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Introduction générale

La chimie pharmaceutique concerne la conception (conception de médicaments) et la synthése
de molécules biologiquement actives. L'objectif est d'acqueérir de nouvelles molécules chimiques qui
pourraient permettre la découverte de nouveaux produits pharmaceutiques ou d'optimiser des
structures médicamenteuses déja connues, élargissant ainsi la gamme de médicaments chimiques. Au
début du 21°™ siécle, la chimie pharmaceutique a développé de nouvelles molécules aux valeurs
médicinales importantes. Outre les petits ligands synthétiques et les produits naturels, les chimistes
pharmaceutiques se concentrent sur le développement des peptides et des protéines modifiés, d'agents
biologiques, des vaccins synthétiques et des complexes de métaux de transition a intérét biologique.

Les complexes de métaux de transition peuvent agir en tant qu'agents médicinaux a travers trois
mécanismes principaux : interne, externe ou en tant qu'agents de contraste d'imagerie. Les molécules
inorganiques peuvent aider a détecter, diagnostiquer et traiter certaines maladies. L'utilisation interne
d'agents pharmaceutiques inorganiques couvre un large éventail d'états pathologiques.

Les chimistes bio-inorganiques ciblent les ligands hétérocycliques et leurs complexes
métalliques pour étudier leur pharmacologie comme principale axe de recherche. Une large gamme
d'activités biologiques telles que des activités antibactériennes, antifongiques, antitumorales et
antivirales sont présentées par les composés organiques contenant de I'azote, de 1’oxygéne et du soufre
et de leurs complexes métalliques.

Les thiosemicarbazides sont de puissants intermédiaires pour la synthese de produit
pharmaceutiques et bioactifs, par conséquent, ils sont largement utilisés dans le domaine de la chimie
médicinale. De plus, les propriétés physicochimiques et les activités biologiques des
thiosemicarbazides pourraient étre améliorées en combinant ces molécules avec des composés
carbonyle ayant une fraction hétérocyclique [1].

D’autre part, les composés hétérocycliques oxygénés spécialement les coumarines, ont fait
I'objet de recherches approfondies visant a évaluer leurs effets bénéfiques sur la santé humaine [2]. Le
squelette de la coumarine peut étre envisagé comme un échafaudage privilégié pour la conception et
la synthése de composés pharmacologiquement actifs [3,4]. La condensation des dérivées de la
coumarine avec les thiosemicarbazides donne naissance a des thiosemicarbazones.

Les thiosemicarbazones appelés aussi carbothioamides d'hydrazine font partie de la famille des
bases de Schiff, leur synthése est trés simple, souple et propre, donnant généralement des rendements
élevés. lls sont largement utilisés comme des bons intermédiaires dans la synthese des molécules
hétérocycliques ayant une grande importance biologique, et sont donc couramment utilisés dans le
domaine de la chimie médicinale. Les thiosemicarbazones ont également trouvé leur place dans toutes
les branches de la chimie ; ils sont utilisés commercialement comme colorants, films photographiques,

plastiques et textiles [5]. Au cours des dernieres années, les dérivés de thiosemicarbazone ont montré
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des propriétés pharmacologiques extrémement diversifiées, telles que I’activité antifongique [6],
antitumoral/cancer [7,8], antimicrobien, antioxydant [9] et antiviral [10]. Les thiosemicarbazones ont
aussi attiré I'attention des chercheurs en raison de leur forte affinité pour les ions métalliques tels que
le zinc, le cuivre, le cobalt...pour produire des complexes métalliques, qui sont également des cibles
biologiques importantes.

Les métaux de transition appelés aussi oligo-éléments, jouent un réle important dans les
processus biologiques tels que la transduction du signal, lI'adsorption de I'oxygene dans la circulation
sanguine et en tant que cofacteurs pour les enzymes et contribuent a leurs processus catalytiques.

Notre attention se concentre principalement sur la recherche concernant quelques activités
pharmacologiques des composés de coordination de métaux de transition de la premiére série tel que
Co (1), Ni (1), Cu (1) et Zn(I1) qui sont des éléments essentiels présents dans le milieu biologique
intracellulaire des organismes vivants. Ces ions métalliques sont aujourd'hui présents dans plusieurs
produits pharmaceutiques inorganiques.

Le présent travail consiste a élaborer une dérivée de la thiosemicarbazone par la condensation
de la 3-acetylcoumarine avec le thiosemicarbazide suivie d’une étude de leur complexe de coordination
vis-a-vis d’une série de métaux de transition en solution et a 1’état solide.

En plus de I’introduction et de la conclusion générale, ce travail comporte trois chapitres :

+ La premiere partie étant la partie théorique qui est une synthese bibliographique donnant un
apercu sur les dérivés de la thiosemicarbazones particulierement les thiosemicarbazones a base
des coumarines, leurs complexes de métaux de transition ainsi que leurs diverses applications
biologiques.

+ La deuxieme partie qui est la partie expérimentale développe la description des méthodes
suivies pour la synthese et la caractérisation des produits obtenus.

+ La troisieme partie de notre travail est consacrée a I’interprétation et la discussion des résultats.

+ L'essentiel des résultats a été finalement, mis en lumiére dans la conclusion générale.
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I- 1- Introduction

Les complexes de métaux de transition se sont révélés bénéfiques dans le développement
de la chimie pharmaceutique. De nombreuses recherches ont prouvé que les complexes métalliques
présentent une large gamme de caractéristiques biologiques et chimiques. En raison du changement
des propriétés géométriques de la liaison molécule organique-métal par rapport a la fraction organique
elle-méme, les propriétés structurelles et électroniques des métaux de transition seraient par
conséquent modifiées [11-13].

La chimie de coordination ainsi que la chimie pharmaceutique se sont développées avec le
développement de ligands (molécules organiques), qui affectent de maniere significative la réactivité
et la stabilité des complexes métalliques dans la premiére sphere de coordination [14].

De plus, les thiosemicarbazones font partie des bases de Schiff présentant une large gamme de
modes de coordination avec les métaux de transition ; le nombre et le type de substituants affectent le

mode de coordination [15,16].

I-2- Dérivees des thiosemicarbazones
I-2-a- Historique

D'un point de vue historique, les scientifiques ont commencé & s'intéresser aux
thiosemicarbazones dés le début du XXe siécle, mais les premiers rapports sur leurs applications
médicales ont commencé a apparaitre dans les années cinquante lorsque ces molécules faisaient partie
des médicaments contre la tuberculose et lepre [17,18]. Ses propriétés antivirales ont été découvertes
dans les années soixante, de nombreuses recherches ont eu lieu et ont conduit a la commercialisation
de la méthisazone, Marboran®, pour le traitement de la variole [19]. Récemment, la Triapine®
(3-aminopyridine-2-carboxaldehyde thiosemicarbazone) a été développée comme un médicament

anticancéreux et il est arrivé aux essais cliniques de la phase (I1) sur plusieurs types de cancer [20].

I-2-b- Présentation des thiosemicarbazones
Les thiosemicarbazones (TSC) sont des classes importantes de ligands de base de Schiff en
raison de la présence du groupement imine (C=N). lls sont des molécules organiques a trois fonctions

azométhine ou imine (1), hydrazine (2) et thioamide (3) (voir la figure ci-dessous) [21,22].

.R" 1 .-:'a-.
'B?...._':.;;:_F_”_\l_:ﬁ' 3 - Figure 1.1 : Fragments du groupe thiosemicarbazone
N— ;
./ Rg
R
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Les thiosemicarbazones présentent le phénomene de tautomérie (Figure 1.2). En solution, elles
existent sous un mélange de deux formes tautomériques thione (1) et thiol (2). Tandis qu’a 1’état

solide, elles existent principalement sous la forme thione (1).

NH,

S
—N\NH . >:N\ SH
; A =
NH,

1
@ @

Figure 1.2 : Formes tautomérie des thiosemicarbazones

La présence de thiosemicarbazones sous les deux formes thione et thiol leur confere les
configurations (E et Z). Plusieurs facteurs électroniques et stériques peuvent contribuer a 1’adoption
d’une géométrie cis ou trans dans le groupement (>C=N?*-N?H-(C=S)-N'<) [23]. Généralement et a
I’état solide, les thiosemicarbazones non substitués en position N* présentent une structure de base
presque plane avec I'atome de soufre qui est en position trans par rapport a I'atome d'azote N3 de la
fonction imine (Figure 1.3, forme 1), cette configuration a été remarquée chez la plupart des
thiosemicarbazones. La méme géométrie a été attribuée aux thiosemicarbazones avec une amine
terminale secondaire [24], ce qui conduit a la formation de liaison hydrogéne entre le H de I'amine et
I'azote de I'imine. Alors que, si le groupement amine est une amine tertiaire, la thiosemicarbazone
cristallise avec 1’atome de soufre en position cis par rapport a la double liaison de 1’azométhine
(configuration Z) comme il est montré sur la forme Il de la figure 1.3.

La présence d’un substituant sur I’atome d’azote de I’hydrazine ne conduit pas a un changement
de la configuration, tandis que, la présence d’un substituant sur I’atome de soufre (fonction thioéther)
fait que la molécule adopte une configuration Z (Figure 1.3, Forme 1lI).

Si la molécule porte un atome donneur supplémentaire prés du groupe thiosemicarbazone, la
thiosemicarbazone peut avoir une configuration cis ou deux isomeres trans et cis a cause des liaisons
hydrogene intramoléculaires qui peuvent s’établir entre ’hydrogéne de I’hydrazine et I’atome donneur

supplémentaire. C’est le cas, par exemple, de la pyridine-2-formyl thiosemicarbazone.

S '
S /< NRR NH,
R ~
Ry /NH—< R _ /NH N Ry NH_< R; N
N /N /‘ My “r —N S /
Rﬁ IHIH H R2 _N SR
Ry
Forme I Forme II R] Forme HI

Figure 1.3 : Géometries des thiosemicarbazones
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I-2-c- Synthese des thiosemicarbazones

La synthese des ligands avec des atomes donneurs N et S ont fait I'objet d'une attention
considérable au cours de ces dernieres années. Parmi ces composes les thiosemicarbazones et ces
dérivés qui apparaissent dans un grand nombre de composés médicalement précieux et des efforts
considérables ont été consacrés a la synthése de ces molécules.

La synthese des thiosemicarbazones est trés simple, souple et propre, donnant généralement
des rendements élevés [25-27]. Les thiosemicarbazides représentent les principaux précurseurs
permettant la préparation des thiosemicarbazones, a partir d’un dérivé carbonyle, de type aldéhyde
ou cétone, en présence de quelques gouttes d’acide comme catalyseur en milieu alcoolique et a
reflux (schéma 1.1) [28-30]. Les produits solides finaux obtenus peuvent étre facilement isolés et
purifiés davantage si nécessaire par recristallisation dans I'éthanol.

Ry

H H N H H
N N Acide ~ ~
)k + HNT T SR R N T R
R, R, I Alcool !

A , reflux

Avec Ry = H pour les aldehydes
R1¥ H pour les cétones

Schéma 1.1 : Synthése des dérivés de thiosemicarbazone

Selon le nombre, la nature et la position des substituants des réactifs (I’aldéhyde ou la cétone et
la thiosemicarbazide), les dérivés de thiosemicarbazone présentent plusieurs formes. Les structures les

plus simples sont illustrées sur la figure 1.4 :

R R R,
AN N
C—N—NH—|(|I—NH2 C—N—NH—ﬁ—N\
R S R S R,
(@ (b)
R SR
\C_N NR—C—NH. R\
o i ’ C=N—N=C—NH,
S "
(© (d

Figure 1.4: Les structures possibles des thiosemicarbazones
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I-2-d- Pouvoir complexant des derivés de thiosemicarbazones

La présence d’atomes donneurs N et S sur le groupement thiosemicarbazone
(>C=N-NH-(C=S)-N<) fait de ces molécules une classe importante de ligands chélatants non
seulement pour les ions des métaux de transition, mais également pour les éléments non métalliques.
Le pouvoir chélatant des dérives thiosemicarbazones varie en fonction de la nature des substituants,
plus ils possédent d’atomes donneurs tels que 1I’oxygene, I’azote plus la complexation sera meilleure.

Les thiosemicarbazones présentent différents modes de coordination avec les métaux de
transition (tableau 1.1) [31]. Un certain nombre de raisons peuvent étre citées comme responsables de
leur polyvalence de coordination, telles que la liaison hydrogéne intramoléculaire, I'encombrement
stérique sur le carbone de I'azométhine et la délocalisation des électrons n [32-34]. La position des
atomes donneurs dans le groupement thiosemicarbazone offre une flexibilité a ces molécules qui
peuvent se coordiner a I'ion métallique sous une forme neutre ou déprotonée, formant des complexes
mono ou polynucléaires avec des métaux de transition [35].

Les thiosemicarbazones existent généralement en configuration cis, elles forment des cycles
stables a cing chainons avec I'ion métallique lors de la formation des complexes, en se coordinant via
les atomes d'azote d'azométhine et le soufre du groupement thiol. Parfois, la thiosemicarbazone existe
en configuration trans, elle se comporte comme ligand monodentate ou elle se lie uniquement via
I’atome de soufre. Si les dérivés de la thiosemicarbazone portent d’autre site donneur d’électrons
(oxygéne ou azote), il est possible alors d’obtenir la formation de chelates tridentates ONS ou NNS,
ou comme donneur mono-anionique bidentate NS formant un cycle a cing chainons, ou un cycle a
quatre chainons, (qui est assez rare) avec des ions métalliques.

La littérature montre également d’autres dérivés de thiosemicarbazone avec un mode de
coordination titradentate, conduisant a la forment des complexes tres stables [36].

Il a été noté que les ligands tridentates et titradentates ont une meilleure capacité de chélation et

forment des complexes plus stables que les ligands bidentates.

Tableau 1.1 : Modes de coordination des dérivés de thiosemicarbazone

Mode de coordination en Référence Mode de coordination en tant Référence
tant que ligand neutre que ligand anionique

M
/ /s
}N\NH S N=(
_ {NHZ [37,38] >= / [39]

Monodentate Bidentate
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/ \ 7 \
“H—( [40] N—< [41]
Bldentate Bldentate

>=N\ S M
N—< P>
Bidentate [42]

D\ D\M
/C / * ;.\I/' Ng
\IH—( [43] ON=( [44]

NH,
Trldentate Tridentate

Selon la littérature, les complexes métalliques des thiosemicarbazones possedent d’excellentes
propriétés pharmacologiques parfois plus intéressantes que celles des ligands libres. La présence d'un
ion métallique augmente I'activité ou aide a réduire les effets secondaires des composés organiques
parents [45,46].

I-3- Activités biologiques et intéréts pharmacologiques des dérivés de

thiosemicarbazone et de leurs complexes de métaux de transition

Ces derniéres années, la croissance des agents pathogeénes résistants aux médicaments due aux
modifications biologiques et morphologiques a conduit a une forte demande de nouveaux médicaments
avec une activité améliorée et ciblée. Dans cette course incessante pour trouver de nouveaux composés
actifs, ou hyperactiver les structures existantes, de nombreux chercheurs (chimistes et biologistes)
contribuent au développement de nouveaux médicaments efficaces et moins toxiques.

Le squelette de la thiosemicarbazone est fréquemment rencontré en chimie médicinale,
ces dérivés ont été au centre des préoccupations des chimistes et des biologistes au cours des
derniéres decennies en raison de leur large gamme d'effets pharmacologiques pour obtenir une
meilleure activité. Différentes séries de TSC sont synthétisées et caractérisées, en faisant varier la
nature et/ou la position des substituants sur le fragment thiosemicarbazone, leurs propriétés chimiques
ainsi que leurs applications pharmacologiques ont été étudiées. Les thiosemicarbazones et ces dérivés
sont connus pour leurs propriétés antituberculeuses, antibactériennes, anticancéreuses,

antiinflammatoires, etc. [47].

T
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Des recherches bibliographiques indiquent que la nature du substituant, la position et
I'encombrement stérique affectent les activités biologiques de ces molécules [48]. Si le substituant est
un cycle phényle, la présence de donneur d'électrons ainsi que la capacité de donneur de protons du
groupe en position para du cycle s'avérent améliorer les activités biologiques du composé. Ceci suggere
que la liaison avec le substrat est meilleure en présence de substituants donneurs de protons [49].

Dans la pluparts des études, la coordination métal-ligand s'est avérée augmenter l'activité
biologique du ligand et parfois le complexe formé peut présenter une bioactivité qui n’est affichée ni
par le sel métallique ni par le ligand libre [50] suggérant une synergie.

D’autres études ont montré que la complexation du métal améliore également la délocalisation
des ¢€lectrons m dans la molécule a travers le métal, le rendant ainsi perméable. Ce caractere lipophile
accru du complexe ciblerait la couche lipidique des membranes bactériennes en formant une liaison
hydrogéne avec les sites actifs des constituants cellulaires [51].

Certains complexes des dérivés de la thiosemicarbazone biologiquement puissants sont

regroupes dans le tableau 1.2.

Tableau 1.2 : Quelques complexes des dérivés thiosemicarbazone et leurs activités biologiques

Complexe Activité biologique | Résultat Réf
L’étude a montré que les complexes ont une
Activité meilleur activité par rapport au ligand libre
antibactérienne et que le composé C: est un agent 59
antibactérien plus actif par rapport a
R =CHsCOO (Cy) I'amoxicilline.
R=Cl (C2)
R=H (Cs)
Trois complexes Cu(ll)-TSC ont été
synthétisé et caractérisé par J. Qi et al. Ces
R, complexes ont montre une excellente
Cr\é:ELN—IN‘Rz Activité activité anticancéreuse et antimicrobienne et
& antibactérienne et | dépassent largement celle du ligand libre. C3 | 53
Ri= R, =H (C1) anticancereuse possede l'activité antiproliférative la plus
Ri=H, R:=Me (C2) élevée (ICs0= 0,20 £ 0,04 uM) contre A549
Ri=R.=Me (Cs) et le meilleur diamétre de zone inhibitrice
(25,78 £ 0,18 mm) contre E. coli.
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"R Tous les complexes présentent une activité
©;/<f"f: N’ P antioxydant et que le complexe Cs montre
H'"‘S/,I\N’N/JT@ une activité plus puissante que les trois
""\R N Activité antioxydant | autres complexes, ce qui pourrait étre di a | 54
R= H () I'effet attracteur d'électrons du groupe
R=Me (C2) phényle sur I'atome d'azote terminal.
R=CsHs (Cs)
R=CsH1, (Cs)
7 Shawish et al. ont synthétisé des complexes
= /@ ternaires de nickel avec quatre dérives
— AQ thiosemicarbazone pour examiner leur effet
—" Activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo. lls| 55
R=H (1) anti inflammatoire | suggérent le complexe C1 en tant que nouvel
R=CHs (C2) inhibiteur de NF-kB avec de puissants effets
R=CsHs (C3) . )
R= CoHs (C4) anti-inflammatoires.
G. Pelose et ses collaborateurs ont rapporté
/{Y 'Nr/k)] une étude sur l'activité antivirale de deux
complexes métalliques, contre le VIH-1 et le
Activité antivirale | HTLV-1/-2. Les deux composés présentent | 56
des propriétés antivirales contre le VIH mais
o ' pas contre les HTLV. En particulier, le
Hﬂé:::,“:;wm o Ho complexe de cuivre présente la plus forte
OH; activité anti-VIH

Les bases de Schiff contenant divers

atomes donneurs (N, O, S, etc.) tels que les

thiosemicarbazones fusionnées a la coumarine présentent un intérét particulier en raison de leurs

diverses activités biologiques qui sont renforcées par la complexation avec divers ions de métaux de

transition et fournissent un échafaudage pour la conception et la synthese de nouveaux composés actifs

pharmacologiques [57].

I-4- Complexes de thiosemicarbazones coumarines et leurs applications

Les coumarines constituent une classe importante d’hétérocycles contenant de I'oxygeéne que I'on

trouve dans diverses sources végétales sous la forme de dérivés de benzopyrone. Ces lactones

naturelles ont été isolées pour la premiere fois a partir de féves tonka en 1820. Elles contiennent le

o
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noyau coumarinique (2H-1-benzopyran-2-one) et occupent une place importante dans les produits
naturels et la chimie organique de synthése [58]. Les composés contenant la fraction coumarine et ses
dérivés ont été associés a diverses applications biologiques telles que antibactériennes,
antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antivirales, antioxydantes, antimutagenes, anticancéreuses,
antibiotiques, anti-VIH, etc. [59]. 1l a été constaté que les antibiotiques naturels tels que la novobiocine
et la clorobiocine contiennent le fragment 3-aminocoumarine [60]. En raison de leur faible toxicite,
de leur photostabilité exceptionnelle, de leur bonne solubilité, de leur facilité de préparation et de
leur rendement quantique de fluorescence élevée, la coumarine et ses derivés sont également
largement utilisés dans les sondes fluorescentes, les colorants laser, les matériaux optiques et d'autres
domaines [61].

La combinaison de deux molécules biologiquement importantes, comme les coumarines et les
thiosemicarbazides, par hybridation moléculaire peut améliorer les propriétés pharmacologiques des
composés résultants. L’existence du groupement carbonyle de la coumarine améliore la complexation

des thiosemicarbazones formés.

En 2009, Refat et al. ont synthétisé et caractérisé

ey

des complexes de Cu(ll), Co(ll) et Ni(ll) avec deux

/m
e : . : " .Y AHO.m
dérivés de coumarine-3-yl thiosemicarbazone. Sur la w7 \";m fromd
\—m
base de données spectrale et analytique, il a été observé 04 R=Houbr

n=1ou2
m=2

que les ligands se coordinaient aux atomes métalliques

de maniere monobasique bidentée et possédaient ainsi une géométrie octaédrique. L’étude de l'activité
antimicrobienne des ligands synthétisés et de leurs complexes a montré que les complexes sont plus
actifs que les ligands parents. De plus, I’étude de clivage de I'ADN a révélé que les complexes

métalliques clivent I'ADN plus efficacement que les ligands [27].

Trois complexes de palladium(Il) tétranucleaire (C1-3)

o
et mononucléaire (C4) ont été synthétisés par G. Kalaiarasi FCE-R 0/ (

et al. [62] a partir de quatre thiosemicarbazones dérivées o \’“@/—;—f—”\}\gﬂ
de la 3-acétyl-chromene-2-one. Le test MTT a éte realise ” \

pour analyser le potentiel anticancéreux de ces ligands H-'-‘N‘(aﬁ\l) 7qg20
et de leurs complexes correspondants contre les cellules ! 7 R_I,C‘“f
HepG2 (cancer du foie humain) et HT-29 (cancer du cdlon "(C:; R:HH
humain). G. Kalaiarasi et al. ont montré que tous les ligands et & m-ci
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les complexes affichent une meilleure cytotoxicité avec des valeurs
d’ICsp inférieures a celles du médicament standard cisplatine. D'autres
tests de coloration AO-EB et DAPI ont été effectués pour détecter le
mode de mort cellulaire induit par les complexes. Le résultat de

I’étude suggere un type de mort cellulaire apoptotique et que le

H
‘\ "‘\N’V i
| \>—N
N, Plog
L8] 0 |
Cl

(c4)

complexe C3 est plus actif par rapport aux autres complexes. L'analyse par cytométrie en flux a

confirmé la mort cellulaire apoptotique induite par le complexe C3.

Une autre molécule déerivée de thiosemicarbazone a base de
3-acétylcoumarine et ses complexes de Cu(ll), Ni(Il) et Zn(Il) ont
été synthétisés et caractérisés par K.N. Anees Rahman et ces
collaborateurs. L'interaction des complexes obtenus avec I'ADN
de thymus de veau (CT-DNA) et I'albumine sérique bovine (BSA)
a été explorée a l'aide de méthodes spectrales d'absorption et
d'émission et de mesures de viscosité. De plus, tous les complexes
ont été soumis a des études cytotoxiques contre le carcinome
hépatique humain (HepG-2), le carcinome pulmonaire (A549), le
lymphome monocyte leucémique humain (U937) et les cellules de
myélome multiple lymphoblastoide (IM-9). Le complexe de zinc
a montré une cytotoxicité significative contre les lignées cellulaires
de carcinome hépatique humain (HepG-2) et de myélome multiple
lymphoblastoide (IM-9) avec une valeur 1Cso de 25 pg/mL [63].

O-w.Ccu—5

2{%} c

CQJ‘F'“YD

Une série de complexes de Bi(lll) et Sb(lll) avec des
thiosemicarbazones a base de coumarine a été synthétisée par
L. DAWARA et R.V. SINGH, ainsi que leurs activités anti-
microbiennes et pesticides ont été étudiées. Les complexes ont
montré de meilleures activités antimicrobiennes et pesticides que les

ligands parents. Les composés inhibent également la croissance des

champignons et des bactéries dépendant de la concentration [64].

D’aprés cette synthése bibliographique,

les activités biologiques des dérivés de

thiosemicarbazone se sont améliorées apres leurs coordinations aux ions métalliques. Les métaux de

transition occupent une place importante dans la biochimie des médicaments, présentent différents

états d'oxydation et peuvent interagir avec un certain nombre de molécules chargées négativement.

u
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I-5- Les métaux de transition

Les métaux de transition représentent tous les eléments qui appartiennent aux blocs (d) et (f) du
tableau périodique. La particularité de ces métaux est qu'ils perdent facilement des électrons pour
former des ions chargés positivement qui ont tendance a étre solubles dans les fluides biologiques.
C'est sous cette forme cationique que les métaux jouent leur réle en biologie.

Les ions de métaux de transition 3d tels que le cuivre (1), le cobalt (1), le zinc (1) et le
nickel (II) sont devenus un domaine d’intérét et d’importance largement reconnu en chimie
bio-inorganique et en chimie de coordination. Ces ions métalliques sont les éléments essentiels
présents dans le milieu biologique intracellulaire des organismes vivants. Ce sont les oligo-éléments
les plus abondants et présents dans les systéemes biologiques avec le fer et la plupart des
métalloprotéines contiennent ces éléments. lls sont aujourd'hui présents dans plusieurs produits
pharmaceutiques inorganiques utilisés comme médicaments contre une variété de maladies, allant des
applications antibactériennes et antifongiques aux applications anticancéreuses. Un autre fait pour
cibler ces ions métalliques particuliers est leur nature moins toxique qui peut étre encore réduite

lorsqu'ils sont liés aux molécules organiques.

I-5-a- Le cuivre

Le cuivre est le troisiéme ion de métaux traces le plus abondant dans le corps humain apres les
ions de fer et de zinc, il existe généralement sous deux degrés d’oxydation cuivre (I) et le cuivre (II).
Le cuivre est un micronutriment important pour toutes les espéces qui vivent dans des environnements
riches en oxygéne. 1l s'agit d'un métal redox-actif qui passe rapidement de I'état d'oxydation réduit du
Cu(l) a I'état d'oxydation du Cu(ll) oxydé ou vice versa. Le cuivre est un oligo-élément nécessaire pour
la croissance et le développement en raison de ses propriétés oxydantes et bio-essentielles. 1l est
important pour la fonction de plusieurs enzymes et protéines impliquées dans le métabolisme
énergétique, la respiration et la synthese de I'ADN [65]. Les principales fonctions des molécules
biologiques du cuivre impliquent des réactions d'oxydo-réduction dans lesquelles elles réagissent
directement avec I'oxygene moléculaire pour produire des radicaux libres [65].

Les complexes de cuivre attirent une grande attention en raison de I'activité redox des ions cuivre,
fournissant de multiples voies d'activité biologique. lls sont des agents antitumoraux efficaces,
constituant une alternative moins codteuse et plus sdre a la chimiothérapie classique contenant du
platine, ils sont également efficaces comme antimicrobiens, antituberculeux, antipaludéens,
antifongiques et anti-inflammatoires [66]. Les composés de coordination du ®*Cu sont des agents
d'imagerie TEP prometteurs pour le diagnostic de pathologies malignes, y compris le cancer de la téte

et du cou, ainsi que la caractéristique de la maladie d'Alzheimer amyloide-f (Ap) [66].
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I-5-b- Le cobalt

Parmi les 27 éléments essentiels au maintien et a la croissance du corps humain, on trouve le
cobalt (11) qui est I'un des éléments les plus importants et essentiels. Malgré sa rareté dans la nature,
le cobalt joue un réle biologiquement essentiel en tant que cofacteur dans un certain nombre de
protéines. Il joue également un réle décisif dans la génération de neurotransmetteurs, qui sont
nécessaires au bon fonctionnement d'un organisme. Le cobalt est un oligo-élément essentiel présent
chez tous les animaux et est utilisé comme cofacteur de la vitamine B1 ; par conséquent, il peut réguler
la synthese de I'ADN [67] et maintenir le fonctionnement normal du systeme nerveux et du cerveau.
Les complexes

L'activité biologique des complexes de cobalt a été rapportée pour la premiére fois par Dwyer et
al. a I'Université de Sydney en 1952 [68]. Il a ensuite identifié des complexes de cobalt phénanthroline
avec une activité antibactérienne puissante, ainsi que des complexes qui pourraient inhiber I'activité
neuromusculaire chez les animaux. Les complexes de cobalt de ligands de base de Schiff tétradente
ont été largement utilisés pour imiter les coenzymes cobalamine (Bi2), et les transporteurs de
dioxygene et les activateurs d'oxygéne [69]. lls sont également utilisés pour la réduction
énantiosélective et comme agents antimicrobiens [69]. Les complexes de cobalt se sont avérés étre des

agents anticancéreux tres prometteurs qui méritent d'étre approfondis.

I-5-c- Le nickel

Le nickel est un métal-trace essentiel sur le plan nutritionnel pour au moins plusieurs especes
animales, micro-organismes et plantes. Il existe sous différentes formes, dont le nickel bivalent est la
forme la plus rependue en biologie. Le nickel se trouve dans le corps humain a des concentrations plus
¢levées dans les acides nucléiques, en particulier I’ARN et est lié & plusieurs substances biologiques
telles que les protéines (kératine, insuline), les acides aminés et I'albumine sérique [70]. Il peut activer
certaines enzymes liees a la dégradation ou a l'utilisation du glucose. Le nickel peut aider a la
production de prolactine et donc a la production de lait maternel. Le nickel contribue a I'absorption du
fer, ainsi qu'au métabolisme de I'adrénaline et du glucose, aux hormones, aux lipides et a la membrane
cellulaire, améliore la résistance des os et peut également jouer un rdle dans la production de globules
rouges [70]. Le nickel participe a certaines reactions métaboliques clés telles que l'uréolyse
(métabolisme de l'azote), le métabolisme de I'hydrogene, la biogenése du meéthane et I'acitogenése.

Les composés de nickel (I1) ont trouvé de nombreuses applications potentielles en médecine, ils
ont été étudiés pour inhiber la prolifération des cellules cancéreuses [71]. Au cours des 20 derniéres
annees, les complexes de métaux de transition sont devenus de plus en plus importants en tant que

médicaments et nucléases synthétiques. L'un des objectifs de conception des complexes Ni (1) est de

K
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développer des systemes chimiques plus réactifs capables de cliver efficacement 'ADN dans des

conditions physiologiques.

I-5-d- Le zinc

Le zinc, le deuxiéme métal trace le plus important dans le corps humain aprés le fer, est essentiel
a la croissance et au développement et joue un rdéle important dans divers systemes biologiques. En
raison de la configuration électronique d'° du zinc, ce dernier a tendance a former des complexes
stables avec des protéines et des enzymes.

Au cours des derniéres années, une grande variété de complexes de zinc (II) a potentiel
anticancéreux a été étudiée, a savoir 1I’étude qui a été réalisée par Y. Chin et ses collaborateurs [72] et
ils ont prouvés que la substitution du glycérol sur la phtalocyanine (Pc), en particulier dans les
structures (substitution tétra-glycérol non périphérique, substitution mono-iodo périphérique et tri-
glycérol non périphérique), est capable d'améliorer les propriétés photodynamiques du ZnPc. Les
complexes thiosemicarbazones de Zinc (Il) ont généralement montré une cytotoxicité
significativement plus éleveée que les thiosemicarbazones libres dans plusieurs types de cellules

tumorales [73].

I-6- Conclusion

L’analyse bibliographique a montré que les dérives de la thiosemicarbazone, en particulier les
thiosemicarbazones a base des coumarines, ont été largement étudiés pour leurs diverses activités
biologiques.

Le Cobalt, le cuivre, le nickel et le zinc sont les ions métalliques potentiellement utilisés qui
forment des complexes de faible poids moléculaire, qui se sont révélés efficaces contre diverses
maladies.

Le soutien de la littérature indique que les complexes meétalliques des derives de
thiosemicarbazone ont montré que le comportement des groupements fonctionnels vis-a-vis de la
complexation des cations métalliques est varié et les complexes formés sont plus actifs que leurs

ligands parents.
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Chapitre 11 Partie expérimentale

Le présent chapitre développe la partie expérimentale relative a notre travail. En effet, apres la
description des modes opératoires adoptés pour 1’élaboration du ligand ainsi que de ses complexes de
cobalt (II), cuivre (II), nickel(IT) et zinc (II) isolés a I’état solide, nous développons les déférentes
techniques de caractérisation et appareillages utilisés dans cette étude suivi de la description du mode

opératoire de 1’application biologique.

I1-1- Réactifs et solvants utilisés
Tous les produits chimiques, solvants et réactifs, utilisés pour la synthese du ligand et de ses
complexes, sont de qualité analytique et ont été utilisés sans purification préalable. Il s’agit des

molécules suivantes :

I1-1-a- Les réactifs

L’ensemble des réactifs utilisés dans étude sont regroupés dans le tableau suivant

Tableau I1.1 : Réactifs utilisés pour la synthese du ligand et de ses complexes.

Réactifs Pureté % Laboratoire

L’aldéhyde salicylique 99 Riedel-dehaen
L’acétoacétate d’éthyle 99 Sigma-Aldrich
Le thiosemicarbazide 97 Sigma-Aldrich
La pipéridine 99 Sigma-Aldrich
L’acide acétique 98 Sigma-Aldrich
Cuivre (I1) chloride dihydraté 98 Sigma-Aldrich
Zinc (I1) chloride 99 Sigma-Aldrich
Cobalt(11) chloride hexahydrate 98 Sigma-Aldrich
Nickel(ll) chloride hexahydraté 98 Sigma-Aldrich

11-1-b- Les solvants

Le tableau 11.2 regroupe tous les solvants utilisés pour notre synthése

E
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Tableau 11.2 : Solvants utilisés pour la synthese du ligand et de ses complexes.

Solvants Caracteres Laboratoire Toxicité
M = 46 g.mol*
Ethanol Ps=-114°C Sigma-Aldrich
Pen =79 °C
D =0.789 Inflammable

M = 32.04 g.mol*!

Pf=-98°C
Meéthanol Peb =65 °C Sigma-Aldrich
d=0.79

Pureté = 95 % Toxique et inflammable

M =58.08 g.mol*!

Ps=-94.6 °C
Acétone Peb = 56.05 °C Sigma-Aldrich
d=0.78

Pureté = 99 % Inflammable et danger

M = 119.38 g.mol*

Ps=-64°C
Chloroform Per=61.3 °C
d=1.79 Sigma-Aldrich

Pureté = 99% Toxique et irritant
M = 78.13 g.mol*
P:=18.5°C
DMSO Peb = 190.85 °C Sigma-Aldrich
d=0.867 \
Pureté > 99.9 % Irritant

11-2- Synthése du ligand et de ses complexes

I1-2-a- Synthese du ligand (3-acetylcoumarinethiosemicarbazone ; HL)
La synthése du ligand HL a été réalisé en deux étapes, en premier lieu on a synthétisé le réactif
3-acetylcoumarine suivi de la réaction de condensation directe d’un aldéhyde salicylique et de

I’acétoacétate d’éthyle.

+ Synthese de 3-acétylcoumarine
La 3-acétylcoumarine que nous avons synthétisé est obtenue a partir de la réaction de
Knoevenagel qui nécessite 1’utilisation d’un milieu basique. Cette réaction consiste en une
condensation d’aldéhyde salicylique et de I’acétoacétate d’éthyle en quantités équimolaires en

présence de quelques gouttes de pipéridine (comme catalyseur) a température ambiante. Un précipité
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jaune se forme a froid, filtré, lavé et recristallise avec du méthanol chaud puis séchés sous vide. La
pureté a été contrdlée par la chromatographie sur couche mince.

La séquence réactionnelle est représentée dans le schéma 11.1 suivant :

T o N (piperidine)
=
Qe o OO0
OH EtOH it 0 X0

Schéma 11.1 : Synthése de la 3-acétylcoumarine

+ Synthése de la base de Schiff (3-acetylcoumarinethiosemicarbazone ; HL)

Un mélange de quantités équimolaires, de la thiosemicarbazide (5 mmole), et de la
3-acétylcoumarine (5 mmole), est mis en réaction dans un ballon de 100 ml contenant 15 ml de
1’éthanol, puis quelques gouttes d’acide acétique ont été ajoutées sous agitation constante. Le mélange
réactionnel est porté au reflux pendant un temps de 2 h, tout en suivant I’évolution de la réaction
par CCM. A la fin de la réaction le mélange a été laissé au repos puis filtré. Le solide obtenu est

recristallisé dans I’éthanol.

.
N'NH NH,
0 l \Tr ok R
3 CH;COOH h . .
N I NH, 3R
* HoN H % "EtOH, reflux 0”0
O "0

Schéma 11.2 : Synthése de la base de Schiff (HL)

11-2-b- Synthése des complexes
D’une manicre générale, les complexes métalliques de Cu(Il), Co(II), Ni(Il) et Zn(II) avec la
3-acetylcoumarinethiosemicarbazone (HL) sont synthétisés par addition d’une solution éthanoique de
sel métalliqgue MCl2.nH20 (2 mmoles) goutte a goutte a la solution du ligand (2 mmoles ; 0,522 g)
dissoute dans un mélange de solvants éthanol/chloroforme (10/40 ml) dans un rapport stoeechiométrique
sel métallique/ligand de 1:1. La couleur des mélanges change juste apres 1’ajout des premiéres gouttes
du sel metallique ce qui assure la formation instantanee des complexes. Le temps des réactions varie

selon le sel métallique utilisé (entre 2 - 4h). Aprés refroidissement, les produits obtenus sont filtrés sur
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un verre fritté puis ils sont lavés avec un mélange Chloroforme/éthanol chaud, enfin séchés dans
I’étuve a 50°C.

11-3- Etude en solution de I’effet de la concentration du métal sur le ligand HL
Pour optimiser la complexation, une étude en solution a été réalisée afin de déterminer le rapport
molaire M/L nécessaire pour la synthése des complexes.
Des solutions d’égales concentrations (C = 5.10*M) de chlorure de cuivre (1) et du ligand (HL)
dans le chloroforme sont initialement préparées.
Une série de onze échantillons est ensuite préparée a partir de ces solutions meres, en faisant
varier les concentrations du ligand et du métal comme suit : f. =1, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2,

0.1 et 0. Avec (f_ : fraction molaire du ligand, fm fraction molaire du métal = 1-f.).

11-4- Appareillages et méthodes d’analyses

La base de Schiff (3-acetylcoumarinethiosemicarbazone ; HL) et ses complexes synthétisés, ont

été caractérisés par diverses méthodes analytiques et spectrales pour confirmer leurs structures.

I1-4-a- Chromatographie sur couche mince (CCM)
La pureté du ligand synthétisé a été contrdlé par chromatographie sur couche mince en utilisant
des plaques prétes a I’emploi en gel de silice de type 60 F254 a support en aluminium. Les produits
sont dissous dans le chloroforme et 1’éluant utilisé est un mélange de Chloroforme-Méthanol

(2ml/ 7 gouttes). La révélation des produits a été effectuée en utilisant 1’iode sublimé.

Figure 11.1 : La plaque CCM

11-4-b- Point de fusion
Les points de fusion du ligand et des complexes ont été mesurés a 1’aide d’un appareil digital de
type melting point Apparatus SMP30 au niveau du laboratoire pédagogique de chimie Pharmaceutique,
département de chimie de "UMMTO.
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Figure 11.2 : L’appareil de point de fusion

11-4-c- Analyse conductimétrique
Les mesures conductimétrique ont été effectuées au laboratoire de cinétique du département de
chimie, de P'UMMTO, a I’aide d’un conductimétre de type Cond 1970i. Comme les complexes sont
solubles dans le diméthylsulfoxide (DMSO), les mesures ont été prises pour des solutions de
concentration égale & 10° M dans ce solvant. Le passage de la conductivité spécifique & (mesure
affichée sur le conductimétre) exprimée en Q! cm™ a la conductivité molaire (Qm) exprimée en

Qt.cm2mol™ a été réalisé au moyen de la formule suivant : Qu= &/ Cm.
11-4-d- Méthodes spectroscopiques

4+ Spectrophotométrie d’absorption Uv-visible

Les spectres Uv-visible ont été enregistrés en solution dans le DMSO a déférentes concentrations
et a température ambiante du laboratoire, a ’aide d’un spectrophotometre Uv-visible de type thermo
Scientifigue EVOLUTION 220 relié & un ordinateur, au laboratoire LPCM de ’'UMMTO.

+ Spectroscopie infrarouge
Les spectres infrarouges des ligands et ceux des complexes correspondants ont été
enregistrés a I’état solide a 1’aide d’un spectrométre BRUKER o ALPHA-T, dans la gamme spectrale
4000-400 cm™, au centre de recherche (CRAPC).

4+ Spectroscopie RMN H et 13C
Les spectres RMN H et *C dans le DMSO-dg ont été enregistrés & 1’aide d’un spectrométre
Bruker Avance |1l a température 25°C au centre de recherche CRAPC de Bousmail. Les déplacements

chimiques ont été rapportés en parties par million (ppm) en utilisant le TMS comme référence interne.
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11-5- Etude de I'activité biologique
I1-5-a- Activité antioxydante
Plusieurs méthodes (la méthode du radical DPPH, la méthode FRAP,...), sont utilisées
pour mesurer l'activité antioxydant dans le systéme biologique in vitro mais il reste tres compliqué
in vivo [74]. Elles peuvent étre classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert
d’atome d’hydrogene, soit par le transfert d’un simple électron.

La méthode choisie pour étudier I'évaluation de l'activité antioxydante de nos échantillons
synthétisés est la méthode de piégeage du radical libre DPPH*

La méthode du DPPH est basée sur la réduction d'une solution alcoolique de I'espéce radicalaire
stable DPPH" en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogéne (AH), qui aboutit a la formation d'une
forme non-radicalaire (DPPH-H).

La réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle, initialement violet foncé sous sa forme
libre, devient jaune péle apres transfert d'électron par des composés antioxydants. Cette réduction qui
se traduit par une diminution de I'absorbance de la solution de DPPH en présence d'antioxydant est
suivie par spectrophotométrie a 517 nm par rapport a un témoin d'antioxydant commercial.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est généralement

estimée par le pourcentage d'inhibition donné par la relation suivante :

%I = [(Ao- A1) / Ao] x 100
Ao : Absorbance a 518nm du standard (contient tous les éléments mais sans aucun échantillon).
A1 : Absorbance a 518nm de 1’échantillon

Les produits testés (base de Schiff et ses complexes (de cuivre, de cobalt, de nickel et de zinc))

sont préparés a des concentrations de 10 mol/L dans le DMSO.

+ Mode opératoire
Notre étude a été réalisée selon la procédure décrite par Mansouri et al. [75] avec quelques

modifications :

- La solution de DPPHe est préparée par la solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 mL
d’éthanol ;

- Les composes ligand et ses complexes métalliques ont été dissous dans du DMSO pour obtenir
des solutions méres de 0.8mg/ml ;

- La concentration des composés a tester a été diluée avec du DMSO pour avoir des

concentrations finales de 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.5 et 0.025 mg/ml pour tous les composes;
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- 40 pL des différentes dilutions ont été ajoutés a 2 mL de solution éthanolique de DPPH. Le
mélange réactionnel a été agité vigoureusement et incubé une heure a la température du
laboratoire et a 1I’obscurité, 1’absorbance a été mesurée a 517 nm en utilisant le mélange DMSO
et solution de DPPHe comme blanc (40 uL de DMSO dans 2 mL de solution DPPH"). Deux
essais ont été réalisés pour chague concentration, puis la moyenne des deux mesures a été
calculée. L’acide ascorbique pris comme contrdle positif a été préparé dans les mémes

conditions que les échantillons.

I1-5-b- Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne du ligand et de ses complexes a été réalisée au niveau du département
de biologie de 'UMMTO. Cette étude a été menée contre trois souches bactériennes, en utilisant la

méthode de diffusion en milieu solide (méthode des disques).

+ Souches bactériennes

- Bacillus cereus
Les souches de B. cereus sont constituées de bacilles Gram positif de 1,4 um habituellement
observés en paires ou en chainettes courtes [76]. Les bacilles présentent un métabolisme
respiratoire aéro-anaérobie facultatif et sont dotés d’une capacité a sporuler lors de
I’¢établissement des conditions défavorables a leur croissance.

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Ce sont des bacilles a gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies, mobiles grace
a la présence de flagelles, il s’agit de bactérie résistante pour plusieurs antibiotiques [77]. Elle
est responsable de 16% des cas de pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires [78].

- Staphylococcus aureus ATCC 25923
Ce sont des coccis gram positif, de forme non sporulée, qui tendent a se grouper en paires
(petites chaines). Elles sont habituellement non capsulées ou possedent des capsules limitées,
elles sont anaérobies facultatives. Elles sont responsables des infections postopératoires de

blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire [79].

+ Réalisation de I’antibiogramme
> Préparation de ’inoculum
Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C pendant
18h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien

isolées et identiques de chacun des souches bactériennes a tester.
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La standardisation de la suspension a 106 UFC/ml, est réalisée a I’aide d’un spectrophotomeétre
réglé sur une longueur d’onde de 625nm. On admet une densité optique (DO) de 0,08 a 0,10 a une

concentration de 107 a 108 germes/ml.

» Ensemencement et dépot des disques
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de pétri préalablement préparées en
ajoutant de la gélose Muller-Hinton, un écouvillon est trompé dans la suspension bactérienne.
L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées en tournant
la boite a chaque fois de 60°. Tout en travaillant dans une zone d’asepsie au tour du bec Bunsen.
Les disques imprégnés de 20ul de ’échantillon a tester sont déposés délicatement sur la surface
de la gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile.
e Les échantillons a tester ont été dissout dans le DMSO a une concentration de 10mg/ml.
e Le témoin négatif : représente le solvant utilisé pour la préparation des échantillons soit le
DMSO.
e Le témoin positif : représente I’antibiotique de référence de la marque OXOID
(Chloramphénicol 30ug).
e Le milieu de culture, les disques en papier Wattman, les tubes a essai utilisés dans la

préparation des solutions bactériennes ont été stérilisés a I’autoclave pendant 2h.

> Incubation

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

» Lecture des antibiogrammes
La lecture des antibiogrammes a ét¢ faite par la mesure des diameétres des halos d’inhibitions au tour

des disques.

11-5-b- Activité antifongique

» Réalisation de I’antibiogramme

- Préparation des souches fongiques
Les champignons (Alternaria, Aspergillus flavus, Fusarium, Penicilium,Pen G) ont été cultivés
sur le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) dans des boites de pétri par ensemencement avec un
écouvillon pour étre réactivés puis incubés durant 72h a 27°C. lls ont subi des repiquages

successifs par la suite.
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- Préparation du milieu extrait de malt de levure(YM) et imprégnation des disques

On verse aseptiqguement (devant un bec Bunsen), et dans des boites de pétri la quantité nécessaire
d’extrait de malt. Cette préparation est préalablement obtenue par fusion dans un Bain-marie et ensuite
refroidie & température ambiante.

Imprégner des disques de papier Wattman stériles et vierges de 20 puL de produit a tester
(Complexes métalliques et ligand dissous dans un solvant approprié).

A partir des boites ol on a repiqué nos souches (milieu PDA) on préléve des spores et on les
dépose sur la surface du milieu YM de chaque boite de pétri en présence des disques imbibés par les

solutions.
Finalement, la lecture des antibiogrammes est faite aprés sept jours d’incubation a 28°C.
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Chapitre 111 Interprétation des résultats

La lutte contre les bactéries constitue une nécessité pour protéger 1’état de santé de I’humanité.
Mais malheureusement les bactéries sont en développement génétique permanent, cette caractéristique
leur permet d’acquérir une résistance aux antibiotiques. Pour ces raisons, la demande pour de nouveaux
et de meilleurs composés chimiques ayant une activité antimicrobienne est aujourd’hui un domaine
important de la recherche.

Les thiosemicarbazones (TSC) sont une catégorie de bases de Schiff, ils sont au centre des
préoccupations des chimistes et des biologistes au cours de ces derniéres décennies en raison de leur
large gamme d'effets pharmacologiques. Pour obtenir une meilleure activité, différentes séries de TSC
sont développées en modifiant le systéme hétéroaromatique de leurs molécules [80].

La synthése de dérivés de thiosemicarbazone a base des coumarines et de ses complexes de
métaux de transition a beaucoup attiré notre attention vue leurs diverses applications biologiques et
pharmacologiques [81]. Les différentes méthodes de synthése adoptées et les résultats d’analyses

expérimentaux obtenus sont rapportés dans ce chapitre.

I11-1- Synthese, analyse et caractérisation de la 3-acetylcoumarine
thiosemicarbazone (HL)

I11-1-a- Mécanisme réactionnel de la synthése du ligand
La condensation directe de la thiosemicarbazide sur la 3-acétylcoumarine, en présence de
I’acide acétique comme catalyseur conduit a la formation de 3-acétylcoumarine thiosemicarbazone
HL (Schéma I11.1). Ce dernier est obtenu avec un bon rendement. La pureté du produit de synthese a
été confirmée par CCM et sa structure est identifiée par différentes techniques d’analyses,

spectrophotométrie Uv-visible, spectroscopies RMN et IR.
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Schéma I11.1 : Mécanisme réactionnel de la synthese du ligand HL
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I11-1-b- Propriétés physico-chimique du ligand HL
Le tableau I1l.1 présente quelques propriétés physico-chimiques du ligand HL. La
3-acétylcoumarine thiosemicarbazone isolée a I’état solide est une poudre de couleur jaune, insoluble
dans I’eau, et solubles dans les solvants organiques tels que le DMSO, I’éthanol, le méthanol et le

chloroforme.

Tableau I11.1 : Propriétés physico-chimiques du ligand HL

Aspect et couleur Formule chimique C12H11N302S Ps Rdt
°C) | (%)
‘ | % C %H | %N | %0 | %S | M (g/mol)
- <
=t s 55.17 4.21 16.09 | 12.26 | 12.26 (261) 200 8
: . . . . . .
e

La valeur élevée du rendement (85%) de la réaction, nous donne une idée sur la grande réactivite

de la thiosemicarbazide sur la 3-acétylcoumarine.

I11-1-c- Caractérisation du ligand par méthodes spectroscopiques
Les méthodes spectroscopiques fournissent des informations sur 1’identité, la structure et les
niveaux énergétiques des atomes et des molécules grace a I’analyse de I’interaction des rayonnements

électromagnétiques avec la matiére.

% Analyse par spectroscopie Infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge est utilisée pour l'identification des groupes fonctionnels des
composés. Les bandes caractéristiques d’une molécule que I’on souhaite caractériser sont identifiées
par la table de corrélation de la spectroscopie infrarouge présente dans la littérature scientifique.

Les spectres IR ont été enregistrés dans le domaine 400-4000 cm™ (Fig. 111.1). Les bandes
caractéristiques de la 3-acétylcoumarine obtenues aprés 1’analyse de son spectre infrarouge sont
comme suit : v (cm™) : 1737 (C=0 pyrone); 1674 (C=0 cétone aliphatique); 1157 (C-O-C coumarine);
1608 (C=C aromatique) [82].

Parmi les bandes les plus dignes d’étre relevées et qui caractérisent le ligand HL, celles qui
correspondent aux groupements C=N, N-N, NHz, N-H, C-N, C=S et C=0 de la coumarine.

La comparaison du spectre IR de la 3-acétylcoumarine thiosemicarbazone et celui de la
coumarine du départ montre clairement la formation du produit attendu.

Le spectre IR du ligand HL a montré une bande intense a 1715cm™ attribuée a la vibration
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d’élongation de la double liaison C = O de la coumarine, ceci confirme la présence de cette derniere
dans la structure du ligand synthétisé. Nous avons également remarqué la disparition de la
bande caractéristique de la cétone aliphatique située a 1674 cm™ sur le spectre de la 3-acetylcoumarine
et I’apparition d’une nouvelle bande & 1601 cm™ attribuée a la vibration d’élongation de la liaison
C=N, ce qui prouve la formation de la base de Schiff [82, 83]. Sur le méme spectre, de nouvelles
bandes d’intensités moyennes sont apparues entre 3148 — 3383 cm™, & 1070 cm™ et & 1284 cm™ dues
aux vibrations d’¢longation des liaisons N-H des groupements (N-H et NH.), N-N et C-N
respectivement [83, 63], et donc formation du groupement thiosemicarbazone.

La bande v(S-H) d’intensité moyenne située généralement autour de 2700-2500 cm™ est absente
sur le spectre IR du ligand. En revanche, la bande v(NH) est présente a 3148 cm™ d’ou le ligand existe
sous sa forme thione a 1’état solide [84]. Celle-ci est confirmée par la présence de la bande de vibration
de la double liaison carbone-soufre (C=S) a 1329 et 858 cm™[84,85].

—— HL

3-acétylcoumarine

400 30 20 100
Wavenumbers

Figure I11.1 : Spectre infrarouge du ligand HL et de 3-acétylcoumarine
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% Analyse par spectrophotométrie Uv-visible

La spectrophotométrie ultra-violette et visible est a la fois une méthode d’analyse qualitative et
quantitative. Elle est essentiellement fondée sur le phénomeéne d’absorption d’énergie lumineuse par
une substance donnée.

Le spectre d’absorption Uv-visible du ligand enregistré dans le DMSO a une concentration
de 2.10“*M (Fig. 111.2), montre deux bandes d’absorption situées a 280nm et a 350nm attribuées
respectivement aux transitions 1 — w* du noyau aromatique et n — =* du groupement imine
(C=N) [64]. La position de ces bandes est différente de celle de la 3-acétylcoumarine, indiquant la

formation du ligand HL.
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Figure 111.2 : Spectres d’absorption électroniques de ligand et de 1a 3-acétylcoumarine dans le DMSO.

< Analyse par spectrométrie RMN du proton et du carbone
La résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone est trés utilisée pour la
caractérisation des structures des molécules organiques. Elle permet la vérification du type et le
nombre de protons et de carbones existants dans la molécule.
Le spectre RMN du proton du ligand HL enregistré dans le DMSO deutéré se caractérise par
les déplacements chimiques significatifs de la forme tautomeére thiol-thionique (Fig. 111.3) du

groupement thiosemicarbazone.

H H
N NH N NH
AN \N/ \”/ 2 AN \N/ \K
S SH
(@) 6] (0] [e]

Figure I11.3 : Formes tautomeéres du ligand HL.

Le spectre RMN *H du le ligand HL représenté sur La figure 111.4 nous a permis d'identifier

7,
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tous les protons caractéristiques de la molécule [27, 64, 84].
- Unsignal a 10,41 ppm caractéristique du proton -N=C-SH de la forme thiol ;
- Les protons NH-C=S de la forme thione et imine thione NH=C-SH, résonnent autour de
8.38 ppm et 7,94 respectivement ;
- Le pic a 8,44 ppm correspond au proton C-H en position 4 de la coumarine ;
- Les pics qui apparaissent sous forme d’un massif entre 7,38 ppm et 7,76 ppm sont
caractéristiques des protons aromatiques du groupement coumarinique ;

- A 2,26 ppm, un singulet est apparu en raison de la résonance des protons de CHz—C=N.
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Figure 111.4 : Spectre RMN du *H du ligand HL dans le DMSO-ds

L'analyse du spectre RMN C du ligand (Fig.111.5), a confirmé l'identification structurale. La
présence des carbones aromatiques a été confirmée a 116,41-147,41 ppm. Les groupes fonctionnels :
thione (C=S), lactone (C=0) et imine (C=N) ont été confirmés a 179,73 ppm, 159,47 ppm et 153,82
ppm, respectivement. Le déplacement chimique du carbone du groupement —CHz porte par la fonction

imine est observé 16,47 ppm.
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Figure 111.5 : Spectre RMN du *3C du ligand HL dans le DMSO-ds

I11-1-d- Etude en solution par spectrophotométrie Uv-visible du comportement du ligand
vis-a-vis du cuivre (1)

Afin d’optimiser la complexation du ligand HL vis-a-vis de 1’ion métallique Cu (II), une étude
par spectrophotométrie Uv-visible sur I’interaction métal-ligand a été réalisée selon la méthode décrite
dans la litirature [86].

L’application de la méthode de Job et celle de Purohit [87, 88], nous a permis d’établir la
steechiométrie, la constante de stabilité Ks et le coefficient d’extinction molaire &€ du complexe obtenu
et du ligand. L’énergie de Gibbs AG® du complexe a été également estimée par utilisation de 1’équation
suivante:  AG°=-RTLnKs

Avec : R étant la constante des gaz parfait exprimé en Joule.mol*.K 1,

T : la température ambiante (298K).

Des solutions d’égales concentrations (C = 5.10*M) de chlorure de cuivre (I1) et du ligand (HL)
dans le chloroforme sont initialement préparées.

Une série de onze échantillons est ensuite préparée a partir de ces solutions meres, en faisant
varier les concentrations du ligand et du métal comme suit : f. =1, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2,
0.1 et 0. Avec (fu : fraction molaire du ligand, fm fraction molaire du métal = 1-f,).

La réalisation des spectres électroniques de chacune des onze solutions entre 400 et 700 nm

(Fig.I11.6) nous permet tout d’abord de dégager la longueur d’onde maximale Amax inhérente a ce
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complexe ainsi que la fraction molaire maximale de ligand (fmax) correspondant a 1’absorbance

maximale, autrement dit, au maximum de complexe formé.

HL + 0 eq Cu*"

2+
0,1eq Cu

2+
0,2eq Cu

2+
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0,5eq Cu

2+
0,6 eq Cu

2+
0,7 eq Cu

2+
0,8eq Cu

Absorption

2+
0,9eq Cu

2+
leqCu

T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Figure 111.6 : Evolution de spectres d’absorption Uv-visible lors de la complexation du ligand
HL avec I’ion métallique Cu(II) dans le chloroforme

La constante de dissociation o est déduite graphiquement par la méthode de Purohit et coll. [88]
(figure 111.7). La valeur de cette derniéere nous permet enfin de calculer la constante de stabilité Ks
selon la méthode décrite ci-aprés.

Un complexe de type MLy a été choisi a titre d’exemple [88] :

Soit I’équilibre suivant : MLy ——» M + YL
C 0 0
C(1-a) aC ayC

a étant le degré de dissociation du complexe avec a = ((EC — ED) / EC)*100

4 EC : absorbance maximale théorique du complexe.

+ ED : absorbance maximale expérimentale du complexe.

4 Le point C est obtenu par intersection des deux
tangentes de la courbe de Job.

+ Le point D c¢’est I’absorbance maximale correspondant

é. fmax.
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Figure 111.7 : Méthode graphique de calcul du degré de dissociation o d’un complexe [88]

La constante de stabilité Ks est exprimée comme suit :
Ks = [MLy] / (IM][LD) = [1-a] / ([yCP[el*)

C : concentration initiale de I’'un des deux réactifs (les réactifs de départ ont la méme

concentration initial C).
L’expression du coefficient d’extinction molaire gmax €St exprimée comme suit :

€max = AbSmax / [complexe].t = Absmax / [MxLy]. £ = Absmax/C(1-a).l
Avec Absmax : absorbance maximale du complexe formé en solution. C = [MxLy] : concentration
du complexe (mol. I'%).

€ : la largeur du trajet optique (1cm).

Le tracé de la variation des absorbances des différentes solutions du complexe Cu-HL
a Amax (418 nm) en fonction des fractions molaires fi (Fig. 111.8), nous permet de relever la valeur de

fmax (0,5) permettant d’établir pour ce complexe la steechiométrie ML.

0,54

04

0,34

Abs

0,24

014

0,04

T T T - T T T
00 02 04 E 06 08 10
fL

Figure 111.8 : Méthode de Job. Variation de I’absorbance du complexe [Cu-HL] dans le

chloroforme en fonction de la fraction f_ du ligand. Amax =418 nm
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L’ensemble des résultats de calcule sont regroupés dans le tableau I11.2.

Tableau I11.2 : Valeurs d’EC, ED et a des complexes de Cu(Il) avec HL dans le

chloroforme obtenus par la méthode des variations continues.

€ AG°®
EC ED a=((EC - ED)/EC)*100 Ks (molt.l.cm?) ( kJd/mol)
0,519 | 0,480 7,46 3,32*10° 9604 -37,18

La valeur de Ks obtenue montre bien la stabilité du complexe [Cu-HL] de stcechiométrie
M-L (1 :1). La valeur négative de I’enthalpie libre (AG®) montre le caractere spontané de la réaction

de compléxation.

I11-2- Synthese et caractérisation des complexes
Apreés la syntheése et la caractérisation de la 3-acétylcoumarinethiosemicarbazone, ses complexes
de cuivre (1), cobalt (I1), nickel (11) et de zinc (1) ont été isolés a 1’état solide. La spectrophotométrie
d’absorption Uv-visible, ainsi que les spectroscopies infrarouge (FT-IR), et de résonance magnétique
nucléaire du proton (*HNMR) ont été mises en ceuvre afin de confirmer les structures proposées. Nous
avons également envisagé des mesures de la conductivité molaire dans le DMSO de tous les composés

afin d’évaluer leur aptitude a conduire 1’¢électricite.

I11-2-a- Propriétés physico-chimiques des complexes synthétisés

Tous les complexes synthétisés sont solides et d’une remarquable stabilité a ’air libre et a
température ambiante. Des tests de solubilité réalisés sur ’ensemble des complexes révelent qu’ils
sont trés solubles dans la DMF et le DMSO.

Les propriétés physiques (couleur, température de fusion, conductivité) et le calcul théoriques
des pourcentages en élément C, H, O, S et M des complexes sont regroupées dans le tableau 111.3.

A température du laboratoire, la conductivité molaire a été mesurée en solution & une
concentration de 103 M pour chaque complexe dans le DMSO. Les résultats de mesures montrent que
les complexes de cuivre et de zinc sont des non électrolytes [89, 90], tandis que ceux de nickel et cobalt
indiquent un caractere electrolytique de type 1:1 pour le complexe de cobalt [91] et 1:2 pour le
complexe de nickel [92].

@



Chapitre 111

Interprétation des résultats

Tableau 111.3 : Propriétés physico-chimiques des complexes

Complexe Col CulL, NiL, ZnlL,
Aspect et >
couleur
Formule C24H22N604S2CICo C24H21Ns04S2CICu C24H22NsO4S2CI2Ni | C2sH23Ns0sS2ClZn
chimique
%C 46.80 46.45 44.20 45.01
%H 3.44 3.41 3.40 3.62
%N 13.64 13.54 12.89 13.12
%0 10.39 10.31 9.81 12.49
%S 10.41 10.33 9.83 10.01
%M 9.57 10.24 9.00 10.20
M (g/mol) 615.98 620.59 650.20 640.45
P:(°C) 226 210 245 243
Awm 48 17.1 110 55
(t.cm? .mole?)

I11-2-b- Caractérisation des complexes par méthodes spectroscopiques

Les complexes synthétisés ont été caractérisés au moyen des méthodes spectroscopiques

classiques a savoir : la spectrométrie infrarouge (IR) et la spectrophotométrie d’absorption Uv-visible.

% Spectrométrie Infrarouge (IR)

La comparaison des spectres infrarouges du ligand avec ceux des complexes nous permet
d’identifier les sites de coordination.

Les spectres IR ont été tracés dans le domaine 400-4000 cm™ (Fig. 111.9). Les fréquences des
principales bandes de vibration caractéristiques du ligand et de ses complexes de Ni(ll), Cu(ll), Co(ll)
et Zn(Il) sont regroupées dans le tableau I11.4.

En examinant les spectres IR du ligand et de ses complexes, on peut conclure que les complexes
formés sont de type ML, de sorte que la premiére molécule du ligand est liée sous sa forme thione et
la seconde est liée sous sa forme thiol [91]. Trois modes de coordination pour le ligand ont été

caracterisés :
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+ Pour le complexe de nickel, les deux molécules du ligand se sont liées sous leur forme thione
de type bidentate neutre avec les deux atomes (S et O), cela est justifié par 1’absence de
nouvelles bandes autour de 1600 cm™ (v (C=N)) et de 940 cm™ (v (C-S)). Ce résultat est
confirmé par la valeur élevée de la conductivité molaire (Am = 110 Q*.cm?.mole™) indiquant
la formation d’un complexe électrolyte de type 1 : 2 [92]. La fréquence de la bande de vibration
de la liaison C=S initialement apparue a 1329 cm™ a subi un déplacement vers les faibles
fréquences (1311cm™) suggérant la coordination du ligand via I’atome de soufre sous la forme
thione [27]. Sur le méme spectre, le pic fin attribué a la vibration d’élongation de la liaison
C=N de la fonction azomethine (C=N) qui était a 1601cm™ [82, 83] reste pratiquement
inchangé sur le spectre du complexe, cela montre que le groupement C=N n’a pas participé a
la formation du complexe.

+ En effet, dans les autres complexes, la deuxiéme molécule du ligand est liée a I’atome central
sous sa forme thiol avec le déplacement de I'atome d'hydrogéne du groupe -NH (dans le cas
des complexes de cuivre et cobalt) ou —NH> (dans le cas du complexe du zinc) au groupe C=S,
d’ou le ligand est de type bidentate (OS) dans le cas des deux complexes de cobalt et de zinc
et de type tridentate (NOS) avec une charge négative portée par le soufre. Ce résultat est
confirmé par I'apparition de deux vibrations v(C=N). L'une d'elles, due au groupement (C=N)
du groupement thiosemicarbazone qui est pratiquement constante par rapport a celle retrouvée
dans le spectre du ligand libre, tandis que l'autre observée dans I’intervalle 1581-1694 cm™ est
due a la nouvelle bande (C=N) formée comme un résultat de la thioénolisation. De plus, la
nouvelle bande observée dans la région 935-946 cm™ due a v(C-S) [83] est un support
supplémentaire pour la thioénolisation et la participation du groupe thiol (C-S) a la coordination
du ligand aux ions métalliques.

Comparativement toujours au spectre du ligand, les bandes de vibration de la liaison N-H situées
entre 3148 - 3383 cm™ sur le spectre du ligand, se sont retrouvées sur les spectres de tous les complexes
ce qui indique que cet azote n’est pas impliqué dans la formation des complexes. Le déplacement de
la bande de vibration d’élongation de la liaison (C=0) du noyau de la coumarine nous amene a déduire
I’implication de 1’atome d’oxygene dans la complexation. Il est a noter que le déplacement significatif
de la fréquence du groupement (C=0) des complexes de cobalt et nickel peut étre expliqué par la
formation de liaison hydrogéne inter et/ou intramoléculaire [91].

Le spectre IR du complexe de zinc fait apparaitre deux nouvelles bandes a 3396 cm™ et
43225 cm™. La premiére est attribuée a la vibration de la liaison O-H de H,O de coordination qui est
confirmé par I’apparition d’une autre bande de faible intensité a 849 cm™ [27] et la deuxiéme est

probablement attribuée a la vibration de la liaison N-H résultante de la thioénolisation.
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Egalement pour le spectre IR du complexe de cuivre qui a montré un nouveau pic situé
41624 cm™ qui peut étre attribué a la coordination du groupement C=N a I’ion Cu?*.

En plus des modifications entrainées par la complexation, apparaissent de nouvelles bandes vers
les basses fréquences situées entre 606 — 586 cm™, 584 - 487 cm™ et 485 - 444 cm™ dues aux vibrations
» (M-0), v (M-N) et v (M-S) respectivement [93, 94].

Tableau I11.4 : Principales bandes IR du ligand et de ses complexes (en cm™).

Composes

Attributid HL CuL ZnL NiL CoL
D H20co0rd T T 3396 T T
0 H20coord T . 849 T T
Vas (NH2) 3383 3325 3363 3304 3332
s (NH2) 3232 3269 3256 3260 3261
D(N-H) 3148 3150 3177 3103 3156

D(SCN-H) --- --- 3225 --- ---
D (c=0) 1715 1718 1735 1669 1646
¥ (c-0-C) 1113 1121 1119 1125 1123
¥ (c=N) 1601 1596 (1624) 1603 1604 1600
U (sc=N) --- 1651 --- --- 1581

D (SC=NH) --- --- 1694 --- ---
¥ (c=0) 1563 1563 1566 1573 1561
D (c=9) 1329 1321 1320 1311 1314
0 (c=3) 858 878 865 864 862

D (s-H) --- --- --- --- ---
¥ (c-s) 946 935 944
D (N-N) 1070 1061 1093 1070 1062
D (C-N) 1284 1256 1258 1258 1257
D (M-5) --- 485 457 459 444
U (M-N) --- 584 500 488 487
U (M-0) --- 606 590 588 586
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Figures 111.9 : Spectres IR du ligand et de ses complexes.
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%+ Spectrophotomeétrie Uv-visible

L’étude spectrophotométrie Uv-visible des complexes est tres utilisée pour déterminer la
valence, la géométrie de I'ion métallique et d'avoir des informations sur la nature des liaisons M-L.

Les spectres électroniques du ligand HL de ses complexes métalliques (Fig. 111.10) ont été
mesurés dans le DMSO entre 200-1100 nm, a température du laboratoire. Les longueurs d'onde
d’absorption, leurs attributions et les coefficients d'extinction molaire maximum sont rapportées dans
le tableau 111.5.

A T’exception du spectre d’absorption électronique du complexe de cuivre, les spectres des
complexes Ni (I1), Co (II) et Zn (1I) ne montrent aucun déplacement des bandes d’absorption
caractéristiques du ligand attribuées aux transitions © — n* (C=C) et n — n* (C=N), cela a été
considéré comme une preuve que le groupement imine (C=N) n’a pas participé a la formation des
complexe de nickel, cobalt et zinc. Ce résultat soutient et confirme les résultats de la spectroscopie
infrarouge.

L’interprétation des spectres visible des complexes de cuivre (I1) est généralement compliquée
en raison de la distorsion de Jahn-Teller et de la faible symétrie de I'environnement autour de l'ion
Cu?* [95]. 1 est a noter que I’effet Jahn-Teller est souvent responsable de 1’apparition d’une faible
bande vers les longueurs d’ondes élevées. Cet effet se traduit généralement par la transformation de
I’environnement octaédrique autour de I’ion Cu?* en un octaédre déformé. La levée de dégénérescence
accompagnant cette baisse de symétrie conduit a un dédoublement des états 2Eq en (*Big, 2Axg) et
2Tygen (?Bzg, °Eg).

Le spectre d’absorption électronique du complexe de cuivre enregistré dans le DMSO
a une concentration de 3.54 10°M montre deux bandes d’absorption dans le domaine ultra-violet
situées a 283 nm et a 337 nm attribuées aux transitions 1 —»n* (C=C) et n — n* (C=N). La derniere
bande a subit un déplacement hypsochrome vers les faibles longueurs d’ondes par rapport au ligand
libre, ceci montre 1’engagement du groupement C=N dans la formation du complexe, ce qui confirme
le résultat de la spectrométrie IR. Sur le méme spectre, une nouvelle bande sous forme d’un épaulement
(437 nm, Abs= 0.466) est apparue provient treés probablement de la transition de transfert de charge
ligand — métal. A une concentration plus élevée (1.45 103M), le spectre du méme complexe fait
apparaitre une seule bande large centrée a 866 nm (11547 cm™) attribuée a la transition 2B1g—2Eq
résultant des transitions d-d caractéristique des complexes de cuivre (Il) dans une géométrie
octaédrique [89].

Le spectre électronique du complexe Ni(ll) enregistré dans le visible, présente deux bandes

d’absorptions situées a 701 nm (14265 cm™) et 836 nm (11962 cm™) dues respectivement aux
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transitions 3T1(F) — 3T1(P) et 3T1(F) — 3A;, suggérant un environnement tétraédrique autour de I'ion
Ni(ll). [96].

Quant au spectre électronique du complexe CoL, montre deux bandes d’absorption, la premiére
est sous forme d’épaulement a 603nm et la deuxiéme bande a 671 nm, tous deux résultant de transitions
d-d (“A— “T1 (P) et *A1— *T1 (F)) caractéristiques des complexes de cobalt(l1) dans une géométrie
tétraédrique [97].

Enfin, le spectre électronique Uv-visible du complexe de zinc ne présente aucune transition
d-d en raison de sa configuration électronique d*° complétement remplie. Une géométrie octaédrique

a été proposée d’apres les résultats trouvés par spectroscopique IR.

Tableau I11.5 : Spectroscopie électronique des complexes dans le DMSO.

Complexes | Longueur d’onde | Nombre d’ondes | Coefficient d’absorption molaire Transitions
A (nm) ¥ (em?) (¢ : L. mole’t.cm™) électroniques
283 35336 36918 T
CulL2 337 29673 30703 n—-m
437 22883 13155 TC
866 11547 151 ZBlg_)ZEg
281 35587 37711 T
350 28571 37239 n-mn
ColL: 603 16584 84 APAr— 4Ty (P)
671 14903 141 AN 4T (F)
280 35714 39130 T
350 28571 39006 n—-m
NiL2 701 14265 108 3T1(F) — 3T1(P)
836 11962 104 3T1(F) 3,
280 35714 33172 T
ZnL: 350 28571 34356 n—n
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Figure 111.10 : Spectres électroniques des complexes dans le DMSO
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111-3- Schémas structuraux proposeés
Sur la base des résultats obtenus par les méthodes spectroscopiques rejoignent ceux des mesures
de conductivité molaire, les complexes de cuivre (II) et de zinc (Il) adoptent des geométries
octaédriques et les complexes de cobalt (I1) et nickel (11) adoptent des géométries tétraédriques. Les

structures présentées sur les figures 111.11 sont proposées pour les complexes isolés a 1’état solide.

NH,
HN/gs °
\ o=
N Cl _
/ \CU<
/\ N=—
AN\ A0 S /
=
o H,N
_ H>N — B
—3 o
HN (o)
o o=
=N /Ni/
AN\ A0 \s ’/\'/ 2l
>\——NH
o)
H,N

Figure 111.11 : Structures proposées pour les complexes

I11-4- Activiteés biologiques du ligand HL et de ses complexes

Les thiosemicarbazones dérivés de la coumarine et leurs complexes possédent un large spectre
d’applications biologiques, a savoir antibactérienne, antifongiques, et antioxydante. Les études
biologiques portant sur les thiosemicarbazones ont montré que la complexation peut renforcer leurs

propriétés biologiques.

I11-4-a- Activité antioxydant

L activité antioxydante du ligand et de ses complexes isolés a 1’état solide a été étudiée par la

méthode de DPPH.
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Le pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH (1(%)) a été calculé a partir de I'équation :
%I = [(AoprH— As) / ApppH] x 100 (voir chapitre I1). Le tracé du pourcentage d'inhibition en fonction
de la concentration (Fig. 111.12), nous a permis de calculer les IC50 par la méthode des moindres carrés

pour chagque composeé.

AA HL
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Figure 111.12 : Pourcentage d’inhibition du ligand HL et de ses complexes métalliques en fonction
de la concentration
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Les résultats ont révélé que les pourcentages d’inhibition augmentent avec I’augmentation de la
concentration des échantillons a testes, et donc le ligand et ses complexes présentent une activité en
tant qu'agents de radicaux libres. L’action de ces composés est supposée étre due a leur capacité de
donation d’atome d’hydrogéne ou d’un électron. Les résultats représentés dans la figure 111.13 ci-aprés,
montrent la variation 1C50 (mg/ml) du ligand et de ses complexes métalliques en comparaison avec

I’acide ascorbique (AA).

ICs; (mg/ml)
3,574
4 3,181
3 2,414
2,058
) 1529
0,852
1 D
0
AA HL NiL2 TP Col2 2

Figure 111.13 : Valeurs d’IC50 des composés testés et de 1’acide ascorbique.

L’IC50 est inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un composé, exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur
d’IC50 est petite, plus 'activité antioxydante d'un composé est intéressante.

Comme le montre la figure 111.13, tous les composés testés possedent une activité antioxydante
et cela est probablement di a la présence d'un atome d'hydrogéne de I'amine secondaire dans le
fragment thiosemicarbazone [98, 99].

Tous les complexes sont plus actifs par rapport au ligand libre et les complexes de cuivre et de
nickel présentent une activité plus élevée par rapport a I’acide ascorbique pris comme référence. Ce
résultat peut étre di au faible potentiel d'oxydation de I'ion métallique de ces complexes qui peut
facilement libérer un électron pour participer a la réduction de DPPH. L'ordre des activités des

complexes est CuL2 >NiL, > CoL> > ZnL,> HL.

I11-4-b- Activité antibactérienne
Des tests de 1’activité antibactérienne réalisés sur le ligand HL et ses complexes de cuivre, de
zinc et de nickel ainsi que celle du solvant DMSO seul comme témoin négatif, ont fait I’objet d’une

étude sur trois souches bactériennes : S. aureus, Bacillus cereus, P. aeruginosa.
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L'évaluation qualitative de l'activité antimicrobienne sur les trois bactéries a été faite par la
méthode des aromatogrammes, une méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé MH. Le
pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure des diametres des zones d'inhibition (mm).

L’échelle d’estimation de ’activité antimicrobienne est donnée par MOERIRA et al [100]. Ces
auteurs ont classé le diamétre des zones d’inhibition (D) de la croissance microbienne comme suit :
» Non sensible (-) : D < 8mm.
» Sensible (+) : 9 <D < 14mm.
» Tres sensible (++) : 15 <D < 19mm.
>

Extrémement sensible (+++) : D > 20mm

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition observées autour des disques
imprégnés des différents produits étudiés ont été mesurées. Les résultats obtenus sont présentés dans

la figure 111.14.

Figure 111.14 : Effet du ligand HI et de ses complexes sur les souches testées.
Avec HL : Ligand, C : 3-acétylcoumarine, C1: complexe de nickel, C2: complexe de cuivre,
Cs : complexe de zinc, S : solvant (DMSO).

A T’aide d’un pied a coulisse, on mesure les diamétres des zones d’inhibitions de la prolifération
bactérienne autour des disques imprégnés de différentes solutions du ligand et ses complexes pour
toutes les souches testées et les résultats sont exprimés en (mm). Les résultats obtenus sont représentés
dans le tableau I11.6 et illustrés sur la figure I11.15.

E



Chapitre 111

Interprétation des résultats

Tableau 111.6 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) du ligand et de ses Complexes

Diamétre de zone d'inhibition en mm

Souche bactérienne | Ligand | Coumarine NiL2 CulL2 ZnlL: ATB
B.cereus 11 12 11 6 11 32
S.aureus 22 6 14 6 12 35

P.aeruginosa 11 8 13 6 11 13

(-) pas d’inhibition, ATB = Chloramphénicol 30ug

I1 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 l’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.

25
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Diamtre des zones d'inhibition en mm

P.aeruginosa
5 5.aureus
B.cereus
0
Ligand Coumarine NiL2 Cul2 ZnL2

M B.cereus 11 12 11 6 11
M S.aureus 22 6 14 6 12
M P.aeruginosa 11 8 13 6 11

Figure 111.15 : Diamétres des zones d’inhibition du ligand et de ses complexes.

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

différemment vis-a-vis des produits testés.
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La coumarine (C) présente une activité significative via la bactérie B.cereus avec une zone
d’inhibition de 12 mm et une activité faible via la bactérie P.aeruginosa avec une zone d’inhibition
de 8 mm. Par ailleurs elle ne présente aucune activité via la souche bactérienne S.aureus.

La condensation de thiosemicarbazide sur la 3-acétylcoumarine améliore 1’activité
antibactérienne de la coumarine dont le ligand (3-acétylcoumarinethiosemicarbazone, HL) montre une
meilleure activité envers la bactérie S.aureus avec un diamétre d’inhibition de 22 mm. Ce méme
composé montre une activité moyenne via les bactéries P.aeruginosa et B.cereus avec une zone
d’inhibition respectivement de 1 1mm.

Nous avons constaté également que ’activité antibactérienne a diminué aprés la complexation
du ligand 3-acétylcoumarinethiosemicarbazone, dont le complexe de cuivre n’a enregistré aucune zone
d’inhibition contre ces souches bactériennes contrairement aux complexes de nickel et de zinc qui ont
montré une inhibition modérée via les bactéries B.cereus et P.aeruginosa.

On ce qui concerne la souche S.aureus, les complexes de nickel et de zinc ont induit une zone
d’inhibition avec des diamétres de 14 mm et 12 mm respectivement, ce qui semble que cette souche
est sensible vis-a-vis de ces complexes qui inhibent sa croissance.

On remarque aussi que les bactéries S.aureus a gram positif montrent des zones d’inhibitions
supérieures a celles observés chez les bactéries P.aeruginosa a gram négatif et B.cereus a gram positif.
La bactérie S.aureus prouve donc une plus grande sensibilité contrairement a B.cereus et P.aeruginosa
qui présente une certaine résistance compte tenu de sa structure.

L’absence d’activité du complexe de cuivre et les activités moyennes des complexes de nickel
et de zinc peuvent étre dues a leur faible lipophilie. Cela peut interrompre leur pénétration a travers la
membrane lipidique et, par conséquent, ils ne peuvent ni bloquer ni résister efficacement a la

croissance des micro-organismes [101].

I11-4-c- L’activité antifongique
Des tests de I’activité antifongique réalisés sur le ligand HL et ses complexes (nickel, cuivre et

zinc) ainsi que le solvant DMSO seul comme témoin négatif, ont fait 1’objet d’une étude sur cinq
champignons : Alternaria, Aspergillus flavus, Fusarium, Penicillium et Penicillium G.

L'évaluation qualitative de I'activité antifongique des complexes sur les cing champignons a été
faite par la méthode de diffusion des disques sur un milieu extrait de malt de levure (YM).

Sept jours aprés I’incubation a 28°C, les zones d’inhibition observées autour des disques
imprégnés des différents composeés testés ont été distinguées. Les résultats obtenus sont illustrés dans
le tableau 111.7.
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Tableau I11.7 : Images des zones d’inhibition des composés testés.

Molécules
Champignon
Penicillium G

Alternaria

Aspergillus flavus

Les complexes

Ligand, solvant et

3-acétylcoumarine

E



Chapitre 111 Interprétation des résultats

Fusarium

Penicillium

L : ligand, C : 3-acétylcoumarine, C1 : complexe de nickel, Cz2 : complexe de cuivre, C3: complexe
de zinc, S : solvant (DMSO).

Le tableau I11.8 ci-apres représente les résultats de I’activité antifongique.

Tableau 111.8 : Zone d’inhibition du ligand et de ses complexes.

Les champignons
Les produits | Penicillium Alternaria Aspergillus Fusarium Penicillium
G flavus
- + + + -
S - - - - -
- + + + -
C1 + + + + +
C2 - - - + -
C3 - + - + +

(-) : pas d’inhibition, (+) : présence d’inhibition.

Des inhibitions nettes et effectives ont été observées a différents type de champignons selon les

molécules testées.
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Les résultats ont montré que le ligand lui-méme ne présente aucune activité antifongique contre
les champignons Penicillium G et le Penicillium.

L’analyse des résultats montre que [’Aspergillus flavus et Penicillium G sont sensibles aux
complexes C; et Cs. Toutefois, aucune résistance n’a été observée pour le complexe Ci.

A Texception du complexe de cuivre qui inhibe uniquement le champignon Fusarium, les
complexes de nickel et zinc présentent des zones d’inhibition importante contre la plupart des
champignons testés. Le complexe de nickel présente une meilleure activité contre tous les
champignons, ce qui peut étre dd & la plus stabilité de ce complexe. Le mode d'action des composes
peut impliquer la formation d'une liaison hydrogene via le groupe azométhine (>C = N-) avec les
centres actifs de divers constituants cellulaires, entrainant une interférence avec les processus

cellulaires normaux [102].
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A l’issue de ce mémoire nous avons pu isoler a 1’état solide et avec un trés bon rendement la
3-acetylcoumarinethiosemicarbazone par la condensation directe de thiosemicabazide sur la
3-acétylcoumarine en présence de quelques gouttes d’acide acétique. Le produit de synthése a été
caractérisé par des methodes analytiques et spectroscopiques, en 1’occurrence infrarouge, Uv-visible,
RMN!H et RMNC.

La pureté du ligand a été vérifiée par la CCM. Le spectre IR a permis de caractériser le ligand
en identifiant leurs principales fonctions. La spectrophotométrie UV-visible a montré la présence de
deux bandes d’absorption attribuées aux transitions m—n* et n—n*. Les spectres de résonnance

magnétique nucléaire (RMN tH et RMNC) ont confirmé la structure du ligand.

L’étude en solution de la complexation du ligand (3-acétylcoumarinethiosemicarbazone ; HL)
avec I’ion métallique Cu(Il) montre la formation d’un complexe stable [Cu-HL] de stcechiométrie
M-L (1 :1). La valeur négative de 1’enthalpie libre (AG°) montre le caractére spontané de la réaction

de compléxation.

Apreés la caractérisation du ligand, de nouveaux complexes de cuivre, de cobalt, de nickel et de
zinc ont été synthétisés et isolé¢ a I’état solide. Cette complexation a conduit a la formation des
monomeres de composition MLa. Les valeurs de la conductivité molaire indiquent que les complexes
de cuivre et de zinc sont non électrolytes tandis que ceux de cobalt et de nickel sont des électrolytes

de type 1:1 et 1:2 respectivement.

La caractérisation des complexes par spectroscopie infrarouge a révélé la coordination du ligand
avec le métal. Cette étude s’est faite en comparant les spectres des complexes a celui du ligand libre.
Les complexes formés sont de type ML, de sorte que la premiere molécule du ligand est liée sous sa
forme thione et la seconde est liée sous sa forme thiol. Trois modes de coordination pour le ligand ont
été caracterisés OS, OS et ONS".

La spectrophotométrie Uv-visible nous a permis de faire une supposition quant a la géométrie
des complexes : octaédrique pour les complexes CuL; et ZnL et tétraedrique pour les complexes CoL,
et NilLa.

La derniére partie de ce travail a été consacrée a I’étude de 1’activité biologique du ligand et de
ses complexes. L’étude de I’activité antioxydant a montré que toutes les molécules testées sont actives
et que la complexation améliore I’activité du ligand. L’activité antibactérienne effectuée sur trois
souches bactériennes appartenant a des espéces différentes de bactéries (S. aureus, Bacillus cereus, P.

aeruginosa.), a montré que le ligand et ses complexes de nickel inhibent de facon remarquable la

e
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croissance des bactéries. Ainsi que les bactéries a Gram (+) montrent des zones d’inhibitions
supérieures a celles observées chez les bactéries a Gram (-). Les résultats de 1’activité antifongique

montrent que le champignon Fusarium est sensible a toutes les molécules testées et aucune résistance

n’a été observée pour le complexe de nickel.

Perspectives
Quant aux perspectives de ce travail, elles peuvent s’articuler autour des points suivants :

» 1l serait intéressant de mener une étude plus approfondie avec d’autres techniques d’analyse
physicochimique afin de confirmer notre étude notamment les mesures magnétiques, la

Résonance paramagnétique électronique (RPE), l'analyse élémentaire et I'analyse
gravimétrique.

> |l serait intéressant aussi de tester nos composés en les soumettant a des tests sur un certain

nombre de cibles biologiques contre d'autres souches bactriennes.

> |l serait intéressant de poursuivre notre travail par des études pharmaco-toxicologiques pour

trouver la forme d’administration idéale dans le but de développer de nouvelles molécules

thérapeutiques.
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Résumeé : Notre travail se concentre sur la synthése et la caractérisation d’une dérivée de
thiosemicarbazone a base de la coumarine et de ses complexes de métaux de transition, ainsi que
1’étude biologique des produits de synthese a été réalisée. Les résultats spectroscopiques IR, RMN et
Uv-visible confirment la formation du ligand 3-acetylcoumarinethiosemicarbazone. La complexation
de ce dernier avec une sérié de métaux de transition (Cu (1), Co (1I), Ni (I) et Zn (1)) a été vérifiée
par les méthodes spectroscopiques usuelles tels que I’IR et 1’Uv-visible. Les résultats montrent la
formation des complexes de type ML2. Les complexes de cuivre et zinc adoptent une geométrie
octaédrique et les complexes de cobalt et nickel adoptent une géométrie tétraédrique. Le test de
I’activité antioxydant a montré que toutes les molécules testées sont actives et que la complexation
améliore 1’activité du ligand. De plus, L’activité antibactérienne effectuée sur trois souches
bactériennes appartenant a des espéces différentes de bactéries (S. aureus, Bacillus cereus, P.
aeruginosa.), a montré que le ligand et ses complexes de nickel inhibent de fagcon remarquable la
croissance des bactéries. En fin, Les résultats de ’activité antifongique montrent que le champignon
Fusarium est sensible a toutes les molécules testées et aucune résistance n’a été observée pour le

complexe de nickel.

Mots clés : Les thiosemicarbazones, coumarines, complexes de métaux de transition, activité
antioxydante, activité antibactérienne, activité antifongique.

Abstract: Our work focuses on the synthesis and characterization of a thiosemicarbazone derivative
based on coumarin and its transition metal complexes, as well as the biological study of the synthesis
products has been carried out. The IR, NMR and Uv-visible spectroscopic results confirm the
formation of the 3-acetylcoumarinthiosemicarbazone ligand. The coordination of the latter with a
transition metals (Cu (1), Co (I1), Ni (I1) and Zn (1)) was verified by the usual spectroscopic methods
such as IR and Uv -visible. The results show the formation of ML2 type complexes. The copper and
zinc complexes adopt an octahedral geometry and the cobalt and nickel complexes adopt a tetrahedral
geometry. The antioxidant activity test showed that all the molecules are active and the coordination
of the ligand to metal ions enhances its activity. In addition, the antibacterial activity carried out on
three bacterial strains belonging to different species of bacteria (S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa),
showed that the ligand and its nickel complexes inhibit in a remarkable way the growth of bacteria.
Finally, the results of the antifungal activity show that the Fusarium fungus is sensitive to all the

molecules tested and no resistance was observed for the nickel complex.

Keywords: Thiosemicarbazones, coumarins, transition metal complexes, antioxidant activity,

antibacterial activity, antifungal activity.
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