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Introduction générale

Introduction générale

La chimie et la biologie font aujourd'hui partie de notre environnement quotidien, ces deux
disciplines étant a la croisée de nombreuses industries et de nombreux secteurs. La chimie
organique d'hier s'étend aujourd'hui aux molécules biologiques, aux molécules inorganiques et
aux macromolécules. Elle crée des édifices plus ou moins complexes jusqu'a I'élaboration d'une
chimie supramoléculaire fondée sur des interactions diverses entre molécules et explique leurs

propriéetés.

La recherche de nouvelles molécules d’intérét thérapeutique et le développement de nouvelles
méthodologies de synthése de molécules actives, a la fois simples et efficaces, sont devenus un

des centres d’intérét des chimistes.

Les composés poly-hétéro-aromatiques constituent une classe de ligands tres importante en

chimie de coordination car ils ont une grande capacité a complexer les ions métalliques.

Leurs complexes présentent plusieurs centres d’intéréts, en raison de la diversité¢ de leurs
structures et de leurs propriétés électroniques. De plus, ils offrent une large gamme

d’applications, notamment en biologie.

La synthése de ces poly-hétéro-aromatiques par des methodes peu onéreuses tout en étant
respectueuses de I’environnement (quantité de rejets limitée et non toxiques lors des syntheses)

est donc un des défis majeurs de la recherche en chimie organique.

Notre travail s’inscrit dans cette perspective, nous avons procéde a la caractérisation de deux
ligands poly-hétéro-aromatiques synthétisés au laboratoire de catalyse et organométallique de

Rennesl dans le cadre de la préparation d’une these de doctorat.

Ces ligands poly-hétéro-aromatiques ont été synthétisés au laboratoire par catalyse au

palladium par une nouvelle méthode de synthése organique [1].

En effet D’activation directe de la liaison C-H des hétéroaromatiques, en utilisant des
halogénures d’hétéro-aryles et en présence d’un catalyseur du palladium, est un défi pour la
synthése organique. Cette procédure est simple, économique car elle permet I’accés en deux
étapes a des ligands hétérocycliques utiles en chimie de coordination plus respectueux de

I’environnement [1]. (Figure 1 et 2).
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16 étape :
PdCI, (CH3 CN), 5%
\ _ > F
+ / (F L|2€O3 3eq / \/
ClO,S .
\. Dioxane
140°C20H
leq 1,5eq
X=0,S,NR

Figure 1 : Schémas de synthese des ligands hétérocycliques par catalyse au palladium.

2¢me étape :
Br
+ AN PACI(CHs)(dppb) 2%
‘ KOAc 2 eq
~—p DMA
R c
\. = 150° C 16 H N
—
R

leq 15eq F

X=0,S,NR
J

Figure 2 : Schémas de synthese des ligands hétérocyclique par catalyse au palladium.

En effet dans le laboratoire d’hydrométallurgie et chimie inorganique moléculaire de la faculté
de chimie de "USTHB, plusieurs travaux ont été entrepris en vue de la synthese et la
caractérisation de complexes issus de ligands poly-hétéro aromatiques. Dans ce cadre, nous

nous sommes propose d’étudier une nouvelle famille de ligands hétérocycles.

L’étude de la formation de leurs complexes a 1’état solide avec les éléments bivalents des
métaux de transition d’intéréts biologique de ces complexes, en ’occurrence le cuivre a été
effectué, ainsi que les caractérisations de ces ligands et complexes par les méthodes
spectrométriques. Enfin I’activité biologique de ces composés a été réalisée in vitro grace a un

antibiogramme.
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Aprés une mise au point bibliographique sur les travaux effectués antérieurement sur la
catégorie de ligands poly-hétéro aromatiques et les complexes de métaux de transirons
présentés dans le premier chapitre, les techniques expérimentales utilisées pour ce travail sont
décrites dans le deuxieme chapitre.

Le rappel de la synthese ainsi que la caractérisation des ligands sont rapportés dans le troisieme

chapitre.

La synthese ainsi que la caractérisation des complexes de Cuivre(II) a 1’état solide sont
présentées au chapitre 4.
Le dernier chapitre de ce manuscrit est consacré a 1’étude de 1’activité biologique in vitro des

ligands et de leurs complexes respectifs.

3|Page



Chapitre 1 Etude bibliographique

1.1. Etude bibliographique sur les ligands hétérocycliques

Les motifs poly-hétéroarenes sont des structures que 1’on retrouve dans de nombreux produits
naturels, dans des molécules biologiquement actives représentant un intérét majeur pour
I’industrie pharmaceutique ou agroalimentaire comme les antibiotiques, les anti-
inflammatoires, les antihypertenseurs, mais également comme des anticancéreux ou les
fongicides .1l existe de nombreuses voies pour former une liaison entre deux hétéro-aryles, les
méthodes les plus couramment utilisées sont celles qui nécessitent I’emploi de métaux de

transition.

Parmi ces méthodes les couplages de Suzuki [2], Stille [3] ou bien encore de Negishi [4]
représentent certaines des procédures les plus importantes. Elles permettent d’obtenir des
rendements elevés avec une excellente sélectivité. Généralement ces réactions impliquent un
halogénure d’aryle avec un réactif organométallique .Cependant, malgré ces bons résultats et
leur possible adaptation pour I’industrie, ces méthodes traditionnelles souffrent. Tout d’abord,
elles nécessitent la préparation puis I’élimination ultérieure d’une quantité stoechiométrique
d’un dérivé organométallique. Ces composés sont souvent non commercialisés et chers. Leurs
préparations exigent souvent plusieurs étapes, ce qui en soi peut étre un processus fastidieux et
économiquement inefficace. Mais depuis plusieurs années, des réactions alternatives plus

respectueuses de I’environnement mais surtout plus intéressantes économiquement ont émerge.

Ces nouvelles approches dites d’« économie d’atomes » évitent la préparation et 1’utilisation
d’une quantité stoechiométrique de réactifs organométalliques générés dans I’ensemble du
processus. . L’activation de liaison C-H peut se révéler étre un outil intéressant d’un point de

vue économique et aussi écologique.

Le couplage entre un halogénure d’aryle avec un hétéroarénes par I’activation de la liaison

C-H serait une approche idéale.
Dans cette optique, des ligands hétérocycliques mono-, bi- ou polydentates ont été synthétisés

par catalyse au palladium par activation de liaisons C-H des hétéroaromatiques, en utilisant des

bromures et des chlorures d’hétéroaryles (Figure 3).
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Une variété d’hétéroaromatiques tels que les furanes, les thiophénes, les pyridines, les thiazoles
ou des dérivés d’oxazole ont été utilisés, permettant ainsi 1’acces, en une seule étape, a de

nombreux ligands hétérocycliques mono-, bi- ou tridentates [5,6].

Nou C~
"hété NouC-CouN CouN
bromure d'hétéroaryle + ou = \//\%u b[Pd] Heteroaryle—</ jg{u
®/ 81 ase§ 81
S Base/HBr S

Figure 3 : Schémas de synthése des ligands en une étape par catalyse au palladium.

L’arylation de la liaison C-H apparait comme 1’un des protocoles les plus stables pour la
synthése des (poly)hétéroarénes donnant de bons rendements, en seulement quelques étapes

tout en respectant I’environnement.

Récemment des composés poly-héetéroaromatiques-fluorés ont étés synthétisés par catalyse au
palladium et ont fait I’objet d’une attention particuliere du fait de leurs applications particuliéres

notamment en tant que dispositifs électroniques [6] (cellules solaires organiques).

De plus, plusieurs composés hétérobiaryles fluorés comme 1’ Atrovastatine, la Rosuvastatine ou
la Pitavastatine ont eté développées comme médicament et commercialisées par les industries
pharmaceutiques [7]. Dans les deux secteurs, I’atome de fluor peut modifier les propriétés des
composés organiques. Il a été rapporté que I’atome de fluor influence énormément les propriétés

chimiques gréace a son électronégativité, taille, lipophilie, et les interactions électrostatiques.

L’introduction du fluor dans des produits naturels peut résulter des propriétés biologiques
bénéfiques. D’autre part, les hétérocycles fluorés n-conjugués ont un arrangement w unique

menant parfois a des propriétés electroniques intéressantes [8].

Pour cela cette méthode utilisant la spécificité des atomes de fluor peut s’avérer intéressante
pour la synthése des hétérocycles et peut trouver beaucoup d’applications dans I’industrie

pharmaceutique et électronique.

Les composés fluorés trouvent de diverses applications dans 1’industrie pharmaceutique,
agrochimie et dans la science des matériaux. Ces derniers ont attiré I’attention de plusieurs

chercheurs quant a leurs propriétés physiques et leur activité physiologique [1].
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Plusieurs molécules bioactives contiennent un motif (ploy)fluorobenzéne. Par exemple
I’ Atorvastatine et la Fluvastatine qui sont utilisées pour réduire le cholestérol dans le sang, le

Rufinamide qui est un anticonvulsant et le Robanacoxibe qui est un anti-inflammatoire non

stéroidien.
0
F F N
F N NH,
NH CO.H N
F F
F
Et
Atrovastatine Flucloxacilline Robenacoxibe Rufinamide

Figure 4: Exemples d'hétérocycles fluorés bioactifs.

Les hétérocycles sont la base de la molécule médicamenteuse, additionnés d’atomes de fluor,
leur performance biologique est drastiquement augmentée. En effet, les composes
hétérocycliques fluorés connaissent un intérét croissant depuis [’introduction de la
fludrocortisone, premiere molécule médicamenteuse découverte en 1953 [7].

Dans ce cadre des travaux antérieurs entrepris dans le laboratoire de catalyse et
organometalliqgue de Rennesl, ayant pour visée la synthese de molécules hétérocycliques

d’intéréts biologiques.

1.2. Etude bibliographique sur les complexes

1.2.1. Géneralités sur les complexes

Alfred Werner (1866-1919, prix Nobel en 1913), un chimiste alsacien qui a passé une grande
partie de sa vie a Zirich, est considéré comme le fondateur de la chimie de coordination. A la
fin du 19° siécle, on se posait beaucoup de questions sur les composés des métaux de transitions,
que I’on savait analyser. Par exemple, les solutions de chlorure de cobalt dans I’ammoniaque,
a partir desquelles on isolait des produits correspondant a une analyse élémentaire CoCIlsx6NHs.
Des formules telles que celle-ci furent proposées, par analogie avec la chimie organique : C’est
en 1893 que Werner eut I’inspiration que le nombre de groupement fixés sur I’ion métallique

n’est pas forcément égal a son nombre d’oxydation. D’ou les trois postulats qu’il proposa :
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1) Les métaux possédent deux types de valence, la valence primaire qui correspond a la
formation de I’ion et une valence secondaire, qui correspond au nombre de groupements fixés
sur I’ion métallique.

La valence primaire correspond au nombre d’oxydation.

La valeur secondaire correspond au nombre de coordination.

2) Lavalence primaire est satisfaite par des ions. Dans I’exemple ci-dessus, trois ions chlorures
Cl.

3) La valence secondaire est satisfaite par des ions (positifs ou, le plus souvent, négatifs) ou par
des molecules.

Dans I’exemple ci-dessus : les 6 molécules d’ammoniac.

On écrira donc la formule du complexe : [Co(NH3)6]Cls . Le cation [Co(NH3)e]®" est I’entité
complexe, raison pour laquelle on I’écrit entre parenthéses carrées.

4) Les valences secondaires sont dirigees vers des -
positions fixes de ’espace autour de I’atome central [9].
Le polyédre dont les sommets sont constitués par les

atomes directement liés a I’ion métallique s’appelle le

polyédre de coordination. .

1.2.2. Les complexes metalliques

Un complexe est constitué d’un ion métallique central sur lequel viennent se fixer un certain
nombre de molécules neutres ou d’ions, appelés ligands. Les propriétés chimiques de
I’assemblage qui en résulte dépendent de la nature de la liaison entre I’ion métallique et les
ligands (ion-dipdle, ionique) et de ’arrangement géométrique de ceux-ci autour de 1’ion central,

lui-méme contr6lé par les propriétés électroniques de I’ion et des ligands.

Dans les arrangements octaedriques, ’assemblage se fait soit par liaisons ion-dipdle (entre le
cation et le dipdle de 1’eau) ou ion-ion (entre le cation et le chlorure). L’arrangement chois est
octaédrique, une géométric que l'on retrouve souvent dans les complexes des cations
métalliques 3d, (c’est-a-dire de la premiére série de transition) [10].

Lorsqu’un ion s’entoure de ligands pour former un complexe, on parle de réaction de
complexation. Ces réactions provoquent souvent des changements de couleur, démontrant que

les propriétés électroniques des complexes sont différentes de celles des réactifs de départ.
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1.2.3. Types de complexes

La classification des complexes se base sur le nombre d’ions (ou d’atomes) centraux qu’ils
comportent. Les complexes dont les formules sont données ci-dessus sont organisés autour d’un
seul ion central. Ce sont des complexes monométalliques (on dit aussi mononucléaires). Si
I’entité complexe comporte deux ou plusieurs ions métalliques on la désigne par les termes
bimétalliques (binucléaire), trimétallique (trinucléaire), polymétallique (polynucléaire).

Les ions métalliques sont éloignés les uns des autres. Lorsque la distance diminue, il peut se
former des liaisons métal-metal. Le complexe résultant est appelé Agrégat (cluster en anglais).

1.2.4. Formation des complexes de coordination

Une autre caractéristique des métaux de transition est la facilité de former des complexes avec
des molécules porteuses de paires d'électrons, les ligands. Ceux-ci s'unissent aux métaux de
transition par un type de liaison particuliére, dite de coordination(ou liaison dative), nettement
plus faible que la liaison de covalence [11].

1.2.5. Nombre de coordination (ou coordinence) & structure des complexes

Une vaste gamme de coordinence est possible (généralement de 2 a 9), les valeurs les plus
fréquentes sont 4 et 6.
Trois facteurs déterminent la coordinence d'un complexe :

- La taille de I'atome ou de I'ion central,

- Les interactions stériques entre les ligands,

- Les interactions électroniques [12].

Grande variété des géométries de coordination (richesse structurale)

e Facteurs qui influencent la préférence métal-ligand :

Les facteurs qui influencent les interactions acide-base de Lewis théorie HSAB sont :

a. Nature acide (dur-mou) du métal et base (dure-molle) du ligand :
Les acides et les bases durs et mous sont identifiés de facon empirique par la Variation de la
stabilité des complexes (constante de formation Kf) qu'ils forment,

- Les métaux durs sont peu polarisables (plus le métal est petit et chargé plus il est dur) ;
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- Les métaux mous sont polarisables (leur nuage d* électrons est déformable) ;
- Ligands durs : petit, peu polarisable et petite charge négative ;
- Ligands mous : grand et polarisable ;

- Les acides durs ont tendance a se lier aux bases dures, les acides mous aux bases molles.

b. Interprétations de la dureté :

- Les interactions acide dur - base dure sont essentiellement électrostatiques ;

- Les interactions acide mou - base molle sont essentiellement covalentes ;

Autres contributions & I'enthalpie libre de formation du complexe (donc a Kf) :

- Le réarrangement des substituants de 1° acide et de la base qui peut étre nécessaire pour
permettre la formation du complexe.

- La répulsion stérique entre les substituants de 1° acide et de la base.

- La compétition avec le solvant (H20).

1.2.6. Conséquences de la coordination pour le métal

A
Fe{\'/ E\\L }A,S
NEHEHE =t
Etatligl-spin
REHEHEHEHT LA T Uy
Orbitales 3d e Fa2~ Fe ( \. A 8
avant la camplexation \ /L )
Py -
Etatlow-spm

Drbiteles 3d de Fe?*
apres complexation

avec un IEM |

Figure 5: Evolution de la multiplicité d 'un métal selon la nature du ligand.

Avant la complexation, les orbitales d sont au méme niveau énergétique (on dit qu'elles sont
dégenérées) (Figure 5.A). La complexation leve la dégénérescence et clive le niveau
énergétique en 2 sous-niveaux (Figure 5.B). Généralement, 3 orbitales sont sur le sous-niveau

le plus bas : c'est le cas de la (Figure 5. B).
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Deux cas sont possibles et sont représentés sur la (Figure. 5.B)

a) la complexation a libéré une faible énergie ¢ ; les sous-niveaux sont séparés par une faible
différence d'énergie Aic et les électrons suivent la regle de Hund en se répartissant sur un
maximum d'orbitales : c'est I'état high-spin. Pour le Fe?* qui compte 6 électrons 3d, 4 électrons
celibataires sont produits. Le fer est paramagnétique (ferromagnétisme).

b) € est plus élevée ; Ae est plus grande que Aie; les électrons restent sur le sous-niveau le plus
bas : c'est I'état low-spin. Fe?* rassemble tous ses électrons sur les 3 orbitales basses ; tous les
électrons sont appariés ; le paramagnétisme fait place au diamagnétisme.

Dans le cas du fer ferrique Fe* qui ne compte plus que 5 électrons 3d, il n'y aura qu'un électron
célibataire dans le complexe low-spin, avec un paramagnétisme plus faible.

L'énergie de clivage (ou de splitting) varie selon la nature du ligand : 'EDTA crée un champ

faible et un état high-spin. L'anion cyanure fait I’inverse [11].

1.2.7. Description de P’interaction métal-ligand :

e Théorie du champ cristallin :

C’est la description de la liaison chimique dans les composes de coordination sur la base d’un
modele ionique.

Le « Champ cristallin» : champ électrostatique di a I’interaction entre les ligands et les orbitales
d du métal de transition.

Les etapes de Théorie du champ cristallin :

- Dans un ion métallique a I’état gazeux, les 5 orbitales d sont dégénérées (possedent la méme
énergie)

- Si un champ magnétique sphérique de charges (—) placées autour du métal, les

Orbitales augmentent leur énergie en raison de la répulsion électrostatique entre le champ
négatif et les électrons des orbitales. Les orbitales d restent dégénérées.

- Si I’interaction avec des ligands réels, en nombre fini, localisés suivant certaines directions,

certains e- d seront soumis a une répulsion électrostatique plus faible que d’autres.

1.3. Rappel bibliographique sur le cuivre :

Le cuivre est un élément métallique de symbole Cu ; il appartient au groupe (IB) de la

classification périodique des éléments.
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Le cuivre est, comme le fer, un élément indispensable a de nombreux processus

vitaux. Il est le coenzyme de nombreuses métalloprotéines comme I’acide ascorbique oxydase
et la tyrosinase, mais son réle principal est la stimulation de la synthése de ’hémoglobine.
L’organisme d’un nourrisson posséde trois fois plus de cuivre qu’un adulte, d’ou son

importance pour le métabolisme [13].

Le cuivre est un métal de couleur rougeatre ou rouge lorsqu’une plaque de ce métal est bien
décapée. Le cuivre posseéde une excellente conductivité thermique et électrique. A titre de
comparaison, seul I’argent comme métal pur qui présente une meilleure conductivité €lectrique
a température ambiante. Le cuivre est situé au-dessus de I’hydrogéne dans la série
électromotrice. Il céde ses électrons plus difficilement que le fer, le zinc, 1’étain et I’hydrogéne,
mais il est plus actif que I’argent, le mercure, ou ’or. Il est naturellement présent dans la croute
terrestre, en quantité variable sous forme de traces mélangées a d’autres minerais en majeur
partie sous forme de pyrite de cuivre ou chalcopyrite (S2FeCu), de cuprite (Cu20), et de
malachite (Cuz2(OH).CO3). Il constitue environ 7,10-3 % de la lithosphére, dont le plus abondant
est la pyrite cuivreuse (S2FeCu). Il est le deuxiéme en importance parmi les metaux non ferreux
a eétre consommeé. C’est un métal rouge orange, brillant, noble, peu oxydable et susceptible d’un

trés beau poli.

Le cuivre sous ses formes métalliques, cuivreux et cuivrique trouve plusieurs applications dans
différents domaines tels que: Le transport de I’électricité sous toutes ses formes, les
canalisations d’ecau et de gaz ainsi que pour un grand nombre de piéces industrielles devant
résister a la corrosion. Le chlorure cuivreux (CuCl) est utilisé dans la fabrication des lasers par
une décharge de 20000 V dans un tube sous vide ou il est introduit préalablement a la

température de 200°C.

Le cuivre est un élément de transition appartenant au méme groupe du tableau périodique que
’or et ’argent. En solution, le cuivre se retrouve généralement & deux degrés d’oxydation : +I
et +11 [14].

La chimie de coordination du cuivre(l) est directement liée a sa configuration électronique d*°
produisant une répartition symétrique de la charge électronique. Cette situation favorise une
disposition tétraédrique autour du centre métallique de sorte a localiser les ligands le plus loin

les uns des autres et ainsi minimiser la répulsion électrostatique. Des dérives cuivreux di-et
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trivalents possédant une géométrie de coordination linéaire et plan trigonal, respectivement,

sont aussi connus.

Si le cuivre(l) préfere tres largement étre entouré par quatre ligands adoptant une géométrie
tétraédrique, le cuivre(ll) adopte typiquement une géométrie de coordination carré plan, parfois
trigonal avec deux ligands axiaux faiblement liés (octaédrique).

La Stabilité relative des complexes de cuivre(l) et de cuivre(ll) en solution dépend trés
fortement des ligands présents et peut varier considérablement suivant le solvant.

L'ion cuivre(l1) est un ion biologiquement actif et essentiel, possédant un potentiel redox positif
lui permettent la participation aux transports de réactions biologiques [15].

Les complexes de Cu(ll) possedent une large gamme d'activité biologique et sont parmi les
agents antiviraux les plus efficaces, anti tumoraux et agents anti-inflammatoires [16].

Le cuivre (symbole Cu, masse atomique 29) est un métal qui a une couleur rose tres particuliere,
de structure électronique externe 3d*°4s®. Le cuivre est un trés bon conducteur thermique et
électrique ; il réagit tres lentement avec HCI concentré. La plupart des composés de cuivre (1)
se dissolvent facilement dans I'eau en donnant I'ion hydraté bleu [Cu(H20)s)]?* et [CuCl2,2H,0]
[17].

Les propriétés déterminant les emplois du cuivre et de ses alliages sont par ordre d'importance :
la conductivité électrique, la résistance a la corrosion, la conductivité thermique, la malléabilite,

1'aptitude au soudage et au brasage, les propriétés fongicides [18].

1.4. Applications pharmaceutiques des complexes de cuivre

La chimie des métaux de transition dans les processus biologiques est une discipline assez jeune
mais qui connait actuellement un essor particulier. En effet, cela ne fait qu'une cinquantaine
d'années que l'on applique systématiquement les principes de la chimie inorganique pour
élucider le r6le que jouent les métaux dans les systemes biologiques [19]. Le r6le primordial
que jouent les especes metalliques dans les processus biologique s’est maintenant clairement
établi [20,21].

Des métaux aussi divers que le cuivre, le zinc, le fer, le manganeése, le cobalt, le nickel, le

molybdéne ou le vanadium font partie intégrante de nombreux enzymes, appelés
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metalloprotéines, qui catalysent une multitude de réactions chimiques indispensables a la vie
[20].

Depuis, de nombreuses équipes s'intéressent de plus pres aux potentialités des composés
métallo-organiques en recherche pharmaceutique, que ce soit dans le cadre des thérapies anti-
cancer, de la mise au point d'agents de contraste, ou d'inhibiteurs enzymatiques.

De plus, parmi les métaux utilises en médecine, on trouve le cuivre et ses complexes qui
occupent une place de choix [22]. On distingue principalement trois types d'utilisation
thérapeutique du cuivre (principalement sous sa forme Cu?') : dans le traitement des

inflammations, des agressions infectieuses ou encore de certains cancers.

Beaucoup d'anti-inflammatoires non stéroidiens classiques (AINS), tels que I'aspirine et ses
dérivés, ont une activité accrue et présentent moins de toxicité gastro-intestinale lorsqu'ils sont

complexés au cuivre [23]. (Figure 6)

Fyr—"Cu—Fyr
O 0 H,COCO

(=

<

0

Figure 6 :Anti-inflammatoires non stéroidiens classiques complexés au cuivre (11) [24].

Deux types de complexation ont été relevés pour I’aspirine :

(a.) un complexe mononucléaire a deux ligands,

(b.) un complexe bi nucléaire a quatre ligands.

(c.) la structure du piroxicam, un anti-inflammatoire trés répandu, complexé au cuivre.

Enfin, la recherche anticancéreuse, forte du succes du cisplatine et de ses dérivés, explore de

plus en plus les potentialités des complexes métalliques. Dans ce domaine également, le cuivre
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et ses complexes occupent une place de choix. Plusieurs exemples intéressants peuvent étre
cités en Figure 7.

H.N S \5”_\NH, e /N 0 o— X

Figure 7: Exemples de complexes au cuivre utilisés dans le traitement du cancer.

a : Complexe d'un ligand de type thiosemicarbazone avec le cuivre.

b : Casiopeina I1-Gly.

¢ : Molécule bi-fonctionnelle formeée par un complexe au cuivre avec un ligand de type salen,
la fonction R servant a ancrer la molécule dans le double brin d’ADN.

d : Domaine de liaison métallique au sein de la Bléomycine, avec R1 et R2 correspondant
respectivement a un domaine de liaison a 'ADN et a un dissacharide.

e : Complexe Cu-TETA, les groupements carboxylates non chelatants servant au couplage a un
peptide ou un anticorps.
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2.1. Préparation des solutions

Les réactifs chimiques et les solvants utilisés dans les différentes préparations étaient des
produits AlfaAesar et Acros pour analyse utilisés sans purification préalable.

2.1.1. Solution du ligand

Les solutions contenant le ligand & 102 M ont été préparées par dissolution des quantités
appropriées de ces derniers dans le solvant (éthanol et DMSO).

2.1.2. Solution du métal

Les solutions de cuivre ont été préparées en dissolvant les quantités nécessaires de sel chlorure

de Cuivre (CuCl; 2H,0) dans un volume appropri¢ d’éthanol.

2.1.3. Solution des complexes

Les solutions & 10°M de chaque complexe, utilisé pour les mesures de conductivité molaire, et
I’enregistrement des spectres électroniques, ont été préparées par dissolution d’une quantité

adéquate du complexe a 1’¢état solide dans le DMSO

2.2. Méthodes d’analyse

L’identification des ligands ainsi que leurs complexes correspondants est généralement

effectuée par I’utilisation simultanée des diverses méthodes analytiques et spectrales.
2.2.1. Analyse élémentaire

Les analyses élémentaires du carbone, de I’hydrogéne et de 1’azote ont été réalisées sur un
analyseur Thermo finnigan EA 1112, le systeéme est géré par le logiciel Eager 300 a L’UMR

6226 CNRS-Université de Rennes 1. Les résultats sont fournis avec une précision de + 0,2 %.

2.2.2. Point de fusion

Les points de fusion des ligands et des complexes correspondant ont été mesurés en tubes

capillaires au moyen d’un appareil digital de type Melting point Apparatus, SMP30. La mesure
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a eté effectuée au Laboratoire pedagogique de chimie pharmaceutique du département de
chimie de P'UMMTO.

2.2.3. Analyse conductimétrique

Les mesures de conductivité nous renseignent sur la nature électrolytique des complexes. Elles
ont été effectuées a 25° C sur des solutions de concentration 10°M dans le DMSO, a I’aide d’un
appareil de type W.T.W.Cond 1970i préalablement étalonné par une solution étalon de KCI
(103Mm).

La mesure affichée par le conductimeétre, désigne la conductivité spécifique ¢ exprimé en

Q1. cm? qui se trouve liée a la conductivité molaire Qm exprimée en Q*.cm?. mol? par la
relation : Qm = 0/ Cwm

Ou : Cw indique la concentration du complexe exprimée en mol/cm?®

2.2.4. Dosage de I’eau

L’eau d’hydratation a été déterminé par chauffage a 100 °C, a poids constant d’une masse

déterminée de complexe.
2.2.5. Spectrométrie Infrarouge (IR)

La Spectrométrie IR nous a permis de confirmer la formation des complexes et de déterminer

les sites qui interviennent dans la complexation

Les spectres IR ont été enregistrés sur un spectrometre a transformée de Fourrier de type
JASCO FT/IR-4200 type A. Le produit a été étalé sur une surface en diamant et les spectres ont

été enregistrés dans une fenétre spectrale comprise entre 400 et 4000 cm™.
Principe

Quand on soumet une molécule a une radiation infrarouge, la structure moléculaire se met a
vibrer. Ceci a pour effet de modifier les distances interatomiques (vibrations de valence ou

d’élongation) et les angles de valence (vibration de déformation) [25].
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Le schéma suivant montre le principe de I’'IR :

ﬁ—v l‘\—-l-l—r- —_—

source de _ _ ‘ \
lumiére Prisme Echantillon ~ Détecteur Systeme

d'acquisition
des données
Figure 8: Schéma montrant le principe de I'IR

2.2.6. Spectrométrie électronique d’absorption)

Les spectres d’absorption UV-Visibles nous ont permis de déterminer la coordinence autour de
I’ion central, ils ont été enregistrés en solution dans le DMSO a I’aide d’un spectrometre UV-
Visible de type Thermo Scientific Evolution 220. Le porte échantillon est doté de cellules en

quartz de 1 cm d’épaisseur.
Principe

Cette méthode est fondée sur le phénomene d’absorption d’énergie lumineuse par une
substance. Lorsque cette dernicre absorbe une partie d’énergie de la radiation
¢lectromagnétique, cette absorption est automatiquement accompagnée d’une transition
¢lectronique d’un niveau fondamental a un niveau d’énergic supérieur. Ces changements dans

la structure é€lectronique se produisant a 1’échelle moléculaire de la matiere sont fidélement

décrits par la relation suivante : AE=E>—Ei=hv
Source de lumiére [
UY ou visible Fente d'entrée__ .- ‘3\
F————n e
- 1-<-ffll--------e- N
. “. wo-t._..|Fente de p_ﬂ_l@_::g)/
Detecteur . | Reférence | ,"{‘ ? 1
2y | _— Monochromateur
| Diviseur
Echantillon de faisceau

R

Figure 9: Schéma montrant le principe de la spectroscopie UV-Visible.

Le domaine spectral de ’'UV-Visible s’étend environ de 185-800 nm.
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2.2.7. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La pureté des ligands et des complexes a été vérifiée par chromatographie sur couche
mince(CCM) en utilisant des plaques en gel de silice Merck 60F254. La révelation des produits

a été effectuée en utilisant I’iode sublimé.
Principe

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges en leurs constituants ;
elle est basée sur les différences d’affinité des substances a I’égard de deux phases, 'une
stationnaire ou fixe, ’autre mobile.

La chromatographie sur couche mince, ou sur plaque (CCM), est effectuée surtout en vue d’une
analyse d’un mélange.

Le principe de la technique est résumé dans le schéma suivant :

couvcrcIC\

Cuve de
I'é lution

Atmosphere =L Ligne de front
saturé e en vapeurs
de solvant

Chromato- ="}
plaque
support de la

Solvant 50% phase
olvan — stalionnaire
Hexane/Ether /

Phase mobile

Migration /
Elution
—=tLigne de d é pot

Lichantillon

Figure 10: Schéma montrant la technique de la CCM.

2.2.8. Résonnance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonnance magnétique nucléaire *H des ligands et des complexes dans le
CDCls ont été enregistrés sur un spectrométre Brucker GPX 400 au laboratoire de catalyse et
organométalliques de L’UMR 6226 CNRS-Université de Rennesl.

La résonance magnétique nucléaire du proton est trés utilisée dans I’étude des structures des
molécules organiques. Elle permet la vérification du type et le nombre de protons existants dans

les groupements qui forment la molécule. Chaque type d’hydrogéne est caractérisé par un
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Chapitre 2 Techniques expérimentales

déplacement chimique & (ppm) et le TMS est utilisé comme molécule de référence pour
calculer ce dernier.
Principe

Un noyau d’atome hydrogene ou carbone d’une molécule placée dans un champ magnétique
peut absorber une onde électromagnétique lorsqu’il est exposé a certaines ondes : la fréquence
associée au rayonnement absorbé est appelée fréquence de résonance. Ce phénomene est appelé
Résonnance Magnétique Nucléaire.

2.3. Techniques expérimentales utilisées pour I’étude de I’activité antimicrobienne
2. 3.1. Microorganismes utilisés

L’activité antibactérienne des ligands et des complexes a été évaluée sur des souches obtenues
aupres du laboratoire de Recherche sur la qualité et securité des Aliments, de la faculté de Bio-
agronomie de ’'UMMTO.

Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus (ATCC : 6538)
Bactéries a Gram négatif : Escherichia coli : CIP 53.126.
Technique :

On préléve 2 ou 3 colonies a partir d’une culture en milieu solide puis on effectue une
suspension dans de I’eau physiologique dans un tube. On préléve une goutte de culture a

’aide de la pipette Pasteur tout on respectant les précautions de stérilité.

Les cultures sont ensemencées sur des boites de pétri préalablement coulées de gélose de type

Mdller Hinton.

Trois disques sont déposés sur les boites ensemencées, sur ces derniers sont déposées trois

goutes de Sul d’échantillon a des concentrations de 5, 10, et 15mg/ml respectivement.

Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures.
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Figure 11: Schéma représentant un antibiogramme.
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Chapitre 3 Analyse et caractérisation des ligands hétérocycliques

3.1. Introduction

Les ligands utilisés dans ce travail sont des hétérocycles fluorés synthétisés lors de travaux
antérieurs au laboratoire de catalyse et organométallique de Rennesl.

Leur préparation a été faite par une nouvelle méthode de synthése organique [1], en effet
I’arylation directe de plusieurs composés hétéroaromatiques via I’activation directe de la liaison
C-H, catalysée au palladium, permet a la fois une économie d’atomes, et aussi la diminution

des étapes de synthese. Ce qui est plus respectueux pour I’environnement et plus économique.

Dans une premiére étape, au  PdCI;(CH3sCN). d’hétéroarénes utilisant des chlorures de
bensensulfonyle fluorés comme partenaires de couplage a permis la formations de poly-fluoro-
benzenesheteroaryles. Ensuite, dans une deuxieme des arylations régiosélectives catalysées au
PdCI(C3zHs)(dppb) utilisant des halogénes d’aryle comme partenaires de couplage ont pu fournir

les triades ou tétrades désirés (Figure 12).

- N
H
X=0,NR X —

<

A

X H a-heteroarylation Br _O 5
r 27 PdCI(CHLCN); (5 mol%)
P+ C'O?S_G MaE05 () W) fluorinated =~ ————p ©
oxane
X=0,S, NR tri-, di and heterobyaryl Pdc.(f({)k’g):( ?m)u(ls;n o
monofluorinated Xu$ H DMA, 150 °C
arenesulfonyl = R ?
oot (,\)/@ ﬂuor{nated |

s n-conjugated

B-heteroarylation oligomers

Regioselective direct desulfitative heteroarylations :
regioselective (3 arylation of thiophene & regioselective (2 arylation of benzofuran
Tolerate (—X bonds, Iterative process for fluorinated heteroaryl triad and tetrad syntheses

Figure 12: Schémas de synthése des polyhétéroaromatiques fluorés.
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Chapitre 3 Analyse et caractérisation des ligands hétérocycliques

Figure 13: Formule générale des ligands.

Deux ligands hétérocycliques fluorés ont eté ainsi étudies. Nous présentons dans ce chapitre le
procéde de syntheése de ces ligands, ainsi que leur caractérisation, a savoir IR, UV-Visible ainsi
que RMN.

3.2. Synthese des ligands

La synthése des ligands a été effectuée sous argon dans des tubes de Schlenk. Les solvants
utilisés ne sont pas distillés. Les differents ligands utilisés pour la coordination ont été préparés
par réactions de couplage suivant le méme protocole de synthese, c’est pourquoi il ne sera décrit

qu’un seul mode opératoire. Seul varie un réactif ou une masse d’un produit.

3.2.1. Procédure de synthese

Les composeés solides sont mis dans un tube de Schlenk, placés sous atmosphere inerte. Les
réactifs liquides sont additionnés puis dégazés. La réaction est ensuite mise dans un bain d’huile

a une température de 140-150 °C, sous agitation pendant 16-48 heures.

Un suivi par chromatographie a été effectué pour connaitre ’avancement de la réaction. A
I’issue de la réaction, le solvant est évaporé afin de faire une analyse RMN-'H. Le composé est

isolé par separation sur colonne de silice.
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Chapitre 3 Analyse et caractérisation des ligands hétérocycliques

4+ Synthése du Ligand L! -(3- (2-chloro-4-fluorophényl) -5-methylthiophen-2-yl)
quinoléine (cfmq) : C2sH21CIFNS

1¢étape :

La réaction du chlorure d'arylsulfonyle (3,75mmol), dérivés d’hétéroarenes (2,5mmol), et de
Li2COz (7,5 mmol), du 1,4-dioxane (5 ml) en présence du catalyseur bis (acétonitrile)
dichloropalladium (I1) (0,125 mmol) & 140 ° C pendant 20 heures. Le produit le produit
correspondant (C') a été isolé avec un rendement de 88%) [1] (Figure 14)

al Cl
PdCl, (CH3 CN), 5%

_—
L|2CO3 3eq E

+ Clo,S F )
\. Dioxane

140°C20H 1
leq 1,5¢eq C

Figure 14: Schéma réactionnel de la 1°™ étape de synthése du ligand L*.

2¢meétape :

La réaction 2-(2-chloro-4-fluorophenyl)-5méthylthiophene (226 mg, 1 mmol) et de 3-
bromoquinoléine (312 mg, 1,5 mmol), du KOAc (200 mg, 2 mmol) et du DMAc (4 ml) en
présence du catalyseur PACI(CsHs)(dppb)( (6 mg, 0,01 mmol, 2% en mole) a 150 ° C pendant
16 heure. Le produit le produit correspondant (L?) a été isolé avec un rendement de 78%) [1]
(Figure 15).

Cl
F
Cl Br
+
\ § PACI(C5Hs)(dppb) 2%
. KOAC 2 eq
F DMA¢

)

/N 150°C16H

leq 1.5eq

Figure 15: Schéma réactionnel de la 2°™ étape de synthése du ligand L™.
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+ Synthése du Ligand: L? 3- (2-butyl-5-(2,3,4-trifluorophényl) furan-
3yhpyridine (btfp) : CigHi6FsNO

1¢étape :

La réaction du 2,3,4-trifluorobenzenesulfonyl chloride (3,75mmol), 2-n-butylfuran (2,5mmol),
et de Li>COz (7,5 mmol), du 1,4-dioxane (5 ml) en présence du catalyseur bis (acétonitrile)
dichloropalladium (I1) (0,125 mmol) & 140 ° C pendant 20 heures. Le produit le produit
correspondant (C?) a été isolé avec un rendement de 87%) [1] (Figure 16).

R F
R F
PdCl, (CH; CN), 5 % =
+ R ——
\ ClO,S F Li,CO3; 3eq

H Dioxane
leq 15¢eq 140°C20H

C2

Figure 16: Schéma réactionnel de la 1°™ étape de synthése du ligand L2

2¢meétape :

La réaction du 2-butyl-5-(2,3,4-trifluorophényl) furane (120mg, 0,5 mmol) et le 3-
bromopyridine (119 mg, 0,75 mmol), du DMAc (4 ml) en présence du catalyseur
PdCI(CsHs)(dppb)( (6 mg, 0,01 mmol, 2% en mole) & 140 ° C pendant 20 heure. Le produit le

produit correspondant (L?) a été isolé avec un rendement de 80%) [1] (Figure 17).

PACI(C3Hs)(DPPB) 2%

+ \ —_—
| KOAC 2 eq
DMA Va
\H N A 150 f: 16 H \

Figure 17: Schéma réactionnel de la 2°™ étape de synthése du ligand L2.
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3.3. Propriétés physiques et données analytiques des ligands L et L?

Les ligands obtenus ne sont pas solubles dans I’eau mais sont solubles dans les solvants

organiques polaires tels que : ’éthanol, I’acétone, le CHCI3 la DMF et le DMSO.

cl _ | ° i
(A J
F = 7\
N\ =

Ligand L* Ligand L?

Figure 18: Ligands L et L2.

Les résultats de leur analyse élémentaire donnés ci—dessous montrent que les formules obtenues

correspondent aux produits souhaités (Tableau 1).
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Chapitre 3 Analyse et caractérisation des ligands hétérocycliques

Tableau 1: Analyse élémentaire des ligands L* et L2

Pointde | coyleur

Exp. (calc.) Rendement

fusion

%
(%0) 0

3,65 525

(cfmq) 67.98 3.49
C24H2CIFNS (67.89) (3.70) (3.96) (5.37) 78 % 120 Beige
M = 353.04g/mol

(btfp) 6861 504 451 17,61

Ci19H16F3NO

(68,87) (4.87) (4.23) (17.20) 42 % 100 Marron miel

M = 331.12g/mol

3.4. Caractérisations des ligands hétérocycliques (L)
3.4.1. Analyse par spectrophotométrie Infrarouge (IR)
L’analyse des spectres IR des ligands L (cfmq) et L? (btfp) (Figures 19,20) montre :

Des bandes de vibrations dans le domaine allant de 1600 a 1400 cm™ et qui sont attribuées aux

vibrations d’élongations des liaisons C=N et C=C du cycle benzénique [26].

Les bandes observées dans I’intervalle 1300-1000 cm™sont dues aux vibrations d’élongation
des liaisons C-N, C-O, C-F ainsi qu’aux vibrations d’hydrogénes dans le plan pour un cycle

aromatique [27,28]. Des hydrogenes hors du plan sont localisés entre 770-735 cm™.

Des bandes de faibles intensités localisées entre 3200 et 2700 cm™ sont assignées aux vibrations

d’élongations de la liaison C—H dans le cycle benzénique et groupement CHs.

Des bandes intenses situées dans la région 735-770 cm® sont dues aux vibrations de
déformation des liaisons C-H de cycle benzénique.
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Les principales bandes de vibration sont regroupées dans le Tableau 2.

0,84

Transmittance(%)
(=] [=]
o= [=]
1 1
—
—

0,2 4

0,0 o

4000 3000 2000 1000 0
Mombre d'onde{cm-1)

Figure 19: Spectre IR du ligand L*(cfmq).

1,0

0,8

0,6 1

Transmittance(%)

0,4

0,2 1

0,0

T T T T T T T T
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Nombre d'onde(cm-1)

Figure 20: Spectre IR du ligand L?(btfp).
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Tableau 2: Principales bandes IR des ligands L2 (cm™)

e

Ligands

Ligand L* Ligand / /
(cfmaq) L2 (btfp)
1500 1470 Elongation Forte
(C=N) 1636 1610 Elongation Forte
(C-N) 1218 1190 Elongation Forte
(C-0) - 1034 Elongation Forte

3.4.2. Spectrométrie RMN-'H

L’identification des constituants des molécules des ligands a été effectuée a travers I’étude des
déplacements chimiques (5 en ppm) des différents types de protons donnés par les spectres
RMN-!H des ligands dans le solvant CDCls.

Les spectres RMN-!H des ligands dans le CDCls montrent :

< Un singulet net qui apparait a 2,57 ppm relatif aux protons du groupement CHs du
thiophéne de L.

< Un triplet (0,93 ppm) ; un sextuplet (1,41 ppm) ; un quintuplet (1, 74 ppm) a et un
dernier triplet (2, 84 ppm) pour le groupement 2n-butyl du furanne de L?;

% Un singulet de 6,81 ppm correspondant au proton du thiophéne de L.

% Un singulet de 8,65 ppm correspondant au proton de la quinoléine de L.

¢ Un singulet de 8,9 ppm correspondant au proton du groupement aromatique de la
pyridine de L2,

% Un singulet de 6,9 ppm correspondant au proton du furane de L2.
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Tableau 3: Déplacements chimiques des deux ligands L* et L2,

Déplacement chimique (6 en ppm) (6 en ppm)

I inle)) L2(btfp)

2,57

| -

T [ERERRTINESTISEEREIEE | = I
nnnnnnnnnnnnnn Prav g 4 " 4 4 - - o - + + T ~ pasoooo

L. 4]
L% (efm ) iy s aais s i

0,92- 2,85

sude

— 200000

~ 50000
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J!.JI L
7 BT 1
- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o 95 90 L&Y LR 75 7 65 60 55 ‘ S0 45 4.0 15 o 25 20 15 ] s LR
1 lppm}

Figure 21: Spectre RMN-!H du Ligand L! (cfmq) en solution dans CDCls.
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Figure 22 : Spectre RMN-H du Ligand L? (btfp) en solution dans CDCls.

3.4.3. Spectrophotométrie d’absorption électronique (UV-visible)

Les ligands non complexés donnent des transitions électroniques intra-ligands qui apparaissent
généralement sur leurs spectres UV-Visible.

Les spectres UV-Visible des ligands L (cfmq) et L2 (btfp) enregistrés en solution dans le
DMSO, sont représentes dans la Figure 23.

Les ligands L2 présentent deux bandes intenses dans le domaine de UV a36231cm™ (279nm) ;

43500 cm* (260nm) qui sont attribuées a des transitions intra-ligand n—" et deux épaulements
dans le domaine I’'UV autour de 29325 cm™ (351nm) et 41300 cm™ (362nm) qui sont dues

probablement a des transitions n—m*.
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Tableau 4: Résultats Spectres électroniques d’absorption des ligands L 12 .

265(37735) 17362 R
341(29325) 7826 nom
260(38461) 13759 -
L2 (btfp) 342(29239) 7596 o

Absorbance
o o o o (=} = = - - -
Absorbance
o
o

T T T T T T v .
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 23 : Spectres UV-Visible des ligands L* et L2 a la concentration 10 M.
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3.4.4. Caractérisation par CCM

La pureté des ligands (L! et L2) a été vérifiée par chromatographie sur couche mince (CCM) :
en préparant un éluant a 50% d’hexane et d’éthanol. La révélation a été effectuée sous
atmospheére saturée en vapeurs d’lode, une tache marron concentrée relative est observée pour

chaque ligand avec un facteur de rétention de 0,6.
3.5. Conclusion

Les réactions du couplage d’hétéro-aryles avec les halogénures d’hétéro-aryles, en présence de
catalyseur au palladium, permet de synthétiser des ligands hétérocycliques en deux étapes. Cette

procédure est simple, économique et respectueuse de I’environnement.

La caractérisation de ces ligands hétérocycliques a été effectuée par les methodes analytiques

et spectrométriques.

L’analyse ¢lémentaire a montré que les formules obtenues correspondants bien aux produits

attenus.
Les bandes de vibrations de la liaison (C=N) apparaissent vers les faibles nombres d’ondes en

suivant ’ordre de liaison suivant : ¥ L!> Y L2,

Les spectres IR des ligands ont permis de caractériser les ligands en identifiant les principales
liaisons existantes dans les composes. Ces résultats ont permis aussi d’établir I’ordre de stabilité

de (C=N) dans les ligands comme suit L?< L2,

Les spectres RMN en solution dans le CDCls, ont permis d’identifier clairement les ligands L*

et L2 et confirmé ainsi les résultats de la spectroscopie IR.

Ces ligands hétérocycliques se trouvant donc fonctionnalisés par une fonction amide, font de

ces molécules, des ligands capables de complexer les métaux tels que le cuivre.
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4.1. Introduction

Les complexes de métaux de transition avec des ligands organiques ont fait objet d’une
recherche intensive, car ils ont non seulement des propriétés spectrales et magnétiques

intéressantes, mais ils possédent également un large spectre d’activités biologiques [29,30].

Les complexes métalliques des ligands de sites donneurs azote (N) ont attiré une attention
considérable en raison de leurs propriétés physico-chimiques, leurs activités biologiques
intéressantes. 1l est bien connu que I’atome d’azote (N) joue un rdle principal dans la

coordination des métaux aux sites actifs de nombreux composés hétérocycliques.

Par ailleurs, voulant connaitre le comportement de nos ligands avec le métal de Cuivre(ll), nous
avons envisage d’utiliser le sel métallique de Cuivre(Il). Les complexes de Cuivre regoivent un
intérét considérable en chimie de coordination vu leurs multiples applications en biologie ainsi
qu’en catalyse. Dans cette partie, nous présentons la synthése, la caracterisation des complexes

de Cuivre(Il) avec les ligands hétérocycliques L* et L2,

4.2. Synthese des complexes de Cu (1)
4.2.1. Dispositif de synthese des complexes
Les eléments essentiels du montage expérimental sont :

e Un reéfrigérant qui sert a ralentir 1’évaporation du solvant pendant la réaction
* Un ballon a fond rond avec un barreau magnéetique

* Une plaque chauffante avec agitation magnétique
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Figure 24 : Dispositif de synthése des complexes de Cu(ll).

4.2.2. Procédure de synthese

Les complexes de Cuivre Cu(ll) ont eté synthétisés sous reflux, sous agitation a 60°C en
mélangeant deux millimoles de ligand dissoutes dans 20 ml d’éthanol avec une millimole de
chlorure de cuivre di hydraté dissoute dans 10 ml d’éthanol. Quelques gouttes de NaOH ont été
ajoutées pour ramener le pH jusqu’a pH = 8, un précipité de couleur verte apparait
instantanément. Le mélange est maintenu sous reflux pendant 3h. Apres refroidissement, celui-
ci est lave avec un mélange eau-éthanol, filtré et finalement séché sous rota vapeur puis dans

une etuve.
4.3. Propriétés physiques et données analytiques des complexes de cuivre

Les complexes ont été isolés a 1’état de poudre, et sont stables a 1’air libre et a température
ambiante. Leur couleur est généralement verte. Ils sont majoritairement solubles dans le DMSO
et la DMF. En revanche, ils sont insolubles dans 1’cau et le chloroforme. Leur température de

fusion est supérieure a 250°C

Les valeurs assez faibles de la conductivité montrent que les complexes sont des non
électrolytes [31], ce qui suggere que les anions chlorure existent a I’intérieur de la sphére de

coordination.
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Les résultats de I’analyse élémentaire ont permis d’attribuer pour les deux complexes isolés la
formule brute suivante : [CuL>'?Cl,].H.0, avec L2 = (cfmq, btfp).

Les propriétés physiques et les résultats analytiques de ces complexes sont regroupés dans le
Tableau 5.

[CuL,Cl;].H.0 [CuL2%Cl;].H20

Figure 25 : Poudre des deux complexes.

Tableau 5: Analyse élémentaire et propriétés physiques des complexes de cuivre.

Complexes Exp (calc) (%) Masse Rdt Point de
fusion

Molaire | Couleur | (%)

g/mol (°C)

[CuL,'Cl;].H20 5542 363 315 427 857 vert 64 17 276

(55,85) (3,28) (3,26) (4.42) militaire

(NRLe Az el °°7° 45 332 1350 813 vert 66 12 265

(55,99) (4,20) (3,44) (13,982)
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4.4. Caractérisation des complexes par les méthodes spectroscopiques
4.4.1. Analyse par spectrométrie Infrarouge (IR)

L’analyse des spectres IR a été effectuée par comparaison des spectres des complexes avec ceux
des ligands correspondants, et cela afin de déterminer les sites qui interviennent dans la
formation des liaisons des chélates.

La coordination de I’ion métallique avec le ligand suppose 1’apparition de nouvelles bandes de
vibration, la disparition de certaines d’entre elles et le déplacement de quelques bandes sur le

spectre IR des complexes correspondants.

Comparativement aux ligands non coordonnés la bande de vibration C=N dans les complexes,
s’est vu affaiblie et a subi un déplacement de 10 a 30 cm?, ce qui montre la coordination du

ligand a I’ion métallique par I’atome d’azote [32].

L’examen des figures des complexes permet également de constater que les vibrations
d’¢longation C-N, subissent un déplacement vers les grandes fréquences, ce qui est en faveur

des interactions Métal-Ligand a travers les atomes d’azotes [33,34].

En effet les bandes de vibration d’élongation attribuée a C-N sont observées a 1180-1200 cm-
dans les spectres IR des ligands subissent un déplacement allant de 30 a 50 cm-+ vers les grandes

énergies apres la coordination.

Dans les spectres des complexes, de nouvelles bandes de faibles intensités sont apparues entre

600 cm-= et 400 cm-+ prouvant ainsi la coordination des ligands aux métaux centraux.

Les atomes d’azote des ligands sont engagés dans la liaison avec le métal central et ceci est
confirmé par ’apparition de nouvelles vibrations vers les faibles énergies dans le domaine 600

et 400 cm™ dues a la formation de liaison métal-ligand [35,36].
Des bandes de faibles intensités localisées entre 3000 et 2500 cm™, sont assignées aux

vibrations des liaisons C-H des groupements aromatiques et CHs, dans les complexes, elles

restent pratiqguement inchangées par rapport a celles dans les spectres des ligands.
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La présence de molécules d’eau d’hydratation dans les complexes formés avec les ligands L*
et L2 est confirmée par ’apparition d’une bande située successivement a 3440 cm™ et
3340 cm®.

La vibration de la liaison C=N se trouve déplacée apres complexation vers les faibles nombres
d’ondes selon I’ordre suivants: [CulLz'Cl].H20 > [CuL2?Cl].H20. Le méme effet a été
observé pour la liaison Cu-N qui se voit vibrer aussi vers les faibles énergies et dans le méme

sens de grandeur que C=N.

Les principales bandes de vibration des complexes de Cuivre (1) sont regroupés dans le
Tableau 6.

Tableau 6: Principales bandes IR des complexes des ligands L1

I

Complexes
[CuL,Cl;].H0

[CuL2Cl;].H0

1422 1498 Elongation F
1250 1270 Elongation M
1610 1621 Elongation F
426 450 Elongation M
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Figure 26 : Spectre IR du complexe [CuL 'Cl;].H0.
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Figure 27 : Spectre IR du complexe [CuL,Cl;].HzO.
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4.4.2. Analyse par spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire du proton (RMN-1H) a servi dans la confirmation de la

structure des complexes de Cu (Il) proposée dans 1’étude de la spectroscopie infrarouge.

Les spectre de résonance magnétique nucléaire des protons des complexes de Cu(ll) avec les
ligands en solution dans le DMSO deuteré, ont permis 1’identification de ces ligands L1 dans
les complexes. Les ligands LY sont clairement identifiés par I’apparition des memes pics avec

des deplacements chimiques significatifs [37,38].

Le signal caractéristique du proton du groupement CHs du thiophene est apparu dans le
spectre du complexe [CuL>'Cl;].H.0O (Figure 28) avec un léger déplacement chimique , ce qui
révéle un changement dans la structure du ligand lors de la complexation [27].

Pour chagque complexe, les massifs dds aux résonances des noyaux aromatiques se sont deplacés
également légerement vers les champs faibles. Ceci confirme la coordination du ligand au métal
Un signal qui apparait aux environs de 2,5 ppm dans ’ensemble des spectres des complexes,

est assigné au solvant solubilisant.

Un autre signal localisé au environ de 4,5ppm est attribué a la résonance du proton de la
molécule d’eau d’hydratation [39]. Ce résultat confirme ce qui a été deduit par spectrométrie

infrarouge .

Les signaux caracteristiques des protons des groupements alkyles du furane dans le complexe
ont subi des déplacements chimiques par rapport au spectre du ligand seul . Ceci est

probablement le résultat de la complexation .

Les déplacements chimiques des complexes de cuivre sont regroupés dans le Tableau 7.
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Tableau 7: Déplacement chimique 6 (ppm) des différents protons dans les deux complexe de
cuivre [CuL,*2Cl;].H-0.

Déplacement chimique (6 en ppm) (6 en ppm)

[CuL,'Cl;].H20 [CuL2%Cl;].H20

- SITEISSSTIROSINRE
i WISITELEnaTeanannas

|AJ¥\JL1;

RLigicar

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
(1] a5 a0 &% LX) 75 10 &5 X} 55 50 a5 4.0 15 RY.) 15 E 1] is 8 (51 [-1:]

Figure 28 : Spectre RMN-H du complexe [CuL2!Cl;]H.0 dans le DMSO.
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Figure 29 : Spectre RMN-'H du complexe [CuL,?Cl;].H20 dans le DMSO.

4.4.3. Analyse par spectrométrie électronique d’absorption (UV-Visible)

Les spectres électroniques des complexes de Cu (1) ont été enregistrés dans le DMSO et les

résultats sont regroupés dans le Tableau 8.

La spectroscopie UV-Visible nous a renseignés sur I’environnement de 1’ion Cu(II) dans les

chélates.

Les bandes d’absorption UV- Visible affectées aux ligands et observés dans les spectres des
complexes de cuivre correspondants se sont déplacées de 10 a 30 nm vers les grandes longueurs
d’ondes pour les deux complexes des ligands L% Ceci montre 1’engagement du ligand dans la

formation des complexes (Figures 30, 31).

La bande caractéristique de la transition = — 7 * est signalée dans 1'ultraviolet a 265 nm dans
le ligand L!, or dans le spectre du complexe [CuL2'Clz].H20, elle se trouve déplacée vers les
de plus hautes longueurs d’onde, et cela de 15 nm. Cela confirme la présence du ligand dans le

complexe et que la liaison métal-ligand est de nature covalente [40].
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Le complexe [CuL2!Cl2].H20 présente un spectre avec une bande a 280 nm correspondant a la

Synthése et caractérisation des complexes de cuivre (I1)

transition T — 7 * ainsi qu’un épaulement & 354 nm dd a la transition n — m * .

Le spectre électronique du complexe [CuL,2Cl,].H20 présente un pic aigu caractéristique de la
transition m — 1 * dans le domaine de I'ultraviolet apercu a 278 nm, ainsi qu’un épaulement a

354 nm d( a transitionn —  * .

Dans le domaine du visible, Les spectres des complexes [CuL2!Cl2].H20 et [CuL2?Cl].H.0

font apparaitre chacun un épaulement autour de 17000 cm™ attribué a la transition 2B1g —2B.g,

et un autre épaulement, situé autour de 22000 cm™ dii & la transition 2Big —2Eg [41].

Tableau 8: Spectres électroniques d’absorption des complexes.

Complexes

[CuL,'Cl;].H.0

[CuL2’Cl2].H20

280(35714)
354(28248)
469(22900)

580(17241)

278(35970)
354(28248)
467(21410)

570(17541)

e (molet.l.cm™)

12782

330

140

16073

10714

300

150

Type de

transition

’B1g —%Eg

B1g —?Bag
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Figure 30 : Spectre UV du complexe [CuL2'Cl;].H20 dans le DMSO

a la concentration 10*M.
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Figure 31 : Spectre UV du complexe [CuL2%Cl;].H20 dans le DMSO

a la concentration 10" *M.
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Figure 32 : Spectre Vis du complexe [CulL2'Cl,].H20 dans le DMSO

a la concentration 10°M.
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Figure 33 : Spectre Visible du complexe [CuL,2Cl,].H.0 dans le DMSO

a la concentration 107 M.

4.4.4, Caractérisation par CCM

La pureté des complexes, comme celles des ligands a été vérifiée par chromatographie sur

couche mince (CCM). En utilisant des plaques en gel de silice, 1’éluant étant un mélange
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d’hexane et d’éthanol a 50%. La révélation a été effectuée sous atmosphére saturée en vapeurs
d’Tode, une tache marron concentrée relative est observée pour chaque complexe avec un

facteur de rétention de 0,5.

4.5. Schémas structuraux proposes

L’ensemble des données analytiques et les résultats spectrométriques révelent que les deux
complexes de Cuivre (I1) synthétisés ont une géométrie plan-carré dans les deux cas ou le
rapport métal/ligand égal a 1/2.

Les ligands se sont liés de maniere monodentate a travers I’atome d’azote. La sphére de
coordination est complétée par deux atomes de chlore. Les schémas structuraux (Figure 34)
suivants sont proposés pour les deux complexes de cuivre (I1) synthétisés.

[CuL,!Cl;].H.0 [CuL2%Cl;].H20

Figure 34 : Schémas structuraux proposés pour les deux complexes de Cu(ll).
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4.6. Conclusion

Les complexes de Cuivre(ll) avec les deux ligands L2 ont été synthétisés par les réactions de
précipitation, caractérisés par les méthodes d’analyse (analyse élémentaire et conductimétrie)
et par les techniques spectroscopiques telles que I'IR, ’'RMN-!H et la spectrophotométrie UV-
Visible.

Les complexes formés sont de coordinence quatre, leur géométrie carré plan a été mise en

évidence par I’analyse élémentaire, leur formule générale est [M(L2*?)Cl,].H2O.

Les résultats IR ont permis d’établir un classement des complexes selon leur stabilité, en
¢tudiant ’effet de la complexation sur la vibration de la liaison C=N :

[M(L2HCI2].H20 > [M(L2 3)Cl2].H20.

Ceci montre que le ligand L! donne le complexe le plus stable du fait de I’existence de

groupements donneurs.

La résonance magnétique nucléaire du proton nous a conduit a I’identification des sites de
coordination dans les deux complexes de Cu(ll) et a confirmé les resultats de la

spectrophotométrie IR.

La spectrophotométrie ¢lectronique d’absorption a confirmé 1’existence du ligand autour du
métal central en interprétant les bandes d’absorption attribuées aux différentes transitions

électroniques intra ligand.
Les ligands se sont liés dans tous les cas, de maniére monodentéate, par ’atome d’azote. Les
atomes de chlore ont complété la géométrie des complexes, ce qui est compatible avec les

données connues dans la littérature, pour des complexes similaires.

L’analyse élémentaire et I’ensemble des résultats nous a permis de révéler une structure carré

plan pour les deux complexes synthétisés.
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L’ensemble des résultats obtenus montre que les deux ligands hétérocycliques ayant une
fonction amides donnent des complexes stables et peuvent servir comme molécules pour

I’activité biologique.
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5.1. Introduction

Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires simples. Invisibles a 1’ceil nu, ils ne
contiennent pas de noyaux. lls se trouvent généralement en trés grand nombre vu leur grande

capacité a se multiplier.

Une bactérie est ainsi une cellule indépendante ayant le centieme de taille d’une cellule
humaine. Les bactéries sont des étres hétérotrophes : elles se nourrissent de matiére organique
prélevée dans leur environnement.

Les bactéries sont partout dans sol, dans I’eau et aussi chez ’homme. Leur réle pour
I'environnement et nous-mémes est multiple, leurs actions pouvant étre positives ou négatives.

L'ensemble des bactéries forme le regne des eubactéries (Eubacteria).

Les bactéries, de leur propriété de mutation genétique, représentent un danger réel pour
I’homme qui doit sans cesse innover afin de trouver de nouvelles armes pour combattre les

bactéries nuisibles a la santé et a I’environnement.

Dans la perspective d’innovation et de recherche, nous avons effectué un test sur les ligands
hétérocycliques L' et L2 et leurs complexes respectifs afin de déterminer leur pouvoir
antibactérien sur des souches pathogenes de référence appartenant a des familles différentes de

bactéries.
En effet, le fluor contenu dans les composés eétudiés, compte tenu de sa taille, son
électronégativité et sa lipophilie peut avoir un effet considérable sur les propriétés biologiques

des composés.

Entre autres, les dérivés de la quinoléine (se trouvant dans le ligand L) ont été utilisés comme

substances antimalariques [42,43] au début puis comme agents antibactériens [44].

Le but de notre test est de mettre en évidence les propriétés biologiques antibactériennes

caractéristiques de nos produits.
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5.2. Bactéries utilisées pour I’activité antimicrobienne
5.2.1. Bactéries a Gram positif

Les bactéries a Gram positif rassemblent des genres bactériens tels que Bacillus, Clostridium,
Listeria, Staphylococcus, Streptococcus et Enterococcus, physiologiquement et génétiqguement
distincts qui partage un écosystéme commun en tant que parasites de I’homme. Ces bactéries

peuvent étre pathogénes et mortelles pour ’homme.

En effet les bactéries, staphylocoques, streptocoques et enterocoques, sont responsables d’un
tiers des infections bactériennes chez ’homme. Exemple des angines (Streptococcus pyogenes),
les méningites et pneumonies (streptococcus pneumoniae et Streptococcus agalactiae), les
intoxications alimentaires (Staphylococcus aureus).

Les bactéries a Gram+ ont une structure unimembranée, qui est constituée :
« Une couche composant la paroi cellulaire
o L'espace périplasmique

o La membrane plasmique

La couche des bactéries a Gram positif est trés épaisse contrairement a celle des bactéries a
Gram négatif. Elles sont mises en évidence par une technique de coloration appelée coloration

de Gram.

Celle-ci, mise au point par Hans Christian Gram est une technique qui met en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne qui sera un critere de classement pour les bactéries. La
composition de la paroi n'étant pas la méme d'un groupe de bactéries a I'autre. On peut donc

distinguer les bactéries a gram positif, dotées d’une simple paroi, des bactéries a gram négatif

[45,46].

% Les Staphylocoques :

Les staphylocoques sont des bactéries de type cocci c'est-a-dire sphériques, a Gram positif, qui
se trouvent fréguemment chez les personnes en bonne santé, habituellement dans la muqueuse

du nez.

Parmi la quarantaine de types de staphylocoques existants, le staphylocoque doré
(Staphylococcus aureus) est le plus souvent rencontré dans les pathologies infectieuses. Ce
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staphylocoque peut causer des infections graves. De plus, il est I’'un des principaux responsables
des infections nosocomiales, c'est-a-dire contractées en milieu hospitalier, ainsi que des
intoxications alimentaires. L’espéce la plus pathogéne de la famille des staphylocoques est le

Staphylococcus aureus.

5.2.2. Bactéries a Gram négatif

Les bactéries a Gram négatif représentent un groupe bactérien hétérogéne qui comprend les
Entérobactéries et d’autres genres comme Pseudomonas. Les infections dues aux bacilles a

Gram négatif sont devenues de plus en plus fréquentes surtout en milieu hospitalier.

Certaines bactéries peuvent devenir trés résistantes aux antibiotiques d’ou la nécessité de

connaitre leur sensibilité a ces antibiotiques.

Les bactéries a Gram négatif ont une structure bimembranée constituée de :
« La membrane externe,
o L'espace périplasmique, comportant notamment la paroi,

o La membrane plasmique

Ce sont des bactéries qui lors de la coloration par la méthode de Gram, éliminent le cristal violet

(effet de 1’éthanol) et paraissent roses.

« Escherichia coli :

C’est une bactérie intestinale a Gram(-), appelée également colibacille. Elle compose 80% de
la flore intestinale chez I’homme. Elle a été découverte en 1885 par Theodor Escherich.

La plupart des souches de E.Coli sont inoffensives, certaines sont pathogenes. La bactérie
Escherichia coli est souvent responsable d'intoxications alimentaires collectives, ainsi que
d'infections urinaires.

C’est une bactérie en forme de batonnets, elle se réplique tres rapidement a 37°C, toutes les
20minutes, ce qui lui permet de multiplier facilement de I’ ADN ou de synthétiser des protéines

d’intérét.
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Un bacille & Gram négatif Un bacille & Gram positif

membranes interne et externe Pa0: de peptdogiycane S Pl Daro: de pestdogyLane

~ . .
- )

Figure 35 : Parois de cellule bactérienne (a) bactérie a Gram- et (b) bactérie a Gram+

La distinction entre bactéries Gram positif et bactéries Gram négatif repose sur une différence
de composition pariétale. En effet, la paroi des bactéries Gram positif est riche en acide
teichoique, contrairement aux parois des bactéries Gram négatif qui sont plus riches en lipides.
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5.3. Composés a tester
Les ligands et les complexes correspondants a tester sont présentés dans la figure suivante :

[CuL,'Cl;].H.0 [CuL2%Cl;].H20

Figure 36 : Produits a tester.

5.4. Réalisation de I’antibiogramme
5. 4.1. Principe de la méthode

Cette technique utilisée en bactériologie médicale, appelée Technique d’étude sur milieu solide
ou encore méthode des disques. Cette méthode a I’avantage d’étre d’une grande souplesse dans

le choix des antibiotiques testes [47].

Il s’agit d’'une méthode en milieu gélosé a I’agar réalisée dans une boite de Pétri.

La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différents produits a tester.
Les disques sont déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une
suspension de la bactérie a étudier. Chaque antibiotique diffuse a partir du disque au sein de la

gélose et y détermine un gradient de concentration.
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Les bactéries croissent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une
concentration d’antibiotique suffisante pour inhiber leur croissance. On observe ainsi autour
des disques une zone circulaire indemne de colonie, appelée zone d’inhibition. Plus le diamétre
de cette zone est grand, plus la souche est sensible a 1’antibiotique. Plus il est petit, plus la

bactérie est résistante [47].

Cette technique permet une bonne estimation du pouvoir antimicrobien, surtout pour les
produits ayant une bonne diffusion dans le milieu solide. Nous I’avons ainsi retenu pour évaluer
I’activité antimicrobienne de nos molécules.

La réalisation de I’antibiogramme s’effectue en quatre étapes :

5.4.2. Preparation de la culture jeune (pre-culture bactérienne)

Le milieu de culture utilis€é pour évaluer D’activité antibactérienne des ligands et leurs
complexes de Cuivre est I’Agar de Muller-Hinton (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK) [48]. Les
manipulations ont été réalisées au laboratoire dans des conditions strictes d’asepsie sous une
hotte, les bactéries a tester ont été ensemencees dans des boites de Pétri contenant la gélose
M.H (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK), incubées pendant 18 heures a 37°C.

5.4.3. Préparation des suspensions bactériennes

A partir des cultures bactériennes jeunes, quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques sont inoculées dans 5 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 % de sel (NaCl). La
suspension bactérienne ainsi préparée, est bien homogénéiseée et ajustée a une turbidité qui
correspond au 0.5 Mc Farland (équivalente a 108 unités formant colonie par millilitre (UFC/ml)
[49].

5.4.4. Test de ’activité antibactérienne

Apreés identification des boites de Pétri, on préleve 100 ul des suspensions bactériennes qui

sont introduites dans ces derniéres puis étalées a 1’aide d’un rateau d’une maniére uniforme sur

la gélose de Miiller-Hinton.
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On préleve 5ul de chaque solution des produits a tester a différentes concentrations voire

(5mg /ml, 10mg/ml et 15mg/ml), déposés respectivement sur les trois disques.

L’Oxytétracycline (30mg/disque. Himedia Laboratories, Mumbai, India) a été utilisée comme
témoin positif, ce choix est di a son large spectre d’action ; par contre le témoin négatif est une

solution de solvant pur de DMSO.

Les boites de Patri sont maintenues a 4 °C pendant 1 h, par la suite elles ont été incubées a
I’étuve a 37 °C pendant 24 h. Les manipulations sont réalisées en triplicatas pour s’assurer de

la fiabilité des résultats.

5.5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des molecules de ligands et
complexes testees, nous avons procédé a la dilution a partir de la concentration initiale de telle
sorte a avoir les concentrations suivantes 5 mg/ml, 10 mg/ml et 20 mg/ml. Par la suite, le test
d’activité antibactérienne est réalisé pour chaque concentration selon la méthode de diffusion
des disques decrite précédemment. La lecture est réalisée en mesurant le diamétre des zones
d’inhibition de croissance autour des disques au millimétre prés pour déterminer les CMI pour

chaque molécule étudiée (Tableau 9).
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Tableau 9: Images des zones d’inhibition des composés testés.
Bactéries

Molécules S.aureus

Ligand L!

@ i 15mg/ml
15mg/ml "
[

10mg/ml_ -
—

Complexe

[CuL,'Cl;].H.0

15mg/ml

Complexe
[CUL22C|2].H20
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Témoins

(témoin positif a
gauche / témoin

négatif a droite)

5.6. Résultats et discussion

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien des molécules des ligands et leurs complexes respectifs. Les zones d’inhibition

sont indiquées dans le Tableau 10.

D’aprés ces résultats, les molécules testées ont montré une activité inhibitrice non négligeable
a partir d’une dose de 5 pl. Les zones d’inhibition, variant entre 6 et 15 mm, indiquent que

toutes les souches testées sont sensibles.
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Tableau 10: Diamétres (mm) des zones d’inhibition des molécules des ligands et leurs

complexes.

Molécules testées

Ll

(cfmaq)

Ligands

L2
(btfp)

Complexe
[CuL2!Cl].H.0

Complexes

Complexe
[CU L22C|2].H20

Solvant DMSO

Antibiotique = Oxytétracycline

Concentrations

(5mg/ml)
(10mg/ml)
(15mg/ml)
(5mg/ml)
(10mg/ml)
(15mg/ml)
(5mg/ml)
(10mg/ml)
(15mg/ml)
(5mg/ml)
(10mg/ml)

(15mg/ml)

(30mg/disque)

Staphylococcus. aureus

Zone
d’inhibition

(mm)

6

10

11

Zone

d’inhibition
relative(%)

25

25

25

33,33

41,66

45,83

25

25

41,66

25

25

37,5

100

Bactéries

Escherichia. Coli

Zone Zone

d’inhibition = d’inhibition

(mm) relative(%)
10 40
6 24
6 24
11 44
12 48
13 52
6 24
6 24
15 60
12 48
13 52
14 56
6 -
25 100
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Les résultats de cette activité ont montré qu’aucune zone d’inhibition n’a été observée pour le
DMSO. Ce qui laisse supposer 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.

Les bactéries E.Coli a Gram négatif montrent des zones d’inhibitions supérieures a celles
observes chez les bactéries S.aureus & Gram positif. La bactérie E.Coli prouve donc une plus
grande sensibilité contrairement a S.aureus qui présente une certaine résistance compte tenu de

sa structure.

Le ligand L? (btfp) exhibe un plus grand effet antibactérien en comparaison avec le ligand L*
(cfmq), ceci est d0 probablement & la présence des substituants fluorés sur le benzene et du

groupement butyle substitue sur le furane.

Le ligand L* (cfmq), de par sa complexation avec le CuCl,, montre un effet supérieur car ce
dernier fait sensiblement accroitre I’action antibactérienne du ligand. Cet effet est entre autres
expliqué par la présence des substituants chlorés sur le complexe, qui augmente sa perméabilité.

Cela est observé sur les deux types de bacteéries.

Le méme phénomene est observé pour le ligand L2, or ceci est uniquement visible pour I’E.Coli.
Un effet antagonique est observé sur la bactérie S.aureus. En effet, la complexation avec le

CuCl, a amoindri ’effet du ligand L? passant de 11 & 9mm.

Cela pourrait suggérer que la complexation facilite la capacité du complexe a traverser une
membrane cellulaire et pourrait étre expliqué sur la base de la théorie de la chélation [49]. La
coordination réduit considérablement la polarit¢ de I’ion métallique en raison de la charge
positive du métal qui est partiellement partagée entre atomes donneurs présents dans le ligand.
De plus, la chélation a pour effet de favoriser la délocalisation des électrons m sur I’ensemble
du chélate [51,52].

La comparaison de la zone d’inhibition relative des deux ligands avec [’antibiotique
(Oxytétracycline) utilisé comme témoin positif, présente une inhibition relative de 25% sur

S.aureus et de 24% sur E.Coli pour le ligand L, et de 45,83% sur S.aureus, et 52% sur

E.Coli pour le ligand L2.
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De méme, la comparaison de la zone d’inhibition relative des deux complexes avec
I’antibiotique (Oxytétracycline) utilis¢ comme témoin positif, montre une inhibition relative de
’ordre de 41,66% sur S.aureus, et de 60% sur E.Coli pour le complexe [CuL,'Cl:].H.0, et de
I’ordre de 37,5% sur S.aureus, et 52% sur E.Coli pour le complexe [CuL2%Cl2].HO.

5.7. Conclusion

L’activité antimicrobienne des ligands et des complexes a été évaluée in vitro sur la croissance
des deux souches bactériennes appartenant a deux especes différentes et a révélé un potentiel

biologique intéressant pour les composes étudiés.

On souligne le fait que, pour des raisons liées a la structure interne de la paroi bactérienne, il y
a d’avantage de molécules actives sur les bactéries a Gram(-) telles que E.Coli, que sur celles a

Gram(+) telles que S.aureus.

Le complexe [CuL2'Cl2].H.0 donne la meilleure inhibition avec une CMI de 15 mg/ml.

Les complexes du cuivre inhibent de fagcon remarquable la croissance bactérienne. La faible
activité de certains composés lors de nos essais est peut étre due au fait que la diffusion dans la
gélose est nettement lente, ou a 1’existence probable d’une résistance bactérienne de ces

souches.
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Conclusion Générale

Durant ce travail, nous avons synthétisé et caractéerisé deux complexes de cuivre formés a partir

de ligands hétérocycliques fluorés a I’aide de méthodes analytiques et spectroscopiques.

L’analyse élémentaire a montré que les formules obtenues correspondent aux produits attendus.

La pureté des deux ligands a été confirmée par CCM.

L’analyse IR des ligands a permis de les caractériser en identifiant les principales liaisons. De
plus, ces résultats ont permis d’établir ’ordre de stabilité de la liaison C=N dans les ligands

comme suit L1>L2.

Les ligands monodentates L et L2 ont été clairement identifiés grace aux spectres de résonnance
magnétique en solution dans le CDCls, et confirmer ainsi les résultats IR.

Les complexes de cuivre bivalents formés avec les ligands L2 ont été synthétisés et caractérisés
par analyse élémentaire, spectrométrie IR, UV-Visible et RMN. Les complexes sont des non
électrolytes solubles dans les solvants organiques tels que la DMF et le DMSO, leur formule
générale étant [Cu(L2>?)Clz].H.0.

L’¢étude des spectres IR de ces complexes a montré que les ligands se lient a I’atome de Cuivre
d’une maniére monodentate par un atome d’azote. Les spectres IR nous ont permis également
de confirmer I’existence d’atomes de chlore de coordination dans les complexes. Les résultats
IR ont permis également d’établir un classement des complexes selon leur stabilité, en étudiant
I’effet de la complexation sur la vibration de la liaison C=N : [CuL2!Cl2].H20 > [CuL,*Cl;]

.H20.

Ceci montre que le ligand L' donne le complexe le plus stable du fait que le groupement

quinoléine s’avere plus stable que la pyridine.
La résonance magnétique nucléaire du proton nous a conduit a 1’identification des sites de

coordination dans les deux complexes de Cu(ll) et a confirmé les résultats de la

spectrophotométrie IR.
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La spectrophotométrie électronique d’absorption a confirmé 1’existence du ligand autour du
métal central en interprétant les bandes d’absorption attribuées aux différentes transitions

électroniques intra ligand.

L’ensemble de ces résultats de caractérisation ont permis de proposer pour chaque complexe un
schéma structural en forme de carré plan. Il reste a confirmer cette géométrie par d’autres

techniques.

L’étude (in-vitro) effectuée sur deux souches pathogenes appartenant a des espéces différentes
de bactéries (E. coli, et S. aureus), a montré que les ligands hétérocycliques et leurs complexes

de cuivre inhibent de facon remarquable la croissance des bacteéries.

Les bactéries a Gram (-) montrent des zones d’inhibitions supérieures a celles observées chez
les bactéries a Gram (+). Le complexe [CuL2*Cl].H.O montre une bonne inhibition pour

E.Coli et montre une certaine résistance pour S.aureus.

L’ensemble des résultats obtenus montrent que les ligands hétérocycliques, ayant une fonction
amide, donnent des complexes stables et peuvent servir par exemple comme alternative aux
agents antimicrobiens dans les agro-industries. Par consequent, il est important de les tester

dans les aliments pour empécher ou retarder leur détérioration.

Enfin il serait intéressant de synthétiser de nouveaux complexes avec d’autres éléments

métalliques comme le nickel et le fer pour tester leurs effets biologiques.
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Annexes

Appareils utilisés durant le travail

> 2

Appareil digital de type Melting point Apparatus, SMP30

Spectrometre Infrarouge JASCO FT/IR-4200 type A
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Spectrometre UV-Visible Thermo Scientifique 64606/SDMM/1

Conductimétre de type W.T.W.Cond 1970i
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Dispositif de synthése des complexes

s
B
:
14

Etuve microbiologique de type Binder.
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