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Introduction générale

La chimie de coordination, est I’un des domaines qui suscite le plus d’intérét en chimie
inorganique essentiellement celle des métaux de transition, elle doit son nom a la nature des
liaisons dans les composés formés (liaison de coordination, liaison dative ou encore liaison

donneur accepteur) [1,2].

En chimie un complexe est un édifice poly-atomique constitué d’un ou de plusieurs cations (le
plus souvent métallique) entouré de plusieurs ligands qui sont des molécules ou des ions qui
délocalisent une partie de leur densité €lectronique sur le cation, formant ainsi des liaisons
chimiques avec celui-ci. La chimie organométallique et celle de la coordination sont les
subdivisions de la chimie qui décrivent la formation, la structure et la réactivité de ces

complexes [3].

Les cations métalliques jouent un role important dans le fonctionnement cellulaire et la
transformation des molécules naturelles.

Les ions métalliqgues comme le cuivre et le nickel sont parmi les éléments essentiels présents
dans beaucoup d’espéces, en 1’occurrence les protéines. Cependant, un exces de ces ions dans
I’organisme humain peut nuire gravement a la santé. Le cuivre (I1) et le nickel (1) sont capables
de réagir avec des ligands mono-, bis- et polydentés pour former des composés avec diverses
applications (environnementale, biologique et médecine) [4].

Les complexes les plus étudiés sont des complexes des métaux de transition, ces complexes ont
attiré 1’attention de nombreux chercheurs a cause de leur role dans un grand nombre de
domaines : biologie, médecine, catalyse, I’industrie pharmaceutique, métallurgie et

I’environnement [5].

L'ortho-phénylenediamine (OPD) est une diamine aromatique et le précurseur important pour
de nombreux composés hétérocycliques [6].

Les bases de Schiff d'OPD sont utilisées dans la synthése d'insecticides, de fongicides de
colorants, d'inhibiteurs de corrosion et de pigments [7].

Les complexes d’ortho-phénylenediamine et de base de schiff dérivés de ce ligand ont une
variété d'applications, biologiques, médicales et analytiques [8].

L'adénine (Ade) et la guanine (Gua), constituent les deux bases puriques, ce sont les éléments
constitutifs de I'ADN (I'acide désoxyribonucléique) et de 'ARN (I'acide ribonucléique) jouant
un réle crucial dans le stockage de I'information génétique et dans la biosynthése des protéines

[9]. Les complexes métalliques avec les bases puriques ont de nombreuses applications dans la
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reconnaissance moléculaire [10], le magnétisme [11], la luminescence [12], la catalyse [13],

I'électronique moléculaire [14] et I'absorption de gaz [15].

En plus des composes des bases puriques, on trouve beaucoup des travaux effectués sur les
complexes de métaux de transition avec la curcumine. Cette derniére, composante bioactive
jaune du curcuma, connue pour avoir une activité médicinale (activité antioxydante, anti-
inflammatoires, détoxification cellulaire...etc.). Cette molécule a fait I’objet de plusieurs
recherches dans le domaine de la biologie, de la médecine et de la pharmacologie [16,17].

Ces dernieres années beaucoup d'attention a ét¢ accordée aux études des complexes mixtes en
raison de leur présence dans les systémes biologiques. Les complexes mixtes sont généralement

plus actifs biologiquement que le ligand lui-méme et ses complexes binaires.

Pour ces raisons, nous avons synthétisés et caractérises des nouveaux complexes mixtes de
cuivre (11) et de nickel (1) avec I'ortho-phénylénediamine comme ligand primaire et le bromo-
aniline, la curcumine et les bases puriques (adénine et guanine) comme ligands secondaires.
Notre travail a consisté également a étudier le pouvoir biologique de ces complexes. Cette étude
biologique comprenant I’activité antibactérienne et antioxydante.
De plus de I’introduction et de la conclusion le manuscrit est organisé en cinq chapitres
suivants :
+ Chapitre | : Il présente la synthése bibliographique
+ Chapitre Il : Dans ce chapitre, nous donnons les modes opératoires de synthese et les
propriétés analytiques des complexes.
+ Chapitre 11l : Il est réservé a Iinterprétation des résultats de la caractérisation des
complexes par les méthodes spectroscopiques.

+ Chapitre IV : cette derniére partie de ce travail a été consacrée a Iactivité biologique.
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Chapitre I : Etudes bibliographiques

I.1. Apercu théorique sur les métaux de transition et les ligands utilisés

I.1.1. Métaux de transition

Un élément de transition est un élement qui forme un ou plusieurs ions stables avec des
orbitales d incompletes, Parmi les métaux de transition les plus abondants et les plus actifs dans
le corps humain on peut citer le cuivre, le nickel et le cobalt [18].
Tous les éléments de transition ont des caractéristiqgues communes : ce sont des métaux, ils sont
relativement durs, ils ont en général une forte densité et une température de fusion élevee. Les
atomes sont liés par liaisons meétalliques, ils conduisent la chaleur, I'électricité et ils forment des

alliages [19].
1.1.2. Cuivre

Le cuivre est un élément chimique de symbole Cu et de numéro atomique 29, il appartient
au groupe (IB) de la classification périodique des éléments. Un métal de transition ductile et
malléable, de couleur rougeatre (figure 1.1), il posséde une exceptionnelle conductivité

thermique et électrique [20].

Figure 1.1: Cuivre

A T’état pur il est trés résistant a la corrosion. Il posséde une orbitale s occupée par un seul
électron et la sous-couche d est totalement remplie, ce qui permet la formation de liaisons
métalliques. Entant que troisieme métal de transition le plus abondant et le plus actif dans le
corps humain, le cuivre joue de nombreux roles critiques dans divers processus biologiques
[21,22].
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En solution, le cuivre se retrouve généralement a deux degrés d’oxydation : I et II.

Il existe également une forme instable du cuivre (I11) (plus rare). Le cuivre (Il) adopte
typiquement une géométrie de coordination plan carrée, cependant, on découvre de plus en plus
des complexes de Cu(ll) ayant une coordinence cing. Cette derniére correspond plus a une

pyramide a base carrée. Le Cu(ll) forme aussi des complexes octaédrique et tétraédrique [23].

Les complexes de Cu(Il) possédent une large gamme d’activité biologique et sont parmi les

agents antiviraux les plus efficaces, antitumoraux et agents anti-inflammatoires [24].

> Proprieétés physicochimiques du cuivre :

Tableau 1.1 : Propriétés physicochimiques du cuivre

Numéro atomique 29

Masse molaire(g/mol) 63,54

Masse volumique (g.cm™) & 20° 8,96

Point de fusion (°C) 1085

Point d’ébullition (°C) 2562

Configuration électronique [Ar] 3d%%4s?

Isotope 2

Etat physique Solide
1.1.3. Nickel :

Le nickel est un élément chimique de symbole Ni et de numéro atomique 28, métal de
transition du bloc d, le plus léger du groupe 10.
Le nickel est un métal dense blanc argente (figure 1.2), plus dur et plus tenace (résistant) que le
fer. Il représente de 0,8 a 0,9 % de la crodte terrestre, et fait partie des groupes des minéraux
non ferreux. Le nickel existe dans plusieurs états d’oxydations -1, 0, +2, +3, +4, son état
d’oxydation le plus fréquent est le nickel (+2) dans les conditions environnementales normales.
L’étude de la chimie de coordination du nickel a suscité un intérét considérable ces dernieres

années. Depuis, I’ion Ni (II) joue un rdéle important dans le processus biologique et

. .8 s e
géochimique. L’ion Ni(ll) de configuration d a tendance a former des complexes de géométrie

plane-carrée et octaédrique d’une grande stabilité. Le Ni(ll) forme des sels avec presque tous
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les anions en solution aqueuses et en absence d’un ligand complexant fort, il existe sous forme

d’un fon vert [Ni(H,0).] ~~[25].

»  Propriétés physicochimiques du Nickel

Tableau 1.2 : Propriétés physicochimiques du Nickel

Numéro atomique 23

Masse molaire(g/mol) 58,69
Masse volumique (g.cm®) a20° 8,9

Point de fusion (°C) 1455

Point d’ébullition (°C) 2913
Configuration électronique [Ar] 3d4s?
Isotope 4

Etat physique Solide

1.1.2. Les ligands

Les ligands (coordinats) sont des molécules ou des atomes qui entourent I’atome central.

IIs sont connectés au centre métallique par une liaison chimique. Les ligands peuvent étre :
-Des ions constitués d’un seul atome : (CI-, Br’, I).

- Des molécules neutres (H20, NHz...).

- Des ions moléculaires organiques (CHsCOQ") ou minéraux : (PO4*).
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Les ligands jouent un réle tres important dans la chimie organométallique, puisqu’ils peuvent
provoquer des changements dans les propriétés chimiques et physiques des complexes des

métaux de transitions [26,27].

1.1.2.1. Ortho-phénylenediamine (OPD) :

L'ortho-phényléndiamine, ou 1,2-diaminobenzene, est un composé chimique de formule
CeHa(NH.)2 (Figurel.3). C’est une diamine aromatique précurseur de nombreux cCOmposés
organiques hétérocycliques. Les autres isomeéres sont la méta-phénylénediamine, et la para-
phénylenediamine.

La préparation de ce compose se fait le plus souvent par le traitement de 2-nitrochlorobenzene
CICgHsNO2 avec I'ammoniac NHz pour donner le 2-aminonitrobenzene HoNCgHsNO> qui est
ensuite hydrogéné :

CICsHsNO2 + 2 NH3 — H2NCsH4NO2 + NH4Cl

HoNCsHaNO2 + 3 Hy — HoNCegH4ANH: + 2 H.0

NH->

NH->

Figure 1.3 : Structure de 1’ortho-phénylénediamine

> Propriétés physiques :

L’ortho-phénylendiamine a une densité relative de 1,2698, le point de fusion de 103 °C
a 104 °C, le point d'¢ébullition de 256 ~ 258 °C. Sa couleur change facilement lors de
I’exposition a l'air, du blanc au jaune, au brun, au violet et enfin au noir. Il est légerement
soluble dans I'eau froide, facilement soluble dans I'eau chaude, I'éthanol, I'éther, le chloroforme
et le benzene. Sa réaction avec l'acide inorganique peut conduire a la formation de sels

hydrosolubles.
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> Propriétés chimiques

L’ortho-phénylenediamine a des propriétés chimiques actives, il peut avoir une réaction de
condensation avec des acides, des aldéhydes, des cétones et d'autres composés, géneralement
des composés hétérocycliques ; il peut également avoir une réaction d'oxydation, de
condensation, de substitution et de diazotation.
L’o-phénylénediamine est principalement utilisé dans la fabrication de pesticides fongicides
(carbendazime, bénomyl, thiophanate-méthyl, thiabendazole), colorants réducteurs, colorants
cationiques (polymere stabilisateur (2-mercaptobenzimidazole), composés hétérocycliques
(benzimidazole et quinoxaline), matériaux photographiques, tensioactifs, antigel, anticorrosifs
au cuivre. C'est I'un des composants de la formulation des colorants capillaires et I'un des
réactifs organiques couramment utilisés en chimie analytique pour identifier les 1,2-diesters,

les acides carboxyliques et les aldéhydes.

1.1.2.2. La curcumine :
> Origine:

La curcumine (curcumin en anglais) (figure 1.4), est un composé polyphénolique d’origine
vegétale naturellement présent dans le curcuma [28].

IL est utilisé depuis des siecles dans les régimes alimentaires et les médecines traditionnelles
des cultures asiatiques et indiennes et demeure aujourd’hui une épice alimentaire populaire dans
le monde entier [29].

La curcumine a été isolée pour la premiére fois du curcuma en 1815 et la structure a été
délimitée en 1910 sous le nom de diferuloylméthane [30].

Plusieurs rapports montrent qu'il est non toxique pour les cellules normales et induit une toxicité
sélective dans les cellules tumorales. En général, des doses allant de 0,2 a 8 g / jour de la

curcumine se sont révélées non toxiques pour I’homme.

Au fil des années, la curcumine a également trouvé son application en bioimagerie et en

développement de biocapteurs [31].

La curcumine est extraite des rhizomes du curcuma séchés et broyés et est généralement
considérée comme son compose le plus actif. Elle donne la couleur jaune, avec les deux autres

curcuminoides du curcuma et du curry [32].

La curcumine a été utilisée traditionnellement pour de nombreuses maladies en raison

de son large spectre d'activités pharmacologiques. Il a été démontré que la curcumine présente
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des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes. Elle a également des
activités hépatoprotectrices et néphroprotectrices, protege contre l'infarctus du myocarde et elle

posséde des propriétés hypoglycémiantes et antirhumatismales [33,34].

Figure 1.4 : La curcumine.

» Structure de la curcumine :

La curcumine est une molécule poly phénolique, de formule brute C O, dénommée par la

21H20
nomenclature chimique comme un [1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) -1,6-heptadiene-
3,5-dione] ou de maniére plus concise diferuloylmethane (figurel.5).La plupart des préparations
de curcumine actuellement disponibles contiennent environ 777 de diferuloylméthane,18 de

dimethoxycurcumine et 5 bisdéméthoxycurcumine [30].

La curcumine existe sous la forme cétonique dans les milieux basiques et la forme énolique
dans un milieu acide et neutre qui est la forme cristalline la plus stable [35].

La curcumine peut potentiellement exercer un effet antioxydant a travers ses groupes
phenoliques et dicétoniques et peut donc agir comme piégeur de radicaux libres. Cependant, il
a été récemment démontré que les groupes hydroxyles phénoliques sont responsables du

pouvoir antioxydant de la curcumine [30].
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HO OH
‘ ‘
—
H3C0 7N R 0CH;3

0"‘H”0

forme cétone forme enol

Figure 1.5 : Structure de la curcumine

s Propriétés de la curcumine :

> Propriétés physico-chimiques :

A pH neutre et acide, la curcumine se comporte comme un donneur de proton et a pH

basique comme un donneur d’électron a 1’origine de ses propriétés antioxydantes [36].

La curcumine est insoluble dans 1’eau, de nature hydrophobe elle est soluble dans le méthanol,
I’acétone, 1’éthanol et les huiles. Elle est instable a pH basique, présente un poids moléculaire

de 368,37 g/mol et un point de fusion de 183°C [35].
1.1.2.3. Bromo-aniline :

La 4-bromo-aniline ou p-bromoanilineest un compose de formule brute
CeHeBrN(figurel.6). Il est synthétisé a partir d’'une molécule d’aniline substituée par un atome
de brome en position para, en faisant réagir l'aniline avec du brome en protégeant 1’amine de
ce dernier avec du chlorure d'acétyle. Il est utilisé généralement dans la synthese du bromamide

et dibromsalan (disanyl).

NH-

Br

Figure 1.6 : structure du p-bromoaniline
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1.1.2.4. Bases puriques :

Ce sont des dérivées de la purine, elles sont principalement 1’adénine et la guanine

contenues dans I’ADN ou I’ARN.

% Adénine

L'adénine est une base nucléique entrant dans la constitution des nucléotides, composants
de base (ou monomeres) des acides nucléiques. C’est une molécule de formule brute CsHsNs
(figurel.7), appartenant a la famille des purines, ¢’est une molécule hétérocyclique, car elle
possede en effet plusieurs atomes d’azotes associés en cycle avec des atomes de carbone.
Le point de fusion de I'adénine se situe entre 360 et 365 °C. Il s’agit d’un point de fusion
relativement élevé pour un composé organique.
L'adénine est un composé qui possede plusieurs utilités. Au cours de I'évolution, il semble que
I'adénine a été un composé apprécié par les organismes vivants de par son efficacité. 1l s'avere
donc qu'au cours de la diversification de I'immense quantité de réactions chimiques se déroulant

dans les organismes vivants, I'adénine s'est retrouvée a jouer plusieurs réles clés.

NH

7 6

\\N1

V4 4‘ )2

3

Figure 1.7 : structure de 1’adénine
s Guanine
La guanine est une molécule hétérocyclique (cycle composé de carbone et de I’azote), de
formule brute CsHsNsO (figure 1.8), C’est une base azotée de la famille des purines (un cycle
pyrimidine fusionné a un cycle imidazole).
La guanine participe a la formation de la guanosine (ou la guanine est associée a un ribose) qui

entre notamment dans la composition des acides nucléiques ADN et ARN. La guanine s‘apparie
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avec la cytosine dans I'ADN comme dans I'ARN et existe sous six formes tautomeres dont
quatre stéréoisomeres et deux tautomeres avec un groupe fonctionnel différent.

La guanine s'oxyde plus facilement que I'adénine, son point de fusion élevé (plus de 350 °C)
refléte les ponts hydrogéne entre les groupes oxo et amino entre les molécules. A cause de ces
liaisons intermoléculaires, la guanine est relativement insoluble dans I'eau, mais soluble dans

les acides dilués et les bases.

NH>

Figure 1.8 : structure de la guanine

I.2.Apercu théorique sur les complexes metalliques :

Un complexe ou composé de coordination est un édifice polyatomique constitué d’un cation
métallique central entouré d’ions ou de molécules appelés ligands ou d’agents complexant
associés a ’atome central par des liaisons de type datives. Certains complexes sont constitués
de plusieurs atomes centraux : on les appelle complexes polynucléaires, Le nombre de ligands
fixés a I'atome métallique central (indice de coordination, valence coordinative ou coordinence)
est un nombre entier qui fixe la géométrie du complexe ; il vaut le plus souvent 4 (geométrie
plan carré ou tétraédrique) ou 6 (géométrie octaédrique). Suivant la nature et la charge de
chacun des composants du complexe, celui-ci peut étre neutre, chargé positivement ou
négativement. Le plus souvent, le métal est chargé positivement (oxydé). Les ligands qui
peuvent étre soit des ions, des atomes ou des molécules sont soit neutres, soit chargés

négativement (ou positivement) [37].
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1.2.1. Type de complexes :

La classification des complexes se base sur le nombre d’ions (ou d’atomes) centraux

qu’ils comportent. Donc on peut distinguer :

e Complexes monométallique (mononucléaire) : 1l s’agit des complexes contenant un seul

ion métallique central.

e Complexes polymétallique (polynucléaire) : Ces complexes comportent deux ou plusieurs
ions métalliques, on les désigne par les termes bimétalliques (bi nucléaires), tri métalliques (tri

nucléaires) ...etc.
1.2.2. Les complexes de cuivre et nickel :

> Complexes de cuivre :

Les complexes de cuivre sont toujours présents en médecine, en biologie, en pharmacie, et
en chimie et toutes ses disciplines. Le cuivre (I1) adopte une géométrie de coordination plan
carré, parfois trigonal avec deux ligands axiaux faiblement liés (octaédrique). La stabilité
relative des complexes de cuivre (1) en solution dépend tres fortement des ligands présents et
peut varier considérablement suivant le solvant. Les complexes de Cu(ll) possedent une large
gamme d'activité biologique et sont parmi les agents antiviraux les plus efficaces, antitumoraux

et agents anti-inflammatoires [38].

» Complexes de nickel :

Les complexes de nickel sont caractérisés par la différence de couleur qui change avec la
géomeétrie de coordination.
-La plupart des complexes du nickel (1) octaédriques sont verts ou bleus pales
-La plupart des complexes du nickel (I1) tétraédriques sont bleus ou verts intenses alors que les
composés plans-carrés sont souvent rouges ou oranges. Il est clair que I'environnement
stéréochimique d'un ion métallique est un facteur important dans la détermination de son spectre
[39].
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1.3. Techniques de synthéses des complexes :

1.3.1. Introduction
Ce chapitre décrit les montages expérimentaux utilisés ainsi que les différentes

méthodes d’analyses permettant la caractérisation des composés obtenus.

1.3.2. Chauffage a reflux

Les complexes du Cu(ll) et du Ni(ll) ont été synthétisés selon la méthode suivante :
Le mélange réactionnel a lieu dans un ballon & fond rond surmonté par un réfrigérant avec

Circulation d’eau. La réaction s’effectue avec une agitation magnétique et un chauffage a

Reflux (figure 11.1).

Sortie d'eau

Réfrigérant

Entrée d'eau .:P
|

M¢lange réactionnel ot ! Ballon

Potence

Aoi > onéti e

A]:m;‘lfw: magnétique Barreau
‘hau - 1 . »
A aimanté

Figure I1.1 : Dispositif expérimental de synthése des complexes du Cu (I1) et Ni (1)

1.3.3. Filtration

La filtration (figure 11.2) est une méthode de séparation permettant de séparer les
constituants d'un mélange qui posséde une phase liquide et une phase solide. Tous les précipités

obtenus sont filtrés a travers un filtre en verre fritté de porosités 3 ou 4.

Le filtre est maintenu par une bague en caoutchouc placée dans le col d’un erlenmeyer destiné

a I’aspiration.
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— support

melange a filtrer
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Figure I1.2 : dispositif expérimentale de filtration des complexes

I.4. Techniques expérimentales :

Les différentes Techniques de caractérisation ont été utilis pour déterminer les formules
chimiques et identifier les complexes synthétisés.
1.4.1. Analyse conductimeétrique :

La conductivité electrique caractérise l'aptitude d'un matériau ou d'une solution a laisser
les charges électriques se déplacer librement, donc permettre le passage d'un courant électrique.
La conductivité molaire des especes solides dans des solvants a température ambiante évaluée

par conductimétrie, permet de déterminer la nature des complexes, ioniques ou neutres.

Les mesures de conductimétries ont été effectuées a I’aide d’un conductimétre de type Consort
C3030 a T = 25°C. La concentration des complexes dissous dans le DMSO relevé est égale a
10°M. Le passage de la conductivité spécifique o (valeur affichée sur le conductimétre)
exprimée en pS.cm™ a la conductivité molaire Am, exprimée en Q@ cm? mol™est donnée par la

formule suivante :

Am = 6/Cm
Awm : conductivité equivalente molaire.

¢ : conductivité spécifique mesure affichée sur le conductimeétre.
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Cw : représente la concentration molaire exprimée en mole par cm®,

Lorsque Cm = 10 mol.I%, la relation précédente devient alors :

Am = 6/10

Les mesures conductimétriques nous renseignent sur la nature électrolytique des complexes.
1.4.2. Point de fusion :

Le point de fusion d'un corps représente la température a une pression donnée, a laquelle
un élément pur ou un composé chimique passe de I'état solide a I'état liquide. Il peut nous
renseigner sur la stabilité des complexes synthétisés.

Les points de fusion des complexes étudiés ont été déterminé en utilisant des tubes capillaires
a I’aide d’un appareil digital melting point SMP30.

1.4.3. Méthodes spectroscopiques
1.4.3.1. Infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge est une technique de caractérisation, utilisée pour
déterminer les types de liaisons présentes dans une molécule, et les structures de certaines
molécules simples. Elle permet d’obtenir des informations et la confirmation de présence des

groupements fonctionnels des ligands dans les complexes.

Cette technique d’analyse structurale fonctionnelle est basée sur I’analyse vibrationnelle des
liaisons. Elle fournit des informations sur les liaisons chimiques vibrantes a des fréquences
caractéristiques, lorsqu'elles sont exposées au rayonnement infrarouge ; elles absorbent le
rayonnement a des fréquences qui correspondent a leurs modes de vibration (figurell.3). La
mesure de l'absorption du rayonnement en fonction de la fréquence produit un spectre qui peut
étre utilisé pour identifier les composes [40].

Les spectres IRTF des complexes ont été réalisés a I’aide d’un spectrophotomeétre IR Affinity-
1S fourier transform Infrared spectrophotometer modéle SHIMADZU dans un domaine de
nombre d’onde allant de 400 a 4000 cm-1.
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Figure 11.3 : Dispositif de I’infrarouge
1.4.3.2. Spectroscopie d’absorption électronique (UV-vis)

La spectroscopie d’absorption électronique nous renseigne sur le mode de coordination de 1’ion
central avec les ligands. Cette méthode est fondée sur le phénomene d’absorption d’énergie
lumineuse par substance (figure 11.4). Lorsque cette derniére absorbe une partie d’énergie de la
radiation électromagnétique, cette absorption est automatiquement accompagnée d’une
transition électronique d’un niveau fondamental a un niveau d’énergie supérieur [41].

Les analyses sont effectuées dans I’UV/Visible de type Thermo Scientific Evaluation

220 UV/Visible spectrophotométre. Les longueurs d’onde maximales sont obtenues
directement par un balayage entre 400 et 800 nm pour le visible et entre 200 et 400 pour
ultraviolets. Des cuves en quartz de 1cm de trajet optique sont utilisées.

La spectroscopie UV-Visible permet également de déterminer quantitativement la
concentration d’espéces absorbantes dans ce domaine spectral (via la loi de Beer-Lambert).

La loi de Beer-Lambert permet de relier absorbance et concentration :
A=¢.1.C=log (Io) / (I)
A : est ’absorbance (sans unit¢).
€ : est le coefficient d’absorption molaire en L.molt.cm™.

L : longueur de la cuve, en général 1 cm.

C : concentration en mol/L.
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Figure 11.4 : Principe d’UV-Visible

1.4.4. Microscope électronique a balayage (MEB) :

Le fonctionnement du MEB est basé sur I’émission d’électrons produits par une cathode
et la détection de signaux provenant de 1’interaction entre ces électrons et un échantillon.
L’envoi d’un faisceau d’électrons incidents d’énergie Eg sur la surface d’un échantillon entraine
la formation de différentes particules.

Les trois principaux signaux utilisés en microscopie électronique a balayage sont les électrons
secondaires, les électrons rétrodiffusés et les rayons X :

1. Les ¢lectrons secondaires de faible énergie cinétique permettent d’obtenir des
renseignements sur la topographie de I’échantillon.

2. Les electrons rétrodiffusés permettent d’obtenir une image par contraste de numéro atomique.
3. Les rayons X permettent d’obtenir des renseignements sur la nature chimique des éléments
constituant 1’échantillon. La technique relative a la détection des rayons X est appelée
spectroscopie a dispersion d’énergie (EDS en anglais). Cette méthode permet d’obtenir une

analyse élémentaire semi-quantitative de 1’échantillon étudié.
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Chapitre 11 : Synthese et propriétés des complexes

I1.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous présentons la méthode de préparation des complexes de cuivre (1)
et de nickel (I1) avec I’ortho-phényléndiamine comme ligand primaire et le bromo-aniline,
curcumine et les bases puriques (I’adénine et la guanine) comme ligands secondaires. 11.2.1.
11.2. Synthese et préparation des complexes

La figure 111.1 : montre la structure de tous ligands utilisés dans la synthése de ces complexes.

(|2H3 0 OH cI:H, NH,
O\QA/L//V\ 0
HO OH
Br
Curcumine (cur)(forme énol) Bromo-aniline (Br-anil)
6
N,
] | o
NN /
/ ‘ ) NH
N/ HN / NH NH
N ‘ )
H ) =
Adenmne (Ade) Guanie (Gua) "2

Ortho-phénylénediamine (OPD)

Figure 111 .1 : Structures des ligands utilisés dans ce travail

11.2.1. Synthese des complexes du cuivre
e Complexe [Cu(OPD)(Br-ani)]

On a dissous (5 mmol) de nitrate de cuivre tri hydraté dans (10 ml) d’eau distillée puis on a

rajouté une solution d’OPD (5 mmol) dissous dans un mélange eau /éthanol (5mi/5ml). La

18



Chapitre 11 : Synthese et propriétés des complexes

solution obtenue est placée sous agitation et chauffage a reflux. Aprés 15 min une solution de
4-bromoaniline (10 mmol) dissous dans un mélange eau /éthanol (5ml/5ml) a été ajoutée a la
solution precédente et le pH a été ajusté a 10 par une solution NaOH. Apres 4h on obtient un
précipité qui a été filtré, lavé successivement avec de 1’éthanol et I’acétone puis séché a 1’air

libre.

e Complexe [Cu(OPD)(Cur)]

On a dissous (5 mmol) de nitrate de cuivre tri hydraté dans (5 ml) d’eau distillée puis
on a rajouté une solution d’OPD (5 mmol) dissous dans un mélange d’eau distillée/éthanol
(5ml/5ml) .l1a solution résultante est placée sous agitation et chauffage a reflux. Aprés 25 min
une solution de curcumine (5 mmol) dissous dans (30ml) d’éthanol a été ajoutée a la solution
précedente. Le mélange réactionnel a été chauffé a nouveau a reflux. Aprés 3h on obtient un
précipité de couleur marron chocolat qui a été filtré, lavé successivement avec de 1’éthanol et
I’acétone puis séché a I’air libre.

e Complexe [Cu(OPD)(Ade)]

On a dissous (5 mmol) de nitrate de cuivre tri hydraté dans (5 ml) d’eau distillée puis on a
rajouté une solution d’adénine (5 mmol) dissous dans (10ml) de 1’éthanol plus quelque goute
de NH4OH (2M). Le mélange résultant est placé sous agitation et chauffage a reflux. Apres 20
min Une solution d’OPD (5 mmol) dissous dans un mélange d’eau distillée/éthanol (5mli/5ml)
et a été ajoutée a la solution précédente. Le mélange réactionnel a été maintenu sous agitation
et chauffage a reflux. Aprés 5h on obtient un précipité de couleur noir pétrole qui a été filtré,

lavé successivement avec de 1’éthanol et 1’acétone puis séché a I’air libre.

e Complexe [Cu(OPD)(Gua)]

Le complexe a été préparé en mélangeant (5 mmol) de nitrate de cuivre tri hydraté dissous
dans (5 ml) d’eau distillée et une solution de guanine (5 mmol, 0.75 g) dissous dans (30ml)
d’éthanol avec quelques gouttes de NH4sOH (2M). Le mélange résultant est placé sous agitation
et chauffage a reflux. Aprés 30 min Une solution d’OPD (5 mmol) dissous dans un mélange
d’eau distillée/éthanol (5mlI/5ml) a été ajoutée a la solution précédente. Le mélange réactionnel
a été chauffé a nouveau a reflux. Aprés 3h30min on obtient un précipité de couleur noir qui a

été filtre, lavé successivement avec de 1’éthanol et 1’acétone puis séche a I’air.
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11.2.2. Synthese des complexes du Nickel :
e Complexe [Ni(OPD)(Br-ani)2]2Br

Dans un ballon de 250 ml on a dissous (5 mmol) de nitrate de nickel hexahydraté Ni
(NO3).6H20 dans (10ml) d’eau distillé et (10mmol) de 4-bromoaniline dissous dans un
mélange eau /éthanol (5ml/5ml). La solution obtenue est placée sous agitation magnétique et
chauffage a reflux. Par la suite nous avons rajouté une solution d’OPD (5mmol) dissous dans
un mélange eau /éthanol (5ml/sml) avec ajout de (10mmol) de NaBr. Le mélange réactionnel
est porté a reflux pendant quelques heures. Le précipité formé de couleur noir a été filtré et

laver avec de 1’éthanol ensuite 1’acétone et séché a 1’air libre.
o Complexe [Ni(OPD),(Cur)]

Ce complexe a été obtenu par addition de (3mmol) de nitrate de nickel hexahydraté Ni
(NO3).6H20 dissous dans (5ml) d’eau distillé avec et (6mmol) d’OPD dissous dans un mélange
d’eau distillé/éthanol (5ml/5ml). Le mélange a été mis sous agitation magnétique et chauffage
a reflux. Par la suite nous avons solubilisé (3mmol) de curcumine dans 30ml d’éthanol que nous
avons rajouté successivement a la solution précédente. Le PH a été ajusté a 10 par ajout de
quelques gouttes de NaOH (2M). Le mélange réactionnel est maintenu sous agitation
magnétique et chauffage a reflux durant 4h30min. Le précipité obtenu est de couleur rouge

brique a été filtré ensuite laver avec 1’éthanol et 1’acétone puis séché 1’air libre.

e Complexe [Ni(OPD)(Ade)]

On a dissous (5 mmol) de nitrate de nickel hexahydraté Ni(NOs3).6H2O dans (10ml) d’eau
distillé distillée puis on a rajouté une solution d’adénine (5 mmol) dissous dans (10ml) de
I’éthanol plus quelque goute de NH4OH (2M). Le mélange résultant est placé sous agitation et
chauffage a reflux. Aprés 20 min Une solution d’OPD (5 mmol) dissous dans un mélange eau
/éthanol (5ml/5ml) et a été ajoutée a la solution précédente. Le mélange réactionnel a été
maintenu sous agitation et chauffage a reflux. Aprés 3h30min on obtient un précipité de couleur

noir qui a eté filtre, lavé successivement avec de 1’éthanol et 1’acétone puis séché a ’air libre.
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e Complexe [Ni(OPD)(Gua)]
Le complexe a éeté préparé en mélangeant une solution (5 mmol) de nitrate de Nickel

hexahydraté Ni(NO3).6H20 dans (10ml) d’cau distillé distillée et une solution de guanine (5
mmol) dissous dans (30ml) d’éthanol avec quelques gouttes de NHsOH (2M). Le mélange

résultant est placé sous agitation et chauffage a reflux. Aprés 30 min Une solution de I’OPD (5
mmol) dissous dans (5 ml) d’éthanol et (5ml) de I’cau distillée a été ajoutée a la solution
précédente. Le mélange réactionnel a été chauffé a nouveau a reflux. Apres 4h45 min on obtient
un précipité de couleur noir qui a été filtré, lavé successivement avec de 1’éthanol et 1’acétone

puis séché a I’air.

11.2.3. Propriétés physico-chimiques des complexes :

Les complexes synthétisés a 1’état solide sont stables a 1’air et a température ambiante
et ne demandent pas des conditions particuliéeres de conservation. Ces complexes sont

insolubles dans I’eau, 1’éthanol et méthanol, mais soluble dans le DMSO et le DMF.

Les mesures de la conductivité sont réalisées dans le DMSO a 25 °C avec une concentration de

10M ont montré que sept sur huit de nos complexes sont non ioniques.
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Tableau Il .1 : Propriétés physico-chimiques des complexes

Complexes M (g/mol) | Couleur | R (%) | PF(-C) | Am (@CmZmol)
1| [Cu(OPD)(Br-Ani)] | 513746 | Noir | 52,21 | >350 20,5
2 | [Ni(OPD)(Br-Ani)]2Br | 670,701 | Noir | 64,61 | >350 50
Marron
3|  [cu(OPD)(Cur)] 538,066 | oron | 4392 | 210 3,64
4| [Ni(OPD)Cur)] 533,213 E‘?Uge 9287 | 297 9,30
rique
Noir
5|  [Cu(OPD)(Ade)] 304861 | O | 74 | >350 5.20
once
6 [Ni(OPD)(Ade)] 209,963 | Noir | 63 | >350 22,2
7| [cu(OPD)(Gua)] 320816 | Noir | 65 | >350 11.42
8|  [Ni(OPD)(Gua)] 315963 | Noir | 68 | >350 12,9
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Chapitre 111 : caractérisation des complexes

[11.1. Introduction
Les complexes prépares dans notre présent travail ont été isolés a 1’état solide. Leur

caractérisation a été faites par des études spectrales (spectres IR et spectres électroniques).
111.2.1 Etudes des spectres infrarouges des complexes :

La technique de la spectroscopie infrarouge permet de savoir s’il y’a complexation ou

non par comparaison du spectre IR du ligand avec celui du composé obtenu.

En effet, I’engagement d’une molécule comme ligand dans un complexe métallique

s’accompagne de modification de son spectre IR. Ces modifications sont représentées par :
-Déplacement de certaines bandes.
-Apparition de nouvelles bandes.
-Disparition de certaines bandes.
-Multiplication de certaines bandes.

Les données spectrales IR des ligands et de leurs complexes sont regroupées dans les tableaux
IV.1 et IV.2 respectivement. Les spectres typiques des complexes 1, 3et 7 qui sont représentés
dans les figures IV.1, IV.2 et IV.3.

Le spectre IR de I’orthophénylénediamine (OPD) et bromo-aniline (Br-Ani) montrent deux
bandes d’absorption a 3373 et 3185 cm™ pour I’OPD et 3473 et 3381 cm™ pour Br-Ani
assignées aux vibrations asymétriques et symétriques du groupement NH; respectivement.

La présence et le déplacement de ces deux bandes dans les spectres IR des complexes let 2
indique I’existence et la coordination de ces ligands avec le métal par 1’azote du groupement

NH [42,43].

De plus, le déplacement des autres bandes importantes qui caractérise ces deux ligands (V(C-

NH.), 8(C=C) arom) dans les spectres IR des complexes confirme la conclusion précédente [44].

Cette conclusion est renforcée par 1’apparition des nouvelles bandes dans la région 413-494

cm correspondant a la (M-N) [45,46].

Les spectres IR des complexes 3et 4 qui sont des complexes a base de curcumine (cur) montrent
une bande a 3500 cm™?, cette bande existe & la méme fréquence dans la cur libre, ce qui indique

que le groupement OH n’est pas impliqué dans la complexation [47].
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Cette conclusion est confirmée par la présence d’une bande intense a environ 1260 cm™ dans

les spectres IR des complexes de curcumine qui est attribuée au 3(C-O) phenol.

Par contre, toutes les autres bandes caractéristiques de la curcumine libre (v(C=0), 5(C-O) énol,
v(C=C) arom, v(C=C) aiipn SONt déplacées dans les spectres IR de leurs complexes ; cela veut
dire que la coordination de la curcumine avec le métal (Cu et Ni) est effectuée avec les oxygenes

des groupements carbonyle en forme énol [47].

Par ailleurs, toutes les bandes caractéristiques de I’OPD libre sont déplacées dans les spectres
IR de ces complexes. La coordination de la curcumine est confirmée par la présence des
nouvelles bandes dans la région 545-574 cm™ qui sont dus aux liaisons métal-oxygéne [50], et
la coordination du ligand principale par I’apparition des bandes dans la région 423-461 cm™ qui

sont dues aux fréguences de vibrations métal-azote.

Les complexes a base de I’adénine et la guanine (complexe 5, 6,7¢et 8) présentent une bande
trés large et intense dans la région 3106-3333 cm™ cette derniére est probablement due au
chevauchement de plusieurs bandes qui correspondent aux fréquences de vibration asymétrique

et symétrique du groupement NH: des ligands (Ade, Gua et OPD).

La fréquence de déformation o(NH2) de I’adénine et de la guanine libres observée a 1668 et a
1630 cm™ respectivement est décalée vers des nombres d’ondes plus faibles dans les complexes
de ces ligands.

De plus la bande & 1250 cm™ dans le spectre IR de ’adénine libre et a 1150 cm™ dans le spectre
IR de la guanine libre qui due a v(C-NH>) est décalée vers des nombres d’ondes plus faibles
1202 cm™dans les complexes de ’adénine et vers des nombres d’ondes plus élevés (1237et
1191 cm®) dans les complexes de la guanine.

Toutes ces indications montrent que 1’adénine et la guanine sont coordinés a I’ion métallique
avec le groupe NH> de ces ligands [48,49].

Le spectre IR de la guanine libre présente également une bande forte sous forme de deux pics
distincts a (1670 et 1695 cm™), cette bande est déplacée dans les spectres IR de leurs complexes
(7 et 8), ceci atteste que le deuxiéme site de coordination de la guanine avec 1’ion métallique
est ’oxygéné du groupe carbonyle.

Le spectre IR de I’adénine libre montre une bande a 1230 cm™ assignée & V' (Cs-Ny), cette
derniere est décalée dans les complexes de ce ligand ce qui indique probablement que le

deuxiéme site de coordination de 1’adénine est 1’azote (N7) du cycle imidazole.
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L’étude des spectres IR des complexes avec les bases puriques a donné de nouvelles bandes
dans la région 431-493 cm™ correspondant a V' (M-N) tandis que les bandes (564 et 556) cm™

dans les complexes a la base de la guanine sont dues a V' (M-0).
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Figure 111.1 : Spectre IR du complexe [Cu(OPD)(Br-Ani) 2]
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Figure 111.2 : Spectre IR du complexe [Cu(OPD)(Cur)]
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Figure 111.3 : Spectre IR du complexe [Cu(OPD)(Gua)]
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Tableau 111.1 : Donnés IR caractéristiques (cm™) des ligands
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Tableau 111.2 : Données IR caractéristiques (cm™) des complexes
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111.2.2. Etude des spectres d’absorption électronique des complexes

Les spectres électroniques sont généralement obtenus lorsqu’il y a des transitions
électroniques au sein des orbitales atomiques. Ces spectres sont caractérisés par la présence des
bandes dans le visible (400-800nm) et des bandes dans 1’ultra-violet [200-400nm].

Ce nombre de bandes et leurs positions dépendent :

- Dunombre de ligands autour de I’ion métallique.
- De la nature des ligands
- De la géométrie du complexe

Les bandes obtenues sont soit des bandes de type :

- dd
- Transfert de charge ligand-métal (TCLM)
- Intra-ligands (n—n *et t — w *)
Tous les spectres électroniques des ligands et les complexes ont été enregistrés dans le DMSO

et les résultats sont regroupés dans les tableaux 1V.3et 1V .4.

Les spectres typiques d’absorption électronique des complexes 1,4et 8 sont représentés sur les
figures IV.4, IV.5 et IV.6 respectivement.

Tous les spectres de transition électroniques des complexes montrent des bandes dans le
domaine d’ultra-violet entre [28248-38461 cm™] qui se trouve un peu déplacés par rapport a

celle des ligands libres, ceci confirme la complexation des ligands au métal [50,51].

Tous les complexes a I’exception de complexe de cuivre avec 1’adénine dans la région 450- 360
nm (2222-27777 cm™), cette bande est attribuée a une transition de transfert de charge du ligand

vers le métal [52].

+ Analyse des spectres d’absorption électroniques des complexes de nickel :

Les complexes [Ni(OPD)(Br-Ani)]et [Ni(OPD)(cur)] ont montré plusieurs bandes dans le
visible. La premiére bande a environ 790nm(12650cm™) correspond a la transition A, _
3T4(F), la deuxiéme bande est située dans le domaine 554-643 nm (18050-15552 cm™) qui est
attribué a la transition 3Ay; — 3T14(F) et la troisiéme bande autour de 512-611 nm(19531-

19569cm™) correspond & la transition
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3Azg — 3T1g(P), ces transitions sont caractéristiques des complexes de Ni(ll) dans un champ
octaédrique [53,54].

Les deux autres complexes de Ni(ll) (complexe 6et 8) présentent deux bandes une a 576
nm(17361 et 15898cm)respectivement pour les complexes 6et 8 qui correspond a la transition

1/\@'—*1/¥m

Et l’autre bande a 758 nm (13192 cm™) et 790 nm (12658 cm™) respectivement qui peut étre
assignée a la transition 1Ay — 'Big. Ces transitions sont en accord avec une géométrie plan-
carré autour de 1’ion Ni(II) [55, 56].

+ Analyse des spectres d’absorption électroniques des complexes de cuivre :

Le spectre visible du complexe [Cu(OPD)(Br-Ani).] présente une bande unique a 661nm
(19569 cm™Y, cette derniére est attribuée a la transition 2E, _, 2Toq et se conforme & une géométrie
octaédrique [57,58].

Par contre les spectres du visible des complexes [Cu(OPD)(Ade)]let [Cu(OPD)(Gua)]
(complexe 5et7) présentent aussi une bande unique a 430nm, cette bande est pour complexe du

Cu(ll) dont la géometrie est celle d’un plan-carré [59,60].

Par ailleurs, le complexe de cuivre a la base de la curcumine (complexe) montre deux bandes a

558 nm (17921 cm™) et 513 nm (19493 cm™) qui sont assignées aux transitions 2B1g—2Byg et

2B14—2E,q caractérisant une géométrie plan-carré autour de 1’ion Cu(I1)[58] .
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Figure I11.4 : Spectre UV-visible du complexe [Cu(OPD)(Ani-Br)z]
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Tableau. 111.3: Donnés des spectres d’absorption électroniques des ligands

Composé £(nm) v (cm?) e (Imoltcm™) | Transitions
électroniques
Bromo-aniline 267 37453 3040 T—m*
306 32679 2500 T—ox*
Curcumine 267 37453 610 T—om*
434 23041 2160 n—om *
Adénine 286 34965 2800 T—omn*
Guanine 300 33333 3450 T—m*
375 26667 200 n—m *
Ortho-phénylénediamine 269 37175 2120 T—omx*
305 32787 3410 T—m*
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Tableau. 111.4: Donnés des spectres d’absorption ¢électroniques des complexes

Complexes M(nm) v(cm™) g(I molt cm™) é?;ar;rr]glrfilgﬂ:s

272 36764 133000 I
Complexe 1 450 22222 76000 transfert de charge

661 15128 41000 d—d

265 37735 161000 T—m*

307 32575 90000 T—m*

406 24630 52000 transfert de charge
Complexe 2 512 19531 25000 d—d

557 17953 24000 d—d

643 15552 27000 d—d

790 12658 135000 d—d

268 37313 94000 T—m*
Complexe 3 431 23201 332000 transfert de charge

513 19493 2000 d—d

558 17921 1000 d—d

261 38314 69000 T—m*

325 30769 65000 T—om*

354 28248 66000 n—m *
Complexe 4 422 23696 125000 transfert de charge

611 19569 21000 d—d

554 18050 12000 d—d

791 12642 13000 d—d

268 37313 258000 T—m*
Complexe 5 289 34602 20600 Tom*

436 22935 73000 d—d

266 37593 69000 T—m*
Complexe 6 432 23148 380 transfert de charge

576 17361 1040 d—d

758 13192 71 d—d

271 36900 186000 T—m*
Complexe 7 360 27777 61000 T—m*

429 23310 55000 d—d

269 37174 51000 T—m*

244 29069 14000 T—m*
Complexe 8 433 23094 9000 T—m*

629 15898 10000 d—d

790 12658 73000 d—d
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111.3. Analyse par microscopie électronique a balayage électronique

Voici la morphologie de nos complexes synthétises obtenus par le MEB de type Philips

ESEM XL 30 a filament de tungstene couplé a un systeme complet de la microanalyse X.

AccY  SpotMagn  Det. WD —" 20m ; . : J ]______| 2
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_ 200KV 40 1000x GSEQ) 0.7 Tor ESEM UMMTO

Figure 111.7: micrographie du complexe Figure 111.8: micrographie du complexe
[Cu(OPD)(Br-Ani)] [Ni(OPD)(Br-Ani).]2Br
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Figure 111.9 : micrographie du complexe Figure 111.10 : micrographie du complexe
[Cu(OPD)(Cun)] [Ni(OPD)2(Cur)]
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Figure 111.11 : micrographie du complexe
[Cu(OPD)(Ade)]
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Figure 111.13 : micrographie du complexe
[Cu(OPD)(Gua)]
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Figure 111.12 : micrographie du complexe
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Figure 111.14 : micrographie du
complexes [Ni(OPD)(Gua)]
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IV.1. Activité antioxydante

1VV.1.1. Introduction

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le 3-Caroténe (provitamine), 1’acide ascorbique (vitamine

C), le tocopherol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, 1’activité antioxydante par
piégeage de radicaux différents compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la
nature diversifiée des antioxydants, avec des composants a la fois hydrophile et hydrophobe, il
n’y a pas une méthode universelle par laquelle I’activité antioxydante peut €tre mesurée

quantitativement d’une fagon bien précise [61].
IVV.1.2. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des molécules naturelles ou synthétiques qui agissent contre
I’oxydation causée par les radicaux libres, ils possédent un pouvoir réducteur par leurs capacités
a transmettre leurs électrons a un oxydant afin de le rendre plus stable et donc moins réactif.
Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont produits par
I’organisme, ce sont les antioxydants endogeénes, ou proviennent de I’alimentation ou de la
médication, et sont donc exogeénes.

Ces derniers sont nécessaires a des mécanismes vitaux mais, ils deviennent nocifs quand ils
sont en exces et induisent certains dommages au niveau de la structure des organes en entrainant
un stress oxydant qui contribue a la création de diverses maladies telles que les maladies
cardiovasculaires, les cancers...etc. Des systemes de défense permettent de prévenir la

formation radicalaire ou de limiter les lésions d'oxydation résultantes [62].
IVV.1.3. Radicaux libres

Les radicaux libres sont impliqués, en tant que médiateurs, dans la progression de
nombreuses maladies chroniques et dans le vieillissement des cellules en général. Les radicaux
sont des espéces réactives vis-a-vis des constituants organiques et des structures cellulaires.
Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) qui possede un électron
célibataire ¢’est-a-dire non apparié. Cette caractéristique le rend instable et lui procure une
grande réactivité vis-a-vis des molécules environnantes. Un radical libre se stabilise au

détriment de la molécule voisine qui devient a son tour un radical libre et ainsi de suite. Le
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phénomeéne se propage par des réactions en chaine. Les radicaux libres sont produits dans
I'organisme au cours du métabolisme normal, mais plus encore en cas d'exposition a diverses
agressions de Il'environnement (agents infectieux, pollution, UV, fumée de cigarettes,

rayonnement) [63].

IV.1.4. I’étude de I’activité antioxydante
L’¢évaluation du pouvoir antioxydant a été réalisée en utilisant la méthode de réduction

de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

> Le radical stable DPPH
Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable Il possede un
¢lectron non apparié sur un atome du pont d’azote (figureV.1), de couleur Violée absorbe dans
I’UV-visible a la longueur d’onde de 517 nm. Lorsqu’il est piégé par des substances
antioxydants, la forme réduite confére a la solution une coloration jaune pale.
Le virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration de la couleur de la forme libre

en solution dépend de la nature, la concentration et la puissance de la substance antiradicalaire.

N—N NO»>

Figure.V.1 : Structure chimique du radical libre DPPH
La réduction du DPPH" est effectué par une molécule antioxydante selon la réaction suivante :

A-H + DPPH'— A’+ DPPH-H

Cette réaction a lieu a température ambiante en milieu éthanolique, qui permet une bonne
solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test est tres utilisé, car il est rapide, facile est

non couteux (figure V.2).
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=, =

Figure V.2 : Réduction du radical DPPH

¢ Mode opératoire de I’activité antioxydante

L’activité du balayage du radical DPPH a ét¢ mesurée selon le protocole décrit par Wang
et coll. Une solution de DPPH a été préparée par solubilisation de 2 mg de DPPH dans 100 ml
d'éthanol. La solution a été ensuite placée a 1’obscurité pendant 1h.
Dans des tubes en verre, on prépare une série de dilutions de complexes avec une concentration
de la solution mére de (50 mmol/l) afin d’obtenir les concentrations suivantes (25 ; 12.5; 6.25;
3.25; 1.62 mmol/l), ces solutions sont préparées dans le DMSO. Aprés on introduit 2 ml de la
solution DPPH. Apres agitation, les tubes sont placés dans 1’obscurité a une température
ambiante pendant 30min. Concernant le contréle négatif, il contient seulement 2 ml de la
solution DPPH et 40 ul DMSO qui est placée dans 1’obscurité pendant 30min.
La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a 517 nm a I’aide d”un spectrophotomeétre

UV/Vis. L’activité antioxydante est calculée selon 1’équation suivante :
% d’activité Inhibition antioxydante = [(Ao — A)/Ao] x 100

Ao : absorbance de contréle négatif (DPPH + éthanol)

A : absorbance de 1’échantillon
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IV.1.5. Résultats et discussions

IC50mg/ml

Em KN
2 3 6
Complexes

Figure V.3 : Activité antioxydante des complexes en utilisant le dosage DPPH
(ICso=mg / ml)
L’évaluation du pouvoir antioxydant des complexes a été réalisée en utilisant la méthode de

réduction de 2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl (DPPH).

Les valeurs de 1Cso (concentration d’échantillon nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme
réduite du radical DPPH) sont déterminées a partir de la courbe [%inhibition =f

(concentrations)].
A noter que le pouvoir antioxydant d’un composé est d’autant plus élevé que son ICs est petit.

Trois complexes de nickel est un seul complexe de cuivre ont montré une activité antioxydante
comparée a celle de controle positive 1’acide ascorbique (AA) avec des valeurs de ICso variant
entre 1,25-41,5 mg/ml (figure V.3), tandis que 1’acide ascorbique (témoin positif) présentait

une valeur de 0.13 mg/ml [64].

L’activité du complexe de cuivre [Cu(OPD)(cur)] est probablement due a la présence des
groupes OH de la curcumine non déprotonées lors de la complexation qui peut facilement

libérer un hydrogéne pour réduire le DPPH.

La bonne activité des complexes 2,6 et 8 qui sont des complexes de nickel a la base de bromo-

aniline, I’adénine et la guanine respectivement peut étre expliquée soit par libération des protons
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(H) ou probablement par faible potentiel d’oxydation de 1’ion métallique de ces complexes qui

peuvent facilement libérer un électron pour réduire le DPPH.

IVV.2. Activité antibactérienne

IVV.2.1. Introduction

La lutte contre les bactéries constitue une nécessité pour protéger 1’état de santé de
I’humanité. Mais la mutation (développement) génétique des bactéries 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.

Un nombre important de complexes de métaux de transitions ont été synthétisés, et 1’objectif
principal de cette préparation est d’avoir des complexes actifs contre les microorganismes mais
qui entrainent un minimum de toxicité ainsi d’effets secondaires [65].

IVV.2.2. Les micro-organismes

Les micro-organismes (germes ou microbes) sont des organismes vivants
microscopiques, invisible a 1’ceil nu. Ils sont présents dans ’air, dans 1’eau ainsi que sur tous
les objets qui nous entourent [66].

> Bactéries :

Une bactérie est un micro-organisme unicellulaire (procaryote) de petite taille et d’une
morphologie variable qui présente des caractéristiques propres. La taille d’une bactérie varie
entre 1 a 10 um. Le poids d’une bactérie est d’environ 10-12 mg. Elle contient 70% d’eau.
Rapporté au poids sec, une bactérie est constituée de protéines (55%), de lipides (10%), de
lipopolysaccharides (3%), de peptidoglycane (3%), de ribosomes (40%), d’ARN (20%) et
d’ADN (3%), comme le montre la (figure V.4) [67].

Paroi cellulaire
Flagelle

Capsule
Nucleoide

Membrane plasmique

Figure V.4: Morphologie bactérienne
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> La classification des bactéries

La classification repose sur une coloration (par C. GRAM en 1884) basée sur la plus ou
moins grande permeabilité de la paroi a un solvant. Il existe deux grandes classes de bactéries :
-les bactéries a Gram positif
- les bactéries & Gram négatif.

La différence réside essentiellement dans la structure de la paroi cellulaire [68].
e Bactéries a Gram négatif

Elles représentent plus de 66 % des bactéries répertoriées dans la classification de Bergey.
Elles possédent une paroi qui donne a la cellule sa forme. Cette paroi est formée d’une couche
trés fine de peptidoglycane comprise entre la membrane externe et la membrane cytoplasmique.
(Voir FigureV.5)

Lipopolysaccharnde

Phospholipide ’ Protams
|

- Membrane
externe

] Peptidoglycane

« g | Membrane
plasmique

Lipoproteine

FigureV.5 : Paroi bactéries a Gram négatif
e Les Bactéries a Gram Positif
Moins nombreuses que les GRAM négatif une structure s’organisant en trois couches :
une couche épaisse de peptidoglycanes composant la paroi cellulaire, I’espace périplasmique
et la membrane plasmique (FigureV.6). Elles sont trés variées sur le plan morphologique,

physiologique et écologique [69,70].

/ ]Peptidoglycane

Membrane
plasmique

Phospholipide
Proteine

FigureV.6 : Paroi bactéries a Gram positif.
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IVV.2.3. Micro-organismes utilisés
L’activité antibactérienne des complexes a été évaluée sur les souches bactériennes

suivantes obtenues auprées du laboratoire microbiologie de CHU Nadir Mohamed de Tizi-

Ouzou.

-Escherichia coli...................oooiiail, (ATCC 25922)
-Pseudomonas aeruginosa...................... (ATCC 27853)
-Staphylococcus aureus ................ceeeee. (ATCC 25923)

+ Escherichia-coli
C’est une bactérie intestinale a Gram négatif, appelée également colibacille. Elle
compose 80 % de la flore intestinale chez I’homme. La plupart des souches d’Escherichia coli
sont inoffensives, certaines sont pathogenes. La bactérie Escherichia coli est souvent
responsable d’intoxications alimentaires collectives, ainsi que d’infections urinaires.
C’est une bactérie en forme de batonnets, elle se réplique tres rapidement a 37 °C, toutes les
20 minutes, ce qui lui permet de multiplier facilement I’ADN ou de synthétiser des protéines.
+ Pseudomonas aeruginosa
C’est une bactérie a Gram négatif, connue sous le nom, de bacille pyocyanique, que I’on
trouve partout dans la nature, et en particulier dans les milieux humides et chauds. Cette bactérie
est peu agressive envers 1’homme, mais elle peut devenir pathogeéne (responsable d’une
maladie) dans certaines circonstances. Elle est tres résistante face aux traitements antibiotiques.
Les bacilles sont fins et trés mobiles grace a leur flagelle polaire.
+ Staphylococcus aureus
C’est une bactérie dorée a Gram positif, de type cocci c'est-a-dire spheriques, qui se trouvent
fréquemment chez les personnes en bonne santé, habituellement dans la muqueuse du nez.
C’est l'espéce la plus pathogéne du genre Staphylococcus. 11 est 1’un des principaux
responsables des infections nosocomiales, c'est-a-dire contractées en milieu hospitalier, ainsi

que des intoxications alimentaires.
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IVV.2.4. Protocole expérimentale

> Revivification des souches bactériennes par repiquage
La revivification des souches est une étape nécessaire avant leur utilisation car leur
activité biologique est nulle. Donc, elle a pour but 1’obtention d’une culture jeune, fraiche et
pure. Elle consiste a ensemencer en stérile la surface de la gélose nutritive préalablement coulée
et solidifiée dans les boites de Pétri quelques colonies des souches conservées a 4°C (milieu
gélose nutritif pour les bactéries).
e Protocole de repiquage
Dans des conditions steriles, Nous avons prélevé une colonie isolée et représentative de
chaque souche avec une pipette pasteur stérilisé a 1’aide d’un bec bunsen. Ensuite nous les
avons Etalé en stries sur de nouvelles boites de milieu de culture convenable pour chaque

souche bactérienne. Incubées a I’étuve a 37°C pendant 24heures.

s Milieux sélectif (nutritif)

Un milieu selectif est un milieu qui permet de sélectionner le type de bactéries qui
pourront pousser sur celui-ci, alors que tous les autres micro-organismes présents sont inhibés.
Un milieu de culture est rendu sélectif pour une espéce microbienne lorsque sont seules
satisfaites les exigences nutritives et les conditions de développement particulieres a cette

espece.

Les milieux utilisés pour sélectionner les trois bactéries utilisées dans notre étude sont :

e La gélose Chapman - Mannitol Salt Agar est un milieu sélectif pour l'isolement de
Staphylococcus aureus (voir FigureV.7).
e La gélose Hektoen est un milieu sélectif pour l'isolement de Escherichia coli et

Pseudomonas aeruginosa (voir FigureV.8).

43



Chapitre IV : Application biologique

FigureV.7 : Gélose chapman Figure V.8: Gélose hektoen
< Milieu de culture :

Les souches ont été cultivées a 37 °C dans un milieu Mueller-Hinton agar en boites de pétri
pendant 24 heures, afin d’obtenir des cellules jeunes et des colonies isolées.

» Préparation du milieu de culture :

La gélose Mueller-Hinton (MH) est un milieu solide standardisé recommandé pour 1’étude
de la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de diffusion. La gélose
est un milieu d’isolement. L’isolement est réalisé dans le but de contrdler la pureté d’une souche
bactérienne.

La composition de ce milieu (gélose Mueller-Hinton) en grammes par litre d’eau distillée est
de:

-Extrait de viande.......................... 39
-Hydrolysat acide de caséine............. 17549
SAGAT. 18¢
-Eau distillée............coooeiiiiiiinn, 1000 ml

Le PH de milieu est de 7.4.
Le milieu est stérilisé a 1’autoclave pendant 15 min a 120 °C.
» Préparation des suspensions bactériennes

Aprées incubation, on prépare les suspensions en prélevant a I’aide d’une pipette Pasteur
quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des souches a tester que 1’on dépose
dans un tube contenant 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 % de sel (NaCl).
Les suspensions bactériennes préparées, sont bien homogénéisées et standardisées, a I’aide d’un
spectrophotométre, a une absorbance entre 0.08 et 0.1 a la longueur d’onde de 620 nm. Cette

absorbance correspond & une concentration de 10° UFC/ml (unités formant colonie par
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millilitre). Nous avons, ensuite, réalisé une dilution au 1/10 afin d’obtenir des suspensions
standardisées a 10° UFC/ml.

> Preéparation des milieux de culture avec des suspensions bactériennes

Cette étape consiste a liquéfier le milieu de culture Mueller-Hilton dans un bain marie,
puis, on coule aseptiquement les milieux en surfusion dans des boites de Pétri a raison de 20mL
par boite. On laisse refroidir et solidifier sur la paillasse puis, on réalise L’ensemencement par
¢couvillonnage a 1’aide d’un écouvillon stérile trompé dans les suspensions bactériennes et
déchargé de I’exces sur les parois dus tubes.

Ensuite on commence 1’étalement sur la gélose en faisant des stries trés serrés sur la totalité de
la surface de la boite et en tournant a chaque fois de 60°.

> Deépot des complexes :

Une fois le milieu de culture qui contient les suspensions microbiennes est solidifiée, on
procede au dépdt des disques stériles de 6 nm dans les boites, puis on préleve aseptiquement a
I’aide d’une micropipette 20 puL de chaque solution des différents complexes, que 1’on dépose
sur les disques préalablement prépareés.

IV.2.5. Détermination de la sensibilité bactérienne aux antibiotiques
L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion décrite
précédemment.

La lecture est réalisée apreés 24 heures d’incubation a 37 °C. Les diameétres des zones
d’inhibition sont mesurés a 1’aide d’une régle et exprimés en millimétre (mm) (le diameétre du
puits de 6mm est inclus).

Selon Ponce et al [71], la sensibilité des différentes souches vis-a-vis des agents antimicrobiens
est classée comme suit :

Non sensible ou résistante, si : d <8 mm ;

Sensible si : 9 mm <d <14 mm ;

Tres sensible si: 15Smm<d <19 mm;

Extrémement sensible si : d > 20 mm
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1VV.2.6. Résultats et discussions

e Résultats du témoin négatif

Si les complexes doivent étre soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut
également étre critique car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. L’attention doit également étre prétée aux interactions possibles entre le solvant et
les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés pour causer la

dissociation, la déshydratation ou I’isomérisation de ces complexes. [72]

Pour cela, le DMSO a été testé comme solvant. Les résultats montrent qu’il est approprié et ne
présente aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes.

e Résultats des complexes

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur gélose réalisée a l'aide de cibles

bactériennes sont présentés sur la figure V.9.

FigureV.9 : Effet inhibiteur des complexes (6) et (7) sur la croissance de la bactérie testée
staphylococcus aureus

L’activité antibactérienne qui a été étudié sur trois types de bactéries (E-coli, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus) a révélé que la plupart des complexes n’ont pas une
activité, sauf le [Ni(OPD)(Ade)]et [Cu(OPD)(Gua)] qui sont actif contre le Staphylococcus

aureus) avec un diamétre de 12 et 13mm respectivement .
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Conclusion générale

Au cours de ce travail nous avons synthétisé et caractérisé des nouveaux complexes
mixtes de cuivre (1) et de nickel (II) ; avec I’ortho-phénylénediamine comme ligand principal
et bromo-aniline, curcumine et les bases puriques (adénine et guanine) comme ligands

secondaires.

Les complexes ont été préparés et caractérisés par conductimétrie, spectroscopie IR et
UV-visible.

Les complexes sont des poudres tres stables a 1’air libre et & température ambiante, ils
montrent des couleurs variées (noir, marron et rouge brique), leurs points de fusion sont élevés

(supérieurs a 350° C) pour la majorité des complexes.

Les mesures de la conductivité molaire indiquent que sept sur huit de nos complexes

sont non électrolytes.

Le mode de coordination des ligands avec les ions métalliques a été déterminé par
spectrométrie infrarouge, en comparant les spectres des complexes a ceux de ligands

correspondants.

L’étude des spectres infrarouge a montré que tous les ligands utilisés dans ce travail sont
coordinés au métal de manicre bidentate a I’exception du bromo-aniline qui est un ligand

monodenté, coordiné a I’ion central par ’atome d’azote de la fonction amine.

L’¢étude des spectres UV-Visible des différents complexes a montré qu’ils absorbent
tous dans le visible ce qui confirme généralement la présence du métal. Elle a permis aussi
d’observer les différentes transitions n—m*, n—mn*et transfert de charge (L-M). Ce qui permet
de confirmer la présence des ligands dans les complexes. Cette étude a montré aussi que les
complexes de nickel avec le bromo-aniline et la curcumine présentent une géometrie
octaedrique et ceux avec 1’adénine et la guanine présentent une géométrie plan-carré. Quant
aux complexes de cuivre, la plupart présentent une géométrie plan-carré a 1’exception du

complexe de [Cu(OPD)(Br-Ani)z] qui a une geométrie octaédrique.

L’activité antioxydante des complexes a été évaluee par un test DPPH. Cette derniere a
révelé que la moitié des complexes synthétisés ont une activité antioxydante comparée a celle
du controle positif acide ascorbique. Quant a 1’activité antibactérienne qui a été étudié sur trois

types de bactéries (E-coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus), elle a révélé que
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la plupart des complexes n’ont pas une activité, sauf le [Ni(OPD)(Adé)]et[Cu(OPD)(Gua)] qui

sont actif contre le Staphylococcus aureus).

D’autres analyses telles que la spectroscopie d’absorption atomique (SAA), analyse
thermogravimétrique (ATG), I’analyse élémentaire ainsi que I’étude de la toxicité des

complexes qui présentent une activité antioxydante pourraient compléter cette étude.
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Figure 2: Spectre IR du complexe[Ni(OPD)(Cur)]
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Figure 3: Spectre IR du complexe[Cu(OPD)(Ade)]
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Figure 4: Spectre IR du complexe[Ni(OPD)(Ade)]
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Figure 5: Spectre IR du complexe[Ni(OPD)(Gua)]
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Figure 6: Spectre IR de I’adénine



Transmetance(%)

Transmitance

90 H

80

70

60

50 +

40 -

30

FEOD 2000 ZEOD 2000 TE00 T000 500
longeur d'ondes(nm)

Figure 7 : Spectre IR de la Guanine
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Figure 8 : Spectre IR de la Curcumine
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Figure 9 : Spectre IR de Bromo-aniline
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Figure .10: Spectre IR de I’orthophénylénediamine
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Figure.11 : Spectre UV-vis du complexe [Ni (OPD) (Br-Ani) 2]2Br
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Figure.12 : Spectre UV-vis du complexe [Cu (OPD) (cur)]



SAbhsorbance

2.0 B
n
&
™
2.5 g
f
i
2.0
L]
2 1.5
L]
E o
3 3
b 1,0 !
a 8
0.5
0.0
Z00 ZED 200 ELH] 300 ZE0 E00
Longueur d'onde (nm)
Figure .13: Spectre UV-vis du complexe [Cu (OPD) (Ade)]
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Figure .14: Spectre UV-vis du complexe [Ni(OPD)(Ade)]
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Figure.15 : Spectre UV-vis du complexe [Cu(OPD)(Gua)]
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Figure.16 : Spectre UV-Visible de I’adénine
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Figure.17 : Spectre UV-Visible de la guanine
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Figure.18 : Spectre UV-Visible de la Curcumine
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Figure.19 : Spectre UV-Visible d’OPD
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Figure.20 : Spectre UV-Visible de Bromo-aniline



Résumé

De nouveaux complexes mixtes de cuivre (II) et de nickel (Il) avec I’ortho-
phénylénediamine comme ligand primaire et le bromo-aniline, la curcumine et les bases
purigques (adénine et guanine) comme ligands secondaires, ont été préparés et caractérises par
la spectroscopie UV-Vis et IR ainsi que par conductimétrie. Cette derniére a révélé qu’un seul
complexe est électrolyte.

Des études spectroscopiques ont montré que les complexes synthétisés ont des
géomeétries différentes (plan carré et octaédrique). Une étude de 1’activité antimicrobienne des
complexes a été effectué par la technique de diffusion agar en utilisant le DMSO comme solvant
contre différentes especes de bactéries pathogenes (E-coli, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus). Les résultats ont montré que la majorité des complexes n’ont pas une
activité a I’exception du complexe de nickel & base d’adénine et de cuivre a base de guanine.
L’évaluation du pouvoir antioxydant des complexes a été réalisee en utilisant la méthode de
réduction de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Les résultats ont montré que la moitié des
complexes ont une bonne activité antioxydante comparée a celle de contrble positif (I'acide
ascorbique).

Mots clés : complexes mixtes, I’ortho-phénylénediamine, analyse spectroscopique, activité
antimicrobienne, propriétés antioxydantes.

Abstract

New mixed complexes of copper (II) and nickel (1) with ortho-phenylenediamine as
primary ligand and bromo-aniline, curcumin and puric bases (adenine and guanine) as
secondary ligands, have been prepared and characterized by UV-Vis and IR spectroscopy as
well as conducto. The latter revealed that only one complex is electrolyte.

Spectroscopic studies have shown that synthesized complexes have different geometries
(square planar and octahedral). A study of the antimicrobial activity of complexes was carried
out by the agar diffusion technique using DMSO as a solvent against different species of
pathogenic bacteria (E-coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus).The results
showed that the majority of the complexes have no activity except for the nickel adenine and
copper guanine complex. The antioxidant potency of the complexes was assessed using the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) reduction method. The results showed that half of the
complexes have a good antioxidant activity compared to that of positive control (ascorbic acid).

Keywords: mixed complexes, ortho-phenylenediamin, spectroscopic analysis, antimicrobial
activity, antioxidant properties.



