau ci-dessous regroupe les différentes propriétés physicochimiques et

organoleptiques de la curcumine obtenue.

Tableau I11.A.4: Propriétés organoleptiques de la curcumine.

Molécule Aspect Couleur Point de fusion Solubilité

Curcumine  Poudre fine  Jaune Pfexp. 182-184°C Non soluble : Eau et
Pfries 183°C I'éther de pétrole
Soluble : DMSO,
méthanol, éthanol,
acétonitrile,

chloroforme, acétate
d’éthyle,
dichlorométhane

B- Caractérisation structurale par UV :

Une caractérisation spectroscopique pour déterminer les bandes d’absorption
moléculaires caractéristiques des produits pour contréler la pureté de la curcumine isoler par
papport a la curcumine standard a été réalisée a 1’aide d’un spectrophotométre Shimadzu
UV1700. Les mesures se font dans des cuves en quartz de 1cm de trajet optique dans le
domaine allant de 190 nm a 800 nm. L’éthanol est utilis¢é comme solvant pour la préparation
des solutions. Les spectres UV-Vis de la curcumine isoler et la curcumine pure de référence

sont présentés dans la Figure 111.A.12.
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Figure 111.A.12 : Analyse par UV-vis de la curcumine isolée et la curcumine de référence.

A partir de ces spectres, on constate qu’il y a une similitude parfaite entre le spectre de
la curcumine pure et la curcumine isole. L’analyse des spectres présentés ci-dessus montrent

que la curcumine présente deux bandes d'absorption caractéristiques :

« Une bande d’absorption de forte intensité située A Amax = 425 nm correspondent &
une transition électronique n —»* des groupements phénol et des groupements fonctionnel

carbonyle C=0.

« Une bande d’absorption de faible intensité située A Amax = 265 nm correspondent a

une transition électronique 1 . © * des liaisons C=C.
C- Caractérisation par la spectroscopie IR :

La spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier a été utilisée pour observer les
modifications vibrationnelles dans la molécule isolée en la comparant avec celle du produit de
référence (curcumine pure). Nous avons effectué les analyses par spectroscopie infrarouges au
niveau du laboratoire de chimie de la faculté des sciences Seétif 1 a 1’aide de I’appareille
Shimadzu FTIR-8300 (Fourier Transform Infrared Spectrophotometer). Le spectre infrarouge

de la curcumine a été enregistré dans un domaine de 4000- 500cm-1.

Le spectre IR de la curcumine (figure 111.A.13) présente une bande large et intense
dans la région 3350cm™, cette bande est généralement attribuées a la fréquence de vibration
d’élongation de O-H de la fonction phénol. Deux bandes d’absorption sont localisés a 2912 et

2842cm™ correspond a v(C-H). Une bande d’absorption est située a 1262cm™ et une autre est

70



Chapitre 111

localisée a 1714 cm™, ces deux bandes correspond respectivement aux vibrations v(C-O) et

v(C=0).

100 +
95

90 —
3350,092

85 —
1742,73

30 - 2355,69

T%

1714,94

75 H 2842,84

70

2912,33
65

curcimine

1262,17

60

no(cm-1)

Figure 111.A.13: Spectres IR de la curcumine
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Les valeurs de fréquences des principales bondes d’absorption de la curcumine sont résumées

dans le tableau suivant (Tableau I11.A.5) :

Tableau I11.A.5: Bondes IR d’absorption caractéristique de la curcumine

Liaison Nombre d’onde (cm™?)
Vc=0 1714,94
Vo-H (phénol) 3350,092
Vco 1262,17
VC-H 2912,33
2842,84
éc-H (aromatique) 2355,69
2348,38

(v: vibrations élongations , §c+ : vibrations déformations)

Intensité de la bonde
Moyenne

Forte et large
Moyenne

Forte

Moyenne

Moyenne

Moyenne
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Partie B : Synthéses et caractérisation
111.B.1 Introduction :

Les bases de Schiff sont une classe de composés contenant l'azométhine comme
groupe fonctionnel qui contient une double liaison carbone-azote (>C=N-), l'azote étant
attaché a un groupe alkyle ou aryle, mais pas a I'nydrogene[1]. Ces composés ont été
rapportés par le chimiste allemand Hugo Schiff en 1864 et portent donc son nom[2]. La
majorité des bases de Schiff sont représentées par la formule générale R1R2C=NR3[3], tandis

que certaines d'entre

elles ont la formule générale R1ICH=NR>, dans laquelle le carbone est fixé par un atome
d'hydrogene au lieu d'un groupe alkyle ou aryle [4]. Ce sont des produits de condensation de
cetones ou d'aldéhydes avec des amines primaires [5].

........................................................................

(@]
_|_
py)
|
s
”\H/
Z
|
e
_|_
Tz
o

........................................................................

Schéma 12 : Réaction générale de formation des bases de Schiff.

NB : Pour faciliter le travail, on a donné des abréviations a la curcumine et aux produits
synthétisés de la maniére suivante :

e Cur : pour la curcumine.

e Cur-Ala: pour le produit obtenu a partir de la curcumine et L-Alanine.

e Cur-Leu : pour le produit obtenu a partir de la curcumine et L-Leucine.
111.B.2 Synthese des bases de Schiff Cur-Ala et Cur-Leu :

La synthése des composés Cur-Ala et Cur-Leu a été réalisée avec deux méthodes, sous
irradiation micro-ondes et avec une procédure de chauffage conventionnelle. La condensation
de la L-Alanine, L-Leucine avec la curcumine, par méthode conventionnelle, pendant 6h, a
donné la base de Schiff Cur-Ala a 68 % et la base de Schiff Cur-Leu & 65%. L'utilisation de
techniques assistées par micro-ondes pour la préparation des bases de Schiff est d'un grand
intérét dans le domaine de la synthese organique verte. La réaction de la L-Alanine, L-
Leucine avec la curcumine dans des conditions de micro-ondes, en utilisant I'éthanol comme

solvant, a révélé la formation de la base de Schiff Cur-Ala souhaitée avec un bon rendement
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(96 %) et la formation de la base de Schiff Cur-Leu avec un bon rendement (95 %). Comme il

montre le tableau 111.B.1, un temps de réaction de 8 & 10 minutes est nécessaire pour
synthétiser les composés souhaités sans sous-produits. De plus, les techniques assistées par
micro-ondes impliquent une manipulation simple, ce qui en fait une méthode de synthése

moins chere et plus rapide que les méthodes classiques rapportées.

Tableau 111.B.1 : Rendement et temps de synthése des bases de Schiff Cur-Ala et Cur-Leu

dans des conditions micro-ondes / conditions conventionnelles.

Composés Cur-Ala Cur-Leu

Conditions Micro-ondes Reflux Micro-ondes Reflux
Rendement 96 % 68 % 95 % 65 %
Temps 8-10 min 6h 8-10 min 6h

I11.B.3. Caractérisation des produits synthétisés
111.B.3.1. Analyse par point de fusion

Les points de fusion de la base de Schiff Cur-Ala (233-235 C°) et Cur-Leu (245-247
C°) etaient plus élevés que ceux de la curcumine (181-183 C°), ce qui indique que les bases
de Schiff sont plus stables thermiquement que la curcumine. Les bases de Schiff (Cur-Ala et
Cur-Leu) sont colorées en orange et sont solubles dans les solvants organiques courants tels
que DMSO, DMF, MeOH et EtOH, etc.

111.B.3.2. Analyse élémentaire

Afin de résoudre les formules moléculaires des bases de Schiff synthétisés, une
analyse élémentaire de ces composés a été réalisée. Elle a également permis de comparer les
valeurs théoriques et calculées. Les données de l'analyse élémentaire ont révélé que les
pourcentages observés de C, H et N sont en bon accord avec les valeurs prédites et calculées,
ce qui a permis d'établir les formules structurelles proposées C24H2sNO7 pour Cur-Ala et
C27H31NO7 pour Cur-Leu.

111.B.3.3. Analyse par spectroscopie infrarouge

Les spectres IR ont été analysés en faisant une comparaison entre les spectres des

produits obtenus et ceux des produits de départ correspondants. Effectivement, si un nouveau
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produit est formé, on remarque un déplacement de certaines bandes et la naissance ou la

dispersion de certaines bandes.
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Figure 111.B.1 : Spectres infra rouge de Cur (noir) / Cur-Ala (rouge).
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Figure 111.B.2 : Spectres infra rouge de Cur (noir) / Cur-Leu (rouge).
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Les spectres de spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) de la

curcumine et les bases de Schiff Cur-Ala et Cur-Leu ont été scannees dans la région de
l'infrarouge moyen (4000—-600cm ™). Les modes de vibration des liaisons ont été étudiés en
comparant les spectres FT-IR des bases de Schiff Cur-Ala et Cur-Leu avec le spectre de la
curcumine (molécule de référence). Les spectres IR de la curcumine et des bases de Schiff
montrent une large bande d'intensité moyenne a 3460-3350cm ! qui peut étre attribuée aux
vibrations d'étirement (O—H) du systéme cyclique phénolique. Les bandes & 2900 et 2850cm ™t
proviennent respectivement des vibrations d'étirement asymétriques des liaisons Csp>—H et
Csp®-H. Les fréquences de vibration des liaisons C—H aromatiques sont obtenues aux
environs 1600 cm™. Les bandes a 1450 et 1400cm™* correspondent aux vibrations d'étirement
C-O phénylique. La bande intense centrée a 1500-1460cm™ correspond a la vibration
d'étirement du groupement carbonyle conjugué (C=0). La bande située a 1640-1600cm
provient des vibrations d'étirement du carbone a double liaison, tandis que les bandes centrées
a 1273-1250cm™ et centrées a 1150-1100cm™ proviennent des vibrations d'étirement des
liaisons Csp?-O et Csp-O, respectivement. Une bande caractéristique intense située entre
1600 et 1680 cm™ montre I’apparition d’une nouvelle fonction azométhine v(C=N) dans les
bases de Schiff Cur-Ala et Cur-Leu.

111.B.3.4. Analyse par Spectrophotométrie UV—-Visible

Les spectres UV-vis des produits a analysés ont été enregistrés sur Spectrophotometre
de type JASCO V-650 Dans I’éthanol :

3.000 - ——— Cur
- Cur-Ala

L L
200.00 400,00 ©00,00 800,00

Figure 111.B.3 : Spectres d’absorption UV-vis de la Cur et Cur-Ala.
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3,000
8 —— Cur

Cur-Leu

Figure 111.B.4 : Spectres d’absorption UV-vis de la Cur et Cur-Leu.

Dans le spectre UV-vis de la curcumine, une bande d'absorption observée autour de
260 nm peut étre attribuée a une transition 1 — 7* du benzéne, tandis que la bande autour de
428 nm est attribuée a la transition n—n* associée au groupement chromophore (>C=0). Le
spectre electronique de la base Cur-Ala Schiff a montré une nouvelle bande caractéristique a
228 nm qui peut étre attribué aux transitions 1 — n* de la fonction azométhine. Deux
nouvelles bandes apparues a 214 nm et 229 nm dans le cas de la base de Schiff Cur-Leu
peuvent étre attribuées aux transitions 1 — w* des deux fonctions, azométhine et carbonyle.
Le déplacement bathochromique de la bande située a 473 nm est due a la fonctionnalisation

de la curcumine par I’acide aminé Leucine qui joue le rOle d’un auxochrome.

111.B.3.5. Analyse par la RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton 'H et du carbone
13C ont été enregistrés sur des appareils Bruker Avance 300. Les spectres'H-RMN des bases
de Schiff (Cur-Ala et Cur-Leu) ont été enregistré dans du DMSOds . Dans les spectres RMN
des composés cibles, deux pics sont apparus dans la gamme & 8,40-8,70 ppm attribuables aux
protons du OH phénolique et le second dans la gamme 612,50-12,90 ppm pour le protons
hydroxyles (~OH) de la fonction carboxyle. Les six fractions de protons méthoxyles (—-OCH3)
ont été observées sous forme de singulet autour de 6 3,60-3,80 ppm. De plus, un ensemble de
multiplets observés dans la gamme & 6,50-7,40 ppm peut étre attribué aux protons
aromatiques. La disparition du signal dans 66,90 ppm confirme la formation de la fonction (—
HC=N) du fragment acide aminé et son implication dans la condensation avec la fonction
carbonyle de la curcumine. Le spectre 13C-RMN de Cur-Ala et Cur-Leu montrent des
signaux aux environ 150-160 ppm indiquant l'apparition du groupe C=0O des fonctions

carboxyliques des acides aminés. Le carbone de la fonction imine (N=CH) dans les deux cas a
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montré des signaux aux environs 144 ppm. Une comparaison entre les spectres des produits

synthétisés avec les spectres de la Cur, montre clairement 1’apparition de la fonction

azométhine. (Voir Annexe A).
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Partie C : Calculs théorique de la Curcumine et ses dérivés par la méthode

DFT

I11.C.1. Introduction

La DFT s'est avérée étre un outil important dans la chimie quantique moderne en
raison de sa capacité a déterminer les propriétés structurelles, thermodynamiques et
électroniques des molécules. Dans cette €tude, les calculs DFT de la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu
ont été effectués avec le logiciel Gaussian09 au niveau de théorie B3LYP dont la base 6-
31G++ (d,p).

I11.C.2. Optimisation des structures

L'optimisation de la géométrie de la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu a été effectuée en
minimisant I'énergie (les structures les plus stables correspondent a I'énergie la plus basse).la
méthode DFT avec sa fonctionnel B3LYP et sa base 6-31G ++ (d,p) est utilisée pour
optimiser les structures chimiques et déterminer certains parametres geométriques (longueurs
des liaisons et angles). Les structures optimisées de la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu sont affichées
dans la figure 111.C.1. Les paramétres géomeétriques calculés et sélectionnés de la Cur, Cur-

Ala et Cur-Leu sont mentionnés dans le tableau I11.C.1.
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Cur

Cur-Ala

Cur-Leu

Figure 111.C.1. Structures optimisées de la curcumine (Cur) et des bases de Schiff (Cur-Ala et

Cur-Leu) au niveau B3LYP/6-31G++(d,p).

En général, il y a quelques différences significatives dans les angles et les distances de
liaison entre les trois structures optimisées. Ces différences pourraient étre attribuées a la

fonctionnalisation de la fonction carbonyle de la curcumine via la condensation avec l'acide
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aminé L-alanine pour Cur-Ala et la condensation avec l’acide aminé L-leucine pour le

composé Cur-Leu. Par exemple, la liaison C=N de Cur-Ala a une longueur de 1,2883 A° est
comparable a la liaison C=N de Cur-Leu (1,2869 A°), tandis que la liaison C=0 de Cur est
moins longue et a 1,2253 A°. La liaison C1-O8 de Cur-Ala (1.3722 A°) est presque
comparable a celle de la Cur (1,3731 A°) et a celui de Cur-Leu (1.3709 A°). La double liaison
C10=C11 de Cur-Ala a 1,3517 A° est presque égale a celles de Cur (1,3527 A°) et Cur-Leu
(1.3525 A°). L'angle (C13-C12=027) de Cur-Ala (119,6913°) est plus faible que celui de Cur
(C10-C9=027 : 119,97°) alors que I’angle (C13-C12=027 :120.8292°) de Cur-Leu est plus
grand a ces deux derniers. L'angle (C13-C14=N16) de Cur-Ala (124.7901°) est plus long que
celui de Cur (C10-C11=026 : 119.97°), par contre I’angle (C13-C14=N16 : 126.1047°) de
Cur-Leu est plus grand a ces deux derniers. Ces différences peuvent étre attribuées a l'effet
électronégatif des atomes d'oxygéne et d'azote et a I'encombrement stérique de la fonction
carboxylique dans la base de Schiff.
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Tableau 111.C.1. Paramétres Géométriques optimisés sélectionnés (Longueur (A°) et Angle

(°)) de la Cur par B3LYP/6-31++ G(d,p).

Liaison Longueur (A°) Liaison Angle
C5-C6 1.3889 C6-C1-C7 118.0472
C4-C5 1.4105 C4-023-H44 108.2486
C5-024 1.3731 C1-08-C9 118.5269
C1-C2 1.4071 C7=C8-C9 120.733
C4-023 1.3588 C10-C9=027 119.9702
023-H44 0.9705 C10-C11=026 119.9700
024-C25 1.4259 C11-C12=C13 120.7328
C7=C8 1.3527 C13-C14-C15 118.0469
C8-C9 1.4794 C17-022-H43 108.2485
C9-C10 1.5367 C16-020-C21 118.5285
C9-027 1.2253

C10-C11 1.5367

C11-C12 1.4794

C11=026 1.2253

C12=C13 1.3527

C14-C15 1.4144

C17-022 1.3588

C16-020 1.3731

022-H43 0.9705

020-C21 1.4259
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Tableau I11.C.2. Parametres Géométriques optimisés selectionnés (Longueur (A°) et Angle (

°)) de la Cur-Ala par B3LYP/6-31++ G(d,p).

Liaison Longueur (A°) Liaison Angle
C1-C2 1.3921 C2-C3-C10 118.7425
C1-Cé6 1.4091 C6-07-H40 109.817
C1-08 1.3722 C1-08-C9 116.4518
C3-C4 1.4085 C10=C11-C12 121.0674
C6-07 1.3669 C13-C12=027 119.6913
O7-H40 0.9665 C13-C14=N16 124.7901
08-C9 1.4357 C14-C15=C17 127.2274
C10=C11 1.3517 C17-C18-C23 123.4055
C11-C12 1.4745 C21-024-H53 109.7252
C12-C13 1.5381 C22-025-C26 116.4791
C12-027 1.2277 N16-C28-C29 109.268
C13-C14 1.5295 N16-C28-C31 108.958
C14-C15 1.4707 C29-C28-C31 111.8711
C14=N16 1.2883 C28-C29-030 111.2792
C15=C17 1.3510 C28-C29-032 126.2995
N16-C28 1.4506 030-C29-032 122.3922
C18-C23 1.4098

C21-024 1.3687

C22-025 1.3723

024-H53 0.9664

025-C26 1.4356

C28-C29 1.5318

C28-C31 1.5398

C29-030 1.3583

C29-032 1.2100
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Tableau I11.C.3. Parametres Géométriques optimisés selectionnés (Longueur (A°) et Angle (

°)) de la Cur-Leu par B3LYP/6-31++ G(d,p).

Liaison Longueur (A°) Liaison Angle
C1-C2 1.3921 C2-C3-C10 118.6238
C1-Cé6 1.4096 C6-07-H49 109.9688
C1-08 1.3709 C1-08-C9 116.5956
C2-H46 1.0859 C10=C11-C12 120.9505
C3-C4 1.4085 C13-C12=027 120.8292
C6-07 1.3658 C13-C14=N16 126.1047
O7-H49 0.9666 C14-C15=C17 126.3968
08-H9 1.4361 C17-C18-C23 123.3181
Cl1-C12 1.4787 C21-024-H62 109.6947
C12-C13 1.5309 C22-025-C26 116.3472
C12-027 1.2281 N16-C28-C29 108.334
C13-C14 1.524 N16-C28-C30 110.4056
C14-C15 1.4683 C29-C28-C30 112.7181
C14=N16 1.2869 C28-C30=032 124.0514
C15=C17 1.3505 C28-C30-033 116.4891
N16-C28 1.4503 032=C30-033 119.3711
C18-C23 1.4097

C21-024 1.3691

C22-025 1.3728

024-H62 0.9663

025-C26 1.435

C28-C29 1.5483

C28-C30 1.5498

C30=032 1.207

C30-033 1.359

033-H66 0.9685

C10=C11 1.3525
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111.C.3. Analyse des Charges Mulliken

Les charges de Mulliken sont dérivées de l'analyse de population de Mulliken [6].
Elles sont obtenues par des calculs effectués par les méthodes de la chimie computationnelle.
Le calcul de ces charges a un grand réle dans I'application des calculs de chimie quantique
aux systemes moléculaires, car il y a des paramétres qui dépendent des charges atomiques des

systemes moléculaires comme la réactivité, la capacité de polarisation et le moment dipolaire

[7]1.

Les charges atomiques de Mulliken pour Cur, Cur-Ala et Cur-Leu ont été calculées par
la méthode B3LYP/6-31G++(d,p) et rassemblées dans le Tableau 111.C.3 et la Figure I11.C.1.
D'apres les valeurs des charges de Mulliken, nous avons constaté que les atomes d'oxygene,
les atomes de carbone C2, C5, C15 et C19 des trois molécules sont tous des atomes
électronégatifs suite a la relaxation moléculaire. Les deux atomes d'azote (Cur-Ala et Cur-
Leu) ainsi que les atomes C12 et C13 des trois molécules sont tous des atomes électropositifs.
L'atome C14 des deux bases de Schiff présente une charge négative (Cur-Ala : -0,272352¢ et
Cur-Leu : -0.232530e) tandis que l'atome d'azote présente une charge positive (Cur-Ala:
0,150742° et Cur-Leu : 0.272853e), ce qui reflete une importante délocalisation de la charge
dans I'ensemble de la molécule. Tous les atomes d’hydrogénes des trois composés sont
électropositifs sauf H45 et H49 de Cur-Ala et H58 de Cur-Leu sont électronégatifs. Les
atomes C4, O7, C23 et 024 sont les plus électronégatifs dans le composé Cur-Ala alors que
les atomes C3, C6 et C21 sont les plus électropositifs. Les atomes C2, C19, 022 et 023 sont
les plus électronégatifs dans le composé Cur, tandis que les atomes H43 et H44 ont la plus
grande charge positive (0,400162e). Les atomes C4, C22, C23 et C35 sont les plus
électronégatifs dans le composé Cur-Leu alors que les atomes C3, C18 et C21 sont les plus
électropositifs. Ces derniers résultats indiquent que ces atomes sont les sites les plus réactifs
tout au long des réactions. La présence d'une charge négative importante sur l'atome O et
d'une charge positive nette sur I'atome H peut influencer une interaction intermoléculaire dans

les formes solides [8].

84



Chapitre 111
Tableau 111.C.4. Charges atomiques de Mulliken calculées par B3LYP/6-31++G (d,p) pour

Cur, Cur-Ala et Cur-Leu.

Cur-Leu Cur-Ala Cur

Atomes Charges Atomes Charges Atomes Charges
Cl -0.191438 C1 -0.299106 C1 0.349869
C2 -0.259975 C2 -0.375043 C2 -0.729108
C3 0.955218 C3 0.656462 C3 -0.246984
C4 -1.205636 C4 -0.700511 C4 0.113695
C5 -0.102986 C5 -0.220377 C5 -0.000836
C6 0.540356 C6 0.686757 C6 -0.026054
o7 -0.524735 o7 -0.529013 C7 0.156733
08 -0.336843 08 -0.341999 Cs8 0.027901
C9 -0.221928 C9 -0.219348 C9 0.317197
C10 -0.275603 C10 -0.115000 C10 0.008493
C11 -0.304933 C11 0.038853 C11 0.317413
Ci12 0.264816 C12 0.197962 C12 0.027882
C13 0.550539 C13 0.339246 C13 0.156659
Cl4 -0.232530 Cl4 -0.272352 Cl4 0.349968
C15 -0.152261 C15 -0.086890 C15 -0.026130
N16 0.272853 N16 0.150742 C16 -0.000788
C17 -0.385504 C17 -0.214106 C17 0.113719
C18 0.896123 C18 0.455121 C18 -0.246988
C19 -0.124304 C19 -0.336813 C19 -0.729281
C20 0.092985 C20 0.109686 020 -0.448109
C21 0.664299 C21 0.576250 C21 -0.147889
C22 -0.661287 C22 -0.647344 022 -0.513080
C23 -1.205029 C23 -0.791929 023 -0.513080
024 -0.527154 024 -0.526641 024 -0.448109
025 -0.328667 025 -0.325257 C25 -0.147893
C26 -0.214647 C26 -0.219446 026 -0.391098
027 -0.340297 027 -0.375849 027 -0.391095
C28 -0.190425 C28 0.042562 H28 0.001359
C29 -0.240813 C29 0.396595 H29 0.168545
C30 0.215709 030 -0.374897 H30 0.091388
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C31
032
033
C34
C35
H36
H37

0.542006
-0.383250
-0.308475
-0.590039
-0.755668
0.217695
0.049691

C31
032
H33
H34

-0.497735
-0.389374
0.161980
0.173706

H31
H32
H33
H34

0.151614
0.014248
0.201838
0.200067
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Figure 111.C.2. Distribution des charges atomiques de Mulliken calculées par B3LYP/6-
31++G (d,p).

111.C.4. Moment dipolaire
Le moment dipolaire d'un composé est une propriété electronique importante résultant

de la distribution non uniforme des charges sur les différents atomes. Il fournit des
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informations sur la réactivité et la polarité d'une molécule et refléte la distribution des charges

moléculaires. Il est donné sous forme de vecteur en trois dimensions et peut donc étre utilisé
comme descripteur pour décrire le mouvement des charges a travers la molécule. Le moment

dipolaire total peut étre calculé a l'aide de I'équation suivante :

poe= (i + P+ p? ) (1)

Le tableau 7 montre les composantes du moment {w; (i = X, y, 2)} et le moment
dipolaire total ptwt pour les trois composés Cur, Cur-Ala et Cur-Leu. D'aprés le tableau 7, la
valeur calculée du moment dipolaire pour Cur-Ala (5,5555 D) est supérieure a celle de Cur
(4,7981 D) mais inférieure a la valeur calculée pour Cur-Leu (7,9229D). Cette variation peut
étre expliquée par la différence d'électronégativité causée par les atomes d'oxygene et par la
différence d'électropositivité entre les trois molécules. Les résultats obtenus montrent que les
bases de Schiff étudiées possédent une polarité élevée par rapport au Cur. Cette polarité leur
permet d'interagir avec les milieux environnants de maniere plus importante que la Cur. La
plus grande valeur du moment dipolaire est observée pour le composant py pour le Cur-Leu
(My 5,9306D), Hx (Mx 2.9100D) pour Cur-Ala et Y, (4, 1.1316D) pour la Cur (Figure 111.C.3).

Tableau 111.C.5. Calculs par B3LYP/6-31G++ (d, p) des moments dipolaires électriques
(Debye) pour la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu.

Parameters Cur Cur-Ala Cur-Leu
Mx 0.0003 2.9100 -5,1435
My -4.6627 -4.6826 5,9306
Mz 1.1316 0.6841 -1,0697
Mtot 4.7981 5.5555 7,9229
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Magnitude:

5.5556
29101

-4.6827

0.6841
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Cur-Leu

Figure 111.C.3. Moments dipolaires de Cur, Cur-Ala et Cur-Leu calculés au niveau B3LYP/6-
31++G(d,p).
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I11.C.5. Les orbitales moléculaires

Les orbitales moléculaires frontieres (FMO) sont des orbitales cruciales pour une
molécule. Les orbitales moléculaires HOMO et LUMO d'une molécule jouent un role tres
important dans les propriétés optiques et electroniques, la chimie quantique, les mécanismes
biologiques [9-12], en ce qui concerne les réactions chimiques, les propriétés électriques et
optiques. L'HOMO représente la capacité de don d'électrons d'une espéce chimique, tandis
que le LUMO est la capacité d'acceptation d'électrons [13-15]. L'HOMO et le LUMO sont les
principales orbitales qui participent a la stabilité chimique et qui nous renseignent sur la
stabilité cinétique et la réactivité chimique de la molécule. L'orbitale moléculaire la plus
occupée (HOMO) et l'orbitale moléculaire inoccupée la plus basse (LUMO) sont calculées par
la méthode de la théorie fonctionnelle de la densité (DFT) avec la corrélation fonctionnelle
(B3LYP)/6-31G++(d,p). Sur la base de la structure optimisee, les surfaces de HOMO et
LUMO de Cur, Cur-Ala et Cur-Leu ont été présentées dans la Figure I11.C.4. Les zones
rouges et vertes dans la Figure 111.C.4 expriment des MOs avec des phases complétement
opposées. La phase positive est exprimée par la couleur rouge tandis que la couleur verte
correspond a la phase négative. Il est clair que les niveaux HOMO et LUMO sont
principalement distribués sur le systeme = de la molécule Cur. Dans le cas des molécules Cur-
Ala et Cur-Leu, on peut voir que 'HOMO est situe presque dans la moitié de la molécule qui
admet la base de Schiff, tandis que le LUMO est situe principalement dans l'autre moitié de la

molécule.

91



Chapitre 111

—0.08852

HOMOCur-Leu LU MOCur-Leu

Figure I11.C.4. Orbitales moléculaires HOMO-LUMO de la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu
calculés au niveau B3LYP/6-31G++(d,p).

Les énergies HOMO et LUMO indiquent la capacité d'un composé a donner et a
recevoir des électrons. Des valeurs plus faibles de LUMO conduisent la molécule a accepter

des électrons, tandis que des valeurs élevées d'EHomo conduisent la molécule a donner des
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électrons. Selon le tableau 111.C.6, Cur-Leu est la molécule la plus adaptée pour accepter des

électrons (ELumo = -0,08852 a.u.) par rapport a la Cur (ELumo = -0.08814 a.u.) et au Cur-Ala
(ELumo = -0.08050 a.u.), de méme qu'elle est la plus adaptée pour donner des électrons
(EHomo = -0,21566 a.u.) par rapport a la Cur (Enomo = -0.22030 a.u.) et au Cur-Ala (Exomo =
-0.22097 a.u.). Le gap énergétique ou 1’écart énergétique (AE = Enomo-ELumo) est un
paramétre important pour la réactivité chimique et la stabilité structurelle. Une valeur élevee
de I'écart énergétique rend la molécule plus stable chimiquement et moins réactive, tandis
qu'une valeur plus faible de AE la rend plus réactive et moins stable. Les résultats du tableau
[11.C.6 indiquent que I'écart énergétique des molécules Cur-Leu, Cur et Cur-Ala est de
0,12714 u.a., 0,13216 u.a. et 0,14047 u.a., respectivement. La valeur inférieure de I'écart
énergétique HOMO et LUMO montre que la base de Schiff Cur-Ala présente une stabilité
élevée et une faible réactivité chimique que celles de la Cur et Cur-Leu.

Tableau I11.C.6. Exomo, ELumo, écart énergétique et propriétés moléculaires associées de la
Cur, Cur-Ala et Cur-Leu calculés par lI'ensemble de base B3LYP/6-31++G(d,p)

Energies moléculaires (a.u.) Cur Cur-Ala Cur-Leu
ErLumo -0.08814 -0.08050 -0,08852
Eromo -0.22030 -0.22097 -0,21566
Ecart énergétique (A) 0,13216 0,14047 0,12714
Potentiel d'ionisation (1) 0,2203 0,22097 0,21566
Affinité des électrons (A) 0,08814 0,0805 0,08852
Dureté globale (1) 0,06608 0,070235 0,06357
Douceur globale (S) 7,566585956  7,11895778 7,86534529
Potentiel chimique () -0,15422 -0,150735 -0,15209
Electrophilicité () 0,179962231  0,16175013 0,1819362
Electronégativité () 0,15422 0,150735 0,15209

111.C.6. Descripteurs de réactivité globale

La stabilité et la réactivité du systeme moléculaire peuvent étre prédites par des
descripteurs de réactivité globale [16]. De plus, les descripteurs de réactivité chimique globale
des molécules étudiées tels que l'affinité électronique (AE), le potentiel d'ionisation (IP), la
douceur chimique (S), le potentiel chimique (w), l'indice d'électrophilie () et la dureté

chimique (n) ont été réalisés a l'aide de I'énergie des orbitales HOMO et LUMO. Les
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descripteurs de la réactivité chimique et de la stabilité des molécules basés sur la DFT ont été

calculés par rapport aux équations (2)-(7) selon le théoréme de Koopman [17] :
IP = —Enomo 2

E4 =-FE Lumo (3
n=E Lumo —E Homo 4)
w=p/2n (5)

u= (E nomo + E Lumo) / 2 (6)
4= —u=(IP+EA)/2 (7)

Les valeurs calculées des potentiels d'ionisation, des affinités électroniques, de la
dureté chimique, du potentiel chimique ainsi que de I'indice d'électrophilie et de la douceur
chimique des molécules etudiées sont présentées dans le Tableau I11.C.6 Le potentiel
d'ionisation (IP) et laffinité électronique (EA) dune espece chimique fournissent des
informations importantes sur sa capacité a donner ou a accepter une charge. Le potentiel
d'ionisation d'un composé est I'énergie minimale qu'il faut lui donner pour arracher un
électron. L'affinité électronique represente la tendance d'un atome ou d'une molécule neutre a
accepter un électron supplémentaire. Une faible valeur des potentiels d'ionisation refléte un
bon caractére a céder des électrons, tandis qu'une valeur élevée de laffinité électronique
reflete un bon caractere a accepter des électrons. Dans les approches de la théorie des
orbitales moléculaires simples, le potentiel d'ionisation (IP) est lié a I'énergie HOMO (E Homo)
par le théoreme de Koopmanns et I'énergie LUMO (ELumo) a été utilisée pour estimer
I'affinité électronique (EA) [17].

Selon le Tableau I11.C.6, I'lP de Cur-Leu (0,21566 u.a.) est inférieur a celles de la Cur
(0,2203 u.a.) et a la Cur-Ala (0,22097 u.a.). On peut dire que la base de Schiff Cur-Ala
nécessite plus d'énergie pour arracher un électron dans I'état fondamental par rapport a la Cur
et a la Cur-Leu. Dans le cas de l'affinité électronique, I'EA de la Cur-Leu (0,08852 u.a.) est
supérieur a celles de la Cur (0,08814 u.a.) et a la Cur-Ala (0,0805 u.a.), on peut donc dire que
Cur-Leu présente un meilleur effet électro-accepteur que la Cur et Cur-Ala, ceci est di au fait
que Cur-Ala et Cur présentent moins d'énergie (EA) pour accepter un électron a I'état
fondamental par rapport a la Cur-Leu.

La dureté chimique (n) et la douceur (S) sont des propriétés importantes pour
interpréter la stabilité et la réactivité des molécules. La dureté chimique signifie la résistance

au changement de la distribution des électrons ou du transfert de charge. La dureté globale (n)
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qui est égale a la moitié de I'écart énergétigue HOMO-LUMO peut étre considérée comme un

critére de stabilité important. Une grande valeur de n implique généralement une grande
stabilité et une faible réactivité chimique. Les molécules molles a faible écart énergétique sont
favorables a une réaction facile, tandis que les molécules dures sont plus stables et moins
réactives. Selon les résultats du Tableau I11.C.6, Cur-Ala (n = 0,070235 u.a.) semble étre plus
stable que Cur (n = 0,06608 u.a.) et plus stable aussi que la molécule Cur-Leu (n = 0,06357
u.a.). Cur-Ala présente une valeur de dureté plus élevée que celles de la Cur et Cur-Leu. Par
conséquent, Cur et Cur-Leu réagissent plus facilement avec d'autres systemes par rapport a la
Cur-Ala.

L'indice d'électrophilie (o) est un parametre important pour étudier la réactivité des
molécules organiques qui participent a des réactions polaires [18]. L'indice d'électrophilie ()
mesure la tendance d'une espéce a recevoir des électrons. L'indice d'électrophilie global
correspond a la stabilisation de I'énergie lorsque le systéeme recoit une charge électronique
supplémentaire de I'environnement [19]. Une valeur élevée de () révele que le composant est
un bon électrophile et a I'inverse une valeur faible de () révele que le composant est un bon
nucléophile. Selon le Tableau I11.C.6, Cur-Leu a une valeur d'indice d'électrophilie plus
élevée (0,1819362 u.a.) par rapport a la Cur (0,17996 u.a.) et Cur-Ala (0,16175 u.a.). Puisque
OcCurles > Ocur > Ocur-Ala, NOUS constatons que Cur-Leu a une plus grande capacité
d'acceptation des électrons que la Cur et Cur-Ala. Ce résultat est en bon accord avec la
prédiction (EA). Cur et Cur-Ala (avec les deux cycles benzéniques latéraux) ont une réactivité
élevée en raison du caractére électrophile des deux cycles phényles et du caractére
nucléophile des atomes d'oxygene et d'azote (Cur-Ala). Les doubles liaisons carbone-oxygene
et carbone-azote sont facilement attaquées par une variété de molécules électrophiles et
nucléophiles.

Le potentiel chimique (IP) reflete la tendance des électrons a fuir d'un systéeme en
équilibre. Plus le potentiel électronique d'un composé est éleve, moins il est stable ou plus il
est réactif [20]. Le Tableau I11.C.6 révéle que le potentiel chimique de Cur-Ala (-0,15073 u.a.)
est plus élevé que celui de Cur (-0,15422 u.a.) et de la Cur-Leu (-0,15209 u.a.). Ceci est en
accord étroit avec les valeurs prédites de la dureté globale. L'électronégativité d'une molécule
est définie comme la valeur négative de son potentiel chimique [21-24] (Pauling, 1960) et la
valeur moyenne des énergies HOMO et LUMO est liée a I'électronégativité (v) définie par
Mulliken [25]. L'électronégativité mesure le pouvoir d'un atome d'attirer les électrons vers lui.
Le Tableau I11.C.6 montre que Cur-Ala a une valeur d'électronégativité inférieure (0,150735
a.u.) a celle de Cur (0,15422 a.u.), donc Cur est considéré comme le meilleur attracteur

d'électrons par rapport a Cur-Ala. Ce résultat est en bon accord avec le calcul (EA).
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111.C.7. Propriétés optiques non linéaires

Les applications évolutives de la modulation électro-optique, du mélange de fréquences,
de la génération d’harmoniques et de I'amélioration des débits de données liés a la technologie
de la communication potentielle, nécessitent des recherches pour aboutir a des matériaux
ayant de bonnes propriétés optiques non linéaires (ONL) [26-28]. La structure moléculaire,
qui dispose de groupements donneurs et accepteurs a des emplacements appropriés, est la
principale caractéristique de I'ONL, qui peut étre encore optimisée en étendant la conjugaison
p [15,29]. Le calcul théorique joue un réle important dans la compréhension de la relation
structure-propriété qui est capable d'aider a la conception de nouveaux matériaux NLO.
L'effet NLO peut également étre associé a la structure de type "push-pull”.

Comme prévu, les meilleurs donateurs interagissent avec les meilleurs accepteurs
conduisant aux fortes liaisons hydrogéne mentionnées. Pour les matériaux organiques NLO,
des etudes théoriques et expérimentales sont realisées afin de comprendre les effets
microscopiques origine du comportement non linéaire (Albota et al., 1998 ; Krishnan et al.,
1980). Les paramétres de I'ONL en ce qui concerne les molécules Cur, Cur-Ala et Cur-Leu
ont été calculés au niveau de la théorie B3LYP et de I'ensemble de base 6-31G++ (d,p) afin de
déterminer leur intérét en tant que matériaux de I'ONL. Certains descripteurs de la chimie
quantique tel que la polarisabilité moyenne (a), I'anisotropie de la polarisabilité (Aa) ainsi que
la valeur moyenne de la premiére hyperpolarisabilité <B> ont été exploités pour comprendre

les propriétés ONL dans de multiples études computationnelles[30] [7].

La polarisabilité isotrope (Bwt), hyperpolarisabilité de premier ordre (o) tenseur, peut

étre obtenu a l'aide des équations suivantes :

<OC> = ]/3(axx+ ayy+ aZZ) (8)
Ao = ]/\/E[(Otxx- 0ny)2 + (OCXX‘ OCZZ)Z +(ayy_ OCZZ)Z 4 6a2xz+ 60(2xy+ 60(2yz ]1/2 (9)
<Prot>=[( Pt Pryy )’ + ( Byyy+ ByaatPy)? +( Bzt PooctBay) 1 (10)
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Tableau I11.C.7. la Polarisabilité et la premiére hyperpolarisabilité de la Cur, Cur-Ala et Cur-
Leu par DFT/B3LYP6-31G++(d,p).

Parameters  Cur Cur-Ala Cur-Leu

Olxx -105.5414 -169.1978 -192.1427
Olyy -195.4289 -171.5459 -179.1515
0z -148.0654 -188.7550 -218.9946
Oxz 0.0013 23.8002 15.6769

Olyz -14.3390 -3.3728 -21.1938

Olxy 0.0015 -6.1979 -13.0943
<o>(a.u.) -149,6785 —-176.4995 —196.7629
<o>(e.s.U.)  -2,2182x1072 -2,6157x1072%  -2,9160x107%
Aa(a.u.) 81,7465 46.8059 61.9503
Aa(e.s.u.) 1,2114x1072®  6,9366x107%*  9.1810x107%
Bxxx -0.0437 72.4745 -102.2298
Bxxy -57.5424 -55.2262 179.6650
Bxvy 0.0160 40.3889 19.9196

9%% -136.7436 -102.8991 150.4276
Bxxz 245.6147 -69.6682 -85.1750
Bxvz -0.0061 -55.4619 -52.3694
Byvz -29.5560 -33.9990 15.3200

Bxzz 0.0113 14.9367 -130.9633
Byzz -11.9264 -20.5488 70.0420

Bzzz 33.4463 -16.5443 38.4004
BroraL(a.u.)  323,6916 250.4158 454.5136
BrotaL(e.s.u.) 2,7964x10730  2,1634x107%°  3,9266x107%°
Urea (e.s.u.)  1.947x103

La premiére hyperpolarisabilité est un tenseur de troisiéme rang qui peut étre

représenté par des 3x3x3 matrices. Les 27 composants de la matrice 3D peut étre réduite a 10

composants en raison de la symétrie de Kleinman (Powell, 2010). La sortie gaussienne 09

fournit 10 composantes de cette matrice comme Bxxx, Pxxy, Bxyy, Byyy, Bxxz, Bxyz, Byyz,

Bxzz, Pyzz, Pzzz, respectivement. Les valeurs des polarisations (o), l'anisotropie de la
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polarisabilité (Aa) et de l'hyperpolarisabilité de premier ordre () sont exprimées en unités

atomiques (u.a.), puis elles ont été traduites en unités électrostatiques (esu) (a : 1 au. =
0,1482 x10% esu ; B : 1 au. = 8,6393 x10*esu) [8]. Les composantes calculées sont
énumérées dans le tableau Tableau I11.C.6. La valeur calculée de o concernant la molécule
Cur (-149,6785 a.u. et -2,2182x10 **e.s.u.) est plus élevée par rapport a celles du Cur-Ala
(—176.4995 a.u. et -2,6157x102* e.s.u.) et de Cur-Leu (—196.7629 a.u. et -2,9160x10 %
e.s.u.). La méme chose pour Ao, la valeur calculée de Ao concernant la molécule Cur
(81,7465 a.u. et 1,2114x1072* e.s.u.) est plus élevée par rapport a celles du Cur-Leu (61.9503
a.u. et 9.1810x102* e.s.u.) et du Cur-Ala (46.8059 a.u. et 6,9366x107%* e.s.u.).

La premiére valeur d'hyperpolarisabilité PBiwt de la Cur-Leu (454.5136 a.u. et
3,9266x107% e.s.u.) est plus élevée par rapport a celles de la Cur (323,6916 a.u. et
2,7964x1073% e.s.u.) et de la Cur-Ala (250.4158 a.u. et 2,1634x1073° e.s.u.). L'urée est I'une
parmi les molécules de reférence employées dans I'étude des propriétés d'OLN des systémes
moléculaires. Elle est donc souvent employée comme valeur seuil a des buts comparatifs. La
polarisation moyenne, l'anisotropie de la polarisation et I'nyperpolarisabilité de premier ordre
pour la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu sont plus importantes que celles de I'urée (Btot de I'urée est de
1.947 x10°% e.s.u. obtenu par la méthode B3LYP/6-31G(d,p). L'hyperpolarisabilité statique
de premier ordre de la molécule CUR est ~14 fois supérieure a celle de l'urée. La valeur
Btotal calculée pour le Cur-Ala se révele presque 11 fois supérieures a la valeur Btotal de
I’urée, la Ptotal pour la Cur-Leu est ~20 fois supérieure a celle de l'urée. Les résultats révelent
que la molécule Cur-Leu présente la meilleure propriétés NLO par rapport a la molécule Cur
et a la Cur-Ala , ainsi qu’ils possédent tous les trois de meilleures propriétés NLO que le
composé de référence 1’urée. Donc on peut constater que les trois composés Cur, Cur-Ala et

Cur-Leu peuvent étre employés comme de véritables candidats pour les matériaux NLO.
111.C.8. Potentiel électrostatique moléculaire de surface

Le potentiel électrostatique de surface moléculaire (MESP) est considéré comme un
outil important pour analyser les modéles de liaison ainsi que la réactivité moléculaire [31]. Il
est exprimé sur la surface d’un composant par la distribution de la charge totale (électron +
noyaux). Les surfaces MESP donnent également une méthode visuelle pour voir et interpréte
la polarité relative des molécules ainsi que lI'emplacement des potentiels électrostatiques
positifs et négatifs [32]. Les valeurs du potentiel électrostatique sont exprimées par les
différents couleurs sur le Mapp du composant. Un potentiel électrostatique négatif refléte une

attraction du proton par la forte densité d'électrons dans un composé dont la région est colorée
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par le rouge, alors qu’un potentiel électrostatique positif refléte une répulsion du proton par

les noyaux des atomes dans les régions a faible densité d’électrons ou la charge nucléaire est
incomplétement protégée. La surface bleu est caractéristique pour une zone a un potentiel
¢lectrostatique positif alors qu’un potentiel électrostatique neutre est corrélé par une surface
verte [33]. L’étude de la surface MESP d’un composé est trés nécessaire pour interpréter ses
propriétés physicochimiques, Une région qui présente un potentiel électrostatique positif est
attribuée aux attaques des nucléophiles, alors qu’une région a un potentiel électrostatique

négatif est attribuée aux attaques des électrophiles.

Selon la Figure I11.C.5, la Cur présente des zones a potentiel électrostatique négatif
colorées par le rouge qui correspond aux atomes d'oxygéne des groupements cétonique. Ces
régions sont sensibles aux attaques des électrophiles. Le reste de la surface moléculaire
présente un potentiel électrostatique neutre coloré en vert sauf les groupements CH3 latéraux
et I’hydrogene des groupements hydroxyle latéraux qui présentent des zones a potentiel
électrostatique positif colorée par le bleu et qui sont sensibles a I’attaques des nucléophiles.
Le compose Cur-Ala présente des zones a potentiel électrostatique positif colorées par le bleu
qui correspond aux atomes d'hydrogéne des groupements hydroxyles latéraux. Ces régions
sont sensibles aux attaques des nucléophiles. Le groupement cétonique du Cur-Ala présente
un potentiel électrostatique moins négatif (colorées en orange) que celui de la Cur, le
groupement carboxyle du Cur-Ala présente aussi un potentiel électrostatique négatif coloré
par ’orange, cette région est sensible aux attaques des électrophiles. Le composé Cur-Leu
présente des zones a potentiel électrostatique positif colorées par le bleu qui correspond aux
atomes d'hydrogéne des groupements hydroxyles latéraux. Ces régions sont sensibles aux
attaques des nucléophiles. Le groupement cétonique ainsi que le groupement carboxyle de la
molécule Cur-Leu présentent un potentiel électrostatique moins négatif (colorées en orange)

que celui de la Cur, ces régions sont sensibles aux attaques des électrophiles.
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Figure 111.C.5. Potentiel électrostatique moléculaire de surface pour la cur, Cur-Ala et Cur-
Leu calculé au niveau B3LYP/6-31G++(d,p).
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Partie D : Calculs théorique de la Curcumine et ses dérivés par Docking

moléculaire

111.D.1. Introduction

La curcumine et ses dérivés [34] sont rapportés dans la littérature comme des
substances ayant une activité anti-inflammatoire remarquable [35,36]. Des études montrent
que la suppression de la fraction b-dicétone de la curcumine préserve ou renforce l'activité
anti-inflammatoire de la molécule analogue [37,38]. Pour comprendre la relation entre
l'activité biologique et le phénoméne au niveau moléculaire, une étude in silico a été realisee
en choisissant comme cible la prostaglandine E synthase-1 microsomale (mPGES-1) qui
représente une enzyme clé dans le phénoméne de l'inflammation [39]. Il est rapporté que la
MPGES-1 joue un role important dans de nombreuses maladies, telles que l'inflammation, la
douleur, la fievre, I'apnée, le cancer, l'arthrite, le gonflement, les troubles osseux, les accidents
vasculaires cérébraux et la septicemie [40—46] . En revanche, l'inhibition de la mPGES-1 est
proposée comme une alternative prometteuse et plus sdre aux anti-inflammatoires non
steroidiens (AINS) traditionnels [47].

111.D.2. Etude par Docking moléculaire I'inhibition de la mPGES-1 par les composés
Cur, Cur-Ala et Cur-Leu

L'étude in silico a été réalisée a l'aide du logiciel MVD qui a confirmé une excellente
précision de Docking par rapport a dautres logiciels de Docking moléculaire [48].
La structure de la protéine importée de la PDB est complexée avec son inhibiteur 4UK. Ce
dernier est considéré comme une molécule inhibitrice de référence. Le 4UK (N-[4-(4-
chlorophényl)-1H-imidazol-2-yl]-2-(difluoromeéthyl)-5-{[(2-méthylpropanoyl)amino]
méthyl}benzamide) inhibe la MPGES-1 en se liant au site actif de la protéine cible. Il est donc
utilisé pour localiser les coordonnées du site actif. La mPGES-1 est un homotrimére qui
contient trois poches différentes situées a l'interface entre deux chaines dans lesquelles une
molécule de GSH est présente comme co-substrat. La cavité est petite, et elle est partiellement
occupée par la molécule de GSH. Comme rapporté[49-53], le site actif est défini par Arg70,
Argl110, Argl126, Ser127, Tyr130, Thrl31, et GIn134 sur la chaine A et Tyr28, Ile32, Arg38,
Phed4, Asp49, et His53 sur la chaine B. La structure de la protéine avec son site actif est

montrée dans la Figure 111.D.1.
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Figure 111.D.1. La sphére verte définissant le site de liaison utilisé pour le docking
moléculaire : coordonnées (13.08, 15.62, 30.17) ; rayon 15A°, protéine targuet (MPGES-1 ;
PDB ID : 5BQH).

Tout d'abord, le processus de docking a été validé en extrayant la molécule de
référence et en réalise un re-docking dans le site actif de la protéine. Les parametres sont
ajustés pour obtenir une valeur d'écart quadratique moyen (RMSD) inférieure & 2 A [24].
Le logiciel de docking MVD a reproduit avec succes la méme pose expérimentale pour le
ligand de reférence. Ce résultat indique que la méthode de docking utilisée est valable pour le
lancement des autres molécules. La figure Figure I111.D.2 montre la superposition de la pose de
la molécule de référence re-dockée dans le site actif sur son conformere expérimental.

Ensuite, le docking de la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu a été réalisé.
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Figure 111.D.2. Pose du re-docking de la molécule de référence (vert) superposée a la pose
expérimentale (jaune) dans le site actif de la protéine cible mPGES-1 (PDB ID : 5BQH
(RMSD 2A°).

Les resultats sont présentés dans le tableau 111.D.1. Les poses d'amarrage sont classées
en fonction du score MolDock puis du score Rerank pour plus de précision. Les valeurs du
score MolDock sont comprises entre -56,647 Kcal/mol et -99,838 Kcal/mol. La valeur la plus
négative reflete la conformation la plus stable [2]. La molécule Cur-Leu préesente le meilleur
score de docking (score MolDock = -99,838 Kcal/mol, score Rerank = -73,287 Kcal/mol),
suivi par Cur-Ala (score MolDock = -81,415 Kcal/mol, score Rerank = -55,840 Kcal/mol)
ensuite la Cur (score MolDock = -78,712 Kcal/mol, score Rerank = -61,768 Kcal/mol) et dans
la derniére position la molécule de référence (4UK : score MolDock = -78,712 Kcal/mol,
score Rerank = -61,768 Kcal/mol). La Cur, Cur-Ala et le Cur-Leu présentent des scores de

docking nettement meilleurs que ceux obtenus pour la molécule de référence 4UK.
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Tableau 111.D.1. Scores de Docking (kcal/mol) et contribution des différents descripteurs

d'énergie a l'interaction molécule-cible de la Cur, Cur-Ala et du Cur-Leu a travers la
prostaglandine E synthase-1 microsomale (MPGES-1 ; PDB ID : 5BQH).

Molecules Score Score Energie  Energie Energie  Energie
MolDock ReRank  H-Bond stérique Stérique Electrostatique

(PLP) LJ 12-6
Molécule de -56,647  -51,559 -2,108 -58,066 -18,446 0,000
référence
Cur -78,712  -61,768 -5,766 -86,866 -19,238 0,000
Cur-Ala -81,415  -55,840 -6,175 -74,552 -25,209 0,000
Cur-Leu -99,838  -73,287 -10,686  -97,666 -27,030 0,000

- ISer 127
R

-

Arg 126

Figure 111.D.3. Pose de la Cur dans le site actif de la mPGES-1, les interactions par les
liaisons hydrogene sont présentées sous forme de lignes pointillées bleues (résidus
d'interaction : Arg 126 et Thr 131).
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Tyr 130

\ / Thr.131

Pro 124

Figure 111.D.4. Pose de la Cur-Ala dans le site actif de la mPGES-1, les interactions par les
liaisons hydrogene sont présentées sous forme de lignes pointillées bleues (résidus
d'interaction : Arg 126 et Ser 127).
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9 Arg 126

Pro/i24 ' N

N\Ser 127

Figure 111.D.5. Pose de la Cur-Leu dans le site actif de la mPGES-1, les interactions par les
liaisons hydrogene sont présentées sous forme de lignes pointillées bleues (résidus
d'interaction : Arg 126, Thr 131, Ser 127 et Tyr 130).
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The 131

Figure 111.D.6. Diagramme d'interaction entre la Cur et les résidus de la mPGES-1 : les
interactions stériques sont représentées par des lignes pointillées rouges et les liaisons

hydrogene par des lignes pointillées bleues.
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[Fow)

Figure 111.D.7. Diagramme d'interaction entre la Cur-Ala et les résidus de la mPGES-1 : les
interactions stériques sont représentées par des lignes pointillées rouges et les liaisons

hydrogene par des lignes pointillées bleues.
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[ne 131]

Figure 111.D.8. Diagramme d'interaction entre la Cur-Leu et les résidus de la mPGES-1 : les
interactions stériques sont représentées par des lignes pointillées rouges et les liaisons

hydrogene par des lignes pointillées bleues.
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Tableau 111.D.2. Energies des principaux résidus d'interaction du site actif de la protéine

cible mPGES-1 pour chaque ligand docké.

Molécule de Cur Cur-Ala Cur-Leu

référence 4UK

Résidus Energie Résidus Energie Reésidus Energie Résidus Energie

Arg 126 -2,06238 Ala123 -5.01719 Ala123 -2.19325 Ala123 -6.78468
Leu 132 -1,29069 Arg126 -7.18053 Argl126 -11.9676 Arg122 -0.798439
Pro124 -12,9991 Asn74  -2.14333 Asn74  -1.73946 Arg126 -17.785
Ser127 -17,8302 His113 -2.28252 His113 -1.79231 Asn74 -2.48844
Thr131 -5,15861 Pro 124 -16.0856 Pro 124 -9.52978 His113 -0.470649
Tyr 130 -4,10028 Ser 127 -20.1313 Ser127 -22.2602 lle 125 -1.39473
Val 128 -12,9426 Thr 131 -11.5669 Thr 131 -9.47968 Pro124 -17.6344
Tyr130 -21.7491 Tyr130 -15.5605 Ser 127 -22.7093
Val 128 -4.87408 Val 128 -5.14047 Thr 131 -8.54123
Tyr 130 -20.6659

Val 128  -8.28821

En examinant les différents termes d’énergie pour chaque molécule (Tableau 111.D.1), les trois
molécules Cur-Leu, Cur-Ala et Cur montrent une forte interaction par liaison hydrogene (Cur-
Leu : énergie Heonp = -10,686 Kcal/mol, Cur-Ala : énergie Hegonp = -6,175 Kcal/mol et Cur :
énergie Hgonp = -5,766 Kcal/mol) par rapport a celle de la molécule de référence (énergie

Heonp = -2. 108 Kcal/mol), ceci s’explique par le fait que :

e la Cur-Leu forme 7 liaisons hydrogene avec les résidus protéiques, selon les Figures
I11.D.5 et 111.D.8, le résidu protéique Arg 126 forme trois liaisons Hydrogene avec la
Cur-Leu (une liaison avec la fonction imine et deux liaisons avec la fonction
carboxylique de la base de Schiff), le résidu protéique Ser 127 forme deux liaisons

Hydrogéne avec la Cur-Leu (une avec la fonction imine et ’autre avec I’oxygene libre
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de la fonction carboxylique), le résidu protéique Tyr 130 forme une liaison Hydrogene

avec une fonction OH latéral et finalement le résidu protéique Thr 131 forme une
liaison Hydrogene avec le groupement méthoxy latérale du notre base de Schiff.

e La Cur-Ala forme trois liaisons Hydrogene avec les résidus protéique, selon les figures
[11.D.4 et I11.D.7 le résidu Arg 126 forme deux liaisons Hydrogene avec la molécule
Cur-Ala (avec I’oxygene libre et ’'Hydroxyle de la fonction carboxylique), ainsi que le
résidu protéique Ser 127 forme une liaison Hydrogéne avec le doublet libre de la
molécule d’azote ( fonction imine de la Cur-Ala).

e La Cur forme trois liaisons Hydrogene avec les résidus protéique, selon les figures
[11.D.3 et 111.D.6, le résidu protéique Thr 131 forme liaisons Hydrogéne avec les deux
fonctions cétoniques de la molécule Cur, ainsi que le résidu protéique Arg 126 forme
une autre liaison Hydrogeéne avec ’oxygeéne du groupement méthoxy latérale de la
molécule Cur.

e Le 4UK interagit avec le résidu protéique Serl27 en formant une seule liaison
hydrogene.

D'autre part, concernant I'énergie stérique, la molécule Cur-Leu présente I'énergie stérique la
plus négative (-97,666 Kcal/mol) suivie par la Cur avec une énergie de -86,866 Kcal/mol,
ensuite vient la molécule Cur-Ala avec une énergie de -74,552 Kcal/mol. Ces trois valeurs
d’énergies semblent étre meilleures que celle observée avec la molécule de référence 4UK (-
58,066 Kcal/mol). Ces résultats indiquent que les molécules Cur, Cur-Ala et Cur-Leu sont
plus stables dans le site actif par rapport a la molécule de référence 4UK. Les résultats du
tableau 111.D.2 montrent que la molécule Cur-Leu interagit avec une énergie stérique élevée,
les résidus les plus interactifs étant Ser 127 (-22.7093 Kcal/mol), Tyr 130 (-20.6659
Kcal/mol) et Arg 126 ( -17.785 Kcal/mol). Puis la molécule Cur vient en deuxieme position
avec une interaction remarquable via Tyr 130 (-21.7491 Kcal/mol), Ser 127 ( -20.1313
Kcal/mol) et Pro 124 (-16.0856 Kcal/mol) ...etc. La molécule Cur-Ala occupe le troisiéme
rang avec des interactions stériques avec des résidus protéique tel que Ser 127 (-22.2602 -
22.2602), Tyr 130 (-15.5605 Kcal/mol) et Arg 126 (-11.9676 Kcal/mol).
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Partie E : Activités biologiques des molécules étudiées :

I11.E.1. Introduction :

Dans cette étude, nous avons étudiés 1’intérét ou I’efficacité de la Curcumine et ces
deux dérivées synthétisées sur I’activité antioxydante par des différentes méthodes,
I’inhibition de I’Acétyle cholinestérase et butyryl cholinestérase ainsi que [I’activité

antibactérienne.
IILE.2. L’activité antioxydante :

Les antioxydants sont des agents qui piégent les métabolites réactifs de I'oxygene,
empéchent leur production ou améliorent les capacités des antioxydants endogeénes [54,55].
Les antioxydants peuvent réduire la dégénérescence neuronale et empécher la progression de
la maladie d'Alzheimer [56]. La maladie d'Alzheimer (MA) est un trouble cérébral
neurodégénératif progressif qui détériore progressivement la mémoire d'une personne et sa
capacite a effectuer les activités de la vie quotidienne[57]. Le traitement le plus courant de la
maladie d'Alzheimer est composé de médicaments connus sous le nom d'inhibiteurs de
l'acétylcholinestérase[58]. La stratégie de prévention de la maladie est donc devenue une
préoccupation majeure et permanente, ce qui a entrainé la recherche de nouveaux agents
thérapeutiques. Actuellement, une large gamme des méthodes analytiques est disposée pour la
détection in vitro et in vivo du pouvoir antioxydant sur des substances d'intérét biologique. A
ce propos, les tests les plus couramment utilisés : la capacité de piégeage des radicaux (DPPH,
ABTS ), la capacité réductrice des ions cuivriques(CUPRAC) et ferriques (FRAP et
PHENANTHROLINE). De plus, les valeurs d’IC50 et A0.5, qui font référence a la plus petite
concentration d’antioxydants nécessaires pour 50% de réactivité, ont ¢été calculées.
L’efficacité des propriétés antioxydantes est inversement corrélée avec leurs IC50 et A0.5.

Une valeur IC50 ou A0.5 inferieures indiquent une activité plus élevée.
I11.E.2.1. Activité anti-radicalaire
Les capacités de piégeage des radicaux libres ont été mesurées a 1’aide des radicaux DPPH",

ABTS"™ et GOR". Les résultats de ces tests sont exprimés en 1C50.
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I11.E.2.1.1. Activité de piégeage de radical DPPH

Pour déterminer la capacité antioxydante de la Cur et les bases de Schiff Cur-Ala et Cur-Leu
a neutraliser les radicaux libres, une des méthodes les plus fréquemment employées a été
utilisée : le test DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) [59]. Lorsque le DPPH réagit avec
une molécule capable de donner un atome d'hydrogéne, il est réduit et la solution passe du
violet au jaune, comme mesuré spectrophotométriquement [60]. Les données relatives a
l'activité antioxydante des molécules cibles, exprimées en ICso, sont présentées dans le

Tableau E.1.

Figure I11.E.1 : Test DPPH.
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Tableau I11.E.1: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations des composes Cur, Cur-Ala et Cur-Leu et des
standards BHT et BHA.

% Inhibition (teste DPPH )

Compose 12.5 g 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 g 800 pg ICso UM
Cur-Ala 30,57+£2,17 39,99+2,02 80,54+0,74 82,29+0,10 82,41+0,20 sat sat 27,52+0,08
Cur 24,42+0,99 50,86+0,43 76,49+0,65 84,64+0,29 sat sat sat 24,60+0,21
Cur-Leu 15,37 +0,74 24,52 + 0,19 41,36 £ 0,47 65,01 + 0,33 82,45+ 0,34 85,45+ 0,57 sat 70,39+0,67
BHA®P 76,55+0,48 79,89+0,26 81,73+0,10 84,18+0,10 87,13+0,17 89,36+0,19 90,14+0,00 6.14+0.41
BHT® 49,09+0,76 72,63+2,06 88.73+0,89 94.00£0,31 94.97+0,08 95.3840,41 95.02+0,23 12.99+0.41

Sat : saturation de la solution
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Selon le Tableau IIL.E.1, les trois composés testés ont de tres bonnes activités

antioxydantes. la molécule Cur a une valeur d’IC50 (24,60+0,21 puM) sembable a celle du
Cur-Ala (27,52+0,08uM), alors que I'ICsp de la molécule Cur-Leu (70,39+0,67 puM) est
superieur au deux ICso de la molécule Cur et Cur-Ala. Les ICso des trois composeés sont
élevées par rapport a celle du BHT standard (12.99+0.41 uM) et du BHA standard (6.14+0.41
uM). L’ajout de I’acide aminé alanine sur la curcumine ne change pas I’activité anti

radicalaire DPPH et il la laisse meilleure tel qu’elle est.
I11.E.2.1.2. Test de piegeage des radicaux ABTS
La technique de piégeage du radicale ABTS est I'une des techniques les plus utilisées pour

déterminer la capacité antioxydante du don d'hydrogéne et de la rupture de chaine
d’oxydation [61].

Tableau I11.E.2 : Pourcentages d’inhibition du radical libre ABTS en fonction des

concentrations des composés Cur, Cur-Ala et Cur-Leu et des standards BHT et BHA

Compo- % Inhibition (test ABTS)
sés

125ug | 2549 50 ug 100 pg 200pg | 400pg | 800Hg | ICs UM

Cur 38,5340, | 61,35+0, | 86,14+1,4 | 90,88+0,8 sat sat sat 19,4240,
18 63 4 0 3
Cur-Ala | 58,1940, | 74,42+0, | 89,40+0,3 | 92,10+0,5 sat satr sat <125
66 47 7 0
Cur-Leu | 17,75+ 28,69 + 48,38 + 75,05 + 90,31 + sat sat 57,21+0,
2,28 0,45 0,09 0,09 0,41 29

BHT 69.21+0, | 78.23+1, | 88.12+1,2 | 88,76+3,0 | 90.85+1,7 | 90.95+0, | 96.68+0. | 1.29+0.3
40 34 8 7 4 51 39 0

BHA 92.83+1, | 94.68+0, | 94.95+0,9 | 95.32+0,2 | 95.59+0,4 | 95.83+0, | 95,8640, | 1.81+0.1
42 42 0 5 7 15 10 0

Sat: saturation de la solution

Selon le tableau, les molécules Cur, Cur-Ala et Cur-Leu présentent une trés bonne
activité antioxydante, I’'ICso de la molécule Cur (19,42+0,3 uM) et la Cur-Ala (< 12,5 pM)
sont meilleurs par rapport a celle de la molécule Cur-Leu (57,21+0,29 uM). Les ICso de la

Cur et de la Cur-Leu sont supérieures par rapport a I'lCso du BHA (1.81+0.10+0,29 puM) et
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BHT (1.29+0.30+0,29 pM). La molécule Cur-Ala présente un caractere antioxydant assez

bien par rapport a nétres standards.

Figure I11.E.2 : Test ABTS.

I11.E.2.2. Activité réductrice

Le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme un indicateur significatif de son
activité antioxydante potentielle. Différentes études ont indiqué que la capacité de don
d’¢lectrons des composés bioactifs est associée a une activité antioxydante [15,16]. La
capacité réductrice des produits synthétisés a été mesurée a I’aide des tests de CUPRAC,
FRAP et phénanthroline. Les résultats de ces tests exprimés en Aos, la valeur Ags est définie

comme étant la concentration du substrat qui donne une absorbance de 0,50.

I11.E.2.2.1. Test de I’activité réductrice de I’ion cuprique (CUPRAC)
Le test de CUPRAC (CUPric Reducing Antioxydant Capacity) est I'une des méthodes

les plus utilisées pour la détection de I’activité antioxydante.
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Tableau I11.E.3: Pouvoir réducteur cuivrique (CUPRAC) exprimé en absorbance de la Cur,
Cur-Ala, Cur-Leu et des standards BHT et BHA.

molécules Absorbances (CUPRAC)
12.5 pg 25 ug 50 ug 100 ug 200 g 400 pg 800 pg Aoso
Cur-Ala | 0,390,01 | 0,66+0,01 | 1,140,02 | 1,82+0,04 | 2,83£0,04 | 3,81+0,15 | 4,13+0,05 | 1813+0,72
Cur 0,31£0,00 | 0,54+0,00 | 0,93+0,01 | 1,58+0,13 | 2,70%0,28 | 3,89+0,01 | 4,05+0,03 | 24.06+0,22
Cur-Leu | 0,17+0,00 | 0,27+0,01 | 0,43+0,00 | 0,73+0,00 | 1,19+0,02 | 1,95+0,08 | 2,53+0,35 63,00+1,2
BHAP 1,12+0,05 | 1,95+0,31 | 3,14+0,46 | 3,58+0,42 | 3,35+0,20 | 3,77+0,19 | 3,92+0,13 5,3540,71
BHT" 1.41+0.03 | 2.22+0.05 | 2.42+0.02 | 2.50+0.01 | 2.56+0.05 | 2.86+0.07 | 3.38+0.13 8.97+3.94

Selon le tableau, les trois composés testés présentent également une forte activité

antioxydante. La base de Schiff synthétisée Cur-Ala a une activité antioxydante supérieure a
celle de la Cur (18,13+0,72 uM vs 24,06+0,22 uM) et comparable a celles des standards BHT
et BHA (17.97+0.66 uM et 16.62+0.79 uM respectivement) alors que 1’A0.50 de la Cur a une
activité antioxydante supérieur ou comparable a celles des standards BHT et BHA. La base de

Schiff synthétisée Cur-Leu (63,00£1,2 uM) a une activité antioxydante supérieure a celles de

la Cur et Cur-Ala et aussi supérieur par rapport au standards BHT et BHA.

Figure I11.E.3 : Test CUPRAC.
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I11.E.2.2.2. Le Test phénanthroline pour ’activité antioxydante

Les résultats du test phenanthroline pour I’activité antioxydante pour la molécule
Cur et pour les bases de Schiff Cur-Ala et Cur-Leu synthétisées sont représentés par
I’absorbance Aos mesurée en fonction de la concentration de ces composés et des standards
BHT et BHA.

Tableau I11.E.4 : Pouvoir réducteur du Fer (test phenanthroline) de la Cur, Cur-Ala, Cur-Leu,
Ascorbic acid et a-Tocopherol.

Composeés Absorbances dans I’essai de phenanthroline

3.125ug | 6.25ug | 12.5ug 25 g 50 g 100 pg 200 pg Aos
pg/mL

Cur-Ala 0,33+0,0 | 0,38+0,0 | 0,42+0,0 | 0,53+0,0 | 0,85+0,0 | 1,30+0,2 | 1,97+0,1 | 22,460,

1 1 0 0 5 0 1 88
Cur 0,16+0,0 | 0,21+0,0 | 0,32+0,0 | 0,54+0,0 | 0,95+0,0 | 1,64+0,0 | 2,39+0,0 | 23,4540,
1 1 0 1 5 8 9 56

Cur-Leu 0,12+0,0 | 0,13+0,0 | 0,18+0,0 | 0,24+0,0 | 0,35+0,0 | 0,55+0,0 | 1,20+0,1 | 90,9242,

0 1 1 1 0 0 3 75
Acide 0,35+0,0 | 0,46+0,0 | 0,84+0,1 | 0,93+0,3 | 1,18+0,3 | 1,37+0,2 | 1,44+0,2 | 6.77%1.1
5 3 2 0 4 0 1 5

Ascorbique

a-Tocopherol | 0.11+0,0 | 0.16+0.0 | 0,21+0,0 | 0,35+0,0 | 0,73+0,0 | 1,37+0,0 | 1,81+0,0 | 34.93%2.
0 0 3 3 3 8 9 38

Selon le tableau E.4, les deux molécules Cur et Cur-Ala montrent toujours une bonne
activité antixydante avec ces valeurs comparables d’Aoso (23,45£0,56 UM vs 22,46+0,88 uM
respectivement) avec une légere diminution par rapport au standard o-Tocopherol
(34.93£2.38 uM) et une légere augmentation par rapport au standard 1’Acide Ascorbique
(6.77£1.15 uM).

La molécule Cur-Leu présente aussi un bon caractére anti oxydant avec une Absorbance de

90,92+2,75 mais elle est supérieure a celles de la Cur, Cur-Ala et les deux standards.

118



Chapitre 111

Figure I11.E.4 : Test Phénanthroline.
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I11.E.3. Activité antimicrobienne

L'activité antibactérien in vitro des composés étudiés a été testée contre diverses
especes bactériennes telles que B. subtilis, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae et P. aeruginosa.
L'amoxicilline est utilisée comme un étalon positif. La présence de zones claires indique que
les composes sont actifs. Une étude comparative des activités de la Cur, Cur-Ala et Cur-Leu a
montré une activité antibactérienne modérée a excellente (Tableau I11.E.5). Les deux bases de
Schiff Cur-Ala et Cur-Leu ont montré une zone d'inhibition >25 mm contre K. pneumonia et
une zone d'inhibition de 13 a 26 mm contre les autres espéeces bactériennes. La Cur présente

une activité modérée contre toutes les autres espéces bactériennes.

Tableau I11.E.5. Diamétres de zones d’inhibition bactérienne (mm) de la Cur, Cur-Ala et
Cur-Leu.

Zones d’inhibition (mm)

Comps. B. subtilis S. aureus E. coli K. pneumonae | P. aeruginosa
Conc. 50 100 50 100 50 100 50 100 50 100
pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
Cur 8 10 9 14 13 16 11 17 9 13
Cur-Ala 12 22 11 13 14 20 16 26 12 18
Cur-Leu 13 25 17 24 20 26 18 30 15 22
Amoxiciline 20 23 22 26 23
DMSO - - - - - - - - - -

D’aprés 1’observation, la plus forte inhibition de la croissance bactérienne est due au
caractére lipophile des molécules. La variation de l'efficacité de differents composés contre
les différents organismes dépend soit de I'imperméabilité des cellules bactériennes, soit des
différences dans les ribosomes des cellules microbiennes. L'ordre d'activité des composés
étudiés est le suivant : Cur-Ala >Cur-Ala>Cur.

Les bases de Schiff Cur-Ala et Cur-Leu et la Cur ont été testées également pour leurs
activité antifongique contre des especes fongiques telles que C. albicans et A. niger. Les
activités de ces molécules ont été compareées a celles du médicament standard (Nystatine). Les
résultats indiquent que toutes les molécules testées ont une activité significative contre les
deux espéces fongiques. L'activité est beaucoup plus forte pour la Cur-Leu et Cur-Ala, alors

que la Cur a moins d'activité. Les bases de Schiff synthétiser ont montré une trés bonne
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activité antifongique contre C. albicans et A. niger par rapport a celle de la Cur (Tableau

11.E.6).
Tableau I11.E.6. Activité antifongique de Cur, Cur-Ala et Cur-Leu.

Zones d’inhibition (mm)
Comps C. albicans A. niger
Conc. 50 100 50 100
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Cur 7 14 12 18
Cur-Ala 10 15 16 24
Cur-Leu 13 20 21 30
Nystatin 17 20

Une comparaison globale des données observees révele que les bases de Schiff Cur-
Leu et Cur-Ala présentent une excellente activité antimicrobienne et peuvent étre testée pour
d'autres études in vivo et peuvent étre utilisée comme médicament. Récemment, des preuves
des effets antimicrobiens produits par les bases de Schiff ont été fournies. Il convient de noter
que, dans la plupart des cas, une activité plus élevée a été rapportée pour la fonction imine. 11
existe plusieurs travaux de recherche sur l'importance du groupe imine ou azométhine
(>C=N-) présent dans les bases de Schiff et les auteurs décrivent ce groupe fonctionnel
comme clé de leur activité antimicrobienne. La présence d'électrons non appariés sur I'atome
d'azote du fragment azométhine donne une forte interaction avec les bases de Schiff [62] [63]
[5] [64] [65] [66].

Les effets de la polarité de la molécule pénétrante sur le processus de perméation
membranaire sont souvent discutés. La perméabilité a travers les membranes lipidiques est un
processus biologique fondamental et dépend de nombreux facteurs tels que la solubilité, la
lipophilie et le volume moléculaire. L'un des parametres les plus importants est le moment
dipolaire. Lorsqu'une molécule traverse la membrane, la molécule pénétrante exerce un
changement radical dans son environnement, passant d'hydrophile a hydrophobe, puis de
nouveau a hydrophile. L'environnement polaire devrait induire le moment dipolaire
moléculaire ; cependant, les champs de force additifs sont congus pour fournir une interaction
efficace sans prise en compte explicite de la polarité [67]. Plusieurs recherches récentes
décrivent I'importance du moment dipolaire dans la détermination de l'activité biologique. De
nombreux composés ont montré une corrélation directe entre le moment dipolaire, la

perméation de la membrane microbienne et l'activité biologique. Les 4-arylthiosemicarbazides
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ont montré un effet antifongique élevé contre les espéces de Candida, comme décrit par Siwek

et al [68]. Les composés actifs se distinguent également par un moment dipolaire élevé.
Quiroga et al ont montré qu'il existe une corrélation entre I'activité antifongique des dérives
des pyrazolo [3,4-b] pyridines [69] [70] [71] [72] et les paramétres quantitatifs comme le
moment dipolaire. Ashtekar et coll. ont étudié l'activité antifongique du 1,3,4-oxadiazole [73].
Les résultats suggeérent que le moment dipolaire a une contribution positive a l'activité
antifongique de l'oxadiazole. Les calculs théoriques effectués par Deng et al [74] ont indiqué
que le moment dipolaire est le parametre le plus indépendant affectant Iactivité
antibactérienne. Ils ont trouvé une corrélation positive : 1’activité antibactérienne augmente
avec un moment dipolaire. L'analyse QSAR rapportée par Soliman QSAR sur cing ligands de
thiourée substitués par N-alkyle (L) et leurs complexes pour étudier leur activité
antibactérienne contre E. coli et P. aeruginosa [75], a montré que l'augmentation du moment
dipolaire de ces composés a augmente les activites antibacteriennes des dérivés de la thiouree
(L). Dans notre cas, les bases de Schiff Cur-Leu et Cur-Ala ont des valeurs de moment
dipolaire plus élevé (7,9229D/Cur-Leu et 5,555 D/Cur-Ala), revélant que ces composés ont
une capacité d'interaction plus élevée avec le milieu environnant et une plus grande capacité

de liaison résultant en des effets biologiques supérieurs.
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Conclusion générale

Conclusion générale

Les objectifs des travaux de recherche présentés dans cette thése sont, 1’extraction de
curcumine de curcuma, 1’ étude comparatif entre deux méthodes d’extraction, extraction par
macération a froide qui dit conventionnelle et 1’extraction assisté par micro-onde qui dit
nouvelle , la synthése de nouveaux dérivés bases de Schiff, 1’étude théorique des propriétés
caractéristique de curcumine et ses dérivés par une méthode de calcul théorique usuelle dans
le monde de la modélisation moléculaire (la DFT) , la prédiction des propriétés biologique de
ces molécules par des outils de Docking moléculaire et enfin, 1’évaluation in vitro, des activité

biologique (I’activité antibactérienne et antioxydante).

L’extrait de curcuma longa L. présenté sous forme pate marron orange, a été obtenu avec
des rendements convenables par les deux techniques d’extraction, mais 1’extraction assisté par
micro-onde donne un meilleur résultat par rapport au d’autre procédé, Ceci confirme I’avantage
de cette technique que ce soit de coté rendement élevé, durée coutre et aussi de coté

environnementale.

La curcumine a été identifiée par des techniques de caractérisation usuelles, a savoir la
détermination de son point de fusion, et d’autre part, par sa caractérisation par la spectroscopie
IR, UV. Nous avons constaté que la température de fusion trouvée, est identique a celle donnée
par littérature, elle est entre 182 et 184°C. On a aussi essayé de voir la solubilité de notre extrait
dans des solvants couramment utilisés, on a trouvé que la curcumine est soluble dans les
solvants organiques polaires et insolubles dans les solvants apolaires et aussi dans I’eau. Le
spectre IR expérimental obtenu est conforme au spectre IR théorique de cette molécule.
L’analyse par I’'UV-vis, a été utilisé en analyse qualitative pour avoir les bandes d’absorption
caractéristiques, et en analyse quantitative pour calculer le coefficient d’extinction molaire (e=

6620 mol™.cm).

Deux nouvelles bases de Schiff dérivées de la curcumine ont été synthétisées a partir de et
de la L-alanine et de la L-leucine, a reflux et sous micro-ondes avec d’excellents rendements.
La caractérisation structurale des molécules obtenues a été réalisée a partir de leurs analyses
élémentaires, des techniques spectrales FTIR, UV-Vis et 3C-NMR et *H-NMR.

A T’aide du logiciel GAUSSIAN 09 avec la fonction hybride BLY3P et la base 6-31 G (d,

p), nous avons tout d’abord optimisé les structures des molécules de curcumine, Cur-Ala et
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Conclusion générale

Cur-Leu. On a fait une étude geomeétrique pour determiner les longueurs de liaison et les angles,
sur ces molécules, on a trouvé que la fonctionnalisation du groupement carbonyle de la

curcumine a influé considérablement la géométrie de la molécule de base.

Dans ce travail nous avons réalisé aussi une étude théorique des propriétés de Docking
moléculaire de la curcumine et ses dérivés vis-a-vis mPGES1 en utilisant le logiciel Molegro.
A partir des résultats obtenus, on a conclu que toutes les la molécules étudiées ont une action

inhibitrice contre la prostaglandine microsomiale 1 meilleur que I’inhibiteur de référence 4UK.

L’évaluation de I’activité antibactérienne Vis-a-vis les bactéries, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis et Serratia montre que la curcumine et ses dérivés ont un pouvoir antibactérien
modérément inhibiteur entre 16mm et 20mm. Les résultats de 1’activité antioxydante montrent
que la curcumine et ses dérivés sont d’excellents inhibiteur du radical DPPH, ABTS, CUPRAC

..etc.,
Quant aux perspectives de ce travail, elles peuvent s’articuler autour des points suivants :
e |l est trés intéressant de faire une optimisation des conditions de travail.

e (Caractérisation du produit obtenu par d’autres techniques telles que la RMN-2D,

DRX.
e Synthetiser des complexes a partir de ce ligand.
e Etude par DFT de I’effet des solvants polaire et apolaire.

e Etude par DFT de I’effet de différentes températures.
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Annexe A



Spectres *H RMN du Cur, Cur-Ala et Cur-Leu

HSP-45-77Z ppm

Figure 1 : Spectre *H RMN de la molécule Cur.
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Figure 2 : Spectre *H RMN de la molécule Cur-Ala.
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Figure 3 : Spectre 'H RMN de la molécule Cur-Leu.
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Spectres *C RMN du Cur, Cur-Ala et Cur-Leu :
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Figure 4 : Spectre 1*C RMN de la molécule Cur.
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Figure 5 : Spectre *°C RMN de la molécule Cur-Ala.
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Figure 6 : Spectre 1*C RMN de la molécule Cur-Leu.

5E+07

r4E+07

r4E+07

r4E+07

r3E+07

r2E+07

r2E+07

[ 2E+07

r1E+07

5E+06

r2E+07

r2E+07

[ 2E+07

r2E+07

r2E+07

r1E+07

r1E+07

r1E+07

8E+06

[ 6E+06

r4E+06

2E+06

-2E+06



1ueddddl

L- s L-alanine ¢ 5 0SSN (e Gfiiidie Ginas (ol Sacll aoiaty Lidd oS S il e GaeS)SI Ay Ja padlaiul any 5 cJaall aa
0o e Jsanll 5 3l iy 5all ISl Can sil) o) yal 3 3 5las 2a 350 3 e Gy g 5 sSall il Jlaniuly s dsle jpmat hag 3d cani ¢ Jeucine
(Cur) S SN 5 (Cur-Leu s Cur-Ala) <asdi el 8 (asd 25 TH-NMR 5 BC-NMR 5 UV-Vis 5 FTIR 4k ey ¢ 4391 gdlas
s Escherichia coli s Bacillus subtilis U s Gagall (al edU dussall 4y jeaall GLASH (e aia @il ySaall sliadl) Lehlis oo Uay
a5y oS SN (g Ualin ST il G ae ) 8 o e milaill ciaiS Candida albicans s Aspergillus niger s Staphylococcus aureus
Aguhill cliluall b mase g LS ¢ 5SY) Gl U e Se Y Cur-Leu s Cur-Ala - b il 5 L il saliadl) dais¥) s 3 of ¢Sy 43)
LA 5 50ulY Cilabizas 3538 (e Aanladll ) QWS 5« DPPH 3aud 53 (e _SH 5 Candi ae ) g8l 5auSS sliaal) Ll 4 o cuad ¢ lld ) Zélaal
5 BHT) Al 5008Y) cilalian (ga SiST 500850 3alias laiil 4edas Cur 5 Cur-Leu s Cur-Ala of ) &) s o-phenanthroline
B3LYP /6-31G ic seadll 44 1k alaiinly DFT 4davl &2 Cur s Cur-Leu s Cur-Ala 2 4 g8l 4l Glabadl Gl (and 23 (BHA
Adagioa) iy jall Ay jall & ) jall alladll s duallall Jelall cilacal s « MESP ¢ 4 cibindll ¢ Jia) JSaell wilual ¢

+ dalidal) cilalgly
L sl sl ALY ¢ Sl el YV DFT ¢ Gnal ¢ VT ¢ S S ¢ i ae ) 8 ¢ (i)

Résumé:

Dans ce travail, aprés ’extraction de la curcumine a partir de curcuma, deux nouvelles bases de Schiff dérivées de
la curcumine ont été synthétisées a partir de et de la L-alanine et de la L-leucine, & reflux et sous micro-ondes avec
d’excellents rendements. La caractérisation structurale des molécules obtenues a été réalisée a partir de leurs analyses
élémentaires, des techniques spectrales FTIR, UV-Vis et 3C-NMR et *H-NMR. Les bases de Schiff (Cur-Ala, Cur-Leu)
et la curcumine (Cur) ont été criblées pour leur activité antimicrobienne vis-a-vis de certains micro-organismes pathogenes
cliniguement importants : Bacillus subtilis, Escherichia coli et Staphylococcus aureus, Aspergillus niger et Candida
albicans. Le résultat a révélé que les bases de Schiff étaient plus actives que la curcumine. Les activités antibactériennes
et antifongiques de Cur-Ala et Cur-Leu peuvent étre attribuées a son plus grand moment dipolaire, comme le montrent les
calculs théoriques. En outre, I'activité antioxydante des bases de Schiff et de la curcumine a été étudiée par DPPH, les ions
cuivriques réduisant la capacité antioxydante et les techniques d'o-phénanthroline. Les résultats indiquent que Cur-Ala,
Cur-Leu et Cur présentent plus d'activités antioxydantes que les antioxydants standards (BHT et BHA). Les calculs des
parameétres chimiques quantiques de Cur-Ala, Cur-Leu et Cur ont été étudiés par DFT en utilisant la méthode d'ensemble
de base B3LYP/6-31G (d,p) pour calculer la structure optimisée, les charges atomiques, MESP, les descripteurs de
réactivité globale et les propriétés thermomoléculaires de molécules cibles.

Mots clés :
Extraction, bases de Schiff, curcumine, L-alanine, L-leucine, DFT, Docking moléculaire, activités biologiques

Abstract:

In this work, a two novel Schiff-basse derived from curcumin and L-Alanine and L-Leucine was synthesized under
microwave conditions in excellent yield. The structural characterization has been carried out from their elemental analyses,
FTIR, UV-Vis and *C-NMR and *H-NMR spectral techniques. The Schiff bases (Cur-Ala, Cur-Leu) and curcumin (Cur)
have been screened for their antimicrobial activity toward some pathogens clinically important microorganisms: Bacillus
subtilis, Escherichia coli and Staphylococcus aureus, Aspergillus niger and Candida albicans. Result found that the Schiff
bases were more active than the curcumin. The antibacterial and antifungal activities of Cur-Ala and Cur-Leu can be
attributed to its greatest dipole moment, as shown by theoretical calculations. Also, the antioxidant activity of Schiff bases
and curcumin were studied by DPPH, cupric ion reducing antioxidant capacity and o-phenanthroline techniques. Results
indicate that Cur-Ala, Cur-Leu and Cur show more antioxidant activities than the standard antioxidants (BHT and BHA).
Quantum chemical parameter calculations of Cur-Ala, Cur-Leu and Cur have been investigated by DFT using B3LYP/6-
31G (d,p) basis set method to calculate the optimized structure, atomic charges, MESP, global reactivity descriptors and
thermomolecular proprieties of target molecules.

Keywords:
Extraction, Schiff bases, curcumin, L-alanine, L-leucine, DFT, molecular docking, biological activities
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