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ABSTRACT

In the present work, we have been interested in the synthesis of new compounds of Schiff
base types. The latter are obtained essentially from a penicillinic or fluorinated amine and

benzaldehyde salicylaldehyde, respectively.

Three  compounds were  synthesized, a Penicillinic  Schiff base 6-(2-
hydroxybenzylideneamino)-3,3-dimethyl-7-ox0-4-thia-1-aza-bicyclo[3.2.0]heptane-2-
carboxylic acid (BP;) 55%, Fluorinated Schiff base (E) -N-benzylidene-2,3,5,6-
tetrafluoropyridin-4-amine (BF;) 45% and a fluorinated compound 4-amino-2-ethoxy-3-

5,6-trifluoropyridine 33%.

These synthesized compounds are identified and characterized using the usual
physicochemical methods such as ultraviolet, infrared, nuclear magnetic resonance and mass
spectrometry. During the implementation of these analytical techniques, we have been able to

demonstrate the structures of the synthesized compounds, while appreciating their purity.

As regards the application of these compounds in the field of biology, our choice has been
focused on antimicrobial activities and antioxidant activity. In this case, the evaluation of the
antibacterial effect of our compounds shows a bacterial sensitivity towards the five strains
tested Escherichia coli and Salmonella typhimurium of the Gram negative and Staphylococus
aureus, Enterococcus feacium and Streptococcus B of the gram positive. The antibacterial

effect is proportional to the concentration of the compounds.

Overall, the three compounds exhibited a broad spectrum of action on the bacteria tested. It
should be noted that the antibacterial capacity of the penicillinic Schiff base was found to be

greater than that of the other compounds.

The study of the antifungal activity was demonstrated by the diameter of inhibition of the
Candida albicans strain. The compounds synthesized exerted moderate activity against the
fungal strain tested. The diameters of the inhibition zone increase whenever the concentration

of each product is increased.

The study of the antioxidant activity by the DPPH method shows that the greatest activity is
obtained with the Schiff base BP, followed by those of 4AETFP and BF1 respectively.

Key words: Schiff base; 6APA; 4-aminotetrafluoroprydine; Spectroscopic methods;
Antibacterial activity; Antifungal activity; Antioxidant activity.



RESUME

Au cours du présent travail, nous nous sommes intéressés a la synthése de nouveaux
composés de types bases de Schiff. Ces derniers sont obtenus essentiellement a partir d’une

amine pénicillinique ou fluorée et de salicylaldéhyde de benzaldéhyde respectivement.

Trois composés ont été synthétisés, une base de Schiff pénicillinique 6-(2-
hydroxybenzylideneamino)-3,3-dimethyl-7-ox0-4-thia-1-aza-bicyclo[3.2.0]heptane-2-

carboxylic acid (BP;) 55%, une base de Schiff fluorée (E)-N benzylidene-2,3,5,6-
tetrafluoropyridin-4-amine 48% (BF;) et un composé fluoré 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-

trifluoropyridine (4AETFP) 33%.

Ces composés synthétisés sont identifiés et caractérisés au moyen des méthodes physico-
chimiques habituelles comme 1’ultraviolet, I’infrarouge, la résonance magnétique nucléaire
'Het la spectrométrie de masse. Lors de la mise en ceuvre de ces techniques d’analyse, nous
avons pu mettre en évidence les structures des composés synthétisés, tout en appréciant leur

pureté.

Pour ce qui est de ’application de ces composés dans le domaine de la biologie, notre choix a
été porté sur les activités antimicrobiennes et [’activité antioxydante. Dans ce cas,
I’évaluation de I’effet antibactérien de nos composés montre une sensibilité bactérienne vis-a-
vis des cinq souches testés Escherichia coli et Salmonella typhimurium du Gram négative et
Staphylococus aureus, Enterococcus feacium et Streptocoque B du gram positive. L’effet

antibactérien est proportionnel a la concentration des composés.

Globalement, les trois composés ont présenté un large spectre d’action sur les bactéries testés.
Notons que le pouvoir antibactérien de la base de Schiff pénicillinique s’est révélé plus

important que celui des autres composés.

L’étude de l’activité antifongique a été démontré par le diamétre d’inhibition de la souche
Candida albicans. Les composés synthétisés ont exercé une activité modérée vis-a-vis la
souche fongique testée. Les diamétres de la zone d’inhibition augmentent a chaque fois qu’on

augmente la concentration de chaque produit.

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode de DPPH montre que le plus grande activité

est obtenue avec la base de Schiff BP; suivi respectivement par celles de 4AETFP et de BF;.

Mots clés : Base de Schiff ; 6APA ; 4-aminotetrafluoroprydine; methodes spectroscopiques;

Activité antibactérienne; Activité antifongique; Activité antioxydante.
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INTRODUCTION GENERALE

La chimie et la biologie font aujourd'’hui partie de notre environnement
quotidien, ces deux disciplines étant a la croisée de nombreuses industries et de
nombreux secteurs. La chimie organique d'hier s'étend aujourd’hui aux molécules
biologiques, aux molécules inorganiques et aux macromolécules. Elle crée des
¢difices plus ou moins complexes jusqu'a 1'élaboration d'une chimie supramoléculaire

fondée sur des interactions diverses entre molécules et explique leurs propriétés|1].

Les Bases de Schiff sont parmi les composés organiques les plus
couramment utilisés. Portent réellement le nom de leur inventeur Hugo Schiff (1834-

1915) qui fut le premier chimiste a synthétiser ce type de composés[2].

Les bases de Schiff sont des composés contenant le groupe azométhine
(-HC=N-) et sont produites de la condensation des cétones ou des aldéhydes avec des
amines primaires. La formation de la base de Schiff a lieu généralement sous 1’effet
catalytique d’un acide, d’une base ou avec la chaleur. Les communes bases de Schiff

sont des solides cristallins faiblement basiques|3, 4].

Depuis, nous devons faire remarquer que la synthése des bases de Schiff
constitue un théme de recherche d’actualité qui ne cesse d’attirer de nombreuses
équipes de recherche a travers le monde, que ce soit sur le plan universitaire ou
industriel. Cela peut étre associé essentiellement a ’importance et a la diversité des
applications de ce type de composés. Les bases de Schiff sont largement utilisées
dans le domaine biologique a cause de leur propriétés antibactériennes ;
antifongiques; anti-inflammatoires [5-10], antiprolifératif et anticancéreuses [11, 12],
en industrie dans la lutte contre la corrosion [13-16]. IIs peuvent aussi avoir une vaste
application dans le domaine du traitement des eaux a cause de leur grande capacité de
complexation des métaux de transition notamment dans la récupération des métaux

lourds dans les effluents nocifs industriels [3].

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit se focalisent sur la
synthése, la caractérisation et les propriétés biologiques antibactériennes,

antifongiques et antioxydantes de nouvelles bases de Schiff pénicilliniques et fluorés.



INTRODUCTION GENERALE

Les composés fluorés et pénicilliniques constituent une classe importante de
composés qui a regu beaucoup d’intéréts ces dernieres années, a cause de leurs
activités biologiques diverses [17, 18], pour ce raison nous nous somme intéressés
dans ce travail a la synthése de ces deux types des bases de Schiff (fluorés et
pénicilliniques).

Ce manuscrit est organisé en deux parties et trois chapitres :

Le premier chapitre de ce manuscrit porte sur une mise au point
bibliographique des Bases de Schiff : leur définition et historique, leur
réaction de formation, leurs types et leurs domaines d’application, ainsi une
rappelle des travaux bibliographiques effectués sur les bases de Schiff

pénicilliniques et fluorés et leurs activités biologiques.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la description des techniques et

protocoles expérimentaux mis en ceuvre pour réaliser ce travail.

Enfin les résultats obtenus de la synthése; de la caractérisation
spectrale et D’identification des structures de nos composés et leurs activités
antibactériennes, antifongiques et antioxydants sont interprétés a la lumicre

de la littérature. Le travail est cloturé par une conclusion et des perspectives.
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CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Dans ce chapitre nous allons décrire dans un premier temps, des généralités
sur les bases de Schiff ; puis un bref rappel bibliographique résumant les principaux
travaux liés a la préparation des bases de Schiff pénicillinique et fluorés et leurs

activités biologiques s'avére nécessaire.

I-1 Rappel théorique sur les bases de Schiff

Les ligands bases de Schiff représentent un réle important dans différents
domaines de la chimie. En effet, des efforts considérables ont été¢ déployés pour
développer les méthodes de synthése de ces composes, qui ont suscité, pendant trés
longtemps une attention trés particuliére chez beaucoup de chercheurs en se basant sur
leur importance dans le domaine biologique, médicinale, pharmaceutique ainsi que

dans le domaine industriel.

I-1-1 Définition des bases de Schiff :

Les bases de Schiff portent réellement le nom de leur inventeur Hugo Schiff
(1834-1915) qui fut le premier chimiste a synthétiser ce type de composés en 1864 [2,
19].

v' Une base de Schiff est définie comme tout produit comportant une
fonction imine dont I'un des constituants sur le carbone ou sur 1’azote, est un
groupement aromatique [20, 21]

v' Une base de Schiff est définie comme étant la condensation d'une
amine primaire avec une cétone ou un aldéhyde. Par extension, on appelle base de
Schiff tout produit comportant une double liaison C=N issue de la réaction entre un

azote nucléophile et un composé carbonylé[22, 23].

Les bases de Schiff ont la structure générale suivante (Figure I-1) :
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Figure I-1: la Structure générale d’une base de Schiff.

Ou R, R’ et/ou R= aryle ou alkyle.

En effet, les groupes imines ou azométhines sont présents dans différents
produits naturels, composés dérivés d’un produit naturel, et composé non-naturel, la
figure 1.2 montre certains exemples. Le groupe imine présent dans ces composés a été

démontré d'étre indispensable a leurs activités biologiques [6, 24, 25].

OH

OH

Ancistrocladidine

bases de Schiff dérivées du Chitosane. N-(Salicylidene)-2-hydroxyaniline

composés dérivés
d'un produit naturel

[ produit naturel ] ‘ composé synthétisé ’

Figure 1.2 : Exemples de bases de Schiff bioactives, produit naturels, composés
dérivés d’un produit naturel, et composé€ non-naturel [26]
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I-1-2 Formation des bases de Schiff

La base de Schiff est formée par une réaction de condensation d’un aldéhyde
ou d’une cétone sur ’amine primaire quelle soit aliphatique ou aromatique comme

cela est illustré par le schéma suivant :

1
'

R R
>:o + R'—NH, —N—~R" + H,0

R R

Schéma I.1: Réaction générale de la formation d’une base de Schiff.

(R, R’ et R" =alkyle ou aryle groupe)

Les bases de Schiff qui contiennent le groupe aryle comme substituant sont

considérées les plus stable, compte tenu d’une plus large délocalisation électronique sur la

surface de la molécule. Ces derni¢res sont faciles a synthétisée. Quant aux bases de Schiff

de la série aliphatique, elles sont relativement moins stables que les aromatiques. Notons

que les bases de Schiff issues de la condensation des aldéhydes aliphatiques sont

relativement moins stables et facilement polymérisable[2, 27].

La formation des bases de Schiff a partir d’un aldéhyde ou une cétone est une

réaction réversible et s'effectue généralement sous catalyse acide ou basique, ou

chauffage[27].

0 OH NR"

—

par

RJLR' + R—NH, ==—= R % R =—= /< +  HO

NHR" R

Aldehyde . . o .
ou Cétone amine primaire carbinolamine imine N-substitué

Schéma 1.2: La séquence réactionnel pour la synthése d’une base de Schiff

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

stark »[2].

La premicre étape dans cette réaction c’est 1’attaque de nucléophile de 1’atome
d’azote de I’amine sur le carbone de carbonyle, qui conduit & un intermédiaire instable
nommé carbinolamine, dont un atome de carbone est porteur de deux fonctions

¢lecroattractrices (la fonction hydroxyle et la fonction amine NHR)[10, 27].

La réaction peut adopter le chemin inverse conduisant a la formation des produits
de départ. Enfin, lorsque le groupe hydroxyle se trouve éliminé, la fonction imine C=N est
aussitot formée et la base de Schiff est alors obtenue. Il est a noter que beaucoup de
facteurs peuvent affecter le cours de cette réaction de condensation, par exemple le pH de

solution, I’effet stérique ainsi que les effets électroniques.

Comme I’amine est basique, elle est rapidement protonée dans le milieu acide
faisant en sorte qu’elle ne peut plus fonctionner comme agent nucléophile et par
conséquent la réaction ne peut pas avoir lieu. En outre, dans un milieu fortement basique,
la réaction est empéchée a cause de I’absence de protons dans le milieu réactionnel qui
provoquent ’attaque de 1’hydroxyle du carbinolamine conduisant a la formation de la base

de Schiff et I’eau [2, 27].



CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

OH H,

| H' |~
R,C—N—R =——— RzC'CN—R

\C:N/ + I‘I3()Jr

Schéma 1.3: Réaction de déshydratation d’une base de Schiff catalysé par un acide.

Généralement les aldéhydes réagissent plus vite que les cétones dans ces réactions
de condensation puisque la base de Schiff résultante de 1’aldéhyde présente moins de
génes stériques que ceux d’une cétone. De plus, la densité électronique sur 1’atome de
carbone du groupe carbonyle est plus faible dans le cas de la cétone que dans le cas de
I’aldéhyde faisant en sorte que I’efficacité de I’attaque nucléophile de I’amine est régulée

en tant que telle[2].

Les bases de Schiff sont généralement des solides qui précipitent au fur et a
mesure de leur formation dans le milieu réactionnel facilitant ainsi leur éventuelle

séparation qui peut étre aisément réalisée par filtration.
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Un autre schéma explique le mécanisme de formation d’une base de Schiff

©
O R
g \ b
’/\ ' L R— ?_ll\I_H
R/ ~n H H
proton
transfer
H. ®_H OH
(0] | R
G ™ il R—C—N
R—C—N B
| g +H* | \H
H H
+H,0 | -H,0 carbinolamine
_ R'\
Hg R H\ @R H* N
N \
R/ H R - +H R
iminium ion - imine

Schéma 1.4: Mécanisme de formation d’une base de Schiff [10]

Comme est de coutume dans les réactions catalytiques d’employer des quantités

infimes de catalyseur, c’est effectivement le cas ici afin d’assurer 1’attaque nucléophile de
I’amine sinon la base de Schiff ne serait jamais formée.
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I-1-3 Classification des bases de Schiff

Les ligands bases de Schiff sont doués d'une aptitude a former des liaisons de
coordination avec les métaux de transition selon les conditions de réactions utilisées. La
littérature a consacré beaucoup d’efforts a la chimie de coordination particulierement au
cours des deux derni¢res décennies ou I’on a assisté a une production scientifique
extrémement fertile compte tenu d’une activité de recherche trés intense , on note qu’ils
sont focalisés essentiellement sur la complexation des ligands bases de Schiff avec les

métaux de transition[2, 23].

Ces ligands sont en général des molécules organiques possédant des atomes
donneurs d’électrons au sens de Lewis. Ces composés peuvent alors étre classifiés comme
monodentate, bidentate et polydentate basés sur le nombre de sites de coordination du

ligand[28].

Les exemples dans le Tableau I.1 donnés ci-aprés montrent les différents types

de structures de ces bases de Schiff
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Tableau I.1 : Différents types de bases de Schiff

Ligand monodentate

T
C

(E)-N-benzylidenemethanamine [23].

Ligand bidentate
S S —
on s
(L L
_— Y
/
y [30]

2-(fluoroiminomethyl)phenol [29].

Ligand tridentate

R
ﬂ'i "
OH N

N
L)
OH HO

1-(3-hydroxypropyliminomethyl)

I
(1-(2-(methylamino)
ethylimino)ethyl) naphthalene-1-o0l [32].

Ligand tétradentate

naphthalene-2-ol [31]

IEa;
Qo

N,N’-bis((2-hydroxy-1 naphthyl)methylidene)phenyl-1,2-
diamine [33].

|\ —N N= |\
~N N~

N,N’-bis(1-(pyridin-2-yl)ethylidene)
propane-1,3-diamine] [34].

Ligand pentadentate
N
H__— N OH HO
OH HO
Br
[35] [36]
Ligand hexadentate

o =N H
2,2’-{1,2-phenylenebis[methyleneoxy-2,1-
phenylene(Z)methylylidene-nitrilo] } dibenzenethiol [37].

10
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I-1-4 Différentes méthodes de synthése des imine

La premiére préparation des imines a été rapportée au 19°™ siécle par Schiff
(1864). Depuis, diverses méthodes de synthése des imines ont été décrites[38]. La synthése
classique rapportée par Schiff implique la condensation d'un composé carbonyle avec une

amine sous une distillation azéotropique[26].

Des tamis moléculaires sont alors utilisés pour éliminer complétement 1'eau
formée dans le systéme [39]. Dans les années 90, une méthode d'élimination de 1'eau a été
mise au point en utilisant des solvants déshydratants tels que 1'orthosilicate de tétraméthyle

ou l'orthoformiate de triméthyle [40, 41].

En 2004, Chakraborti et al [42] ont démontré que l'efficacité de ces méthodes
dépend de l'utilisation de composés carbonyles fortement électrophiles et d'amines
fortement nucléophiles. Ils ont proposé comme alternative l'utilisation de substances qui
fonctionnent comme des acides de Brensted-Lowry ou de Lewis pour activer le groupe
carbonyle des aldéhydes, catalyser l'attaque nucléophile par les amines et déshydrater le
systéme, éliminant l'eau comme étape finale [42]. Des exemples d'acides de Brensted-
Lowry ou de Lewis utilisés pour la synthése de bases de Schiff comprennent ZnCl,, TiCly,
PPTS, Ti(OR)4, H,SO4, NaHCO3, Mg (ClO4),, CH3;COOH, Er(OTf);, P,Os/Al,O3, HCI
[42-54].

Au cours des 12 derniéres années, un certain nombre d'innovations et de nouvelles
techniques ont été rapportées, y compris l'utilisation de ['irradiation de micro-ondes /sans
solvant , la synthése a 1'état solide, , [bmim] BF, /tamis molecular, Irradiation de I’infra-
rouge /sans solvant, NaHSO,4.SiO, / micro-ondes / sans solvant, sans solvant / CaO /
micro-ondes et irradiation de ultrasons / silice [55-63].

Parmi ces innovations, l'irradiation par micro-ondes a été largement utilisée en
raison de sa simplicité opérationnelle[62]. L'utilisation de l'irradiation micro-ondes a

commence avec les études indépendantes de Rousell et Majetich [64, 65].

11
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L'irradiation par micro-ondes est moins problématique sur le plan de
I'environnement que d'autres méthodes, car elle supprime 1'utilisation excessive de solvants
aromatiques et de 1'appareil Dean-Stark pour 1'élimination azéotropique de I'eau. Une autre
caractéristique de cette technique est que les réactions atteignent une efficacité ¢levée dans

un laps de temps plus court[26].

I-1-5 Bases de Schiff et activités biologiques

Depuis quelques années, on assiste a travers la littérature scientifique a un intérét
concernant les bases de Schiff qui présentent des activités biologiques spécifiques en
général reliées a la présence de ce groupement fonctionnel. Je citerai ici quelques exemples
récents concernant diverses pathologies et maladies majeures en relation avec des activités

antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire, anticancéreuse ...

I-1-5-1 Activité antibactérienne

L'augmentation du taux de mortalité associ¢é a des maladies infectieuses est
directement liée a plusieurs bactéries présentant une résistance aux antibiotiques. Le
manque de traitements efficaces est la principale cause de ce probléme[66, 67]. Le
développement de nouveaux agents antibactériens avec des mécanismes d'action plus
efficaces est sans aucun doute un besoin médical urgent[68]. Les bases de Schiff ont été

présentées comme agents antibactériens prometteurs.

Plus récemment, G.G. Mohamed et coll [69]. Ont rapporté en 2015 la synthese et
I’activité antibactérienne de [NI1,N3-bis(furan-2-ylmethylene)propane-1,3-diamine] 1
(figure I . 3) contre des bactéries de Gram négatives (Escherichia coli et Proteus vulgaris)
et Gram positif (Bacillus vulgaris et Staphylococcus pyogones). Les auteurs ont montré
que le ligand de base de Schiff s'est révélé avoir une activité modérée contre toutes les

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

12
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SYSNYS
~ /N\/\/N\ 0

Figure 1.3 : N,N-bis(furan-2ylmethylene)propane-1,3-diamine (1)

Ainsi, dans un article récent Abdel-Rahman et coll [12], ont congu, synthétisé et
¢tudi¢é une base de Schiff a partire de 2-amino-3-hydroxypyridine et 3-
methoxysalicylaldehyde. Leurs études de l’activité antibactérienne ont montré que le
ligand 2 a une moyenne efficacité antibactérienne contre des bactéries de Gram négatives

(Escherichia coli, Serratia marcescence) et Gram positif (Microccus luteus).

OH

OH N _~

Figure 1.4: 2-[(2-hydroxy-3-methoxy-benzylidene)-amino]-pyridin-3-ol (2)

I-1-5-2  Activité antifongique

Les infections fongiques ne sont généralement pas limitées aux tissus superficiels.
En effet, une augmentation significative de la vie en danger par les infections fongiques
systémiques a été rapportée [70]. La recherche et le développement des traitements les plus
efficaces des agents antifongiques sont nécessaires[71, 72], et certaines des bases de Schiff

décrites, sont connues pour €tre des agents antifongiques prometteurs.

Les composés 3 et 4 (figure 1.5) sont des exemples de bases de Schiff dérivées du
Chitosane ayant une activité antifongique. Ils inhibent la croissance de Botrytis cinerea et
Colletotrichum lagenarium de 26-33% et 35-38% lorsqu'ils sont utilisés a 1000 ppm,

respectivement [6].

13
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OH

R=H (3) ou OH (4)

Figure 1.5 : bases de Schiff dérivées du Chitosane.

I-1-5-3  Activité anti-inflammatoire

Les réactions inflammatoires sont induites par les infections microbiennes et
virales; l'exposition aux allergénes, les radiations et les produits chimiques toxiques, les
maladies auto-immunes et chroniques, 1'obésité, la consommation d'alcool, l'utilisation de

tabac, et une alimentation riche en calories[73, 74].

Plus récemment, en 2015 Rakesh, K et coll [75], ont rapporté la synthese et in
vitro activité anti-inflammatoire des bases de Schiff de dérivés de quinazolinone .

Les composés (5) et (6) (Figure 1.6), présentaient une excellente activité avec des
valeurs ICsy 84, 67uM/mL, respectivement, beaucoup mieux que l'aspirine standard (ICso =
166 uM/mL). La Cls a été déterminée pour les composés présentant une concentration

d'inhibition supérieure a 50%

14
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Q o)
dj\/NH ‘i \H o cl
N)\Aff ‘N/\©\ N/)\A)J\N’N\
o) o H
5) 6)

Figure 1.6 : Bases de Schiff de dérivés de quinazolinone

I-1-5-4  Activités anticancéreuse

Par définition, Le cancer est une tumeur maligne qui est une maladie caractérisée
par une prolifération cellulaire anormalement importante au sein d’un tissu normal de
I’organisme conduisant a I’envahissement des tissus voisins par une croissance illimitée,
l'invasion et la métastase des cellules [76, 77]. Le cancer est une cause majeure de déces
dans le monde, particulierement dans les pays a faibles revenus ou a revenus intermédiaires

[78]. Les bases de Schiff ont été présentées comme agents anticancéreux prometteurs.

En 2016 Abdel-Rahman et al [12] ont rapporté la synthése et Dactivité
anticancéreuse des trois complexes de Fe (II), Cd (II) et Zn (II) avec une base de Schiff
dérivée de la 2-amino-3 hydroxypyridine et du 3-méthoxysalicylaldéhyde.

Les auteurs ont montré que les résultats de la cytotoxicité indiquent que tous les
complexes testés ont démontré une cytotoxicité¢ puissante (ICsy = 4,55-8,44 ug/ml) vis-a-
vis des cellules cancéreuses HCT-116 et une cytotoxicité puissante (ICso = 1,45-6,75
pg/ml) contre les cellules cancéreuses HepG-2. Le complexe Cadmium (7) a présenté
l'effet de cytotoxicité le plus élevé avec une valeur Clsy de 4,55 pg/ml, suivi du complexe
(8) avec une valeur de Clsy de 5,46 ug/ml et ensuite complexe (9) avec une valeur de Cls
de 8,44 ng/ml dans le cas de cellules cancéreuses HCT- 116. Le complexe de cadmium (7)
a présenté l'effet de cytotoxicité le plus €élevé avec une valeur de Clsy de 1,45 pg/ml, suivi
du complexe(8) avec une valeur de Clsy de 1,76 pg/ml puis complexe (9) avec une valeur
de Clsp de 6,75 pg/ml dans le cas de cellules cancéreuses HepG- 2. Il a été repéré

également que tous les complexes sont plus puissants que le ligand libre.

15
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C— Sy
@H T/O H,0 EZT o 4H;0
O'm Ol '7n

M= Cd(I) (7) ()]
M= Fe(II) (8)

Figure 1.7 : complexes base de Schiff dérivée de 2-amino-3 hydroxypyridine et
du 3-méthoxysalicylaldéhyde.

I-1-5-5  Activité antioxydante

Un antioxydant peut étre défini comme étant toute substance capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats
oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats[78]. En d’autres
termes, un antioxydant est une substance qui, en faible concentration comparativement a la
quantité¢ des substances oxydables telles les especes oxygénées réactives (ROS), retarde
significativement ou prévient 1’oxydation des substrats comme les lipides, les protéines, les
DNA et les carbohydrates. Les bases de Schiff ont été présentées ¢galement comme agents

antioxydante prometteurs.

Kumar. M et coll [79]. Ont rapporté en 2014 la synthese et ’activité antioxydante
d’une série de base de Schiff dérivés de cholestérol (10a-j).

Les composés (10b; 10d ; 10j) présentait une excellente activité antioxydante
que la vitamine C (ICso= 32,50uM) avec des valeurs de Clso (12,53, 13,75 et 13,90 uM)

respectivement, dans le dosage de DPPH.
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(o)
Composés R n
10a H 4
10b OH 4
10c H 5
10d OH 5
10° H 6
10f OH 6
10g H 8
10h OH 8
10i H 10
10j OH 10

Figure 1.8: Cholesteryl-n-(4-((E)-(4’-cyanobiphenyl-4-ylimino) methyl)- phenoxy ou 3-
hydroxyphenoxy) alkanoates
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I-2 Rappel sur la synthése et les applications des bases de Schiff

pénicillinique et fluoré
Dans notre travail, nous nous sommes intéressés plus particulierement aux bases de

Schiff pénicillinique et fluoré :

I-2-1 Les bases de Schiff pénicilliniques

La pénicilline se considére parmi les plus importants antibiotiques découvert pour
la premier fois par Fleming en 1929 a travers sa remarque fut sur ’arrét de 1’évolution de
la bactérie staphylocoque aprés qu’une moisissure est tombé dans 1’exemple de teste, et
Fleming a attribué¢ ca a I’influence d’une substance produite par la moisissure et il
I’appelée « pénicilline » que sa moindre quantité peut tuer les microbes elle a été utilisée
en 1941 pour la premiére fois dans le traitement médical[80-82].

Les pénicillines ont en commun une structure de base qui est I’acide 6-
aminopénicillanique (acide-6-amino-3, 3 -diméyhyl-7-oxo0-4- thia-1 -azabicyclo [3.2.0]
heptane -2- carboxylique) formé par I’association de noyau béta-lactame et du noyau
thiazolidine. Les pénicillines se distinguent les unes des autres par la nature du radical R 1ié

au noyau.

N
>/ -
N
CH;

Noyau beta COOH
lactame

Noyau
thiazolidine

Figure 1.9 : la structure générale des pénicillines.

Les ¢études bibliographiques ont montré que les bases de Schiff pénicillinique ont
une activité biologique importante a cause de leur structure qui contient le groupe imine
(C=N) et le noyau des pénicillines 1’acide 6-aminopénicillanique, et en ce qui concerne la
synthése de ce type des bases de Schiff et leurs activités, on peut particulierement citer les

travaux suivants :
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En 1994, L Bonsignore et al [83] ; ont rapporté la synthése des bases de Schiff
pénicilliniques (11,.,) par une condensation de [’acide 6-aminopénicillanique et 2-
hydroxybenzaldehydes substitués. Les réactions ont été effectuées dans 1’éthanol (95%)
avec Iml de I’acide acétique glacial comme un catalyseur a une température est égal a

40 °C et a reflux pendant 72 heurs.

Les bases de Schiff ont été préparées avec de rendements raisonnables allant de
30- 96%, et caractérisés par les techniques spectroscopiques (RMN 'H et IR). Ces
composés ont montré une meilleure activité antibactérienne par apport a 1’ampicilline
(100pg/ml) dans le cas de composé 11, contre la souche bactérienne S. aureus avec une

valeur de CMI égale a 25ng/ml.

Le schéma donné ci-dessous explique la réaction de formation des bases de Schiff

pénicilliniques (11,-n):

s HC—N
R Chs Acide acmque R \2<
a reflux 72h

R" COOH
COOH
11a-h

Composés | R R’ R” | R””

11a H H |OCF;| H

11b H OH H OH

11c H H Br H

11d Br H Br H

11° H |OCHs;| H H

11f H H Cl H

11g Cl H Cl H

11h H H NO2 | H

Schéma 1.5: la réaction de formation des bases de Schiff pénicilliniques (11,.1,).
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Ainsi, en 1995 Yatsimirskaya, N et coll [84], ont rapporté la synthése et la
détermination spectrophotométrique d'acides 6-aminopénicillaniques comme une novelle
base de Schiff avec para-diméthylaminobenzaldéhyde en présence de micelles de

dodécylsulfate de sodium.

—_—
_—

CH3 //_N CH3
COOH COOH

N S CHs Me2N~©»C:N—~rS CH,
MeQNOCHo s H + H0
N
0

DAB 6APA

Schéma 1.6: La synthése de 6-(4-(dimethylamino) benzylideneamino)-3,3-dimethyl-7-
ox0-4-thia-1-aza-bicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid

Enfin, je rapporte dans cette derniere partie les travaux de S. JOSHI et coll [18],
concernant la synthése, la caractérisation et 1’étude de I’activité biologique d’une nouvelle
base de Schiff (12) qui produite par une réaction équimolaire de p-chlorobenzaldehyde
avec I’amoxicillin trihydrate . La réaction a été effectuée a reflux dans le méthanol avec
0,1% du KOH comme catalyseur pendant 4 heurs. La base de Schiff a été préparée avec
78% de rendements et caractérisés par les techniques spectroscopiques (RMN 'H et IR) et
par I’analyse élémentaire (C, H et N). Ce composé a montré une activité antibactérienne

importante.
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CHO
H
o Leow T T
NH; —N~_/ CH
3
0 Cl

COOH

Amoxicillin trihydrate p-chlorobenzaldehde

Methanol
'HZO 4hrs
40-60°C
H S
HOO¢—CONH/ CHa
N\ —N—_/ CH
3
cH ©
COOH
Cl

Schéma 1.7 : synthese de base de Schiff pénicillinique (12)

[-2-2 Les bases de Schiff fluorées

Les composés fluorés sont d'un grand intérét pour le chimiste en raison des propriétés
particulieres induites par la présence d'un ou plusieurs atomes de fluor. Ils sont devenus
une part importante de la recherche, notamment dans l'industrie pharmaceutique,
agrochimique et des polymeres. Leurs applications sont nombreuses: colorants, surfactants,
gaz propulseurs pour aérosols ou inhalateurs, cristaux liquides, anesthésiques, pesticides,
substituts sanguins, revétements de poéles a frire, textiles. On retrouve également des
composés fluorés dans quasi toutes les classes de médicaments (antitumoraux, anti-

infectieux, anti-inflammatoires, médicaments du systeme nerveux central...) [85-87].
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En effet, les bases de Schiff fluorés sont trés intéressantes, principalement en
biologie, et en ce qui concerne la synthése de ce type des bases de Schiff et leurs activités,

nous allons tenter de citer les travaux les plus récents.

Plus récemment, en 2015 Alcives Avila-Sorrosa et coll [88], ont rapporté la
synthese, la caractérisation et 1’activité biologique des nouveaux bases de Schiff fluorées
1-6 du type [C6 H4 -1- (OH) -3- (CH = NArF)]. Les auteurs ont synthétis€¢ ces composés
par une réaction de condensation de 3-hydroxybenzaldehyde et différentes anilines fluorées
avec l'utilisation des tamis moléculaires activés de 4 A dans le CH,Cl, (Schéma 1.8).

Le mélange réactionnel a €t¢ maintenu a température ambiante sous atmospheére de
dinitrogene pendant 48 h. La série de bases de Schiff fluorées a été obtenue sous forme de
solides microcristallins avec de bons rendements.

La caractérisation structurale a été effectu¢ par des techniques spectroscopiques
communes telles que IR, RMN lH, RMN 13C, spectrométrie de masse, analyse élémentaire

el I’analyse de diffraction des rayons X.

L'exploration de l'activité antibactérienne contre des bactéries gram-positives et des
bactéries gram-négatives a montré que ces composés incluant les substituants F ou CF3 aux
positions méta, c'est-a-dire [Ce¢Hs-1-(OH)-3-(CH=NC¢Hs-3,5- F»)](3), [CsHs-1-(OH)-
3(CH=NC¢H4-3-CF3)] (5), [CsHa-1-(OH)-3-(CH=NC¢H3-3,5- (CF3),)] (6), pour étre les

meilleurs lorsque leurs activité est comparée contre 1'ampicilline.
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TM 4A°
+ N H2 —Ar —_—
HO | CH,Cl,, Tambiante HO |
o N

SAr
-~ F F
D O
N/©/ N N F
(1) (2) (3)
N—ar = < CF3 CFs
o ij Q
NI;/ N N CF3
F
o (4) (5) (6)

Schéma 1.8 : synthése des bases de Schiff fluorées

Ainsi, en 2015 Pang, W et al [89], ont rapporté la synthése, la caractérisation
et I’étude comparative d'une série de bases de Schiff fluorées 1a—b, 2a-b et 3a-b. Les
réactions ont été effectuées sous des conditions déférentes. Le tableau suivant

regroupe les solvants, les températures et les rendements des ces produits.

Tableau 1.2 : les déférentes conditions et les rendements de la réaction de

bases de Schiff fluorées
Composés Solvant Température Temps De Rendement
Réaction (h) (%)
Dichloromethane 120 C° 16 67
la (solvant
d’extraction)
1b Ethanol A reflux 2 63
2a Ethanol A reflux 2 45
2b Dichloromethane Ambiante 24 50
3a Dichloromethane Ambiante 24 79
3b Toluene A reflux 20 66
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La caractérisation structurale de ces composés a ¢été effectué¢ par des
techniques spectroscopiques communes telles que IR, RMN 'H, RMN "C,
spectrométrie de masse, analyse ¢lémentaire el I’analyse de diffraction des rayons X.

Les structures de ces bases de Schiff sont représentées ci-dessous (Figure

1.10):

R F AROF
O O
‘c c N N
PO 0
- F FH
1a

1b

H
F C, R F F N, HFR F
FF ! F F FH F
H
F F F F
2a 2b
R F NS
¢ \
v 0
£ F FH »
HO
3a 3b

Figure 1.10 : structures des bases de Schiff fluorées.

Clest aussi en 2013 Kumar, B.N.P et al [90], ont utilis¢ le 2,6-
diflurobenzohydrazide 1 et le 4-fluorophénylisothiocyanate comme réactifs de départ
pour synthétiser le 5-(2,6 diflurophenyl)-N-(4-fluorophényl)-4H-1,2,4-triazole -3,4-
diamine 3. En outre, le composé 3 réagit avec des fluoro-benzaldéhydes substitués
pour donner une série de bases de Schiff 4 (a-j). Tous ces composés ont été

caractérisés en utilisant IR, RMN ]H, RMN ! C, MS et analyses ¢lémentaires.
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Les nouveaux composés ont été évalués pour leur effet antiprolifératif en

utilisant la méthode d'essai MTT contre quatre lignées de cellules cancéreuses

humaines (K562, COLO-205, MDA-MB231 et IMR-32) pendant la période de 24

heures. Parmi les séries, les composés 4f, 4g et 4h présentaient une bonne activité sur

toutes les lignées cellulaires sauf K562, tandis que les autres composés de la série

présentaient une activité modérée. Le tableau suivant représente la structure chimique

et les propriétés physiques des nouvelles bases de Schiff 4 (a-j).

Tableau 1.3 : la structure chimique et les propriétés physiques des nouvelles
bases de Schiff 4 (a-j)
Composé R Structure Rendement | Point de fusion
0/0 CO
F N—N F
AT
4a ©/ - E\j 81 154-156
F _ F
4b /©/ F ”3\ 84 163-165
F
F N—N F
t Ot
F N? 86 162-164
F F
F N—N F
F Q/&NXNO
ad Ei( N 81 168-170
F Cl
Cl
F
4° (>\/ F N? 85 161-163
F
o=
af @ S 87 184-186
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4g

84

185-187

4h

SxWe
Oy
FoN F
-F
=7

86

184-186

4i

78

166-168

-

79

172-174

I-3 Conclusion 1 :

Au cours de cette ¢tude bibliographique nous avons montré la diversité des

méthodes de synthése des bases de Schiff qu’ont été largement explorées pour des

applications industrielles.

Toutefois, 'activité biologique des composés bases de Schiff mérite une ¢tude

plus approfondie. Bien que la recherche sur ce sujet soit a son début, un certain

nombre de rapports de divulguer les effets des bases de Schiff sur les agents

pathogeénes d'intérét clinique ont été récemment augmenté. Les composés, base de

Schiff ont été révélés comme des pistes prometteuses pour la conception d’agents

antimicrobiens plus efficace. Les progrés dans ce domaine, demande une analyse des

relations structure-activité des bases de Schiff, ainsi que le mécanisme d'action de ces

COmpos€s.
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II- Matériels et méthodes

Le présent travail consiste, au préalable, en la synthése de deux types de bases
de Schiff, fluorées et pénicilliniques. Ensuite ces composés seront appliqués dans le
domaine biologique par [’étude de leurs activités notamment 1’activité

antibactérienne, antifungique et antioxydant.

Dans cette partie expérimentale nous avons présenté les deux axes de
recherche ;
Le premier axe, est consacré a réaliser les étapes suivantes :

e la synthése des bases de Schiff pénicilliniques.

e la synthése des bases de Schiff fluorés.

e (aractérisation et identification de la structure par les méthodes
spectroscopiques notamment spectrométrie UV/ visible, spectrométrie IR,
spectrométrie résonance magnétique nucléaire et la méthode chromatographique en
phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (GC/MS).

Dans le deuxiéme axe :

e L’¢tude du pouvoir antibactérien des bases de Schiff vis-a-vis des souches
bactériennes (Gram (+) / Gram (-)) apres solubilisation des composés dans le
DMSO.

e [’étude du pouvoir antifongique des bases de Schiff vis-a-vis une souche
fongique par la méthode de diffusion de disque.

e [’étude du pouvoir antioxydant des bases de Schiff par la méthode de DPPH.

Les réactions de synthése de nos composés ont été réalisées au laboratoire de

Génie des Procédés de la faculté des sciences appliquées de I’université Kasdi Merbah

Ouargla.
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] Synthese et
préparation des
réactifs
Bases de Schiff Bases de Schiff
fluorées pénicilliniques
Analyse physico-chimique et Analyses
caractérisation spectroscopique biologiques
Point de CCM UV/visible IR GC-MS RMN 'H
fusion
Activité Activité Activité
Antioxydante Antibactérienne Antifongique
l Méthade de DPPH Méthode de diffusion de disque Méthode de diffusion de disque

Figure I1.1: Diagramme général de la procédure expérimentale.
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II-1  Partie syntheése :

Comme nous 1’avons signalé dans le Chapitre I, les réactions de condensation
entre un aldéhyde et une amine ont permis de synthétiser les bases de Schiff. Les
travaux publiés par les différents chercheurs ont montré, en particulier, 1’intérét
d’utiliser un catalyseur tel qu’un acide organique (acide formique) ou minéral (HCI,
H,SOy,, etc...) ou une base (NaOH) lors de la réaction de condensation entre une

amine et un aldéhyde [27].

La caractérisation des bases de Schiff est habituellement réalisée par une
combinaison de méthodes spectroscopiques, de mesures de susceptibilité magnétique
et de détermination du poids moléculaire. Les techniques spectroscopiques constituent

le principal moyen d'élucider la structure moléculaire.

II-1-1 Matieres et méthodes d’analyse

Nous rappelons que tous les produits et solvants présentés dans le tableau II.1

sont utilisés sans aucune purification préalable dans la préparation de nos composés.

Tableau II.1 : les réactifs et les solvants utilisés dans la présente étude

Reéactif /solvant Formule Pureté Marque /fournisseur
Pentafluoropyridine CsFsN 99% ALDRICH
Ammoniac aqueuse NH; g ALDRICH
6APA CsHio2N>O5S 99% CHINA MEHICO ANTIBIOTICAL-

SAIDAL- MEDEA

Benzaldéhyde C7HqO 98% ALDRICH
Salicylaldéhyde C7HgO, 99% ALDRICH
Potassium hydroxide KOH 99% ALDRICH
sulfate de magnésium MgSO,4 98% FLUKA

acide sulfurique H,SO4 95% FLUKA C
Ethanol absolue C,HsO 99 .8% ALDRICH
Meéthanol CH4O 99% ALDRICH
DMSO C,HcOS 99% ALDRICH
THF C4Hz0 99% ALDRICH

29



CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

Diethyle ether C4H,00 98% Prolabo

Ether de pétrole / 94% Biochem Chemopharma
Acétate d’éthyle C4HgO, 99 ,5% ALDRICH
Chloroforme CHCl; 99% Biochem Chemopharma

D’un autre coté, un bref rappel des différentes techniques utilisées pour

renforcer la caractérisation et 1’identification de nos composés est donné ci-dessous.
II-1-1-1 Le Point de fusion

Ce terme désigne le changement d'état d'un matériau quand celui-ci passe d'un
¢tat solide a un état liquide. Le point de fusion est la température exacte nécessaire a
cette transformation et sa détermination est trés importante puisqu'elle est hautement
dépendante de la puret¢ du matériel testé. Cette technique est donc utilisée pour

définir la qualité d'une substance [91, 92].

Les points de fusion ont été¢ déterminés sur un appareil de Gallenhamp
melting points apparatus muni d’un support des tubes capillaires qui portent le

produit. Dans ce travail les points de fusion ont été rapportés sans correction.
II-1-1-2 La Chromatographie Sur Couche Mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode d’analyse et de séparation des
constituants d’échantillon.
La séparation est réalisée sur une fine couche (100—200 um) de phase stationnaire,
généralement a base de gel de silice, déposée sur une plaque rectangulaire de verre, de
plastique ou d’aluminium, de quelques centimetres de coté.
On distingue trois €tapes pour effectuée une séparation par une chromatographie sur
couche mince [93]:

e Dépot de I’échantillon : On commence par déposer un petit volume (compris
entre quelques nanolitres et plusieurs microlitres) de 1’échantillon en solution diluée, a
proximité du bord inférieur de la plaque sous forme d’une tache de 1 a 3 mm de

diameétre.
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Ce dépdt est réalisé soit manuellement, soit de manieére automatique, avec un
tube capillaire La plaque ainsi préparée est introduite dans une cuve spéciale munie
d’un couvercle, au fond de laquelle se trouve un peu de la phase mobile servant
d’¢luant. L’endroit ou I’échantillon se trouve doit étre situé au-dessus du niveau
d’immersion.

e Développement de la plaque : La phase mobile migre par capillarité a travers
la phase stationnaire seéche, entrainant a des vitesses différentes les constituants a
séparer. Le temps de migration (plusieurs minutes) dépend de divers parameétres.
Quand le front de solvant a parcouru une distance considérée comme suffisante
(quelques centimeétres), on retire la plaque de la cuve, on repére la position limite
atteinte par la phase mobile et on évapore cette dernicre.

e Révélation post-chromatographique : La localisation des composés apres
migration se fait sur la plaque débarrassée de 1’¢luant.

Les composés qui donnent des taches invisibles doivent étre « révélés ». A
cette fin la phase stationnaire contient un indicateur consistant en un sel de zinc qui
émet une fluorescence verte lorsqu’on éclaire la plaque au moyen d’une lampe UV a
(A =254 nm). Tout composé¢ qui absorbe a cette longueur d’onde apparait sous forme

d’une tache sombre (ou quelquefois colorée) sur un fond illuminé en vert.

Chaque composé est défini par son Ry, qui correspond a sa migration relative

par rapport au solvant :
Ry = distance parcourue par le soluté/distance parcourue par le front de solvant.

La pureté¢ des produits a été vérifiée sur des plaques CCM de la marque
MERCK constitués d'un gel de silice 60 avec indicateur de fluorescence F254 sur un

support aluminium.
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I1I-1-1-3  L’Ultraviolet - Visible (UV/Vis)

L’absorption des radiations lumineuses par la mati¢re dans la plage spectrale
s’étendant du proche ultraviolet au trés proche infrarouge, soit entre 180 et 1 100 nm,
a été abondamment étudiée d’un point de vue fondamental. Cette partie du spectre est
désignée par I’« UV/Visible », parce qu’elle englobe les radiations perceptibles par
I’ceil humain. La spectrophotométrie d’absorption dans 1’ultraviolet et le visible (UV-
VIS) est une technique d’un age respectable encore tres utilisée dans les laboratoires
et dans I’industrie ces domaines spectral est divisé en trois plages de longueurs d’onde
appelées proche UV (185-400 nm), visible (400-700 nm) et trés proche infrarouge
(700-1 100 nm). La plupart des spectrométres vont de 185 a 900 nm[93, 94].

L’absorption lumineuse a pour origine I’interaction des photons de la source
lumineuse avec les ions ou molécules de 1’échantillon. Ainsi lorsqu’une molécule
isolée absorbe un photon de I’'UV/Visible, I’énergie correspondante est captée par un
ou plusieurs de ses ¢€lectrons superficiels. Il y a alors modification de son énergie
¢lectronique, 1’une des trois composantes avec 1’énergie de rotation et 1’énergie de
vibration de I’énergie mécanique totale de la molécule

Les composés de la chimie organique forment 1’essentiel des études faites en
UV/visible. Les transitions observées ont pour origine les €lectrons des liaisons ¢ ou «
et les doublets non-liants n des atomes tels H, C, N, O. Chaque fois qu’il en est
possible, on indique pour toute bande d’absorption sa nature en relation avec les
orbitales moléculaires concernées et le coefficient d’absorption molaire & (L.mol ™'
:cm ). On distingue les transitions suivantes

66,0 —6,N o1 ,T—T

L’UV/Visible est largement exploité en analyse quantitative, depuis fort
longtemps dans le domaine du visible. Les mesures reposent sur la loi de Beer et
Lambert qui relie dans certaines conditions, 1’absorption de la lumiere a la
concentration d’un composé en solution. La loi de Beer et Lambert présentée ici sous
sa forme actuelle :

A=¢glc

A désigne I’absorbance, parametre optique sans dimension, accessible au
moyen du spectrophotometre, 1 est 1’épaisseur (en cm) de la solution traversée, ¢ la
concentration molaire et € le coefficient d’absorption molaire (L.mol'.cm™) a la

longueur d’onde A a laquelle on fait la mesure. Ce coefficient, (également appelé
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coefficient d’absorbance) propre au composé analysé, dépend en outre de la
température et du solvant. Généralement sa valeur est repérée pour la seule longueur
d’onde du maximum d’absorption[93].

Dans ce travail 1’étude par absorption UV/Vis des bases de Schiff a été
conduite sur un spectrophotometre SHIMADZU UV-1800 pour la base de Schiff
pénicillinique et OPTIZEN (MECASYYS) pour la fluoré. La cellule d’étude, en quartz,
est de 1 cm d’épaisseur, le solvant adéquat pour mener cette étude est le méthanol ou
le DMSO, selon le type de composé. Les spectres €lectroniques ont été tracés dans

I’intervalle de 200 a 800 nm.

II-1-1-4 Spectrométrie infrarouge

Les techniques de spectrophotométrie infrarouge sont utilisées pour la
détermination des groupements fonctionnels permettant de proposer la structure.
Chaque liaison présente des vibrations caractéristiques de fréquence bien déterminée.
Dans les conditions normales de température et de pression, les atomes et les
groupements fonctionnels constituants le composé sont exposés a un rayonnement
¢lectromagnétique[28].

Sous Deffet d’un rayonnement ¢électronique infrarouge, les liaisons
moléculaires absorbent une partie de cette énergie et vibrent selon les mouvements de
différents types (vibrations d’élongation ou de déformation). Le domaine infrarouge,
dans lequel se trouvent les énergies de vibration des liaisons moléculaires, est divisé
en trois zones[95]:

e proche infrarouge : A = 0.8 4 2.5mm (ou v = 4000 a 12500 cm™).
e moyen infrarouge : A =2.5 4 25 mm (ou v = 4002 4000 cm™").

e lointain infrarouge : A =25 a 1000 mm (ou v =10 a 400cm™).

Les analyses en infra rouge ont été menées sur un spectrophotometre FTIR
SHIMADZU IR Affinity-1-, spectrophotometre FTIR Cary 600 series de Agilent
Technologies ou spectrophotométre FTIR SHIMADZU série 2000 a double faisceau,
muni d’un systeme d’acquisition a transformée de Fourier; le KBr est le support

utilisé pour la préparation des pastilles, les spectres sont tracés entre 450 et 4000 cm ™.
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II-1-1-5 Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN), dont les premiers travaux, vers
1945, sont dus aux physiciens Bloch et Purcell, est trés vite devenue une méthode
spectroscopique polyvalente irremplagable dans divers secteurs de la chimie. La RMN
permet I’étude des composés en solution ou a 1’état solide. Elle sert aussi bien en
analyse quantitative qu’en analyse structurale, mais c’est surtout dans ce dernier
domaine qu’elle fait preuve de toute sa puissance[93, 96].

La meilleure méthode pour obtenir des renseignements structuraux sur les
composés moléculaires, elle revét donc une importance pratique toute particuliére en
chimie organique et en biochimie. Utilisée en complément des méthodes de
spectroscopie optique et de la spectrométriec de masse, elle permet de préciser la
formule développée, la stéréochimie et dans certains cas la conformation du composé
¢tudié. Elle est devenue, pour ces raisons, une des techniques majeures d’étude aussi
bien des structures moléculaires que des cristaux[97].

La RMN tire des informations de I’interaction qui peut apparaitre entre les
noyaux des atomes présents dans I’échantillon quand on le soumet a un champ
magnétique intense et constant, produit par un aimant. Le document de base, fourni
par ces appareils, est le spectre de RMN. Il s’agit d’un diagramme représentant des
signaux de résonance. Pour produire ces signaux, on utilise conjointement un second
champ environ 10 000 fois plus faible que le précédent, en faisant appel a une source

de radiations électromagnétiques du domaine des radiofréquences[96].

Le spectre de RMN résulte de 1’absorption par 1’échantillon de certaines des
fréquences envoyées par cette source €lectromagnétique. L’interprétation des signaux
(position, aspect, intensité¢), conduit a un ensemble de renseignements sur

I’échantillon, d’autant plus facilement interprétables s’il s’agit d’un composé pur [93].

Les spectres RMN 'H des composés synthétisés ont été enregistrés par des
différents spectrometres, le premier a été effectué a I’INRAP (institut national de la
recherche et d’analyse physico-chimique) de Tunisie a 1’aide d’'un BRUKER
Ultrashield Plus 500 spectrométre avec une fréquence de 500 MHz. En utilisant du
DMSO-d6 comme solvant et un étalon interne a température ambiante et le nombre de

balayage est (16-1K).
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Les autres spectres ont été¢ effectués au service analytique et spectroscopique
du Département de chimie, Université de Manchester. Le spectre RMN 'H été
enregistrés a 35 © C a I’aide d’un Perkin Elmer R10 spectrométre a 60 MHz et 54,6
MHz pour le spectre RMN "F. En utilisant du tétraméthylsilane (TMS) comme un
référence pour les spectres RMN 'H, et pour les spectres RMN '°F, les changements
chimiques ont ét¢é mesurés par rapport a l'acide trifluoroacétique (TFA) comme un
référence d'échange extern. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm par

rapport a la référence appropriée.
II-1-1-6  Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (SM) désigne une méthode de caractérisation de la

matiére qui repose sur la détermination des masses atomiques ou moléculaires des
especes individuelles présentes dans 1’échantillon.
Elle est présente dans des secteurs trés divers : chimie organique et inorganique,
biochimie, chimie clinique et environnementale, géochimie. Elle sert a toutes sortes
d’analyses dans le but de déterminer la nature, la composition et méme la structure
¢ventuellement d’échantillons divers pour le respect des réglementations et dans
I’industrie en général[98].

La spectrométrie de masse est basée sur la détermination des masses des
molécules ou atomes présents dans I’échantillon étudié. Pour arriver a ce résultat, on
commence par transformer une tres petite quantité du composé a analyser en ions par
un moyen adapté (bombardement avec des €lectrons, des atomes, des photons...). Ces
ions sont alors soumis, sous un trés bon vide, a ’action d’un champ électrique et /ou
magnétique selon les cas. Les forces qui s’exercent sur ces ions permettent de
déterminer leur rapport masse /charge, donc éventuellement leur nature.

Les résultats sont présentés au moyen d’un graphe appelé spectre de masse sur lequel
figurent les abondances des ions formés classés par ordre croissant de leur rapport
masse/charge. En opérant dans des conditions identiques, la fragmentation est
reproductible et de ce fait, caractéristique du composé étudié. Ce dernier est détruit

par I’analyse [93].
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L’analyse de nos composés a été effectuée a 'INRAP (institut national de la
recherche et d’analyse physico-chimique) de Tunisie, Le chromatographe en phase
gazeuse utilisé est un Agilent 6890, suivi d’un spectrométre de masse type Agilent
5975B a quadripdle de tension d'ionisation de 70 eV. Les colonnes utilisées sont :

e HP-5MS; 5% Phenyl Methyl Siloxane d’une longueur de 30 m et d’un
diamétre interne égale a 0,25mm. L’épaisseur du film étant de 0,25 um
e TR-FAME; d’une longueur de 60 m et d’un diametre interne égale a
0,25mm. L’épaisseur du film étant de 0,25 pum.
Les conditions opératoires sont :
- La température de I’injecteur (mode split) : 250°C
- La programmation de température : de 40 °C a 300 °C a raison de 2°C/min ;

- Le gaz vecteur utilisé est I’Hélium avec un débit de 0.8 ml/min.

II-1-2 La Synthése
II-1-2-1  Syntheése de la base de Schiff pénicillinique

En ce qui concerne la synthese des différents ligands bases de Schiff, on a
choisi comme mode opératoire celui décrit par L Bonsignore et Al[83].
La structure de la base de Schiff pénicillinique BP; est représenté ci-apres

(Figure II-1)

S
HC—N | CH3
@)
COOH

Figure II-2: Structure de 6-(2-hydroxybenzylideneamino)-3,3-dimethyl-7-ox0-4-thia-
1-aza-bicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid (BPy)
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» 6-(2-hydroxybenzylideneamino)-3,3-dimethyl-7-o0xo0-4-thia-1-aza-
bicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid (BP;):

Dans un ballon de 150 ml surmonté d’un réfrigérant. Une solution de
salicylaldehyde (2.442 g, 20 mmol) dans 20 ml du méthanol (MeOH 99%) et 3gouttes
de I’acide H,SO4 concentré a été ajoutée lentement a une suspension de 6-APA (5,19
g, 24 mmol) dans 30 ml du méthanol (MeOH 99%). Le mélange, sous agitation, est
porté au reflux pendant 72 heures.

La réaction a été suivie par CCM (éther de pétrole / acétate d'éthyle: 50/50)
apres la disparition de 1’aldéhyde. Et a la fin de la réaction, le 6-APA n'ayant pas réagi
a été séparé par filtration, le solvant a été évaporé sous pression réduite (évaporateur
rotatifs) et le résidu brut été obtenu a 1’état de pate.

Cette pate est lavée a I’eau puis un précipité orange est obtenu. Ceci a conduit

a BP,.

II-1-2-2  Synthése de la base de Schiff fluorée

Deux méthodes de synthése ont été effectuées, dans le but de préparer ce type

de base de Schiff.

La premiere, en utilisant comme milieu réactionnel le solvant éthanol; cet
essai n’a pas donné le composé désiré, mais on a obtenu un autre nouveau composé ce
qui est le 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine.

La deuxieme , fondé sur 'utilisation de tétrahydrofurane comme le solvant de
la réaction, fut efficace pour conduire a base de Schiff désirée ce qui est le (E)-N

benzylidene-2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-amine.

La premicre étape, I’amine 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine, a été préparée
par une méthode celui décrit par Sekhri.L [99] et a été utilisée comme un réactif de

départ pour la préparation de la base de Schiff fluorée dans la deuxiéme étape.
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> Synthése de 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine (4ATFP)

NH,

F F
AN
~

F N F

Figure II-3: Structure de 4-amino-2,3,5,6-tétrafluoropyridine (4ATFP)

On a synthétis¢ la 4-amino-2,3,5,6-tétrafluoropyridine a partir de 2,3,4,5,6-
pentafluoropyridine (25 g, 148 mmoles) dissoute dans du THF (175 ml) dans un
ballon a fond rond surmonté d’un réfrigérant a reflux pour donner une solution
limpide. Lors de 1'addition d'ammoniac aqueux (0,88, 125 ml), une solution trouble a
¢été produite et une réaction exothermique s'est produite. Le mélange a ensuite été
porté au reflux pendant 18 heures. La solution limpide produite a été versée dans de
I'eau (500 ml) et le mélange entier a ét¢ extrait avec de 1'éther (3 x 75 ml). L'extrait a
été séché par I'utilisation de (MgSQOy,), puis évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif et
le résidu a été libéré des derniéres traces de solvant sous vide, pour donner un solide
creme pale. La recristallisation du matériau brut dans I’éther de pétrole a donné de

longues aiguilles blanches de 4ATFP.

> Synthése de 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine (4AETFP)

NH,

Figure I1-4: Structure de 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine
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Dans un ballon de 50 ml surmonté d’un réfrigérant contenant 0.28 g (5
mmole) de I’hydroxyde de potassium dans 15 ml d’éthanol (EtOH), sont ajoutés a
0.83 g (5 mmole) de 4-amino-2,3,5,6-tétrafluoropyridine, dissoutes dans 5 ml
d’éthanol. Le mélange, sous agitation, est porté¢ au reflux sous atmosphere d’azote
pendant une heure. Ensuite, on a ajouté 0,53 g (5 mmoles) de benzaldéhyde et on a
agité¢ le mélange a température ambiante pendant 72 heures. Une couleur jaune est
observée et la réaction a été suivie par CCM (éther de pétrole/acétone : 95/5%) ; le
brut réactionnel est ensuite vaporisé a I'aide d'un évaporateur rotatif, le résidu a été
libéré des derniéres traces de solvant sous vide, pour donner un solide blanc pale qui a
ensuite ét¢ lavé a 1’eau et recristallisé dans I'é¢thanol pour donner une poudre
microcristalline blanche correspondante a la 2-éthoxy-3,5 , 6-trifluoropyridin-4-amine

(4AETFP).

> Synthése de (E)-N benzylidene-2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-amine

F
N F
(|;4 N
H N
F
F

Figure II-5: Structure de (E)-N benzylidene-2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-amine.

Dans un ballon de 50 ml surmonté d’un réfrigérant contenant 0.28 g (5
mmole) de I’hydroxyde de potassium (KOH) dans 15 ml de THF, sont ajoutés a 0.83
g (5 mmole) de 4-amino-2,3,5,6-tétrafluoropyridine, dissoutes dans 5 ml de THF. Le
mélange, sous agitation, est porté au reflux sous atmosphére d’azote pendant une
heure jusqu'a la solubilité totale de KOH. Ensuite, on a ajouté 0,53 g (5 mmoles) de
benzaldéhyde et on a agité le mélange a température ambiante pendant 2 heures. Un
précipité est observé a la fin de la réaction. Le brut réactionnel est ensuite filtré, lavé

par le THF pour donner une poudre créme correspondante a la (E)-N benzylidene-
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2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-amine. La puret¢ de composé a été controlée par
chromatographie sur couche mince (CCM), en utilisant le dichlorométhane/méthanol

(CH,Cl1,/MeOH : 9.5/0.5, v/v) comme ¢éluant.

II-2  Partie activité biologique

Les molécules synthétisées au cours de ce travail de thése ont été exploitées
pour leurs activités biologiques, notamment leurs activités antibactérienne,
antifongique et antioxydante au niveau de laboratoire de Biotechnologie INRAP

(institut national de la recherche et d’analyse physico-chimique) de Tunisie.

11-2-1 Activité antibactérienne

L’¢évaluation de I’effet antibactérien des bases de Schiff est testée par la
méthode de la diffusion sur gélose selon les recommandations NCCLS [100]. La
méthode des disques est une méthode de diffusion des produits a tester a partir d’un
disque de papier (whatman N°3) qui permet de mesurer qualitativement la sensibilité
des souches aux effets antimicrobiens. La méthode des disques est choisie dans cette
¢tude pour sa fiabilité et sa simplicité. Cette méthode nous fournit des résultats
préliminaires sur la sensibilité des souches et les activités antibactériennes du produit,
grace aux diametres des zones d’inhibition apparaissant autour des disques mesurés
en millimétres.

I1-2-1-1 Souches bactériennes utilisées
Le matériel microbiologique est constitué de cinq souches bactériennes
pathogenes, responsables de certaines maladies infectieuses graves. Ces bactéries sont
- Escherichia coli ATCC 8739 G (-),
- Salmonella typhimurium ATCC14028 G (-),
- Staphylococus aureus ATCC 6538 G (+),
- Enterococcus feacium ATCC 19434 G (+),
- Streptocoque B G (+).

Elles proviennent du laboratoire de Biotechnologie INRAP (institut national

de la recherche et d’analyse physico-chimique) de Tunisie.
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II-2-1-2 Méthode de diffusion sur gélose

Les souches bactériennes a tester sont reprises dans un milieu nutritif agar non
inhibiteur (Mueller—Hinton) afin d’obtenir des colonies isolées. Aprés incubation a
37°C pendant une nuit, 4 a 5 colonies bien isolées sont transférées dans une solution
saline dans un tube a essai. La suspension bactérienne est ajustée en comparaison a un
standard Mc Farland 0,5 (~10° UFC/ml). Aprés I’ajustement, un écouvillonnage est
réalisé et la surface bactérienne est laissée sécher pendant au moins 30 min. Des
disques de papier Whatman de 6mm de diamétre sont placés sur le tapis bactérien a
I’aide d’une pince stérile en appliquant une légere pression sur I’agar, puis des prises
de 15 pl des de différentes concentrations des bases de Schiff sont déposées sur les
disques. Le controle positif utilisé est un agent antibactérien standard qui est
I’ampicilline (10 pg / disque) et du solvant (DMSO) comme témoin négatif pour pour
toutes les souches. L’incubation se fait a 37°C pendant 24h. Le résultat est exprimé en
diametre d’inhibition, les zones d'inhibition claires autour des disques indiquent la

présence d'une activité antimicrobienne. Le test a été exécuté en double.
II-2-2  Activité antifongique

L’¢évaluation de I’effet antifongique des bases de Schiff est testée par la

méme méthode de I’activité antibactérienne avec quelques modifications.
I1I-2-2-1 souche fongique utilisée

La souche fongique provienne du laboratoire de Biotechnologie INRAP
(institut national de la recherche et d’analyse physico-chimique) de Tunisie. Cette

souche est Candida albicans ATCC 10231.
I1-2-2-2  L’activité antifongique par la méthode de diffusion sur gélose

La souche fongique a tester est reprise dans un milieu nutritif agar non
inhibiteur Sabouraud Dextrose Agar (SDA) afin d’obtenir des colonies isolées. Apres
incubation a 37°C pendant une nuit, 4 a 5 colonies bien isolées sont transférées dans
une solution saline dans un tube a essai. La suspension fongique est ajustée en

comparaison & un standard Mc Farland 0,5 (~10° UFC/ml).
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Apres 1’ajustement, un écouvillonnage est réalisé et la surface fongique est
laissée sécher pendant au moins 30 min. Des disques de papier Wattman de 6mm de
diametre sont placés sur le tapis fongique a 1’aide d’une pince stérile en appliquant
une légere pression sur l’agar, puis des prises de 15 pl des de différentes
concentrations des bases de Schiff sont déposées sur les disques. Le contrdle positif
utilisé est un agent antifongique standard qui est la Nystatine (100 pg / disque) et du
solvant (DMSO) comme témoin négatif pour la souche fongique. L’incubation se fait
a 37°C pendant 24h. Le résultat est exprimé en diametre d’inhibition, les zones
d'inhibition claires autour des disques indiquent la présence d'une activité

antimicrobienne. Le test a été exécuté en double.
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Figure I1.6 : Réalisation de la gamme de dilution de BP,, BF,;, 4AETFP
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Milieu de culture (MH) ou (SDA)

Milieu de culture + souches
de chaque bactérie ou souche

fongique
Salmonella Escherichia coli Staphylococus Enterococcus Streptocoque B Candida albicans
typhimurium aureus feacium
v l v v l l
Dépdt des disques de chaque composé Dépét des disques de chaque composé
synthétisé a déférente C synthétisé a déférente C

— O 2 — =/

Incubation a 37°C pendant 24 heurs

Figure I1.7: Protocole expérimentale de 1’essai de I’activité antibactérienne et
antifongique de chaque composé synthétisé (BP;, BF,, 4AETFP).

II-2-3  L’activité antioxydante
I1-2-3-1 Matieres utilisées
- DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)

- Trolox
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I1I-2-3-2 Méthode de DPPH

L’activité antiradicalaire de DPPH" a été déterminée en se basant sur les essais
décrits en 1995 par Brand-Williams et al. [101] avec quelques modifications. Ainsi,
dans un volume de 1 ml, on prépare différentes concentrations de I’extrait a tester
dans le méthanol, on ajoute, ensuite 2 ml de la solution de DPPH' de concentration
0,1 mM. Aprés agitation vigoureuse, le mélange est incubé pendant 1 heure a
I’obscurité et a température ambiante, puis 1’absorbance est mesuré a 515 nm par un
spectrophotometre UV vis (JASCO-V530). Une solution contenant 1 ml de méthanol

et 2 ml de DPPH' considérée comme blanc analytique est préparée en paralléle.

L’estimation de [Dactivité antiradicalaire est exprimée par la valeur du
pourcentage d’inhibition (%]) calculé a I’aide de la formule suivante :
%I = [(Absg — Abs;)/Absg)] x100

Avec Abs, : absorbance du blanc analytique.

Abs; : absorbance de la solution en présence d’extrait.

La courbe donnant la variation du (%I) en fonction des différentes
concentrations de 1’extrait, permet de déterminer 1’activité antiradicalaire ou ECsg
(Efficient Concentration 50%), défini comme étant la quantité d’extrait nécessaire

pour diminuer de moitié la concentration initiale de DPPH

La capacité antioxydante est exprimée en équivalent Trolox (TEAC) ; elle
correspond a la concentration de Trolox ayant la méme activité que la substance a
tester a une concentration. Le résultat est donné en pM ou mM d’équivalent Trolox

par g de produit.
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III- Résultats et discussion

II-1 Partie synthése

D’une maniére générale, les réactions d’addition nucléophile sur des composés
carbonylés permettant de créer des doubles liaisons Carbone-Azote sont généralement

réalisées avec des catalyseurs acides et quelques fois basiques[27].

I1I-1-1  Synthése de 1a base de Schiff pénicillinique BP,

Plusieurs essais ont été réalisés, en jouant sur les conditions opératoires
apportées au milieu réactionnel, confirment I’obtention du produit de condensation;
mais la chromathographie sur couche mince (ccm) montre également la présence d’un

produit secondaire minoritaire (trace) que nous ne sommes pas parvenus a identifier.

La stratégie que nous avons adoptée pour la synthése de la base de Schiff
pénicillinique, 6-(2-hydroxybenzylideneamino)-3,3-dimethyl-7-oxo0-4-thia-1-aza-
bicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid ¢était de condenser I’acide 6-
aminopénicillanique avec du salicylaldéhyde en présence d'une quantité catalytique

d'acide sulfurique sous reflux dans le méthanol.

La réaction est le résultat de I’attaque nucléophile de 1’azote de I’amine sur le
carbonyle de 1’aldéhyde. Ceci entraine la formation de la double liaison carbone-azote
(-C=N-), et la formation de I’imine apres €élimination d’une molécule d’eau, comme

indiqué dans (Schéma IIL.1).

> L’addition est d’autant plus facile que le caractére nucléophile des réactifs
azotés (I’amine) est ¢levé. Inversement, les amines, faibles nucléophiles,
s’additionnent plus facilement sur les aldéhydes en présence d’un acide dont le rdle
est d’activer le groupe carbonyle de cette fonction. L’¢limination d’eau est
relativement facile dans ce cas. Cela montre 1I’importance du pH pour ces réactions

[102].
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Schéma III.1 : Schéma réactionnel conduisant a I’obtention de 1a6-(2-
hydroxybenzylideneamino)-3,3-dimethyl-7-ox0-4-thia-1-aza-bicyclo[3.2.0]heptane-2-
carboxylic acid

III-1-1-1 Propriétés physiques et analytiques
La base de Schiff pénicillinique 6-(2-hydroxybenzylideneamino)-3,3-
dimethyl-7-ox0-4-thia-1-aza-bicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid est obtenu a

1’état de poudre et stable a température ambiante.

Les tests de solubilité sur le composé BP;, les propriétés analytiques et

physiques sont regroupés dans les tableaux III.1 et I11.2.

Tableau II1.1 : Tests de solubilité sur le composé BP,

Acétate
Solvant | méthanol | éthanol | Eau | chloroforme | dichlométhane | DMSO

d’éthyle
Solubilité S S IS S S S IS

S : Soluble ; IS : insoluble
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Tableau II1.2 : Propriétés analytique et physique du composé BP;

Formule Masse Point de fusion | Rendement Etat
Composé | moléculaire | mléculaire °C physique
(%)
BP, CisH17N204S 321 170 55,8 Poudre
(décomposition) orange

Les résultats de tableau III.1 réveélent que le composé BP; est soluble dans la

majorité des solvants organiques usuels et insoluble dans 1’eau.

III-1-1-2 Caractérisations spectrales et identification des structures

Une fois que le composé purifié, nous avons procédé a son identification par

les différentes méthodes spectrales afin de confirmer la structure déja proposée.

1- Analyse par IR

Le spectre infrarouge de composé¢ BP; a été enregistré dans un domaine de

4000-450 cm ™' en utilisant spectrophotométre FTIR SHIMADZU IR Affinity-1.

Les principales bandes de vibration des différents groupements fonctionnels

au sein de structure, sont présentées dans le tableau II1.3 ci-apres Le spectre FT-IR de

BP1 est représenté a la figure I11.1.
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Figure III.1 : Spectre infrarouge du 6-(2-hydroxybenzylideneamino)-3,3-
dimethyl-7-o0x0-4-thia-1-aza-bicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid BP;

L’IR confirme la persistance de la bande d’absorption de la fonction
azométhine (C=N) au voisinage de 1654 cm™. Le spectre présenté montre également
une large bande aux alentours de 3363 cm’' correspondante au groupement OH
phénolique. Des absorptions entre 2831 cm™ et 3056 cm-1 attribuées au (C-H)

aromatique et une bande a 1518cm™ qui est assigné la C=C aromatique et une
autre bande a1778cm’™ forte et intensité qui correspond a la liaison C=0 de I’acide
carboxylique. Comme attendu, aucune bande de vibration N-H attribuable au I’amine

primaire utilisé comme réactifs (3518-3442 cm™) n’est détectée.
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Tableau II1.3: Bandes de vibrations caractéristiques du BP;

Nombre d’onde (cm'l)
Groupement fonctionnel .
observé Rapporté [83, 103]

C=N 1654 1600-1680
OH phénolique 3363 3100-3500
C-H aromatique 2962 3000-3100
C=0 acide carboxylique 1778 1740-1800
C=C aromatique 1518 1480-1585

2- Analyse par UV/Vis

Les spectres UV-vis de BP; et 6APA sont enregistrés dans le domaine (200-800 nm)

en milieu diméthylsulfoxyde (DMSO). Le spectre du BP; présente une bande

d’absorption situées a 264 nm est attribuable a la transition 1 — ©* chromophore

azométhine (C=N), comme cela est montré dans la figure donnée ci-dessous:

1,6
—— B6APA
14 S BP1
HC—N CH;
1,2
OH N\%CH;
o]
1 COOH
Q
S 0§
©
2
% 08
Q
<
04 264
0,2 \_/
o N
.20 300 400 500 600 700 800
Long. D'onde (nm)

Figure I1L.2 : Spectre UV-vis du BP,
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III-1-2  Synthése de la base de Schiff fluorée BF,

> Synthése de 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine (4ATFP)

La premi¢ére étape est la préparation de 1’amine 4-amino-2,3,5,6-
tetrafluoropyridine, par une méthode celui décrit par Sekhri.L [99] selon le la réaction

indiqué dans le schéma II1.2

F NH,
F F F F
N NH; aq AN + HF
=
F N/ F THE F N F

Schéma III.2 : mécanisme réactionnel de la synthése de 4-aminotetrafluoropyridine

Afin de parvenir a synthétisé une base de Schiff fluorée a partir de 1’amine
4ATFP et le benzaldéhyde, plusieurs essais ont été effectués, en jouant sur les
conditions opératoires apportées au milieu réactionnel, nous nous sommes appliqué
une synthése classique implique une réaction d’amine avec le benzaldéhyde a reflux
sous atmosphére d’azote puis par 'utilisation de I’acide sulfurique et 1’acide acétique

glaciale comme des catalyseurs. Ces essais se sont révélés infructueux.

Les difficultés évoquées ci-dessus nous ont conduit a réaliser différemment la
réaction de condensation par l'utilisation d'un catalyseur basique (KOH) dont le role
est d’activer le pouvoir nucléophile d'amine, Selon ce que rapporté par Milcent,R
[102] et Mercier, J.-P.et P. Godard [104], que la substition nucléophile est favorisée
lorsque le pouvoir nucléophile du réactif est élevé, d’une manicere générale le
caractere nucléophile d’un réactif est influencé par plusieurs facteurs parmi lesquels la
basicité, ainsi les anion sont de meilleurs nucléophiles que les éspéce nuetres

corréspondantes car ils sont davantage capables de céder des ¢électrones ;
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L’ion amidure R-NH c’est un base forte et un nucléophile puissant parapport a

I’amine R-NH,

S) S)
R-NH, + B R-NH + BH

Couple amine : R-NH; / amidure : R-NH )

Alors ; la stratégie que nous avons adoptée pour la synthése de la base de
Schiff fluorée était de condenser I’amine 4ATFP avec du benzaldéhyde en présence
de I’hydroxyde de potassium comme catalyseur ; & des quantités équimolaires sous

reflux dans I’éthanol.

» Synthése de 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine (4AETFP)

Tout comme dans la partie précédente, la réaction a été réalisée en présence
du KOH conduisant a la condensation avec un rendement modéré de 33%. Nous
avons trouvé un nouveau produit dont le spectre de masse (figure II.7) ne
correspond pas a la structure proposé pour le produit souhaité, comme indiqué dans le

schéma II1.3

NH, NH,
F N F CHO COH F X F
+
F N/ F KOH, rt F N/ o/\
4AETFP

Schéma II1.3 : mécanisme réactionnel de la synthése de 4AETFP

cependant, lorsque nous avons utilisé¢ de 'EtOH comme solvant, seulement le
4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine a ét¢ produit. On peut interpréter que la
présence de EtO” / EtOH dans le mélange favorise la substitution nucléophile pour
donner 4AETFP au lieu de l'addition nucléophile au groupe carbonyle d'aldéhyde
pour donner la base de Schiff BF;.
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En 2005, Sekhri.L [99] a indiqué que la réaction de la 2,3,5,6-tétrafluoro-4-
(2,4,6-triméthylphénylazo) pyridine avec un équimolaire de méthylate de sodium dans
du methanol a donné le 2,3,5-trifluoro-6-méthoxy -4- (2,4,6-triméthylphénylazo)
pyridine.

Cette réaction est analogue a la réaction que nous avons réalisée dans ce projet
qui implique le condensation de la 4-amino 2,3,5,6-tétrafluoropyridine 1 avec

équimolaire d'EtO” / EtOH.

De plus, la formation du produit 4AETFP fournit une preuve supplémentaire
que la substitution nucléophile dans le composé aminé¢ 4ATFP par Nu (KOEt) est

fortement dirigée vers les positions ortho.

Comme on pouvait s'y attendre, le composé aminé 4ATFP ne nécessite pas
plus que sa propre capicité incorporée pour le retrait d'électrons et il est lui-méme
attaqué par des nucléophiles puissants, par exemple par "OEt (éthoxyde de potassium

KOE?) dans I’ethanol . Le groupe sortant F est aidé par EtOH, HF étant évolué et "OEt

régénéré (Schema I11.4).
NH, NH,
X .
g N 4 HF 4EO
F
N/ t\ ~
N\ " OFt N OEt

Schéma II1.4 : Mécanisme de substitution nucléophile dans 1'amine 4ATFP par Nu
(KOEY)

> Synthése de (E)-N benzylidene-2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-amine

En conservant le méme mode opératoire, cette réaction se déroule en milieu
de THF au lieu de I’éthanol a reflux et en présence du KOH, cette approche nous a

permis d’obtenir la base de Schiff fluoré souhaité avec un rendement acceptable.
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La réaction est le résultat de 1’attaque nucléophile de 1’azote de 1’amine sur le
carbonyle de 1’aldéhyde. Ceci entraine la formation de la double liaison carbone-azote

(-C=N-), et la formation de I’imine apres ¢élimination d’une molécule d’eau, comme

indiqué dans (schéma IIL.5).

NH,
F
F CHO
N THF N F
+ S c~ \
— |
F N F KOH, a reflux H N
F
F

Schéma IIL5 : mécanisme réactionnel de la synthése de BF

I11-1-2-1 Propriétés physiques et analytiques

Les tests de solubilité et les propriétés analytiques et physiques des composés

4ATFP, 4AETFP et BF,; sont regroupés dans les tableaux III. 4 et I11.5

Tableau II1.4: Tests de solubilité sur les composés 4ATFP , 4AETFP et BF,

Solvant Méthanol | éthanol | Eau |chloroforme |dichlomethane | DMSO | Acétate
compose d’éthyle
4ATFP S S IS S S S IS
4AETFP S S IS S S S IS

BF, S S S IS IS S IS

S : Soluble ; IS : insoluble
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Les résultats de tableau II.4 révelent que touts les composés sont solubles
dans la majorité des solvants organiques usuels et insoluble dans 1’eau, sauf le BF; est

soluble dans I’eau.

Tableau IIL.S : Propriétés analytique et physique des composé BF; , 4AETFP,4ATFP

, Formule Masse Point de | Rendement Etat physique
Compos¢ moléculaire | moléculaire | fusion ° C (%) prys
4ATFP CsHoNLFy 166 85-87 80 Aiguilles blanches
longues
Poudre
4AETFP C7H7N,0F; 192 80-83 33 microcristalline
blanche
BF,; C1oHgNF4 254 >250 48,52 Poudre créme

III-1-2-2 Caractérisations spectrales et identification des structures

Une fois que les composés purifiés, nous avons procédé a leurs identification

par les différentes méthodes spectrales afin de confirmer les structures déja proposées.

1- Analyse par IR

Les spectres infrarouges des composés 4ATFP, 4AETFP et BF; ont été
enregistrés dans un domaine de 4000-450 cm ™' en utilisant spectrophotométre FTIR
SHIMADZU IR Affinity-1- et spectrophotométre FTIR Cary 600 series de Agilent
Technologies. Les principales bandes de vibration des différents groupements
fonctionnels au sein des structures, sont présentées dans le tableau II1.6 ci-aprés Les
spectres FT-IR de 4ATFP et 4AETFP sont représentés dans les figures I11.2 et I11.3

respectivement.

54




CHAPITRE 111 : RESULTATS ET DISCUSSION
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Figure II1. 3 : Spectre infrarouge de 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine

L’IR confirme la persistance des bandes d’absorption de la fonction amine
entre 3300 et 3500 cm’, le spectre présenté montre également des bandes aux
alentours de 1100-1250 cm™ correspondante aux liaisons C-F. Des absorptions entre
1480cm™ et 1550 cm-1 attribuées au C=C aromatique et une bande a 1640cm™ qui est
assigné la C=N de pyridine et une autre bande a 1281cm™ qui correspond 4 la liaison

C-N de I’amine aromatique .
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Dans le spectre IR de 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine, des bandes

a 2329cm™ et 2978,5 qui sont assignés la liaison C-H et O-CH,, le spectre présenté

confirme également la persistance des bandes d’absorption de la fonction amine entre

3200 et 3500 cm™. Des absorptions entre 1450cm™ et 1614 cm-1 attribuées au C=C

aromatique et une bande au voisinage de 1650 cm™ qui est assigné la C=N de

pyridine, une autre bande a 1274,9cm™ qui correspond 4 la liaison C-N de I’amine

aromatique, aussi des bandes aux alentours de 1100-1250 cm™ correspondante aux

liaisons C-F. Enfin, on note également la présence des bandes de vibration

caractéristique C-O qui sont situées dans le voisinage de 1353cm™, comme cela est

montré dans la figure donnée ci-dessous:

Figure III. 4 : Spectre infrarouge de 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine
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Comme attendu, dans le spectre de (E)-N benzylidene-2,3,5,6-
tetrafluoropyridin-4-amine représenté sur la figure ci-dessous, aucune bande de
vibration N-H attribuable au I’amine primaire utilis¢é comme réactifs (3518-
3442 cm™) n’est détectée. L’IR confirme ’apparition d’une d’absorption de la
fonction azométhine (C=N) au voisinage de 1600 cm” , Des absorptions entre
2850cm™ et 3000 cm™ attribuées au (C-H) aromatique, le spectre présenté montre
également des bandes aux alentours de 1100-1250 cm™ correspondante aux liaisons

C-F.

%Y

40

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
BEF 1§

500
1/em

Figure I1I. 4 : Spectre infrarouge de (E)-N benzylidene-2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-
amine
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Le tableau II.6 résume les principales bandes de vibration des composés

synthétisées

Tableau II1.6 : Bandes de vibrations caractéristiques de 4ATFP, 4AETFP et BF,

4ATFP 4AETFP BF,
Groupement Nombre d’onde (cm™)
fonctionnel
observé observé observé Rapporté[105]
C-F 1100-1250 1100-1250 1100-1250 1000-1200
-NH, 3300 -3500 3200 -3500 / 3410-3500
C=C aromatique 1480-1550 1450- 1614 1400-1500 1580-1600
C-H aliphatique / 2329 et 2978,5 / 2870-2960
C-H aromatique / / 2850-3000 3070- 3130
C-N aromatique 1281 1274,9 1311,6 1360-1180
C-O0 / 1353 / 1000-1300
C=N (imine) / / 1600 1600-1680
C=N (pyridine) 1640 1650 1630-1650 /

2- Analyse par UV/Vis

Le spectre UV-vis de BF; est enregistré dans le domaine (200-800 nm) en

milieu diméthylsulfoxyde (DMSO). Le spectre du BF; présente une bande

d’absorption situées a 264 nm est attribuable a la transition 1 — 7* chromophore

azométhine (C=N), comme cela est montré dans la figure donnée ci-dessous:
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Figure I1L.6 : Spectre UV-vis du (E)-N benzylidene-2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-

amine

3- Analyse par GC-MS

La structure et la pureté des composés 4ATFP, 4AETFP et BF, ont été
déterminées par la GC/MS. Les spectres de masse de ces composés et la
fragmentation des masses proposées sont donnés dans les figures et les schéma
données ci-dessous ; Les chromatogramme des différents composés sont également

donnés en annexe.

La pureté du matériau de départ 4ATFP et du 4AETFP a été¢ confirmée par des
données spectroscopiques: Analyse GC-MS (70 eV) a révelé la présence d'un seul

composant comme indiqué dans 1’annexe 8
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Figure I11.7 : Spectre de masse de 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine
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Schéma III.6 : Fragmentation proposée de 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine
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Figure I11.8 : Spectre de masse de 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine
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Schéma II1.7 : Fragmentation proposée de 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine
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Figure II1.9 : Spectre de masse de (E)-N benzylidene-2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-amine
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Schéma IIL.8 : Fragmentation proposée de (E)-N benzylidene-2,3,5,6-
tetrafluoropyridin-4-amine

Le pourcentage d'abondance pour différentes valeurs m / z des composés

4ATFP, 4AETFP et BF, est donné dans le tableau II1.7 :

Tableau II1.7 : Les données des spectres de masse

4ATFP 4AETFP BF,
% % %
[m/z] d’abondance [m/z] d’abondance [m/z] d’abondance

166 100 192 68 254 22.5
147 6.25 177 25.75 135 4 .37
138 15 164 100 91 100
121 31.25 148 12.12 77 1.65
100 8 .75 144 71.21
93 11.75 136 21.21
70 13.75 116 13.63

109 7.75

70 10.66
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4- Analyse par RMN 'H

L’analyse structurale des nos composés a été donc menée par RMN 'H pour

confirmer leurs structures
> 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine

Le spectre RMN 'H été enregistrés 4 35 © C a ’aide d’un Perkin Elmer R10
spectrométre 2 60 MHz et 54,6 MHz pour le spectre RMN '"F. En utilisant du
tétraméthylsilane (TMS) comme un référence pour les spectres RMN 'H, et pour les
spectres RMN '°F, les changements chimiques ont été mesurés par rapport a l'acide
trifluoroacétique (TFA) comme un référence d'échange extern.

La RMN 'H a montré le déplacement chimique a 6,7ppm correspond aux protons de
NH,, alors que les déplacements chimiques 15,1 et -85,1 ppm de la RMN F sont
attribués respectivement au (F-2 et F-6), (F-3 et F-5)

> 4-amino-2-éthoxy-3,5,6-trifluoropyridine

Le spectre RMN 'H du 4-amino-2-éthoxy-3,5,6-trifluoropyridine a  été
enregistrés sur un spectrometre BRUKER Ultrashield Plus 500 avec une fréquence de
500 MHz. En utilisant du DMSO-d6 comme solvant et un standard interne a
température ambiante, le nombre de balayage est (16-1K).

Ce spectre montre un déplacement chimique a 6,7 ppm correspond aux
protons de groupement NH,, alors que les déplacements chimiques 4,2 et 1,4 ppm
sont attribués respectivement aux protons de (CH;) et (CH3), comme indiqué dans la

Figure II1.9.
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Figure II1.10 : Spectre de RMN 'H de 4-amino-2-ethoxy-3,5,6- trifluoropyridine

I1I-1-3 Conclusion

Deux types de composés fluorés et pénicilliniques ont été synthétisés. La
pureté des produits de synthese est excellente et les rendements sont acceptables. Les
analyses spectrales (IR, UV/Vis, SM et RMN'H) nous ont permis de caractériser et
d’identifier toutes les structures. L’interprétation des différents spectres est conforme

aux structures proposées.
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III-2 Partie biologique
I1-2-1

Pactivité antimicrobienne

Au cours de nos investigations, I’activité antimicrobienne a été¢ évaluée contre

cinq types des bactéries en utilisant la méthode de diffusion de disque sur milieu de

Mueller-Hinton gélosé et sur une souche fongique et également par la méthode de

diffusion de disque sur milieu SDA.

I1I-2-1-1 Activité antibactérienne :

Le test de sensibilité bactérienne a nos composés est regroupé dans les Tableaux

I1.8,9 et 10. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures. L’action

inhibitrice se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de

papier imprégné par les composés testés.

Tableau II1.8 : Activité antibactérienne de base de Schiff Pénicillinique PB;

diameters d’inhibition (mm)

Concentration (ug/ml) 100 150 200 250 Ampicilline
j;cé’gr;c%ig g”(’; : 7.75+03 | 8.75+03 | 9+0.0 | 12.5+£0.7
S"”Z"T”Ceg‘; %’g”é‘;;i”m - 725+0.3 | 9.25+0.3 | 10£0.0 | 15,5+0.7
S"{Z’%’g";’g’; G 105207 | 13.520.7 | 155207 | 18.520.7| 39,520.7
E’Z"Tr C"g’lc;ﬁllfegﬁi‘)‘m 17507 | 1925203 | 21200 |22.5:07| 3707
Streptocoque B G(*) 16514 | 11.5£07 | 215207 |23.520.7| 35507

(Streptococcus agalactiae)

En effet, la base de Schiff pénicillinique BP; a montré un important effet

inhibiteur contre les microorganismes €tudiés.
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A partir des résultats du test, on constate clairement que le composé n'a présenté
aucune activité inhibitrice pour Escherichia coli ATCC 8739 et Salmonella
typhimurium ATCC 14028 a une concentration de 100 pg / ml et présente une légere

activité a une concentration de 200 et 250 pg / ml .

Les micro-organismes les plus sensibles a ce composé étaient Enterococcus
feacium ATCC 19434 et Streptocoque B du gram positive, dont a une concentration de
100 et 250 pg/ml le diamétre d’inhibition est égale a 17,5 et 22,5mm pour
Enterococcus feacium et  (16; 23,5 mm dans le cas de Streptocoque B

respectivement.

Suite a ces résultats, le BP; est jugée modérément active contre les souches
d’Staphylococus aureus ATCC 6538, avec diametre d’inhibition de 10,5 et 18,05 mm

a des concentrations de 100 et 250 pg/ml respectivement.
La figure III.10 montre les diamétres d’inhibition en fonction des déférentes

concentrations de la basse de Schiff BP;.

B Escherichia coli ATCC 8739
G(-)

® Salmonella typhimurium
ATCC 14028 G(-)

Staphylococus aureus ATCC
6538 G(+)

B Enterococcus feacium
ATCC 19434 G(+)

B Streptocoque B

% % (Streptococcus agalactiae)
S ¥ G(+)
Vv &
N

concentration pg/mi V@Q

diameteres d'inhibition mm

%
N
Ny

) )
X X
N °

Figure I11.11 : Les diametres d’inhibition des souches en fonction de la concentration

du BP]
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L’action antibactérienne de BP; peut étre attribuée a sa structure de base des

beta-lactamines le cycle beta-lactame.

Les B-lactamines sont des inhibiteurs de la synthése de paroi bactérienne
(syntheése du peptidoglycane) par une inactivation des principaux enzymes impliqués
dans cette construction et regroupés sous le terme de PLP (Protéines Liant les

Pénicillines) :

» Transpeptidases
*  Endo-peptidases
»  Carboxypeptidases.

En mimant la structure tridimensionnelle de la séquence D-Ala-D-Ala, les
béta-lactamines se comportent comme des inhibiteurs de la transpeptidase, enzyme
essentielle a la synthése de la paroi bactérienne. Elles forment un lien covalent avec
l'enzyme et empéchent donc toute activité de celuici, les béta-lactamines sont des

substrats-suicide [106].

Concernant D’activit¢ de 4AETFP le composé fluoré, le 4AETFP a réagi
positivement aux souches microbiennes testées, comme cela est montré dans le

tableau donnée ci-dessous :
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Tableau I11.9 : Activité antibactérienne de 4AETFP.

diameters of the inhibition (mm)

Ampicilline
Concentration (ug/ml) 10pg 100 150 200 250 300
Escherichia coli
ATCC 8739 G(-) 12+1.4 8,75£0.3 | 10,25+0.3 11+0.7 12,75+1.0 14+1.4
Salmonella typhimurium
ATCC 14028 G(-) 14,5+0.7 94+0.0 10,75+0.3 | 11,5+0.7 13,5+0.7 14,5+0.0
Staphylococus aureus
ATCC 6538 G(+) 31,5+0.7 9.5+0.7 | 10,5+£0.0 | 11,25+0.3 13+0.0 14.254+0.3
Enterococcus feacium
ATCC 19434 G(+) 37.75+£0.3 8,5£0.0 | 10,5+0.7 | 13,5+0.7 | 14,75+0.3 16,5+0.7
Streptocoque B
(Streptococcus 26,5+0.7 9,25+0.3 | 10,25+1.7 | 11,75+2.4 | 14,5+0.7 16,5+0.7

agalactiae) G(+)

Le composé fluoré est jugée modérément active contre les cinq souches a

testés du gram négative Escherichia coli, Salmonella typhimurium et du gram positif

Staphylococcus aureus, Enterococcus feacium et Streptocoque B avec des diametres

d’inhibition, respectives, de (14 ; 14,5 ; 14,25; 16,5 et 16,5) mm et de concentration

de 300 pg/ml.
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Figure II1.12 : Les diamétres d’inhibition des souches en fonction de la concentration du

4AETFP

Finalement, la base de Schiff Fluorée BF; a révélé une activité antibactérienne

modérée sur I’ensemble des bactéries testées (tableau III1.10). Seules les souches a Gram

positive Streptocoque B sont les plus sensibles avec un diamétre d’inhibition de 19,5 mm a

une concentration de 250 pg/ml. Les souches, Escherichia coli, Salmonella typhimurium de

Gram négative ont été moins sensibles vis-a-vis de la base de Sciff fluorée BF,, avec des

zones d’inhibition de (11 et 10, 5 ) mm et concentration de 250 ug/ml respectivement.
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Tableau II1.10 : Activité antibactérienne de BF;

diameters of the inhibition (mm)

Concentration (ng/ml) 100 150 200 250 | Ampicilline
Escherichia coli
ATCC 8739 G(-) 7+0.0 9+0.71 10.25+0.3 11+0.0] 12.5+£0.7
Salmonella typhimurium
ATCC 14028 G(-) 7031 8.75+0.3 9.5£0.0 10.5+0.0| 15,5+0.7
Staphylococus aureus
ATCC 6538 G(+) - 8.75+0.3 9.5£0.7( 10+0.7| 39,5+0.7
Enterococcus feacium
ATCC 19434 G(+) - 9+0.0| 10.25+0.3| 11.5+0.7 37+0.7

Streptocoque B G(+)

(Streptococeus agalactiae) 9+0.7| 12.75+0.3| 16.25£1.0| 19.5£0.7| 35,5+0.7

Contrairement le composé n'a présenté¢ aucune activité inhibitrice aux souches de
Staphylococus aureus et Enterococcus feacium a une concentration de 100 pg / ml et
présente une faible activité a une concentration 250 pg / ml avec diameétre d’inhibition de 10

et 11,5 mm respectivement (figure I11.13).

45 +

E 40 1 B Escherichia coli ATCC 8739
c 351 B G(-)
=] 1 -
5 30 B Salmonella typhimurium ATCC
£25 B 14028 G(-)
-2 20 1 N Staphylococus aureus ATCC
215 7 6538 G(+)
g 10 B
_E | HEnterococcus feacium ATCC
T 5 19434 G(+)

. T

B Streptocoque B (Streptococcus
\} Q ) Q
N N > AP '&\fo agalactiae) G(+)
.\Qe
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v

Figure II1.13 : Les diamétres d’inhibition des souches en fonction de la concentration du

(E)-N benzylidene-2,3,5,6- tetrafluoropyridin-4-amine BFj.
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L’action antimicrobienne de nos composés fluorés 4AETFP et BF1 peut étre
facilement attribuée a la présence de plusieurs atomes de fluor qui a montré leurs pouvoir
antibactérien a lutter contre plusieurs souches bactériennes testées, dont les composés fluoré
sont devenus une part importante de la recherche dans I’industrie pharmaceutique, on
retrouve ces composés dans quasi toutes les classe de médicaments (anti-tumoraux, anti-

infectieux, anti-inflammatoires, médicaments du systéme nerveux central)

Alors que fluoroquinolone (Figure I11.14), forme une classe d’antibiotiques a large
spectre (bactéries Gram positif et négatif). Ces molécules agissent par inhibition de la

topoisomérase bactérienne (inhibant la synthése des acides nucléiques) [108].

N
H

Figure I11.14 : Structure de Fluoroquinolone

Ainsi le groupe imine présent dans BF; s'est avéré critique pour leur activité

biologique

Globalement, Les composé BP; 4AETFP et BF; ont présenté un large spectre
d’action sur les bactéries testées. Notons que le pouvoir antibactérien de la base de Schiff

pénicillinique s’est révélé plus important que celui des deux autres composés fluorés.
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III-2-1-2 L’activité antifongique

Les résultats des diametres d’inhibition de I’activité antifongique de nos composés

BP;, 4AETFP et BF, sont indiqués dans la figure III.15.

Les résultats ont révélé que ces composés présentant des degrés variables d'effets
inhibiteurs sur la croissance de la souche Candida albicans ATCC 10231. La base de Schiff
pénicillinique est le composé fluorées 4AETFP présentaient une activité modérée par
rapport a Nystatine 100pug avec des diametre des zones d’inhibition allant de 9,7 a 15,2
mm, dont a une concentration de 250 pg/ml du BP, et 4AETFP le diametre d’inhibition est
de (14,55 etl15,2) mm respectivement.

mBP1

W 4AETFP

BF1
B Nystatine 100ug

Diametres d'inhibition mm

100 150 200 250

Concentration pg/ml

Figure II1.15 : Les diametres d’inhibition des souches en fonction de la concentration de
BP,, BF,, 4AETFP

Alors que la base de Schiff fluorées BF; présentait une activité faible contre C.
albicans. avec des diamétres d’inhibition de (9; 11,05 et 11,55 ) mm et de concentration de

(150 ; 200 et 250) pg/ml respectivement.

Comme vu précédemment, l’action antimicrobienne de nos composés fluorés

4AETFP et BF1 peut étre facilement attribuée a la structure de base ; du BP; est le cycle
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beta-lactame, et la présence de plusieurs atomes de fluor dans le cas de BF; et 4ATFP qui

a montré leurs pouvoir antifongique ;

Le fluconazole est I'un des médicaments leader des antifongiques (produit a plus de
20 tonnes par an). Ce composé, de part sa faible lipophilie (due aux deux atomes de fluor) est

¢liminé rapidement de 1’organisme et présente donc une faible toxicité[109] .

L\
N

HO
N N
N
®

Figure I11.16 : Structure de fluconazole
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III-2-2  L’activité antioxydante
II1-2-2-1 Relation entre la prodution des radicaux libres a I’origine du
stress oxydatif et le cancer
Le stress oxydatif résultant du déséquilibre crée par la production excessive
des especes réactives de I'oxygene (ROS) est considéré comme étant impliqué de
fagon critique dans le processus normal de vieillissement, mais aussi dans le
développement et la progression de diverses pathologies humaines dont les cancers.
En effet, I'initiation et la progression du cancer ont été associées au stress oxydatif
en augmentant les mutations de I'ADN ou en induisant des dommages de I'ADN,
l'instabilit¢ du génome et la prolifération cellulaire. Les cellules normales sont
hypersensibles aux especes réactives de l'oxygeéne (ROS) si elles ne sont pas
suffisamment protégées par des mécanismes antioxydants et pouvant conduire a la

formation de cancer [78].

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro est faite par plusieurs
techniques. Ces méthodes se basent exclusivement sur la capacité réductrice ou

piégeage des radicaux comme étant un indicateur de son potentiel antioxydant [78].

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des compos¢ testées

a été réalisée par le piégeage du radical libre DPPH.

La capacité antioxydante est exprimée en équivalent Trolox (TEAC) ; elle
correspond a la concentration de Trolox ayant la méme activité que la substance a
tester a une concentration. Le résultat est donné en uM ou mM d’équivalent Trolox

par g de produit.

Trolox ou I’acide  3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-
benzopyrane-2-carboxylique, est un analogue hydrophil de la vitamine E. Comme
cette dernicre, il s’agit d’un antioxydant, qui est utilisé en biologie et en biochimie

pour limiter les dommage dus au stress oxydant.

L’activité antiradicalaire a été évaluée en utilisant le DPPH, qui fut ['un des
premiers radicaux libres utilis¢é pour étudier la relation structure-activité

antioxydante [78].
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Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH), un radical stable, violet en
solution et présentant un maximum d’absorption caractéristique a 517 nm. Le
protocole appliqué en routine repose sur la disparition de ce maximum lorsque le
DPPH est réduit par un compos¢ a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi la

décoloration vers la couleur jaune (Figure I11.17).

S @ @

® :@ represente antioxidat

Schéma II1.9: Mécanisme réactionnel du test DPPHe entre 1‘espéce radicalaire
DPPHe et un antioxydant (RH) [110].

La figure II1.18 et II1.19 éclairci D’efficacit¢ des BP;, 4AETFP, BF,; et de
Trolox respectivement a piéger le radical DPPH, traduite par le taux d’inhibition

(I%) en fonction des différentes concentrations.
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Figure II1.17: Activité antiradicalaire des BP,, BF; et 4AETFP.
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Figure II1.18: Activité antiradicalaire de Trolox.

La valeur IC50 (autrement appelée concentration inhibitrice a 50%) ou (

ECsy Efficient Concentration a50%) est déterminée et regroupée dans le tableau

II.11 pour nos produits et le standard utilisé. Elle est définie comme étant la

concentration de 1’échantillon exigée pour donner une diminution de 50% de

I’absorbance de la solution initiale du DPPH. Les EC50 sont inversement

proportionnelles a 1’effet scavenger dont les valeurs faibles reflétent un effet anti-

radicalaire important.

Tableau II1.11 : Concentration inibitrice a 50% des BP1 , 4AETFP et BF1

Trolox 4AETFP BP, BF,
ECs59 (mg/ml
so(mg/mb) | 46,7310,25 36,82+1,3 | 33,75:032 | 47,54+154
uM (0,01169)
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Les valeures de la capacité antioxydante exprimée en équivalent Trolox

(TEAC) sont déterminées et regroupées dans le tableau I11.12 :

Tableau II1.12 : Les valeures de la capacité antioxydante exprimée en

équivalent Trolox (TEAC)

Composé ECs ( mg/mL) Equivalent Trolox (umoles Trolox/g d’extrait)

BP, 33,75 1,38
4AETFP 36,82 1,269
BF; 47,54 0,98

D’aprés les résultats, I’activité antiradicalaire a augmenté par 1’augmentation
des concentrations. Il semble que le Trolox est 1’antioxydant le plus efficace que les
composés ¢étudiés avec une valeur de 46,75 = 0,25 uM. Parmi les trois extraits, la
base de Schiff péniccilinique est la plus active dont IC50 égale a 33,75 mg/ml, suivi
par le composé fluoré¢ 4AETFP, avec une valeur de 36,82 mg/ml et finalement la
base de Schiff fluorée qui semble étre la moins performante avec un IC50 de

47,73 mg/ml.

Les EC50 sont inversement proportionnelles a 1’équivalent Trolox dont les

valeurs faibles reflétent une valeur d’équivalent Trolox élevée.
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CONCLUSION

Au cours du présent travail, nous nous sommes intéressés a la synthése de
nouveaux composés de types bases de Schiff. Ces derniers sont obtenus

essentiellement a partir d’'une amine pénicillinique et autre fluorée .

La mise au point de la synthése de ces types d’imines s’est révélée
particulierement intéressante en elle-méme, d’ou un intérét porté sur une large gamme
de structures. D’autre part, nous nous sommes focalisés sur la synthése d’un nouveau

compos¢ fluoré dérivé de 1’amine fluoré 4 Aminotétrafluoropyridine.

En effet, nous sommes parvenus a un rendement de 55% de la base de Schiff
pénicillinique dérivé de la condensation du I’amine 6APA avec le benzaldéhyde,
apreés 72 heurs de chauffage sous agitation a reflux en présence de ’acide sulfurique

comme catalyseur .

L’orientation vers un deuxiéme type d’imines, imines fluorés a ensuite été
motivée par I’utilisation d’un catalyseur basique (KOH) ,dont le réle est d’activer le
pouvoir nucléophile. Cette modification nous a permis d’aboutir a la synthése de
I’imine souhaité avec un rendement de 48%. Cependant, cette étude nous a permis

d’approfondir nos connaissances sur la réactivité particuliere de 1’amine fluorée.

Ces composés synthétisés sont identifiés et caractérisés au moyen des
méthodes spectroscopiques habituelles comme 1’ultraviolet, I’infrarouge, la résonance
magnétique nucléaire 'H et la spectrométrie de masse. Lors de la mise en ceuvre de
ces techniques d’analyse, nous avons pu mettre en évidence les structures des

composés synthétisés, tout en appréciant leur pureté.

Concernant ’application de ces composés dans le domaine de la biologie,
notre choix a été porté sur les activités antimicrobiennes et I’activité antioxydante.
Dans ce cas, 1’évaluation de I’effet antibactérien de nos composé€s montre une
sensibilité¢ bactérienne vis-a-vis cinq souches du Gram positive et négative testés.

L’effet antibactérien est proportionnel a la concentration des composés.
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CONCLUSION

Globalement, les trois composés ont présenté un large spectre d’action sur les
bactéries testés. Notons que le pouvoir antibactérien de la base de Schiff

pénicillinique s’est révélé plus important que celui des autres composés.

L’¢étude de I’activité antifongique a ét¢ démontré par le diamétre d’inhibition
de la souche C. albicans. Les composés synthétisés ont exercé une activité modérée
vis-a-vis la souche fongique testée. Les diameétres de la zone d’inhibition augmentent

a chaque fois qu’on augmente la concentration de chaque produit.

L’¢étude de I’activité antioxydante par la méthode de DPPH montre que la plus
grande activité est obtenue avec la base de Schiff pénicillinique suivi respectivement

par celles de 4AETFP et de BF,.

L’action antimicrobien et antioxydant de nos composé peut étre attribué a la
structure de base de pénicilline le cycle Beta-Lactame dans le cas de base de Schiff
pénicilliniques et d’autre part la présence de I’atome de fluor dans les autres composé
cependant, les composé fluoré sont devenus dans quasi toutes les classe de

médicament.

Comme perspectives a ce travail, on peut proposer ce qui suit

. Orienter le travail vers la synthése de complexes base de Schiff fluorées et
pénicilliniques
o D’étudier d’autres propriétés biologiques de ces composés, a savoir les

propriétés anti-inflammatoires, antivirales et autres.

o Préparation des macromolécules.
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Annexe01 : Montage de synthése de BP; 4AETFP, BF,
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ANNEXE

Annexe 02 : Appareile de Point du fusion

Annexe 03 : Spectrophotomeétre UV- Visible
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ANNEXE

Annexe 04 : spectrométere IR

Annexe 05 : Analyse par GC/MS
Agilent 6890, couplé avec un spectrométre de masse type Agilent 5975B
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Annexe 07 : Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire BRUKER

Ultrashield Plus 500 spectrométre
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ANNEXE

Salrmonelia typhimurium Staphylococuys ayreus
ATCC 14028 ATCC 6538

Enterococous feacitrm Streplocogue B
Candida albicans ATCC 10231
ATCC 19434 (Streptococcus agalactias)

Annexe 11 : Pactivité antibactérienne et anti fongique de BP;

Sa.‘eﬂa Iyph."rfwn Staphy.‘ous aureus
ATCC 14028 ATCC 6538

Enterococcus feacium Streptocoque B

ATCC 19434 (Streptococcus agalactiae) Candida albicans ATCC 10231

Annexe 12 : Pactivité antibactérienne et anti fongique de 4AETFP
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Enteroccw feacium
ATCC 19434
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(Streptococcus agalactiae)

Staph.'ococus aureus
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Candida alhicans ATCC 10231

Annexe 13 : ’activité antibactérienne et anti fongique de BF1

Annexe 14 : Test DPPH
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ABSTRACT

The present work is aimed mainly to synthesize new fluorinated compounds and their
biological significance against tested bacteria and fungus. Thus, the 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-
trifluoropyridine 4 was synthesized by the reaction of 4-amino 2,3,5,6-tetraflucropyridine 1 with
benzaldehyde 2 in EtOH to obtain the pure product as white crystals in 33% yield. The purity of this
compound was estimated by TLC technique and microanalysis while its structure was supported
by the usual spectroscopic methods such as UV, infrared, '"H. NMR, and gas chromatography
coupled by a mass spectrometry (GC/MS). 4-amino 2,3,5,6-tetrafluoropyridine 1 coupled readily to
benzaldehyde 2 when we have used THF as solvent resulting a new Schiff base (E)-N-benzylidene-
2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-amine 3in 48 % yield. Exploration of the anti-bacterial activity against both
gram-positive and gram-negative bacteria showed that these compounds 3 and 4 compounds at a
concentration of 250 pg/ml exhibited a slight activity towards Enterococcus feacium; Streptocoque
Band Staphylococus aureus exhibited a mild/moderate activily for the case of Escherichia coli and
Salmonella typhimurium when compared to Ampicillin. From the results obtained by the antifungal
activity, itis found that this fluorinated Schiff base 3 and fluorinated ethoxypyridine 4 are more active
against Candida albicans at a concentration of 250 pg/ml when compared to Nystatine.

Keywords: Synthesis, Anti-bacterial activities, Antifungal activity, Fluorinated Schiff bases.

INTRODUCTION applications in different fields of chemistry, such as
supramolecular studies; design of new materials and
Fluorinated compounds have gained as important starting materials in the syntheses of
an increasing interest due to their successful new molecules with biological functions.'*
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Due to its small steric size, fluorine has
been used as a replacement for hydrogen in many
biologically active molecules, including amino acids*
And the introduction of fluorine into an organic
molecule via electrophilic or nucleophilic reactions
and most commonly, from fluorinated building blocks,
have become a key in the search and discovery
of new drugs or increasing the activity of those
that already exist; fluorine can cause significant
changes in an organic molecule, mainly by its
electron-withdrawing inductive effect, which in turn
causes differences in interactions with biclogical
receptors or enzymes, as well as on the metabolic
fate of the drug.* ¢ It is curious that notwithstanding
the abundance of this element, natural fluorinated
compounds are very rare. In fact, most of the
known fluorinated organic compounds have been
synthesized in the laboratory.”

On the other hand, Schiff bases, named
after Hugo Schiff,? are formed when any primary
amine reacts with an aldehyde or a ketone under
specific conditions. Structurally, a Schiff base (also
known as imine or azomethine) is an interesting
compound with a functional group that contains a
carbon-nitrogen double bond with the nitrogen atom
connected to an aryl or alkyl group (R2R3C=N-R1).
The chain on the nitrogen makes the Schiff bases a
stable imine.* 1

Schiff bases appear to be important
intermediates in a number of enzymatic reaction
involving interaction of the amino group of an
enzyme, usually that of a lysine residue, with a
carbonyl group of the substrate.!

NH,
F CHO
|\~ . @’ ETOH
i
F7NTF

KOH, rt
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In general, Schiff bases have a wide
range of potential applications in various biological
fields,'? also fluorinated Schiff bases derivatives
have been widely studied because they have
antifungal, antibacterial,’ '* ¥ DNA cleavage'®
and anticancer'® activities which give it attracted
remarkable attention.

Thus, in this opportunity we report here the
synthesis and characterization of new fluorinated
compounds from 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine
1 with benzaldehyde 2. The structural analysis
alongside with their preliminary studies of their
biological activity on gram-positive and gram-
negative bacteria and on Candida Albicans fungus
of these compounds is also informed.

EXPERIMENTAL

Material

2,3,4,5,6-Pntafluoropyridine, KOH, and
benzaldehyde are used without further purification
as well as solvents dichloromethane, ethanol were
purchased from Aldrich.

The microbiological material consists of
five bacterial pathogens strains: Escherichia coli
ATCC 8739 G (-),Salmonella typhimurium ATCC
14028 G (-) Staphylococus aureus ATCC 6538
G (+),Enterococcus feacium ATCC 19434 G (+),
Streptocoque B G (+) and a fungus specie is Candida
Albicans ATCC 10231; were obtained from INRAP
(National Institute of Research and physico-chemical
analysis) of Tunisia.

F
N AAF
Fl’N
F

NH,
Fl\F
o

7N N0 TS

Scheme 1: Synthesis of the fluorinated Schiff base 3 and fluorinated ethoxy ethoxy
aminopyridine 4
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Instrumentation

The FT-IR spectra were performed in the
range from 4000 to 400 cnv'on a SHIMADZU 2000
with KBr pellets. Melting points were determined in
a Gallenhamp capillary melting points apparatus
and were reported without correction. The "H NMR
specira of 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine
4 and (E)-M-benzylidene-2,3,5 6-tetrafluoropyridin-
4-amine 3 were recorded on a BRUKER Ultrashield
Plus 500 spectrometer with frequency of 500 MHz.
using DMSO-d6 as solvent and internal standard
at room temperature number of scan is (16-1K).
Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra of
4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine 1 were normally
recorded at 35°C using a Perkin Elmer R10or R12or

1801

Perkin Elmer Hitachi R20A spectrometer cperating
at 60°C MHz for '"H NMR spectra and 54.6 MHz
for "*F NMR spectra. Tetramethylsilane (TMS) was
used as a reference for '"H NMR spectra and for
F NMR spectra, chemical shifts were measured
relative to triflucroacetic acid (TFA) as an external
interchange reference unless otherwise stated.
Positive chemical shifts are in ppm downfield of
appropriate reference.

Mass spectra was performed at the INRAP
{National Institute of Research and physico-chemical
analysis) of Tunisia, The gas chromatograph used
is an Agilent 6890, coupled to a mass spectrometer
type Agilent 59758 with a quadrupole ionization

Table 1: Analytical data for compounds 1,3 and 4

Comp. Molecular Melting Yield Physical
Formula Point °C (%) state
1 CHNF, B5-87 80 long white needles
34 CHNF,CHNOF, 80-8380-83 48524852
white microcrystalline powder
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Fig. 1: GC-MS Chromatogram of (E}-N-benzylidene-2,3.5,6-tetrafluoropyridin-4-amine 3
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voltage of 70 eV. The column used is a TR-FAME; Procedure
with a length of 60 m and aninternal diameter equal  Preparation of 4-amino-2,3,5,6-

o 250 pm. The wire thickness being 0.25 m. tetrafluoropyridine 1
4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine 1 was
The operating conditions are: synthesized from 2,3,4,5,6-Pentafluoropyridine
. The temperature of the injector (split mode): (25 g, 148 mmol) was dissolved in THF (175 mi)
240°C. in a round-bottomed flask eguipped with a reflux
. The temperature programming: from 40°Cto  condenser to give a clear solution. On addition of
260°C at a rate of 2°C/ minutes. agueous ammaonia (0.88, 125 ml) a cloudy solution
* The vecior gas used s helium with aflowrate  was produced and an exothermic reaction ensued.
of 0.8 ml/ minutes. The mixture was then refluxed for 18 hours. The

clear solution produced was poured into water (500
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Scheme 2: Mechanism of nucleophilic substitution in amino-compound 1 by Nu (KOEt)
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ml) and the whole mixture was extracted with ether
(3x75ml). The extract was dried (MgSQ,), evaporated
using rotary evaporator and the residue freed from
the last traces of solvent in vacuo, to give a pale
cream solid. Recrystallization of the crude material
from light petroleum gave long white needles of
4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine 1 (20 g, 0.12 mol,
80%), mp. 85-87°C; IR (KBr, cm™): 3500-3300 (NH
str.) 1450-1190 Py-F; 'H (CDCl,): 8 5.05 (2H, br s,
-NH,; *F (CDCL,): 8 15.1 (2F, m, F-2 and F-6), -85.1
(2F, F-3 and F-5); MS: m/z 166 ([M]*,100%).

Preparation of 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-
trifluoropyridine 4

0.93 g (5 mmol) of 4-amino-2,3,5,6-
tetrafluoropyridine 1 was added to potassium
hydroxide 0.28 g (5 mmol) in 15 ml of ethanol
contained in 50 mL three-necked round bottom
flask equipped with a reflux condenser maintained
under nitrogen. The mixture was stirred and heated
to reflux for 1h. Then 0,53g (5 mmol) benzaldehyde
was then added and the mixture was stirred at
room temperature for 72 hours. The reaction was
followed by TLC (petroleum ether /acetone, 95:5%).
After filtration, the filtrate was vaporated using rotary
evaporator and the residue freed from the last traces
of solvent in vacuo, to afford a pale white solid
which was then recrystallized from ethanol to yield
a white microcrystalline powder corresponding to
2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridin-4-amine (0.66g, mmol,
48.52%), mp. 80-83°C; The product was identified
by comparison its spectra with those of an authentic
sample: IR (KBr,em™): 3500-3300 (NH str.) 1450-
1190 Py-F, 1250 (C-O asym str.) and 1040 (C-O
sym str.); '"H NMR (500 MHz, DMSO d6): 6 1.4 (3H,
t,CH,), 4.2 (2H, g,CH,) and 6.7 (2H, br s,-NH,; MS:
m/z 192 ([M]*, 66.6%), 177 (IM-Me]*, 29.33%),164
{[MH-Et]*,100%).

Preparation of (E)-N-benzylidene-2,3,5,6-
tetrafluoropyridin-4-amine 3

The previous procedure was used except
THF was used instead of Ethanol. 0.83g of (5 mmol)
of 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine 1 was added
to potassium hydroxide 0.28g (5 mmol) in 15 ml of
ethanol contained in 50 mL three-necked round
bottom flask equipped with a reflux condenser
maintained under nitrogen. The mixture was stirred
and heated to reflux for 1h. Then 0.53 g (5 mmol)
benzaldehyde was then added and the mixiure was
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stirred atroom temperature for 72h.The reaction was
followed by TLC (petroleum ether /acetone, 95:5%).
After evaporation under vacuum a cream powder was
obtained corresponding to new compound 3 (0.66 g,
48.52%), mp. 80-83°C; IR (KBr, cm): 30002850 v
C-H Aromatic, 1660-1614 C=N, 1100 pPy-F; MS:
m/z 254 ([M]*30.7%), 91(C,H,J*, 100%).

In the FT-IR spectra of the imino-compound
3, a stretching vibration bands due to the presence
of the C-H aromatic were observed in the range of
30002850 cm™'. However, more important resulted
the observation of strong stretching vibration bands
due to the presence of the imino functional group
(C=N) in the range of 1660-1614 cm™. The strong
bands around 1100 cm are attributed to the C-F
stretching vibrations.

Antimicrobial studies

The evaluation of the antibacterial and
Antifungal effects was tested by the agar diffusion
test according to R. Alizadeh et al'®

Antibacterial activity

The synthesized Schiff base (E)-N-
benzylidene-2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-amine
3 and 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4
were screened for their in vitro antibacterial activity
against Gram-negative and Gram-positive bacterial
strains.

A suspension of the tested microorganisms
was spread on the appropriate solid media plates and
incubated overnight at 37°C. After 1 day, 4-5 loops
of pure colonies were transferred to saline solution
in a test tube for each bacterial strain and adjusted
to the 0.5 Mc Farland turbidity standards (~108
cells/mL). Sterile cotton dipped into the bacterial
suspension and the agar plates were streaked three
times, each time turning the plate at a 60° angle
and finally rubbing the swab through the edge of the
plate. Sterile paper discs (Glass Microfibre filters,
Whatman; 6mm in diameter) were placed onto
inoculated plates and impregnated with different
concentrations of the Schiff base. Ampicillin (10 pg/
disc) and solvent (DMSO) were used as positive and
negative control for all strains.

Inoculated plates with discs were placed in
a 37°C incubator. After 24 hours of incubation, the
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results were recorded by measuring the zones of
growth inhibition surrounding the disc. Clear inhibition
zones around the discs indicated the presence of
antimicrobial activity. The test was run in duplicate.

Antifungal activity

All cultures were routinely maintained on
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) and incubated at
28°C. The inoculums of non—sporing fungi, Candida
albicans were performed by growing the culture in
Sabouraud Dextrose broth at 37°C for overnight.
Volume of 0.1 ml of diluted fungal culture suspension
was spread with the help of spreader on SDA plates
uniformly. Sterile 6 mm discs were impregnated
with the test complexes. Wells of 8 mm size were
cut and loaded with different concentrations of the
Schiff base. Antibiotic disc, Nystatin (100 pg/disc)
was used as positive control C. albicans plates were
incubated at 37 °C for 18"48 h and antifungal activity
was determined by measuring the diameters of the
inhibition zone (mm).

RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis part

The strategy we have adopted for
the synthesis of fluorinated Schiff base, (E)-N-
benzylidene-2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-amine
3 and fluorinated ethoxy aminopyridine 4 was to
condense 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine 1 with
benzaldehyde 2 by using EtOH as solvent and again
by using THF as shownin (Scheme 1). The analytical
and physical data are listed in Table 1.

(E)-N-benzylidene-2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-
amine 3

As we might expect, the fluorinated base
schiff 3 was successefully obtained when we used
THF, and its structure was confirmed by the following
spectroscopic data.

FT-IR spectrometry analysis

Inthe FT-IR spectra of the imino-compound
3, a stretching vibration bands due to the presence
of the C-H aromatic were observed in the range of
3000-2850 cm™'. However, more important results
were the observation of strong stretching vibration
bands due to the presence of the imino functional
group (C=N) in the range of 1660-1614 cm™. The
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strong bands around 1100 cm™ are attributed to the
C-F stretching vibrations.

Gas chromatography-mass spectrometry GC-
MS analysis

Analytical GC-MS (70 eV) (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry) of the Schiff
base revealed the presence of one component only
as shown in (Fig.1).

Mass spectroscopy

The mass spectrum was characteristic of a
schiff base with a molecular ion at m/z 254 (66.6%);
the major breakdown pattern is tbenzyl (C,H,CH, ion
at m/z192 (100%) (Fig. 2).

4-amino-2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4

However, when we used EtOH as solvent,
only 4 was produced and no schiff base 3 obtained.
This coud be interpreted that the presence of EtO-/
EtOH in the mixture favorized the nucleophilic
substitution in order to vield 4 instead the nucleophilic
addition to the carbonyl group of aldehyde in order
to give the schiff base 3.

In 2005 we reported that the reaction
of 2,3,56-tetrafluoro-4-(2,4,6-trimethylphenylazo)
pyridine with an equimolar of sodium methoxide
in methanol gave 2,3,5-trifluoro-6-methoxy-4-
(2,4 6-trimethylphenylazo) pyridine.'” This reaction
is analogous to a reaction we carried out in this
project which involved treating 4-amino 2,3,5,6-
tetrafluoropyridine 1 with equimolar of EtO-/EtOH.
Moreover, the formation of product 4 provides further
evidence that nucleophilic substitution in amino-
compound 1 by Nu (KOEt) is directed strangly to the
ortho positions.

As we might expected, the amino-compound
1 requires no more than its own inbuilt capicity for
electron withdrawal and is itself attacked by powerful
nucleophiles, e.g., by —~OEt (sodium OEt ethoxide)
in methanol. The F- leaving group is helped off by
EtOH, HF being evolved and —OEt regenerated
(Scheme-2).

The structure of compound 4 was confirmed
by the following spectroscopic data:
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FT-IR spectrometry analysis

The IR spectrum showed that the amino
group was still present (3500-3300 (NH str.), 1450-
1190 Py-F, 1250 (C-O asym sir.) and 1040 (C-O
sym str.)

1807

Gas chromatography-mass spectrometry
analysis

Analytical GC-MS (70 eV) (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry) of 4-amino-
2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4 revealed the
presence of one component only as shown in
(Fig. 3).
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Fig.7: Mass spectra of 4-amino-2,3,5,6-tetrafluoropyridine 1
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Fig. 8: The influence of difference concentrations of 4-amino-2-ethoxy-
3,5,6-trifluoropyridine 4 vs the inhibition diameter on the five bacterial pathogens strains
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Mass spectroscopy 4.2 (2H, q, CH,) and 6.7 (2H, br s, -NH,) as shown
The mass spectrum showed a molecular  in (Fig.5).
ion at m/z 192 and base peak at m/z 164 as shown

in (Fig. 4). Starting material 4-amino-
2,3,5,6-tetrafluoropyridine 1
'H NMR spectrometry analysis The purity of starting material 1 was
'H NMR spectrum comprises three confirmed by spectroscopic data:
absorptions of intensity 3: 2: 2 at 1.4 (3H, t, CH,), Analytical GC-MS (70 eV) (Gas

Table 2: Antibacterial activity of 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4
diameters of the inhibition (mm)

Concentration (pg/ml) Ampicilline 100 150 200 250 300
10pg

Escherichia coli 12+14 8,75¢0.3 10,25+0.3 11£0.7 12,75¢1.0 14+1.4

ATCC 8739 G(-)

Salmanella typhimurium 14,5+0.7 9+0.0 10,75¢0.3 11,5+0.7 13,5¢0.7 14,5+0.0

ATCC 14028 G(-)

Staphylococus aureus 31,5¢0.7 95+07 10,5¢0.0 1125+0.3 13200 14.25+0.3

ATCC 6538 G(+)

Enterococcus feacium 37.75+0.3 85+0.0 10,5+0.7 13,5¢0.7 14,75:0.3 16,5+0.7

ATCC 19434 G(+)

Streptocoque B 26,5+0.7 9,25+0.3 10,25+£1.7 11,75¢24 14,5+0.7 16,5¢0.7

(Streptocaceus agalactiae) G(+)

Table 3: Antifungal activity of 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-
trifluoropyridine 4 diameters of the inhibition (mm)

Concentration Nystatine 100 150 200 250 300
(ng/ml) 100pg

Candida albicans 33,6+0.7 9+0.7 10,75£0.3 12,25+1.0 1425+0.3 14,75+0.3
ATCC 10231
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Fig. 9: The influence of difference concentrations of 4-amino-2-
ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4 vs the inhibition diameter on Candida albicans
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Chromatography-Mass Spectrometry revealed the
presence of one component only as shown in (Fig.
6 )., the FT-IR showed that a free amine group is
present and this was confirmed by the down-field
shift in the N-H stretching and bending bands around
3500-3300 cm'. The strong bands around 1100 cm'!

1809

are attributed to the C-F stretching vibrations. 'H
NMR showed the chemical shift 6 6.7 and this due to
the presence of —~NH,, Whereas the chemical shifts
8 15.1 and -85.1 of “F NMR are attributed
respectively to the (F-2 and F-6), (F-3 and F-5); mass
spectrum complied with a normal fragmentation

Table 4: Antibacterial activity of (E)-N-benzylidene-2,3,5,6-
tetrafluoropyridin-4-amine 3 diameters of the inhibition (mm)

Concentration (pg/ml) 100 150 200 250 Ampicilline
Escherichia coli ATCC 8739 G(-) 7+0.0 9+0.7 10.25+0.3 11+£0.0 12.5+0.7
Salmonella typhimurium ATCC 14028 G(-)  7+0.3 8.75¢0.3 9.5+0.0 10.5+00 155+0.7
Staphylococus aureus ATCC 6538 G(+) - 8.75£0.3 9.5+0.7 10£0.7  39,5+0.7
Enterococcus feacium ATCC 19434 G(+) - 9+0.0 10.25+0.3 11.5+0.7 37+0.7
Streptocoque B G(+)(Streptococcus 9+0.7 12.75¢0.3 16.25+1.0 19.5+0.7 355+0.7
agalactiae)
Table 5: Antifungal activity of (E)-N-benzylidene-2,3,5,
6-tetrafluoropyridin-4-amine 3 diameters of the inhibition (mm)
Concentration (pg/ml) 100 150 200 250 Nystatin
Candida albicans ATCC 10231 - 9+0.0 10.75£0.3 11.25+£0.3 35,75

Candida albicans ATCC 10231

EMerococcus fm Srapfocod
ATCC 15434 {Streplococous agalaciias)

Fig. 10: showing zone of inhibition against all bacterial and fungus pathogens strains
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Fig.12: The influence of difference concentrations of 3 vs
the inhibition diameter on Candida albicans ATCC 10231

mechanism for this compound: m/z: 166 ([M]*, 100%)
as shown in (Fig. 7).

Antibacterial activity part
4-amino-2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4
Antibacterial activity

The antibacterial activity of the 2-ethoxy-
3,5,6-trifluoropyridin-4-amine 4 was evaluated by the
agar diffusion method at concentrations of 100; 150;
200; 250 pg/ml using Dimethy! Sulfoxide (DMSO) as
solvent and ampicillin as standard drug. Inhibition
areas were measured in mm at the end of 24 h of
incubation at 35°C. The results are reported in Table
2 and figure 8.

From the screening results, it is clearly
observed that the fluorinated compound 4 showed
a significant activity towards Escherichia coli;

Streptocoque B and Salmonella typhimurium at
concentration 200; 250 and 300 pg/ml, a mild/
moderate activity for the case of Staphylococus
aureus; Streplocoque B and Enterococcus feacium
atconcentration 100; 150; 200 pg/ml when compared
to Ampicilline.

Antifungal activity

The antifungal activity of the imino
fluorinated compound was evaluated by the agar
diffusion method at concentrations of 100; 150; 200;
250; 300 pg/ml using Dimethyl Sulfoxide (DMSO) as
solvent and ampicillin as standard drug. The results
are reported in Table 3 and figure 9 and 10.

From the screening results it is clearly

observed that compound 4 showed a slight activity
towards Candida albicans at concentration 200; 250
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and 300 pg/ml, a mild/moderate activity for the case
of concentration 100; 150 pg/ml when compared to
Nystatine.

(E)-N-benzylidene-2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-
amine 3

Antibacterial activity

The antibacterial activity of the (E)-N-
benzylidene-2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-amine
3 was evaluated by the agar diffusion method at
concentrations of 100; 150; 200; 250 pg/ml using
Dimethyl Sulfoxide (DMSQ) as solvent and ampicillin
as standard drug. Inhibition areas were measured
in mm at the end of 24 h of incubation at 35°C. The
results are reported in Table 4 and fig. 11.

From the screening results it is clearly
observed that compound showed no inhibitory activity
for the Staphylococus aureus and Enterococcus
feacium at concentration 100 pg/ml and exhibited a
slight activity towards Escherichia coli, Streptocoque
B and Salmonella typhimurium at concentration
200 and 250 pg/ml, a mild/moderate activity for the

Sa'nsﬂa I}]Jmm
ATOC 14028

Srepiocogue B
(Streplocoocus egalachias)
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case of Staphylococus aureus; Streptocoque B and
Enterococcus feaciumat concentration 100;150 and
200 pg/ml when compared to Ampicilline .

Antifungal activity

The antifungal activity of the imino
fluorinated compound was evaluated by the agar
diffusion method at concentrations of 100; 150; 200
and 250 pg/ml using dimethy| sulfoxide (DMSQ) as
solvent and ampicillin as standard drug. The results
are reported in Table 5 and (fig.12).

From the screening results it is clearly
observed that compound showed a mild/moderate
activity towards Candida albicans at concentration
200 and 250pg/ml when compared to Nystatine.

The antibacterial and antifungal activity
may be due to the effect of compounds 3 and 4
on the permeability of the cell membrane and the
function of the bacterial cell. This can be attributed
to the presence carbon-fluorine bond that have
inhibitory efficacy on the positive and negative gram
bacteria. On the other hand, Schiff bases appear to

A

Candida albreans ATCC 10231

Fig. 12: showing zone of inhibition against all bacterial and fungus pathogens strains
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be important intermediates in a number of enzymatic
reaction involving interaction of the amino group of
an enzyme, usually that of a lysine residue, with a
carbonyl group of the substrate.!" Schiff bases have
also a wide range of potential applications in various
biological fields,'? also fluorinated Schiff bases
derivatives have been widely studied because they
have antifungal, antibacterial,''*'* DNA cleavage'®
and anticancer'® activities which give it attracted
remarkable attention.

Generally, the two fluorinated compounds
(E)-N-benzylidene-2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-amine
3 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4 are more
or less effective towards the tested bacteria.

CONCLUSION

The reaction of 4-amino tetrafluoropyridine 1 with
benzaldehyde 2 in EtOH/ or THF gave 4-amino-2-
ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4 and a Schiff base
(E)-N-benzylidene-2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-amine
3in 33 and 48 % yields respectively.

Exploration of the anti-bacterial activity
against both gram-positive and gram-negative
bacteria showed that these compounds 3 and 4
compounds ata concentration of 250 pg/ml exhibited
a slight activity towards Enterococcus feacium;
Sireptocoque B and Staphylococus aureus exhibited

RAACHE et al., Orient. J. Chem., Vol. 32(4), 1799-1813 (2016)

a mild/moderate activity for the case of Escherichia
coli and Salmonella typhimuriurmm when compared to
Ampicillin. From the results obtained by the antifungal
activity, it is found that this fluorinated Schiff base
3 and fluorinated ethoxypyridine 4 are more active
against Candida albicans at a concentration of 250
pg/ml when compared to Nystatine.

The results obtained in the present study
suggest that the synthesized Schiff base (E)-N-
benzylidene-2,3,5,6-tetrafluoropyridin-4-amine
3 and 4-amino-2-ethoxy-3,5,6-trifluoropyridine 4
can be used in treating deseases caused by the
tested organisms. Further fluorinated Schiff base
investigations may be carried out to synthesize and
identify the sites responsible for the antimicrobial
activity.
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