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Introduction générale

Introduction générale

Le développement industriel s'est accompagné du développement du
transport des aliments entre régions productrices et consommatrices, réduisant

dans certains cas la nécessité de la conservation.

Des agents conservateurs provenant de sources naturelles ou artisanales
sont utilisées depuis longtemps : dicarbonate de diméthyle utilisé surtout pour
les boissons; antibiotique dans les fromages; antimicrobien, antioxydant,
certains acides ; ’acide sorbique et ses dérivés sont qui nous intéressent dans

notre travail.

L’acide sorbique (ou l'acide 2,4-hexadiénoique ) se produit naturellement
dans de nombreuses plantes ; leur formule chimique est C4HgO,, c’est un acide
gras insaturé¢ CH3;-CH=CH-CH=CH-COOH qui se présente sous la forme d'un
solide blanc cristallin légerement soluble dans l'eau, par contre ses sels, les

sorbates, sont bien plus solubles.

Le but de cette ¢tude consiste a syntheéses des dérivées de 1’acide 2,4-
hexadiénoique et 1’étude de leurs activités biologiques contre certaines souches

bactérienne a gram positive et négative.

Le travail présenté dans ce mémoire se devisé€ en trois parties détaillées

avec une conclusion générale, référence bibliographie et annexes :

La premiére partie (A) de ce travail est consacrée a 1’étude
bibliographique qui se divise en deux chapitres, le premier chapitre est concerné
par I’étude de I’acide 2,4-hexadienoique (I’acide sorbique) et ses dérivés, tandis
que le deuxieme chapitre est comporté I’activité biologique de 1’acide sorbique

et leurs dérivés.
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Introduction générale

Dans la deuxieme partie (B), qui est compris la partie des résultats et
discussions, on explique les résultats obtenus au cours de la syntheése organique

et de I’examen bactériologie.

Dans la troisieme partie (C), qui est compris la partie expérimentale de ce
travail, on regroupe les matieres, et les modes opératoires utilisés dans la
synthése organique et 1’examen bactériologie, et ainsi les analyses physico-

chimiques effectués.

En fin, dans la conclusion générale nous présentons un résumé sur
I’ensemble des résultats obtenus, suivie par une référence bibliographie et

annexes entourent ce mémoire
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Chapitre A-1

Genéralités sur I’acide sorbique
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique

I.1. Introduction :

L'acide sorbique a été isolé a partir de I’arbre de sorbier des oiseleurs par
AW Hoffmann, un chimiste allemand, en 1859.

Le pouvoir conservateur antimicrobien de l'acide sorbique n'a été
découvert qu'en 1939-1940.

Apres cela, l'efficacité de 1'acide sorbique comme agent de conservation et
son innocuité physiologique ont ét¢ minutieusement étudiées.

Des 1955, a la fois l'acide sorbique et sorbate de potassium ont été prouve
pour étre shr et inoffensif, depuis ce temps, sorbates ont été approuvés pour étre
utilisés comme conservateurs alimentaires dans presque tous les pays du

monde. [01]
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique

I.2. Définition de 'acide carboxylique:

L'acide carboxylique est une molécule comprenant un ou plusieurs
groupements carboxyles, c'est-a-dire un groupe d'atomes particulier, composé de
carbone, d'oxygene et d'hydrogene (sous la forme -COOH).

Les acides carboxyliques peuvent étre de nature liquide ou solide, en
fonction du nombre des atomes de carbone.

IIs sont trés répandus dans la nature notamment les acides gras,
constituents les lipides.

On les utilise de manicre importante en chimie industrielle qui soit comme

des solvants ou textiles pour la fabrication. [02]

I.3. Définition des acides gras :

Les acides gras sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique
hydrophobe saturée ou insaturée.

Appartenant a la catégorie des lipides, ils font 1’objet de plusieurs
nomenclatures : la nomenclature internationale normalisée, une nomenclature
communément appelée «oméga» et une nomenclature usuelle.

Les acides gras sont des constituants majeurs des huiles et des graisses.

Parmi les acides gras saturés, ceux en C12, C16 et C18 sont les plus
largement distribués, alors que parmi les acides gras insaturés, ceux en C18
pourvus de 1, 2 ou 3 doubles liaisons sont les plus importants au sein du monde
végétal et Animal terrestre.

Les acides gras a 4 ou plus de 4 doubles liaisons et 20 a 24 atomes de

carbone sont quant a eux majoritaires dans le monde marin. [03]

1.4. Définition de ’acide 2,4-hexadienoique (I’acide sorbique) :
L’acide Sorbique est un acide gras insaturé, son poids moléculaire est
112,13 g/mol et sa formule demi-développée :

CH; - CH=CH - CH = CH - COOH.
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique

L'acide sorbique est commercialisé sous forme de poudre cristalline ou
granulés blancs et caractéris¢ par une odeur acre et un gott acide. [04]
L'acide sorbique est caractérisé par :
e Un point de fusion de 134 °C
e Un point d'ébullition de 228 °C
e Un pKa de 4,76 [05].

H H

3¢ \%/LY/S( OH i

Schéma 01 : La formule développée de I’acide 2,4-hexadienoique

I.5. La chimie de I'acide 2,4-hexadieénoique :

L'acide 2,4-hexadiénoique constitue de groupe carboxyle (COOH) et un
systeme des doubles liaisons conjuguées, ce qui le rend capable de subir des
réactions d'addition avec certaines fonctions. [06]

La fonction carboxylique de l'acide 2,4-hexadiénoique peut réagir avec
des réactifs différents pour former les esters, les amides et les sels de calcium, de
sodium et de potassium. [04]

Le sel de potassium de l'acide 2,4-hexadiénoique est commercialement
disponible sous forme de poudre ou des granules, son poids moléculaire est

150,22 g/mol et il est tres soluble dans 1'eau. [04]

I.5.1. Oxydation de I’acide 2,4-hexadienoique
L'acide sorbique est oxydé rapidement en présence de compos€s oxygenés
et des peroxydes.
Les produits décomposés indiquent que la double liaison la plus éloignée

du groupe carboxyle est la plus oxydée. [05]

5
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique
rartie A (theorte) Lnapiire A-1: Leneralte sur L acice sorbique

I.5.2. Alkylation du NBP par L’acide 2,4-Hexadiénoique :
Le NBP, 4-(p-nitro-benzyl) pyridine attaque I’acide 2,4Hexadienoique (Addition

nucléophile) dans le carbone cinq selon la réaction suivante [07] :

! . _OH - A

O G o

(s ™ ) © (T

I
ZNI.J O ‘:Nu O

Schéma 02 : Nucléophile attaque la molécule de I’acide sorbique.

OH N OH

MY
N o] N 0 N 0
b ALAN B ]
S S
- . ;' OH / EtsN + EtNH
H -
NO, NO, NO»

Schéma 03 : Alkylation du NBP par I'acide sorbique.

1.5.3. Formation de complexe :
0 OH

0
HLW@\)LUH + PdCl, + H,0 ——= HHL../l\ﬁ})\ﬁH + H

Schéma 04 : Complexe de I'acide 2,4-hexadiénoique avec du chlorure de palladium. [08]

1.5.4. Hydrogénation de I’acide 2,4-hexadiénoique :
L’hydrogénation de l'acide 2,4-hexadi¢énoique est fait a 1’aide des
catalyseurs métalliques standard avec une grande sélectivité (Pd/C, Ni/AL,O3)

[09].
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique

0 0] o)

/\‘/\‘)L - | ' = /\/\/U\
OH o/ CoH = OH

: > \ O/ 5 l
sy — A~

5

Schéma 05 : Hydrogénation de I’acide 2,4-hexadiénoique : (1) ’acide sorbique; (2) cis-

hex-3-énoique; (3) trans-hex-3-énoique; (4) trans-hex-2-énoique; (5) ’acide hexaneoique.

1.6. Détermination de l'acide 2,4-hexadiénoique dans les produits
alimentaires :

L'acide sorbique et le sorbate de potassium sont principalement analysés
par chromatographies techniques, y compris la chromatographie liquide a haute
pression (CLHP) chromatographie sur couche mince (CCM), Chromatographie
gaz-liquide (CGL), chromatographie en phase gazeuse (CG) et la spectrométrie
de masse (SM), et spectrométrie ultraviolet (UV).

L'acide sorbique et sorbate de potassium peuvent étre identifiés de pres
l'appariement des spectres infrarouge standard avec pas indication de corps

¢trangers. [10]
I.7. Détermination enzymatique de I’acide sorbique :

Le procédé enzymatique est utilis€ pour déterminer l'acide sorbique par
une mesure spectrophotométrique de sorbyle coenzyme A (CoA sorbyle) a 300
nm.

L'acide sorbique est converti en sorbyle CoA avec l'acyl-CoA synthétase
en présence du coenzyme A et de 'adénosine-triphosphate-5b.

La réaction est réalisée de maniere irréversible par hydrolyse quantitative
le pyrophosphate formé lors de la réaction d'acylation au phosphate en présence

d'une pyrophosphatase inorganique.
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique

L'absorbance mesurée a 300 nm est spécifique de sorbyle CoA, qui sa
valeur est proportionnelle de la quantit¢ de I’acide sorbique dans 1'échantillon.
[11]

Acyl CoA synthetase

Acidesorbique+ ATP+ CoA-SH » sorbyl CoA +AMP+ PPi
Pyrophosphatase
bPi+ H20 » 2Pi

Schéma 06 : La réaction enzymatique de I’acide 2,4-hexadiénoique

1.8. Dégradation de I’acide sorbique :

Les expériences ¢lectrochimiques dans des solutions de 1’acide sorbique

ont montré son oxydation au niveau des €lectrodes de carbone.
L'oxydation a lieu a des doubles liaisons entre C2-C3 ou C4-CS5.

La double liaison entre C2 et C3 est proche du groupement carboxyle et

son oxydation peuvent étre protégés, par conséquence, plus difficiles a oxyder.

Le mécanisme d’oxydation de 1’acide sorbique proposé, «le schéma
07 » ; implique la rupture de la double liaison entre C4 et C5 avec addition de

OH a la position C5, suivie par déprotonation chimique du produit d'oxydation.

[12]
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique

(0] OH 0
o /I\/\/u\
—_—
H,O
Hac/ﬁ\‘/:’\\z)'!\tm z HsC AN OH
_ G-
R/\/
/\/DH de:-1H + H,0
R X BLLARLLLIY —_—
(b)
A OH
_R/\/ |

Schéma 07 : L'oxydation de I'acide sorbique. (b) des produits de dégradation de 'acide
sorbique: crotonaldéhyde (R: = CH;), malonaldéhyde (R: = O).

L.9. Dérivés de ’acide 2,4-hexadienoique :

1.9.a). Estérification :
e CasO01:
L’acide 2,4-hexadiénoique avec 1’alcool a 1’aide d’un acide sulfurique
H,SO,4 sont chauffés sous reflux jusqu'a la formation de I’ester 2,4- hexadiénoate

dalkyle. [14]
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique

—( n — n
i >7—OH B H >7—OR
J %

Schéma 08 : L’estérification de I’acide 2,4-hexadiénoique en présence H,SO4

e Cas02:

L'acide 2,4-hexadiénoique réagie avec un chlorure de thionyle, donné
chlorure de 2,4-hexadiénoyle , ce dernier réagie avec l'alcool pour obtenir

finalement ’ester 2,4- hexadiénoate d’alkyle. [13]

HC H }:3(‘\ /:{ Hy( ;H
4 /
\__
>:< P s0cl, /’:< /{ ROH /—< A
4 >:< > H \>_< S {
[\ /o [
H OH H —Cl H —O0R
f/ / ,/
0 0 0

Schéma 09: Estérification de ’acide 2,4-hexadiénoique par SOCl,,

1.9.b) Préparation des amides :
Le chlorure de 2,4-hexadienoyle traité par la solution d'aniline ou d’amine

en présence de I'éther a une température ambiante. [13]

H,C H H,C H
%, ri %,
! % __.-'H R-MNH. / H
H — - H — B
ST 0= 10°C % 4
H Ss—Cl H A—N
o Fl 1
O ] R

Schéma 10 : Préparation des amides.
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Partie A (théorie) Chapitre A-I : Généralité sur I’acide sorbique

1.9.¢) Cyclisation de I’acide 2,4-hexadiénoique :
Cyclisation de 1’acide 2,4-hexadiénoique par 1’addition nucléophile des

amines est la suite : [06]

RNH .
s3] RNH °© K K”HJ{\
SN — X 3
Yo 5 OH HO
- NHR
e
cychisation

Schéma 11 : Cyclisation de I’acide 2,4-hexadiénoique.
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Partie A (théorie) Chapitre A-II : L’activité biologique

II.1. Introduction :

L'acide sorbique et ses sels sont trés efficaces pour inhiber les micro-

organismes les plus courants qui causent aliments gaché.

Ces conservateurs sont principalement efficaces contre certaines souches

de levures et de moisissures, et ils fonctionnent en inhibant les enzymes dans les

cellules microbiennes.

12
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Partie A (théorie) Chapitre A-II : L’activité biologique

I1.2. L’activité biologique de I’acide sorbique et ses sels :

L’acide sorbique et le sorbate de potassium sont utilisés comme des
agents de conservateur excellents dans les produits cosmétiques et les produits
de soins [01] et les produits alimentaires et aliments pour animaux et les

produits du tabac [05], avec un pH inférieur a 6,5, depuis le début de I’année

1960. [01]

Ils ont bonne compatibilit¢ de la peau et sont faciles a utiliser, en

particulier le sorbate de potassium sous forme de sel. [01]

I1.3. La toxicité et le métabolisme de I’acide 2,4-hexadiénoique :

L'acide 2,4-hexadiénoique, un acide gras insaturé, métabolise dans une
maniére similaire aux autres acides gras. En présence d’adéquat métabolisme,
les produits finaux majeurs sont le CO, et H,O. [14]

L'acide 2,4-hexadiénoique possede une toxicité trés faible, cette toxicité
peut étre expliquée par le fait qu'il est rapidement métabolisé par de voie
semblable aux autres acides gras. [14]

Il n'a pratiquement aucun effet sur le golit et l'odeur des produits
alimentaires, et non toxique sur les €tres vivants a des concentrations inférieures
a0,2%. [15]

L'acide 2,4-hexadiénoique est récemment déterminé dans l'urine. Apres
administration orale de 447 mg d'acide 2,4-hexadienoique, la concentration

urinaire moyenne a augmenté 20 fois. [16]

I1.4. Mécanisme d’action de ’acide 2,4-hexadiénoique :
Une des stratégies utilisées pour prévenir l'altération des produits est
I'ajout des acides faibles conservateurs tels que 'acide 2,4-hexadiénoique, 1'acide

acétique et I'acide benzoique.

13
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Partie A (théorie) Chapitre A-II : L’activité biologique

Ces composés ont été utilisés dans les produits alimentaires depuis des
décennies et ont ¢été tres efficaces (en particulier a pH faible), malgré leurs
mécanismes d'action ne sont pas complétement connus.

En général, dans une solution a pH faible, ces acides faibles sont
principalement trouvés dans leur forme non dissociée, qui leur permet de
diffusent librement a travers la membrane cellulaire (ex: l'acide 2.4-
hexadiénoique a une valeur de pKa 4,76, et dans une solution a pH 4,2 il sera en
sa forme non dissociée).

Dans la cellule, les acides faibles rencontrent un pH plus élevé, qui leur
permet dissocient pour produire des protons et des anions, puis acidifient le
cytoplasme. [17]

Ensuite, 'acide 2,4-hexadiénoique conduit a l'inhibition de la croissance
(rupture de la membrane), I’inhibition des réactions métaboliques essentielles

comme la glycolyse et I'accumulation d'anions toxiques. [18]

ILI.5. Les génes spécifiques de I’acide 2,4-hexadiénoique :
Approximativement ; environ 10 pour cent des genes spécifiques de
I’acide 2,4-hexadiénoique sont impliqués dans le transport des protéines, des
sucres et des oligopeptides, et aussi dans la synthése et le transport des acides
aminés tels que l'histidine et 'arginine.
La plupart des geénes nécessaires a la biosynthése de la chaine ramifiée des
acides aminés tels que leucine, l'histidine, 'arginine et la valine ont également

régulés spécifiquement sous I’influence de I’acide 2,4-hexadieénoique. [19]

14
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Partie A (théorie) Chapitre A-II : L’activité biologique

I1.6. L’activité biologique de quelques dérivées de I’acide sorbique :
I1.6.1. L’activité biologique de 2,4-hexadi¢noate d’éthyle :
Le 2,4-hexadienoate d’éthyle a présent¢ une bonne activité contre les
bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia coli, et une activité modérée

contre les bactéries Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa. [14]

I1.6.2. L’activité biologique de 2,4-hexadi¢noate d'hydrazide :
2,4-hexadiénoate d'hydrazide ne possédé aucune activit¢ biologique
contre les bactéries a gram positif'; Staphylococcus aureus et Enterococcus

faecalis et les bactéries a Gram négatif ; Escherichia Coli et Pseudomonas

aeruginosa. [14]
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1 Synthéses des dérives de 1’acide sorbique

I.1. Introduction :

Notre travail décrit la synthése, les caractéristiques et les propriétés de
I’acide sorbique et leurs dérivés (2,4-hexadiénoate d'éthyle et 2,4-hexadienoate

d’hydrazide) les deux réactions ont réalisée sous I’hote par chauffage a reflux.

I.2. Syntheése des dérivés :

Parmi les techniques d’analyses utilisées, dans notre travail, pour

concevoir les composés synthétisés est la spectroscopie (IR).

I.2.a) L’acide 2,4-hexadiénoique (ou I’acide sorbique) :

H H

H;C OH

H H O

Schéma 12 : L’acide sorbique.
¢ Test de solubilité de 2,4-hexadiénoique :

Dans un cristallisoir on dépose une petite quantité de I’acide sorbique puis
on ajoute un volume de solvant ; les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau suivant :

Tableau 01 : Résultat des testes de solubilité de I’acide 2,4-hexadi¢noique

A temperature ambiante

A D’effet de chaleur

L’eau distillée

Non soluble

Non soluble

Meéthanol Soluble -
Ethanol Soluble -
Hexane Non soluble Non soluble
Benzene Peu soluble Soluble
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1 Synthéses des dérives de 1’acide sorbique

Dichlorométhane Soluble -
Acetate d’ethyle Peu soluble Soluble
2-Butanol Peu soluble Soluble
1-Butanol Non soluble Soluble
Ether diéthylique Soluble -
1-Propanol Non soluble Soluble
2-Propanol Peu soluble Soluble
Ether de petroleum Non soluble Non soluble
Chloroforme Soluble -
Tetrachloride Non soluble Soluble

¢ L'analyse du spectre IR:

D’apres I’analyse de ’acide 2,4-hexadiénoique dans la spectroscopie IR
on obtient les bandes suivant :

Une bande d'absorption au groupement carbonyle C=0O a environ 1698,33
cm’ et groupement C-H & environ 2833,02 cm’et on a une large bande
d'absorption importante a environ 3024,48 cm™ due a la fonction hydroxyde O-
H et pour la double liaison C=C on une absorption prés de 1636,74 cm™ et on a

une bande 1327.5 cm™ due au groupement CHs. (Annexe).

1.2.b) Synthése du 2,4-hexadiénoate d'éthyle:

La voie de préparation du 2,4-hexadi¢noate d'éthyle est décrite dans le
schéma suivant. [14] L'estérification de l'acide 2,4-hexadiénoique avec 1’alcool
(éthanol) en présence de l'acide minéral (acide sulfurique H,SO,), conduit a la

formation de I’ester (2,4-hexadieénoate d'éthyle). [13]
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1 Synthéses des dérives de 1’acide sorbique

0
| H,S0,

/Q\\/\\\\:}/\\OH+ H,C,—OH =

52 = ol

O
c a//\\:\.\\_’//,\\\\\\\v)‘t\ 23 HEO

A H; OC,H;

Schéma 13 : Synthese de ’ester.

¢ L'analyse du spectre IR:

Le composé 2,4-hexadienoate d’éthyle est caractérisé par un spectre IR
présentant une bande d’adsorption & environ 2981.11 cm’ attribuée le
groupement C-H.

Les bondes d’adsorptions des groupes (C=0), (C=C) et (C-O) ont
observées a environ 1715.89 cm™, 1646.17 cm™ et 1243.73 cm™ respectivement.

(Annexe)

I.2.c) Synthese du 2,4-hexadienoate d’hydrazide :

La voie de formation du 2,4-hexadi¢noate d'hydrazide est décrite dans le
schéma suivant. [14] L'hydrazide est préparé par traitement de 1’ester avec

I'hydrate d'hydrazine N,H4.H,O dans I'éthanol sous chauffage a reflux. [20]

0)

0
oA e BB
e X NocH, 2 A H,C e NHNH

Schéma 14 : Formation du 2,4-hexadiénoate d'hydrazide

2
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1 Synthéses des dérives de 1’acide sorbique

¢ L'analyse du spectre IR:

L’analyse de spectre IR du 2,4-hexadi¢noate d'hydrazide donne les
bandes d'absorptions a environ 1617,9 cm™ et 3280,8 cm™ pour élongation de
groupement carbonyle C=0 et groupement NH respectivement.

La bonde d’adsorption observée a environ 1090,4 cm™ est caractérisée la

liaison C-N ; caractéristique de I'hydrazide.
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1I L’activité biologique

I1I.1. Introduction :
L'activité antibactérienne des produits chimiques synthétisés ; ’acide 2,4-
hexadiénoique, 2,4-hexadienoate d'éthyle, 2,4-hexadiénoate d’hydrazide ont

été 1I’objet des études biologiques, en raison de leurs activités biologiques.

Pour savoir ['activité antibactérienne des composés nouvellement

synthétisés, nous avons testés tous les composés contre:

» Bactéries a gram positif :
o Staphylococcus aureus.

e Streptococcus B.

» Bactéries a gram négatif :
e FEscherichia coli.

e Pseudomonas aeruginosa.

I1.2. Evaluation de I’effet antibactérien :

v" Pour chaque espéce bactérienne, on utilise une boite de pétri.

v' Les produits synthétisés ; ’acide 2,4-hexadiénoique, 2,4-hexadiénoate
d'éthyle, 2,4-hexadienoate d'hydrazide sont placés dans les boites de
pétri sous forme des disques de papier.

v' Aprés I’incubation a 37°C pendant 24 heurs, il est possible de voir les
zones circulaires d’inhibition de la croissance bactérienne de chaque
disque.

v' La mesure du diamétre de la zone claire autour du disque permet
d’évaluer I’activité inhibitrice du produit vis-a-vis de la bactérie.

Les zones d’inhibition sont définies comme suit : [14]

e Le produit est actif pour un diametre > 15 mm
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1I L’activité biologique

e Le produit est modérément actif pour un diametre compris entre 8 et 15
mm

e Le produit est inactif pour un diametre < 8 mm
Les résultats obtenus de I’examen bactériologique sont regroupé dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 02: Résultats de ’examen bactériologique.

Les bactéries utilisées
Gram + Gram -

Les produits | Staphylococcus | Streptococcus | Escherichia | Pseudomonas
Chimiques Aureus B coli Aeruginosa
I’acide 2,4-

hexadiénoique * * * *
2,4-
hexadiénoate * * 12 *
d'éthyle
2,4-

hexadiénoate * * * 16

d’hydrazide

* : Produit inactif et les zones d’inhibition sont données en mm.

I1.3. Interprétation des résultats :
Les composés chimiques nouvellement synthétisés ont montrés une
activité antibactérienne entre bonne activité et modérée sauf DP’acide 2,4-

hexadienoique.
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1I L’activité biologique

I1.3.a) Effet des produits testés sur Staphylococcus aureus et Streptococcus

B:

Figure 01 : Résultats obtenus sur les boites pétrie de Staphylococcus aureus et

Streptococcus B

A partir des résultats démontrés dans les figure ci-dessus, il est observé
que les composés ’acide 2,4-hexadiénoique, 2,4-hexadiénoate d'éthyle, 2,4-
hexadiénoate d’hydrazide ne possédés aucune activité antibactérienne contre

Staphylococcus aureus et Streptococcus B.
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1I L’activité biologique

I1.3.b) Effet des produits testés sur Escherichia coli :

Figure 02: Résultats obtenus sur la boite pétrie d’Escherichia coli.
Le composé 2,4-hexadiénoate d'éthyle est modérément actif, par contre

les composés I’acide 2,4-hexadiénoique, 2,4-hexadiénoate d’hydrazide ont

montrés inactivité antibactérienne contre Escherichia coli.

I1.3.c) Effet des produits testés sur Pseudomonas aeruginosa :

Figure 03 : Résultats obtenus sur la boite pétrie de Pseudomonas aeruginosa .
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1I L’activité biologique

A I’exception de composé 2,4-hexadiénoate d’hydrazide qui est actif, on
constate que les composés I’acide 2,4-hexadiénoique, 2,4-hexadiénoate

d'éthyle ont montrés aucune activité antibactérienne.

I1.4. Interprétation générale :

Les composés chimiques nouvellement synthétisés sont testés pour leurs
activités antibactériennes contre quatre exemplaires des souches bactéries
Staphylococcus aureus, streptococcus B, Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa a concentrations mere de 20 mg/ml pour 2,4-hexadiénoate d'éthyle,

2,4-hexadiénoate d’hydrazide et de 10 mg/ml pour I’acide 2,4-hexadiénoique.

En conclusion, d’aprés les résultats indiqués dans le tableau et les figures

ci-dessus, on conclue que :

e J’acide 2,4-hexadiénoique a montrés aucune activité antibactérienne
contre toutes les bactéries (gram + et gram -) utilisées.

e Le composé 2,4-hexadiénoate d'éthyle a présenté une modérément
activité contre Escherichia coli, et aucune activité antibactérienne contre
streptococcus B, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus ;
tandis que le composé 2,4-hexadiénoate d’hydrazide a montré une
bonne activité contre Pseudomonas aeruginosa et inactivité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus, streptococcus B et

Escherichia colli.

I1.5. Comparaison avec les études précédentes au niveau de laboratoire de
chimie organique bioactive - USTO.MB - :

Selon les études précédentes au niveau de laboratoire de chimie organique
bioactive (USTO.MB) sur D’acide 2,4-hexadiénoique et leurs dérivés ou

diméthylsulfoxyde (DMSO) est utilis¢ comme un solvant aux produits
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Chapitre B-1I L’activité biologique

synthétisés {pour la

préparation des solutions avec une concentration 20

mg/ml}; on remarque que, a I’exception de 2,4-hexadiénoate d'hydrazide qui a

¢té inactif, les deux autres composés :

{Pacide 2,4-hexadiénoique et 2,4-

hexadienoate d’éthyle} ont montrés une activité antibactérienne entre bonne

activité et modérée sur les mémes bactéries utilisées. [14]

Tableau 03 : Résultats de I’examen bactériologique sur les dérivés de I’acide sorbique

Les bactéries utilisées

Gram + Gram -

Les produits Staphylococcus | Enterococcus Escherichia coli Pseudomonas
Chimiques Aureus Faecalis Aeruginosa
I’acide 2,4-

hexadiénoique 18 13 12 13
2,4-hexadiénoate
d'éthyle 35 17 32 15

2,4-hexadiénoate

d’hydrazide

* : Produit inactif et les zones d’inhibition sont données en mm.

> 2,4-hexadiénoate d'hydrazide ne posséde aucune activité biologique

contre les

bactéries a gram positif;

Staphylococcus aureus et

Enterococcus faecalis et les bactéries a Gram négatif ; Escherichia Coli

et Pseudomonas aeruginosa.
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Partie B (Résultats et discussions) Chapitre B-1I L’activité biologique

» Sur Staphylococcus aureus :
Le composé¢ 2,4-hexadiénoate d'éthyle a possédé une bonne activité
antibactérienne et le composé¢ 2,4-hexadiénoique a montré une activité

antibactérienne modérée contre Staphylococcus aureus.

» Sur Enterococcus faecalis :
Le composé¢ 2,4-hexadiénoate d'éthyle a montré une bonne activité
antibactérienne, tandis que le compos¢ 2,4-hexadiénoique a montré une

activité antibactérienne modérée.

» Sur Escherichia coli :
Le composé¢ 2,4-hexadiénoate d'éthyle a montré une bonne activité
antibactérienne contre, tandis que le compos¢ 2,4-hexadiénoique a

exposé une activité antibactérienne modérée.

» Sur Pseudomonas Aeruginosa :
Les composés 2,4-hexadiénoique et 2,4-hexadiénoate d'éthyle ont

possédés une activité antibactérienne modérée.

I1.6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus petite
concentration d’antibiotique qui inhibe toute culture visible d’une souche
bactérienne apres 18 heures de culture a 37°C. [23]

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des produits chimiques
synthétisés est effectuée par la méthode de dilution en série 1/2, 1/4, 1/6 et 1/8
de solution mere 20 mg/ml pour 2,4-hexadiénoate d'éthyle, 2,4-hexadiénoate

d’hydrazide sur les quatre exemplaires bactériennes.
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Partie B (Résultats et discussions)

Chapitre B-1I L’activité biologique

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont donnés

dans le tableau ci-dessous:

Les bactéries utilisées

Gram +

Gram -

Les produits
Chimiques

Staphylococcus
Aureus

Streptococcus

B

Escherichia coli

Pseudomonas
Aeruginosa

Pacide 2,4-

hexadiénoique

2.4-hexadiénoate

d'éthyle

172

2.4-hexadiénoate

d’hydrazide

1/4

Tableau 04 : Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des produits testés.

* : Produit inactif
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Partie C (Expérimentale)

Chapitre C-I Matiéres et appareillages

I.1. Introduction :

Dans ce travail en regroupe les réactifs utilisés dans la synthese organique

et les techniques de I’identification des produits synthétisés.

1.2. Les réactifs et les solvants utilisés :

La liste des produits chimique qui nous avons utilisés dans laboratoire de

chimie organique de 1’Université Ahmed Draya d’Adrar.

Les produis | La formule La La Ter (C) | La masse | L’ origine
chimique Chimique pureté | densité molaire
Méthanol CH;0H 99% - 64-65 32.04 Biochem
Ethanol C,HsOH 96% - 80 46.07 Biochem
Hexane CsHin - - 63-69 86.18 Biochem
Benzéne CeHs 99% 0.875 - 78-81 78.11 Biochem
0.879
Acétate d’ethyle | CH3COOC2HS5 99% 0.899- 76-78 88.11 Biochem
0.902
Dichlorométhane | CH,Cl, 99% 1.323- 38-41 84.83 Biochem
1.327
Tetrachloride CCly 99-98% 1592 76.5 153.82
2-Butanol C4H,00 99% 0.805- | 96-100 74.12 Biochem
0.807
1-Butanol C4H,00 99.9% 0.810 118 74.12
Ether diéthylique | C4H;00 98% 713-717 | 34-36 74.12 Biochem
1-Propanol C;HgO 99.5% 0.803- 96-98 60.10 Biochem
0.805
2-propanol C;HgO 98% - - 60.10 Biochem
Petroleum ether | Mélange  des - 1.474- - -- Biochem
produits qui 1.479
vaporisent 40-
60 C° de petrol
Acide sulfurique | HySO4 98% - - - Biochem
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Partie C (Expérimentale)

Chapitre C-I Matiéres et appareillages

Sulfate de | MgSO4 99% 1.83 246.48 Biochem
magnesuim

Chloroform CHCl, 90.4% - 60—62 11.94 Biochem
Bicarbonate de Alimentaire

sodium

Tableau 05 : Liste des produits chimiques utilisés.

I.3. Techniques et appareillages :

1.3.a) La chromatographie sur couche mince (CCM) :

v' Définition :

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur
des phénomenes d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange
des solvants, qui progresse le long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque

de verre ou sur une feuille semi-rigide de maticre plastique ou d’aluminium.

[21]

v’ Appareillage :
e [escuves

e la phase stationnaire : les plaques ou I’aluminium contient une couche de

gel de silice.

e [’échantillon : solution a analyser.

e [’¢luant : un solvant pur ou un mélange : il migre lentement le long de la

plaque en entrainant les composants de 1’échantillon.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-I Matiéres et appareillages

v" Principe :

La chromatographie d’adsorption est basée sur le partage des solutés entre
I’adsorbant solide fixe et la phase mobile. Chacun des solutés est soumis a une
force de rétention par adsorption et une force d’entrainement par la phase
mobile. L’équilibre qui en résulte aboutit a une migration différentielle des
solutés de I’échantillon a analyser, ce qui permet leur séparation.

Les séparations sont basées sur le principe de polarité, c’est-a-dire

I’existence de dipoOles dans une structure moléculaire. [22]

v Types de chromatographies :

Type Critere de séparation
Adsorption Polarité
Partage Solubilité
Exclusion Taille des molécules

Echangeuse d’ions

Charge ionique

Affinité

Structure des protéines

Tableau 06: Les types de chromatographies.

v' Calcule du rapport frontal R; :
Pour une phase stationnaire et une phase mobile données, chaque

compose est caractérisé par son Ry

= [Tont d'¢luant

)

centre de la tache

—~
“J

= niveau de deposition
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-I Matiéres et appareillages

R¢= (distance parcourue par le composé) / (distance parcourue par I’éluant)

La distance parcourue par le composé est calculée a partir du niveau de
déposition jusqu’au centre de la tache, tandis que la distance parcourue par
I’€luant est calculée a partir du niveau de déposition de 1’échantillon jusqu’au
front de 1’¢luant, marqué a la fin de I’¢lution.

Le Ry est un nombre sans unités qui varie entre 0 et 1.

v" Technique expérimentale :
Les principales étapes d’une chromatographie sur couche mince sont :
e Préparation de la plaque CCM : on utilise les plaques CCM de

I’aluminium.

Préparation de I’¢luant et de la cuve

Déposition des échantillons inconnus et des témoins (généralement on

utilise comme témoins le composé synthétisé précédemment)

Elution de la plaque

Séchage de la plaque

Révélation des taches par UV.

Figure 03: Révélation par UV.

e Calcul des R et interprétation des résultats.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-I1 Matiéres et appareillages

1.3.b) Spectroscopie infrarouge :

Pour l'identification structurale des composés synthétisée on utilisée La
spectroscopie IR (KBr).

Les spectres IR des composés synthétis€ ont été enregistrés par le
spectrophotometre IR de type Agilent Technologies FTIR Cary 660 entre 400
et 4000 cm™, et 1’analyse infrarouge a été réalisée au niveau de Laboratoire de

Chimie, Université Ahmed Draya Adrar.

Figure 04: Le spectrophotomeétre IR.

I.3.¢) L’indice de réfraction :
L’indice de réfraction de composé synthétis€ a été mesuré dans un
appareil du réfractometre de type Abbe a 4 chiffre de précision au niveau de

laboratoire de chimie organique, Ahmed Draya Adrar.

Figure 05: Le réfractométre.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-I Matiéres et appareillages
I.4. Caractéristiques de I’acide 2,4-hexadiénoique (sorbique) [05]

H H

H 3 C OH

H H O

Schémal5 : L’acide sorbique.
e Nom IUPAC : I’acide 2,4-hexadiénoique
e Le nom commercial : ’acide sorbique
e [’ état physique : solide
e [’aspect : poudre cristalline blanche
e L’odeur: acre
e La formule brute : C4HgO,
e La masse molaire (MM) : 112.13 g.mol’’
e Latempérature de fusion : 133 - 135 °C
e Le pointd’éclair: 127 °C
e La masse volumique : 1,2 g-cm™
e pKa:4.76
e R;=0,56 (¢luant : Toluéne/Chloroforme ; 7/3 ; V/V)
e IR (KBr, cm): 3024,48 (O-H), 2833,02 (C-H), 1698,33 (C=0), 1636,74
(C=C). (Annexe).
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-1I Synthése des dérivée de I’acide sorbique

II.1. Synthése des composes organique :
I1.1.a) Synthése du 2,4-hexadie¢noate d’éthyle :
La réaction de I’estérification s’est effectuée par le mode opératoire suivant :

— On mesure 3g de I’acide sorbique.

Figure 06 : Balence .

— On ajoute dans un ballon mono-col la quantit¢ mesurée de 1’acide
sorbique, I’éthanol en exces et quelques gouttes de 1’acide sulfurique puis

on commence 1’agitation a chauffage.

Figure 07 : Montage de I’estérification.
— Apres la fin de la réaction et le refroidissement, on neutralise le mélange

réactionnel par la solution saturée de bicarbonate de sodium

(NaHCO;+H,0) jusqu’a pH =7.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-1I Synthése des dérivée de I’acide sorbique

Figure 08 : Neutralisation du mélange réactionnel.

— Aprés la neutralisation on verse le mélange réactionnel dans I’ampoule a
décanter et on ajoute le dichlorométhane (CH,Cl,); on obtient deux
phases : une phase organique et 1’autre aqueuse. La phase aqueuse
constituée d'eau avec le sel et la phase organique constituée d’ester formé

et dichlorométhane

Figure 09 : La séparation liquide-liquide.

— On isole la partie organique dans un bécher, puis on ajoute une quantité de

sulfate de magnésium (MgSQOy) pour €liminer les traces de I’eau.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-1I Synthése des dérivée de I’acide sorbique

— On filtre le mélange a I’aide d’un papier filtre ; la partie solide c’est le
sulfate de magnésium hydrolysée, et la partie liquide contient ’ester,

I’éthanol et dichlorométhane.

Figure 10 : La procédure de la filtration

v A T’aide du rota-vapeur on sépare 1’éthanol et le dichlorométhane du

mélange et il ne reste que 1’ester synthétise.

Figure 11 : L’extraction de I’ester a I’aide du rota-vapeur.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-1I Synthése des dérivée de I’acide sorbique

v' Caractéristiques du produit :

La masse molaire (MM): 140 g/mole

La masse du produit: 2.43 g

Rendement du produit: 64.97 %.

Rapporte frontal R¢: 0.88 (L’acétate d’éthyle - Benzene : 4/1).

L’indice de réfraction : 1.494.

IR (KBr cm™): 2981.11 (C-H), 1715.89 (C=0), 1646.17 (C=C), 1243.73
(C-0O). (Annexe).

I1.1.b) Synthése du 2,4-hexadienoate d’hydrazide :

On dissout 0.2 g de 2,4-hexadiénoate d’éthyle dans 10ml de I’éthanol

puis on ajoute graduellement 2 ml de I’hydrazine hydratée (80%) avec

I’agitation. Le mélange réactionnel est chouffé sous reflux pendent 06 heures.

Apres refroidissement, et évaporation de solvant on obtient un composée

chimique nomm¢ 2,4-hexadiénoate d’hydrazide.

Figure 12 : Montage de formation de I’hydrazide.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-I1 Synthése des dérivée de I’acide sorbique

v' Caractéristiques du produit :

e La masse molaire (MM) : 126 g/mole

e Lamasse du produit : 0.15g

e Rendement du produit : 83.33%

e Rapporte frontal R¢: 0.38 (Benzéne-Acétate d’éthyle : 1/4)

e IR (KBr, cm™): 3280.8 (N-H), 1617.9 (C=0), 1090.4 (C-N). (Annexe)
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-III Pactivité biologique

I11.1. Introduction :

L'activité antibactérienne des produits chimiques synthétisés I’acide 2,4-
hexadiénoique, 2,4-hexadiénoate d'éthyle, 2,4-hexadienoate d’hydrazide
est évaluée par différentes bactéries a gram positif (+) et & gram négatif (-).

L’examen bactériologie est effectué au niveau de I’hopital ben sina

d’adrar.

II1.2. Principe :

Le principe de cet examen consiste a déposer dans une boite de pétrie
contenant une gélose Mueller Hinton (MH) et inoculée par une souche
bactérienne, des disques de papier impregnent des produits chimiques
synthétis€s avec une concentration de 20 mg/ml pour 2,4-hexadiénoate
d'éthyle, 2,4-hexadiénoate d’hydrazide et de 10 mg/ml pour I’acide 2,4-

hexadienoique.

IT1.3. Les bactéries utilisées :
Les bactéries utilisées pour réaliser cet examen bactériologie sont :
» Bactéries a gram positif :
e Staphylococcus aureus.
e Streptococcus B.
» Bactéries a gram négatif :
e FEscherichia coli.

e Pseudomonas aeruginosa.

I11.4. Modes opératoire :
v" Toutes les verreries et les matériels utilisés sont stérilisés avant 1’usage.
v' L’eau distillée est utilisé comme un solvant aux produits synthétisés pour

la préparation des solutions avec une concentration de 20 mg/ml pour 2,4-
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-I1I P’activité biologique

hexadiénoate d'éthyle, 2,4-hexadiénoate d’hydrazide et de 10 mg/ml
pour I’acide 2,4-hexadienoique.

v' Les souches bactériennes a gram positif ; (Staphylococcus aureus,
streptococcus B) et a gram négatif ; (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa) sont obtenus de I’E.P.H d’adrar.

v" Les disques de papier sont stérilisés a 120 °C pendant 60 min

Figure 13 : Popinel (I’appareil de stérilisation).

v' Les disques de papier sont introduits dans les solutions préparés jusqu'a la

saturation ou I’imprégnation.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-I1I P’activité biologique

v" Chaque boite de pétrie contenant un milieu gélosé MH est inoculée avec
un boillon nutritif contenant une suspension bactérienne a 1’aide d’un

écouvillon.

Figure 14 : L’inoculum a réparti sur I’ensemble de la surface.

v' Les disques de papier saturés sont déposés a la surface du milieu gélosé

MH.

Figure 15: Les disques saturés déposés a la surface du milieu gélosé MH dans les

boites pétri.
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Partie C (Expérimentale) Chapitre C-I1I P’activité biologique

v" L’incubation est a 37 °C pendent 24 heurs.

Figure 16: L’étuve de I’incubation.

v' La mesure du diamétre de la zone claire autour du disque permet

d’évaluer I’activité inhibitrice des produits vis-a-vis de la bactérie choisie.

II1.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La plus petite concentration d’antibiotique qui inhibe toute culture visible
d’une souche bactérienne apres 18 heures de culture a 37°C.  [23]

La technique de dilution est utilisée pour déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) des composés synthétisés. [24]

Différentes dilutions sont préparées a partir d’une solution mere, selon les

dilutions suivantes : 1/2, 1/4,1/6 et 1/8.
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Partie C (Expérimentale)

Chapitre C-III Pactivité biologique

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont donnés

dans le tableau ci-dessous:

Tableau 04 : Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des produits testées

Les bactéries utilisées
Gram + Gram -

Les produits | Staphylococcus | Streptococcus | Escherichia | Pseudomonas
Chimiques Aureus B coli Aeruginosa
Pacide 2,4-

hexadiénoique * * * *
2,4-
hexadiénoate * * 1/2 *
d'éthyle
2,4-

hexadiénoate * * * 1/4

d’hydrazide

* : Produit inactif
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Conclusion générale

Conclusion générale

Ce travail est contenu une étude bibliographique et expérimentale sur

I’acide 2,4-hexadienoique et leur dérivés.

Le travail présenté dans ce mémoire est bas¢ sur la syntheése de nouveaux
composes a partir de 1’acide 2,4-hexadienoique: le 2,4-hexadiénoate d'éthyle et

le 2,4-hexadiénoate d'hydrazide.

L’analyse de ces nouveaux composés a €té réalisée par des méthodes
physico-chimiques telles que : la chromatographie Ry, 1’infrarouge IR et I’indice

de réfraction.

Pour I’examen bactériologie, a 1’exception du ’acide 2,4-hexadiénoique qui
est inactive, les deux autres composés synthétisés ont présentés une activité

antibactérienne de bonne a modérée contre les quatre bactéries choisies.

v’ Pacide 2,4-hexadiénoique a montré aucune activité antibactérienne

contre toutes les bactéries (gram + et gram -) utilisées.

v' Le composé 2,4-hexadiénoate d'éthyle a présenté une modérément
activité contre Escherichia coli, et aucune activité antibactérienne contre
streptococcus B, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus ;
tandis que le composé 2,4-hexadiénoate d’hydrazide a montré une
bonne activité contre Pseudomonas aeruginosa et inactivité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus, streptococcus B et

Escherichia coli.
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Conclusion générale

Finalement, on conclue que les dérivés de 1’acide sorbique sont des
composés importants dans différents usages et possédent un domaine de

recherche trés vaste.
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Résumé

L’acide sorbique (I’acide 2,4-hexadiénoique) et leurs dérivés sont bien
connus pour leur utilisation comme des agents de conservateur excellents dans
les produits cosmétiques, les produits de soins, les produits alimentaires, et les
produits du tabac.

Dans ce mémoire, nous avons décrit les méthodes conventionnelles
utilisées dans la synthése des dérivés de l'acide sorbique; 2,4-hexadiénoate
d'éthyle et 2,4-hexadiénoate d’hydrazide ont été synthétisés avec succes et
étudiés pour leur activité antibactérienne. Ces composés ont été préparés a partir

de I’acide sorbique comme matiére de départ.

La détermination structurelle de ces composés a été faite sur la base de la
spectroscopie infrarouge et la chromatographie sur couche mince.
Les composés synthétisés ont été testés pour l'activité antibactérienne contre
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus B. et

Escherichia coli et montrent des bons résultats.

Mots clé :
L’acide sorbique, 2,4-hexadi¢noate d'é¢thyle et 2,4-hexadiénoate d’hydrazide,

activité antibactérienne.
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Abstract

Sorbic acid (2,4-hexadienoic acid) and their derivatives are well known
for their use as preservative agents excellent in cosmetics, cure, food, and
tobacco products.

In this brief, we have described the conventional methods used in the
synthesis of derivatives of sorbic acid; 2,4-hexadiénoate ethyl and 2.,4-
hexadiénoate hydrazide were successfully synthesized and studied for their
antibacterial activity. These compounds were prepared from sorbic acid as
starting material.

The structure determinations of these compounds have been made on the
basis of infrared spectroscopy and thin layer chromatography.

The synthesized compounds were tested for antibacterial activity against
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus B, Escherichia

coli. show good results.

Key words:

Sorbic acid, 2,4-hexadiénoate ethyl, 2,4-hexadiénoate hydrazide, antibacterial

activity.
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