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Introduction générale

Les molécules biologiquement actives occupent aujourd'hui une place prépondérante
dans notre société puisqu'elles sont a la base de nombreux principes actifs utilisés en
pharmacie, cosmétique et parfumerie. L'origine de ces molécules peut étre naturelle, semi
synthétique ou totalement synthétique [1].

La coumarine et ses dérives représentent I'une des classes des composes les plus actifs
possédants larges spectres d'activité biologique. Beaucoup de ces composés se sont revélés
actifs antimicrobiens, anti-inflammatoires et antitumoraux et dans l'inhibition du virus de
I'népatite C. Cependant, leur abondance naturelle dans les plantes est trés faible et les
processus de purification, sont complexes. Par conséquent, diverses méthodes ont été
développées pour la synthése totale des coumarines, y compris les réactions de Perkin,
Pechmann et Knoevenagel [2].

Au cours des dernieres années, les RMC sont devenus des protocoles de synthése
modernes pour la synthese one pot d'une grande variété de molécules organiques. Parmi ces
réactions nous avons les syntheéses des dihydropyrimidinones/thiones [3].

La méthode la plus commune pour la synthese des dihydropyrimidinones (DHPMs) et
des dihydropyrimidine-thiones (DHPMTSs) implique la réaction a plusieurs composants de
Biginelli [4].

Dans ce contexte, nous portons dans notre travail un intérét particulier & la préparation
des dérivés coumariniques ; a partir de la réaction de KNOENENAGEL. Ainsi on présentera
un potentiel réactionnel qu’on essayera d’exploiter par la suite par la réaction de Biginelli afin

d’aboutir a de nouvelles molécules hybrides dérivés coumarin-dihydropyrimidinones/thiones.

Le travail que nous présentons dans ce mémoire est réparti en trois chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a une étude bibliographique subdivisée en deux
parties, la premiere traitant une étude généralisée sur les coumarines : leurs classifications, les
différentes méthodes de synthese et leurs activités biologiques. La seconde partie concerne les
molécules hybrides et des rappels bibliographiques sur les réactions a composants multiples
ou nous nous attarderons plus sur la reaction de Biginelli.

Dans le deuxiéme chapitre, une stratégie efficace et économique sera donnée pour la
préparation des dérivés 3- acétylcoumarines selon la réaction de condensation type
Knoenenagel suivie par la réaction de Biginelli qui nous permettra d’aboutir a des molécules
hybrides coumarine 3,4 -dihydropyrimidinone/thione. Les structures de tous les composés
synthétisés, ont été vérifiées par les différentes méthodes d’analyses spectroscopiques IR et
UV-Visible.
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Introduction générale

Dans le troisieme chapitre, nous évaluerons I’activité biologique de tous les produits
synthétisés par 1’étude de ’activité antibactérienne par la méthode de diffusion des disques
sur milieu gélosé et I’activité antioxydante par la méthode de DPPH-.

Enfin nous terminons ce travail par une conclusion générale récapitulative.
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Chapitre | Partie Bibliographique

I. Les coumarines
1. Généralités sur les composés hétérocycliques:

Les hétérocycles sont des composés chimiques trés intéressants dans les recherches
scientifiques en raison de leurs potentialités d’application comme agents herbicides,
fongicides, insecticide, colorants et comme produits a effets pharmacologiques, pour cela
leurs synthéses ont fait 1’objet de plusieurs études [1].

IIs constituent une classe de composés chimiques dans lesquels un atome ou plus d'un
carbocycle est remplacé par un hétéroatome comme 1’oxygene, l'azote, le phosphore et le
soufre. D’un point de vue chimique, la plupart des composés hétérocycliques comportent un
systeme conjugué ou aromatique, qui a été 1I’origine de leurs stabilité [2].

2. Lescoumarines:

Les coumarines existent sous plusieurs structures différentes. Ils constituent une
classe importante d'agents pharmacologiques possédant une gamme de différentes activités
physiologiques, elles font objet de la recherche intense dont la possibilité que cette classe de
molécules pourrait étre une source de médicaments pour le traitement de plusieurs maladies
[3], telle que la tuberculose, Alzheimer et pour les traitements contre les bactéries ou contre les
parasites responsables du paludisme [4].

Les Coumarines sont des lactones d'acide hydroxycinnamique (2H-1-benzopyran-2-
one) (Schéma 1) qui existent dans les plantes et également dans les champignons et les
bactéries.

La coumarine est une substance naturelle organique isolée de la féve tonka par VVogel
en 1820. Elle fut synthétisée en 1868 par W.H. Perkin a partir de I'aldéhyde salicylique et d'un
anhydride d'acide, a haute température en présence d’une base faible (CH;COONa). Les
coumarines appartiennent a la classe des composes phénoliques, elles constituent, avec les

flavonoides, les chromones et les isocoumarines, un trés vaste ensemble de substances [4].

Schéma 1: Structure générale de la coumarine
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3. Classification :
Les coumarines sont substituées par un hydroxyle ou plus sur les six positions
disponibles. La majorité des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle [5].
Les auteurs ont classé les coumarines selon la nature des substituants sur leurs

structures en cing catégories :

3.1. Coumarines Simples :
Les coumarines les plus répandues dans le régne végétal sont les génines et les

hétérosides qui possedent des substituants (OH ou OCHg) en position 6 et 7 [5].

H3CO H,CO

X X

HO 0] O Gluo O 0]

OH OH

Schéma 2: Structure de génine (Fraxétol) Schéma 3: Structure d’hétéroside(Fraxoside)

3.2. Coumarines complexes :
Elles se constituent d’un noyau furane ou pyrane associé au noyau benzo-o pyrone. Il
existe plusieurs catégories des coumarines complexes, on cite : les furanocoumarine, les

pyranocoumarines, les dicoumarines et les tricoumarines [6].

3.2.1. Furocoumarines :

Les furocoumarines (appelées encore furanocoumarine) sont des molécules
tricycliques, produites par la combinaison de deux hétérocycles (coumarine et furane). lls
constituent une classe abondante ou chaque membre se distingue par la présence de divers

groupements (hydroxy, alkoxy...) sur les carbones 2, 5,6 et 8 [7].
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On distingue deux types de furocoumarines en fonction de la position du noyau furane sur

I’hétérocycle coumarinique :

Ry
R, A
o 0 o
Schéma 4: Structure furocumarine linéaire Schéma 5: Structure furocumarine angulaire

3.2.2. Pyranocoumarines :

Ils sont formés par la fusion d’un hétérocycle pyrane avec la coumarine [3]. On

retrouve des pyranocoumarine sous forme :

a- forme linéaire : Xanthylétin (Schéma 6)
b- forme angulaire : Séseline (Schéma 7)

\
(0] o o
OCOCH;,
(©) (0] O OCOR
Schéma 6: Xanthylétin Schéma 7: Séseline

3.2.3. Dicoumarines (coumarines dimériques) :

Ce sont des composés formés par la liaison de deux unités coumariniques simples [5].

Z
HO o ¢
H

Schéma 8 : Structures d’une dicoumarine (Edgeworthine)
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3.2.4. Tricoumarines (coumarines trimériques) :
Les tricoumarines sont des composés issus de 1’union de trois unités coumarinique

(Schéma 9) [5].

Schéma 9 : Structures d’une tricoumarine (Triumbéllatine)
4. Propriétés pharmacologiques:

Les coumarines ont de nombreuses propriétés biochimiques et pharmalogiques. La
majorité des coumarines et leurs dérivées ont été soumises a de profondes investigations afin
d’évaluer leurs effets sur la santé¢ humaine. Les recherches ont montré qu’elles possédent un
large spectre d’activités biologiques, Yy compris antibactérien [8], antifongique [9],
anticoagulant [10], anti inflammatoire [11], anti tumorale [12], anti-VIH [13] et antioxydant
[14].

Les coumarines ont une action vitaminique P : augmentation de la résistance des
capillaires et diminution de leur permeéabilité. On les emplois ainsi pour traiter les troubles

veineux [6].

5. Applications des coumarines :

Les coumarines sont I'une des classes les plus importantes de molécules fluorescentes
et elles possédent des applications dans le domaine industriel, biologique et cosmetique
comme des produits chimiques de parfumerie, additifs alimentaires et laser dispersés
fluorescentes et colorantes. Par exemple, la 7-hydroxy-4-méthyl coumarine (méthyl-
umbelliférone) est utilisée comme agent de blanchiment optique, colorant laser efficace,
norme pour la détermination fluorométrique de l'activité enzymatique et en tant que matériau

de départ pour la préparation des insecticides et furanocoumarines. De la méme facon, le 7-
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amino-4-méthylcoumarine est principalement utilisé comme colorant laser et intermédiaire

pour la synthese de composés bioactifs [15].

Aujourdhui, la coumarine entre dans environ 90% des compositions et a une

concentration supeérieure a 1% dans 60% des compositions. Ce succes est dd a la capacité de

la coumarine a s'associer avec d'autres produits [3,15].

6. Les différentes méthodes de synthese des coumarines :

Il existe plusieurs réactions qui permettent d’accéder a de nombreux composés a

structure de coumarine (Schéma 10) [9], nous pouvons citer :
e Laréaction de Pechmann,
e La réaction de Perkin,
e La reaction de Wittig
e Laréaction de Knoevenagel,

e La réaction de Reformatsky

CHO o) CHj

' M
HO OH

OH
knoevenagel
0 0 (pipéridine)
J I .
OEt
+ Ry
pechmann X _
(H,S0,) perkin
_—
(Ac,0/NaOAC puis If|)
0 o
OH
refomatsky wittig
(Zn)puis H,0 et PPh4/BrCH,COOEt
CHO CHO
+ BrCH,COOEt
OH OH

CHO

OH

Schéma 10 : Différentes voies de synthése des coumarines [9]
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6.1. Mécanisme de la réaction de Knoevenagel :

Knoevenagel a développé une méthode pour la synthése des dérives de la coumarine
(Schéma 11) a partir de 1’o-hydroxyaldéhyde en le condensant avec les malonate d’éthyle,
acétoacétate d’éthyle, cyanoacetate d’éthyle, en présence de la pipéridine, pyridine ou autre

base organique [16].

HO OH R,0 0
o HO (0] (0]
+ piperidine
0 R;=H,MeEt
R R=COOEt, COCH;, P
R

Schéma 11 : Synthese de la coumarine a partir de la réaction de Knoevenagel [16]

La réaction de Knoevenagel présente I’avantage d’étre moins contraignante que les
couplages organométalliques et ne produit que de I’eau comme produit secondaire. La
pipéridine, la diéthylamine et la triéthylamine sont parmi les catalyseurs les plus utilisés.
D'apres la littérature, la condensation de Knoevenagel est plus couramment conduite en
catalyse basique [4]. Plusieurs auteurs ont pu utiliser cette réaction avec succes en changeant
les réactifs et les conditions expérimentaux afin d’améliorer les rendements et réduire la

complexité des réactions [16].

6.2. Synthése de la 3-acetyl-2H-chromen-2-one :

La préparation de la coumarine se fait par la réaction de 1’aldéhyde salicylique avec
I’acétoacétate d’éthyle dans 1’éthanol comme solvant et en présence de quelques gouttes de
pipéridine a température ambiante (Schéma 12) [17], ou bien sans utilisation de solvant
[18,19].

O

y pipéridine X
EtOOC —_——
+ EtOH, Tamb

Schéma 12: Synthese de 3-acétylcoumarine [17]

OH
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Il. Molécules hybrides
1. Molécules hybrides :

La synthese des molécules hybrides est une voie vers de nouveaux médicaments [4].
Au cours de ces derniéres années, la stratégie d'hybridation moléculaire a adopté une nouvelle
approche qui implique la conglomération de deux ou plusieurs pharmacophores dans un
échafaudage moléculaire pour développer des molécules multifonctionnelles hybrides. Ces
derniéres ont des activités biologiques multiples, un profil de sélectivité modifié, une diversité
ou dualité des modes d'action et / ou des effets secondaires indésirables réduits en raison du
mélange des pharmacophores dans une molécule [20].

En utilisant cette approche, plusieurs groupes de recherche ont concu et synthétisé de
nombreuses molécules hybrides [20,21].

2. Réactions multicomposants :
Les premieres réactions multicomposants ont vu le jour au milieu du 19éme siecle lors
de la synthése d'aminoacides par Strecker (1850) [22] ou encore lors de I'élaboration de
dihydropyridines selon Hantzsch(1882) [23] ou Biginelli(1891) [24].

2.1. Définition de la réaction multicomposants :

Les réactions multicomposants sont des réactions qui impliquent au moins trois
produits de départ pour aboutir & la formation d’un seul produit complexe. Les produits de
départ sont en général commerciaux ou aisement préparés [25]. Ces réactions sont des
procédés trés efficaces qui réunissent rapidité, diversité et complexité moléculaire [8].

Les réactions a composants multiples en une seule étape "One Pot ” sont devenues un centre
d’intérét pour les chimistes organiciens, du fait qu'elles permettent un acces rapide aux

librairies combinatoires des molécules organiques [26].

2.2. Avantages des réactions multicomposants :

La mise au point des nouvelles réactions efficaces implique qu'elles soient chimio-,
régio- et stéréosélectives. Aujourd’hui, a ces critéres, viennent s'ajouter des nouvelles
contraintes telles que la disponibilité et le cotit des réactifs, la simplicité de la mise en ceuvre
experimentale, la possibilité de la transposer a un appareil de synthese automatisé, et enfin
une économie en terme d'atomes et de respect de I'environnement.

Les réactions multicomposants apportent donc une réponse valable a toutes ces

exigences qui tendent vers la synthése idéale [27].
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3. Lareaction de Biginelli des dihydropyrimidinones:

En 1893, le chimiste italien Pietro Biginelli a rapporté, pour la premiere fois, la
préparation d’une nouvelle molécule, la 3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-one, notée DHPM, par
condensation de trois réactifs en une seule étape: le benzaldéhyde, I’acétoacétate d’éthyle et
I’'urée [28]. La réaction a été simplement achevée en chauffant un mélange de ces trois
composants dissous dans I'éthanol avec une quantité catalytique de HCI a reflux. Le produit
de cette nouvelle synthése a trois composants et en une seule étape qui se précipite en
refroidissant le mélange, il a été identifié comme la 3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-one
(Schéma 13). Cette réaction est connue sous le nom de la "réaction de Biginelli",

"condensation de Biginelli" ou "la synthése des dihydropyrimidines de Biginelli* [29].

o H*, EtOH
reflux
o H EtO

EtO HZNT

Schéma 13: Synthese originale des 3 ,4-dihydropyrimidinone de Biginelli [29]

Dans une premiére étude P. Biginelli a présenté le produit original comme étant une
structure acyclique du benzuramido-crotonate d’éthyle, alors qu’il s’attendait a une structure
semblable a celle obtenue par A. Hantzsch. Une étude plus approfondie lui a permis de
déterminer les conditions exactes; il a utilis¢ 20 gouttes d’HCI afin d’aboutir a la structure des

DHPMs (schéma 14) [28].
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DHPM

éthyle benzuramido-crotonate

Schéma 14: Réaction d’obtention de DHPM par la réaction de Biginelli [28]

Bien que les exemples préliminaires de processus de cette cyclocondensation
typiquement implique un B-cétoester, un aldéhyde aromatique et l'urée, I'ampleur de cette
synthese hétérocyclique est maintenant étendue considérablement par la variation de tous les
trois blocs de cette synthese, ceci a permet I'accés a une large gamme des dérivés de la

pyrimidine multifonctionnalisées [29].

4. Meécanisme de la réaction de Biginelli :

Le mécanisme de la réaction de Biginelli ainsi que la structure des réactifs utilisés
suggerent la formation de deux dihydropyrimidinones/thiones possible. Ce processus
commence par la formation d'une imine, par condensation du benzaldehyde avec l'urée / thio-
urée, qui réagit ensuite avec le 1,3-dicarbonylé aprés protonation de 1'azote de I’imine. Dans
la derniére étape du mécanisme il y a deux sites de cyclisation possibles, qui peuvent mener
apres déshydratation a la DHPMs (Schéma 15) [4].
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X >:x « o o)
THO ¥ )k / = == M
N > ——N
Ar HaN NH, w\ CH,
Ar Ar H

—_—
H
N

Ha 1 NH
b a
HoC 0 Ar X R N .

Schéma 15: Mécanisme de formation des dihydropyrimidinones/thiones [4]

5. Intéréts biologiques des dihydropyrimidinones :

Les DHPMs présentent un systéme hétérocyclique d’une efficacité pharmacologique
remarquable. Un large domaine d’activités biologiques y compris I’activité antivirale [30],
antitumorale [31], antibactérienne [32] et anti-inflammatoire [33, 34] a été attribué a ces
dérivés de la pyrimidinone. Plus récemment, les DHPMs fonctionnalisées sont apparus
comme des puissants inhibiteurs calciques, agents anti-hypertensifs, effectivement des
DHPMs intéressantes sont considérées comme une classe importante des molécules dans le
traitement des diverses maladies [26].
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CHAPITRE II
Syntheses de la 3-acetylcoumarine et
ses deriveés et les molecules hybrides
coumarin-3,4-dihyropyrimidin- 2(H)-
ones/thiones




CHAPITRE Il Introduction

Les coumarines et leurs dérivés représentent la structure de base de plusieurs
molécules des produits pharmaceutiques. La plupart d’entre elles sont douées d’activités
biologiques dues a la présence d’hétérocycle dans leurs structures [6].

Les dihydropyrimidinones et leurs analogues soufrés sont des composés
hétérocycliques importants qui sont documentés dans la littérature [3], en raison de leur valeur
biologique. Plusieurs méthodes pour préparer ces composés ont été développées et la
réaction de Biginelli a recu progressivement une importance considérable et particuliére dans
les programmes de recherche.

Les propriétés pharmacologiques des coumarines et des dihydropyrimidinones/thiones
ont suscité notre intérét dont le principal but est de tester leurs activités biologiques.

Notre premier objectif de cette étude est la condensation des dérivés de
salicylaldéhyde avec 1’acétoacétate d’éthyle, afin de préparer une série des dérives de la
3- acétylcoumarines 3a-g par la réaction de knovenagel dont leurs activités biologiques seront
étudiées dans le chapitre qui suit. Le second objectif, est 1’utilisation de la 3-acétylcoumarine
3a synthétisée comme réactif du départ, afin de préparer une série des molécules hybrides

6a-f, dont leurs activités biologiques seront étudiées par la suite.
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. Syntheése de la 3-acétylcoumarine et ses dérivés (3a-g):

La 3-acétylcoumarine que nous avons synthétisé est obtenue a partir de la réaction de
Knoevenagel qui nécessite ’utilisation d’un milicu basique. Cette réaction consiste en une
condensation des derivés phénoliques (aldéhyde salicylique substituée) avec un [-cétoester
(acétoacétate d’éthyle) en quantités équimolaires et en présence de trois gouttes de pipéridine
(comme un catalyseur) a température ambiante (Schéma 16). La séquence réactionnelle est

représentee dans le schéma suivant :

0
/ H o o piperidine 5% CHj;
—_—
N =
t=15min
\\ H3C OEt
OH
R
la-g 2 3a-g
la: R=H
1b: R=3-OH
1c: R=4-OH
1d: R=5-OH
le: R=5-NO,
1f: R=5-I
1g: R=benzéne

Schéma 16: Synthése de 1’acétylcoumarine et ses dérivées (3a-q)
Dans les conditions opératoires choisies, nous avons préparé une série de sept produits
3a-g purs avec des bon rendements ; dont les données physico-chimiques : point de fusion,

rendement et aspect sont reportées dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques de la 3-acéylcoumarine et ses dérivés (3a-g):

Composé Pf (°C) Pf (°C) Litt Rd (%) Aspect
3a 113-115 116-118 [35] 91 Solide jaune claire
3b 258-260 - 79 Solide blanc cassé
3c 240-243 - 41 Solide vert foncé
3d 237-244 - 83 Solide marron vert
3e 192-195 - 59 Solide blanc cassé
3f 206-208 203-204 [36] 78 Solide jaune pale
39 180-188 - 34 Solide marron vert
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1. Etude par chromatographie sur couche mince des composés (3a-g):

La pureté de chaque produit obtenu a été confirmee par la chromatographie sur couche
mince (CCM). C’est une technique analytique rapide, simple et peu codteuse.

Dans notre cas, nous avons utilisé des plaques de gel de silice 60 F254 (phase
stationnaire) a support en aluminium prétent a 1’emploi, la phase mobile ou éluant
(généralement un mélange binaire ou ternaire de solvant) migre a la surface de la plagque par
capillarite.

L’¢étude en chromatographie sur couche mince a été réalisée dans un éluant constitué
d’un mélange de solvants chloroforme - méthanol (2ml / 6 goutte). La révélation des produits
a été effectuée en utilisant 1’iode. Nous avons constaté la présence d’une seule tache différente
de celle du produit de départ dont les rapports frontaux Rf obtenus (tableau 2) sont donnés

par la relation suivante :

_ distance parcoure par le composé

= distance parcoure par le solvant

Tableau 2: Rapports frontaux de la 3-acétylcoumarine et ses dérivés (3a-g)

Composé Rf
3a 0.80
3b 0.71
3c 0.56
3d 0.66
3e 0.68
3f 0.53
3g 0.88

2. Analyse par spectroscopie UV-Visible des composeés (3a-g):

La spectrophotométrie UV-Visible est une méthode analytique quantitative qui
consiste a mesurer l'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée,
généralement en solution. Les spectres d’absorption UV-Visible des composés 3a-g réalisés
dans du DMSO & une concentration de 10°M montrent une longueur d’onde d’absorption
correspondant au groupement C=0 de la coumarine qui apparait habituellement entre 200 et
290 nm [37] et d’autre bande assez intense allant de 315-396 nm qui peuvent étre attribuées

aux transitions m—m*. Les résultats UV-Visible (en nm) sont reportés dans le tableau 3.
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Synthése de la 3-acéetylcoumarine et ses dérivés

Tableau 3: Résultats de la spectrophotométrie UV-Visible des composés (3a-g):

Composé M (r—m*) Ao (r—m*) A 3—m¥)

3a 284 347 -

3b 266 324 -

3cC 262 327 375
3d 263 322 396
3e 269 315 335
3f 275 - 369
3g 263 329 383

Les spectres UV-Visible des composes 3a, 3b, 3f et 3g obtenues sont schématises dans les

figures (1, 2, 3,4).

Absorbance

T T T T T
250 300 350 400 450
Longueur d'onde (nm)

0,20 X

015 0 0
OoH

010 3b

Absorbance

T T T 1
250 300 350 400
Longueur d'onde (nm)

Figure 1: Spectre UV-Vis du composé 3a

Figure 2: Spectre UV-Vis du composé 3b

0,84
0,74
0,6 4
0,54

M
(0] 0]

3f

04

0,34

Absorbance

0,24

0,14

0,04

0,1

T T T T 1
250 300 350 400 450
Longueur d'onde (nm)

Absorbance

0.1

T T T T T
250 300 350 400 450
Longueur d'onde (nm)

Figure 3: Spectre UV-Vis du composé 3f

Figure 4: Spectre UV-Vis du composé 3g
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3. Analyse par spectroscopie IR des composés (3a-g):

La spectroscopie infrarouge est une classe de spectroscopie qui traite dans la région
infrarouge du spectre électromagnétique. Elle recouvre une large gamme de techniques, la
plus commune étant un type de spectroscopie d'absorption, elle peut étre employée pour
I'identification des composés ou pour déterminer la composition d'un échantillon. Une table
de corrélation de spectroscopie infrarouge présente dans la littérature scientifique est utilisée

pour déterminer les bandes caractéristiques.

Cette étude a confirmé I’obtention des composés 3a-g par la formation du groupement
(O-C=0) par la présence d’une bande intense dans le domaine qui le caractérise entre 1710 et
1740 cm™ [35]. Les spectres ont montré la présence d’une bande large & 3470 cm™ qui est
attribuée & la fonction (=C—OH) (énol) et une bande & 1660 cm™, relatif & les fonctions

(-C=0). Les principales bandes enregistrées sont données dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Résultats des spectres IR enregistrés des composés (3a-g) :

Composé Bandes caractéristiques enregistrées (cm™)

1728 (0-C=0), 1661 (C=0), 1089 (C-0), 1606 (C=C aromatique)

3a
Litt [35] : 1710 (O-C=0),1095(C-0O).

3b. 3c. 3d 3470 (OH, énol), 1710 (O-C=0), 1661(C=0), 1606 (C=C aromatique),

1214 (C-0).

3e 1756 (O-C=0), 1674(C=0), 1531 (C=C), 1211(C-N), 1116 (C-0O).
1728 (O-C=0), 1674 (C=0), 1549 (C=C), 1116 (C-0), 558 (C-I).

3 Litt [37] : 1728 (O-C=0), 1604 (C=C), 557 (C-1).

3g 1733(0-C=0), 1674(C=0), 1551 (C=C), 1098 (C-0O).
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Les spectres IR des composés 3a, 3c et 3e sont représentés par les figures (5-7).

transmitance

0,00 A

0,02

0,06
1 1728 ?

0,08 o 1606
A

0,10 S

0,12

(@) (@]
3a

0,14

0,04 (

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (cm™)

Figure 5: Spectre IR du composé 3a
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Figure 6: Spectre IR du composé 3c
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Figure 7: Spectre IR du composé 3e

4. Meécanisme réactionnel de formation de la 3-acétylcoumarine et ses dérivés
(3a-9):

Deux mécanismes pouvant se produire lors de cette réaction. Afin de déterminer le
mécanisme le plus probable de se produire, une étude théorique a été évaluée par des
théoriciens qui ont déterminé I’énergie la plus basse de la réaction. Les résultats ont démontré
que le mécanisme le plus susceptible de se produire est le mécanisme suivant (Schéma 17) :
Le mécanisme de Knoevengel nécessite la présence d’une base faible pour arracher le proton
en a-carbonylé. Le mécanisme est suivi par une addition électrophile sur le salicylaldéhyde

qui méne a la 3-acétylcoumarine aprés une cyclisation et une déshydratation intramoléculaire.
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O Et

3a-g

Schéma 17: Mécanisme de la réaction de Knoevenagel pour la 3-acétylcoumarine et ses

dérivées (3a-g)
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1. Synthése des molécules hybrides coumarin-3,4- dihyropyrimidin-2(H)-

ones/thiones (6a-f):

Suite au recherche de nouvelles voies de synthése des composés hétérocycliques
biologiquement actifs, nous avons adopté la synthese de Biginelli en une seule étape des 4-
aryl-6-(2-oxo-2H-chromeéne)-3,4-dihydropyrimidin-2(1H)-ones / thiones qui a été décrite dans
la littérature [19]. Une réaction a plusieurs composants a été établie, en utilisant la 3-acétyl-2-
oxo-2H-chromene 3a, et I’urée / thio-urée 4, et les dérivés de benzaldéhyde substitués en para
5 en présence d'acide acétique comme solvant et d’acétate d’ammonium (catalyseur) a reflux
(Schéma 18).

Ar
o)
NH
N X o) CH3COONH, | /g
CHsCOOH AN N X
+ + reflux H
o o HoN NH, Ar H (8-12h) ° °
3a 4 5 6a-f

4 X=0.5 6a:X= 0, Ar= CgHs

6b:X=O, Ar= 4-(CH3)2NC6H4
6c:X=0, Ar=4-CICgH,
6d:X=S, Ar= C6H5

6e: X=S, Ar= 4‘(CH3)2NC6H4
6f: X=S, Ar=4-CICgH,

Schéma 18: Synthese des molécules hybrides coumarin-3,4-dihydropyrimidinones/thiones
(6a-f)

L’évaluation de cette réaction a été suivie par CCM, un solide a été récupéré
(differemment colorés). Les résultats physico-chimiques : point de fusion et rendement et
aspect sont rapportés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Propriétes physico-chimiques des coumarin-3,4- dihyropyrimidin-2(H)-
ones/thiones (6a-f) :

‘ Composé Pf (°C) Pf (°C) litt Rd (%) Aspect
6a 186-188 - 32 Solide marron clair
6b 230-232 241-243[20] 42 Solide rouge brique
6c 214-216 209-211[20] 41 Solide Jaune pale
6d 167-169 - 21 Solide orange
6e 199-201 - 13 Solide rouge brique
6f 203-205 - 28 Solide crevette
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CHAPITRE Il partie 11 Synthése des molécules hybrides

1. Etude par Chromatographie sur couche mince des composés (6a-f):

L’analyse par CCM des composés 6a-f a confirmé leurs puretés par la présence d’une

seule tache distincte dont les rapports frontaux sont donnés dans le tableau 6.

Tableau 6: Rapports frontaux des composes (6a-f):

Composé Rf ‘
6a 0.51
6b 0.60
6C 0.84
6d 0.86
6e 0.89
6f 0.86

2. Analyse par spectroscopie UV-Visible des composés (6a-f) :

Les spectres d’absorption UV-Visible des composés 6a-f sont réalisés dans du DMF.
Ces derniers montrent des bandes distinctes dont les valeurs et les transitions électroniques
(en nm) sont reportées dans le tableau 7. Ils montrent une bande d’absorption correspondante
a la fonction (-C=0) de la coumarine qui apparait habituellement entre 200-300 nm et

d’autres bandes d’absorption correspondantes aux transitions =—n* [19].

Tableau 7: Résultats de la spectrophotométrie UV-Visible des composés (6a-f) :

composé M (m—m*) Ao (mom*) A 3@—n*)
6a 288 345 -
6b - 341 419
6c 300 341 -
6d 300 344 -
6e 300 341 422
6f 300 340 -

Page 22



CHAPITRE Il partie 11 Synthése des molécules hybrides

Les spectres UV-Visible enregistrés des composes 6b, 6¢, 6d et 6f sont schématises dans les

Figure 8-11 :

absorbance
Absorbance

-0.2 T T T 1 T T T T 1
300 350 400 450 500 300 350 400 450 500

Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 8: Spectre UV-Vis du composé 6b Figure 9: Spectre UV-Vis du composé 6¢

Absorbance

Absorbance

T T T T T
300 350 400 300 400
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 10: Spectre UV-Vis du composeé 6d Figure 11: Spectre UV-Vis du compose 6f

3. Analyse par spectroscopie IR des composés (6a-f) :

L’analyse par spectroscopie infrarouge a confirmé I’obtention des composés 6a-f par
la formation de deux liaisons (N-H) du noyau dihydropirimidinone par la présence d’une
bande intense dans le domaine qui le caractérise entre 3425 et 3659 cm™. Les spectres ont
montré la présence d’une bande entre 1710-1750 cm™, relatif & la fonction (O-C=0) [19]. Les

principales bandes obtenues sont données dans le tableau suivant :
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Tableau 8: Résultats des spectres IR enregistrés des composees (6a-f) :

6a 3425 (N-H), 1747 (O-C=0), 1564 (N-H)
3650 (N-H), 1710(C=0 lactone), 1601(C=0 amide)

6b Litt [37]: 3201(N-H), 3070 (C-H aromatique), 1712 (C=0 lactone),
1643(C=0 amide)
3443 (N-H), 1728 (C=0 lactone), 1670 (C=0 amide), 1565 (C=C)

6¢ Litt [37]: 3354(N-H), 1743 (C=0 lactone), 1687(C=0 amide), 1567(C=C),
758 (C-CI)

6d 3659 (N-H), 1718(C=0 lactone), 1601(N-H), 1559(C=S)

6f 3429 (N-H), 1727 (C=0 lactone), 1610 (C=C), 1554(C=S)

Les spectres IR des composés 6a, 6b et 6d sont représentés par les figures (12-14).
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20 A
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Figure 12: Spectre IR du composé 6a
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partie 11 Synthése des molécules hybrides
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Figure 13: Spectre IR du composé 6b
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Figure 14: Spectre IR du composé 6d
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4. Meécanisme réactionnel de formation des coumarin-3,4-dihydropyrimidinones/
thiones (6a-f):

Le mécanisme propose se fait selon deux étapes principales :
Premiere étape : formation d’une imine a partir de la condensation de 1’aldéhyde ou
I’un de ses dérivés avec 1’urée/thio-urée.

Deuxiéme étape : action de la 3-acétylcoumarine sur I’imine qui conduit apres

déshydratation a la formation du produit final.

X X OH X
)L . )L — J\ )L
TN P\ Q{\I N H,

Schéma 19: Mécanisme de la réaction de Biginelli pour les composés coumarin-3,4-

dihydropyrimidinones/thiones (6a-f)
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CHAPITRE II Conclusion

Dans la premiére partie, nous avons pu synthétiser la 3-acétylcoumarine et ses
dérivés 3a-g par condensation de Knovenagel de I’acétoacétate d’éthyle avec des dérives de
salicylaldéhyde en présence d’une base faible (pipéridine). Le meilleur rendement a été
observé pour la 3-acétylcoumarine 3a avec une valeur de 91 %.

Dans la deuxiéme partie, nous avons essayé de synthétiser des nouvelles molécules
hybrides coumarin-dihydropirimidinones/thiones a partir de I’acétylcoumarine 3a synthétisée
dans la premiére partie, des aldéhydes et 1’urée/thio-urée par la réaction multicomposants de
Bigenilli dans des conditions bien déterminées. Des rendements de faible a modéré ont été
obtenus.

Les produits obtenus ont été bien identifiés en utilisant les différentes techniques
d’analyses usuelles (CCM, UV-Vis et I.R). Certains résultats ont été comparés a celles cités
dans la littérature.

Nous avons procédé par la suite & la valorisation de nos produits en étudiant leurs
activités biologiques qui seront détaillées dans le chapitre suivant.
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CHAPITREII Partie expérimentale

1. Appareillages :
Au cours de ce travail 1’appareillage suivant a été utilisé :
e Point de fusion :

Les points de fusion exprimés en °C ont été déterminés a 1’aide d’un appareil SPM30
équipé d’un microscope, réalisés au laboratoire de chimie pharmaceutique de pédagogie du
département de chimie de ’'UMMTO.

e Chromatographie sur couche mince :

La chromatographie analytique sur couche mince (CCM) a été effectuée sur des
plaques en aluminium recouvertes de gel de silice 60 F254 de MERCK.

Les plaques ont été révélées avec 1’iode et la présence d’une seule tache confirme la
pureté de nos produits.

e Spectrométrie Infrarouge :

Les spectres IR des composés synthétisés ont été enregistrés sur un spectrophotomeétre
de type PERKIN ELMER Spectrometer two au niveau du laboratoire de synthése
macromoléculaire et thioorganique macromoléculaire a IUSTHB, et a 1’aide d’un
spectrophotométre infrarouge a transformée du fourrier (IRTF) de modele JASCO FT/IR-
4200-ATR PRO450-S, a I'université de Bouira. Les nombres d’ondes (v) sont donnés en cm™.

e Spectrophotométrie UV/visible :

Les mesures en spectrophotométrie UV-Visible sont réalisées dans le laboratoire de
LPCM de I'UMMTO. Les bandes d’absorption ont été enregistrées sur un appareil
scientifique de marque Thermo Scientific EVOLUTION 220, UV-Visible spectrophotometre.
Le produit de la 3-acétylcoumarine et ses dérivés synthétisés ont été dissoutes dans du DMSO
et celles des dihydropirimidinones/thiones dans le DMF.

2. Materiels :
Les solvants utilisés : éthanol, acide acétique, méthanol, chloroforme, DMSO et DMF sont
apportés par SIGMA-ALDRISH, SCHARLAU, ARCOS organics, carlo ERBA.
Les réactifs sont : salicylique aldéhyde, acétoacétate d’éthyle, benzaldéhyde et ses dérivés
substitués en para, urée / thio-urée sont commerciaux.
Les catalyseurs: pipéridine, acétate d’ammonium sont commerciaux.

3. Manipulations

Le mode opératoire utilisé pour la synthese des coumarines a été décrit dans la littérature [20].
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CHAPITREII Partie expérimentale

3.1. Synthese de la 3-acétylcoumarines
Un mélange de quantités équimolaires, de 1’aldéhyde salicylique (20 mmole), et de
I’acétoacétate d’éthyle (20 mmole) et en présence de trois goutte de pipéridine, a été mis en
réaction dans un bécher de 50 ml. Le mélange a été laissé sous agitation a température
ambiante jusqu'a formation d’un solide. En fin de réaction, le solide a été récupéré par

filtration ensuite recristallisé dans 1’éthanol.

3.2. Synthese des molécules hybrides coumarin-3,4- dihyropyrimidin-2(H)-
ones/thiones:

Un mélange de quantités équimolaires, de 3-acétylcoumarines 3a (5 mmol) avec un
dérivé benzaldéhydes 4 (5 mmol), de l'urée / thiourée 5 (5 mmol) et de l'acide acétique
concentré (5 ml) en présence d'acétate d’ammonium (10%) a été laissé sous agitation a reflux
pendant (8-12h).

La réaction a été suivie par CCM pour déterminer sa durée, celle-ci varie selon
I’aldéhyde utilisé et 1’urée/thio-urée.

Le solide formé obtenu a été lavé avec de l'eau froide jusqu’a obtention d’un pH

neutre, suivi par filtration et recristallisé dans I'éthanol.
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CHAPITRE 111 Evaluation de ['activité biologique

Introduction :

Les composés contenant le noyau de la coumarine (2H -1- benzopyrone -2- one),
constituent une classe importante des hétérocycles, qui occupent une place importante dans le
monde des produits naturels et de la chimie organique synthétique [18]. Leurs dérivés
présentent I’une des classes actives des composés ayant un large spectre d’activité biologique
comme antibactérienne [8], anti-oxydante [14].

L’étude bibliographique révéle que les produits de Biginelli ont un potentiel
thérapeutique considérable qui a donné naissance a une panoplie de produits qui ont des

activités biologiques intéressantes comme antibactérienne [32].

l. Activité antioxydante :

Certaines recherches scientifiques récentes ont mis en ¢évidence I’existence des
facteurs communs responsables aussi bien du vieillissement que de maladies liées au stress
oxydant comme le cancer, les maladies cardio-vasculaires, les maladies neurodégénératives
(Parkinson et Alzheimer), et aussi certaines allergies et autres maladies chroniques. Ces
diverses maladies auraient, entre autres, la méme composante qui permet au bois de braler, a
I’huile de rancir, a I’aliment d’altérer ou au fer de rouiller. L’un des principaux acteurs de tout

cela est I’oxydation de I’oxygéene [38].

1. Stress oxydatif :
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des

especes réactives de 1’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages

oxydatifs [39].

2. Les radicaux libres :
Un radical libre est défini comme toute molécule possedant un ou plusieurs électrons
non appariés [40].
Cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son

électron et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre [41].
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3. Les antioxydants :

Dans les systémes biologiques, un antioxydant est une substance qui, en faible
concentration comparativement a la quantité des substances oxydables telles les espéces
oxygenées reactives (ERQ), retarde significativement ou prévient 1’oxydation des substrats.
Son role est d’intercepter les radicaux libres avant qu’ils ne réagissent avec le substrat [42].

La definition large du terme antioxydant est : « toute substance qui, retarde ou prévient

de maniére significative 1’oxydation d’un substrat» [42].

4. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante :

Plusieurs meéthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, l’activité
antioxydante par piégeage des radicaux différents (Tableau 9). Compte tenu de la complexité
des processus d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, il n’y a pas une méthode
universelle par laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une
facon bien précise [43-44].

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a la méthode la plus courante qui est la
méthode de DPPH".
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Tableau 9: Les méthodes les plus utilisées pour mesurer 1’activité antioxydante :

Meéthode Réaction

Méthode FRAP (Ferric Réduction de I’ion ferrique
Reducing Power) (Fe*") en ion ferreux (Fe*") évalue le pouvoir

réducteur des composes, la lecture se fait a 700 nm [45,46].

Reduction du radical libre stable de 2,2-
Méthode DPPH diphénylpicrylhydrazyle (DPPH'), la lecture se fait a 515-
518 nm selon le solvant utilisé [47,48].

Le sel ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2-azino bis-(3-

éthylbenzothiaooline-6-sulfonique) perd un électron pour
former un radical cation (ABTS") de couleur sombre en
Méthode ABTS solution. En présence de 1’agent antioxydant, le radical
ainsi forme est réduit pour donner ABTS+, ce qui entraine
la décoloration de la solution. La lecture se fait a 734 nm

[46].
Méthode PPM L’hydrogéne et 1’électron sont transférés vers le complexe
(PhosphoMolybdate) oxydant (PPM) [47].

5. Evaluation du pouvoir anti-radicalaire par la méthode de DPPH":

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH") fut I’'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier 1’activité antioxydante des composés.

La réduction du radical DPPH" par un antioxydant (Schema20) peut étre suivie par
spectrophotométrieUV-Visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm. Le

DPPH: est initialement violet, se décolore lorsque 1’électron célibataire s’apparie [49].

NO, NO,
H
N\ /Ph RH R N\ /Ph
N
_—
Ph Ph
O,N NO, O,N NO,
DPPH DPPH,

Schéma 20: Structure du radical DPPH-et son produit de réduction DPPH,
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6. Evaluation de P’activité antioxydante de la 3-acétylcoumarine et ses dérives

(3a-9):

Dans notre étude nous avons utilisé la méthode de piégeage du radical libre DPPH;,
cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH-.

En présence des composés anti-radicalaires, le radical DPPH" est réduit et change de
couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH", qui est proportionnel au pouvoir anti-radicalaire
de I’échantillon [49].

L’évaluation de I’activit¢ antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition,

calculée selon la relation suivante :

(A0 — A1)

% d'inibition = 20

100

Avec :
A0 : Absorbance a 517nm de la solution de DPPH: en absence de composé.
Al : Absorbance a 517nm de la solution de DPPH" en présence de compose.
Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuite par la valeur d’IC50, sachant que la

IC50 est la concentration nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH'.
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7. Résultats et discussion :

Les résultats obtenus par cette étude sont représentés dans la figure 15.
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Figure 15 : Densité optique des composes (3a-€) et I’acide ascorbique en fonction de la

concentration.

La figure 15 a montré que les produits 3a, 3b, 3c, 3d, 3e présentent une activité
antioxydante envers le radical DPPH- avec des densités optiques différentes. Les pourcentages
d’inhibitions du radical DPPH" des différents composés ont été calculés par la relation du

pourcentage d’inhibition (Tableau 10).
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Tableaul0: Pourcentage d’inhibition de différentes dilutions des composés (3a-e et AA) :

Pourcentage d’inhibition (%)

Produit 3a 3b 3c 3d 3e AA
[CI(mol/T)

Co=0.1 47.97 60.23 12.06 90.84 2.28 99
C,=0.05 24.17 28.87 551 89.77 1.96 98.87
C,=0.025 10.81 12.92 2.71 71.68 0.01 98.6
C3=0.0125 4.78 6.18 0.66 38.45 0 98.4
C,=0.00625 0.08 191 0 19.81 0 97

8. Détermination d’IC50 des composés (3a-e):

Les pourcentages du DPPH: résiduels en fonction des concentrations des échantillons,
nous permettent d’obtenir la quantité antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration
de DPPH" initiale a 50%. Cette valeur est appelée la concentration efficace EC50 et parfois
notée IC50 (concentration inhibitrice minimale). Plus cette valeur d’IC50 est basse, plus
I'activité antioxydante d'un composé est importante. La concentration inhibitrice minimale
(IC50) est estimée par extrapolation a 50% d’inhibition en tragant la droite % inhibition en

fonction de la concentration (Figure 16).
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Figure 16: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH" des produits (3a-€) et de I’AA en

fonction de la concentration.

Apres avoir tracé le pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration, nous
avons calculés I’IC50 par extrapolation a 50% d’inhibition en tracant la droite % inhibition
en fonction de la concentration, les résultats obtenus sont représentés dans la figure 17 pour
les produits 3a, 3b, 3c, 3d, 3e et AA.
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Figure 17: Les valeurs d’IC50% des composés (3a-e) et de 1’acide ascorbique.

De Ia, nous pourrons conclure que tous les composés 3a, 3b, 3c, 3d et 3e possedent
une activité antioxydante, cependant le produit 4-hydroxyl acétylcoumarine 3d s’avére le plus
actif de cette série. Ceci pourrait avoir un lien avec la position du groupement hydroxyle
(position ortho). 1l présente le pourcentage d’inhibition le plus important avec une valeur de

72 % mais qui reste trés inférieure a 1’activité de la référence utilisée (1’acide ascorbique).
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I1. Activité antibactérienne :

Certaines especes microbiennes pathogénes, sont de moins au moins sensibles aux
antibiotiques et développent des résistances multiples a ces derniers. D’ou la nécessité
d’orienter les recherches vers la synthése des nouvelles molécules actives pouvant faire
I’objet d’inhibition de développement des microorganismes [50]. D’aprés les études qui ont
éteé faite sur I’activité antibactérienne des coumarines ; ces dernieres sont efficaces contre les
bactéries a Gram positif [51, 52, 53].

Dans ce chapitre nous allons utiliser la méthode de diffusion par disque en milieu
solide pour évaluer I’activité antibactérienne des substances synthétisées et nous allons utiliser
les bactéries a gram positif et négatif pour confirmer cette hypothése.

1. Les souches bactériennes :

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car ils ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).
Elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea).
Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria. Les bactéries ont
généralement un diamétre inférieur a 1um. On peut les voir au microscope optique, a 1’état
frais ou aprés coloration [54].

2. Les antibiotiques :

L’élimination des microorganismes pathogenes fait appel a des substances dites :
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent des
champignons). IIs ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber
leur croissance (effet bactériostatique) [55].

La sensibilité d’une bactérie varie selon la nature de 1’antibactérien [54].

3. Evaluation de IP’activité antibactérienne par la methode de diffusion des

disques en milieu solide:

L’activité biologique se manifeste par ’apparition d’une zone d’inhibition de la
croissance microbienne autour du disque contenant le produit. La lecture s’effectue par la
mesure du diamétre d’inhibition observé [56].

Les produits qui semblaient étre actifs, font 1’objet d’une évaluation de leurs activités
par la méthode de dilutions en milieu solide pour I’étude de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) [50].
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4. Lecture des antibiogrammes :

La lecture des antibiogrammes se fait par la mesure des diameétres d’inhibitions autour
des disques. La sensibilité aux différents produits est classée selon le diameétre des zones
d’inhibitions comme suit [56] :

» non sensible (-) pour le diametre moins de 8 mm ;

> sensible (+) pour un diametre entre 9 a 14 mm ;

> trés sensible (+ +) pour un diametre entre 15a 19 mm ;

> extrémement sensible (+++) pour le diametre supérieure a 20 mm.

5. Résultats et discutions :

5.1. Des diamétres d’inhibition de I’acétylcomarine et ses dérives (3a-g) :
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Diametre de zone d'inhibition (en mm) des produits 3a-g ainsi que I’antibiotique

utilisé (cefotaxime):

Molécules Zone d’inhibition (mm)
testées
E. coli P. aeruginosa S. aureus
ATCC25922 ATCC27858 ATCC25923

Gram - Gram - Gram +
3a 5 5 7
3b 5 5 10
3c 5 5 12
3d 5 5 13
3e 5 5 34
3f 5 5 8
39 5 5 8
DMSO 5 5 5
ATB 30 32 37
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D’apres les résultats obtenus, les souches bactériennes se comportent différemment
vis-a-vis des produits testés. En effet, les bactéries a gram négatif Escherichia Coli et
Pseudomonas Aeruginosase se sont révélées résistantes et plus complexes que celle de
staphylocoques (bactérie a Gram positif), qui ne possédent pas de membrane externe. C’est en
particulier cette derniére qui confére aux bactéries & Gram négatif leur relative imperméabilité

par rapport aux bactéries a Gram positif.

La souche Staphylococcus aureus est sensible vis-a-vis des produits 3b, 3c, 3d et

3e qui inhibent de facon considérable la croissance de la bactérie avec des diametres

d’inhibition de 10,12 ,13 et 34 mm respectivement (figure 18).

Figure 18 : Effet des composés (3b-e) sur la souche bactérienne S.aureus

L'activité des composés 3b, 3c et 3d est due probablement a la présence du
groupement hydroxyle (OH) substitué sur le noyau benzénique de la coumarine qui peut étre
source des radicaux libres stables qui rentre dans le cycle redox en présence de I’oxygene de
I’air, peut provoquer la déstabilisation des lysosomes et la diminution du potentiel
membranaire mitochondrial [57].

Le composé 3e présent I’activité antibactérienne le plus forte, cela est di a la présence
du groupement électroattracteur (NO,) par effet mésomere lié au noyau benzénique de
I’acétylcoumarine.

Nous avons également constaté que les composés 3a, 3f et 3g n’ont montré aucune
sensibilité vis-a-vis des souches bactériennes cela est peut étre due au fait que la diffusion
dans la gélose est nettement lente, ou a cause de la faible solubilité, ou a la résistance de ces
souches bactériennes.

Aucune zone d’inhibition n’a été observée pour le solvant DMSO.
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5.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des composés 3b, 3c, 3d
et 3e:

Pour determiner la CMI des molécules testés 3b, 3c, 3d, 3e pour la souche bactérienne
(staphylococcus aureus) qui semblaient étre actifs, nous avons procédé a des dilutions en
milieu solide & partir de la concentration initiale (10™mol/l) jusqu'a & la concentration
minimale d’inhibition. Les résultats visibles a 1’ceil nus obtenus sont donnés dans le tableaul2

Tableau 12: CMI des composeés 3b, 3c, 3d et 3e dans S. aureus

Composé CMI (mol/l)

3b C4=6.25x10"
3c C,=5x1072

3d C3=1.25x10"
3e Cs= 3.125x10°

D’apres les résultats obtenues dans le tableau 12 nous avons constaté, que le composé
3e présente la activité la plus forte, suivie par les deux composés 3b et 3d successivement et

en derniere position vient le composé 3c avec 1’activité antibactérienne la moins forte.

5.3. Des diamétres d’inhibition des molécules hybrides synthétisés (6a-f):
Les tests antimicrobiens sont réalisés aussi sur les molécules hybrides 3-
acétylcoumarin-3,4-dihydropyrimidinones/thiones (6a-f). Les zones d’inhibitions enregistrées
sont données dans le tableau 13.
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Tableaul3: Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des molécules hybrides 6a-f

Molécules Zone d’inhibition (mm)
testées
E. coli P. aeruginosa S. aureus
ATCC25922 ATCC27858 ATCC25923

Gram - Gram - Gram +
6a 6 20 8
6b 5 18 6
6¢C 5 14 7
6d 7 8 6
6e 6 7 6
6 f 8 15 6
DMF 6 7 6
ATB 30 32 37

La souche P. aeruginosa est sensible vis-a-vis des produits 6a, 6b, 6¢ et 6f qui
inhibent de fagon considérable la croissance de la bactérie avec des diametres d’inhibition de
20, 18, 14 et 15 mm respectivement (figurel9).

Figure 19: Effet des produits 6a, 6b, 6¢ et 6f sur la souche bactérienne P.aeruginosa
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Les composés 6d et 6e n’ont montré aucune activité vis-a-vis des souches bactériennes
cela est peut étre due au fait que la diffusion dans la gélose est nettement lente, ou a cause de

la faible solubilité, ou a la résistance de ces souches bactériennes a ces produits.
Une zone d’inhibition tres faible a été observée pour le solvant DMF.

5.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des composes 6a, 6b, 6¢

et 6f :
Pour déterminer la CMI des molécules testés 6a, 6b, 6¢ et 6f pour la souche
bactérienne (P. aeruginosa) qui semblaient étre actifs, nous avons procédé a des dilutions a
partir de la concentration initiale (3.3x102 mol/l) jusqu'a & la concentration minimale

d’inhibition. Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 14

Tableau 14: CMI des composés 6a, 6b, 6¢ et 6f dans P. aeruginosa

Composeé CMI (mol/l)

6a C3=4.125x10"
6b C,=8.25x10"
6C C1=1.65x10"
6f C1=1.65x10™

D’apres les résultats obtenues dans le tableau 14 nous avons constaté, que le composé
6a présente 1’activité la plus intéressente, suivi par le compose 6b, par contre les composés 6¢

et 6f ont une activité antibactérienne la moins forte.
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Conclusion :

Dans le cadre de ce travail, nous avons évalué I’activité biologique des composes 3-
acétylcoumarines synthétisés par 1’étude de I’activité antibactérienne et antioxydante. Nous
avons également évalué 1’activité antibactérienne des dérivés dihydropirimidinones/ thiones.

L’activité antioxydante du composé 3-acétylcoumarine et ses dérivés synthétisés a eté
réalisé par la méthode de piegeage de radicale DPPH". Les résultats obtenus ont montré que la
réduction de DPPH" est enregistré pour les composés 3a, 3b, 3c, 3d, 3e avec des IC 50%
differentes, dont le composé 3d présente la concentration inhibitrice minimal la plus basse,
mais qui restent faibles par rapport a la référence utilisée.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur trois souches bactériennes. Selon la
méthode de diffusion des disques, seuls les composés 3b, 3c, 3d et 3 e possedent une activité
antibactérienne contre la souche a Gram positif contrairement aux souches a gram négatif qui
manifeste une résistance pour tous les produits testés. Par contre les molécules hybrides
synthétisées 6a, 6b, 6¢ et 6f possédent une activité antibactérienne contre la souche a Gram
negatif (Pseudomonas aeruginosa) et aucune activité vis-a-vis de Escherichia coli et celle
Staphylococcus aureus. Les produits qui semblaient étre actifs ont fait 1’objet de la

détermination de la CMI.
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1. Activité antioxydant :

Les produits de I’acétylcoumarine et ses dérivés synthétisés sont préparés a des
concentrations de 10" mole/L dans le DMSO puis dilués & un demi pour avoir des
concentrations de 5x102 M ; 2,5x10% M ; 1,25x10% M et 6,25x10™ M. Quant a la solution
de DPPH, elle est préparée en solubilisant 4 mg de DPPH dans 100mL d’éthanol.

Un volume de 40uL, de chaque échantillon de chacune des concentrations est ajouté a
2ml d’une solution de radicaux DPPHe dissoute dans I’éthanol. Le melange est secoué
énergiqguement et laissé pendant une heure a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

L absorbance du DPPHe- est déterminée par spectrophotométrie Visible a 517nm.

Les résultats obtenus pour chaque produit testé sont comparés a ceux obtenus pour I’acide
ascorbique pris comme controle positif.

Le blanc ou le standard est préparé a partir de 2ml de la solution éthanolique du radical
DPPHe et 40 uL de DMSO puis laissé a température ambiante et a 1’abri de la lumiére

pendant une heure.

2. Activité antibactérienne :
2.1. Choix et origines des souches microbiennes testées

Le choix des bactéries a été porté sur trois souches fréquentes en pathologie humaine.
Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus.

Bactéries a Gram négatif : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa [51].
2.2.1. Escherichia coli ATCC 25922 (bacille 8 Gram négatif) :

Commensal du tube digestif, est la bactérie la plus fréquemment impliquée dans les
infections urinaires. Elle peut aussi provoquer des diarrhées par des mécanismes trés divers,
ainsi que diverses infections communautaires ou nosocomiales [51].

2.2.2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853:

Ce sont des bacilles Gram négatif, il s’agit de bactéries résistantes pour plusieurs
antibiotiques. Pseudomonas aeruginosa est responsable de 12% des infections urinaires, 8 %
des infections suites aux blessures chirurgicales [4].

2.2.3. Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Cocci a Gram positif) :

Nommee aussi staphylocoque doré, tient une place trés importante dans les infections

communautaires et nosocomiales [51]. Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des

infections postopératoires de blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire [4].
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Les souches bactériennes Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli sont des
souches hospitaliéres isolées de patients hospitalisés a 1’établissement public hospitalier
d’AIN EL HAMMAM (EPH) et Staphylococcus aureus est une souche hospitaliére isolée des
patients hospitalisés au Centre Hospitalier Universitaire de T1ZI OUZOU (CHU). Les tests
antibactériens ont été établis a I’hopital d’AIN EL HAMMAM (EPH).

2.2. Tests antimicrobiens

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des produits synthétisées, nous avons utilisé
la méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme), celle-ci permet de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) a partir d’'une gamme de concentrations des
produits synthétises.

2.3. Les milieux de culture :

Selon la méthode utilisée et selon les souches, nous avons utilisé les milieux suivants:
- La gélose nutritive pour I’isolement et 1’entretien des souches bactériennes.

- La gélose Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries aux différents produits
synthétisés [53].

2.4 Réalisation de ’antibiogramme :
2.4.1. Milieu pour antibiogramme :
Le milieu adéquat doit étre coulé en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm.
Les géloses doivent étre séchées avant I’emploi de 18h a 24h.
2.4.2. Préparation de I’inoculum
Les souches bactériennes sont ensemenceées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 18h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacun des souches bactériennes a tester. Des
suspensions bactériennes ont été préparées dans 5 ml d’eau physiologique.
2.4.3. Ensemencement et dépot des disques
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de pétri préalablement
préparées en ajoutant de la gélose Muller-Hinton, un écouvillon est trompé 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 chaque fois de 60°. Tout en travaillant dans une zone
d'asepsie au tour du bec benzine.
Les disques imprégnés de 20ul de 1’échantillon a tester sont déposés delicatement sur

la surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile.
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Les échantillons a tester ont été dissout dans le DMSO pour les composés 3a-g et les
autre produits 6a-f dans le DMF & des concentrations respectifs de 10™ et 3.3x10 mol/I.

e Le témoin négatif : représente les solvants utilisés pour la préparation des échantillons
le DMSO et DMF.

e Le témoin positif : représente 1’antibiotique utilisé, il est choisi selon la nature de la
souche bactérienne, nous avons opté pour l'antibiotiques Cefoxitaxine 30 pg de la
marque HIMIDIA qui un antibiotique commun entre les trois souches utilises.

Les disques en papier Wattman ont été stérilisés a I’autoclave pendant 15min a 180°C.

2.4.4. Incubation

Les boites de pétri sont ensuite fermées et mise a I’étuve a 37°C pendant 24h.

2.4.5. Lecture des antibiogrammes :

La lecture des antibiogrammes se fait par la mesure des diametres d’inhibitions autour
des disques. La sensibilité aux différents produits est classée selon le diametre des zones
d’inhibitions [54].

2.5.Détermination des concentrations minimales inhibitrices :

La CMI est la plus petite concentration nécessaire pour inhiber la croissance d'une
bactérie visible a ceil nu. Pour déterminer la CMI d'une molécule, on teste des concentrations

décroissantes d'antibiotique vis a vis d'un germe [4].
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Conclusion générale

Au terme de ce mémoire, le but que nous avions fixé, a savoir la maitrise des
méthodes de synthése en chimie organique, a été atteint. .

La réaction de condensation de Knoevenagel est une réaction importante en synthése
organique elle permet d’offrir une classe de produits possédant des activités biologiques tres
intéressantes. Dans un premier temps, Nous avons pu réaliser la synthése d’une série de
dérivés de 3-acétylcoumarine 3a-g par condensation des dérivés du salicylaldéhyde avec
I’acétoacétate d’éthyle en présence de la pipéridine comme catalyseur, notant que les
conditions réactionnelles appliquées sont relativement simples et économiques et les
rendements sont globalement importants.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude de la réaction
multicomposants de Biginelli et cela par la condensation de 3-acétylcoumarine synthétisé 3a,
des dérivés du benzaldéhyde et 1’urée/thio-urée en présence d’acétate d’ammonium comme
catalyseur et 1I’acide acétigue comme solvant, dans le but d’avoir des
dihydropyrimidinones/thiones biologiquement actifs 6a-f.

La caractérisation des composés synthétisés en utilisant la combinaison de plusieurs
méthodes (Pf, CCM, UV-Visible et IR), a permis de révéler les structures de ces composés
d’une part et de compléter notre formation dans le domaine d’une autre part.

L’¢évaluation de ’activité biologique des composés a été faite par 1’é¢tude de I’activité
antioxydante pour les composés 3a-g en utilisant la méthode du piégeage du radical DPPH".
Les résultats ont montrés que le composeé 3d s’avere le plus actif avec une IC 50% de 0.0175
mol/l mais qui reste faible par rapport a la référence utilisée.

L’étude antibactérienne des composés synthétisés 3a-g a montré une bonne activité
antibactérienne pour les composés 3b, 3c, 3d et 3e contre la bactérie a Gram positif utilisée
(Staphylococcus aureus) et aucune activité vis-a-vis des souches a gram négatif
(Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli). Pour les composés 6a, 6b, 6¢c et 6f
synthétisés, ils possedent une activité antibactérienne contre la souche Pseudomonas
aeruginosa et aucune activité vis-a-vis d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus. Les
produits qui semblaient étre actifs ont fait 1’objet de la détermination de la CMI. Les
composés 3a, 3f, 3g, 6d et 6 e ne présentent aucune activité contre les trois souches. La fusion
de laDHPM avec la 3-acétylcoumarin a conféré aux molécules hybrides une activité
antibactérienne inexistante dans la molécule de départ.

Ce travail fera donc 1’objet d’une publication internationale apres avoir réalisé et

complété tous les analyses spectroscopiques nécessaires.
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Perspectives

L’ensemble des résultats exposé sont encourageant et trés prometteurs et les
perspectives qui en découlent sont nombreuses, parmi elles :

e Compléter la caractérisation avec d’autres techniques d’analyse afin de confirmer
notre étude comme (RMN 1H, RMN 13C, spectroscopie de masse et analyse
élimentaire)

e Effectuer la synthése de coumarin-3,4- dihyropyrimidin-2(H)- ones/thiones dans des
conditions opératoires différentes (ex sous Micro-Onde) afin d’améliorer les
rendements.

e Evaluer I’activité antioxydante des molécules hybrides.
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Figure 20 : Spectre UV-vis du composé 3c

Figure 21 : Spectre UV-vis du composé 3d
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Figure 22 : Spectre UV-vis du composé 3e

Figure 23 : Spectre UV-vis du composé 6a
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Figure 24 : Spectre UV-vis du composé 6e
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Figure 25 : Spectre IR du composé 3f
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Figure 26 : Spectre IR du composé 3g
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Récapitulatif des molécules synthétisées par I’utilisation de Chem Draw Ultra 8.0 :

Masse

Notation Formule Nom chimique molaire
(g /mol)

3a 3-acétyl-2H-chromen-2-one 188

204
chromen-2-one

@EIK
3b 3-acetyl-8-hydroxy-2H-
O
OH

3c /@it\i‘\ 3-acetyl-7-hydroxy-2H- 204
chromen-2-one
HO
HO
3-acetyl-6-hydroxy-2H-
3d chromen-2-one 204

0
X
o
)
X
o
0
X
O (o]
0
X
o o

ON N 3-acétyl-6-nitro-2H-
3e chromen-2-one 233
(@) [e]
O Ve -
3f 3-acetyl-6-iodo-2H- 313
|
X chromen-2-one
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3-acetyl-3H- 238

benzo[flchromen-2-one

39

6-(2-0x0-2H-chromen-3-yl)-
4-phenyl-3,4-
dihydropyrimidin-2(1H)-

one

6a 317

4-(4-(dimethylamino)
phenyl)-6-(2-oxo-2H-
chromen-3-yl)-3,4- 360
dihydropyrimidin-2(1H)-

one

6b

4-(4-chlorophenyl)-6-(2-
0x0-2H-chromen-3-yl)-3,4-
dihydropyrimidin-2(1H)- 3515

one

6C
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6d

3-(6-phenyl-2-thioxo-
1,2,3,6-tetrahydropyrimidin-

333

6e

3-(6-(4-(dimethylamino)
phenyl)-2-thioxo-1,2,3,6-
tetrahydropyrimidin-4-yl)-

2H-chromen-2-one

376

6f

NH

3-(6-(4-chlorophenyl)-2-
thioxo-1, 2, 3, 4-
tetrahydropyrimidin-4-yl)-
2H-chromen-2-one

367.5




Résumé

L’objectif de ce travail porte sur le développement de nouvelles molécules hybrides a
activité biologique. La synthese et la caractérisation par différentes techniques d’analyse a
savoir : Pf, CCM, UV-Vis et IR de la 3-acétylcoumarine et ses dérivées ont été effectues. De
plus, I’évaluation de leurs activités antioxydantes par la méthode de réduction du radical
DPPH- a été réalisée. Les résultats obtenus ont montré que certains produits dérives de 3-
acetylcoumarine présentent une activité antioxydante mais qui varie d’un composé a un autre.
Cette étape est d’autant plus importante que c’est la 3-acétylcoumarine synthétisée qui va
servi de matiére premiere a la synthese de molécules hybrides par la réaction de Biginelli.
L’estimation de I’effet antibactérien a été déterminée par la méthode de diffusion de disque
pour les différents produits synthétisés. Les résultats obtenus varient d’une souche a I’autre et
d’un composé a un autre.
Mots clés : acétylecoumarine, molécules hybrides, réaction de Biginelli, activité

antioxydante, activité antibactérienne.

Abstract

The aim of this work is the development of new hybrid molecules with biological
activity. Synthesis and characterization by various analysis techniques Viz. Pf, CCM, UV-Vis
and IR of 3-acetylcoumarin and its derivatives were carried out. Besides, the evaluation of
their antioxidant activities by the radical reduction method DPPH-" is realised. The obtained
results showed that certain products derived from 3-acetylcoumarin exhibit antioxidant
activity but which varies from one compound to another. This step is as important as the
synthesized 3-acetylcoumarin that will serve as raw material for the synthesis of hybrid
molecules by the Biginelli reaction. The estimation of the antibacterial effect was determined
by the disk diffusion method for the various synthesized products. The obtained results vary
from one strain to another and from one compound to another.
Key words: acetylecoumarin, hybrid molecules, Biginelli reaction, antioxidant activity,
antibacterial activity.
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