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Introduction générale



Introduction générale

L’étre vivant qu’il soit d’ordre végétal ou animal est composé de cellules. Celles-ci
sont le siege de nombreuses réactions chimiques. Parmi les molécules qui constituent ces

cellules, on distingue les composés de coordination.

De nos jours les médicaments a base d’ion métallique représentent une application
clinique avancée [1]. De nombreux ligands aux propriétés intéressantes ont prouvé leur
efficacité. Parmi ses ligands on distingue les hétérocycles qui sont trés étudiés grace a leurs
grandes utilités en pharmacie. Notre travail s’inscrit dans cette perspective. Les coumarines et
leurs dérivés représentent la structure de base de plusieurs molécules de produits
pharmaceutiques. La plupart d’entre elles sont douées d’activités biologiques dues a la
présence d’hétérocycles dans leurs structures. On peut citer I’activité anticoagulante [2],
anticancéreuse [3], antibactérienne [4], anti-inflammatoire [5] et anti HIV [6]. D’autres
applications sont aussi citées dans la littérature telle que leur activité photochimique,
pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique [7]. Ces propriétés pharmacologiques de la
coumarine ont suscité notre intérét dans 1’étude des dérivés de la coumarine synthétisés dont
le principal but est de tester leurs activités antibactérienne et antioxydante. Nous avons
procédé en premier temps a la synthese de deux ligands hétérocycliques bi-dentates dérivés de
la coumarine a partir de la 4-hydroxycoumarine commerciale et du salicylaldéhyde/2-
hydroxynaphtaldéhyde par réaction de translactonisation. Les ligands obtenus posseédent des
oxygeénes comme atomes donneurs et présentent une cavité pour accueillir des ions
métalliques. Une étude par spectrophotométrie UV-Visible sur 1’effet du pH et de la quantité
steechiométrique métal-ligand est réalisée.

En plus de l’introduction et de la conclusion générale, ce travail est présenté en trois
chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la synthese bibliographique sur les hétérocycles

particulierement les coumarines et les complexes métalliques ainsi que leurs applications.

Le deuxieme chapitre décrit les différentes techniques expérimentales etles modes

opératoires utilisées pour la synthese et la caractérisation des ligands et leurs complexes.

Le troisieme chapitre développe l'analyse, la caractérisation des ligands (L1 et L2)
ainsi que les complexes synthétisés avec le ligand L1 par les méthodes spectroscopiques,

électrochimique et les résultats de 1'étude de l'activité antibactérienne et antioxydante.
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Chapitre I Synthese bibliographique

I. Généralités sur les composés hétérocycliques

Les hétérocycles sont des composés chimiques trés intéressants dans les recherches
scientifiques en raison de leurs potentialités d’application comme agents herbicides,
fongicides, insecticide, colorants et comme produits a effets pharmacologiques [8], pour cela

leurs synthése est devenue un sujet trés important.

IIs constituent une classe de composés chimiques dans lesquels un atome ou plus d'un
carbocycle est remplacé par un hétéroatome comme I’oxygene, l'azote, le phosphore et le
soufre. D’un point de vue chimique, la plupart des composés hétérocycliques comportent un

systéme conjugué ou aromatique, qui a été 1’origine de leurs stabilité.

II. Coumarines

Les coumarines, d'origine naturelle et synthétique, constituent une grande famille de
composés hétérocycliques avec un noyau benzo-O-pyrone. Elles sont largement présentes
dans les plantes. La molécule coumarine la plus représentative, était initialement trouvée dans
le haricot tonka et a été largement étudiée a la fois en biochimie et dans le domaine
pharmaceutique [9]. Le dicoumarol est un anticoagulant naturel, il a ét€ découvert dans le foin
de trefle doux en moisi humide [10]. Osthole, qui a récemment attiré une attention
considérable en raison de son large éventail d'activités pharmacologiques [11], il a été trouvé
dans Cnidium Monnieri, alors que la Scoparone, avec de potentiels propriétés
pharmacologiques, y compris immunosuppression et la vasorelaxation [12], ont été trouvés

dans Artemisia scoparia. La figure 1 représente quelques structures de dérivés de coumarines.

o X
Q \O ) 0]
o cC 900
|
o) o] Q \o (¢) o

Coumarine Dicoumarol Osthole Scoparone

Figure 1: Exemples de composés biologiquement actifs portant une coumarine comme motif

de base

Au cours des dernieres décennies, la synthése des coumarines a attiré 1'attention des
chimistes a cause de leurs vastes spectres d'activité pharmacologique, agissant comme

antidépresseur [13], antimicrobien [14] et anti-oxydant [15].

Page 2



Chapitre I Synthese bibliographique

ILI.1. Classification des coumarines
Les coumarines possédent une ou plusieurs fonctions phénoliques. Les hydroxyles de
ces coumarines peuvent étre libres, ethérifiés ou engagés dans la liaison hétérosidique. Il

existe deux classes de coumarines : simples et complexes [16].

I1.1.1. Coumarines simples
Ce sont les coumarines les plus répondues dans le réegne végétal. Il existe deux types :

les génines et les hétérosides [16]. Le tableau 1 et 2 résume quelques-uns de leurs structures.

Figure 2 : Structure générale des coumarines simples

Tableau 1. Quelques exemples de génines

Coumarines R1 R2 R3
Ombelliférone H OH H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCH; OH H
Herniarine H OCH; H
Fraxétol OCH3 OH OH
Tableau 2. Quelques exemples d’hétérosides
Coumarines R1 R2 R3
Esculoside (Esculine) O-Glu OH H
Cichorioside OH O-Glu H
(Cichorine)
Scopoloside OCHs3 O-Glu H
(Scopoline)
Fraxoside OCH3 O-Glu OH




Chapitre I Synthese bibliographique

I1.1.2. Coumarines complexes

Elles sont constituées d’un noyau furanne ou pyrane associé au noyau benzo-a-pyrone.
Il existe plusieurs catégories des coumarines complexes, on cite : les furanocoumarines, les
pyranocoumarine, les dicoumarines et les tricoumarines [16]. La figure 3 représente la

structure de quelques coumarines complexes.

X Re
Ry
o o o N
OCOCH, o 0 o
OCOR —
Pyranocoumarine Furanocoumarine

Figure 3: Structure générale de quelques coumarines complexes

II1. Propriétés des coumarines
II1.1. Propriétés physico-chimiques
Les coumarines sont des solides cristallisés blancs ou jaunatres de saveur généralement

amere. L’odeur est pareille a celle du foin fraichement coupé. Certaines coumarines sont

sublimables et entrainables a la vapeur d’eau.

v’ Les génines sont solubles dans les alcools et les solvants organiques (éther, solvants
chlorés).

v" Les hétérosides sont assez solubles dans 1’eau et soluble dans les alcools.

v' Les coumarines hydroxylés possédent une intense fluorescence bleue en lumiére
Ultraviolette. Leur spectre U.V est également caractéristique et sert a leur
identification.

v Les propriétés chimiques sont dues principalement a la fonction lactone insaturée,
notamment 1’ouverture de I’anneau lactonique en milieu alcalin.

v Avec les sels de plomb, on obtient des combinaisons insolubles [17].

II1.2. Propriétés pharmacologiques

Les coumarines augmentent la résistance et diminue la perméabilité des veines et des

capillaires. Elles sont indiquées dans le cas de lymphoedéme du membre supérieure apres
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Chapitre I Synthese bibliographique

traitement radio chirurgical du cancer du sein. Concernant les dérivés coumariniques,
certaines d’entre elles possedent des activités pharmacologiques principalement
anticoagulantes, les plus connus sont le dicoumarol et I’esculoside, tous les deux sont

veinotoniques et vasculoprotecteurs [18].

Les furanocoumarines principalement la bergapténe et la xanthotoxine sont utilisés pour
leurs propriétés photodynamisantes en puvathérapie sous (U.V) pour le traitement photo
chimiothérapique du psoriasis et d’autres affectations dermatologiques et dans le traitement

du vitiligo.

Les pyranocoumarines principalement la Visnadine a été commercialisée pour ses
propriétés vasodilatatrices coronariennes et présentée comme ayant une action favorable sur

les troubles de la sénescence cérébrale [19].

IV. Toxicité des coumarines

Chez I’homme la consommation des especes végétales qui renferment des
furanocoumarines linéaire ou angulaires provoquent, s’il est accompagné d’une exposition a
la lumicre solaire, une dermite phototoxique (érythéme ou apparition de bulles et de

vésicules).

Les furanocoumarines linéaires peuvent étre le support de cycloaddition avec les bases
pyrimidiques de ’ADN ou I’ARN, la duplication des brins est alors bloquée ainsi que la
traduction des ARN. Cette propriété est souvent invoquée pour expliquer les caracteres

mutagenes et carcinogenes de ces molécules [17].

Le dicoumarol présent dans le foin moisi provoque des hémorragies fatales chez le

bétail [20, 21, 22].

V. Synthese bibliographique sur les complexes a ligands dérivés de
coumarines
V.1. Généralités sur les complexes de coordination

V.1.1. Définition d’un complexe

Un complexe est constitué d’un ion métallique central sur lequel vient se fixer un
certain nombre de molécules neutres ou chargées, appelés ligands. Les propriétés chimiques

de I’assemblage qui en résulte dépendent de la nature de la liaison entre 1’ion métallique et les
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ligands (ion-dipdle, ionique) et de I’arrangement géométrique de ceux-ci autour de 1’ion

central, lui-méme contrdlé par les propriétés électroniques de I’ion et des ligands.

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

[23].

V.1.2. Définition d’un ligand

Les molécules ou atomes qui entourent I’atome central sont appelées des ligands (aussi
appelés coordinats). Ces derniers sont connectés au centre métallique par une ou plusieurs
liaisons chimiques. Les ligands peuvent étre des ions constitués d’un seul atome ou des ions

moléculaires [24].

En premiére approximation, la capacité d'un ligand a se lier a un métal est corrélée a sa
nucléophilie dans les réactions organiques. Les ligands sont de différents types ; parmi les
plus courants on trouve des molécules comme 1’eau H>O ou I’ammoniac NH3 ou des anions
comme les chlorures CI, les cyanures CN°, les hydroxydes OH. Ce type de ligand sont

appelés des ligands monodentétes.

Les molécules portants plusieurs fonctions chimiques pouvant jouer le role de ligands
sont des ligands polydentés. La liaison des ligands polydentés est favorisée entropiquement
par rapport a celle des ligands monodentés. Si des ligands au minimum bidentés peuvent
former des cycles a 5 ou 6 avec le cation métallique, la stabilité du complexe est améliorée. Il
s'agit de l'effet chélate. L'étymologie de ce mot révele son sens : en effet, il dérive du grec

khélé : « pince » [25].

V.1.3. Métaux de transition

Les éléments de transition forment de nombreux composés de coordination
contrairement aux éléments du bloc s et p. La raison est que les éléments de transition
possedent des ions petits, trés chargés avec des orbitales vides et les énergies de ces orbitales
possedent des valeurs qui sont capables de recevoir des doublets électroniques, apportées par
les ligands ou coordinats. Il est bien connu que les métaux de transition tels que le Cuivre
(Cu), le Cadmium (Cd), le Cobalt (Co) et le Nickel (Ni) sont tres utilisés dans la synthése des
complexes. Un métal peut présenter plusieurs nombres de coordination caractéristique de la

valence de I’atome ou de la nature du coordinat envisagé [26].
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» Cobalt

Le cobalt est considéré comme un oligoélément. Il est présent dans la vitamine B12, qui joue
un réle important dans la synthése de nombreux composants essentiels au fonctionnement de
I’organisme. En méme temps il est classé comme cancérigeéne. Le cobalt est un élément de
transition de numéro atomique Z=27, il appartient a la 4°™ ligne et a la 7°™ colonne du bloc d
et 9™ colonne de la classification périodique. C’est la premiére ligne des éléments de
transition, sa configuration électronique a 1'état fondamental est : 1s? 2s? 2p® 3s? 3p® 3d” 4s2.

Le cobalt existe essentiellement aux degrés d’oxydation O (métal), +1I, +III. Engagé dans un
complexe, il acquiert une stabilité remarquable, la majorité de ses complexes sont
diamagnétiques. Il présente une affinité pour les atomes d’azote et les atomes d’oxygene
donneurs d’électrons. I1 montre aussi une aptitude remarquable a donner des complexes

mixtes octaédriques [27].

» Cuivre

Parmi les métaux utilisés en médecine, le cuivre et ses complexes occupent une place dans le
traitement des inflammations, des agressions infectieuses ou encore de certains cancers. Le
cuivre est un des principaux éléments métalliques indispensables a tout organisme vivant.

Le cuivre est un élément de transition de numéro atomique Z =29, il appartient a la 4°™ ligne
et a la 11°™ colonne de la classification périodique, sa configuration électronique a 1'état
fondamental est : 1s>2s22p®3s?3p®3d'%4s!.

Le cuivre existe essentiellement aux degrés d’oxydation 0 (métal), +1 et +II. On le trouve de
maniére plus rare aux degrés d’oxydation —I, +III et +IV. Les degrés d’oxydation I et II

donnent de trés nombreux complexes de coordination et d’intérét biologique [28].

» Zinc
Les besoins en zinc de I’organisme humain sont de 11 a 15 mg/j nécessaires a l'activité de
plus de 300 enzymes. Le zinc est un élément de transition de numéro atomique Z= 30, il
appartient a la 4°™ ligne et a la 12°™ colonne de la classification périodique, soit la premiére
ligne des éléments de transition et la 10°™ colonne du bloc d, sa configuration électronique a
1'état fondamentale est : 15 2s* 2p% 3s? 3p® 3d'0 452,
Le zinc existe essentiellement aux degrés d’oxydation 0 (métal) et +1I. De nombreux

complexes sont possibles [29].

V.2. Complexes a ligands hétérocycliques
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Un grand nombre d’éléments métalliques appelés oligo-éléments sont nécessaires pour
un développement sain des animaux et des plantes. On peut citer : le cobalt, le nickel, le
cuivre et bien d’autres, ils sont indispensables dans la constitution de différentes enzymes-
catalyseurs du métabolisme. Une bonne partie de ces enzymes sont des complexes qui jouent

un role trés important dans la vie cellulaire [30].

V.2.1. Vitamine B12

Parmi les espéces organométalliques naturelles la vitamine B12; cette derniere
représente les cofacteurs physiologiques les plus pertinents. En effet aprés sa découverte et sa
caractérisation comme complexe de coordination relativement inerte comportant un noyau de
cobalt(IIl) hexacoordiné, lié a un groupe cyano (CN) et entouré de la corrine (un macrocycle
hétérocyclique azoté ressemblant aux porphyrines). Cette biomolécule et ses dérivées sont

essentielles pour le développement et le fonctionnement correct du cerveau [31].

V.2.2. Métalloprotéine

> Enzymes : toutes les métalloenzymes comportent un site de coordination labile situé
sur 1’ion métallique coordiné a la protéine. Il permet la fixation d’un substrat lors
d’une réaction enzymatique [32].

» Fixation et transport du dioxygene : I’hémoglobine est un principal transporteur de
dioxygeéne chez I’homme. Elle est présente sous forme de quatre sous-unités
comprenant chacune un ion fer (II) hexacoordiné [33].

» Cytochromes: les cytochromes sont des coenzymes intermédiaires de la chaine
respiratoire. Ils ont comme caractéristique commune d'étre constitués
d'une porphyrine complexée avec un atome de fer ou de cuivre. C'est ce dernier qui

confére au coenzyme ses propriétés oxydo-réductrices en changeant de valence [34].

V.3. Complexes des dérivés de coumarines

En tant que groupe important de composés organiques hétérocycliques, la coumarine
(2H-1-benzopyran-2-one) et ses dérivés ont été largement utilisés. Ces dernieres ont trouvé
des applications étendues en médecine et en biologie et sont également connus pour leur

tendance a donner des composés de coordination avec différents ions métalliques [35].

En 2012, RAJESHIRK et all ont synthétisé et caractérisé des complexes de cuivre
avec des ligands poly-dentates. Ce travail s'intégre dans le domaine de la santé. Plusieurs

complexes ont été€ synthétisés a partir des ligands hétérocycliques dérivés de la coumarine.
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Selon leurs études, les ligands se comportent comme des bi-dentates et leurs structures sont

octaédriques [36].

En 2014, PATEL et all ont synthétisé et étudié les complexes de cuivre et de nickel
avec des ligands hétérocycliques dérivés de 1'acétyle coumarine et gatifloxacin. Les résultats
obtenus ont bien montré que ces composés posseédent des propriétés, antibactérienne et anti

tuberculose trés intéressantes [37].

Les complexes dérivés de coumarines présentent aussi une vaste activité biologique.
C’est le cas des complexes de cuivre et de cobalt qui ont un pouvoir antioxydant important.
Par ailleurs, une étude de I’activité anticancéreuse de ces composés a montré que les

complexes inhibent la croissance de certaines cellules cancéreuses [38].

Les propriétés biologiques des dérivés de coumarines sont souvent lies a la
coordination aux ions métalliques. Par exemple, la lipophile qui commande le taux d'entrée
dans la cellule, est modifiée par la coordination. En outre, leurs complexes métalliques
peuvent présenter une activité plus grande comparée a celle du ligand libre et quelques effets

secondaires peuvent diminuer lors de la complexation [39].
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I. Réactifs

Pour la synthése des ligands L1 et L2, la 4-hydroxycoumarine utilisée est commerciale
de la marque ALDRICH, le salicylaldéhyde est celui de BIOCHEM, par contre le
2-hydroxynaphtaldéhyde est synthétisé au laboratoire a partir du 2-hydroxynaphtol selon la
méthode décrite dans la littérature [40]. Les solvants utilisés pour la synthése des ligands,
I’éthanol (96%) et le méthanol sont issus du laboratoire SIGMA-ALDRICH et PROLABO
respectivement, les sels métalliques sont de la marque SIGMA-ALDRICH.

I1. Synthese des ligands

L’action des aldéhydes aromatiques 2-hydroxylés sur la 4-hydroxycoumarine (1) est
beaucoup étudiée dans la littérature [40]. Plus récemment, cette réaction a été reprise par
L. Immoune et N. Zebiche [41] sous reflux conventionnel et sous irradiation dans un four a
micro-onde en utilisant trois solvants de polarité différente, éthanol, méthanol et toluéne en
présence de la triéthylamine comme catalyseur basique. Ces auteurs ont bien confirmé la
formation des ligands 3-(2-hydroxybenzoyl)-2H-chromén-2-one (L1) et
3-(2- hydroxybenzoyl)- 2H-benzo[f]chromén-2-one (L2).

Nous avons entrepris cette réaction au reflux de 1'éthanol pendant 20 min pour la
synthese du ligand L1 et sous irradiation dans un four a micro-onde en utilisant le méthanol
comme solvant pour la synthese du ligand L2. Les produits L1 et L2 sont obtenus apres

filtration a froid et lavage avec le solvant de la réaction.

I1.1. Synthese du ligand ( L1) 3-(2-hydroxybenzoyl)-2 H-chromeén-2-one

Dans un ballon de 250 mL, ont été introduites 10 mmoles (1,62 g) de
4-hydroxycoumarine (1), 40 mL d'éthanol et 10 mmoles (1,22 g) du salicylaldéhyde (2a) en
présence d'une base organique la triméthylamine (0,8 mL). Le mélange réactionnel a été porté
sous reflux sous agitation pendant 20 min, un solide jaune s'est formé apres refroidissement.

Ce dernier est récupéré par filtration et purifié par lavage avec 1'éthanol chaud

II.2. Synthese du ligand (L2) 3-(2-hydroxybenzoyl)-2H-benzo[f]
chromen-2-one

Dans un ballon de 250 mL contenant 25 mL de méthanol dans lequel ont été introduits
10 mmoles (1,62g) de 4-hydroxycoumarine (1) et 10 mmoles (1,72g) du
2-hydroxynaphtaldéhyde (2b) et 0,8 mL de la triméthylamine. Le mélange réactionnel a été

porté sous irradiation dans un four a micro-ondes a une énergie de 100W pendant 1 mn puis
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300W pendant 3 mn. Un solide jaune pale s’est formé a chaud récupéré par filtration et purifié

par lavage avec du méthanol chaud.

II1. Etude en solution du ligand L1
I11.1. Effet du pH sur le ligand L1

Il est connu que les bases alcalines fortes a concentration élevée ouvrent les cycles
pyroniques. Une étude par spectrophotométrie UV-Vis de l'effet du pH sur le déplacement de
la longueur d'onde du ligand L1 a été réalisé dans le but d'optimiser la valeur du pH affectant
la longueur d'onde d'absorption du noyau coumarinique. La variation du pH a été effectuée
par 1'ajout de NaOH 10% a une solution du ligand L1 dissout dans 1’acétonétrile préparée a

une concentration de 10> M avec un pH initiale de 5-6.

I11.2. Effet de la concentration du métal sur le ligand L1

Pour optimiser la complexation, une étude a été réalisée afin de déterminer le rapport
molaire M/L nécessaire pour la synthése des complexes.

La solution du ligand et celle du métal ont été préparées dans l'acétonitrile a des
concentrations de 10> M pour le ligand et de 0,25.10° M, 0,5.10° M, 10° M et 2.10° M pour

le métal.

IV. Synthese des complexes du ligand L1

Les complexes du ligand L1 ont été préparés a partir des sels chlorure métalliques de
cuivre, de cobalt et de zinc comme suit :

Dans un ballon de 100 ml, nous avons introduit 1 mmole du ligand (L1) et 20 ml
d’éthanol (méthanol pour le Cu) puis nous avons ajouté 1 mmole du métal dissout dans 5 ml
d’éthanol/méthanol. Une base diluée est ajoutée (NaOH a 10% pour le Cu et le Co et NH4OH
pour le Zn) tout en ajustant le pH entre 7-8. Le mélange est porté sous reflux pendant Sh.
Apres refroidissement le précipité est filtré est lavé avec le solvant de la réaction et porté dans

un dessiccateur.

V. Appareillages et méthodes d’analyses
V.1. Point de fusion

Les points de fusion des ligands et des complexes ont été mesurés a 1’aide d’un
appareil digital de type melting point Apparatus SMP30 au laboratoire pédagogique de chimie
pharmaceutique, département de chimie de I’'UMMTO.
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V.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La pureté des ligands synthétisés a été controlée par chromatographie sur couche
mince en utilisant des plaques prétes a I’emploi en gel de silice de type 60 Fzs4 & support en
aluminium. Les produits sont dissous dans le chloroforme et I’éluant utilisé est un mélange de

Chloroforme-Méthanol. La révélation des produits a été effectuée en utilisant I’iode sublimé.

V.3. Analyse conductimétrique

L’analyse conductimétrique est réalisée a 1’aide d’un conductimetre de type
Consort C3030. Les mesures de la conductimétrie de nos complexes ont été faites dans le
DMSO 2 une concentration égale 2 10 M. Le passage de la conductivité spécifique § (mesure
affichée sur le conductimétre) exprimée en Q' cm™ 2 1a conductivité molaire Qm exprimée en

Q!.cm?.mola été réalisé au moyen de la formule suivant Qu= 5/ Cum

V.5. Spectroscopie infrarouge

Les résultats de I'LR ont été obtenus a 1’aide d’un spectrophotometre FT-IR Spectrometer
Spectrum TWO Perkin Elmer. Les nombres d’onde (v) sont donnés en cm’!. La dispersion
d'une petite quantité du ligand dans du KBr bien séché nous a permis d'obtenir une pastille

fine laquelle a été utilisée pour 1'obtention du spectre.

V.4. Spectroscopie d’absorption UV-Visible

Les spectres UV-Visible ont été enregistrés en solution dans le DMSO a des
concentrations de 5.10° M et 10* M et a température ambiante du laboratoire, a 1’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible de type thermo Scientifique EVOLUTION 220 relié a un
ordinateur, au laboratoire LPCM de I’'UMMTO.

V.6. Spectrométrie de masse

Une résolution en spectrométrie de masse a ionisation électronique EI(+) a été réalisée

pour les ligands

V.7. Spectroscopie RMN du 'H et 13C

Les spectres RMN 'H et 13C sont réalisés a I’aide d’un spectrométre BRUKER Avance
300, carbone : 75.47 MHZ et proton : 300.13 MHZ, dans le DMSO-d6 comme solvant et le
TMS comme référence interne. Les valeurs des déplacements chimiques sont exprimées en

ppm par rapport au signal du TMS.
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V.8. Voltammétrie cyclique

A Taide d’un potentiostat de marque Metrohm AUTOLAB B.V®, piloté par un
ordinateur équipé de logiciel de traitement données de marque NOVA® version 1.10.4, nous
avons réalisé I’étude électrochimique avec un systéme a trois électrodes lesquelles sont :

e L’électrode de travail : En carbone vitreux de 2 mm de diameétre polie avec I’alumine
avant chaque acquisition.

e L’électrode auxiliaire (contre électrode): Permet de mesurer le courant et elle est
constituée d’une plaque de platine de 1cm? de surface.

e L’électrode de référence : C’est une électrode au sulfate mercureux (ESS).

En plus d’une espece redox (soit le complexe de transition, le ligand ou 1’ion) , dont nous
allons discutées ultérieurement, toutes les solutions étudiées contiennent le DMSO, comme
solvant et le perchlorate de sodium (NaClO4) 2 0.1 mol.L"!, comme sel de fond. Ce dernier
composé est indispensable pour réaliser une étude électrochimique digne de ce nom, dont le
role est de permettre une bonne conduction de la solution électrolytique, mais également
d’assuré une force ionique constante tout au long de I’expérimentation.

Une acquisition sous atmosphére a été réalisée entre +0.2 a -3V/ ESS avec une vitesse de

balayage de 150 mV/s.

VI. Etude de I'activité biologique
VI.1. Activité antibactérienne
VI.1.1. Souches bactériennes

» Escherichia coli ATCC 25922 : c’est une bactérie intestinale gram négatif
des Mammiferes, trés commune chez 1'étre humain. En effet, elle compose environ
80 % de notre flore intestinale aérobie. E.coli représente la bactérie la plus impliquée
dans les infections aigues d’appareil urinaire [42].

» Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 : ce sont des bacilles gram négatif, de forme
non sporulée, elles sont aérobies, mobiles grace a la présence de flagelles, il s’agit de
bactérie résistantes pour plusieurs antibiotiques [42]. Elle est responsable de 16% des
cas de pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires [44].

» 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 posseédent des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives.
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Elles sont responsables des infections postopératoires de blessures, endocardite aigue,

intoxication alimentaire [43].

VI.1.2. Réalisation de I’antibiogramme

VI.1.2.1 Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 18h, pour optimiser leur croissance. On racle a 1’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacun des souches bactériennes a tester.

La standardisation de la suspension a 10° UFC/ml, est réalisée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre réglé sur une longueur d’onde de 625nm. On admet une densité optique

(DO) de 0,08 4 0,10 4 une concentration de 107 2 10® germes/ml.

VI.1.2.2 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 benzene.

Les disques imprégnés de 20ul de I’échantillon a tester sont déposés délicatement sur

la surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile.

» Les échantillons a tester ont été dissout dans le DMSO a une concentration de
10mg/ml (les deux complexes Cull et CoL1 sont peu solubles, la concentration des
échantillons testés n'est pas précise).

» Le témoin négatif : représente le solvant utilisé pour la préparation des échantillons

soit le DMSO.

» Le témoin positif : représente 1’antibiotique utilisé, il est choisit selon la nature de la
souche bactérienne, nous avons opté pour 3 antibiotiques de la marque HIMIDIA®
(Pipéracilline100 pg, Téicoplanine 30 pg et Cefoxitine 30 ug).

» 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.
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VI1.1.2.3. Incubation

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

VI1.2. Evaluation du pouvoir anti radicalaire par la méthode de DPPH

VI.2.1. Principe

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

La réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle, initialement violet foncé sous

sa forme libre, devient jaune pale apres transfert d'électron par des composés antioxydants.
Cette réduction qui se traduit par une diminution de 1'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 517nm du standard (contient tous les éléments mais sans aucun
échantillon).
A1 : Absorbance a 517nm de 1’échantillon

Les produits testés (L1 et ZnL1) sont préparés a des concentrations de 10"' mol/L puis
dilués a un demi pour avoir des concentrations de 0,05 M ; 0,025 M ; 0,0125 M et 0.00625 M
dans le DMSO. Les deux autres complexes (CoLl et CulLl) ont été préparés a des
concentrations de 0,025 M; 0,0125 M; 0,00625 M; 0,00312 M et 0,00156 M car un probléme

de solubilité a eu lieu.

VI1.2.2. Mode opératoire

Un volume de 50ul, de chaque échantillon de chacune des concentrations préparées
préalablement est ajouté a 2ml d’une solution de radicaux DPPH" dissout dans 1’éthanol. Le
mélange est secoué énergétiquement et laissé pendant une heure a température ambiante et a
I’abri de la lumicre. L’absorbance du DPPH" est déterminée par colorimétrie a 517 nm. Les

résultats obtenus pour chaque produit testé sont comparés a ceux obtenus pour 1’acide

ascorbique pris comme référence.
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Chapitre IIT Résultats et discussions

Les coumarines sont connues pour leurs activités biologiques diverses. Leurs
aptitudes a se lier a des ions métalliques a atteint un intérét croissant, depuis que leur effet

pharmacologique a été retrouvé plus renforcé lors de la complexation [45].

Dans ce contexte, une molécule de notre choix a été sélectionnée comme ligand
pour la synthése des complexes. Afin de valoriser les ligands utilisés et leurs complexes, il
nous a paru intéressant d’étudier leurs activités antibactériennes contres des souches

pathogenes et d’évaluer leurs activités antioxydantes.

I. Caractérisation des ligands, estimation théorique et étude en solution

du ligand L1
La synthese des ligands L1 et L2 est réalisée selon les conditions de KNOEVENAGEL

I.1. Mécanisme de Knoevenagel

La réaction (ou condensation) de KNOEVENAGEL est une réaction apparentée a
la condensation aldolique, faisant intervenir un aldéhyde et un composé a méthylene actif,
comme par exemple I’acide malonique ou un ester de I’acide malonique, avec une base
faible comme catalyseur. La pipéridine, la diéthylamine, la triéthyleamine et Ila
triméthylamine sont parmi les catalyseurs les plus utilisés. Cette réaction conduit a la
formation de produits insaturés par déshydratation intramoléculaire [46]. Le schéma 1

représente le mécanisme réactionnel de la synthese des ligands L1 et L2.

¥ NeCHy,
o} /—\0 [o] OH
s es soqcongsir
R N(CHy);
o o R// OH o o 7 o @
1 2a-2b R
Ligand 1 :R=H

Ligand 2 : R=Benzéne

Schéma 1 : Mécanisme général de synthese des ligands L1 et L2.
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1.2. Propriétés physico-chimiques des ligands L1 et L2

Le tableau 3 présente quelques propriétés physico-chimiques des ligands L1 et L2.
Ces composés sont insolubles dans 1’eau, et trés solubles dans les solvants organiques tres
polaires et aprotiques tels que le DMSO et le DMF. Dans les solvants polaires protiques,

seul le ligand L1 est soluble dans 1’éthanol et le méthanol.

Tableau 3. Propriétés physico-chimiques des ligands L1 et L2.

Composé | Couleur | Rdt | Ry Pf Solubilité

M Aspect | (%) .

g/mol) Exp |Litt | H0O | EtOH | MeOH | DMSO | DMF

L1(266) | Jaune 53 10,64 | 173 | 175 - + +/- + +
cotonné [41]

L2 (316) | Jaune 47 10,60 | 255 |256 - - - + +
cotonné [41]

(-) : Insoluble, (+) : Soluble, (+/-) : peu soluble.

I.3. Caractérisation du ligand L1

1.3.1. Analyse par spectroscopie IR

Le spectre IR du ligand L1 représenté dans l'annexe figure 17 présente une bande
a 3416 cm™! attribuée au groupement OH. La bande est assez large ce qui indique qu'une
liaison hydrogene a eu lieu avec le groupement carbonyle [47].

Deux bandes de vibration intenses sont observées a 1629 cm™ et a 1718 cm’
attribuées aux groupements C=0 et O=C-O respectivement [48]. Ces dernieéres sont
caractéristiques du noyau coumarinique. Une bande de faible intensité apparait 4 3074 cm™

est attribué au carbone hybridé sp? spécifique du noyau de la coumarine.

1.3.2. Analyse par spectroscopie UV-Visible

Le spectre d’absorption électronique du composé 3-(2-hydroxybenzoyl)-2H-
chromeén-2-one (L1) enregistré en solution dans le DMSO a 5.10°% M est représenté dans
I’annexe figure 18. Ce dernier révele deux bandes d'absorption assez intenses a 270 nm et

313 nm qui peuvent étre attribuées aux transitions T—m*.

1.3.3. Analyse par spectrométrie de masse
Le spectre de masse du composé L1 représenté dans l'annexe figure 19 révele
I’existence d’un pic moléculaire & m/z = 266 (59%) qui confirme bien la formule brute

Ci16H1004 du composé.
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Le pic de base de la molécule apparait a m/z = 265 (100), ce dernier est issus du départ
d’un H' de la molécule.

Nous observons aussi d’autres pics qui correspondent a d’autres fragmentations

illustrées dans le schéma 2 :

Schéma 2 : Fragments possible du ligand L1

1.3.4. Analyse par RMN du proton 'H
L’analyse par spectroscopie RMN du proton a 300,13 MHZ du composé L1 nous a

permis d’identifier tous les protons caractéristiques de cette molécule
( voir annexe figure 20) :

L’apparition du pic large a 10,69 ppm et du pic a 8,34 ppm sous forme d’un singulet
attribuable au groupement OH phénolique et au proton H4 de la coumarine
respectivement confirme amplement la structure du composé L1.

Les protons aromatiques apparaissent entre 6,90 ppm et 7.89 ppm

1.3.5. Analyse par spectroscopie RMN du carbone *C
Le spectre RMN du carbone-13 représenté dans I'annexe figure 21 est réalisé dans le

DMSO comme solvant et le TMS comme référence interne. Cette analyse nous a permis
d'identifier les carbones caractéristiques dont :

- le carbone C4 hybridé sp” ainsi que le carbone de la coumarine (O-C=0) résonnent

vers 116,11 ppm et 158,52 ppm respectivement,

- le carbone porteur de la fonction alcool apparait a 153,73 ppm,

- le carbone de la fonction carbonyle apparait a 191,80 ppm,

- les massifs dus aux résonances des noyaux aromatiques apparaissent entre

116,89 ppm et 135,19 ppm.
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I.4. Caractérisation du ligand 1.2

I.4.1. Analyse par Spectroscopie IR

Le spectre IR du ligand L2 synthétisé sous irradiation MO représenté dans 1’annexe
figure 22 présente les bandes caractéristiques du noyau coumarine et du 2-hydroxybanzoyle
2 1627 cm™! (C=0), 1710 cm™! (O=C-0), une bande large 4 3408 cm! (OH) et 3064 cm™
(C=C-H, coumarine).

L'augmentation de l'intensit¢é des bandes caractéristiques des liaisons C-H
aromatiques confirme la présence d'un second noyau benzénique lié a la coumarine, ce qui
est confirmé aussi par l'apparition de la bande intense & 1568 cm™ attribuée aux C=C

aromatiques.

1.4.2. Analyse par Spectroscopie UV-Visible

Le spectre UV-Vis du dérivé benzo[f]chromeén-2-one L2 synthétisé sous irradiation
MO est représenté dans I’annexe figure 23. Ce dernier présente deux bandes d’absorption,
une bande assez intense a 367 nm et une autre bande sous forme d’épaulement a 329 nm qui

peuvent €tre attribuées aux transitions m—m*.

1.4.3. Analyse par spectrométrie de masse

Le spectre de masse du composé L2 synthétisé sous irradiation MO représenté dans
I'annexe figure 24 montre un pic moléculaire trés intense a m/z = 316 (100) qui confirme la
formule brute C20H1104, et qui représente le pic de base de la molécule donc la structure de
L2 est tres stable.
L’apparition du pic a m/z = 121 (64) et du pic a m/z = 93 (19) confirme ’homogénéité de la
série.

Les différentes fragmentations observées sur le spectre sont représentées ci-dessous :

M'*—-CO, — CigH1102' ™ m/z =272 (10)
M* - OH  — CyH;003* m/z =299 (73)
M+ — CeH4OH!" — C14HeO31 ¥ m/z =223(10)

Dans le schéma 3 nous représentons les différents modes de fragmentations de la molécule :
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Schéma 3 : Fragments possible du ligand L2

1.4.4. Analyse par RMN du proton 'H

Le spectre RMN du proton 'H représenté dans I'annexe figure 25 nous a permis d'identifier
les protons caractéristiques du composé 1.2 dont :

- un signal a 10,78 ppm caractéristique du proton du groupe hydroxyle du benzene,

- le proton H4 résonne vers 9,12 ppm,

- les autres pics qui apparaissent entre 6,93 ppm et 8,63 ppm sont caractéristiques des

protons aromatiques.

Les massifs dus aux résonances des noyaux aromatiques du L2 se sont déplacés
légerement vers les champs faibles par rapport au Ligand L1, ce déblindage est

probablement dil a la présence du second noyau benzénique.

1.4.5. Analyse par RMN du carbone *C

Le spectre RMN du carbone-13 représenté dans I'annexe figure 26 nous a permis
d'identifier les carbones caractéristiques de la molécule L.2 dont :
- le carbone C4 hybridé sp? ainsi que le carbone C2 de la coumarine qui résonnent
vers 112,67 ppm et 158,93 ppm respectivement,
- le carbone porteur de la fonction alcool apparait a 154,03 ppm,
- le carbone de la fonction carbonyle C9 apparait a 192,80 ppm,
- les pics dus aux résonances des noyaux aromatiques apparaissent entre

116,56 ppm et 138,86 ppm.
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I.5. Estimation théorique des densités de charge du ligand L1

La figure 4 représente la géométrie optimisée du ligand L1 ainsi que les valeurs des
densités de charges calculées par la méthode semi-empirique PM6 [49]. 1l a été constaté que
les charges les plus élevées en valeurs absolues sont celles des deux fonctions carbonyles, ce
qui laisse supposer que ces dernieres favorisent plus l'approche des ions positifs dans la

chélation avec les métaux de transitions.

Figure 4 : Géométrie optimisée et la distribution des charges de Mulliken du ligand L1.

1.6. Effet du pH sur le ligand L1

La figure 5 représente I’influence du pH sur le spectre d'absorption UV-Vis du LI1.
Initialement, la valeur du pH enregistrée pour la solution du ligand L1 4 10 M est de 1'ordre
5-6. Cependant I'addition du NaOH a 10% goutes a goutes, engendre une variation du pH et
un déplacement hypsochrome de la longueur d'onde d'absorption située a 286 nm attribuée
au benzoyle et disparition progressive de la bande située a 337 nm attribué au noyau
coumarine jusqu'a pH=7. A partir du pH=8 la bande d’absorption caractéristique de la
coumarine (337 nm) disparait compleétement et une autre bande d’absorption apparait a une
longueur d'onde plus petite (312 nm), ce qui implique que le cycle pyronique a subit une
ouverture. Suite a ces résultats, il est préférable de travailler a un pH inférieur a 8 lors de la

synthése des complexes.
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Figure 5 : Effet du pH sur le cycle pyronique a la longueur d’onde 337 nm.

L.7. Effet de la steechiométrie du métal sur le ligand L.1

Les deux courbes de la figure 6 représentent une diminution de I’absorbance des
deux longueurs d'ondes d'absorption en fonction de la variation du rapport molaire
métal/ligand. Un palier est atteint a partir d'un rapport 1/1, cela peut étre expliqué par la

formation d’un méme complexe que ce soit avec les rapports molaires 1/1 ou 2/1.

2
o 15 -
(8]
c
©
2 1 -
9 -l —] —0— 286nm
2 —>
<

0,5 - ==337nm

0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentration du métal

Figure 6 : Variation de 1'absorbance en fonction du rapport M-L1: 0/1, 0.25/1, 0.5/1, 1/1,
2/1 aux longueurs d'onde 286 nm et 337 nm

I1. Caractérisation des complexes du ligand L1
I1.1. Propriétés physico chimiques

Les complexes de cuivre, cobalt et zinc ont été isolés sous forme de poudre. Ils sont
stables a l’air libre et a la température ambiante. Leurs températures de fusion sont
supérieures a 300 °C pour les complexes de Cu(Il) et de Co(II) et égale a 250 °C pour celui
du Zn(1ID).
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Des tests de solubilité sur I’ensemble des complexes de Cu(Il), Co(Il) et Zn(II)
montrent qu’ils sont insolubles dans 1'eau et dans la plupart des solvants organiques. Le
complexe de Zinc est trés soluble dans le DMSO et le DMF, par contre ceux du Cu(Il) et du

Co(II) sont peu solubles dans ces solvants.

La conductivité molaire des complexes est déterminée dans des solutions de DMSO
a des concentrations de 103 M et a température ambiante du laboratoire. Les résultats
montrent que les complexes sont des non électrolytes. Les propriétés physico-chimiques des

complexes sont regroupées dans le tableau 4.

Tableau 4. Propriétés physico-chimiques des complexes du ligand L1.

Complexe | Couleur | Pf A Solubilité Formule proposée

etaspect | (°C) | Ql.cm%mole! DMSO
DMSO DMF

Cul1 Vert >300 20 partiellement | [Cu(L1)(H20)2]Cl2
poudre

CoL1 Vert foncé | > 300 3 partiellement | [Co(L1)2(H20)2]Cl2
poudre

ZnlL1 Blanc 250 24 Tres soluble | [Zn(L1)(H20)2]Cl2
poudre

I1.2. Etude spectroscopique
I1.2.1. Analyse par spectroscopie IR

La formation des complexes est confirmée par comparaison des spectres infra-rouge
de ces derniers avec celui du ligand L1.

En effet, selon la littérature la formation d'un complexe est confirmée par un
déplacement de certaines bandes du ligand et apparition de nouvelles bandes de faibles
intensités, indiquant que la coordination des ligands s’est effectuée avec le cation central
[50]. Les figures 27, 28 et 29 de l'annexe représentent les spectres IR des complexes
[Cu(L1)(H20)2]Cl, [Co(L1)2(H20)2]CL et [Zn(L1)(H20)]Cl,. Comparativement au ligand
L1, nous observons de nouvelles bandes de vibrations a 3444 cm™ pour le complexes de

cuivre, 3448 cm’! pour le complexes de cobalt et a 3400 cm™ pour le complexe de zinc
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correspondant probablement a la vibration de la liaison O-H dans les molécules d’eau de

coordination [51], ce qui indique la présence de cette derniere dans les chélates.

De plus, la bande de vibration d’élongation de la liaison C=0O du cycle pyronique
s’est vu affaiblie et a subi un déplacement vers 1612 cm™, 1606 cm™ et 1606 cm™ pour les
complexes de Cu(Il), Co(Il) et Zn(Il) respectivement. Ces variations se rencontrent
également pour la bande de vibration du carbonyle (C=0) du benzoyle. Les résultats sont en
faveur des interactions métal-ligand a travers 1’atome d’oxygene du carbonyle pyronique

(C=0) et du carbonyle du benzoyle.

Les spectres IR des complexes de Cu(ll), Co(Il) et Zn(II) révelent trois pics a
473 cm™!, 514 cm™ et 483 cm™! dus a la liaison Cu-O, Co-O et Zn-O respectivement [52,53].
En effet la coordination du ligand L1 aux ions métalliques Cu(II), Co(II) et Zn(II) a entrainé

’apparition de nouvelles bandes correspondant aux vibrations des liaisons M-O.

Les autres vibrations du ligand restent pratiquement inchangées apres complexation.

Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus lors de I'analyse des spectres IR.

Tableau 5. Principales bandes de vibrations en cm™ du ligand L1 et ses complexes.

Composé V(OH) v(H20) | v (0=C-0) v(C=0) v (M-0)
L1 3416 - 1718 1629 -
[Zn(L1)(H20)2]Cl2 3152 3400 1631 1601 483
[Cu(L1)(H,0),]CL2 3356 3444 1644 1612 473
[Co(L1)2(H,0),]1Cl2 3423 3448 1640 1606 514

I1.2.2. Analyse par spectroscopie UV-Visible
Le spectre d’absorption électronique du complexe [Cu(L1)(H,O),]Cl> représenté

dans I’annexe figure 30 montre dans le domaine de l’ultra-violet deux bandes situées a

37037 cm™ et 4 31250 cm™! respectivement. Ces derniére sont dues aux transitions intra-

ligand m—m*.

Une autre bande localisée a 25000 cm™! sous forme d’épaulement correspond au transfert

de charge métal-ligand. Deux bandes apparaissent dans le visible a 17543 cm™ et a
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19607 cm™ qui correspondent aux transitions By — 2Ajg et “Bjg— Eg. Ces transitions

électroniques sont caractéristiques d'une géométrie carrée plane [54].

Le complexe [Co(L1)2(H20)2]Cl> représenté dans 1'annexe figure 31 montre deux
bandes situées a 37037 cm™ et 31250 cm’! dues aux transitions m—m*. Un épaulement
apparait 2 28571 cm™' correspondant au transfert de charge métal-ligand. Deux nouvelles
bandes apparaissent dans le visible 2 17857 cm™ et & 19607 cm™ attribuées aux transitions
Tio(F) —A2(F) et *“Tio(F) —*T2(P). Ces derniéres correspondent 2 une géométrie

octaédrique [55].

Les bandes d’absorption du complexe [Zn(L1)(H20)2]Cl, représentées dans 1’annexe
figure 32 ont subi un déplacement vers les fortes longueurs d'ondes 2 37037 cm™ et 31250
cm™, ce qui montre I’engagement du ligand dans la formation de complexe. Une nouvelle
longueur d’onde apparait 4 27027 cm™ est attribuée au transfert de charge du métal-ligand.
En général les complexes de Zn(II) de couleur blanche adoptent une géométrie tétraédrique

[56]. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci-dessous

Tableau 6. Bandes d’absorption électronique des complexes.

Composé A (nm) v (cm) Transitions
273 37037 n—*
[Zn(L1)(H20):2]Cl2 316 31250 n—*
372 27027 TC
265 37037 T—*
316 31250 n—*
[Cu(L1)(H,0),]Cl2 396 25000 TC
509 19607 ’B)y— 2Eq
565 17543 2By — 2A1,
267 37037 n—*
318 31250 T—*
[Co(L1)2(H,0),]CI2 348 28571 TC
512 19607 |  Tio(F) —>Ax(F)
559 17857 “T1o(F) —*T24(P)

Page 25



Chapitre 111 Résultats et discussions

I1.3. Structures proposées de chaque complexes du ligand L1
L’analyse par spectroscopie UV-Vis nous a permis de faire une approximation de
géométries de nos complexes. Nous avons utilisé le logiciel ChemDraw [57] pour réaliser

les structures en 3 dimensions.

Figure 7 : Structure du complexe de cuivre Figure 8 : Structure du complexe de cobalt

H:0

Figure 9 : Structure du complexe de zinc

I1.4. Etude électrochimique (voltammétrie cyclique)

Il ne s’agit pas ici de faire une étude exhaustive, pour cela il faut faire varier
plusieurs parametres expérimentaux tels que : la concentration, la vitesse de balayage du
domaine d’étude...etc. Cependant, nous nous sommes fixés comme objectif de mettre en
évidence la présence de I'ion central dans le complexe que nous avons synthétisé, en
identifiant la ou les vagues du complexe, dont I’origine est 1’ion. Plus concrétement, pour
chaque complexe synthétisé, nous avons étudié son signal électrochimique, lequel est
comparé aux signaux enregistrés de deux solutions différentes, 1’une contient le ligand et

I’autre contient 1’ion.
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Les voltammogrammes enregistrés et reportés sur l'annexe figures 33, 34 et 35

suggerent les points suivants :

- lors du demi-cycle aller, tous les tracés présentent des vagues redox, n’ayant pas

d’équivalent, ni en potentiel ni en courant lors du demi-cycle retour, et ce quel que

soit I’espece redox étudiée, cela indique que ces composés présentent un transfert de

charge irréversible ;

- dans l’intervalle de potentiel allant de -0,2V a -0,7V, chaque complexe étudié

présente, une ou deux vagues de réduction. Dans la méme gamme de potentiel, 1’ion

seul présente une seule vague, alors que le ligand seul n’en possede pas. Ceci

indique, sans ambiguité, la présence de I’ion dans la structure du complexe.

II1. Activités biologiques

II1.1. Activité antibactérienne

La lecture des antibiogrammes se fait par la mesure des diameétres des halos

d’inhibition autour des disques. La sensibilité aux différents produits est classée selon le

diamétre des zones d’inhibition comme suit [58] :

v’ non sensible (-) pour le diametre moins de 8 mm ;

v' sensible (+) pour un diamétre entre 9 a 14 mm ;

v’ trés sensible (+ +) pour un diamétre entre 15 a 19 mm ;

v extrémement sensible (+++) pour le diamétre supérieure a 20 mm.

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 7, la figure 10 ainsi que la figure 11.

Tableau 7. Diamétre de zone d'inhibition en mm du ligand L1 et ses complexes ainsi que

les antibiotiques de références.

Diamétre de zone d'inhibition en mm

Souche bactrienne L1 ZnL1 CuLl CoLl ATB
S.Aureus 18 17 14 - 20
E. Coli - - - - 25
P. Aeruginosa - - - - 30

(-) pas d’inhibition
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Escherichia Coli ATCC 25922 Pseudomonas Aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus Aureus ATCC 25923

Figure 10 : Effet du ligand L1 et ses complexes sur les souches testées.

35 4
£ 30 A
£ 55 . HATB
_§ mLl
=
) mL1Zn
L
£ HL1Cu
©
g mL1Co
N m DMSO

S aureus E coli P aeruginosa

Figure 11 : Diametres des zones d’inhibition du ligand L1 et de ces complexes.

D’apres les résultats de 1’étude (in-vitro) obtenus, les souches bactériennes se
comportent différemment vis-a-vis des produits testés. En effet, les bactéries a gram négatif

Escherichia Coli et Pseudomonas Aeruginosase se sont révélées résistantes et plus
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complexes que celle de staphylocoques (bactérie a Gram positif), qui ne possédent pas de
membrane externe. C’est en particulier cette derniere qui confére aux bactéries a Gram

négatif leur relative imperméabilité par rapport aux bactéries a Gram positif.

La souche Staphylococcus aureus est trés sensible vis-a-vis des produits L1 et ZnL1
qui inhibent de facon considérable la croissance de la bactérie avec des diametres

d’inhibition de 18 mm et 17 mm respectivement.

Nous avons constaté que 1’activité antibactérienne a diminué pour le complexe du
cuivre avec un diametre d'inhibition de 14 mm. Le complexe de cobalt n’a montré aucune
sensibilité vis-a-vis de la souche bactérienne cela est peut étre due au fait que la diffusion

dans la gélose est nettement lente, ou a cause de la faible solubilité, ou a la résistance de ces

souches bactériennes.

IIL.2. Activité antioxydante

Apres avoir tracé la densité optique et le pourcentage d'inhibition en fonction de la
concentration, nous avons calculés I’IC50 par la méthode des moindres carrés pour chaque
composé, les résultats obtenus sont représentés dans les figures 12, 13, 14 et 15 pour le

ligand, le complexe du zinc, du cuivre et du cobalt, respectivement.

60 - 60 -
50 - 50 -
S c
0 40 o 40 -
5 y = 336,95x + 20,819 = y =299,44x + 23,427
E 30 - R? = 0,9566 2 30 R?=0,8481
£ <
T 20 | 5 20 -
R X
10 - 10 -
0 O T T 1
0 0 '05 0'1 0 '15 0 0,05 0,1 0,15
Concentration (mol/L) Concentration (mol/L)
Figure 12 : Pourcentage d'inhibition du Figure 13 : Pourcentage d'inhibition du
DPPH: du ligand L1 DPPH: du complexe ZnL1
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40 50 -
35 4
40 -
§3%7 S
2 25 - £ 30 -
2 2
£ 20 - y = 1104,8x + 7,5933 = y=1753x+3,2564
- f= 2 _
5 15 R2=0,9617 En 20 - R?=0,9979
X 10 A X
c 10 -
0 T T 1 0 T T ,
0 0,01 0,02 0,03 0 0,01 0,02 0,03
Concentration (mol/L) Concentration (mol/L)
Figure 14 : Pourcentage d'inhibition du Figure 15 : Pourcentage d'inhibition du
DPPH" du complexe Cul.1 DPPH' du complexe CoL.1

Les pourcentages du DPPH" résiduels en fonction des concentrations des échantillons, nous
permettent d’obtenir la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration de
DPPH" initiale a 50%. Cette valeur est appelée la concentration efficace. Plus la valeur

d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande. Afin de comparer

leurs pouvoirs antioxydants les résultats obtenus sont représentés dans la figure 16.

0,08664  0,08877

IC50 (mol/L)
0,03841
0,02666
i m .
L1

ZnlLl Cull Col1l AA

Figure 16 : Valeurs d’IC50% des composés testés et de 1’acide ascorbique.

Comme le montre la figure 16, la chélation avec le zinc a diminué légérement
l'activité antioxydante du ligand. Pour les complexes du Cu(Il) et du Co(Il), malgré leur
faible solubilité, ces derniers montrent une activité antioxydante importante par rapport au
ligand L1 et son complexe du Zn(II). Nous constatons que le complexe du Co(Il) possede
une activité meilleure que celle du complexe de Cu(Il), cela peut étre expliqué par la
variation des degrés d'oxydation des métaux de transition ce qui fait que les métaux

régénerent les radicaux libres.
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Conclusion

Dans ce travail le but que nous avons fixé est de réaliser la synthése de deux ligands
L1 et L2 dérivés de la coumarine puis la complexation du ligand L1 avec trois métaux de
transitions. Les points de fusion et les méthodes d’analyses confirment la stabilité et la

structure des produits synthétisés.

En effet, le ligand L1 et ses complexes ont fait I’objet d’une étude particuliére, ainsi
que pour la détermination de leurs structures nous avons fait appel aux méthodes
spectroscopiques UV-Visible et infra rouge. Les spectres UV-Visible des complexes se sont
déplacés par rapport a celui du ligand L1 et il y’a eu apparition de nouvelles bandes dans le
visible, cela confirme la formation des complexes et nous laisse supposer une géométrie
carré plane pour le complexe de cuivre, tétraédrique pour le complexe de zinc et octaédrique

pour le complexe de cobalt.

La coordination de I’ion métallique avec le ligand montre I’apparition de nouvelles
bandes de vibration telle que celle de H>O qui confirme amplement la coordination de I’eau
avec les complexes. Nous avons observés aussi le déplacement de quelques bandes sur le

spectre IR des complexes correspondant.

La superposition des voltammogrammes résultants de 1’étude électrochimique des
complexes avec ceux du ligand et ions métalliques nous a révélé la présence de ces derniers
dans les complexes synthétisés. En effet tous les tracés allons de 'intervalle -0,2V a -0,7V
montrent que chaque complexe étudié présente une ou deux vagues de réduction qui n’étés

pas présentes dans le ligand et I’ion métallique.

Nous avons aussi évalué I’activité biologique du ligand L1 et ses complexes par
I’étude de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion de disques et 1’activité
antioxydante par la méthode de DPPH. L’activité antibactérienne des complexes ne s'est pas
vu améliorer : le ligand présente un meilleur effet antibactérien avec un diametre
d’inhibition de 18 mm vis-a-vis de la souche Staphylococcus Aureus alors que le complexe
de zinc posseéde un halo d’inhibition de 17 mm. Quant a I’activité antioxydante, elle s'est
améliorée avec la complexation. Les complexes de cuivre et de cobalt ont une meilleure
activité antioxydante avec une IC 50 de 0,03841 mol/L et 0,0266 mol/L respectivement

mais qui reste faible par rapport a 1’acide ascorbique.
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Au terme de ce travail, nous pensons avoir contribué a réaliser la condensation de la
salicylaldéhyde ou du 2-hydroxynaphtaldéhyde avec la 4-hydroxycoumarine en présence de la
triméthylamine comme catalyseur ce qui nous a donné des dérivés : 3-(2-hydroxybenzoyl)-
2H-chromeén-2-one/ benzo[f]chromen-2-one. Les ligands ont été isolés a 1’état de poudre afin
qu’ils soient caractérisés par les méthodes analytiques et les méthodes spectroscopiques, en

I’occurrence I’infrarouge, I'UV-Visible, 'H RMN, '*C RMN et spectrométrie de masse.

De 1a, de nouveaux complexes de Cu(ll); Co(Il) et de Zn(Il) avec 3-(2-
hydroxybenzoyl)-2H-chromeén-2-one ont été synthétisés. Ces complexes sont tous non
électrolytiques, insolubles dans I’eau et I’éthanol, mais solubles et peu soluble dans le DMSO

et le DMF.

L’étude par spectroscopie infrarouge a révélé la coordination du ligand avec les
métaux. Cette étude s’est faite en comparant les spectres des complexes a ceux du ligand
correspondant. Pour tous les complexes le ligand se lie au métal central de maniére bidentate

par I’atome d'oxygene.

La spectrophotométrie UV-Visible nous a permis de faire une supposition quant a la
géométrie des complexes : tétraédrique pour le complexe de zinc, carré plan pour le complexe

de cuivre et octaédrique pour le complexe de cobalt.

Lors de la partie électrochimique, nous avons étudié indépendamment les propriétés
électrochimiques des complexes a base cuivre, de cobalt et de zinc, ainsi que celles de leurs
précurseurs respectifs (ions et ligands). Ces derniers ont été étudiés séparément. Les résultats
obtenus indiquent que chaque composé redox étudié présente un comportement redox
irréversible. De plus, pour chaque triade appréhendée (complexe-ion-ligand), nous avons mis
en évidence la présence de 1’ion précurseur, supposé occuper la position centrale, dans la

structure du complexe formé, confirmant ainsi son obtention.

L’activité antibactérienne vis-a-vis de germes pathologiques pour I’homme, a été
évaluée in vitro pour le ligand et ses complexes correspondants et comparée a celle des
antibiotiques. Elle a été déterminée sur trois souches bactériennes par la méthode de
diffusion de disques. Le ligand et le complexe ZnL.1 ont révélés une activité antibactérienne
contre la souche a Gram positif contrairement aux souches a Gram négatif qui manifeste une

résistance pour tous les composés testés.
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L’activité antioxydante de ces composés a été évaluée par la méthode de DPPHe, bien
que le test au DPPHe est considéré comme une méthode simple, rapide et facile a mettre en
ceuvre et malgré la faible solubilité des complexes de cuivre et de cobalt, ces derniers ont

montré une activité antioxydante importante par rapport au ligand et au complexe de zinc.

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), la Résonance
magnétique nucléaire (RMN) de 'H et 'C, l'analyse élémentaire et l'analyse
gravimétrique.

» 1l 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 et évaluer
l'activité antifongique et anticancéreuse.

» Réaliser tous ses tests pour le ligand 2 et ses complexes.
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Figure 17 : Spectre IR du Ligand L 1
synthétisé sous reflux conventionnel

100%
95.]
90
85 -
80,
75
70
65.
60 .:
55
50
45
40

35

o
25
20
15
10

5

0

1
500

v-H
265
120
86
+
M
162
92 o
&5 249
58 101 Y;\,?"l‘-'?’ﬁ
' 173 o
T8 | '{Y 237
. 221
i 133 145 181 210
B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Figure 19 : Spectre de masse du ligand L1 synthétisé sous reflux conventionnel

HoB R B L B W e e g L0

[T, B . - 1

(1))

[

oy

Figure 18 : Spectre UV-Vis du ligand L1
synthétisé sous reflux conventionnel

.BE6
.4E6
.1E6
.BE&
+4E6
.1E6
.TE6
4E&
.1E6
. TES
.4E8
.0E&
. TE&
.4E6&



Annexe

[
|
“
: 1 ‘ l
,‘ AL,
"I ,.’ ) ‘iu.'; -‘ °|
5 g @Els
i 6 5 4 3 2 1 ppm

S

A

Figure 21 : Spectre RMN du '*C du ligand L1 synthétisé sous reflux conventionnel

II




Annexe

804
367
- 2.0
329
g 604 1.5
. g
£ £1.04
H S
o 13
& a0 2
0.5
304
0.04
20+ = 5 °g
3 R EE '
T T T T 300 400 500
STy o A ey longueur d'onde (nm)

Wavenumbers

Figure 22 : Spectre IR du ligand L 2
synthétisé sous irradiation MO

100%
95
90
85
80j
75
70
653 121
60
55
50
4s

168

63
40

35

30 78

25

20
93

15
10

5 113 158

101

60 80 100 120 140 160

1ne 189 292 215 231

180

Figure 23 : Spectre UV-Vis du ligand L2
synthétisé sous irradiation MO

299

196

271 :
287

223

260

200 220 240 260 280 300 340

Figure 24 : Spectre de masse du ligand L2 synthétisé sous irradiation MO

II1

O N B O ®F R R R HENNDNDNDNWWWWW s o

.2E5
.0ES5
.8E5
.6ES5
.4ES5
.2ES
.0ES
.7ES
.SES
.3ES5
.1ES
.9ES
.7ES
.SES
.3ES
.1E5
.4E4
.3E4
.2E4
.1E4
.0E0

m/z



Annexe

$S ) i
P
|
.
|
, : 1 i \
e U AR o e N M e
- S ey R
10 ; ; ; 6 ; ; ; 2 1 ppm

ss
8 3IRARIWERAASIIEC Ser3e2s
3 ERASRARRGARGSZ2A SRERZAR

— .0
-, 0
19, 14

Nttty s mtmemd iy picompioms Yoot ety ooy Wt Yooy iyttt | r—
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9% 80 770 60 50 40 30 20 ppm

Figure 26 : Spectre RMN du '*C du ligand L2 synthétisé sous irradiation MO

IV



Percent Transmittance

Percent Transmittance

Annexe

100+
90

Percent Transmittance

2
1612 =

= =
=t L3 =t o“
50 B z S
4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Figure 27 : Spectre IR du complexe [Cu(L.1)(H20)]Cl»

3448
1640 —.
1606
482

3 3 3
1 L I
~——
 ——

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Figure 28 : Spectre IR du complexe [Co(L1)2(H20)2]Cl>

) |

v
[ve]
©
—

—

3400
3152
1600
481

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Figure 29 : Spectre IR du complexe [Zn(LL1)(H2.0)]Cl»




Annexe

1.2
316 1o 348
1.0 " 318
0.8 0sd 267
8 o
c g @ g
T 064 g’ 509 2 064 5
2 2 565 ® 2
o 2 a =
§ 2 512 559
0.4 265 g 0.4 /\/\
. .
0.2 396 . . ’ 0.2 .mu;d de (o
0.0 '/ 0.0
T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 800 700 800 300 400 500 600 700 800
longueur d'onde (nm) longueur d'onde (nm)

Figure 30 Spectre UV-Vis du complexe CuL1 Figure 31 : Spectre UV-Vis du complexe CoL1

08

07

0.6

0.5

044

Absorbance

03 4

024

014

273

372

0.00010

-0.00005

0.0

T
300

T
400
longueur d'onde (nm)

-0.00010

ZnL1
— ligand 1
ZHC\2

1
500

-2I‘5 -ZI‘O -1‘5 -1‘.0 -0‘5 OI‘O
E(V/ ESS)

0.5

Figure 32 : Spectre UV-Vis du complexe ZnL1

Figure 33 : Superposition de
voltammogrammes de ZnL1, L1 et ZnCl,

CuL1 —
— Ligand 1 — Ligand 1
0.0002 CoCl
Cud, 0.0002 - 2
T L
0.0000 - 0.0000 -
-0.0002 4 -0.00021
T T T T T T T T T T T T T -00004 T T T T T T T 1
30 -25 20 -15 -1.0 -05 00 30 25 2.0 15 10 05 0.0 05
E(V/ESS) E(V/ESS)

Figure 34 : Superposition de

voltammogrammes de Cul.1, L1 et CuCl,

Figure 35 : Superposition de

voltammogrammes de CoL1, L1 et CoCl,

VI



Résumé

L’objectif de notre étude est la synthése, la caractérisation des ligands et des complexes
dérivés de coumarine. Différentes techniques d’analyses tels que 1’infrarouge, UV-Visible,
le comportement électrochimique, l'activité antibactérienne ainsi que l'activité antioxydante
ont été effectués. Les résultats obtenus ont bien montré que la complexation a eu lieu entre le
ligand et les ions métalliques. L’activité antibactérienne n’a pas été améliorée par la

complexation par contre 1’activité antioxydnte quant a elle s’est vu amélioré.

Mots clés : la synthése des coumarines et de Complexes a base de coumarine, Spectroscopie
IR, Spectroscopie UV-Visible, comportement électrochimique, activité antioxydante, activité

antibactérienne.

Abstract

The aim of our study is the synthesis, characterization of ligands and complexes derived from
coumarin. Various analytical techniques such as IR spectroscopic, UV-Visible,
electrochemical behavior, antibacterial and antioxidant activity were carried out. The results
obtained clearly showed that the complexation has been between the ligand and the metal
ions. The antibacterial activity was not improved by the complexation. On the other hand, the

antioxidant activity was improved.

Keywords : the synthesis of coumarins and coumarin-based complexes; IR spectroscopy;
UV-Visible spectroscopy; electrochemical behavior; Antioxidant activity; Antibacterial

activity.



