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Introduction générale

La chimie de coordination est une discipline quicase le plus souvent la chimie inorganique
et la chimie organique : les molécules organiquesn(ne ligands) et un ion inorganique comme
élément central [1-2]. Au cours des dernieres ddiesn I'importance des complexes métalliques
s’est développée du fait de la diversification der$ utilisations notamment dans la synthése
organique, la catalyse, I'industrie pharmaceutiqué conception de nouveaux matériaux [3]. Les
complexes les plus étudiés sont choisis pour ldorsaines d’applications biologiques potentiels,
utilisés comme agents anticancéreux [4], anti-indes [5] et antidiabétiques [6].

Il est bien connu que les complexes métalliquesligesds O,N-donneurs jouent un réle
important dans chimie de coordination.De nombreuselserches ont été menées sur la synthése et
structure des complexes métalliques avec les Ig@nhdN-donneurs [7,8]. Ceci peut étre réalisé en
utilisant les composés organiques synthétiquespatde groupes fonctionnels O,N-donneurs. Les
meilleurs ligands adaptés connus sont les compo&ésocycliques. En tant que groupe important
des composés organiques d'hétérocycliques, la cmen@H-1-benzopyran-2-one) et ses dérives,
ont été largement utilisés dans les domaines Lopeg chimique et physique. Les dérivés
coumariniques ont trouvé de nombreuses applicatemsmédecine et en biologie et ils sont
€galement connus pour leur tendance a donner degoses de coordination avec différents ions de
meétaux de transition. Le comportement de compleraties ions de métaux de transition avec des
ligands donneurs O,N- a suscité l'intérét de nemnbrchimistes [9].

Les coumarines présentent plusieurs effets phalogigoes, notamment anticoagulant,
antimicrobien,  anti-inflammatoire,  neuroprotecteurantidiabétique, anticonvulsivant et
antiprolifératif [10].

L'activité biologique de certains ions de métauxrdasition dans les systemes biologiques a
été rapportée. lls sont souvent appelés métalléimes car ils ont des sites d'activité de la plupar
des enzymes et déterminent également la structesesdes les plus actifs. Parmi les métaux
actuellement connus pour étre essentiels aux fometbiologiques normales chez I'homme et les
micro-organismes, on trouve le cobalt (Co), un kimé&nt important qui a révelé une fonction
physiologique grace a la vitamine B12 et le zing)(4in bio-métal abondant impliqué dans le centre
actif de plus de 200 protéines fonctionnelles [21-1Ces ions métalliques sont présents dans
plusieurs produits pharmaceutiques inorganiquéiségicomme médicaments contre une variété de
maladies, allant des applications antibactériemteantifongiques aux applications anticancéreuses
[13-14]. Un autre fait pour cibler ces ions métplks particuliers est leur nature moins toxique qui
peut étre encore réduite lorsqu'ils sont liés aanids.

=




Introduction générale

Vu l'importance des diverses activités biologiques dérivés de la coumarine et de leurs
composeés de coordination avec les métaux de ti@mgd, Il nous a paru intéressant d’étudier les
propriétés de liaison de 3-acétoacétylcoumarine guatre métaux de transition (Co (ll), Mn (ll),
Ni (II), Zn (I1)), et donc tester leurs activitésolngiques ; dont le principal but est de testerse
activités antibactériennes.

Nous avons procédé dans un premier temp$aasynthése du ligand hétérocyclique
bi-dentates dérivé de la coumarine a partir dgdaétique lactone ( TAL) et du salicylalgde

(2-hydroxybanzaldehydepar réaction de condensation de KNOEVENAGEL. Learigy obtenu
possede des oxygenes comme atomes donneurs ehtprése cavité pour accuelllir des ions
meétalliques. Des études par spectrophotométrie iBbM et IR-TF et bactériologie du ligand et de

ses complexes sont réalisés.

En plus de lintroduction et de la conclusion géh&r ce travail est présenté en trois
chapitres :

+ Le premier chapitre est consacré a la synthéseobibphique sur les hétérocycles
particulierement les coumarines et les complexdaltiggties.

+ Le deuxieme chapitre décrit les différentes teaesq expérimentales et les modes
opératoires utilisées pour la synthése et la oérigation de notre ligand et ses complexes.

+ Le troisieme chapitre développe l'analyse, la daresation du ligand (HL) ainsi que les
complexes synthétisés par les méthodes spectrosmspiet les résultats de I'étude de

I'activité antibactérienne.
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Chapitre I Synthese bibliographique

La chimie des hétérocycles est un élémentralede la chimie organique et de la biochimie,
qui repose sur un ensemble de structures spéafiqies composés organiques de structure cyclique
contenant au moins un hétéroatome (le plus sodazote, I'oxygéne ou le soufre) [15]. D’'un point
de vue chimique, la plupart des composés hétérigexed comportent un systéme conjugué ou

aromatique qui est l'origine de leurs stabilités.

La synthése de ces composés chimiques eesnde tres intéressante dans les recherches
scientifiques en raison de leurs potentialités pliaption, en particulier dans le domaine

pharmacologique [16].

Parmi les entités hétérocycliques oxygémedsrels et synthétiques on trouve les pyroneis, qu
contiennent un atome d'oxygene et un groupemeimtiéomel cétone. Les 2-pyrones ou encere
pyrones sont présentes dans de nombreux prodtiteelsaaux activités biologiques intéressantes et
variées. La fusion d'un cycle 2-pyrone avec uneymtnzéne donne naissance a une classe de

composés hétérocycliques benzpyrones, appelées coumarines.
I-1- Les coumarines

Les coumarines comprennent une trés grande class®rdposés présents dans tout le régne
végétal. Ces substances jouent un rble importdat fais dans les systemes naturels comme les
plantes et aussi dans les applications médicinagsthétiques en tant que molécules
médicamenteuses. De nombreux composés de counsamimeurellement différents se sont avéres
présenter une grande variété de similitudes avecildes moléculaires vitales pour leur action
pharmacologique et de petites modifications damssletructures ont entrainé des changements
significatifsdans leurs activités biologiques [17].

La coumarine et ses dérivés ont été largeieidies en série hydrocarbonée en raison de leur
intérét dans de nombreux domaines : produits riatuhe métabolisme végétal, ils ont trouvé de
multiples applications en neurochimie (sédatifsrcotiques, hypnotiques), en dermatologie
(absorbants U.-V.), en hématologie (anticoagulaetspharmacologie (expectorants), en toxicologie
(phytocides), en biochimie (marqueurs fluorescente)re méme en parfumerie (base neutre des

parfums) [18].

De nos jours, de nombreuses études rapportentateplexes de dérivés de la coumarine

avec des métaux de transitions, qui possedentatigges importantes en chimie médicinale.




Chapitre I Synthese bibliographique

[-1-1- Définition

Les coumarines ou 2H-1-benzopyran-2-ones sont des substances
naturelles organiques aromatiqueEsgement étudiés. Ce systeme hétérocyclique ealeragnt
connu sous le nom de 1,2-benzopyrond;chromen-2-one, 2-o0xo-1,2-benzopyran ou lactone de
I'acide o-hydroxycinnamiquejui consistent tous en un cycle benzénique relign doyau lactone

(benzoe-pyrone) formant alors un noyau coumarine singplg.1.2)[19].

Figure I.1: Structure de base d'une coumarine.

L’histoire des coumarines remonte a 1820, lorsqué.H/ogel a isolé pour la premiere fois
le membre le plus simple de cette famille, la coumeaelle-mémeCette dernierdire son nom de
(coumarou) nom vernaculaire de fieve tonka(Willd., Fabaceae) d’'ou fut isoléd’lus tard, ce
composé a été synthétisé pour la premiére fois\pdt. Perkin en 1868 [19% partir de I'aldéhyde
salicylique et d'un anhydride d'acide, a haute tgatpre en présence d'une base faible
(CHsCOONa) [20].

Figure 1.2 : Arbre Tonka.

Les coumarines possedent une ou plusieurs fongi@nolique. Les hydroxyles de ces
molécules peuvent étre libres éthérifies ou engegas la liaison hétérosidique. Plus d’'un millier d

coumarines naturelles ont été décrites. Ellestsestiargement distribuées dans le régne végétal.

B




Chapitre I Synthese bibliographique

I-1-2-Diversité structurale des coumarines

La coumarine est le point de départ d’'une famis domposés, qui se forment par une
substitution sur un cycle aromatique. De ce fait’apres la nature des substitutions on peut les

classer emeux types coumarines simples et coumarines complexes [21].
I-1-2-a- Coumarines Simples

Ce sont les coumarines les plus répandues dangglee rvégétal. Elles possédent de

substitutions (OH ou OCdjien 6 et 7, on trouve les génines et les hétaegRP].

Tableau I. 1 : Structure générale des génines et des hétérosides

Coumarine H H H
Ombélliférone H OH H
Esculétol OH OH H
Esculine=Esculoside O-Glc OH H
Scopolétol OCHs OCHs O- H
Scopoline=Scopoloside OCHs Glc H
Fraxétol OCHs OH OH
Fraxoside OCHs O-Glc OH

I-1-2-b- Les coumarines complexes

Elles se constituent d’'un noyau furane ou pyrareb@é au noyau benaspyrone. La

prénylation est a I'origine des coumarines polycyes.

[-1-2-b-1 -Les furanocoumarines (furocoumarines)

Elles sont composées d'un hétérocycle furane lih@wau benzae-pyrone, et se trouvent

principalement chez les Rutacées et les Apiacé&s |2 peuvent étre regroupées en types linéaires

B

et angulaires.




Chapitre I Synthese bibliographique

%+ 6,7-furocoumarines :C’est la forme linéaire

~ 1 Geénine R R’

é N Psoraléne H H

4 o 0 Bergapténe  OCHs H
i Xanthotoxine H OCHs

+ 7,8-furocoumarines :C’est la forme angulaire

Génine R R’
Angélicine H H
Pimpinelline OCHs OCHs

I-1-2-b-2-Pyranocoumarine
Composés d’un hétérocycle pyrane lié au noyau befgone.

-

!

Génine
Samidine -CH=C(CH;)-CHs
OCOCH; Visnadine  -CH(CHg)-CH,-CHs

(o g 5k o i o

OCOR

[-1-3- Propriétés physico-chimiqueg24]

» Les coumarines sont des solides cristallisés blangaunatres.

» Saveur généralement amére, I'odeur est paredidl@ du foin fraichement coupé.

» Certaines coumarines sont sublimables et entrigisabla vapeur d’eau.

» Les génines sont solubles dans l'alcool et legaswé organiques (éther, solvants chlorés)
avec lesquels on peut les extraire.

» Les hétérosides coumariniques sont plus ou moiables dans I'eau.

» Les coumarines hydroxylées possedent une intemseficence bleue en lumiére UV.

> Les propriétés chimiques sont dues principalemenfanneau lactonique, notamment
I'ouverture de ce dernier en milieu alcalin.

» Avec les sels de plomb, on obtient des combinaigwsolubles.

o)




Chapitre I Synthese bibliographique

» Les coumarines se caractérises par un point denfudeve (se situe vers 68-70°C), vu leur

structure importante. Et son point d’ébullition ést303°C.

[-1-4- activités biologiques et intéréts pharmacolgiques des dérivés de la
coumarine

Les coumarines ont de nombreuses propriétés bidgem et pharmacologiques, leur
activité dépend de la structure et de la naturesdbstituants [25,26].

Ces molécules contenant de l'oxygene représentaiast significations biologiques
remarquables. Le noyau aromatique oxygéné-hétdigugcfusionné est capable de modifier sa
densité électronique, modifiant ainsi les propgétéhimiques, physiques et biologiques
respectivement en raison de ses multiples moddmiden avec les récepteurs, qui jouent un réle
crucial dans le dépistage pharmacologiqgue des mddiots. Dans les coumarines, le cycle
benzénique est fusionné avec le noyau pyrone quir@da stabilité du noyau. Ces substances ont
montré un large éventail d’activités pharmacologguelles que lactivité anti-tumorale, anti-
coagulante, anti-inflammatoire, anti-oxydante, \d@rdie, antipaludique, anti-VIH et antimicrobienne
...etc [18].

Les composés de coumarine naturellement existagissest contre le SARS-CoV-2 en
empéchant la réplication virale par le ciblagelsisite actif contre la protéine cible Mpro [18].

D’autre part, il a été rapporté que I'incorporatidan ion métallique dans les dérivés de la
coumarine peut augmenter l'activité de tels comgsepar rapport aux ligands a base de coumarine.
En conséquence, certains d’'entre eux se sont apéésgnter des activités antioxydantes, anti-

tumorales ou antibactériennes prometteuses.

[-1-5-Toxicité des coumarines et dérivés

La coumarine n’est pas toxique en soi, elle pengt é&nvertie par les champignons, en une
toxine le dicoumarol qui est typiqguement présemtsd@ foin moisi , chez le bétail, le dicoumarol
provogue des hémorragies fatales en inhibant éaminte K qui est un facteur de coagulation du sang
[27, 28]. Les dérivés coumariniques ayant des s anticoagulantes, sont toxiques par ingestion

et contact.

Les coumarines complexes sont surtout responsdldesidents photosensibilisants lorsqu’
ils sont accompagnées d’'une exposition a la lunsetaire, Cela se présente parfois par une hyper-

s

v
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pigmentation de la peau. [29].
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Les furanocoumarines linéaires peuvent étre le @upge cycloaddition avec les bases
pyrimidiques de I'ADN ou de I'ARN, la duplicationed brins est alors bloquée ainsi que la
traduction des ARN. Cette propriété est souvermdgaée pour expliquer les caractéres mutagenes et
cancérigenes de ces molécules [29].

La coumarine n’est pas cancérogene aux doses bbitwdans la nourriture (0,25%) [30].
Ces composes renferme un noyau oxygéené dans legtuse,les espéces réactives de I'oxygene
comme l'anion superoxyde, le radical hydroxyle etperoxyde d’hydrogene sont un type de
molécule instable qui contient de I'oxygéne, quagié avec d’autres molécules dans la cellule
pendant le processus de métabolisme, mais il pedupe une cytotoxicité lorsque les espéces
réactives de I'oxygene augmentent en nombre, paddenmages des macromolécules biologiques.
Le radical hydroxyle (OH), est un agent oxydantspant et il est responsable de la cytotoxicité par

I'oxygéne dans différentes plantes, animaux eesutricrobes [18].

I-1-6- Les p-dicétones a radicale coumarinique (La 3-acétoacdgcoumarine)

> Lesp-dicétones

Les composés 1,3-dicarbonyles sont des composéwtangs en synthése organique ainsi
qgue dans les industries pharmaceutiques [31-32 taicétones (1,3-dicétones) ont une structure
qui comporte deux groupes carbonyle séparés aveatame de carbone. Cela leur confére des
propriétés tres intéressantes et spécifiques. Het, efeur caractéristique essentielle est le

tautomérisme céto-énolique.

Ces molécules se présentent sous forme d’'un éguditiire une forme dicétone et une forme
énol en équilibre. Ce dernier est affecté par désutacteurs, le plus important étant la polardé d
solvants et la capacité a former des complexesestalbec la plupart des métaux. lls se sont régélée
étre d’excellents intermédiaires dans la synthégarique, ainsi que des réactifs dans les réactions
de formation de la liaison (C-C), y compris la censlation de Knoevenagel [33].

» La 3-acétoacétylcoumarine
La 3-acétoacétylcoumarine représentée dangueefil.3 , est une molécule hétérocyclique de
formule brute @H1004, composée de deux fractions, une fraction coumaraayr laquelle vient se

fixer une fraction dicétones en position 3.
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Figure I. 3 : Structure de la 3-acétoacétylcoumarine.

I-1-7-Pouvoir complexant des ligands a base ¢edicétones (la 3-acetoacetylcoumarine) et

leurs applications

Les B-dicetones comptent parmi les ligands les pluselaent utilisés dans la chimie de
coordination [34]. Ces composés peuvent existesodution sous forme de tautoméres céto et énol.
Comme I'nydrogéne énolique est labile, il peut Bdreplacé par un cation métallique pour former un
cycle chélate a six chainons. Les complekeicétonates ainsi formés ont fait I'objet de ces
d'articles et de revues, la recherche étant stenp# la polyvalence de ces composés en tant que
réactifs de décalage RMN [35], chélates de las&i, [agents d’extraction [37], stabilisants
thermiques pour polyméres, médicaments [38], ptediiimiques et photochimiques [39], ainsi que
leur utilisation dans la fabrication de supracondurs [40] et la chromatographie en phase gazeuse
[41]. Quelgues articles ont également paru dangulds il a été démontré que Igs-dicétones
agissent comme des ligands neutres en établiss@ntnteraction de coordination avec le cation
métallique [42] .

Il a été démontré que les complexes a basp-dieétones ont une capacité tres forte pour
inhiber la croissance de la lignée cellulaire deelacémie myéloide chronique (inhibe la croissance
des cellules K562) [43].

lI-2- Les complexes
[I-2-1- Généralités sur les complexes de coordinaiin
lI-2-1-a- Historique

En 1597 le chimiste allemand Andreas Libavius adeert et décrit le premier composé de
coordination [Cu(NH3)4]" d’une couleur bleu. Au 19éme siécle, lorsque daveaux complexes
ont été découverts, un certain nombre de théoriegté proposées pour expliquer leur composition

et leurs propriétés.La plus réussie et la pligel@ment acceptée de ces théories était la thetas
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chaines (1869) du chimiste suédois Christian WiathBlomstrand, puis modifiée et développée par
le chimiste danois Sophus Mads Jgrgensen. Lesrptépes extensives de Jgrgensen de nombreux
complexes ont fourni la base expérimentale noneseemt pour la théorie des chaines de
Blomstrand-Jgrgensen, mais aussi pour la théorika dmordination du chimiste suisse d'origine
alsacienne Alfred Werner (1893). Ce dernier estménte fondateur non seulement de la chimie de
coordination, mais également de la chimie strutgunaorganique. Werner a expliqué le type de
liaison entre le ligand et le métal central, ddmt proposé que le premier type se produise enrdeho
de la sphere de coordination et le second a leutéret il a créé également la configuration des

complexes [44].
[I-2-1-b- Définition

Un complexe métallique ou un composé de coordinadst un assemblage polyatomiques
formé d'un atome central, généralement métalliquelequel viennent se fixer un certain nombre de

molécules ou d’ions appelés ligands.

Le complexe de coordination se forme par des m@atde complexation entre un ion
métallique (acide de Lewis) et le ligand (base dwik), Ces réactions se traduisent souvent par des
changements de couleur démontrant que les propideétroniques des complexes sont différentes
de celles des réactifs de départ [45-46].

[-2-2- Les ligands
[-2-2-a-Définition

Le terme ligand (coordinat) est le plus souverisétien chimie de coordination et en chimie
inorganique. Le coordinat est un atome, un ion & molécule portant des fonctions chimiques qui

lui permet de se lier a un ou plusieurs atome®ps centraux [47].
I-2-2-b-Type de ligands

Parmi les ligands plus courants on trouve les nubddcd’eau HO ou I'ammoniac Nklou des

anions comme les chlorures ,és cyanures CiNles hydroxydes OH

En chimie inorganique on trouve deux types de ligaes ligands monodentés et de ligands
polydentés la différence entre ces deux est diiradenticéte autrement dit est le nombre d'atomes
d'un ligand pouvant se lier a des atomes centréngrglement ces derniers sont des métaux ou des

metalloides, le ligand est dit monodenté dansdeocasa denticéte égale a un, par contre la démticé
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de la liaison des ligands polydentés est supériauwm [47]. Les ligands polydentés sont classés en

plusieurs catégories selon le tablé&u

Tableau 1.2 : Type de ligands

Les ligands bidentés Deux

Les ligands tridentés Trois

Les ligands tétradentés Quatre

Les ligands pentadentés Cing

Les ligands hexadentés Six

Les ligands polydentés Plus de six liaisons

[I-3- Les métaux de transition

Les métaux de transition sont des éléments quidotran ou plusieurs ions stables avec des
orbitales d incompletes, généralement ils sontbdes conducteurs de chaleur et de I'électricigg, il

ont une forte densité et une température de fustguemment trés élevée.

Parmi les métaux de transition les plus abondanisseplus actifs dans le corps humain on

peut citer le cobalt, le nickel et le cuivre [48}:49
[I-3- 1- Le cobalt

Le cobalt métallique a été isolé des 1735 par GBoagdt, appartient a la quatriéme ligne et
a la septieme colonne du bl&X ainsi que sa configuration électronique s’écrinote la suivante :
[Ar] 4s?3d’, Il est présent sous deux états d’oxydatiof?@bCd>.

Le cobalt est un élément indispensable aux mamesifeous forme de cobalamine (Vitamine
B12) qui joue un rdle tres important dans le barcfmnnement de notre organisme.

Auparavant, I'étude de tres nombreux complexesdoexdinés du cobalt (lll) avait joué un
réle trés important dans I'élaboration des théadlédfred Werner. Mais également les ions cobalt

(I) peuvent présenter un danger sur laédnimain et animale car ils sont génotoxdquet
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canceérigenes (cancer du poumon). Lors d'une exmogar inhalation, le systeme respiratoire est le

principal organe cible du cobalt chez I'hnomme [50].
[I-3-2-Le nickel

L'atome de nickel fut isolé en 1751 par le chimidémois Axel Frederik Cronstedt. Il se
manifeste sous la forme d'un solide gris-blan@a$séde une bonne résistance a I'oxydation, la

corrosion et ferromagnétique.

Il appartient au groupe VIIIB du tableau périodiqgei suit le fer et le cobalt, d’'une
configuration électronique [Ar] 4s3cf. Bien que I'ion nickel est un métal redox qui peutster
dans plusieurs états d’'oxydation — 1, 0, + II, k H 1V, son état d’oxydation le plus fréquent kst

nickel (+11) dans les conditions environnementalesnales.

Le nickel est un élément dont I'intérét biologique cesse d’accroitre. Divers complexes a
base de nickel ont été utilisés comme agent afgj@mjues, anticonvulsifs. D’autres complexes de

Ni (Il) présentent une activité antibactérienndjraitrobienne et anticancéreuse [51].
I-3-3-Le zinc

Le zinc est connu depuis I'Antiquité, en 1742 lédgis Anton von Swab a isolé le zinc pour
la premiére fois. Le Zinc désigne un élément miéiadl de numéro atomique Z= 30, il appartient a la
guatrieme ligne et a la douziéme colonne de lasiflagtion périodique, soit la premiéere ligne des
éléments de transition et la dixieme colonne dw ly sa configuration électronique a I'état
fondamentale est : 185 2p° 38 3p 3d'° 42, A I'état pur se présente sous la forme d'un nideal-

gris. Il est capable de se combiner avec |'oxyggraitres non métaux [52].

Le zinc est un oligo-élément joue un réle importdans le métabolisme des protéines, des
glucides et des lipides. Il est connu pour soroacsur la peau, les ongles et les cheveux, et gesir
propriétés anti-inflammatoires et cicatrisantespermet de lutter contre les problémes de peau

comme l'acné, le psoriasis ou la dermatite, eaphdu'antioxydant [53].
lI-3-4- Le manganése

Gahn a isolé le manganése en 1774. Le mangané&seige dans la nature sous forme solide

dans le sol et sous forme de petites particules Beau [54].

Le Manganese est un élément chimique métalliquestisitué dans la quatrieme période et la
septiéme colonne du tableau périodique, sa coraiigur électronique est la suivante : [Arf 8sP.
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Le manganese est un métal important pour la samb@ime, étant absolument nécessaire a la
croissance, au développement et au maintien dani&,sil joue un réle essentiel dans la régulation
de I'énergie cellulaire,la croissance des os, sisuticonjonctif et la coagulation du sang. Le Mn est
un cofacteur important pour une variété d'enzynyesompris celles impliquées dans la synthése et
le métabolisme des neurotransmetteurs [55]. Erepplusieurs maladies humaines ont été associées
a de faibles concentrations sanguines de Mn, noarhieépilepsie, la maladie de Mseleni, le
syndrome de Down, I'ostéoporose et la maladie dth&s [56].
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Chapitre!l Partie expérimentale — Dgawh des méthodes d’étz-

[I-1- Réactifs et solvants utilisés
Tous les produits chimiques (réactifs et solvanitilisés pour la synthéseedla
3-acétoacétylcoumarine et de ses complexes de xé¢atransition, sont de qualité analytique et

ont été utilisés sans purification préalable. digit des molécules suivantes :

Tableau Il.1 : Liste des réactifs et solvants utilisés

Produit Formule M Marque
chimique (g/mol)
Salicylaldéhyde @HeO2 122,12 | Sigma-Aldrich
2-hydroxynaphtaldéhyde 181502 172,18 | Sigma-Aldrich
Nickel(Il) chloride hexahydraté Nigt 6HO 237,69 | Merck
Cobalt(ll) chloride hexahydrate CoCk - 6HO 237,93 | Merck
Zinc (1) chloride ZnCt 136,28 | Merck
Chlorure de manganese (ll) tétrahydraiMnCl,- 4 HO 197,91 | Merck
Triéthylamine GH1sN 101,19 | Honeywell Fluka
hydroxyde d'ammonium NAOH 35,05 | Honeywell Fluka
Diéthyléther GH100 74,12 | Carlo Erba
Diméthyle sulfoxide C2oHeOS 78,13 | Sigma-Aldrich
Ethanol C2HsO 46,07 | Biochem
Chloroforme CHCls 119,38 | Carlo Erba

[I-2- Synthese du ligand et de leurs complexes

[I-2-a- Synthese de la 3-acétoacétylcoumarine (HL)
La synthése de la 3-acétoacétylcoumarine a étisééadelon le mode opératoire décrit dans
la littérature]57].
Dans un ballon de 250 ml, on a introduit 2,5 g 20,@nole) de Triacétique actone (TAL) et
50 ml de toluéne puis on a additionne 0,02 molsalieylaldéhyde et 0,5 ml de triéthylamine. A
froid la TAL est partiellement soluble et a chadtk ese dissout completement. Le mélange

réactionnel est porté au reflux et sous agitati@gnétique constante pendant une heure et trente
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minutes. Un précipité jaune orangé se forme alfriiré, lavé et recristallise avec du méthanol

chaud puis séchés sous vitla.pureté a été contrdlée par la chromatographieaiche mince.

o} o Hic© o O
OH
\

e Qe e OO =
0" ~0 0™ 0 Touluéne o™ L

Reflux ﬂ ’

O OH |
WI\)\
C” "0 HL

Schéma 1.1 Synthése de la 3-acétoacétylcoumarine (HL)

[I-2-b- Synthese des complexes

Dans un ballon a bicol, muni d’un réfrigérant etrdagitateur magnétique, on a introduit 1 mmol
(0,23 g) du ligand HL dissous dans un mélange tesbd’éthanol - chloroforme (10ml/10ml). Une
quantité équimolaire de chlorure métallique (M&H.O avec M =Mn (Il), Co(ll), Ni(ll) ou Zn(ll)),
elle-méme dissoute dans 5 mL d’éthanol est alanst@@ au mélange sous agitation magnétique. Une
solution basique de NI®H diluée dans I'ethanole est ensuite additionpésgu'a pH soit entre 7-8.

Le mélange final est maintenu au reflux et sousaigh magnétique pendant environ cing heures. Le
contenu du ballon est alors refroidis, filtré, laa¢ec le solvent de synthese chaud puis avec le
diéthvléther. enfin sécbés dans)'éfuve 4 50°C.

Figure 11.1: Protocole expérimental de la synthése et la fittrat
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[1-3- Méthodes de caractérisation

[I-3-a- Chromatographie sur couche mince (CCM)
La pureté du ligand synthétisé a été contr6léechasmatographie sur coucteince en
utilisant des plaques prétes a I'emploi en gelililesde type 60 Fs4 & support emluminium. La
poudre est dissoute dans le chloroforme et I'éluatiisé est un mélange de solvants

chloroforme/méthanol (2ml/7 gouttes). La révélatites produits a éeté effectuée en utilisant I'iode

sublimé.

[I-3-b- Le point de fusion
Le point de fusiorTr) est la température a laquelle une substance gadsgat solide a I'état
liquide. Il s'agit d'une propriété physique cargsti&gue de la matiere. Chaque substance puressolid
fond et devient liquide a une température preécise.
Les points de fusion de nos composeés de synthéstcomesurés a I'aide d’'un appareil digital
de type melting point Apparatus SMP30 au laboratpidagogique de chimie pharmaceutique,
département de chimie de TlUMMTO.

[I-3-c- Analyse conductimétrique

L’analyse conductimétrique nous renseigne sur laraaélectrolytique des complexes
synthétisés. Comme tous les complexes sont solulales le diméthyl sulfoxide (DMSO), les
mesures ont été prises pour des solutions de cowatien égale a I® M dans ce solvant a l'aide
d’'un conductimeétre de type Consort C3030 a tempézatu laboratoire.

Le passage de la conductivité spécifigale(mesureaffichée sur le conductimetre) exprimée
enQ* cm! a la conductivité molairgQy) exprimée e*.cn?.mof* a été réalisé au moyen de la
formule suivant Qy =6/Cu =38/ 108.

[I-3-d- Méthodes spectroscopiques
% Spectrométrie infrarouge (IR)
La spectrométrie infrarouge est une technique diyaparés puissante qui permet d’étudier
les liaisons et la symétrie des molécules en pbaseuse, liquide et solide.
L’absorption d’une radiation infrarouge a pouregffle faire vibrer 'assemblage d’atomes
en modifiant les distances interatomiqu&doifgation) ou les angles normaux des liaisons

(déformation angulaire).
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Les spectres infrarouges des ligands a@tux des complexes correspondants
ont été enregistrés a l'état solide a laide d'yedromeétre IR a transformée de fourrier
modele IRAffinity-1S de marque SHIMADZU au laborméopédagogique de chimie et ce, dans la
gamme spectrale 4000 - 400ém

% Spectrophotométrie UV — Visible

Une transition UV-visible correspond a un saut d&lactron d’'une orbitale moléculaire
fondamentale occupée a une orbitale moléculairé¢éexwacante. La matiére absorbe alors un
photon dont I'énergie correspond a la difféerenéaeatgie entre le niveau fondamental et le niveau
excité. Mais toutes les transitions énergétiquerpesasibles ne sont pas permises.

Le spectre enregistré représente I'absorbanceratido de la longueur d’'onde. La bande
d'absorption est caractérisée par sa positionregukur d'ond@maxdonnée en nm (ou en nombre
d’onde en cri) et par son intensité reliée au coefficient diestiion molairesmax par la loi de Beer-
Lambert A = €IC). La position du maximum d’absorption correspord bbongueur d’onde de la
radiation qui provoque la transition électronique.

Les spectres UV-Visible ont été enregistrés entmwmudans le DMSO a l'aide d'un
spectrophotometre UV-Visible de type thermo Scfente EVOLUTION 220 relié a un ordinateur,
au laboratoire LPCM de 'UMMTO.

[I-4- Activité antibactérienne

L’évaluation de I'activité antibactérienne vise érifier le spectre d'activité d’une substance ou
d’un extrait, c’est I'antibiogramme. Ce dernierté& éalisée au niveau du laboratoire de microbielog
de 'UMMTO en utilisant la méthode de diffusion amlieu solide (méthode des disques), avec la

Gentamicine comme antibiotiques de référence.
[I-4-1-ldentification des souches utilisées

Trois souches bactériennes de collection sont &wipour I'évaluation de [Iactivité

antibactérienne des produits synthétisés (ligasg®tomplexes). Ces souches sont :

v Escherichia coli ATCC 25922 :Autrement appelé colibacille ou E.coli ; c’est urectérie
intestinale a Gram négatif, E. coli représentedetdrie la plus impliquée dans les infections
aigues d’appareil urinaire, elle provoque égalenentliarrhées d'été, diarrhée infantile et les

intoxications alimentaires [58].
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v Staphylococcus aureus (S.aureus) ATCC 2592@e sont des cocci Gram positif, qui tendent
a se grouper en amas ayant la forme de grappessile rCes bactéries sont habituellement
non capsulées, ou possédant des capsules lingtksssont anaérobies facultatives. S. aureus
est responsable de nombreuses infections commee®tai nosocomiales résistantes aux

antibiotiques dans le monde [59].

v' Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853e sont des bacilles Gram négatif,
de forme non sporulée, elles sont aérobies, mopifee a la présence de flagelles, il s’agit de
bactéries résistantes a de nombreux antibiotiq68% [P.aeruginosa est responsable de
plusieures maladies infectieuses humaines (pnewmmsocomiale, infections urinaires et

infections suites aux blessures chirurgicales).[60]
[I-4 -2- Réalisation de I'antibiogramme (méthode de diffsion)

La méthode de diffusion est un criblage préalabievige a mettre en évidence une éventuelle

activité antibactérienne sans pour autant la gfiemnti
+ Préparation des suspensions bactériennes

Les souches bactériennes sont ensemencées dafsskagutritive et incubées a 37°C pendant
18 h, afin d’obtenir une culture jeune de bacté@s racle quelques colonies isolées de chacune des

souches bactériennes a tester qu’on inocule dalsadephysiologique stérile a 0.9 % de sel (NaCl).

La standardisation de la suspension a 106 UFCAntgalisé a l'aide d'un spectrophotometre
réglé sur une longueur d'onde de 625 nm. On adneetlansité Optique (DO) de 0.08 a 0.10 a une

concentration de 107a 108 germes/ml.
% Ensemencement et dépo6t des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnagbaites de pétri préalablement préparées en
ajoutant de la gélose Muller-Hinton, un écouvilleat trompé dans la suspension bactérienne.
L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surdagélosée, de haut en bas en stries serréesraaribu

la boite a chaque fois de 60°. Tout en travailtharis une zone d'asepsie au tour du bec benzene.

Le matériel et les produits utilisés (les tubbes,disques en papier Wattman, les embouts...)

ont été stérilisés a I'autoclave.
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v' Les échantillons a tester ont été dissd

dans le DMSO. \5,,3,‘“}4;3 Culture
. . . . S jeune
v' Les disques sont déposés délicatemg
sur la surface de la gélose inoculée /
I'aide d’une pince stérile, puis sur chaqy  Suspension de Ensemencement
10 UFC/ml par écouvillonnage

disque on met 20ul de I'échantillon

tester. l /- /
v' Le témoin négatif : représente le solva l

utilisé pour la préparation deq \,/‘ g
échantillons, soit le DMSO. Application l /
. . ) . des disques
v Le témoin positif : représentq imprégnés ;
lantibiotique  utilisé  (Gentamicine
31mm). Incubation l
v Incubation : Les boites de pétri sorf  Mesure des iR
diamétres <° )
ensuite fermées et mise a I'étuve a 371 d'inhibition 1\ D 7

—

pendant 24h.

Figure 1.2 :Protocole de la méthode de diffusion.

Les activités ont été estimées en terme de diamderda zone d'inhibition (mm). L'activité
antibactérienne des complexes a été comparéeeadtellgand seul, afin de déterminer I'effet de la

complexation sur I'’éventuelle activité des ligands.



CHAPITRE Il
RESULTATS
ET
DISCUSSIONS



Chapitre 111 Résultats et discussions

Ces derniéres années, le nombre de personnes souffrant d'infections bactériennes a fortement
augmenté, laissant I'humanité sans autre choix que de rechercher de nouveaux agents actifs pour traiter
ces maladies.

La combinaison de deux medicaments actifs ou plus dans une seule molécule hybride est une
tendance croissante dans la conception de nouveaux agents thérapeutiques. Les nouveaux derives
hybrides peuvent montrer des activités biologiques plus élevées que les précurseurs correspondants
avec une toxicité beaucoup plus faible et moins d'effets secondaires. Cette tendance récente dans la
conception de médicaments devient particulierement visible dans le domaine de la chimie de la
coumarine [61-62], avec un nombre croissant de nouveaux hybrides dérivés de la coumarine rapportés
avec un fort accent sur les activités inhibitrices de différentes enzymes [63-64].

Récemment, 1’équipe de la chimie organique appliquée du laboratoire LPCM, dirigée par Mme
MAKHLOUFI, a publié plusieurs travaux de synthese des molécules hybrides a partir des dérivées de
la 3-acétoacétylcoumarine et des testées d’activités biologiques ont été réalisées [57].

Loin de la chimie organique et dans le but de synthétiser des nouvelles molécules a activité
biologique meilleure, nous nous somme intéressé a la synthese de nouveaux complexes de métaux de
transition (3d) avec la 3-acétoacétylcoumarine.

Dans notre travail, nous rapportons l'isolement et I'élucidation structurelle par méthodes
spectroscopiques de la 3-acétoacétylcoumarine et de ses complexes de cobalt (11), manganese (I1),
nickel (1) et zinc (I1). Leur activité antibactérienne du ligand et de ses complexes résultants a été

déterminée a I'aide de la méthode des puits contre trois souches bactériennes différentes.

I11-1- Synthese, analyse et caractérisation du ligand HL et de ses complexes de
métaux de transition

La condensation aldolique est I’une des réactions les plus importante en chimie organique, parmi

ces condensations on peut site la condensation de KNOEVENAGEL dans laquelle un aldéhyde ou

une cétone réagit avec un composé a méthylene actif , en présence d’une base faible comme catalyseur.

Pour former un compose carbonyle a, B-insaturé apres déshydratation aprés deshydratation [65].

I11-1-a- Mécanisme réactionnel de la synthese du ligand

La condensation directe du salicylaldéhyde sur la TAL, en présence de la triéthylamine comme
catalyseur conduit a la formation 3-acétoacétylcoumarines (Schéma 111.1). Ce dernier est obtenu avec
un bon rendement. Sa pureté est confirmee par CCM et sa structure est identifiee par différentes

techniques d’analyses, spectrophotométrie UV-visible, spectroscopies IR.
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Schéma I11.1: Mécanisme réactionnel de la synthése du ligand HL

I11-1-b-Chromatographie sur couche mince (CCM)

La pureté du ligand synthétisé a été contrdlée par chromatographie sur couche mince en utilisant
des plaques prétes a I’emploi en gel de silice de type 60 F2s4 a support en aluminium. La poudre est
dissoute dans le chloroforme et 1’éluant utilisé¢ est un mélange de solvants chloroforme/méthanol
(2ml/7 gouttes). Nous avons obtenu une seule tache différente de celle des produits de départ. Avec
un rapport frontal (Rf) = 0.66.

I11-1-c- Propriétés physico-chimique du ligand et de ses complexes
La 3-acetoacétylcoumarine isolée a I’¢tat solide est une poudre de couleur jaune orange,
insoluble dans 1’eau, et solubles dans les solvants organiques tres polaires et aprotiques tels que le

DMSO, I’éthanol, le méthanol et le chloroforme.
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Tous les complexes synthétisés sont solides et d’une remarquable stabilité a 1’air libre et a
température ambiante. Des tests de solubilité réalisés sur I’ensemble des complexes révélent qu’ils
sont peu solubles dans 1’eau, le méthanol et I’éthanol mais ils sont solubles dans la DMF et le DMSO.

Les propriétés physiques (couleur, température de fusion, conductivité) et le calcul des

pourcentages en élément C, H, O, N et M des complexes sont regroupées dans le tableau I11.1.

Tableau I11.1: Propriétés physico-chimiques du ligand HL et de ses complexes

Aspect et Formule chimique (M mol/l) Pt Qm
Composé couleur %C %H %0 %N %M | (°C) | @tcm?.mole?
C13H1004 (230)
HL
67.82 | 438 | 2780 | - | -- | 148
C26H2309NCo (552.07)
CoL 203 30.4
56.53 | 4.20 | 26.07 | 2.54 | 10.67
C26H2309NZn (557.07)
ZnL < iy S 265 2.7
&
55.88 | 4.15 | 25.77 | 2,51 | 11.70
C26H2309NNi (551.07)
. felony |
NiL ,-ﬁv ¢ 220 295
. 56.56 | 4.20 | 26.08 | 2.54 | 10.63
C26H2309NMnN (548.08)
MnL 185 7.4
56.94 | 4.23 | 26.26 | 2.55 | 10.02

Les mesures de la conductivité ont été réalisées en solution & une concentration de 103 M pour
chaque complexe dans le DMSO a temperature du laboratoire. Les résultats ont indiqué que ces

complexes sont des non électrolytes [66-67].
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I11-1-d- Caractérisation du ligand et de ses complexes par méthodes spectroscopiques

% Spectrométrie Infrarouge (IR)

La spectrométrie IR est une méthode tres utilisée pour 1’identification des ligands et de leurs
complexes. La comparaison des spectres infrarouges des ligands avec ceux des complexes
correspondants nous permet d’identifier les sites de coordination.

Une table de corrélation de spectroscopie infrarouge présente dans la littérature scientifique est
utilisée pour déterminer les bandes caractéristiques [68].

Les spectres IR ont été tracés dans le domaine 400-4000 cm™ (Fig. I11.1). Les fréquences des
principales bandes de vibration caractéristiques du ligand et de ses complexes de Ni(Il), Mn(I1), Co(ll)
et Zn(I1) sont regroupées dans le tableau I11.2.

Les bandes caractéristiques du ligand libre obtenues aprées 1’analyse de son spectre infrarouge
sont comme suit : v (cm™) : 3364 (OH); 1717 (C=0 pyrane); 1606 (C=0 acétolacétyl); 1300 (C-OH);
1106 (C-O-C coumarine); 1576 (C=C aromatique).

Afin de confirmer la formation des complexes, les spectres infra-rouge de ces derniers sont
comparés a celui du ligand HL libre. En effet, selon la littérature la formation d'un complexe est
confirmée par un déplacement de certaines bandes du ligand et apparition de nouvelles bandes,
indiquant que la coordination du ligand s’est effectuée avec le métal central a travers I’atome porté
par cette liaison [69].

La bande large attribuée a la vibration d’élongation de la liaison O-H énole située a
3364cm™ sur le spectre du ligand devient plus large dans les complexes, ceci peut étre expliqué par la
formation du complexe via I’atome d’oxygéne de OH enolique et/ou I’existence de molécules d’eau
de coordination.

Le pic fin attribué a la bande de vibration d’élongation du carbonyle de la fonction pyronique
qui était a 1717 cm™ [70] reste pratiquement inchangé sur le spectre des complexes, cela montre que
le groupement C=0 n’a pas participé a la formation des complexes.

Le déplacement vers les grands nombres d’onde de la bande de vibration d’élongation de la
liaison C=0 de I’acétoacétyle et vers les faibles valeurs pour la liaison C-OH nous aménent a deduire
I’implication des deux atomes d’oxygene dans la complexation.

Tous les complexes présentent de larges bandes dans la région 3450-3300 cm™ attribuées a la
vibration v(NHz3) et de H20 de coordination. La coordination de NHs aux ions métalliques est confirmé
par lapparition d’autres nouvelles bandes entre 1220-1245 cm™ et 830-843 cm™ sur les spectres des

complexes attribuée a 6(N-H) et p(N-H) respectivement [71].
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La coordination du ligand aux métaux a fait apparaitre de nouvelles bandes M-O et M-N de
faible intensité entre 468-616 cm™ [72].
Les autres bandes correspondantes au ligand HL sont restées dans la région que celle de leurs

complexes correspondants.

Tableau 111.2 : Principales bandes IR du ligand et de ses complexes (en cm™).

HL NiL ZnL MnL CoL
) - 3418 3334 3440 3445
(O-H)n20
0 --- 3275 3291 3329 3319
(N-H)nhs
% 3364
(O‘H)énol
v (C=0) 1717 1719 1718 1719 1717
pyrone
v (C=0) 1606 1612 1612 1613 1612
acétoacétyl
0 1576 1291 1290 1291 1289
(C=C)
) 1106 1108 1115 1117 1115
(C-0-0O)
) 1300 1578 1579 1577 1576
(C‘O H)énol
& --- 1207 1210 1216 1204
(N-H)
p - 856 854 852 857
(N-H) / (H0)
) --- 566 596 616 597
(M-0O)
) - 468 545 497 544
(M-N)
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Figure 111.1 : Spectres IR des complexes ce la 3-acétoacétylcoumarine.
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¢+ Spectrophotométrie UV-Visible

L’étude par spectrophotométrie Uv-visible des complexes nous renseigne sur la géometrie
autour de I'ion central et davoir des informations sur la nature des liaisons M-L.

Les spectres d'absorption électronique (Fig. 111.2) du ligand HL et de ses complexes de
Ni(I1), Zn(I1), Mn(ll) et Co(ll) dans le DMSO ont été enregistrés a température du laboratoire,
a des concentrations de 1’ordre de 5.10*M (domaine du visible) et 10*M (domaine ultra-violet). Le
tableau 111.3 énumere les valeurs des longueurs d’ondes d’absorption, les coefficients d'extinction
molaire, ainsi que les transitions électroniques pour toutes les bandes d'absorption clairement
identifiables.

Le spectre UV-visible du ligand présente deux bandes d’absorption. La premiere bande est sous
forme d’un épaulement située a 32573 cm™ (307 nm) attribuée a la transition 1 —7n* du groupement
énol, et la deuxiéme bande intense a 27855 cm™ (359 nm) attribuée a la transition n — m* du groupe
C=0 [73]. Ces bandes sont observeées sur tous les spectres des complexes avec un déplacement vers
les faibles longueurs d’onde, ceci indique la présence du ligand autour du métal central.

Le spectre du complexe de nickel montre trois bandes d’absorption en plus de celles du
ligand, située a 25445 cm™ (393 nm), 15773 cm™ (634 nm) et 11287 cm™ (886 nm) qui sont
attribuées respectivement aux transitions Axg (F) — °T1g (P) (v3), Az (F) — °Tig (F) (v2)
et 3Ay (F) — 3Tz (F) (v1), ces observations favorisent la géométrie octaédrique du
complexe Ni (1) [74, 75].

Le spectre électronique du complexe du zinc (1) affiche des absorptions maximales similaires
a celles du ligand libre, a I'exception d'un petit décalage des maximas en raison de leur coordination a
I'ion métallique Zn?*. Les complexes ne présentent aucune absorption appréciable dans la région
du visible, ceci est en accord avec la configuration électronique d*° de I'ion Zn (11), une géométrie
octaédrique a été proposée pour ce complexes [76].

Le spectre électronique du complexe de Mn (1) a montré une transition de transfert de charge
métal - ligand a Amax €gale & 26247 cm™ (381 nm). Le spectre ne présente aucune bande dans le visible
dues aux transitions d-d du métal en raison de sa configuration d° (sous couche d & moitié remplié)
qui est stable et les transitions d-d ne sont pas permises [77].

Quant au spectre électronique du complexe de cobalt (I1), montre trois bandes d’absorption de
faible intensité dans le visible & 19157 cm™ (522 nm), 15873 cm™ (630 nm) et 13572 cm™ (739 nm)
sont affectées aux excitations *T1g (F) — 4T2g (P), *T1g (F) — *Azg (F) et *T1g (F) — *T2q (F), tous les
trois résultant des transitions d-d caractéristiques des complexes du cobalt (I1) dans une géométrie

octaédrique [78].
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Figure 111.2 : Spectres d’absorption électroniques des complexes ML dans le DMSO :
a:C=10"Metb:C=5.10"M

Tableau I11.3 : Spectroscopie électronique des complexes ML

Longueur Nombre d’ondes Coefficient
Complexes d’onde ® (cm™) d’absorption molaire Transitions
A (nm) (¢ : L. molet.cm™) électroniques

307 32573 6860 T—T

HL 359 27855 12075 n—m

298 33557 10516 T

_ 337 29673 7534 nom"
NiL 393 25445 5779 3Azg (F) —=3T14 (P) (v3)
634 15773 420 Az (F) — 3T1q (F) (v2)
886 11286 185 3A2q (F) — 3T2g (F) (v1)

297 33670 12804 T

ZnL 366 27322 13811 n—m

297 33670 14505 T

MnL 336 29762 9703 n—om"

381 26247 9623 TC
299 33445 12632 T
343 29154 10138 n—m
Col 383 26109 8676 TC

520 19231 133 “T1g (F) = “T2g (P) (v3)
630 15873 122 “T1g (F) = “Azg (F) (v2)
740 13513 36 4T1g (F) = *T2g (F) (v1)
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La géométrie proposée des complexes de nickel et cobalt a été confirmée par les valeurs
calculées des parametres de champ de ligand tels que le paramétre néphélauxétique (B), le parameétre
de répulsion inter-électronique de Racah (B"), le paramétre du champ cristallin (10 Dq) et I'énergie de
stabilisation du champ de ligand (LFSE) [79].

Tableau I11. 4: Parameétres de champ de ligand pour les complexes de NiL et CoL.

Parameétres NiL CoL
10Dq 10 Dgq =1 Dg = [(85 132 - 4(v3 - 2 v2)2)1/2 - 9(v3 -
2 12)]/340
10 Dg = 11286
10 Dq = 8470
Beomplexe (201? + 022 -3 v1v%) / (15 v2 - 27 V1) (03 - 2 v2+ 30Dq) /15
Bcomplexe =448 Bcomplexe =860
B Bcomplexe/ BNi2+ Bcomplexe/ BCo2+
B=0.41 p=0.88
pe (1- B)*100 (1- B)*100
p°=59% B°=12%
LESE 12 Dq/ 350 6Dq / 350
(kcal.mol™) LFSE = 38,69 LFSE =14.52

B (Ni%*) = 1080 cm™ et B (Co?*) =971 cm™!

Les valeurs calculées du paramétre B des complexes sont inférieures aux valeurs des ions libres,
ce qui est d0 au chevauchement orbital et a la délocalisation des orbitales d. La faible valeur du B du
complexe de NiL (448 cm™) est due a la forte interaction entre le ligand et I'ion central Ni2*.

Les valeurs de B sont importantes pour déterminer la covalence de la liaison métal-ligand et elles
se sont avérées étre inférieures a l'unité, suggérant que la liaison entre le métal et le ligand était
partiellement covalente dans les complexes. La valeur § du complexe de nickel était inférieure a celle
du complexe de cobalt, indiquant la plus grande covalence de la liaison métal-ligand.

La géométrie octaédrique des complexes Ni (I1) est en outre soutenue par la valeur du rapport
v2/v1 égale a 1, 40 [80].
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Les valeurs calculées de I'énergie de stabilisation du champ de ligand (LFSE) indiquent que le

complexe est plus stable par rapport au complexe de cobalt.

I11-2- Schémas structuraux proposes

L’ensemble des données analytiques et les résultats spectrométriques révelent que tous les
complexes synthétisés ont une géométrie octaédrique dont le rapport métal/ligand égal a 1/2. Les
ligands se sont liés de maniere bidentée a travers les atomes d’oxygenes du groupement acétoacétyle,

la sphére de coordination est complétée par une molécule d’eau d’hydratation et une molécule de NHa.

La figure 111.3 illustre les structures proposées des quatre complexes synthétisés.

Figure 111.3 : Structures proposées des complexes isolés a 1’état solide.
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111-3- Activité antibactérienne

L’activité biologique se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la croissance
microbienne autour du disque (de diamétre 6 mm) contenant le produit. La lecture s’effectue par la

mesure du diameétre d’inhibition observé a 1’aide d’une régle en mm.

Le pouvoir antibactérien du ligand et de ses complexes métalliques, ainsi que celle du solvant
DMSO seul, a été évaluée contre une bactérie a Gram-positive et deux bactéries a Gram-négatives
selon la méthode de diffusion des disques. La sensibilité aux différents produits est classée comme

suit :

Non sensible (-) pour le diametre moins de 8 mm.

v

v’ Sensible (+) pour un diamétre entre 9 a 14 mm.

v Trés sensible (+ +) pour un diamétre entre 15 a 19 mm.
v

Extrémement sensible (+++) pour le diametre supérieur a 20 mm.

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 111.5, la figure 111.4 ainsi que la figure 111. 5

Tableau 111.5. Diamétre de zone d’inhibition en mm du ligand HL et de ses complexes ainsi que

I’antibiotique de référence.

Diameétre de zone d'inhibition (mm)

Souche bacterinne HL MnL CoL NiL ZnL ATB
S. Aureus = 9 18 11 12 23
E. Coli - 9 9 - 11 26
P. Aeruginosa - - - - - 21

(-) pas d’hinibition
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Escherichia coli ATCC 25922

Figure 111.4 : Effet du ligand HL et de ses complexes sur les souches testées.

E



Chapitre 111 Résultats et discussions

Il est a noter qu’aucune zone d’inhibition n’a été observée pour le solvant DMSO seul. Ce qui
laisse considérer qu’il n’est pas impliqué dans I’activité antibactérienne des ligands, ni celle des
complexes. En effet, le DMSO est considéré comme étant un solvant stérile, ne favorisant pas la

prolifération bactérienne.

= N N
(€] o (€]

zone d'inhibitio (mm)

0

S.Aureus E.Coli P.Aeruginosa

BHL mMnL mColL WNiL mZnL mDMSO mATB

Figure 111.5 : Diamétres des zones d’inhibition du ligand et de ses complexes.

D’aprés les résultats de 1’¢tude (in-vitro) obtenus, les souches bactériennes se comportent

differemment vis-a-vis des produits testés :

> La bactérie a gram negatif P. Aeruginosa se révele résistante et ne présentent aucune
sensibilité aux produits testes. Cela est peut-étre due au fait qu’elle est enfermée dans une
capsule protectrice imperméable. En effet, il a été démontré que les bacilles a Gram négatif
sont naturellement résistants aux antibiotiques hydrophobes car ces molécules ont des

difficultés a passer la membrane externe de leur paroi.

v Lasouche E. coli qui est également a gram négatif présente une sensibilité uniquement envers
les complexes ZnL, CoL, et MnL contrairement a la souche P. Aeruginosa. Cela peut étre
attribué a sa paroi cellulaire qui est moins complexe, ou aux propriétés physico-chimiques des
complexes utilisés vis-a-vis de cette paroi. Notons que pour cette souche sa sensibilité envers
le complexe ZnL est plus importante avec un diametre d’inhibitions de 11 mm par rapport aux

autres complexes.
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v' labactérie a Gram positif Staphylococcus aureus présente une sensibilité envers les complexes
utilisés. Cela est peut-étre due au fait qu’elle ne posséde pas une couche externe protectrice,
ce qui permet aux molécules étrangéres de pénétrer dans la cellule sans difficulté. 1l a été
observé que cette souche est tres sensible vis-a-vis de CoL qui inhibent de fagon considérable
la croissance de la bactérie avec des diamétres d’inhibition de 18 mm, mais nous avons
constaté que I’activité antibactérienne a diminué pour les complexes de ZnL, NiL et MnL avec

des diamétres d’inhibition de 12 mm, 11mm et 9 mm respectivement.

Le ligand HL n’a montré aucune activité antibactérienne, il est considéré comme étant non
sensible vis-a-vis des trois souches testées. Cela peut s’expliquer par le fait qu’il se présente sous
forme d’un équilibre céto énolique, a c¢a faible concentration en solution, ou a cause de ca lente

diffusion dans la gélose.

De plus, l'activité antibactérienne des complexes utilisés est plus élevée que celle du ligand
libre, ce qui indique que la coordination du ligand HL au métal augmente son activité. 1l a été suggeré
que la complexation réduit la polarité de I'ion métallique principalement en raison du partage partiel
de sa charge positive avec des groupements donneurs dans le systeme de cycle de chélate entier. Ainsi,
le processus de chélation augmente la nature lipophile de 1’atome central qui, a son tour, favorise sa
pénétration a travers la couche lipidique de la membrane bactérienne, permettant ainsi au complexe

métallique de traverser la membrane plus facilement [81,82].

D’autres facteurs, peuvent avoir une influence sur 1’activité antimicrobienne, tels que, la

solubilité et la conductivité [83].
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Conclusion générale

Au cours de cette étude nous avons synthétisat@®aceétylcoumarine comme ligand, par la
réaction de condensation direct de I'aldéhyde @adige vis-a-vis de TAL dans le toluéne en

présence de la base triethylamine.

La 3-acétoacétylcoumarine est une poudre orangtallisée, sa pureté est confirmée par la
CCM. Les résultats des analyses spectroscopiquet UR/-Visible compares a ceux trouves dans la

littérature confirme la structure attendudidand.

La réaction de coordination de la 3-acétoacétyttarine obtenue avec des sels métalliques
appropriés Nickel(ll), Zinc(Il), Manganese(ll) etokalt (II), donne la naissance a de nouveaux

complexes métalliques avec la formule générale(MHs)(H20).

Tous les complexes isolés a I'état solide sont pmsdres tres stables a l'air libre et a

température ambiante, leurs points de fusion sqrérseurs a 185°C.

Les mesures de la conductivité molaire indiqguestaps complexes se comportent comme des
non électrolytes.

L'étude par spectrométrie infrarouge, a révélé telende coordination du ligand. Cette étude
s’est faite en comparant les spectres des compexesii du ligand. Pour tous les complexes, ki
est lié sous forme déprotonée au métal centrdepatomes d’oxygenes du groupement acétoacétyle.
Létude a montré aussi I'existence des moléculeaw’'de coordination et de BHés aux ions

métalliques.

Linterprétation des bandes d’absorption Uv-Visibdgtribuées aux différentes transitions
électroniques affichée sur les spectres des complmontre I'existence du ligand autour du métal
central. Cette analyse nous a permis de conclwalgas tous les complexes I'ion central adopte une
géométrie octaédrigue dont le ligand s’est lie ians métalliques de maniére bidentate, les molécule
H>O et NHs complétent la sphére de coordination. Les valeess ghrameétres de champ cristallin
(10Aq,B etp) calcules pour les complexes de cobalt et de hiokeguent un caractére covalent pour

les liaisons métal-ligand .

L'activité antibactérienne du ligand et de ses clexgs a été évaluée contre une bactérie a
Gram-positive (Staphylococcus aureus) et deux hastéa Gram-négatives (Pseudomonas
Aeruginosase et Escherichia coli), par la méthalgediffusion sur disque. Les résultats de cettdettu
montrent que le ligand HL ne montre aucune actaitigbactérienne contrairement aux complexes qui

inhibent les bactéries S.aureus et E.coli .Cetigramtation de I'activité lors de la complexatioh es
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due a la charge du métal qui est partagée avec atesnes donneurs présentsur

le ligand .ceci, a son tour, augmente les couchmdiues des membranes bactériennasusT
les complexes métalliques ont inhibe la bactéri@ram-positif testées a des vitesses différents
et l'activité a été déterminée dans l'ordre suivalCo > Zn > Ni > Mn. Chez les bactéries a
Gram-négatives, P.Aeruginosase se révele résistame présentent aucune sensibilité aux produits
testes. Cela est d( a la nature de ses paroisaiedfu

Les composes de synthése ouvrent la voie a uneriamt domaine de recherche que nous

espérons pouvoir développer dans I'avenir :

> |l serait intéressant de mener une étude plpsofgndie avec d’autres techniques d’analyse
physicochimique afin de confirmer les structuresppsées notamment les mesures magnétiques,la
Résonance paramagnétique électronique (RPE),lanRése paramagnétique nucléaire (RMN}de

et3C lanalyse élémentaire et 'analyse gravimétrique

» Synthétiser de nouveaux complexes avec d’autéesesits métalliques comme le palladium,
le platine pour tester leurs effets biologiquesnAfélargir le domaine d’application, il seraitssil
intéressant d’évaluer in vitro et in vivo l'actigitde nos complexes sur d’autres bactéries, des

champignons et d’étudier leurs pouvoir anticancéreu

=
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Résumé

L’objectif de notre étude est la synthése, |la dar&ation de la 3-acétoacétylcoumarine en tant

gue ligand et ses complexes de métaux de transition

L’ensemble des produits synthétises ont été carsesepar la chromatographie sur couche
mince, points de fusion et les techniques speamguoes UV-vis et |.R.I'activité antibactériennété
réalisée.

Les résultats obtenus ont clairement montré quetaplexation avait lieu entre le ligand et

les ions métalliques. L'activité antibactérienn&té@renforcée par la complexation.

Mots clés :3-acétoacétylcoumarine, les complexes de cooidmabpectroscopie IR, Spectroscopie

UV-Visible, activité antibactérienne.

Abstract

The objective of our study is the synthesis, theratterization of 3-acetoacetylcoumarin as a

ligand and its transition metal complexes.

All of the synthesized products were characterizgd thin layer chromatography, melting

points, and UV-vis and I.R spectroscopic techniqliss antibacterial activity was preformed.

The results obtained clearly showed that the dexapion took place between the ligand and

the metal ions. Antibacterial activity was enhanbgadomplexation.

Keywords : 3-acetoacetylcoumarin, coordination complexesgdBctroscopy, UV-Vis spectroscopy,

antibacterial activity.
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