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Résumeé

Les Bis (indolyl) méthanes sont des alcaloides largement présents dans les organismes
marins (éponges, moisissures...) et sont doués d’activités biologiques importantes :
insecticides, antioxydantes et antibactériennes. Sachant que la plupart des métaux de
transitions sont des oligoéléments essentiels pour la vie des organismes tels que Cu(Il),
Zn(II)... il nous a paru intéressant d'utiliser comme un ligand un bis(indolyl)méthane,

susceptible de se coordonner avec des cations métalliques.

Notre choix s’est porté sur un ligand, le bis(indolyl)méthane (BIM) contenant le motif
de la p-vanilline qui formera donc des complexes avec les cations métalliques Co(II), Ni(II) et

Cu(ID).

Le ligand BIM ainsi que ses complexes sont caractérisés par des différentes méthodes
spectroscopiques tels que : IRTF, RMN 'H, UV-Vis. L’analyse élémentaire, conductance

molaire ainsi que I’analyse thermique ont été également réalisées.

A partir des résultats obtenus, une structure géométrique octaédrique des complexes

est proposée.

Une étude antibactérienne a été réalisée sur le ligand BIM ainsi que ses complexes vis-
a-vis de quelques bactéries (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermdis et Bacillus subtilis). 1l ressort de cette étude que tous
les complexes présentent une activité antibactérienne plus élevé que le ligand BIM contre les

mémes bactéries.

L’évaluation de ’activité antioxydante par la méthode du piégeage de radical libre
DPPH et celle de CCM par réduction du radical DPPH du ligand BIM et les complexes
Co(1II), Ni (IT) et Cu(IT) ont montré que seul le ligand BIM présente une activité antioxydante.
De plus, le ligand BIM présente une bonne activité anti-radicalaire presque similaire par

rapport au contrdle positif 1’acide ascorbique.

Mots clés : Bis (Indolyl) Meéthane, Indole, p-Vanilline, Pouvoir anti-oxydant, Activité

antibactérienne.



Abstract

The Bis (indolyl) methanes alkaloids are widespread in marine organisms (sponges,
fungi ...) and are endowed with important biological activities: insecticides, antioxidant and
antibacterial. Knowing that most of the transition metals are essential trace elements for the
life of organisms such as Cu (II), Zn (II) ... it seemed interesting to use as a ligand bis

(indolyl) methane, likely to coordinate with metal cations.

Our choice fell on a ligand, bis (indolyl) methane (BIM) containing the pattern p-

vanillin thus form complexes with metal cations Co (II), Ni (II) and Cu (II).

BIM ligand and its complexes are characterized by different spectroscopic methods
such as FTIR, 1H NMR, UV-Vis. The elemental analysis, molar conductance and thermal

analysis were also performed.
From the results obtained, an octahedral complex geometric structure is proposed.

Antibacterial study was conducted on BIM and its ligand complex vis-a-vis some
bacteria (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis
and Staphylococcus epidermdis). It appears from this study that all complexes exhibit a higher

than BIM ligand against the same bacteria antibacterial activity.

Evaluation of antioxidant activity by the method of DPPH free radical scavenging and
the CCM by DPPH radical reduction of the ligand and complex BIM Co (II), Ni (II) and Cu
(IT) showed that only BIM ligand has antioxidant activity. In addition, the BIM ligand has

good almost similar anti-radical activity compared with the positive control ascorbic acid.

Keywords: Bis (indolyl) methane, indole, p-vanillin, antioxidant power, antibacterial activity.
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La chimie du vivant a longtemps été considérée comme essentiellement « organique »
et donc « bio-organique ». Mais depuis ces derniéres années, des études sur le monde vivant
ont montré I’importance du role des ions métalliques dans le processus cellulaire de
productions et de transformations des molécules naturelles. Il existe 13 métaux considérés

comme essentiels a la vie, Ca, K, Na, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, Co et Mo.

Les ions métalliques, particuliérement ceux des métaux de transition « 3d » montrent
une grande affinité pour des atomes, des molécules organiques ou des ions comportant des

doublets €lectroniques libres des hétéroatomes tels que N, O, X- (CI-, Br-, I-, etc...).

Ces molécules (ligands) qui contiennent habituellement O et N atomes donneurs ont
joué un réle important dans la chimie de coordination depuis la fin du 19 siecle. Les
complexes métalliques avec ces ligands sont de plus en plus importants. Ils sont largement

utilisés en médecine pour le traitement de plusieurs maladies (figure 1).

o)l\ X R
NH HC /T CH; N \
Cl\, 3 O O —N N — /N\
oM I \ | >CL\
3 Pyr/é R o 4 < 0
Cisplatine (anticancer) le) (6] l R
O X
Anticancer
Y Inhibiteur de la trombine

AINS
Figure 1 : Complexes métallo-organiques utilisés dans le traitement de certaines pathologies

En industrie, ils servent a la conception de matériaux ferromagnétiques, des réactifs
biochimiques [1-9]. Ils peuvent aussi avoir une vaste application dans le domaine des
traitements des eaux grice a leur capacité a se complexer avec les métaux de transition
notamment dans la récupération des métaux lourds provenant des effluents industriels ou des

déchets radioactifs nucléaires [10-13].

Les ligands laissent apparaitre de larges activités biologiques et sont d'un intérét
particulier en raison de leur différente fagon a se lier & des ions métalliques. Il est connu que
l'existence d'ions métalliques liés a des composés biologiquement actifs peut accroitre leurs

activités [14]. Les complexes de métaux de ces ligands montrent une grande diversité dans



leurs activités biologiques variées comme activités antifongiques [15-19], anti-HIV [20],

antivirale et anticancéreux [21] antimicrobienne [22-27] et antibactérien [28] agents.

Dans la littérature, beaucoup de travaux ont été effectués sur les complexes des
métaux de transition avec des acides aminés [29], I’éthylénediamine [30], des bases puriques,
pyrimidiques [31] et de bases de Schiff [32], comme ligand. Cependant, dans notre recherche
bibliographique, nous avons constaté que trés peu de travaux ont été consacrés sur la
synthése de complexes utilisant comme ligand le Bis(indolyl)méthanes. A notre connaissance
aucune étude n’a été réalisée sur le Bis(indolyl)méthane ayant comme motif la p-vanilline.
Les travaux consacrés par la littérature concernent essentiellement les Bis(indolyl)méthanes

comme détecteurs chimiques sélectifs vis-a-vis du cuivre [33].

Voila pourquoi, il nous a semblé intéressant de synthétiser un ligand a partir de 2-
Methylindole et de la p-vanilline selon une réaction de condensation. La vanilline est
un aldéhyde aromatique naturel qui se développe dans les gousses de vanille et le benjoin de
Siam, est utilisé comme épice et comme matiere premicre dans la fabrication du
LEVODOPA, un médicament destiné a traiter la maladie de Parkinson. Le ligand obtenu est
un bis(indolyl)méthane (BIM) qui formera des complexes avec des cations métalliques :
Cu(Il), Ni(II) et Co(II). Les méthodes spectroscopiques (UV-Vis, IR, RMN'H), I’analyse
élémentaire, la conductance molaire et ’analyse thermogravimétrique (ATG, DSC) ont été

utilisées dans le but de déterminer la structure du ligand et ses complexes.

Le Ligand BIM ainsi que tous ses complexes ont été testés pour leur activité
antibactérienne et antioxydante. L’objectif est de démontrer que les complexes synthétis€s

présentent une activité antibactérienne plus élevée que celle du ligand correspondant.
Notre travail est organisé en deux parties :

La premiére partie est consacrée a la synthése bibliographique visant a mieux

comprendre le sujet et composée de deux chapitres :

e Le premier chapitre donne un apercu bibliographique sur la caractérisation des
métaux de transition Cobalt(IT), Cuivre(I) et Nickel(II) avec quelques exemples de
complexes de métaux de transition des composés azotés les plus couramment

utilisés et qui sont les bases de Schiff.



e Le deuxiéme chapitre est consacré a un bref rappel sur les différentes voies de
synthése des Bis(indolyl)méthanes ainsi que sur leur utilisation en tant que capteur

chimique sélectif vis-a-vis des cations métalliques.

La deuxieme partie regroupe les résultats expérimentaux obtenus lors de la synthése du
ligand BIM et des complexes correspondants Co (II), Ni(II) et Cu(Il). Ces composés ont été
caractérisés par les méthodes spectroscopiques. Enfin une étude pharmacologique qui

concerne l'activité antimicrobienne et antioxydante a été aussi abordée.

Finalement, une conclusion générale viendra clore ce travail.



Partie
bibliographique



Chapitre I

Etude bibliographique sur les
métaux de transitions Co(11)
Cu(I1) et Ni(1I)



I. Introduction:

La chimie des complexes de métaux de transition a regu beaucoup d'attention ces
derniéres années en raison de leurs larges utilisations en tant que matériaux fonctionnels, dans
les mécanismes des réactions enzymatique et en chimie bio-inorganique [34]. Les métaux de
transition présentent différents états d'oxydation et peuvent interagir avec un certain nombre
de molécules chargées négativement. Cette activité de métaux de transition a commencé avec
le développement des médicaments a base de métal avec une application pharmacologique

prometteuse qui peut offrir des possibilités thérapeutiques uniques [35].

Les ions métalliques comme le cobalt, le cuivre et le nickel sont parmi les éléments
essentiels présents dans beaucoup d’espéces, en 1’occurrence les protéines. Cependant un
exceés de ces ions dans 1’organisme humain peut nuire gravement a la santé. Le cobalt, le
cuivre et le nickel sont capables de réagir avec des ligands mono-, bi- et poly-dentés pour
former des composés complexes avec diverses applications (environnemental, biologie et

médecine).

Certains métaux, qui possédent un caractére d’oxydo-réducteur, peuvent engendrer la
formation de radicaux et donc une augmentation du stress oxydant s’ils s’accumulent dans

I’organisme (surcharges métalliques).

La maladie de Wilson est une maladie génétique qui a pour conséquence une
surcharge hépatique en cuivre au degré d’oxydation +I. Les traitements actuels, qui utilisent

des chélateurs, ne sont pas assez efficaces et sont peu sélectifs du cation métallique cible [36].

Cette partie est tout d’abord consacrée aux syntheses des ligands bases de Schiff et des
acides aminés ainsi que les métaux de transition et leurs complexes obtenus a partir de ces

agents chélatants car beaucoup des travaux ont été effectuée sur ces ligands.



IL. Caractéristique des métaux de transition Cobalt(II), Cuivre(Il) et Nickel(II) :

Les métaux de transition présentent une sous-couche d'orbitale d incompléte occupée
par des électrons. Les cinq orbitales d se remplissent progressivement par acquisition de 1 a
10 électrons, selon la régle de Hund. C’est un principe empirique, lorsqu’une couche
d’orbitale est occupée par des électrons, la distribution s’effectue de maniere a ce que les
électrons occupent un nombre maximal d’orbitales de cette couche. Les composés stables des
métaux de transition obéissent a la régle de ’octet, le métal tend a accepter de la part des
ligands qui I’entourent le nombre d’électrons nécessaires pour compléter sa couche de valence
a un nombre optimal d’électrons de 18. Cependant, dans le cas d’une géométrie plan carré le

nombre optimal passe a 16 électrons : c’est le cas pour le Ni(IL), Pt(I) et le Pd(II).

Beaucoup d’étude ont montré que les ions Co (II), Cu(Il) et Ni(I) sont capables de
déprotoner I’atome d’azote de I’amide en formant une espece chélate stable [37]. De plus, ces
¢léments sont impliqués dans plusieurs processus biologiques. Les complexes de Co(Il),
Cu(II) et Ni(I) avec les ligands du dipeptide sont les plus étudiés parmi tous les complexes
des métaux de transition de la premiére série. Le cuivre (II) est impliqué dans le métabolisme
de dioxygéne (transport, stockage et activation) [38]. Il joue un rdle essentiel dans la
désactivation du super oxyde et dans la chaine respiratoire [39]. De plus, le cuivre (II) se
trouve a concentrations élevées dans le cerveau sous forme labile, il est généralement
complexé par les acides aminés ou les peptides [40]. Le nickel est essentiellement présent
dans quatre espéces différentes d’enzymes (urésae, hydrogénase, déhydrogénase et méthyl
coenzyme M réductase). Le cobalt est biologiquement essentiel, il est identifié comme un

constituant de nombreuses enzymes.
II.1. Généralités sur le cobalt(Il) :

Le cobalt est le premier métal de transition du groupe VIII-B, il posséde une
configuration électronique externe de 4s?3d’. Il partage avec les deux autres membres du
groupe VIII-B en l’occurrence le fer et le nickel, la caractéristique de pouvoir étre
ferromagnétique. Comme le fer, le cobalt est exclusivement présent sous deux Cétats

d’oxydation : Co(II) et Co(III).

Le cobalt est un élément présent naturellement dans I’environnement : I’eau, la terre et
les roches. Il présente certains bienfaits pour ’homme, cependant, & des concentrations trop

importantes il peut étre nocif.



I1.2. Généralités sur le cuivre(Il) :

Le cuivre est un €lément essentiel pour la plupart des formes de vie. Il existe dans les
plantes et les animaux et joue un rble important dans le métabolisme humain [41,42]. 11
constitue notamment le cofacteur des enzymes impliquées dans plusieurs processus tels que la
respiration (cytochrome oxydase) ou la suppression des espéces réactives de 1’oxygéne (super

oxyde dismutase) [43].

Le cuivre (Z=29) est un ¢élément de transition appartenant au méme groupe de tableau

périodique que I’or et I’argent. Il fait partie de la premiére série des métaux de transition.

Ces composés sont caractérisés par la présence de niveaux électroniques 3d incompiets. Ce

métal a quatre états d’oxydation : Cu(0), Cu(I), Cu(Il) et Cu(III) (plus rare).
En solution, le cuivre se trouve généralement a deux degrés d’oxydation : +1 et +2.

Le Cu(Il) est paramagnétique il a une configuration électronique (d”), a I’état coordiné
il adopte généralement une géométrie carré-plan. Cependant, on découvre de plus en plus des
complexes de Cu(ll) ayant une coordinence cing. Cette derniére correspond plus & une

pyramide a base carrée. Le Cu(Il) forme aussi des complexes octaédriques et tétraédriques.

Cependant, il a ét¢ démontré théoriquement que la géométrie octaédrique n’est pas la
plus stable pour le Cu(ll) et que la distorsion de cet octaédre conduit & un gain énergétique.
Cette distorsion se traduit par une levée de la dégénérescence, c’est I’effet Jahn-Teller : le
Cu(Il) a neuf électrons dans sa sous-couche d et la configuration électronique du complexe
qu’il forme est (t2g)° (eg)’. Si ’octaédre est régulier, les orbitales eg sont dégénérées. Pour
stabiliser le complexe 1’octa¢dre va se déformer avec une levée de dégénérescence entrainant
ainsi la formation d’une configuration plus stable. On observe, de ce fait, un allongement des
liaisons axial Cu-L et le gain énergétique AE est obtenu par abaissement de la symétrie (d’une

symétrie octaédrique vers une symétrie quadratique) [44].
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Figure 2 : Effet Jahn-Teller : évolution des positions en énergie des orbitales d [45]

La stabilité relative de cuivre (I) en solution dépend trés fortement des ligands présents et

peut varier considérablement suivant le solvant [46, 47].

I1.3. généralités sur le nickel :

L’étude de la chimie de coordination du nickel a suscité un intérét considérable ces
derniéres années [48]. Depuis, I’ion Ni(II) joue un rdle important dans les processus
biologique et géochimie. L’ion Ni(II) de configuration d® a tendance a former des complexes

de géométrie carré-plan et octaédrique d’une grande stabilité.



Dans la chimie de nickel, le Ni(II) est en état d’oxydation le plus important qu’il soit
dans une solution aqueuse ou non aqueuse. Le Ni(I[) forme des sels avec presque tous les
anions en solution aqueuse et en absence d’un ligand complexant fort, il existe sous forme
d’un ion vert [Ni(H20)6]** [49].

HI.  Les complexes de cobalt(Il), cuivre(Il) et nickel(II) :

La chimie de coordination moderne est fondée sur les travaux d’Alfred Werner, la
théorie de ce dernier se rapporte a la stéréochimie des complexes des métaux de transition.

Depuis, les complexes métalliques ont ét€¢ énormément étudiés [50].

Plusieurs travaux ont portés sur les complexes de Co(Il), Cu(Il) et Ni(Il) avec
différents ligands tels que : les bases de Schiff, les acides aminés, 1’éthylénediamine et les

bases azotés ect......
IIL.1. Exemples de complexes de Co(II), Cu(Il) et Ni(Il) avec les bases de Schiff :

Les ligands bases de Schiff peuvent étre classées selon leurs nombres de sites
chélatants, ¢’est pourquoi ces ligands sont susceptibles de se présenter sous une variété de

sites chélatants, communément appelés « dents » & savoir mono, bi, tri, tétra ou poly-dentés.

Les tétra-dentates sont les plus étudiés dans la littérature & cause de leur stabilité
accrue, induite par la sphére chélatante qui encage parfaitement 1’ion métallique. Cette forme
de complexe est observée dans celles des enzymes du cytochrome P450 présentes
principalement dans le foie ainsi que dans celle de ’hémoglobine du sang. Ce type de ligand a
été synthétisé pour la premiére fois en1931 par Pfeiffer et coll en vue de réaliser la synthése

des complexes de métaux de transitions selon le schéma suivant [51]:

H /\ H H /\ H
=N N= =N_ N=
\:< @ M(OAs), Cﬁ: /M\
OH HO > 0) O
EtOH

Schéma 1 : Schéma réactionnel proposé par Pfeiffer et coll [51]




Les complexes bases de Schiff ont pu acquérir une importance particuliere dans le
domaine de la chimie de coordination a cause de leurs différentes possibilités d’applications
dans plusieurs domaines telles que la catalyse homogene, hétérogene, 1’analyse, la détection et

I’activité biologique comme agents antibactériens et antifongiques [52-56].

Ces complexes bases de Schiff ont été connus depuis 1869 et méme avant la
préparation générale des ligands bases de Schiff eux-mémes [57] et furent ensuite étudiés
systématiquement dans les années 1930 par Pfeiffer et coll. [58], y compris les premiers cas

de composés chiraux susceptibles de se présenter sous forme de mélanges racémiques [59].

Un grand nombre de bases de Schiff et de leurs complexes métalliques des Co(Il),
Cu(II) et Ni(II) possédent une activité biologique et sont utilisés comme catalyseur important
[60]. 11 est bien connu que les atomes O, N et S jouent un rdle clé dans la coordination des
métaux sur les sites actifs de nombreux metallobiomolécules. Ils sont utilisés comme modéles
pour les systémes biologiques et trouvent des applications dans des réactions catalytiques
biomimétiques [61,62]. Les hétérocycles, occupent une place importante en raison de leurs
activités biologiques polyvalentes due a la présence de groupes multifonctionnels. Les
complexes métalliques avec ces ligands sont de plus en plus importants en biochimie, dans la

conception de modéles moléculaires et en chimie des matériaux [63-65].
IIL.2. Exemple de complexes de Co(IL), Cu(II) et Ni(II) avec les acides aminés:

Les complexes des métaux de transition avec les acides aminés ont constitués la base
de nombreuses études en raison de leur activité biologique. Aussi, les acides aminés
participent souvent a la formation de liaisons hydrogéne dans la formation de leurs complexes

[66], ils sont considérés comme des agents complexants importants [67].

Les complexes des Co(Il), Cu(Il) et Ni(Il) avec ’acide aspartique et I’acide
glutamique sont rapportés et caractérisés [67]. Les ions métalliques se coordonnent avec les
acides aminés par les atomes donneurs N, O et S qu’ils contiennent dans leur chaine latérale
[68]. 11 est reporté dans la littérature [69] que les ions Cu(Il) et Ni(II) forment avec la

méthionine (Met) des complexes insolubles dans I’eau de la forme [M(Met)2].

Ces derniéres décennies, beaucoup de travaux ont été menés sur la chimie de

coordination des composés ayant une activité biologique [70]. Parmi ces nombreuses études,



des complexes de Co(II), Cu(Il) et Ni(Il) sur différents acides aminés ont été synthétisés et

caractérisés [67].
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Chapitre 11

Apercu sur la syntheése des
Bis(indolyl)méthanes et leurs

applications



I. Introduction :

Aujourd'hui, plus que jamais, les scientifiques font beaucoup de recherche sur les
molécules biologiquement actives qui occupent une place importantes dans la vie puisqu’
elles sont a la base de nombreux principes actifs utilisés dans plusieurs domaines :

pharmaceutiques, thérapeutiques, cosmétiques ect.....

Ces molécules forment un groupe trés vaste de substances a différente structures.
Parmi elles, on peut trouver des grandes familles de composés comme les alcaloides et les
terpénes. Avec un isolement moderne et des techniques de séparation et I’application de
méthodes spectroscopiques pour la détermination structurale, le nombre de ces composés
connus a grandi considérablement. Ces molécules peuvent étre d’origine naturelle, semi

synthétique ou totalement synthétique.

Le groupement indole (Fig. 3) est un composé appartenant & la famille des alcaloides.
Il est également omniprésent dans de nombreux systémes biologiques, isolés de sources
naturelles terrestres et marines, ainsi que dans de nombreux composés qui présentent une
activité pharmacologique et biologique [71,72]. Ils ont des applications dans le domaine de

la biochimie et de la chimie médicinale [73].

R3

N—g,
N
R,
Rl ,Rz,R:;: H,Alkyl,Al‘ yl

Figure 3 : Indole et ses dérivés

Parmi les différents dérivés de l'indole les plus répandus et les plus intéressants les Bis
(indolyl) alcanes (Fig. 4) qui se trouvent dans des métabolites bioactifs d'origine marine et
terrestre. Ils présentent également une puissante activité antibactérienne [74,75]. D’autre part,

ils occupent une place importante dans la chimie médicinale [76,77].
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Ri, Ry, Ry = H, alkyl, aryl

Figure 4 : Bis indolyl méthane

II. Bisindoles naturels :

Les Bisindoles sont des alcaloides fréquemment isolé chez les organismes marins
divers, y compris les bryozoaires, ccelentérés, éponges, et tuniciers, algues et les champignons
[78]. Les Bis (indole) sont des alcaloides, composés de deux moitiés d'indole reliés entre eux
par l'intermédiaire d'unités hétérocycliques, sont trés abondants dans les éponges [79, 80]. Ils
posseédent un large éventail d'activités biologiques [81] tels que : I’antimicrobienne [82]
(antibactérienne et anti fongicide) [83, 84], cytotoxique [85], antiproliférative [86],
anticancéreuse [87], anti-inflammatoire [88], anti-VIH [89] et anti-Alzheimer [90] (tableau 1).
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Référence Structure Nomenclature Activité
o Hf \ R, Antiviraux
91] N \ T z Antimicrobiennes
opsentin
N hH Anti-
N
= H inflammatoire
R=OH,R,=H
o HN}\(Q
\N
[92] ©g< \ NH Deoxytopsentin Antibactérien
N
H
HN
[93] o) Nortopsentin Antifongique
HN / N \
NH
0 HN \ Br
\S
[94, 95] /©j§/< N \ NH Dibromotopsentin Antibactérien
Br E
Br H
N /N
[96] ) /7 Dragmacidon A Cytotoxique
N

Br
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Inhibiteur de

i NH protéines
[97] 5 Dragmacidin D phosphatases
r
0 sérine-thréonine
(PP1)
NH
ENSY
(98] A e Hamacanthines A | 4 microbiennes
Antifongiques
Br
N O
Br Br . Antimicrobiennes
[99] N Hamacanthines B . )
[ | Antifongiques
HN NH
CO,Me
H
Usths
[100] O Q Caulerpin Antitumorale
N
H
MeOZC
R;
0]
N\ NH
[101,102] % Coscinamide Anti HIV
N\
N
B H

Tableau 1 : Quelques Bis(Indolyl) méthanes (BIM) biologiquement actifs
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III. Extraction des bisindoles :

A partir de ces métabolites marins on peut extraire les Bisindoles, leurs extractions
sont réalisées dans 1’éthanol ou dans un solvant mixte méthanol/dichlorométhane puis sont

chromatographies en phase inverse pour séparer les différents composés [103,104].
IV.  Syntheése des bis indoles :

En raison de la vaste activité biologique de Bis(indolyl)méthanes et leurs larges
applications médicinales, différentes méthodes de leur synthése ont été signalées dans la

littérature.

Le meilleur itinéraire synthétique de cette classe est la condensation de deux

molécules d’indoles avec une molécule d’aldéhyde ou cétone en présence d’un catalyseur.

Ces derniéres années, une grande variété de réaction avec différents catalyseur ont été

publiées pour la synthése de dérivés de Bis (indolyl) méthane [105- 111].

Certains protocoles indiquent que ces catalyseurs présentent des inconvénients tels
que le colit élevé, une faible stabilité thermique, une toxicité élevée, méthode fastidieuse de la
séparation des produits et l'utilisation de solvants organiques nuisibles a l'environnement
[112], l'exigence des grandes quantités de catalyseur [113-115], temps de réaction ftrés

longs[116,117], faibles rendements de produit [118].

Par contre, plusieurs des méthodologies ont été adoptées dans la littérature possédant
de nombreux avantages tels que la simplicité expérimentale du protocole, le temps de réaction
plus court, des rendements élevés en produit, réutilisable du catalyseur non toxique, réaction

sans solvant [119] et respectueuse de l'environnement [120].

Schéma 2: Synthése générale des Bis indoles

15



Exemples de réactions des Bis(indolyl)méthanes utilisant différents catalyseurs

a) Cobalt au manganése nano oxyde :

Un protocole simple et performant vert pour la synthése de Bis(indolyl)méthanes a été
réalisé en présence de catalyseurs de cobalt au manganése nano oxyde a 100 °C. Le produit

est obtenu avec un rendement €levé (95 %) [121].

CHO Cat
A al
D+ y @ -
N Sans solvant, 100°C NH [
H R HN

Schéma 3 : Synthese des Bis indoles catalysée par cobalt au manganése nano oxyde

b) [EisNH]-[H>POq4] :

La réaction est réalisée en présence de triéthyle dihydrogénophosphate d'ammonium
[EtsNH] [H2PO4] & 100°C pendant de temps appropri€. Ils ont obtenus des produits avec des
rendements élevés (96%) [119].

A (Et;NH)(HPOy)
2 + 2RCHO =
N 100°C

H

Schéma 4 : Synthése des Bis indoles catalysée par [EtsNH] [HoPO4]

c) AlOs:

Une procédure simple utilisant ’alumine acide activée par I’irradiation micro-onde a
permis d’obtenir quantitativement (97%) les Bisindoles et en un temps de réaction trés court
(5 min) [122].
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. Ar
A Al,O5(acide) O
+ Ar-CHO > O \
N MW \ NH

= N
H

Schéma 5 : Synthése des Bis indoles catalysée par Oxyde d'aluminium (acide) sans solvant

d) Si0,-AICI5:
Une méthode alternative de synthése utilisant un mélange SiO;-AlCl3 a température

ambiante, en milieu sec conduit aux bis indolyl methanes avec de bons rendements (85%)

[123].

R_ R,
0 )
10 mol % SiO,-AlCl O
2 ©\/\> . iy
N N

R*™ Ry t.a

Schéma 6 : Syntheése des Bis indoles catalysée par SiO2-AlCl3

e) La zéolite :
La réaction est impliquée en présence de catalyseur de zéolite & 120 °C sous pression

atmosphérique et 1'éthanol. Le rendement obtenu est de I’ordre de 73 % [124].

CHO 0.3 ml/min pression

? @ + © atmosphérique débit g by, Am
N CA-HB zeolite, 120°C N\
H Réacteur a lit fixe
N
H

Schéma 7 : Synthese des Bis indoles catalysée par La z€olite

o) Gel de silice:

La réaction est réalisée en présence de gel de silice 50 mg a 100 °C. Le produit est
obtenu trés quantitativement (99%) [125].
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R,

0
N Ry Ry Gel de sitice

H

Schéma 8 : Synthése des Bis indoles catalysée par gel de silice
V. Application des Bis(indolyl)méthanes

Le développement de récepteurs artificiels pour la reconnaissance sélective d’entités
biologiques a attiré I’attention de beaucoup de chercheurs. Cependant, le développement de
capteurs moléculaires fluorescents pour la détection des ions et plus particuliérement pour les
cations métalliques est d’un grand intérét pour de nombreux scientifiques comme les

chimistes, les biologistes, les biochimistes et les écologiques.

Il est connu que le sodium, le potassium, le magnésium ainsi que le calcium sont
impliqués dans des processus biologiques (contraction musculaire, régulation de 1’activité
cellulaire ect.....). En outre, plusieurs ions métalliques appartiennent aux métalloenzymes. Par
exemple, en médecine, il est important de contrdler, le taux sérique de lithium chez un malade
souffrant de dépression maniaque, sa toxicité est connue et selon certaines études son

implication dans la maladie d’ Alzheimer est probable [126-129].
V.1. Détection sélectifs des métaux de transitions [33]:

Des auteurs ont synthétisé un Bis(indolyl)méthane avec un motif de triphénylamine

et ont mené une étude phytophysique qui leur a permis de fixer sélectivement le Cu(Il).

S ook

z R
w )
Figure 5 : Bis-{4-[bis-(1H-indol-3-yl)-methyl]-phenyl}-phenylamine (R1) comme récepteur

18



V.L.1. Les propriétés phytophysiques :
Etude par UV-visible :

1% analyse :

Ces auteurs ont utilisés une série de cations métalliques & 10 équivalents (C =2 x 1073
M) telle que : (Cu®*, Hg?*, Fe’*, Pb?*, Zn?*, Cd**, Ni?*, Co?* et Mn?> *) dans un mélange de
solvant CH3CN/H20 (70/30, V / V), au quel on ajoute une solution de capteur chimique R; (2
x 10° M), La capacité colorimétrique de détection capteur chimique R; avec ces différents

cations a été suivie par absorption UV-vis et par 1'observation a I’ceil nu.

La couleur de la solution de récepteur R; a viré de l'incolore au violet, ce qui pourrait

étre facilement observé a 1’ceil nu.

v : 3

‘fi’ & 3 £ " : "‘—, = :
IRl ¥ He® F* P ¥ i NE Gor M
IR S o8 S ) :
[EEERRAET o e R R g st = & S R B

Figure 6 : Changement de couleur visible de R; a divers ions métalliques dans CH3CN/H20
(70/30, v/ v). R1 = 10 uM, Cu®* = 10 uM et les concentrations des autres ions métalliques
sont de 50 uM

Interprétation :

Seul le cation Cu** a montré un changement de couleur vers le violet. Aucun
changement de couleur n’a été observé pour les autres cations méme a forte concentration

(100 équivalents).

Les spectres d’absorption des complexes formés a partir de R; ion métallique sont

illustrés dans la figure suivante :
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Figure 7 : Les spectres d'absorption UV-visible obtenus par 1'addition de divers ions
métalliques de CH3CN/H20 (70:30, V / V) contenant R; (C =2 x 105 M)

2me gpalyse ¢

Une solution de Cu?* & des différentes concentrations varient de 0 2 100 pM a été
préparé dans un mélange de solvant CH3CN/H>O (70:30, V / V), ensuite cette solution sera
ajoutée au capteur chimique R; (2 x 10> M). Le spectre d'absorption que 1’on obtient est le

suivant :

0.361

=
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=
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Figure 8 : Les spectres d'absorption UV-visible obtenue par addition d'ions Cu?* (0-100 pM)
de CH3CN/H20 (70:30, V / V) contenant R; (¢ =2 x 10 M)
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Interprétation :

La figure 8 montre que les spectres d'absorptions UV-visible d'un mélange de R
Capteur chimique avec différentes concentrations de Cu? *dans CH3CN/H0 (70/30, V / V),
sont dominées par deux fortes bandes d'absorption & 274 et 283 nm, avec un épaulement

moins fort a 356 nm.

En augmentant la concentration de Cu® ¥, on voit ’apparition de deux nouvelles et
fortes bandes d'absorption a 487 et 541nm, tandis que Y'absorption & 291nm a été diminué
progressivement. Simultanément, deux points isobestiques sont clairement observés a 287 et
332 nm, ce qui indique qu'une inter-conversion nette entre les espéces non complexées et

complexées se produit.

3%me gnalyse :

Influences du pH sur l'absorption de R; (10 mM) dans de l'acétonitrile-eau de la
solution (70/30, v / v). Le pH est modulé par 1'addition de 75% de la solution de NaOH ou
HCIO4

1

I G |
o N M

3
= <]
-

Absorbance

© o o o
o N BB O

Wavelength (nm)

Figure 9 : Influences du pH sur l'absorption de R; (10 pM) dans de CH3CN/H20 de la
solution (70/30, V / V). Le pH est modulé par 'addition de 75% de la solution de NaOH ou
HCI104
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Interprétation

Lorsque la valeur du pH est dans la gamme de 5-13, l'intensité d'absorption de R;
augmente progressivement. Lorsque le pH a varié de 5 a 2, l'intensité d'absorption diminue

progressivement (Figure 9). On observe un décalage de 5 nm vers le bleu (291nm—286nm).
Conclusion :

Dans ce chapitre, nous avons décrit d’abord la famille des Bis-indoles naturelles
extraites d’organismes marins et les différentes voies synthétiques. Ces composés présentent
des activités pharmacologiques et biologiques intéressantes. Ils ont des applications dans le
domaine de la biochimie et de la chimie médicinale. Nous avons aussi décrit les applications
de ce Bis(indolyl)méthane comme détecteur chimique sélectif vis-a-vis du Cu(Il). Cette étude
nous a permis de constater qu’il y a complexation avec le Cu*2, méme 2 pH neutre et pas
avec les autres cations métalliques et que cette coordination a en lieu avec ’azote du
Bisindole et s’est manifesté par un changement de couleur et par une absorption dans le

visible.
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L. Introduction :

La recherche scientifique axée sur la synthése et la caractérisation des composés
biologiques des ions métalliques a un intérét particulier en raison de son applicabilité dans la
pharmacie, la médecine, I'agronomie et la nutrition. Les études effectuées sur les complexes
des métaux de transition ayant des ligands comme molécules bioactives, ont mis en évidence

une augmentation de leur activité biologique par rapport aux ligands purs [130,131].

L'introduction des métaux de transition dans l'organisme humain est indiquée sous la

forme de complexes, souvent sous forme de complexe chélate [132].

Les composés de métaux de transition avec différentes moiécules d'intérét biologique
sont fortement impliqués dans les processus catalytiques, fonctionnel et structural dans les
organismes vivants. L'activité biologique des complexes dépend de la structure locale autour

des ions métalliques, le type et la force des liaisons chimiques [133-135].

Notre travail consiste a synthétiser un ligand, le BIM obtenu a partir de la
condensation de 2 méthyl indole et de la p-vanilline. Ce ligand va nous permettre de réaliser
la synthése de trois complexes avec les cations Co(II), Ni(II) et Cu(Il). Pour la caractérisation
du ligand et des complexes nous avons utilisé les méthodes spectroscopiques (UV-Vis, IR,

RMN proton), I’analyse élémentaire et I’analyse thermique (ATG et DSC).

Enfin, sur la base des données, nous essayerons de proposer une structure pour les

produits obtenus.
IL. Réactifs utilisés :

Les réactifs utilisés pour la préparation de bis-indolyl méthane sont la p-
vanilline, 1’acide acétique glacial (> 99.85%/ CH3COOH/Sigma Aldrich) et le 2-
méthyl indole qui a été déja préparé au sein de laboratoire pédagogique « Chimie

des Substances Naturelles ».

Les sels métalliques utilisés pour la préparation des complexes métalliques

étaient de qualité (PSR Panreac).

Les solvants utilisés dans notre travail sont 1’éthanol absolu, I’éther et le

méthanol de Sigma Aldrich.
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III. Techniques de caractérisation :
III.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide,
simple dont le principe est basé sur le phénomene d'adsorption. Il est extrémement utile, on
’utilise en générale pour suivre I’avancement des réactions, connaitre la composition de
fraction séparés sur colonne ou contrdlé la pureté des produits [136]. Nous avons utilisé la

chromatographie pour suivre les réactions et pour vérifier la pureté des produits synthétisés.

Les chromatographies sur couches minces (CCM) ont été effectuées, en utilisant des

feuilles d’aluminium Al,Os. Les révélations ont été effectuées dans un bain de sable iodé.
II1.2. Microanalyse Elémentaire :

L’analyse élémentaire permet de connaitre la composition en éléments chimiques de la
matiére. L’analyse élémentaire du carbone, de 1’azote et de I’hydrogéne a été effectuce au
laboratoire LIMBP de Metz. Les analyses sont réalisées sur un appareil de microanalyse

CHNS Thermo Scientific Flash 2000.
II1.3. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) :

Le développement de la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire a partir de
1955 a fortement contribué aux progrés rapides de la synthése organique, c’est en effet un
moyen d’identification sur et rapide de la structure d’une molécule. Elle concerne a la fois
I’état liquide et 1’état solide, elle est basée sur les propriétés magnétiques de certains noyaux
atomiques. C’est la premiére méthode utilisée par les chimistes organiciens pour déterminer la

structure des molécules [137].

Les spectres RMN 'H des composés étudiés ont été enregistrés a I’aide d’un appareil 2
transformée de Fourier Bruker 400MHz.au laboratoire LIMBP de Metz .Le solvant utilisé€ est
le DMSO-ds. Les déplacements chimiques & sont exprimés en ppm par rapport au TMS
(tétraméthylsilane) utilisé comme référence interne. La multiplicité des pics est indiquée par
les lettres suivantes : s (singulet), d (doublet), t (triplet), q (quadruplet), td (triplet de doublet),

m (massif).
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II1.4. Analyse thermique [138]:

Quand les matériaux subissent une chauffe, ils subissent un certain nombre de

changements :
Cristal 1 Cristal 2
Solide Liquide
Solide => Vapeur
Amorphe Cristal
Fragile Ductile
Composition 1 Composition 2

Un ensemble de méthodes a été développé pour permettre de mesurer ces

changements :

1. DTA — Analyse Thermique Différentielle
2. DSC - Analyse Enthalpique Différentielle
3. TGA — Analyse Thermogravimétrique

4. TMA — Analyse ThermoMécanique

Dans notre travail, nous, nous sommes intéressés notamment & deux méthodes parmi ces

quatre méthodes et sont:

e ATG — Analyse Thermogravimétrique ;
e DSC — Analyse Enthalpie Différentielle ;

ATG :

La thermogravimétrie est une technique mesurant la variation de masse d’un
échantillon lorsqu’il est soumis & une programmation de température, sous atmosphére
contrdlée. Cette variation peut étre une perte de masse (émission de vapeur) ou un gain de

masse (fixation de gaz, oxydation...).
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Le principe de I’ATG est le suivant :
1. L’échantillon est pesé et la ligne de base est établie
2. L’échantillon est soumis a la montée en température

3. A différentes températures, des réactions chimiques peuvent libérer des espéces gazeuses

ou former des oxydes entrainant une variation de masse de 1’échantillon
4. Ce changement de masse est enregistré en fonction de la température
DSC:

Un grand nombre de transitions (fusion, cristallisation, transition vitreuse...) ne
s’accompagnent pas d’une variation de masse. Ces transitions qui ne sont pas détectée par

I’analyse thermogravimétrique le sont par ’analyse Enthalpique différentielle.

L’analyse enthalpique différentielle est une technique déterminant la variation de flux
thermique émis ou regu par un échantillon lorsqu’il est soumis & une programmation de
température, sous atm contrdlée. Lors d’une chauffe ou d’un refroidissement, toute
transformation intervenant dans un matériau est accompagnée d’un échange de chaleur : la
DSC permet de déterminer la température de cette transformation et dans quantifier la

chaleur.
Le principe de la DSC est le suivant :
1. L’échantillon et la référence sont soumis a la montée en température

2. Quand 1’échantillon subit un changement de phase, sa réponse en température va varier par

rapport a la référence
3. Le thermocouple va mesurer cette variation.
4, Le type de réaction (exo ou endothermique) va produire un pic

D’une maniére général, les analyses thermogravimétriques ( TGA et DSC ) sont
utilisées pour : (i) obtenir des renseignements sur la stabilit¢ thermique des nouveaux

complexes , (ii) décider si les molécules d'eau ( si elles sont présentes ) sont a l'intérieur ou a
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l'extérieur de la sphére de coordination interne de 1'ion métallique central et (iii) proposer un

schéma général de la décomposition thermique des complexes.

Ces analyses ont été réalisées par analyseur thermique NETZSCH TA 409 PC/PG
avec une vitesse de chauffage de 10°C. min! et la perte de poids a été mesurée a partir de la
température ambiante jusqu'a 550°C. La masse pris pour le ligand BIM et ses complexes est

de I’ordre de 5mg/ml.
IIL.5. Spectrophotométrie d’infrarouge (IR) :

C’est une technique d’analyse utilisée pour I’identification des groupements
fonctionnels du produit synthétisé. Le domaine de fréquence le plus couramment utilisé
s'étend de 4000 a 650cm™ et correspond a des transitions entre niveaux vibrationnels. Ces
vibrations peuvent étre des vibrations d'élongation ou de déformation et seules celles
entrainant une variation du moment dipolaire de la molécule sont actives pour cette

spectroscopie [139].

Les spectres FTIR de ligand et leurs complexes ont été réalisés a 1’aide d’un spectre
photomeétre FTIR & transformée de fourrier modéle BRUKER du type Tensor 27 dans un

domaine de nombre d’onde allant de 400 & 4000cm™.

Le ligand et leurs complexes sont échantillonnés sous forme de pastilles de KBr. Le
bromure de potassium ne présente aucun pic dans le domaine exploité, toutes les bandes de

vibrations enregistrées sont donc propres aux complexes.
I11.6. Spectrophotométrie d’ultraviolet-visible (UV-vis) :

La spectroscopie d’absorption ultraviolet - visible nous renseigne sur le mode de
coordination de I’ion central avec le ligand. Cette méthode est fondée sur le phénoméne
d’absorption d’énergie lumineuse par une substance. Lorsque cette derniere absorbe une
partie d’énergie de la radiation électromagnétique, cette absorption est automatiquement
accompagnée d’une transition électronique d’un niveau fondamental & un niveau d’énergie

supérieur [140].

Les spectres d’absorption électroniques du ligand (BIM) et de leurs complexes ont été
enregistrés en solution dans du MeOH a l’aide d’une spectrophotométrie de type

SHIMADZU UV-1600 Series. Les longueurs d’onde maximales sont obtenues directement
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par un balayage entre 200 et 700 nm. Des cuves en quartz de lcm de trajet optique sont

utilisées.
II1.7. Conductimeétrie :

La conductivité molaire des espéces solides dans des solvants a température ambiante
a été mesurée par conductimétre qui nous permet de déterminer la nature des complexes

ioniques ou neutre.

Les mesures conductimétriques ont été effectuées a 1’aide d’un conductimetre du type
Lamork AD3000 appartenant au département de chimie. La concentration des complexes
dissous dans le MeOH est prise égale ~ 10°M. La valeur de la conductivité équivalente

molaire a été déterminée aprés étalonnage du conductimétre par la relation :

A=

c
C

A : conductivité équivalente molaire (S.cm®.mole™)
o : conductivité spécifique (S.cm™)

C : concentration molaire (mole.cm™)
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IV.
Ni(lI) :

IV.1. Synthése :

IV.1.1. Synthése de Bis indolyl méthane (BIM):

Synthése et caractérisation de ligand et leurs complexes Co(Il), Cu(Il) et

Dans un erlenmeyer de 100 ml, on introduit 2,lmmoles de 2-méthyl indole (m=

0,271g), Immole de p-vanilline (m = 0,152g) et 1ml d’acide acétique glacial. Le mélange est

agité puis chauffé¢ a 90°C pendant 30min & 1h. Il se forme une pate de couleur marron tres

clair. Aprés lh, on ajoute un excés de méthanol et on laisse agiter quelques minutes a

température ambiante. La réaction est suivie par CCM. Le précipité solide de couleur rose

clair obtenu est filtré, puis lavé avec du méthanol froid a plusieurs reprises et séché a l'air libre

et enfin stocké sous pression réduite dans un dessiccateur. La synthése de ce produit est

représentée dans le (schéma 9).

HO,

CH;COOH

Y

90°C

OMe

A\

N
H

BIM

Oy 6=

N\ NH

Me
Me

Schéma 9 : Synthése de BIM

Description du BIM : 4-(bis(2-methyl-1H-indol-3-yl)methyl)-2-methoxyphenol

o Masse exacte (C26H2aN203) : 396.18 g.mol™. HO OMe

e Aspect : solide rose clair.

o Rdt=89%. e
o Tp=249°C. .
e R¢ (CH:Cl) =044, O 1\? Me

H

oy 6=
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La structure de BIM est confirmée par IR, RMN'H, UV-Vis et par I’analyse

élémentaire. Le mécanisme réactionnel proposé est le suivant :

COCH;

H
e )
O H N ?//
H
N
(I - .
N OMe N
H
OH

\
H
LS-CcoCH,
oH

C—R H R

H - o)
\ Me / Me
]
H —~
H,0
R.
/ =
/ _——
"D Me Me™ N
}lI “0-COCH, 111
H—O——COCH3/
- T K N
R OMe
OH

SN\

Schéma 10 : Mécanisme réactionnel de la préparation de BIM

30



IV.1.2. Synthése des complexes métalliques :
Procédure générale pour la synthése des complexes métalliques de BIM

2mmoles de ligand sont introduites dans un erlenmeyer a fond rond contenant 15 ml
d'éthanol absolu auquel est ajouté 1mmole de chlorure de métal (II) dissous préalablement
dans 10 ml d'éthanol. Le mélange est porté au reflux sous agitation magnétique. On laisse
refroidir a température ambiante. La précipitation du complexe est provoquée par 1’ajout de
1’éther froid. Le précipité obtenu est filtré puis lavé a 1’éther. Il est séché puis maintenu dans

un dessiccateur sous vide. Le schéma 11 représente la synthése générale de ces complexes.

[ OMe |
= O
O EtOH
Complexes C (BIM M)
+  MCl,, nH,0 P
N\ NH 2 2 Reflux
\ Me
Me M = Co, Ni, Cu
. n=2,6
. BIM J

Schéma 11 : Synthése de complexe L-Co(II), L-Ni(II) et L-Cu(II)
IV.2. Les propriétés physiques des complexes :

Tous les complexes synthétisés sont solides et stables a température ambiante. Leurs
points de fusion ont été déterminés a 1’aide d’un fusiomeétre et sont supérieurs a 300°C
(tableau 3).

Des testes de solubilités sur I’ensemble des complexes révélent que tous les complexes
sont solubles dans éthanol, DMF et méthanol, mais ils sont assez solubles dans I’eau, CH2Cl;

et acétone.

Les résultats expérimentaux sont regroupés dans le tableau 2.
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IV.3. Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) :

Nous avons soumis nos produits & une analyse chromatographique sur couche mince, en
utilisant le dichlorométhane comme éluant, nous sommes arrivés a une bonne séparation de

nos produits.

Aprés le développement du chromatogramme, et lorsque le front du solvant d’élution a
atteint la ligne supérieure, la plaque a été retirée, séchée et 1évélé par I’iode afin d’avoir la

séparation chromatographique du produit présent (Figure 10 et 11).
1.  BIM:
D'apres les résultats obtenus nous avons confirmés que notre produit est pur (tableau3).

Tableau 3 : Les résultats de la chromatographie sur couche mince de BIM

Composés Rapport frontal R¢ (CH2Clz)
[ 2-MeéthyIndole (réactif) 0,8
2 p-Vanilline (réactif) 0,32
3 BIM (produit obtenu) 0,44

Figure 10 : Chromatogramme de BIM ainsi que des réactifs de départ

33




2. Les complexes :

Les résultats de 1’analyse chromatographique sur couche mince de nos produits ont été

résumées dans le (Tableau 4) ont confirmé que ces produits sont purs.

Tableau 4 : Les résultats de la chromatographie sur couche mince des complexes

Composés Rapport frontal (Rf) (CH2Cly)
1 BIM 0,44
2 L-Co(II) .
3 L-Cu(Il) =
4 L-Ni(II) -

Figure 11 : Chromatogramme des complexes

Le chromatogramme de la figure 11 montre que tous les complexes ont été formés et

qu’il n y a pas la présence de BIM dans les spots 2, 3 et 4.
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IV.4. Analyse élémentaire :

Le tableau 5 présente les résultats obtenus par I’analyse élémentaire du ligand BIM et ses

complexes.
Tableau 5 : Résultats de 1’analyse élémentaire
L'analyse élémentaire (calculé) | L'analyse élémentaire (trouvée)
N° Composés
C% H% N% C% H% N%
1 Ligand BIM 78,76 6,10 7,07 78,17 6,72 6,70
2 L-Co(II) 62,77 5,63 5,63 62,33 5,41 5,16
3 L-Ni(II)* - - - 42,68 4,53 3,35
4 L-Cu(l)* - - - 59,63 4,58 4,37

*]a détermination structurale est en cours.

IV.5. Analyse par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) :

L’examen du tableau 6 permet les commentaires suivants :

Si on compare la position des autres signaux de proton du ligand avec ceux des

complexes, on peut conclure que ces signaux se trouvent dans la méme région que le ligand

avec un léger décalage du a la coordination du ligand a 1’ion métallique

Le signal a 8.70ppm du ligand (BIM) caractéristique du proton O-H, disparait des

spectres de tous les complexes. 11 est clair que cela indique que 1’oxygene du groupe OH en

position 4 du noyau aromatique est coordonné au métal aprés déprotonation.

En dépit de la difficulté a interpréter le complexe Co (BIM NI), on constate qu’il

conserve un signal dans la région 12-11ppm, attribuable au proton NH du noyau indolique.

On note cependant la disparition du signal vers cette région (12-11ppm) pour le

complexe C3(BIMCu), en plus de celui de OH. Donc le cation Cu(Il) a formé des liaisons
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avec I’oxygéne de OH et I’azote de NH aprés déprotonation. Ce résultat est prévisible pour
nous, nous P’avons remarqué lors de la synthése bibliographique relative au récepteur
bis(indolyl)méthane comportant le motif triphénylamine. En effet, la littérature le décrit
comme étant un capteur chimique sélectif vis-a-vis du Cu*? (la complexation de Cu*? avec le
bis(indolylméthane) a été mise en évidence méme a un pH neutre (pH=7). La complexation
de Cu*? avec le récepteur bis(indolyl)méthane a donné lieu & un changement de couleur allant
de I’incolore au violet et visible a I’ceil nu. La complexation sélective sur NH s’est faite
d’abord avec Cu, puis Ni et enfin Co. Ce qui nous concerne, nous avons opéré a un pH

presque neutre pH= 6.8, seul le cation Cu** s’est coordonné avec NH.
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Tableau 6 : Caractérisations spectroscopiques RMN 'H du ligand BIM et ses complexes

Composés dppm des signaux Attribution des signaux
10.67 (s, 2H, NH)
8.70 (s, 1H, OH)
7.20-6.51 (m, 11Har)
BIM (L)
5.81 (s, 1H, CH)
3.56 (s, 3H, OMe)
2.06 (s, 6H, 2Me)
11.76 (sl, 4H, NH)
L-Co(II) 7.6-6.83 (m, 22Har +2 CH)
3.48 (sl, 6H, 20Me)
2.09 (s, 12H, 4(Me)
7.19-6.72 (m, Har +CH)
L-Ni(IT)* 3.17 (OMe)
2.05 (Me)
12.29-11.90 (NH)
L-Cu(II) * 7.32-6.81 (m, Har+ CH)
3.60-3.48 (OMe)
2.17-2.06 Me

*Spectre difficile a interpréter. On a probablement formation d’un mélange de produits
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IV.6. Analyse thermique :

Dans ce mémoire nous n’avons pas cherché a attribuer les pertes des masses (ATG),

car ce n’été pas notre objectif.

L’étude détaillée de 1’analyse thermique (ATG, DSC) ainsi que la détermination
structurale des deux complexes sont en cours et feront probablement ’objet d’une

publication.

L’ATG (figures 16) indique que le ligand commence a se décomposer a 158°C. Il
affiche deux étapes avec une perte de masse dans la gamme de 158 a 550°C. La premiére
étape se situe entre 158-328 °C, et présente une perte de masse de 42,01%. La deuxiéme étape
a lieu a 328-550 °C, avec une perte de masse de 11,84%. Pour la DSC, la courbe affiche un

seul pic a 202,9°C, caractéristique d’une réaction endothermique.

Le complexe Co(II) (figure 17) présente deux étapes avec une perte de masse dans la
gamme de température de 61 a 550 °C. La premiére étape se situe a 61-428 °C, avec une perte
de masse de 38,41%. La deuxiéme étape a lieu a 428-550 °C, avec une perte de masse de
37,78 %. La courbe de DSC présente quatre pics, le premier pic est observé a 49,7°C, le
deuxiéme est observé a 281,2°C, le troisitme et le quatriéme sont observés a 381,1°C et

466,4°C. Tous les pics correspondent a une réaction endothermique.

La figure 18 présente la courbe ATG de complexe Ni(II) montre trois étapes avec une
perte de masse dans l’intervalle de température 60,8-550°C. La premicre étape de
décomposition se situe entre 60,8-248,9 °C, avec une perte de masse estimée a 7,73 %. La
deuxiéme étape de décomposition survient a 248,9-343°C, avec une perte de masse de
19.40%. La derniére étape se trouve dans la gamme de température 343-550°C, entrainant
masse est de ’ordre de 31,06%. La courbe DSC de ce complexe présente aussi deux pics, 'un

a256,1°C et I’autre a 488,9°C caractéristiques a une réaction exothermique.

La courbe ATG de complexe Cu(Il) (figure 19) a montré que ce complexe se
décompose en trois étapes dans l'intervalle de température de 65 a 550°C. La premicre perte
de masse est estimée a 9,07% a 65-288°C. La deuxi¢me étape de décomposition se produit a
288-324,8 °C avec une perte de masse de 10,39%. La troisiéme étape correspond a une perte
de masse de 48,67% et a lieu a 324,8-550°C. La courbe de DSC présente deux pics, ['un a

303,5°C, I’autre a 430,7°C attribuables a une réaction exothermique.
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Une comparaison des courbes thermogravimétrique pour le ligand et les complexes de
cobalt(Il), cuivre(I) et nickel(Il) montre que ces complexes sont moins stables
thermiquement que le ligand BIM. L'ordre de la stabilité thermique est jugée BIM > L-
Cu(II)> L-Co(Il)> L-Ni(II).

Les données de l'analyse thermogravimétrique du ligand et les complexes de L-Co(1I),
L-Ni(II) et L-Cu(II) sont présentées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Résultats de I’analyse thermique ATG

Gamme de température en | TG perte de poids calculé
Composés
°C en %
158-328 42,01
LG 328-550 11,84
61-428 38,41
L-Co(Th) 428-550 °C 37,78
60,8-248,9 °C 7,73
248,9-343°C 19,40
L-Ni(II)
343-550°C 31,06
65-288 °C 9,07
288-324,8 °C 10,39
L-Cu(I)
324,8-550 °C 48,67
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IV.7. Analyse par spectrophotométrie d’infrarouge (IR) :

L’utilisation de la technique IR dans les complexes donne des informations

intéressantes car elle permet de savoir s’il y a complexation ou non, par comparaison avec le

spectre de ligand libre. En effet, s’il y a complexation on observe un déplacement de certaines

bandes par rapport a celles du ligand et apparition de nouvelles bandes de faibles intensités
vers 778 et 400 cm’, indiquant que la coordination des ligands s’est effectuée avec le cation

métallique [141].
a. L’étude de spectre du ligand BIM :

Le spectre (IR) du BIM (figure 20) présente :

e Une bande d’absorption de forte intensité située vers 3479 cm™ caractéristique du OH

phénolique.

e La vibration d’élongation de I’amine secondaire (NH) du noyau indolique, de forte

intensité apparait vers 3370 cm.

e Deux bandes fines de vibration d’élongation (faible) situées a 3048 et 3014 cm

indiquent les (CH) aromatiques.

e Une bande de trés faible intensité située a 2842 cm™ est caractéristique du groupe

méthoxy (CH3O) aromatique.

e Une bande d’absorption d’intensité moyenne située vers 1254 cm™ caractéristique a C-

0.

e Les absorptions enregistrées vers 1610, 1549, 1512, 1457 et 750 cm™ correspondent &

la vibration d’élongation (C=C) aromatiques.
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Figure 20 : Spectre IR de BIM
b. Spectres IR des complexes L-Co(Il), L-Ni(Il) et L-Cu(Il) :

L’examen des spectres IR des complexes en comparaison avec celle de ligand

correspondants a permis de relever les points suivants :

Dans le cas des complexes (figure 21, 22 et 23), on constate de légéres variations dans
les déplacements et les intensités provoquées par les différents ions métalliques (II) par

rapport au spectre IR du ligand BIM.

Le spectre IR du ligand a montré un pic intense a 3479cm™ qui est attribué a v (OH)
vibration. Dans le cas des complexes de Co(Il), Ni (II) et Cu (II), on constate large bande
caractéristique d’une vibration d’élongation de OH de 1’eau qui s’étend de ~ 3500-3117 cm’!
et qu’il est trés difficile de faire des attributions des OH phénoliques et des NH indoliques
dans cette région. Cette large bande indique la présence de I’eau dans les complexes. En

d’autre terme, les complexes cristallisent avec nH>O.

La vibration v(CH) aromatique se situe a 3048 et 3014 cm™ pour le ligand, elle est
déplacée a 3098 et 3023 cm™ dans le complexe Co(Il), et & 3100 et 2970cm™ dans le
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complexe Cu(I). La méme bande de faible intensité v(CH) est apparu a 3098 et 3024cm’

dans le spectre de complexe Ni(II).

Le spectre infrarouge de ligand montre I’existence d’une bande d’absorption a 2842 cm”
I attribuée a la vibration v(CH30) aromatique. Dans les différents complexes elle est
légérement déplacée vers de faibles nombres d’onde. Elle est observée a 2838 cmdans le

spectre du complexe Co(II) et Cu(II) et 4 2837 cm! dans le spectre du complexe Ni(II).

Une bande d’absorption est observée dans le spectre du ligand vers 1254cm’
correspond a la vibration de C-O. Cette bande apparaisse dans les différents complexes
Co(1I), Ni(I) et Cu(Il) vers 1232, 1225 et 1232 cm™ respectivement.

Cinq bandes d’absorption sont observées aux environs de 1610, 1549, 1512, 1457 et
750 cm™ dans le spectre du ligand, elles correspondent aux bandes de vibration d’élongation
de la liaison C=C. Aprés complexation ces cinq bandes apparaissent dans les différents
complexes vers 1614, 1586, 1513, 1457 et 784cm™ pour le complexe Co(Il), vers 1615, 1588,
1513, 1458 et 751cm™ pour le Cu(ll) et vers 1616, 1591, 1518, 1457 et 751cm™! pour Ni(II).

Par ailleurs, Les spectres de tous les complexes montrent des nouvelles bandes de
faibles intensités trés caractéristiques dans la région (499-423 cm™) et (507-502 cm™) qui sont
absentes dans le spectre de ligand libre. Ces bandes sont dues aux vibrations d’allongement de

la liaison M-ClI et M-O respectivement [142,143].

Les principales bandes d’absorption IR(en cm™) de ligand et ces complexes sont

représentées dans le tableau 8.
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IV.9. Analyse conductimétrique :

Les données du tableau 9 montrent que les valeurs de conductance molaires des
complexes Co (II), Ni (II) et Cu (II) obtenus sont relativement faibles de ’ordre de 23~38

S.cm”mole™, indiquant la nature non-électrolyte de ces complexes. [144, 145].
IV.10. Analyse par spectrophotométrie d’ultraviolet-visible (UV-vis) :

Les informations a propos de la symétrie locale de 1’ion métallique sont obtenues par

comparaison du spectre de ligand seul avec ces spectres aprés complexation.

Le spectre d’absorption électronique de ligand (figure 24) présente une seule bande

dans le domaine de I’ultraviolet a 284nm caractéristique de la transition T — m*.

Les spectres d’absorption des complexes présentent des bandes trés intenses dans
I’UV (figures : 25, 26 et 27) :

Dans le domaine de I’ultraviolet, tous les spectres électroniques des complexes de
Co(II), Cu(Il) et Ni(II) présentent une bande d’absorption intense située aux alentours de
282nm et un épaulement vers 328nm et observer seulement dans le spectre du complexe
Ni(II). Ces bandes dans les complexes pourraient étre associées respectivement aux

transitions électroniques intra-ligand 7 — ©* et de transfert de charge ligand-métal [146].

Les spectres électroniques d’absorption des complexes synthétisés présentent une
large bande se trouvant dans le visible. Elle est située autour de 508nm qui est attribuée a la

transition d-d” [147], ces transitions sont liées  la structure des complexes.
Ces transitions correspondent ainsi a :

e Le complexe Co(Il) présente une bande a 19841lcm’, affectée a la transition
“T1g—*Tig qui est caractéristique d’une géométrie octaédrique des complexes de
cobalt(Il) [148,149].

e Le complexe Cu(Il) présente aussi une large bande autour de 19685 cm™! renfermant la
transition ?Big — 2Ajs. Cette transition est caractéristique d’une géométrique
octaédrique [149, 150].

e Pour le complexe de Ni(I) la bande observée a 19685cm™ attribuée a la transition

3Aag — 3Tig suggere la géométrie octaédrique [149, 151].
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Les valeurs des

électroniques qui leurs sont associées sont représentées dans le tableau 9.

longueurs et des nombres d’ondes ainsi que les transitions

Transitions
Composé A\ (nm) v (cm™) _ A (uS.cm?) | A (S.cm?.mole™)
électroniques
L 284 35211 T — u* - -
282 35460 T — ¥
L-Co 42.7 38.46
504 19841 4T1g —*Tig
276 36231 T — ot
; 26.9
L-Ni 328 30.487 TCLM 24.33
508 19685 3A25 —3Tig
278 35971 T — ¥
L-Cu 259 23.33
508 19685 Big — 2Aig

v : Nombre d’onde exprimé en cm™.

A : Longueur d’onde exprimé en nm.

TCLM : Transfert de charge ligand-métal.

Tableau 9 : Résultats des spectres d’absorption électroniques et de I’analyse

conductimetrique du ligand et ses complexes.
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IV.11. Les structures suggérées aux complexes :

A partir des données spectroscopiques (UV-Vis, IR et RMN, analyse thermique et la
conductivité), nous avons assai de proposer une structure géométrie octaédrique pour les trois

complexes.

Cependant pour lever toute ambiguité une analyse des complexes par RX est

indispensable.
V. Etude des activités biologiques :
V.1. L’étude du pouvoir antibactérien :

Les tests antibactériens ont pour but de savoir si les composés suivants : ligand BIM,
L-Co(Il), L-Ni(Il) et L-Cu(Il) présentent un effet antibactérien vis-a-vis de différentes

bactéries testés.

L’activité antibactérienne du ligand et ses complexes métalliques synthétisés a été
déterminée vis-a-vis les cinq bactéries suivants : Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermdis et Bacillus subtilis, par la méthode de

diffusion de disque sur milieu de Mueller-Hinton gélos€.

Le ligand et leurs complexes ont été solubilisés dans du MeOH pour obtenir des

concentrations de 100mg/ml et 50 mg/ml.

Cette étude est faite au sein du laboratoire microbien du laboratoire central de centre

hospitalo- universitaire de Frantz-Fanon de Blida.
V.1.1. Principe :

La méthode de diffusion est trés utilisée en microbiologie, repose sur la diffusion du

composé¢ antimicrobien en milieu solide.

L’effet antibactérien du produit sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre de cette derniére, la souche du microorganisme sera

qualifiée comme sensible, intermédiaire ou résistante.
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V.1.2. Provenance des germes étudiés :

Le tableau suivant représente le code et la provenance des différentes souches

microbiennes utilisées dans notre étude.

Tableau 10 : Provenance des germes étudiés

Souches utilisées

Code de la souche

Provenance

Bactéries

Bactéries a Gram (+)

Bacillus subtilis

ATCC 663
Laboratoire d’antibiothérapie
ATCC 25923 et d’hygiéne de I’institut
Staphylococcus aureus
Pasteur d’ Algérie a Dely
Brahim
Staphylococcus epidermdis ATCC 43300
Bactéries 4 G ¥
BCiSuISs s (-} Laboratoire d’antibiothérapie
et d’hygiene de I’institut
Escherichia coli ATCC 25922
Pasteur d’ Algérie a Dely
Brahim
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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63V.1.3. Protocole expérimental :

L'activité inhibitrice du ligand et des complexes a été déterminée selon le procédé

indiqué précédemment dans la littérature, avec de légéres modifications [152].

1. Repiquage des espéces bactériennes :

Les différentes espéces bactériennes ont été repiquées dans le milieu de gélose, puis
incubées pendant 24h a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la

préparation de I’inoculum.

2. Préparation des milieux de culture :

Les milieux de culture sélectifs pour chaque souche sont mis en surfusion et sont

coulés dans des boites de pétri a raison de 20ml par boite.

3. Préparation des pré- cultures :

La concentration bactérienne des inoculums est évaluée par la méthode des dilutions et
elle est exprimée par la mesure de ’opacité a 1’aide d’un Mc Farland densitométre qui doit

étre équivalent a 0,5 Mc pour les bactéries.

L’inoculum est ajusté, soit en ajoutant des colonies s'il est trop faible ou de 1'eau

physiologique stérile, s'il est trop fort.

A partir d’une culture pure et jeune de 18h pour les bactéries, les suspensions sont

réalisées par le prélevement de quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

Les suspensions sont émulsionnées dans un tube contenant 6 ml d’eau physiologique

et homogénéisées par agitation au vortex.

4. Ensemencement :

L’ensemencement est fait a 1’aide d’un €couvillon stérile trempé dans la suspension
microbienne. L’essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum. L'écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée,
seche, de haut en bas, en stries serrées, répéter 'opération deux fois, en tournant la boite de
Pétri de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir

'ensemencement en passant 1'écouvillon sur la périphérie de la gélose.
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L’écouvillon est rechargé a chaque fois dans le cas ol on ensemence plusieurs boites

de Pétri avec 1la méme souche.

5. Dépét des disques :

Les disques de 9mm de diamétre, sont imbibés par différentes concentrations des

solutions de chaque composé. Le volume pris de chaque concentration est de 1’ordre de 20 pl.

Les disques absorbants sont stérilisés et imprégnés d’une quantité de 20 ul de solution
du test et sont déposés sur la surface de gélose inoculée avec les souches testées. Les boites de

pétri sont incubées a 1’étuve pendant 24h a 37°C.

Pour permettre une bonne diffusion de ces composés dans le milieu, et inhiber
momentanément la croissance du germe testé, les boites sont placées a 4°C pendant trois

heures, puis incubées a 30°C pendant 24h.
6. Lalecture :

Le diamétre de la zone d'inhibition autour du disque de papier imprégné a été
déterminé en mesurant 4 1’aide d’un pied & coulisse, déterminé par les différentes

concentrations des différents composés autour des disques.
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V.1.4. Résultats et discussion :

Nous avons testé I’effet antibactérien du ligand et des complexes vis-a-vis de cing
bactéries via la méthode de diffusion sur le milieu solide. Tous les composés testés ont
démontré une activité biologique remarquable contre les différents types de bactéries & Gram

positifs et négatifs.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 11. Il est a noter que les
complexes ont une activité plus élevée que celle du ligand BIM libre correspondante contre
les mémes bactéries, par conséquent, on peut conclure que la complexation augmente
l'activité antibactérienne. D'autre part, la sensibilité de BIM est presque la méme pour les cing

bactéries, tandis que ses complexes montrent quelques différences.

D’une maniére générale, les complexes préparés montrent une activité antibactérienne
envers la bactérie a Gram positif S. aureus, en présentant une inhibition plus importante que
celle des autres types de bactéries. Le complexe du cobalt présente I’activité la plus
importante par rapport a d'autres complexes, vis-a-vis de toutes les souches bactériennes
testées. Ce résultat est peut étre liée a la stabilité du complexe et au couplage avec le ligand.
L’augmentation de I’activité antimicrobienne et peut étre dii également a la solubilité, la

conductivité et la longueur de la liaison entre le métal et le ligand [151].

Au cours de notre recherche bibliographique, nous n’avons trouvé aucune étude
réalisée sur les complexes contre la souche bactérienne S.epidermdis. Les résultats obtenus

sont intéressants surtout par rapport au complexe Co(II).
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Tableau 11 : Les valeurs de diamétre des zones d’inhibition (mm) de ligand et leurs

complexes relatifs aux souches bactériennes testées.

Diameétre de zone d’inhibition en mm, la concentration en mg/ml

Composé B.subtilis E.Coli P. aeruginosa S.aureus S.epidermdis
100 50 100 50 100 50 100 50 100 | 50
L, 12 11 10 - 10 - 13 12 11 10
L-Co(II) 25 21 27 23 17 13 30 26 17 15
L- Ni(II) 19 10 13 9,5 13 - 17 11 15 -
L-Cu(l) | 16 14 - - - - 17 14 - -

Les résultats de I’activité antimicrobienne du ligand et des complexes Co(II), Ni(I) et

Cu(II) obtenus par la mesure des diametres d’inhibition de la croissance des microorganismes

sont illustrés graphiquement par les figures 29, 31, 33 et 35.

Les figures 30, 32, 34 et 36 montrent les photographies des résultats obtenus de

Pactivité antibactérienne des composés testés contre les cing souches bactériennes aprés 24 h

d’incubation a 37°C.
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Figure 29 : Histogramme des diamétres des zones d’inhibition de ligand relatif aux

différentes souches bactériennes

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa  Staphylococcus epidermdis

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Figure 30 : Zones d’inhibition de ligand testé pour les cinq souches
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= 100mg/ml
= 50mg/ml

Diameétre de la zone d'inhibition en

Figure 31 : Histogramme des diamétres des zones d’inhibition de complexe Co(II) relatif aux

différentes souches bactériennes

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa  Staphylococcus epidermdis

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Figure 32 : Zones d’inhibition de complexe L-Co(II) testé pour les cing souches

63



100mg/ml
= 50mg/ml

Figure 33 : Histogramme des diamétres des zones d’inhibition de complexe L-Ni(II) relatif

aux différentes souches bactériennes

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa  Staphylococcus epidermdis

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Figure 34 : Photographe des zones d’inhibition de complexe L-Ni(I) testé pour les cinq
souches
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Figure 35 : Histogramme des diamétres des zones d’inhibition de complexe L-Cu(Il) relatif

aux différentes souches bactériennes

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa  Staphylococcus epidermdis

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus

Figure 36 : photographe des zones d’inhibition de complexe L-Cu(Il) testé pour les cinq
souches
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L’estimation de I’activité antibactérienne est basée sur une échelle de mesure, ils ont
classé le pouvoir antibactérien, en fonction des diameétres des zones d’inhibition de la

croissance bactérienne en quatre classes :

e Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition > 28 mm.

e Modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 16 et 28
mm.

e [’égerment inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 10 et 16
mm.

e Non inhibitrice lorsque le diamétre le diamétre de la zone d’inhibition < 10mm.

Selon I’échelle de mesure de I’activité antibactérienne on constate que :

La figure 29 montre que le ligand BIM présente des diamétres d’inhibition inférieurs a
14mm. Ce qui nous améne a dire que notre ligand a un faible effet inhibiteur vis-a-vis de ces
bactéries et par conséquence les souches E.Coli et P. aeruginosa sont moins sensibles au

ligand par rapport aux autres souches.

D’apres I’histogramme représenté par la figure 31, & la concentration 100mg/ml, le
complexe L-Co(II) a une action bactéricide puissante sur la souche S.aureus. Contrairement a
B.subtilis et E.Coli qui se sont avérées modérément résistantes. Cependant les souches P.
aeruginosa et S.epidermdis apparaissent légérement résistantes. A la concentration 50mg/ml,
ce complexe est modérément inhibiteur vis-a-vis de B.subtilis, E.Coli et S.aureus avec un
diamétre qui varie entre 21 et 26 mm. Par contre les souches P. aeruginosa et S.epidermdis
ont des diamétres inférieurs & 16 mm, ce qui indique que ce complexe présente une légere
inhibition.

Le complexe L-Ni(II), a la concentration de 100 mg/ml est modérément inhibiteur vis-
a-vis de B.subtilis et S.aureus, présentant des zones d’inhibition de 19 mm et 17 mm
respectivement, et a une action légeérement inhibitrice contre les bactéries E.Coli, P.
aeruginosa et S.epidermdis. A la concentration de 50 mg/ml, il présente une faible activité
contre les bactéries B.subtilis, E.Coli et S.aureus, par contre son effet antibactérien est nul

contre les bactéries P. aeruginosa et S.epidermdis.

Les résultats présentés dans la figure 35 révelent que le complexe L-Cu(Il) exerce un

effet antibactérien considérable seulement contre B.subtilis et S.aureus avec des zones
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d’inhibition de 16 mm et 17 mm respectivement a la concentration de 100mg/ml. Tandis qu’a
la concentration de 50 mg/ml a donné un diamétre moins important de 14 mm vis-a-vis des

mémes souches.

V.2. L’étude du pouvoir antioxydant :

Les méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant peuvent étre qualitatives ou
quantitatives. Les méthodes qualitatives, utilisées pour repérer I’activité antioxydante des
composés, sont relativement peu nombreux et font intervenir en général, la coloration ou la

décoloration d’un réactif spécifique en présence d’agents antioxydants.

Le ligand et leurs complexes sont testés pour leur pouvoir antioxydant selon deux

méthodes :

V.2.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH :

Le DPPH- (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH-
est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent
a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH-, qui est proportionnel au pouvoir anti
radicalaire de I’échantillon (Figure 37) [153].

N NH
OzN N02 7—'» 02N N02
HOR
NO, NO;
1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH') (DPPH):H
Violet Jaune

Figure 37 : Réaction d’un donneur d’hydrogene (antioxyadant) avec le radical DPPH"
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Pour évaluer I’activité antioxydant, nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2-

diphényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole suivant [154]:

La solution de DPPH est préparée par la solubilisation de 6 mg de DPPH dans 100 ml
de méthanol. Un volume de 3 ml de différentes concentrations de chaque échantillon est
ajouté a 1 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,06 mg/ml) fraichement préparée. En ce
qui concerne le contrdle négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 3 ml du

méthanol avec 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée.

La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration
a 517nm a laide d’une spectrophotométrie de type SHIMADZU UV-1700 aprés 30 minutes

d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante a I’aide d’un spectrophotométre.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide

ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Les concentrations du I’antioxydant standard (acide ascorbique), du ligand et des

complexes synthétisés sont compris entre 1-50 pg/ml.
Expression des résultats :
Calcul des pourcentages d’inhibitions :
D’inhibition 1% = [(Abs ¢ — Abs e)/ Abs c¢] x 100
Abs ¢ : Absorbance du controle
Abs e : Absorbance de 1’échantillon testé

Pour chaque échantillon nous avons déterminé la valeur ICso qui est la concentration
du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du DPPH [155]. Ces ICso sont déterminées
graphiquement par la droite de régression dont I’abscisse représente la concentration des

échantillons et ’ordonné I’activité antioxydante en pourcentage.
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Les résultats peuvent &tre aussi exprimés en puissance anti-radicalaire [156].
ARP=1/ICso
ARP : Puissance anti radicalaire

ICso : Concentration de I’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du
radical DPPH.

V.2.2. Test sur CCM par réduction du radical 2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl
DPPH [157] :

La révélation de la plaque par la solution méthanolique de DPPH est une CCM de
criblage qui permet 1’obtention de renseignements supplémentaires sur I’activité antioxydante

des composés étudiés.

Nous avons déposé nos produits dissous dans MeOH sur des plaques de CCM
d’aluminium Al>O3 et nous avons utilis¢ MeOH comme éluant. Le chromatogramme est giclé
aprés séchage avec une solution méthanolique a 0.12 mg/ml de DPPH. Les activités

antiradicalaires apparaissent sous formes de spots de couleur jaune-blanc sur un fond violet.
V.2.3. Résultats et discussion :
V.2.3.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH :

Dans notre travail nous avons €tudié 1’activité antioxydante des différents composés

synthétisées afin de juger et localiser le composé le plus actif.

Au cours de la réaction d’oxydation nous n’avons observé aucun virage de couleur
violet vers le jaune avec les complexes. Par contre, le contrdle positif (acide ascorbique) et le

BIM présentent une décoloration vers le jaune.

Notre observation a €té confirmée par la mesure de 1’absorbance. Le standard (acide
ascorbique) et le BIM présentent une diminution de 1’absorbance observable. Par ailleurs, tous
les complexes étudiés n’ont provoqué aucune diminution de I’absorbance a 517nm a

différentes concentrations.

Les résultats trouvés pour cette analyse sont regroupés dans le tableau 12.
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Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la majorité

des auteurs est de tracer les graphes des pourcentages d’inhibition calculés en fonctions des

différentes concentrations utilisées pour les différents produits étudiés.

Afin de comparer cette activité antioxydante avec celle de I’acide ascorbique, une

courbe d’étalonnage réalisée par ce dernier a été tracée (figure 38).

Acide ascorbique (AA)

100

P SRS S s

s AT

pourcentage dinihibition %

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Concentration pg/ml

45

50

55

Figure 38 : Pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations de I’acide

ascorbique.

La figure 39 illustre le résultat du pouvoir antioxydant du ligand BIM par la méthode

de piégeage du radical libre DPPH.

Cette figure montre que le ligand BIM présente une bonne activité comme un capteur

de radicaux par rapport a l'acide ascorbique avec un pourcentage d’inhibition de 1’ordre de

80,92% a la concentration 50 pg/ml.
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Figure 39 : Pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations du BIM
Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit deux paramétres :

e La concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du DPPH en

solution (ICso).

e Le pouvoir antiradicalaire (APR) qui est inversement proportionnel a 1’ICsy.

La valeur de ICso et APR trouvées pour I’acide ascorbique et le ligand BIM sont représentées

dans le tableau 13 et dans la figure 40 sous forme d’histogramme.

Tableau 13 : Valeur de ICso et du pouvoir antiradicalaire (ARP) de I’acide ascorbique et du
ligand BIM.

Composés ICso (pn.ml™) APR
Acide ascorbique 3,5 0,285
BIM 4,43 0,225
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La capacité antioxydante des différents composés a été déterminée a partir des I1Cso

Plus la valeur d’ICso est petite, plus I’activité du composé étudié est grande.

A des fins comparatives, un antioxydant standard est utilisé 1’acide ascorbique. Il a

montré une activité anti-radicalaire trés puissante avec ICso de ’ordre de 3,5 pg/ml et d’ARP
de I’ordre de 0,285.

En comparant le ICso de ligand BIM par rapport a celle de 1’acide ascorbique, nous
avons remarqué que le ligand BIM présente une bonne activité anti-radicalaire presque

similaire et intéressante par rapport au standard avec une ICso de ’ordre de 4,43 pg/ml et un
ARP de I’ordre de 0,225.

mAA
= BIM

Figure 40 : Les ICsg et les pouvoirs antiradicalaires du BIM et du contrdle positif
V.2.3.2. Test sur CCM par réduction du radical 2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl DPPH :

Cette méthode est faite seulement pour confirmer nos résultats obtenus par la méthode
de piégeage du radical libre DPPH.

Le chromatogramme du ligand et du complexe Co(Il), révélés par une solution de
DPPH a la concentration de 0,12 mg/ml dans le méthanol, présente une seule tache jaune sur

un fond violet pour le ligand BIM. C’est un constituant capable de réduire le radical DPPH

oxydante.
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Tableau 14: Résultats du test antioxydant DPPH sur le ligand et le complexe métallique L-

Co(II).
Composé Rs
1 L (BIM) 0,45
2 L-Co(II) -

Seulement le ligand BIM montre une activité antioxydante qui s’est manifestée par

une tache jaune sur fond violet a Rr indiqué.

Figure 41: Chromatogramme du BIM et du complexes Co(II) révélé par DPPH

D’aprés les résultats obtenus par les deux méthodes d’évaluation du pouvoir

antioxydant, nous avons constaté que la complexation du BIM est faite au niveau de

groupement OH.
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Conclusion
générale



Au cours de ce travail, nous avons synthétisé des complexes de Co(II), Cu(II) et Ni(II)

avec le Bis (indolyl) méthane ayant un motif p-vanilline.

Le ligand BIM et ses complexes synthétisés ont été caractérisés par diverses
techniques analyse élémentaire, thermique et conductimétrique ainsi que par RMN, IR et
UV-Visible.

Les complexes synthétisés sont solides et stables a température ambiante, ils montrent
des couleurs différentes. Leurs points de fusion sont élevés. Les mesures de la conductivité

molaire indiquent que tous les complexes sont des non électrolytes.

Les données spectrales ainsi que 1’analyse élémentaire ont permis de déterminer la

structure du BIM et du L-Co(II).

D’aprés RMN 'H, on peut penser que le ligand est coordonné aux cations métalliques
(Co(II), Ni(II) et Cu(Il)) par OH et OMe phénolique et par NH pour le cation Cu(II).

L’étude par spectrométrie UV-Visible a permis de déterminer le mode de coordination
et de proposer un environnement octaédrique pour les complexes formés avec le ligand BIM.
Les spectres UV-Visible des différents complexes ont montré qu’ils absorbent tous dans le
visible. Elle a permis aussi d’observer les différentes transitions d-d qui sont caractéristiques

des complexes a géométrie octaédrique.

Tous fois pour lever toute ambigliité consternant la structure des complexes une étude

aux RX est nécessaire.

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode de piégeage de radical libre DPPH et
celle de la CCM par réduction du radical DPPH du ligand BIM et des complexes synthétisés
Co(II), Cu(Il) et Ni(II) ont montré que seul le ligand BIM posséde un pouvoir antioxydant.

Les complexes ne provoquent aucune activité.
Le résultat confirme que la complexation se fait au niveau de OH phénolique.

D’autre part, la valeur de ICso et le pouvoir antiradicalaire APR du ligand BIM est
respectivement 4,43 pg/ml et 0,225.
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La comparaison de ces valeurs avec celle de I’antioxydant standard 1’acide ascorbique
(ICs0 = 3,5 pg/ml, APR = 0,225), nous a permis de déduire que le pouvoir antioxydant du

ligand présente une assez bonne activité antiradicalaire.

Les complexes des métaux de transition montrent une activité antibactérienne plus
élevée que celle du ligand BIM vis-a-vis des souches a savoir: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermdis et Bacillus

subtilis
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