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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Les produits naturels ont été utilisés par I'homme depuis I'Antiquité comme remedes
contre la maladie comme épices, narcotiques, colorants et comme poisons pour la guerre et la
chasse. Les gens ont utilisé des remedes traditionnels sans justification scientifique, mais avec
I'expérience ils ont montré quiils peuvent étre trés efficaces sils sont pris a des doses
thérapeutiques. La plupart de ces produits naturels ont été utilisés dans des formes brutes et
les composants actifs ont éé isolés seulement pendant et aprés le dix-neuviéme siécle.
L'application large de composés biologiquement actifs naturels comme médicaments
antiviraux, antipaludéens, anti-tumoraux a stimulé les chimistes organiciens a développer des
méthodes pour la synthése de ces composes. La contribution des chimistes organiciens ne
réside pas seulement dans leur capacité a produire des substances connues pour une éude plus
approfondie, mais surtout dans leur capacité a créer de nouvelles entités qui peuvent avoir une

activité accrue.

Les zingibéracées sont des plantes herbacées vivaces, a rhizome souterrain. Ces
derniers sont le plus souvent utilisés comme épices et remedes car ils présentent énormément
de vertus et de bienfaits. Nous avons porté notre attention sur une plante de cette famille qui
est le curcuma Longa considérée comme un réservoir de nutriments, de fibres, de vitamines et
de curcuminoides. La curcumine représente la majeure partie de ces derniers et constitue le
principe actif de la plante.

Le nom chimique de la curcumine est le 1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxy phényl)-1,6-
heptadiene-3,5-dione, ¢’ est une molécule symétrique qui contient deux fonctions cétoniques
séparées par un méthylene (-CHy), et deux noyaux aromatiques dans les deux extrémités.
Chacun des deux noyaux porte deux groupements ; hydroxyle et méthoxy en position para et

méta respectivement.

Plusieurs éudes menées in vitro et in vivo ont démontré |’ efficacité de ce principe
actif et lui ont découvert plusieurs activités pharmacologiques dont I’ activité antioxydante,
anti-inflammatoire, antimicrobienne, anti- HIV, anti- Alzheimer, anti-cancer, antidépresseur
et encore pleins d’ autres activités [1]. Ces nombreuses propriétés rendent cette molécule tres

intéressante et nous pousse a approfondir les recherches.

La réaction de Bigindlli est un excellent outil pour la synthese des molécules hétérocycliques
les 3,4-dihydropyrimidinones & divers propriétés biologiques reconnues. Récemment cette
réaction a été sujette a plusieurs modifications afin d’ améliorer la cinétique de la réaction, le

rendement ou bien les propriétés pharmacol ogiques des produits.



Introduction générale

L’ objectif de ce mémoire est de synthétiser les 3,4-dihydropyrimidinones / thiones par
réaction de Biginglli en substituant I’ acétoacétate d éthyle par la curcumine et en utilisant un
catalyseur fort HPA de type Keggin commercial H3PM 01204, par reflux et sous irradiations
micro-ondes dans e but d’ améiorer les rendements.les composeés synthétisés sont caractérises
par diverses techniques analytiques a savoir ; IR, UV-Visible. L’ activité antioxydante et

antimicrobienne de ces composés a été évaluée.

En plus de I'introduction et de la conclusion générale ce travail est subdivisé en trois

chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la synthése bibliographique sur le curcuma, la réaction

de Bigindli et les 3,4-dihydropyrimidinones.

Le deuxiéme chapitre décrit les différentes techniques expérimentales et les procédés

utilisés pour la synthese et |a caractérisation de nos produits.

Le troisieme chapitre quant a lui présente les résultats obtenus et les commentaires qui en
découlent.



CHAPITRE |: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre 1 Synthese bibliographique

|. Curcuma

|.1. Définition du curcuma

Le curcuma (Curcuma Longa) est une plante vivace appartenant a la méme famille
que le gingembre, les zingiberaceae [2] (figl.1), avec une envergure pouvant atteindre un
meétre. Son rhizome semblable au gingembre est comestible, tubéreux et tres ramifiés, et ses

feuilles issues du rhizome sont longues et distiques [3].

Le curcuma détient une place tres importante en médecine ayurvédique (médecine
traditionnelle hindoue) et dans la prévention et |a guérison de plusieurs maladies [4].

Figurel.l Aspect genéral de Curcuma Longa [5]

|.2. Origines

Le curcuma pousse de maniére sauvage dans les foréts pluvieuses tropicales et sud
tropicales. On la trouve en: Asie du sud et du sud est, sous continent indien, Birmanie,
Thailande, Laos, Viét-Nam, Maghreb (Maroc), Indonésie, Afrique centrale et I'lle de la

Réunion [3].

Utilisée en inde pendant des siécles, elle ne présente aucun effet secondaire. Elle est
non seulement utilisée pour ses vertus thérapeutiques mais aussi comme colorant jaune pour

les textiles, en cuisine et pour la préservation des aliments [4].
|.3. Les principaux composés du curcuma

Le curcuma contient énormément de micronutriments, mais son ingrédient actif reste

les curcuminoides, pigments polyphénoliques, dont le principe actif majoritaire est la
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curcumine. Il contient auss la déméthoxycurcumine, la dihydrocurcumine et la

bi sdéméthoxycurcumine.

OH o]

HsCO \ N / OCH;4
HO Curcumine OH
OH o]

\ N / OCHj
HO Déméthoxycurcumine OH
OH O
N X Z
HO OH

Bis-déméthoxy curcumine

Figurel.2. Structuredela curcumine et de ses principaux dérivés. [6]

Le curcuma est également une bonne source de fibres alimentaires, de manganéese, de

fer, devitamine B6 et de lavitamine C.

Il renferme également de I'huile essentielle, des quinoides, des stéroides dont le
cholestérol et le campestérol, des monoterpénes, des phénylpropanoides, des benzénoides, des
carbohydrates et des alcal oides.

La curcumine est la molécule la plus abondante et |a plus éudié. Elle a été isolée pour
la premiere fois en 1815 par Vogel et identifiee comme 1,7-bis (4-hydroxy-3-
méthoxyphényl)-1,6-heptadiene -3,5-dione) ou diferuloylmethane [4].

C’est une poudre cristalline, jaunétre et inodore, trés peu soluble dans I’ eau, |’ é&her de
pétrole et le benzéne. Soluble dans I acool éthylique, I’ acide acétique glacia et le propyléne
glycol, et tres soluble dans I acétone et I’ é&her éthylique [4].

K.
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En plus, la curcumine est considérée comme un composé chimique non-nutritif et non toxique

pour les mammiféres méme en doses éevées[4].
|.4. Aspect et structure dela curcumine

La curcumine est une poudre jaune-orange pour un pH compris entre 2,5 et 7, et rouge a
pH supérieur a 7. En conditions physiologiques, il existe un équilibre entre une forme
énolique et une forme dicétonique (Figure 1.3). Cette propriété de la curcumine peut étre d'une
importance cruciale dans la détermination de la sélectivité de sa liaison aux proténes, y

compris alaprotéine amyloide p dansles modeles de lamaladie d'Alzheimer [7].

@ Curcumin (Enol form) ?

Curcumin (Keto form)

(b) (€)

Figure |.3. Tautomérie céto-énolique de la curcumine ; formes dicétone (en bas) et énol
(en haut) [8]

|.5. Propriétés pharmacologiques

«C'est une herbe contre toute souffrance », dit un proverbe bien connu en Inde. Le
curcuma (Curcuma Longa), est une plante dont le rhizome (tige souterraine), est considéré

dans les régions tropicales et subtropicales de I’ Asie comme un remeéde universel [9].

[.5.1. Antioxydant

Les radicaux libres sont impliqués, en tant que médiateur, dans la progression de

-

nombreuses maladies chroniques et dans le vieillissement des cellules en généra. Les
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radicaux sont des especes réactives vis-a-vis des constituants organiques et des structures

cellulaires [2].

Plusieurs études ont montrés que les curcuminoides et leurs dérives (les
tétrahydrocurcuminoides) sont des puissants antioxydants et que la curcumine est considérée
comme un antioxydant dix fois plus actif que la vitamine E [2,10]. Les
tétrahydrocurcuminoides (THC) sont classés comme bioprotécteurs. Ils agissent a deux
niveaux sur les radicaux libres: sur la phase d'initiation en piégeant les amorceurs
radicalaires et sur la phase de propagation des réactions radicalaires en offrant d autres

possibilités de réactions aux intermédiaires radicalaires [2].
|.5.2. Anti-inflammatoire

Dans des études réalisées in vitro, in vivo et chez |"homme, il a éé rapporté que le
curcuma a des propriétés anti-inflammatoire et que son utilisation est sire méme a une dose
de 12g/jour [11].

Le curcuma se révéle tres efficace pour prévenir toutes les maladies qui se développent a
partir d'une inflammation passant souvent inapercue. Le curcuma peut ainsi soigner
I"arthrose, les tendinites, les névralgies, les sciatiques. Dans les pays d' Asie il est prescrit
contre toutes les douleurs (musculaire, articulaire), les rhumatismes les polyarthrites,
I’artériosclérose, les complications cérébraes et coronariennes, les maadies

neurodégénératives (Alzheimer, parkinson) [9].
|.5.3. Traitement des problémes digestifs

Le curcuma est un remede ancestral contre I’ acidité gastrique et autres troubles digestifs,
car il stimule la sécrétion de mucus et protege ainsi I’ estomac. |l atténue aussi les nausées. |l

est tout afait indiqué dans les troubles digestifs liés ala paresse du foie [12].

Il est traditionnellement utilise comme : cholérétique ou cholagogue, dans le traitement
symptomatique des troubles fonctionnels digestifs attribués a une origine thérapeutique et

comme stimulant de |’ appétit [12].

.



Chapitre 1 Synthese bibliographique

| .5.4. Anticancéreuse

Plusieurs études indiquent que la curcumine est un puissant agent anti-cancer. Elle
inhibe la croissance de cellules cancéreuses variées; les tumorogeneses de la glande
mammaire, de la cavité orale, des voies aérodigestives, de |’ cesophage, de I’estomac, de

I"intestin, du colon, du poumon et du foie ont été stoppés par cette derniere [12].

La curcumine peut aussi supprimer I’ activité tumorogénique d'une large variété de
carcinogénes, notamment responsables des cancers du colon, duodénum, cesophage,
aérodigestif, foie, sein, buccaux et prostate [12].

II. Réactions multi - composants
Les réactions multi-composants sont définies comme étant des processus permettant
d assembler, en une seule étape (one - pot), au moins trois réactifs qui vont participer a la
structure du produit final. Ces réactions sont des procédés tres efficaces qui réunissent la
rapidité, la diversité et la complexité structurale. Lorsque de telles réactions permettent de
combiner des produits de départ magjoritairement commerciaux ou aisement accessible elles
deviennent de bons outils pour les industries pharmaceutiques, afin de créer des
chimiothéques destinés au criblage a haut débit [13].
Parmi ces réactions nous nous sommes intéresseés a une réaction particulierement

intéressante qui est laréaction de Biginelli.

I1.1. Réaction conventionnelle de Biginelli

Le chimiste italien Pietro Biginelli a rapporté, pour la premiere fois, la préparation d’ une
nouvelle molécule, |a 3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-one, notée DHPM, a partir d’ une réaction
de cyclocondensation a composants multiples en faisant réagir a la fois trois réactifs en une
seule étape : |’ acé&toacétate d' éthyle 1, le benzaldéhyde 2 et I'urée 3, au reflux de I’ éthanol

comme solvant et en présence d’ acide chlorhydrique comme catal yseur [14].

.
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Q Q + o Catalyseur
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Schémal.l: Réaction de Bigindli

La réaction de Biginelli est efectuée dans un solvant polaire protique tel que I’ é&hanol
et le méthanol utilisé dans les conditions classiques de la réaction. Les solvants polaires
aprotiques ont été également utilisé tels que : e tétrahydrofurane, le dioxane et |’ acéonitrile
[15]. Elle a été aussi menée sans solvant et donne de treés bon résultats [15].

I1.2. Mécanismedelaréaction de Bigindli

La réaction de Biginelli implique la condensation de trois composants : 1,3-dicarbonylé,
aldéhyde et urée ou lathio-urée. Le maintien de la réactivité de ces réactifs pourrait procéder

selon plusieurs voies [16].

» La condensation de I’adéhyde avec le composé 1,3-dicarbonylé par condensation
d adol suivie d’ une attaque nucléophile de la molécule d’ urée [16].

» La condensation de I’aldéhyde avec le composé 1,3-dicarbonylé par réaction de
knoevenagel ensuite addition nucléophile de I’ urée sur I’intémédiaire formé [16].

» La condensation de I’ aldéhyde avec la molécule d’ urée (via N-benzylidene-urée) puis
addition nucléophile du compose 1,3-dicarbonylé [16].

» La condensation de |'adéhyde avec deux molécules d'urée ( par I'intermédiaire de
N,N-benzylidenebisurée) et puis I’addition nucléophile du composé 1,3-dicarbonylé
[16].

» Condensation nucléophile de I'urée sur le composé 1,3-dicarbonylé ( via 3-urédo-

crotonates) suivi d’ une autre attague nucléophile de ce condensat al’ aldénhyde [16].
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Schéma |.2 : Différentes étapes du mécanisme de laréaction de Biginelli
11.3. Intérets biologiques des dihdropyrimidinones DHPM s

Les DHPMs présentent un systéeme hétérocyclique d’une efficacité pharmacologique
remarquable. un large domaine d activités biologiques y compris |’ activité antivirale,
antitumorale , antibactérienne et anti-inflammatoire ont éé atribuées a ces dérivés de la
pyrimidinone partiellement réduits. Plus récemment, les DHPMs fonctionnalisées sont
apparus comme de puissants inhibiteurs calciques, agents anti-hypertensifs |,
neuropeptides, et des agents adrénorécepteurs de type all,. Effectivement des DHPMs
intéressantes sont considérées comme une classe importante de molécules dans le

traitement de diverse maladies[17].
I. Synthése sousirradiations micro-ondes

Les recherches menées aux interfaces de la chimie, de la biologie ou de la physiquue

ont introduit un retour en force de la synthése ciblée.

L’ économie d atomes, d’ étapes et d énergie est maintenant systématiquement recherchée,
que ce soit pour préserver |’environnement ou pour des raisons financieres. Dans ce
contexe, il est important de développer de nouvelles méthodes, plus efficaces et plus
rapides, permettant de mieux controler les sélectivités, tout en accédant a un degré de

complexité élevé en un nombre limité d’ opérations.

La chimie assistée par micro-ondes a connu un essor considérable ces derniéres années

avec I’arrivée sur le marché d’ appareillages spécifiquement adaptés pour la synthése. Ces

)
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nouveaux réacteurs favorisent une meilleur reproductibilité des réactions et permettent
actuellement une production quasi-industrielle. Les irradiations micro-ondes ont un effet
bénéfique sur des réactions qui nécessite des températures éevées et dont les les temps de
réaction sont importants. Les réactions impliquées sont également plus propres que par la
voie traditionnelle ( chauffages par bain d huile ou métallique) aboutissent trés souvent a

des rendements supérieurs [18,19].
[11.1. Micro-ondes

Les micro-ondes sont des ondes éectromagnétiques de longueurs d onde

intermédiares entre I’ infrarouge et les ondes de radiodiffusion [20].

En termes de fréquence, ce domaine s étend de 300 MH/ a 300 GHz, soit des longueurs
d onde comprises entre 1 m et 1 mm. Contairement a lalumiéere du visible, exception faite
des lasers, les micro-ondes sont des ondes cohérentes et polarisées, régies également par
les lois de I’ optique et pouvant etre transmises, absorbées ou réfléchies selon le type de
matériau rencontré. [20].

L e domaine des micro-ondes peut etre divisé en bandes par des cadres de fréquence [20] :
e De0.3 a3 GHz UHF (Ultra-Haute Fréquences — ondes décimétriques)
e De3aGHz SHF (Supra- Hautes Fréquences — ondes centimétriques)
e De 30 a300 GHz EHF (Extra-Hautes Fréguences —ondes millimétriques )

Les micro-ondes utilisées en synthése organique operent a une fréquence de 2,45 GHz,
pour une longueur d'onde de 12,4 cm pour ne pas interférer avec les réseaux de
communication. Les micro-ondes ne peuvent pas induire de réactions chimiques. Mais «
chauffer » des produits organiques par micro-onds est en réalité le résultat d’ intéractions
entre les molécules. Une partie de |’ énergie apportée par |I’onde éectromagnétique est

réellement convertie en chaleur [21].
[11.2. Four a micro-ondes

Le four & micro-ondes permet la cuisson rapide des aiments destinés a la
consommation humaine ou animale. |l est de plus trés pratique pour réchauffer des aliments

o
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déja préparés solides ou liquides. Le chauffage s effectue par agitation des molécules d eau

contenues dans les aiments[22].

Cette agitation utilise la fréguence de résonance de la molécule d’'eau, ainsi que sa
polarisation éectrique [22].

V. Polyoxométallates de type Keggin

Les polyoxométallates (POMs) de type Keggin ont de vastes perspectives d'application en
chimie de synthese. Leurs propriétés acides et oxydantes dépendent de la composition et de la
nature des composants et peuvent étre modifiées en fonction des besoins de réaction. De plus,
ils sont faciles a manipuler, non volatils et non toxiques. Les hétéropolyacides (HPA) ont été
largement étudiés en tant que catalyseurs acides pour de nombreuses réactions dans notre
laboratoire [23,24 ,25],

IV.1.Propriétés des polyoxométallates

Les hétéropolyacides (Hn [XM1,04]) de type Keggin sont des acides forts de Bronsted,
leur force d’ acidité est supérieure a celles des acides minéraux (H,SO,, HCI, HBr), ils sont
appel és superacides.

Dans le présent travail, une condensation multi-composants cataysée par
H3PM 01,040, de la curcumine, de I’aldéhyde aromatique et de I'urée / thiourée, utilisant
I'irradiation par micro-ondes et le chauffage conventionnel est décrite. Une évauation
biologique des 3,4-dihydropyrimidinones dérivés de la curcumine comme antioxydants,
antifongiques et agents antibactériens a été réalisee.

<
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|. Appareillages et techniques analytiques

|.1. Point defusion

Les points de fusion des 3,4-dihydropyrimidinones ont été mesurés a I’aide d’un
appareil digital de type melting point apparatus, SMP30 au laboratoire pharmaceutique
pédagogique du département de chimie, UMMTO.

[.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La pureté des 3,4-dihydropyrimidinones a été contrélée par chromatographie sur
couche mince en utilisant des plagues prétes a I’emploi en gel de silice de type 60 F254 a
support en aluminium. Les produits sont dissous dans le méhanol et I'éuant utilisé est un
mélange de dichlorométhane (chlorure de méthylene) — méthanol (2.5 ml / 6 gouttes). La

révélation des produits a été effectuée en utilisant I’ iode sublimé.
I.3. Spectroscopie infrarouge

Les résultats de I'l.R ont été obtenus a I’aide d'un spectrophotomeétre FT-IR BRUKER
TENSOR 27 IR Spectrometer. Les nombres d onde ¥ sont donnés en cm’. La dispersion

d une petite quantité de nos produits bien séchés sans KBr nous a permis d’obtenir les

spectres IR.
|.4. Spectrophotométrie UV-Visible

Les spectres UV-Visible ont été enregistrés en solution dans le DMSO a température
ambiante du laboratoire, a I'aide d'un spectrophotométre UV-Visible de type Thermo
Scientifiqgue EVOLUTION 220 relié a un ordinateur, au laboratoire de |’ UMMTO.

|.5. Micro-onde utilisé pour la synthése
Au cours de ce travail, nous avons utilisé un four micro-ondes de cuisine modifié muni
d un réfrigérant, d une puissance maximale de 800 W. Il est commercialisé par la société
THOMSON.
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Figurell.l: Micro-onde utilisé pour la synthése des composes 4a-n.

I1. Réactifs

Les solvants utilises: [|'éthanol, méthanol, dichlorométhane, diéthylether,
dimethylsulfoxyde (DMSO) sont apportés par Honeywell, BIOCHEM, SIGMA -
ALDRICH respectivement.

Les réactifs utilisés: la curcumine, |'urée, thiourée, adéhydes aromatiques :
benzaldéhyde, le 4-diméthylaminobenzaldéhyde, le 4-chlorobenzaldéhyde, le 4-
hydroxybenza déhyde, le 2-hydroxybenzaldéhyde, le 3,4-dihydroxybenzaldéhyde, le
3-nitrobenzaldéhyde sont fabriqués par SIGMA, AnalaR NORMAPUR, BIOCHEM,
SIGMA - ALDRICH, ALDRICH et MERCK - Schuchardt.

Le catalyseur utilisé est le : H3PM01,04 commercide fabriqué par SIGMA -
ALDRICH.

I11. Manipulations

[11.1. Synthese conventionnelle des 3,4-dihydropyrimidin(2H)-1-ones/
thiones
Dans un balon de 50 ml, surmonté d'un réfrigérant et muni dune agitation

magneétique sont introduits 0.74 g de curcumine (2mmol), 0.18 g d’urée / 0.23g thiourée (3
mmol), un aldéhyde aromatique (2 mmol) avec un HPA (H3PMo01,04/ 5% mol) comme
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catalyseur, dans 2 ml d’'éthanol. Le mélange est porté au reflux pendant 6 a 9 heures (tableau
11.2).

A lafin delaréaction de |’ eau distillée est gjoutée. Le mélange réactionnel est chauffé
pour éliminer la curcumine qui N'a pas réagi et le solide formé est récupéré par filtration a
chaud puis séché et lavé a I'éher diéthylique, le solide récupéré ne nécessite pas une
recristallisation.

La pureté a été contrdlée par chromatographie sur couche mince (CCM).

Ethanol
H 3PM 012040

Reflux

Schémal1.1 Mécanisme général de synthése conventionnelle des 3,4-dihydroprimidin

(2H)-1-ones/ thiones a partir dela curcumine.

[11.2. Synthese sous irradiations micro-ondes des 3,4-dihydropyrimidin
(2H)-1-ones/ thiones

Dans un ballon de 50 ml sont introduits 0.74 g de curcumine (2mmol), 0.18 g d’urée/
0.23g thiourée (3 mmol), un aldéhyde aromatique (2 mmol) avec un HPA (H3PM 01,040/ 5%
mol) comme catalyseur, dans 2 ml d éthanol. Le mélange est ensuite placé dans un micro-
onde muni d'un réfrigérant 2 800 W pendant un temps qui varie entre 2 min et 3 min 30
(tableau 11.1).

A lafin de la réaction on rgjoute de I’ eau distillée froide, le solide formé est filtré a
chaud puis séché et lavé a I'éher diéthylique, le solide récupéré ne nécessite pas une

recristallisation. La pureté a été controlée par chromatographie sur couche mince (CCM).

]
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Tableau I1.1: Durée desréactions effectuées

Entrée N° R X | Procédé du chauffage
Composé Conv (durée) |M.O
(durée)

1 4a H O |%h 2min 30 s
2 4b 4-N(CH3), | O |9h 3min
3 4c 4-Cl O |6h 2min30 s
4 4ad 2-OH O (% 2min30 s
5 4e 4-OH O |%h 2min 30 s
6 4f 3,4-OH O |9 2min30s
7 49 3-NO, O |%h 3min30¢s
8 4h H S [%h 2min30 s
9 4i 4-N(CHj3); S |% 2min30s
10 4 4-Cl S |6h 2min30s
11 4k 2-OH S [%h 2min30 s
12 4 4-OH S [%h 2min30 s
13 4m 3,4-OH S |% 2min30s
14 4n 3-NO; S |% 3min30s

V. Etude de I'activité biologique des 3,4-dihydropyrimidin (2H)-1-ones/

thiones
IV.1. Activité antioxydante

IV.1.1. Principe

La méthode du DPPH est basée sur la réduction d’ une solution alcoolique de I’ espece
radicalaire stable DPPH" En présence d'un antioxydant donneur d hydrogene (AH), qui
aboutit alaformation d’ une forme non- radicalaire, le DPPH-H.

La réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhdrazyle, initialement violet foncé sous

saformelibre, devient jaune pale apres transfert d’ électron par des composeés antioxydants.
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Cette réduction qui se traduit par une diminution de |’ absorbance de la solution de
DPPH’ en présence d’ antioxydant est suivie par spectrophotométrie a 518 nm par apport a un

témoin d’ antioxydant commercial.

L’ activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est

généralement estimée par |e pourcentage d’ inhibition donné par larelation suivante :

(%) d’inhibition = [(Ao— A1) / Ag] x 100. (1)
Ao: Absorbance a 518 nm du standard (contient tous les éléments mais sans aucun
échantillon).

A1 : Absorbance a 518 nm de |’ échantillon apres une heure de temps.

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuite par la valeur d’IC50, sachant que la IC50 est
la concentration d’ extrait nécessaire pour |’ obtention de 50 % de la forme réduite du radical
DPPH-.

02N OZN
C6H5\ Cets
N—N NO, + AH —> N-HN NO, T A’
/ /
CGH5 C6H5
O,N O:N

Schémall.2 : Mécanisme général deréduction de 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
(DPPH).

1V.1.2. Mode opératoire

Les produits testés sont préparés a des concentrations de 10 ™ mol/l dans le DMSO
puis dilués & un demi pour avoir des concentrations de 5x102 M ; 2,5x 102 M ; 1,25x 10° M
et 6,25 x10° M. Quant & la solution de DPPH" , elle est préparée en solubilisant 20 mg de
DPPH dans 500 ml d’ éthanol.

Un volume de 40 pl, de chaque échantillon de chacune des concentrations est gjouté a
2 ml d'une solution de radicaux DPPH" dissoute dans I'éhanol. Le mélange est secoué

énergiguement et |aissé pendant une heure atempérature ambiante et al’ abri delalumiere.

L’ absorbance du DPPH' est déterminée par spectrophotométrie Visible 2518 nm.
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Les résultats obtenus pour chaque produit testé sont comparés a ceux obtenus pour |’acide
ascorbigue pris comme contréle positif.

Le blanc ou le standard est préparé a partir de 2 ml de la solution éthanolique du radical
DPPH" et 40 pl de DM SO puis laissé a température ambiante et a |’ abri de lalumiere pendant

une heure.

IV.2. Activité antifongique
IV.2.1. Levurestestées

Nous avons travaillé sur deux souches de levures fournies par le laboratoire de parasitologie
mycologie du CHU de Tizi-Ouzou.

» Candida albicans: est un champignon microscopique, habituellement
inoffensif et que nous retrouvons sans effet pathologique, au niveau des voies
génitales, du tube digestif, de la bouche et sur la peau. Dans certains cas, il peut
devenir pathogéne et provoquer une candidose, une infection fongique lorsque
ce champignon atteint des organismes fragilises dont lesdéfenses
immunitaires sont diminuées, comme chez les personnes porteuses du virus
VIHou les patients sous traitement immunosuppresseurs (dans le cadre
de maladies auto-immunes, de traitements pour des cancers ou apres une greffe).
Généralement, les lésions causées par le candida abicans sur les mugqueuses ou
la peau sont sans gravite. Mais elles peuvent étre plus graves lorsgu'elles
atteignent les visceres digestifs ou les poumons; dans les cas extrémes,
une septicémie a candida albicans est possible et de pronostic sévere.

» Rhodotorula: C'est des levures ovoides qui se reproduisent par
bourgeonnement multilatéral. Elles sont trés répandues dans la nature on les
trouve au niveau du sol, dans |’ eau, les aliments.

Cette levure a été retrouvée a I'origine de septicémies, de méningites, de
kératites.

1V.2.2. Milieu de culture

Nous avons utilise un milieu Sabouraud chloramphénicol, ¢’ est un milieu couramment utilisé

pour |’ étude de la croissance des levures.

-
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1V.2.3. Méthode

L’ évaluation de I’ activité des 3,4-dihydropyrimidin (2H)-1-ones / thiones est réalisée par la
méthode de diffusion sur milieu Sabouraud chloramphénicol.

Deux inoculum ont été préparés a partir de deux cultures jeunes ; candida albicans (isolé a
partir de prélevements urinaire) et Rhodotorula (isolé a partir des ongles contamines) agées de
24 heures et mises en croissance sur Sabouraud chloramphénicol en pente a 37°C. Les levures
ont été prélevées a I'aide d’'une pipette pasteur puis homogénéisées dans 10 ml deau
physiologique. Nous obtenons deux suspensions troubles utilisées pour I’encensement en
stries transversales a I'aide d’écouvillons sur les milieux de culture préalablement fondus,
coulés et sechés dans des boites de pétri stériles, ensuite des disques stériles imbibés de 20 pl
de chague solution de produit atester d’ une concentration de 2,5x 10 2 M, ont été déposés sur
les milieux de cultures solides.

Les boites de pétri ont été ensuite mises dans un incubateur a 37°C pendant 48 heures.

[V.3. Activité antibactérienne

V.3.1. Choix et origines des souches bactériennes testées
Le choix des bactéries a été porté sur trois souches fréquentes en pathologie humaine qui ne
possedent aucune résistance acquise.

v Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 25923

v' Bactéries a Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas

aeruginosa ATCC 25922

> Escherichia coli : C'est une bactérie intestinale Gram négatif des Mammiferes, trés
commune chez I’ ére humain. En effet, elle compose environ 80 % de notre flore intestinale
aérobie. E.coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d appareil
urinaire [1].
> Pseudomonas aeruginosa : Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporul ée,
elles sont aérobies, mobiles grace a la présence de flagelles, il s agit de bactéries résistantes
pour plusieurs antibiotiques [1]. Elles sont responsables de 16 % des cas de pneumonie
nosocomiale, 12 % des infections urinaires [2].
> Saphylococcus aureus : ont é&é découverts dans un pus par Pasteur en 1880. En 1883,
Ogston a crée le nom «Staphylocoque» pour décrire ces grains groupes en amas irréguliers a
lafacon d une grappe de raisin. Ce sont des coccis Gram positif, de forme non sporulée, elles
sont habituellement non capsulées ou possedent des capsules limitées et se dével oppent
uniquement en anaérobiose [3,4].

s
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Les Staphylococcus aureus sont responsables des infections postopératoires de blessures,
endocardite aigue, intoxication alimentaire [4].

1V.3.2. Repiquage

Les trois souches bactériennes sont ensemencées dans un milieu usuel (gélose nutritive) et un
milieu sélectif Hektoen pour E. coli et Pseudomonas (Gram négatif) et un milieu séectif
(chapman) pour le Staphylococcus aureus (Gram positif), ces dernieres sont incubées a 37°C
pendant 18h, pour obtenir des souches fraiches.

1VV.3.3. Confirmation des souches bactériennes

Pour la confirmation des souches bactériennes, nous avons effectué plusieurs tests :
» Aspect macroscopique : observer laforme et la couleur des colonies.
» Aspect microscopique (état frais) : apprécier la mobilité, le type de mobilité a
I’ objectif 40 et la coloration de gram al’ objectif 100 avec I” huile d’ immersion.
» Test de coloration de gram : apprécier la mobilité des bactéries et vérifier la
coloration de gram; les bactéries colorées en violet sont des Gram positif
tandis que celles colorées en rose sont des Gram négatif
Galerie biochimique API
Galerie biochimique classique

Recherche de la cataase

YV V V V

Recherche d’ un cytochrome oxydase
» Recherche d’ une coagul ase pour le Staphylococcus aureus.

V.3.4. Réalisation del’antibiogramme
1V.3.4.1. Préparation del’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 h a 24h sur milieu d’isolement approprié, racler al’aide d’ un
écouvillon quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Ensuite bien décharger
I”écouvillon dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 % puis homogénéiser la
suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 MF ou a une DO de 0.08 a
0.10 luea 625 nm [5].

1V.3.4.2. Ensemencement et dépot des disques

L’ ensemencement est réalise par écouvillonnage sur milieu Muller-Hinton, un écouvillon est
trempé dans la suspension bactérienne. L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface
gélosée, de haut en bas en stries serrées en tournant la boite a chague fois de 60°. Tout en

travaillant dans une zone d' asepsie au tour du bec bunsen.
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Les disgues imprégnés de 10ul de I'échantillon a tester sont déposés délicatement sur la
surface de la gélose inoculée a1’ aide d’ une pince stérile.

» Les échantillons a tester ont été dissous dans le DM SO a une concentration de

10" M.
» Le témoin positif représente I’ antibiotique utilisg, il est choisi selon la nature
de la souche bactérienne.
1V.3.4.3. Incubation
Les boites de pétri sont ensuite formées et mise al’ étuve a 37°C pendant 24h.
|V.3.5. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI pour un germe donné, correspond a la plus petite concentration inhibant toute
croissance visible al’ il nu [6].
L’ évaluation de la CMI consiste a déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) en
utilisant la technique de dilution en milieu solide [6].
Cette méthode doit étre réalisée uniquement pour les souches qui ont présentées une
sensibilité aux produits testés cependant pour confirmer les résultats de I’ antibiogramme nous
avons lance les CMI pour tous les germes testés dans |’ antibiogramme.
1V.3.5.1. Méthode

Ce test a été réalisé sur quatre produits (4b, 4j, 4k, 4l). La solution mére a été préparée a
partir de 51.2 mg de chaque produit dans 10 ml de DM SO, ensuite on a procédé a une gamme
de dilution en prélevant 2ml de la solution mére de concentration Cq a laquelle on gjoute 2ml
de DM SO, on obtient une solution diluée de concentration C; on continue les dilutions en

procédant de laméme maniere jusqu’ al’ obtention d’ une concentration Cs (Cz< C,<C;1<Cy).

On prend 2ml de chague concentration gu’ on met dans des boites de pétri stériles ensuite on
rajoute 18 ml de gélose Muller Hinton (MH) préal ablement fondue au bain marie pour obtenir

une épaisseur de 4mm.

Chaque boite de pétri a é&é devisée en trois compartiments correspondant aux trois souches
bactériennes. Ensuite on injecte 2ul de suspensions bactériennes a 5 MF au milieu de chague

compartiment.
1V.3.5.2. Incubation

Les boites de pétri sont mise I’ incubateur & 37°C pendant 24 heures.

.
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CHAPITRE Il Curcumine pour la Synthése de 3,4-DHPM s/ thiones

|. Introduction

La curcumine est une B-dicétone bis-a, B-insaturée. En tant que tel, la curcumine
existe en équilibre avec son tautomere énol. Cette forme est utilisée dans la synthese des
analogues 3,4-dihydropyrimidinones de la curcumine. La forme bis-céto prédomine dans les
solutions agueuses acides et neutres [1,2]. A un pH de 3 & 7, la curcumine agit comme un
donneur d'atomes H extraordinairement puissant (fig.I11.1). En revanche, au-dessus de pH 8,
la forme énolate de la chaine heptadienone prédomine, et Curcumin agit principalement
comme un donneur d'éectrons, un mécanisme plus typique de l'activité de piégeage

antioxydants phénoliques [3].

Elle est insoluble dans I'eau et I'éther de pétrole, soluble dans I'éthanol, le méthanal,
I'acétone, le diéthylether, le dimethylsulfoxyde, le chloroforme et le dichlorométhane. La
curcumine et ses dérivés possedent une grande variété d activités a savoir, antibactérien,
antifongique, antiviral, anti-HIV, anti-inflammatoires, antiparkinsoniens, anti-Alzheimer,
anti-angiogenése, activité de piégeage des radicaux libres, antirhumatismaux, antipaludéens,
anticanceéreux, anti-protozoaires, antimutagenes, traitement des plaies, activité
hépato-protectrice, |'activité anti-leishmanienne et la maladie cardiague amyloide [4]. Outre
la curcumine, les 3,4-dihydropyrimidinones possedent diverses propriétés pharmaceutiques
telles que antibactérien, antiviral, et antioxydant [4].

Trés peu de travaux ont été releves dans la littérature qui portent sur la synthese des
DHPMs a partir de la curcumine [5,6 ,7]. Vue lavaeur biologique antiviral, et antioxydant de
la curcumine et des analogues de la dihydropyrimidinone, il a été décidé de synthétiser,
caractériser et évaluer leur activité biologique. Cependant, des éudes ont montré que le
curcuma présente plusieurs inconvénients en pharmacocinétique comme une fable
biodisponibilité, métabolisme rapide et nécessite des dosages oraux répétitifs [8]. La
curcumine est toujours un excellent composé principa pour la conception de médicaments et
développement sur la base de bioactivités explicites, de non-toxicité et synthése facile [9].

Au mellleur de nos connaissances, |’activité antibactérienne, Antifongique et
antioxydante des 3,4-dihydropyrimidinones de la curcumine ne sont pas encore signal és.

Dans cette éude, la synthése et évaluation biologique des 3,4-dihydropyrimidinones de la
curcumine ont été effectuées contre des souches bactériennes standard ainsi que I’ activité
antioxydante.
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II. Synthese des 3,4-dihydropyrimidin (2H)-1-ones / thiones a partir de

la curcumine
La réaction multicomposants (one pot) d'un équivalent de la curcumine, un aldénhyde
aromatique (1 équivalent) et I'urée / thiourée (1 équivalent) en présence de 5mol % d’'un
hétéropolyacide de type Keggin H3sPMo012,04 comme catalyseur et dans un minimum de
solvant (2 ml d’éthanol) est portée au chauffage conventionnel dans un premier temps, et sous
irradiation par micro-ondes dans un deuxiéme temps. Par les deux modes de chauffage, la
réaction a conduit ala formation des 3,4-dihydropyrimidin (2H)-1-ones / thiones, avec de trés
bons rendements (schéma I11.1, tableau 111.1). Leur pureté est confirmée par CCM et leurs
structures sont identifiées par différentes techniques d’ analyses; spectrophotométrie UV-

Visible et infrarouge IR et comparées a celles reportées dans lalittérature.

X N CHO
H.N" “NH, + |/ P
2
+3 H3PM 012040 5% mol
0 0 reflux conv et MO

H4CO ! N P l OCH,4
HO 1 OH
4a: X=0 R=H; 4b: X=0 R =4-N(CHj3),; 4c: X=0 R=4-Cl ; 4d: X=0 R=2-OH , 4e: X=0 R=4-OH ,

4f: X=0 R=3,4-OH , 4g: X=0 R=3-NO,; 4h: X=S R=H; 4i: X=SR =4-N(CHy),; 4j: X=SR=4-Cl ;
4k: X=SR=2-OH ,4l: X=SR=4-OH , 4m: X=SR=3,4-OH , 4n: X=S R=3-NO,

4a-n

Schémalll. 1 Synthése desDHPMs a partir dela curcumine

L es propriétés physico-chimiques de ces produits sont données dans le tableau 3.1 ci-dessous.
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Tableau I11.1: Résultats et propriétés physico-chimiques des DHPM s obtenus

Composeé | Aspect Rdt Rdt litt Pf °C Pf litt °C
Conv | MO | [réf] [réf]

4a P. marron foncé 90 87 |79][6] 203 206 [5]
4b P. crisnoire 80 93 |- 194 -

4c P. cris grenat 79 96 | 94[5] 194 202 [5]
4d P. crisrouge brique | 83 97 |96[5] 146 150[1]
4e P. crisnoire 44 9% | 95[5] 145 151 [1]
4f P. crisnoire 81 9% |- 220 -

49 P. crismarron 88 98 |- 157 -

4h P. crismarron foncé | 85 95 | 95[5] 194 217 [1]
4 P. crisnoire 98 97 |- 195 -

4 P. marron foncé 80 96 | 96[5] 197 202 [5]
4k P. crisnoire 98 94 | 95[1] 243 262 [1]
4 P. marron foncé 93 95 | 93[1] 261 263 [1]
am P. crisnoire 92 98 |- 212 -

4n P. crisnoire 95 97 |- 206 -

D’ apreés les résultats représentés dans le tableau 111.1 ci-dessus, hous remarquons que
d excdlents rendements (92-97%) sont obtenus avec la synthése sous irradiations micro-

ondes.

[11. Mécanismedelaréaction

Dans cette réaction en présence de catalyseur, initialement |'urée réagit avec

I’ aldéhyde aromatique pour former la base de Schiff (schéma 111.2), qui réagit avec la

curcumine pour former des produits ciblés (4a-n). Dans la présente réaction, la curcumine est

utiliste comme fragment dicarbonyle au lieu des fractions dicarbonyliques traditionnelles

telles que I'acétylacétone et |’ acétoacétate d'éthyle.

&
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N N\
A HPA
J oy N
HoN™ “NHp + U NH,
2 R -H20

OCH3

Schémallll.2. M écanisme de synthese des DHPM s a partir dela curcumine

V. Résultats de I'analyse par chromatographie sur couche mince
(CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) des composes 3,4-dihydropyrimidin

(2H)-1-ones / thiones en utilisant un éuant constitué d'un mélange de solvants

dichlorométhane-méthanol (2.5 ml / 6 gouttes) a révélé la présence d’'une seule tache pour

tous les produits 4a-n avec des Rf représentés dans le tableau 111.2 ci-dessous.

Tableau I11.2 : Rapports frontaux des différents produits

Composé Rf Composé Rf
4a 0,33 4h 0,58
4b 0,30 4i 0,47
4c 0.31 4 0,29
4d 0.43 4k 0,32
4e 0.44 4 0,44
4f 0,65 4m 0,43
49 0,42 4an 0,42

=
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V. Analyse par spectrophotométrie UV-Visible

Les spectres d'absorptions UV-Visible des composés 4a-n et de la curcumine sont
réalisés dans le DM SO. 4a-n montrent trois bandes d’ absorption contrairement ala curcumine
qui ne montre qu’ une seule bande a 437 nm. Le noyau DHPM absorbe aux environ 270-272

nm [9]. Les valeurs des longueurs d’ ondes d’ absorption sont rapportées dans le tableau 111.3.

Les spectres de I’ analyse par spectrophotométrie UV-Visible des composés 4a-n et de

la curcumine sont donnés dans lesfigures 111.2 jusqu’alll.16.

Tableau 111.3 : Résultats de la spectrophotométrie UV-Visible des composés 4a-n [10].

Composé | A abs(nm) | Composé A abs (nm)
Curcumine | 437 n-n* 4q 272w -n*
4a 272 n -* 368 n-m*
365 m-m* 436 © -*
4b 270 7w -* 4h 272 w -*
347 n-m* 365 m-m*
426 n-n* 4 271w -*
4c 270 &t -* 348 n-m*
369 n-m* 398 n-m*
428 -n* 4 272 -*
4 271w -* 370 n-n*
363 m-m* 4k 272w -n*
427 m-m* 374 n-n*
4e 278 &t -m* 428 n-n*
349 n-n* 4 277 n -n*
428 n-m* 370 nt-m*
af 270 & -n* 4m 269 T -n*
363 n-m* 379 n-n*
429 n-1* 4n 272w -n*
331 n-m*
373 n-m*
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V1. Analyse par spectroscopielR
L es spectres infrarouge sont représentés en annexes figures 111.17 jusqu’a 111.31.

L’ analyse par spectroscopie IR confirme I’ obtention des composeés 4a-n par apparition des

bandes caractéristiques de la 3,4-dihydropyrimidin (2H)-1-one / thione aux environs de 3200

cm® (-NH) et 1500-1600 cm™ (C=0) et la bande caractéristique du groupement (R). Les

principal es bandes obtenues sont données dans le tableau 111.4.

Tableau I11.4 : Résultats de spectroscopie | R des composés 4a-n

Composé | Nombred ondecm ™ Nombre d’ ondecm *
littérature
Curcumine | 3508 (OH) ; 3274 (-NH) ; 2944 (-CH) ; 1611
(C=0) ; 1508 (C=C) : 1268 (-C-O Aryl)
4a 3506 (OH) ; 3364 (-N-H) ; 2941 (-CH) : 3500, 3213, 2937, 1593,
1596 (C=0), 1509 (C=C), 1269(-C-O Aryl) | 1514, 1435, 1276, 1031, 962
4b 3494 (OH) ; 3405 (-N-H) ; 2934 (-CH) ; [4]
1587 (C=0), 1507 (C=C), 1261 (-C-O Aryl)
4c 3471(OH) ; 3368(-NH) ; 2940 (-CH)
1583 (C=0) : 1507 (C=C) : 1265 (-C-O Aryl)
4d 3462(0H) :3359(-NH) ;2961(-CH) ;1587
(C=0) ; 1507 ( C=C) : 1261 ( -C-O Aryl)
4e 3488 (OH) ; 3358 (-N-H) : 2940 (-CH) ; 1587
(C=0) ; 1507 (C=C) ;1268 (C-O Aryl)
4f 3465(0H) :3358(-NH) :2934(-CH) ;1573
(C=0) ; 1500 (C=C) ; 1268 (-C-O Aryl)
49 3664(0H) :3365(-N-H) :2980(-CH) :
1587(C=0) :1513(C=C) :1255(-C-O Aryl)
4h 3517(OH) :3345(N-H) :2934(-CH) ;1579
(C=0) ; 1513 (C=C) ; 1268 (-C-O Aryl)
4i 3611(OH) ;3345(-N-H),2940(-C-H) ;1587
(C=0) ; 1507 (C=C) ; 1261 (-C-O Aryl)
4i 3504(0H) ; 3352 (-N-H) :2927 (-CH): 1579
(C=0) ;1507 (C=C) ; 1261(-C-O Aryl)

&
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2K 3604 (OH) ; 3339 (-NH) ;2940 (-CH) ; 1579
(C=0) ; 1513 (C=C) ; 1261 (-C-O Aryl)

4 3506 (OH) ; 3372 (-NH) ; 1579 (C=0) ; 1507
(C=C) ; 1261 (-C-O Aryl)

4m 3505(0OH) ; 3332(-NH) ; 1573 (C=0) ; 1513
(C=C) ; 1268 (-C-O Aryl)

an 3664 (OH) ; 3339 (NH) ;2974 (-CH) ; 1573
(C=0) ; 1507 ( C=C) ; 1255(-C-O Aryl)

VII. Résultats del’ activité antioxydante

A notre connaissance, |’ activité antioxydante des 3,4-dihydroprimidin (2H)-1-ones /

thiones 4 a été réalisée que pour trés peu de composés dans la littérature.

Il nous a paru donc intéressant d’augmenter la série des produits 4 et cibler des
substituants donneur de radicaux H' et rechercher ceux possédant I’ activité antioxydante la
plus élevé et lacomparer al’ acide ascorbique ou vitamine C, composé naturel connu pour son

pouvoir antioxydant tres élevé. Ceci aura pour avantage de les valoriser.

Les résultats obtenus par ce test sont indiqués dans les figures 111.32 et 111.33, qui
représentent la Densité Optique des produits testés et celle de |’ acide ascorbique (référence),
en fonction de la concentration. Ces figures montrent que la Densité Optique du DPPH
diminue avec |’ augmentation de la concentration du produit testé et que cette observation est
beaucoup plus importante pour le composé 4m. Ceci pourrait avoir un lien avec la présence de
plusieurs groupements hydroxyles sur le composé. La bande d’ absorption du DPPH" disparait
complé&ement pour la majorité des composés 4, pour les concentrations inferieures & 2,5x10°2
M.

=



CHAPITRE 111

Curcumine pour la Synthése de 3,4-DHPM s/ thiones
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Figurelll.32: Densité Optique en fonction dela concentration des composes 4a-n
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Figure I11.33: Densité Optique en fonction de la concentration de I’ acide ascor bique

L es pourcentages de capture du radical DPPH' (%CR) ou les pourcentages d’ inhibition

sont calculés par larelation (1) (voir chapitre 1).

D’ apres les résultats, les composés 4a-n montrent une tres bonne activité antioxydante.

En effet, leur pourcentage d'inhibition est de presque 100 % pour tous ces produits, pour les

concentrations 10 M, 5x10% M, 2,5x10°% M. Par ailleurs le pourcentage d’inhibitions des

composés 4f, 4i, 4j, 41, 4m, 4n restent ~ 100 % pour une concentration de 1,25x10% M et ils

présentent une activité plus importante que la curcumine, contrairement aux pourcentages

d inhibition des autres produits qui décroissent a partir de cette concentration et dont |’ activité

est inférieur acelle de la curcumine.
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D’ apres les résultats trouvés dans la littérature [6] les six produits, 4a, 4d, 4 €, 4h, 4k,
41 ont démontré une activité supérieur a celle de I'acide ascorbique. Ce qui est en

concordance avec nos résultats, notamment avec les produits dihydropyrimidine-thiones.

Lesfigures I11. 34 a 47 représentent le % CR en fonction de la[C] pour les différents produits
testés et de I’ acide ascorbique.
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Figurelll.34 : Pourcentage d'inhibitiondu Figurelll.35: Pourcentage d’inhibition
radical libre DPPH" du composé 4a du radical libre DPPH" du compose 4b
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Figurelll.36 : Pourcentage d'inhibition Figurelll.37 : Pourcentage d'inhibition

du radical libre DPPH" Du composé 4¢ du radical libre DPPH" du composé 4d




CHAPITRE Il Curcumine pour la Synthése de 3,4-DHPM s/ thiones

4e af
120
120
100 |
100 /
£ 80 80 |
i
] !
80 | g 60
2
F 40 40
20
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0
Titre de I'axe 0 0,05 01 0,15
C(mol/l)

Figurell1.38 : Pourcentage d'inhibition Figurell1.39 : Pourcentage d'inhibition

du radical libre DPPH" du composé4e  du radical DPPH™ du composé 4f
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Figurell1.40 : Pourcentage d’inhibition du Figurelll.41: Pourcentage d'inhibition du
radical Libre DPPH" du compose 4g radical libre DPPH" du compose 4h
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Figurelll. 44 : Pourcentage d'inhibition  Figure lll .45: Pourcentage d’ inhibition libre
Du radical libre DPPH" du compose 4k du radical libre DPPH" du composeé 4l
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Figurell1.46 : Pourcentage d'inhibition  Figurelll .47 : Pourcentage d’inhibition
du radical libre DPPH" du composé 4m du radical libre DPPH" du compose 4n

VIIIl. Déermination dela CE50 ou I C50

La concentration efficace (CE50) est inversement liée a la capacité antioxydante d’ un
composg, car elle exprime la quantité d’ antioxydant requise pour diminuer la concentration du
radical libre de 50 %. Plus la valeur de CE50 est basse, plus I’ activité antioxydante d’un
composeé est grande. La concentration inhibitrice minimale (50) est estimée par extrapolation
a% CR= 50% en tracant la courbe % CR en fonction de la concentration ou bien en utilisant
la formule de la droite % CR en fonction dela[C], y = a [C] + b, ou a est la pente de cette
droite. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111.5 et illustrés dans la figure
[11.48.
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Tableau I11.5: Lesvaleursdes IC50 % des composés 4a-n et del’acide ascorbique

Produit IC 50 % (mol/l) IC 50 % (mg/ml)
43 4,2x10° 2,0937
4b 2,7x10° 1,4623
4c 4,2x10° 2,2385
4d 3,9x10° 2,0067
4e 2,9x10° 1,4921
Af <3.13x10° < 1.6605
4g 4,2x10° 2,2828
4h 4,6%10° 2,3672
4 2,1x10° 1,1711
4 3,6x10° 1,9765
4K 2,1x10° 1,1142
4 3,8x10° 2,0162
4m <3.13x10° <1.7108
4n 2,3x10° 1,2871
AA <34 x10° < 0,5988

Le pourcentage d inhibition des deux produits 4m et 4f pour la concentration laplus faible

dépasse les 50 % (80 %, 70 % respectivement, cela est di ala présence des deux groupes

hydroxyles sur le noyau aromatique en position 4 de la dihydropyrimidinone et de la DHPM-

thione en plus de ceux provenant de la molécule curcumine.

IC50

4a 4b 4c 4d 4e 4Af 4g 4h 4i 4] 4k 4l 4m 4n AA

2,5

%)

1

"

=
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"

o

Figurelll.48: Valeur d’'| C50 des composés 4a-n et del’acide ascorbique (AA)
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| X. Activité antibactérienne

La lecture des antibiogrammes se fait en mesurant les diameétres des halos d’inhibition
autour des disques a I’aide d'un pied a coulisse. La sensibilité aux différents produits est

classee selon |e diamétre des zones d' inhibition comme suiit :
o Non sensible (-) pour le diamétre moins de 8mm [11].
o Sensible (+) pour un diamétre entre 9 414 mm [11].
o Trés sensible (+ +) pour un diamétre entre 15 a19 mm [11].
o Extrémement sensible (+ + +) pour un diamétre supérieur a20 mm [11].
Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 111.6, lesfigures111. 49 — 3. 51

Tableau 3.6 : Diamétre des zones d’inhibition en mm

Diameétre des zones d’inhibition en mm
CP da|4b |4c | 4d |4e |4f |4g |4h | 4i [ 4 |4k |4 | 4m | 4n ATB
Souches
bactériennes
Rif 5
S.aureus 6 |6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 |6 6 6 20
- - - - - - - - - - - - - - +++
Cot 25
E.Coli 6 |6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 |6 6 6 25
- - - - - - - - - - - - - - +++
CL 25
Pseudomonas 12|12 |12 |13 |10 (11 | 6 11 |11 |14 |13 | 11 | 13 6 30
+ |+ + + + + - + + + + |+ + - +++

=
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Diametre d'inhibition (mm)
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Figurelll.49 : Diamétre des zones d’inhibition des composes 4a-n

D’ aprés les résultats de I’ étude in vitro obtenus, |es souches bactériennes se compotent
différemment vis-&-vis des produits testés. En effet, les bactéries Escherichia Coli et s. Aureus
se sont révél ées résistantes. Par contre la bactérie Pseudomonas Aeruginosase s est avére étre
sensible a la majorité des produits testés mis a part deux produits 4g et 4n auxquels elle s est
montrée rési stante.

Figurelll. 50 : Diametre de zonesd’inhibition des composés 4a-n réalisé au laboratoire
I X.1. Résultats de la concentration minimaleinhibitrice

Nous avons déterminé les valeurs de CMI des produits 4b, 4j, 4l, 4k pour les trois souches
bactériennes, par la méthode de dilution en milieu liquide, la lecture s effectue a I’ ceil nu et

les résultats sont rapportés dans le tableau 111.7 suivant

E
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Tableau I11.7 : Résultats de la concentration minimale inhibitrice

Souches bactériennes 4b 4 4 4k
Pseudomonas Aeruginosase | C; C, C, Cs
Staphylococcus aureus > Co >Co >Co >Co
Escherichia coli >Co >Co | >Co >Co

Les deux bactéries Saphylococcus aureus et Escherichia coli ne possédent aucune

concentration minimale inhibitrice.
4b: Co=9,46 x 10°M, C; = 4,73x 10°M, C, =2,37x 10° M, C3=1.19 x 10°M
4j : Co=9,32x10°M, C;=4,66 x 10°M, C,= 2,33 x 10°M, C3=1.17 x 10°M
4k : Co=9,66 x 10°M, C;=4,83 x 10°M, C,= 2,42 x 10°M, C3=1,21x 10°*M

4l 1 Cp=9,66x 10°M, C;=4,83x 10°M, C,=2,42 x 103M, C3=1,21x 10°M

TKa

Figurelll. 51 : Résultats dela concentration minimaleinhibitrice

35
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X. Activité antifongique

D’'aprés les résultats de I'étude in- vitro, les deux levures (Candida albicans,
Rhodotorula) choisies se sont avérées résistantes vis —a-vis de toute la série de produits testés
(figure 111.52).

Figurelll. 52 : Résultatsdel’ activité antifongique

E
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Conclusion générale

Dans le cadre de ce mémoire nous avons pu synthétiser des molécules 3,4-
dihydropyrimidin (2H)-1-ones/thiones a partir de la curcumine par deux techniques ; reflux
conventionnel de I'éhanol (minimum de solvant) en présence d'un acide fort et sous
irradiations micro-ondes avec de bon rendements. Les produits obtenus sous forme de poudres
simples ou cristallines ont été sujets d’ études spectroscopiques UV-Visible et IR &fin d étre

caractérisés.

L’ étude par spectrophotométrie UV-Visible a permis de confirmer I’ obtention du produit et
I’ absence d’ impuretés et de déterminer le type de liaison.

La spectroscopie IR permet quant a elle d’identifier les groupements fonctionnels présents
dans les produits et le mode de vibration des liaisons chimiques ; en effet chaque bande est
associée a une liaison simple ou multiple entre deux atomes. Les principales bandes des

produits rével ées par les spectres sont celles des groupements O-H, N-H et C=0 Aryl.

L’ activité antioxydante des composés 4a-n a été évaluée par la méthode de DPPH' . Cette
derniére a montré que tous les composés possedent une activité antioxydante et que certains
d’ entre eux notamment les produits 4f, 4i-j, 4l-n sont plus antioxydant que la curcumine.
Cependant le composé 4m montre |’ activité antioxydante la plus grande. Cela est dd a la

présence de deux groupent OH en position méta et para du noyau aromatique.

L’ activité antibactérienne vis-a-vis de germes pathologiques pour I"homme, a été évaluée in
vitro pour les quatorze produits et comparée a celle des antibiotiques. Elle a été déterminée sur
trois souches bactériennes par la méthode de diffusion de disques. Les produits 4a-f, 4h-m ont
révélés une activité antibactérienne vis-a-vis de Pseudomonas Aeruginosase. Entre temps les
deux autres souches se sont révél ées résistantes vis-a-vis de tous les composes testés. LaCMI a
été évalué par la méthode de dilutions en milieu solide pour quatre produits 4b, 4j-1 parmi ceux

qui ont exhibé une activité antibactérienne.

Concernant I’ activité antifongique elle a éé déterminée par la méthode de diffusion de disque
sur deux souches de levure qui se sont révél ées résistantes al’ égard de tous les produits testés.

=



Conclusion générale

Per spectives

Afin d approfondir les aspects entrevus dans ce travail, un certains nombres de perspectives

peuvent étre envisagés :

» Mener une étude plus approfondie avec d’ autres techniques d’ anal yse spectroscopiques
notamment |a résonnance magnétique nucléaire (RMN) de ! H et ** C, |a spectroscopie
de masse et |’ anal yse élémentaire.

» Elargir lagamme de souches bactériennes et la gamme de levures testées.

» |dentification des composés responsable de I’ activité antibactérienne et I’ éaboration de
larelation structure activité.

» Etude de nouvelles activités hiologiques des 3,4-dihydropyrimidin (1H)- 2- ones /
thiones synthétisés plus précisément |’ activité anti-inflammatoire et anti-cancéreuse.
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Résume

Ce mémoire porte sur la synthese de molécules hétérocycliques 3,4-dihydropyrimidin (1H)-2-
ones / thiones par la réaction de Biginelli en substituant |I'acétoacétate d’éthyle par la
curcumine et en faisant varier I’adéhyde aromatique en présence d'urée/thiourée sous
catalyse d’un HPA (H3PM012040) et dans un minimum de solvant par reflux conventionnel et
sous irradiations micro-ondes. Ces composés sont caractérises par les techniques
spectroscopiques UV-Visible et IR. L’ évaluation de leurs activités biologiques ; antioxydante

et antimicrobienne a été discutée.

Mots clés: Curcumine, UV-Visible, IR, 3,4-dihydropyrimidin (1H)-2-ones / thiones, activité

antioxydante, activité antimicrobienne, réaction de Biginelli.

Abstract

This work concerns the synthesis of 3,4-dihydropyrimidin (1H)-2-ones / thiones heterocyclic
molecules by Biginelli reaction by substituting ethyl acetoacetate with curcumin and varying
aromatic aldehyde in the presence of urea'thiourea under HPA (H3PM01,040) catalysis with
minimum solvent using conventional reflux and under microwave irradiations. These products
are characterized by technical spectroscopic UV-Visible, IR. Evaluation of their biological

activities ; antioxidant and antimicrobial was a so discussed.

Keywords: Curcumin, UV-Visible, IR, 3,4-dihydropyrimidine (1H)-2-ones/thiones,
antioxidant activity, antimicrobial activity, Biginelli reaction.



