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Introduction

La thématique du développement durable prend aujourd’hui de plus en plus de place dans notre
société. La prise en compte des contraintes environnementales nous incite a développer de nouvelles
méthodes de syntheses respectueuses de I'environnement, faciles a mettre en ceuvre et rentables. La
chimie fine utilise des synthéses colteuses en énergie et atomes. Dans le cas de la valorisation
d’alcanes, leur oxydation en alcools (entre autres) nécessite des conditions draconiennes (température
et pression élevées, utilisation de forts oxydants chimiques, et d’oxydes de métaux corrosifs). De plus,
ces méthodes ne permettent pas d’obtenir une sélectivité intéressante. Dans ce contexte, notre
équipe cherche a développer des catalyseurs capables de réaliser I’oxydation d’hydrocarbures dans

des conditions réactionnelles douces.

Des systémes biologiques tels que les mono- et dioxygénases catalysent I'oxydation sélective de
substrats organiques en utilisant le dioxygene de l'air dans des conditions physiologiques. Le
développement des techniques d’analyse (RPE, Raman, Mdssbauer, EXAFS et DRX) a permis de
déterminer la structure du site actif d’'un grand nombre d’entre elles. Au laboratoire, une approche

bio-inspirée est utilisée afin de mimer 'activité de métalloenzymes a fer.

De nombreux complexes de fer(ll) ont été développés comme catalyseurs dans notre équipe lors
de théses précédentes. L'interaction d’oxydants chimiques avec ces complexes a été étudiée, et une

partie de mon projet a été de modifier les ligands pour augmenter la stabilité des catalyseurs.

Deux autres parties de mon projet de recherche sont inscrites dans le projet ANR Cathyméthoxy.
Ce projet ambitieux regroupe six taches bien distinctes. Au cours de ma thése, je me suis attelée aux
taches 3, 4, 5 et 6 (Figure 1). Les taches 3 et 4 ont nécessité la fonctionnalisation d’un ligand utilisé
communément au laboratoire pour son greffage covalent dans une protéine, et sur une électrode d’or.
Ce ligand fonctionnalisé, les complexes correspondant ont été synthétisés puis greffés dans la protéine
et sur électrodes (taches 5 et 6). Les nouveaux systemes ont été caractérisés, des études en réactivité
ont été menées. La tache 7 est le but ultime du projet ANR. Il s’agit du greffage des métalloenzymes
artificielles sur électrode d’or, afin d’assurer I'activation du dioxygene par I'apport d’électrons au site

actif par le biais de I'électrode, et également une sélectivité grace a I’environnement protéique.

Le chapitre 1 présente le contexte de I'étude en commencant par la présentation d’un certain
nombre de métalloenzymes a fer capables de réaliser I'oxydation de liaisons C-H aliphatiques ; des
systemes greffés sur électrodes d’or pour I'activation du dioxygene sont ensuite présentés ; enfin des

métalloenzymes artificielles qui permettent I’'oxydation de molécules organiques seront présentés par
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le biais des différentes stratégies de fixation des complexes métalliques au sein de protéines. Pour

terminer, quelques systemes non hémiques de fer représentatifs seront évoqués.

Figure 1 : Résumé des 6 tdches de ’ANR Cathyméthoxy.

Le chapitre 2 présente la chimie de coordination de nouveaux complexes de fer(ll) synthétisés,

ainsi que leurs caractéristiques spectroscopiques.

L’évolution de ces complexes suite a I'ajout d’oxydants chimiques est présentée au chapitre 3 ainsi

gue les premiers tests en catalyse homogene d’oxydation.

Au chapitre 4, la syntheése et |la caractérisation du complexe fonctionnalisé pour la tache 3 du projet
ANR est présenté. Le greffage du complexe sur électrode d’or est également illustré suivant différentes
techniques de dépot. Une premiere étude de la réaction du dioxygene avec le complexe greffé a été

réalisée.

Pour finir, le chapitre 5 présente la synthése et la caractérisation d’un autre complexe
fonctionnalisé pour réaliser la tache 4 du projet ANR. Le greffage covalent du complexe dans la B-
lactoglobuline est présenté ainsi que les différentes méthodes de caractérisation et de quantification.
Des tests de réactivité vis-a-vis du peroxyde d’hydrogene ont été réalisés ainsi que des tests en catalyse

d’oxydation.



Chapitre 1 : Contexte des études

Dans une problématique de plus en plus importante qui est celle du développement durable, il est

aujourd’hui nécessaire d’adapter les réactions chimiques aux contraintes écologiques.

Le développement de catalyseurs existe depuis le début de la chimie. Cependant, la
compréhension des mécanismes mis en jeu lors des réactions chimiques est beaucoup plus récente,
et ce, grace a I'apparition de techniques d’analyse qui permettent de sonder les systemes a différentes

étapes des réactions.

De nombreux catalyseurs moléculaires ont été développés, avec de trés bons résultats au niveau
des nombres de cycles catalytiques (turn over number : TON) et de la sélectivité des réactions.
Toutefois, ces catalyseurs sont souvent constitués d’'un centre métallique de type iridium, ruthénium,

palladium, rhodium ou platine, qui sont des métaux chers non biocompatibles.'

D’autre part, les oxydations sont des transformations chimiques trés importantes. Les conditions
de réactions sont dures, avec |‘oxydant, souvent toxique ou nocif, utilisé en quantité
stoechiométrique.® Au contraire, des systémes biologiques sont capables d’effectuer I'oxydation de
molécules organiques en utilisant le dioxygene de l'air, en présence uniquement de protons,
d’électrons, dans des conditions physiologiques. Quel grand défi pour les chimistes que d’arriver a
développer des systemes capables de mimer les systémes biologiques, avec des catalyseurs composés

de métaux biocompatibles tels que le cuivre, le manganése et le fer.

Le développement de ces catalyseurs biomimétiques demande une trés bonne compréhension des
systemes biologiques, ol les premiéere et seconde sphéres de coordination sont primordiales pour la
sélectivité des réactions, et ol la présence d’un cosubstrat permet I'apport des électrons nécessaires

a I'activation du dioxygéne.

Ce chapitre présente certains systemes enzymatiques dont le mode de fonctionnement peut servir

de source d’inspiration pour les systemes biomimétiques.

1. Oxygénases a fer

Les oxygénases a fer sont des enzymes possédant un site actif avec un ou deux atomes de fer. Ces

métalloenzymes permettent la fonctionnalisation de liaisons C=C et C-H dans les hydrocarbures



saturés, insaturés et aromatiques. Ce processus a lieu grace au transfert d’'un ou deux atome(s)

d’oxygene au sein de ces liaisons avec une tres grande régio-, stéréo- et chimiosélectivité.

Le dioxygéne paramagnétique (S = 1) est non réactif vis-a-vis des molécules organiques
diamagnétiques. Les oxygénases sont capables de lever cette interdiction de spin en activant le

dioxygene a I'aide d’une source réductrice.

Il existe de nombreuses métalloenzymes a fer qui par activation réductrice du dioxygene
moléculaire conduisent a I'hydroxylation d’aromatiques, d’alcénes et d’alcanes. Dans cette partie,

nous présenterons trois systémes qui différent par la structure du site actif et par leur réactivité.

1.1. Enzymes a fer hémiques : les cytochromes P450

Les cytochromes P450 constituent une grande famille d’hémoprotéines présentes dans de
multiples organismes (bactéries, mammiféres, plantes, champignons), notamment chez I’'Homme, ou
ils sont principalement présents dans divers organes (intestin, reins, poumons) dont le foie, ou ils
participent a la dégradation de composés xénobiotiques (médicaments, polluants, et toxines).
L'appellation des cytochromes P450 provient de la forte absorption a 450 nm de la forme réduite de

I’hémoprotéine complexée par le monoxyde de carbone.®®

Ces enzymes sont de puissants oxydants et sont capable d’effectuer des réactions d’oxydation tels
gue I’hydroxylation d’alcanes, I’époxydation d’'une double liaison C=C, I'oxydation d’hétéroatomes, ou
encore I’hydroxylation d’aromatiques. Les cytochromes P450 sont capables de catalyser l'insertion
d’un atome d’oxygéne du dioxygene et ce pour de nombreux substrats, et le second atome d’oxygene
de O, est réduit pour former une molécule d’eau. Deux électrons sont nécessaires pour |'activation

réductrice du dioxygéne et sont apportés par la NADPH, selon I’équation bilan suivante :

S+0,+2e +2H Cytochrome P450 > SO +H,0

a) Structure du site actif

Leur site actif contient un centre mononucléaire de fer(lll) coordiné a quatre atomes d’azote d’'une
protoporphyrine IX, et attaché a la chaine polypeptidique par un ligand cystéinate axial (Figure 1). La
sixieme position de coordination du fer est vacante ou occupée par une molécule d’eau et permet la

fixation du dioxygéne.
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Figure 1: Structure du site actif des cytochromes P450.

Les électrons nécessaires pour I'activation du dioxygéne sont apportés par le cofacteur NADPH via

une réductase qui contient un cofacteur flavinique.®°

De nombreuses études spectroscopiques et structurales ont été menées sur les cytochromes P450.
Le systeme le plus étudié est le cytochrome P450 du camphre dont la structure a été résolue par Poulos
et al. en 1989 (Figure 2).!! Le substrat est disposé du coté distal de I’lhéme. Le CO, qui symbolise O,

dans cette structure, se trouve a proximité du substrat.

Figure 2: Structure du site actif du complexe ternaire P450-camphre-CO (PDB: 3CPP).
En gris : carbone ; en bleu : azote ; en rouge : oxygene ; en orange : fer.

b) Réactivité
Les multiples études effectuées sur ces systemes ont permis d’établir le cycle catalytique par lequel

s’effectue 'activation du dioxygéne et I'oxygénation du substrat.5”1%13



Le cycle catalytique admis aujourd’hui est présenté Figure 3.
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Figure 3: Mécanisme catalytique du cytochrome P450 lors de I'hydroxylation d'un alcane R-H.

Initialement, le fer est dans un état d’oxydation +lII, coordiné par une molécule d’eau du c6té distal
(A). L'arrivée d’un substrat a proximité du site actif, conduit au départ de la molécule d’eau (B), se
traduisant par un changement de I’état de spin du fer, qui passe d’un état bas spin (S = 1/2) a un état
haut spin (S = 5/2). Ceci augmente le potentiel redox du systéme, facilitant ainsi la réduction du centre
ferrique pentacoordonné par la réductase (C).** Une molécule de dioxygéne peut ensuite interagir avec
I'ion Fe(ll) pour donner une espéece de type Fe(lll)-O0°® (Fe(lll)-superoxo) (D) qui a été étudiée par
spectroscopie de résonance Raman, et qui montre une vibration v(0-0) a 1140 cm™.%>! Une seconde
réduction monoélectronique conduit a un intermédiaire Fe(lll)-O0" (Fe(lll)-peroxo) (E) qui, aprés
protonation donne l'intermédiaire Fe(lll)-OOH (Fe(lll)-hydroperoxo) (F). Les composés E et F ont été
caractérisés par résonance Raman, RPE, et ENDOR lors de la cryoréduction du composé D a 77 K.171°
Une seconde protonation a pour conséquence la coupure hétérolytique de la liaison O-O du Fe(lll)-
OOH avec la libération d’une molécule d’eau et la formation d’une espéce de type Fe(IV)=0 avec un
radical cation délocalisé sur I’'ensemble de la porphyrine (G). Cet intermédiaire est souvent considéré
comme une espece Fe(V)=0. En 2000, Schlichting et al. ont réalisé des études structurales en
parvenant a piéger certains intermédiaires du cycle catalytique du cytochrome P450 du camphre et
notamment, 'espéce P**[Fe(IV)=0]" appelé Cpd 1.2° De plus, en 2010, Green et al. ont caractérisé ce

méme intermédiaire par spectroscopies Méssbauer, RPE et UV-visible.?°

La réaction d’hydroxylation est réalisée trés rapidement apres I'injection du deuxiéme électron

dans le cycle catalytique. Le mécanisme d’oxydation du substrat est centré sur le fer. Il est appelé
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« Oxygen Rebound Mechanism » (Figure 4).2123 La premiére étape du mécanisme est la formation d’un
état intermédiaire cage substrat/dérivé radicalaire, linéaire amorgant la rupture homolytique de la
liaison C-H. La durée de vie de cet intermédiaire dépend du substrat ainsi que des contraintes
électroniques et stériques imposées par le site actif sur le radical. La formation d’une cage radical
organique/Fe(IV)-OH est en accord avec la formation d’un état de transition linéaire. Pour finir, la

disparition de cet intermédiaire conduit a la formation de la liaison C-0.2
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Figure 4: Mécanisme de |' « Oxygen Rebound ».23

Des réactions de découplage, comme I’ « oxidase shunt » rentrent en compétition avec I’oxydation
du substrat. Ces réactions sont minimisées dans les cytochromes P450 grace a un contréle sophistiqué

des transferts de protons et d’électrons par la protéine.?®

1.2. Les dioxygénases de Rieske

Les dioxygénases de Rieske sont des enzymes présentes dans les bactéries du sol. Elles permettent

la dihydroxydation énantiospécifique d’hydrocarbures aromatiques, ce qui constitue la premiere étape
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Figure 5: Exemples de réactions catalysées par les dioxygénases de Rieske.

de la biodégradation. Il existe un trés grand nombre de ces enzymes dont la toluéne 2,3-dioxygénase

(TDO), la phtalate 4,5-dioxygénase (PhtDO) et la naphtaléne 1,2-dioxygénase (NDO).242¢
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La dioxygénase de Rieske la plus étudiée est la naphtaléne 1,2-dioxygénase de la Pseudomonas

putida, dont la structure a été résolue en 1998 avec une résolution de 2.25 A.?°

Ferrédoxine
(7 \
3 (',‘:J
Ot g

Byt

Oxygénase

J@" NADPH + H*

Réductase

Figure 6: Organisation fonctionnelle des différentes composantes de la naphtaléne 1,2-dioxygénase. La flavine
est représentée par des traits rouges ; les clusters de Rieske par des sphéres et le centre mononucléaire de fer
est représenté par des traits bleus (PBD : 2BSA, INDO, 2FD2) (d’aprés Ferraro et al.).?”

Ces enzymes sont constituées de trois différentes parties. La premiére partie est la réductase qui
récupere deux électrons en oxydant le NADPH, en les stockant sur une flavine (1 et 2, Figure 6). La
seconde partie est une ferrédoxine contenant un cluster [4Fe-4S] qui permet de transférer un a un les
deux électrons de la réductase vers |'oxygénase de Rieske par réduction d’un fer constituant le cluster
[2Fe-2S] (3 et 4, Figure 6). La troisiéme partie est I'oxygénase de Rieske qui se présente sous la forme
d’un hexamere asPs contenant un centre [2Fe-2S] de Rieske ainsi qu’un site mononucléaire de fer
localisé dans chaque sous-unité a (zoom de site actif présenté Figure 7). Les deux électrons qui sont
transférés un a un de la réductase a I'oxygénase par la ferrédoxine, réduisent un centre de fer sur un
des trois clusters [2Fe-2S], et le centre de fer non hémique, ce qui permet la fixation du dioxygéne sur

le centre actif (5, Figure 6 et Figure 7).”’
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Figure 7: Site actif de I'oxygénase de Rieske (PDB : 1 NDO).

Les deux atomes d’oxygene présents dans le napthaléne cis-dihydrodiol proviennent de la méme

molécule de dioxygene, ce qui suggére une réaction concertée entre le napthalene et I'espéce

oxydante.
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Figure 8: Cycle catalytique de la naphtaléne 1,2-dioxygénase.

Des études cristallographiques sur des cristaux de NDO en présence de substrat ont montré une

coordination de O, au centre de fer(ll) non hémique sous la forme de I’adduit Fe(n2-0,).% Dans le cas

de la réaction entre la benzoate 1,2-dioxygénase et H,0,, I'intermédiaire identifié est un complexe

haut-spin Fe"'(n2-O0H) d’aprés des caractérisations par RPE et M&ssbauer.?® Cet intermédiaire Fe''(n?-

OOH) pourrait directement effectuer I'oxydation des substrats (Figure 8).3°
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Des études ont montré que la NDO pouvait aussi catalyser la dihydroxylation du naphtaléne avec
H,0,, qui contribue a I'apport des deux atomes d’oxygéne et deux électrons nécessaires pour la
réaction.?! Cette observation appuie I'idée que I'intermédiaire Fe(Ill)-OOH est I'intermédiaire clé de la
réaction. Une étude de Que et al. a été effectuée sur un complexe non hémique biomimétique
[(TPA)Fe"(ACN),](OTf),. Une étude mécanistique utilisant de I'eau marquée 20, a permis de mettre en
évidence I'insertion d’un atome d’oxygéne 20 dans le produit de cis-dihydroxylation.3? Cela met en
avant que les deux atomes d’oxygene présents dans le produit ne proviennent pas uniqguement du
dioxygéne. Un mécanisme prenant en compte ces données a été proposé dans lequel un intermédiaire

Fe"Y(0)(OH) est I'espéce active (Figure 9).*?

Le cycle catalytique commence par I'oxydation du centre métallique par H,O, (A), puis un
équivalent de H,0; conduit a la formation de I'intermédiaire Fe(lll)-OOH (B). Une molécule d’eau
marquée se lie au centre métallique (C), et permet la protonation de I'oxygéne distal de I’hydroperoxo
facilitant la rupture hétérolytique de la liaison O-O conduisant a la formation de l'intermédiaire
Fe(V)(O)(OH) avec le départ d’'une molécule d’eau (D). L’espéce de haute valence Fe(V)(0)(OH) attaque
le naphtaléne pour former le produit de cis-dihydroxylation (F). Dans ces conditions, un atome
d’oxygeéne inséré provient de l'oxydant, et le second du solvant. Ce mécanisme ne semble pas
0.31,33

compatible avec les expériences par marquage isotopique effectuées sur la ND
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Figure 9: Mécanisme proposé pour la cis-dihydroxylation du napthaléne catalysé par le complexe
[(TPA)Fe"(ACN),](OTf).. L’'atome d’oxygéne rouge est 180.

1.3. Les oxygénases a fer non hémiques utilisant un cosubstrat

La famille des oxygénases a fer non hémiques combinant I’oxydation du substrat avec celle d’un
cofacteur est tres vaste. Ces enzymes comportent une structure du site actif et une réactivité variées.
Contrairement aux cytochromes P450, le fer est initialement dans un état d’oxydation +lI, dans une
géométrie pseudo octaédrique et il est coordiné par trois acides aminés qui sont deux histidines et un

aspartate ou glutamate, ce qui constitue une face de I'octaédre de coordination. La sphere de
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coordination est complétée par trois molécules d’eau. Malgré la multitude d’enzymes constituant
cette grande famille, des études spectroscopiques et cristallographiques ont permis de déterminer un

mécanisme global analogue dans le site actif (Figure 10).

Au cours de ces études, il a été montré que le fer est trés peu réactif vis-a-vis du dioxygéne.’*3>

Ces enzymes utilisent un cofacteur qui permet d’activer le fer, en se liant a ce dernier, ce qui conduit
au départ de deux ligands exogénes. Le fer(ll) devient pentacoordiné et plus réactif vis-a-vis du

dioxygene. La liaison formée entre le fer et le dioxygéne initie le déclenchement du cycle catalytique,

dont les étapes suivantes différent selon les sous-familles.*

Figure 10: Mécanisme global proposé pour les métalloenzymes a fer(ll) non hémiques avec une face de I'octéédre constituée
de 2 histidines et de 1 aspartate ou glutamate (adapté de la strucutre PDB : 1RXF).

Il est possible de distinguer deux sous familles ; elles sont définies selon le cofacteur utilisé pour

|"activation du fer.

1.3.1. Les dioxygénases a-cétoglutarate-dépendantes

Ces enzymes font partie de la trés grande famille des enzymes a fer(ll) non hémiques et nécessite

pour l'activation du fer vis-a-vis du dioxygéne de I'a-cétoglutarate (a-CG) comme cosubstrat.

OMO'
0 0]
Figure 11: a-cétoglutarate (a-CG).

Cette sous-famille est tres grande, et rassemble un grand nombre d’enzymes mononucléaires de
fer présentes dans des microorganismes, plantes et animaux. Elles sont d’une grande importance dans

les domaines de I’environnement, pharmaceutique et de la médecine.?’
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Le mécanisme de fonctionnement général de ces enzymes est présenté Figure 12.3°
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Figure 12: Mécanisme proposé des enzymes a-CG dépendantes. RH désigne le substrat.

L’état initial de I’enzyme correspond a un Fe(ll) coordiné par trois molécules d’eau, deux histidines
et un carboxylate, qui contient le motif de la triade faciale (A). La sphére de coordination du fer(ll) a
été établie a froid par EXAFS et dichroisme circulaire pour différentes enzymes.*¥“° La coordination
bidentate de I'a-CG conduit a la décoordination de deux molécules d’eau (B).**** Le départ de la
troisieme molécule d’eau lors de I’entrée du substrat au niveau du site actif, laisse le centre actif dans
une géométrie pyramidale a base carrée (C), qui est hautement réactif vis-a-vis de I'oxygéne
moléculaire (D). La coordination du dioxygéne au fer conduit a une oxydation du centre métallique et
ala formation de l'intermédiaire Fe(lll)-superoxo (Fe(ll1)-O0°®). Ainsi, I'attaque du dioxygene sur I'a-CG
qui est coordiné au fer conduit a la formation d’un intermédiaire (E), qui par rupture hétérolytique de
la liaison O-O conduit a la formation d’un intermédiaire Fe(lV)-oxo (Fe(IV)=0) et a la décarboxylation
concomitante du cofacteur (F). Cet intermédiaire Fe(IV)=0 hautement réactif a été identifié par
différentes équipes.*®*® |l contient un ion Fe(IV) haut spin (S = 2). Il oxyde le substrat (F > G) selon un
mécanisme de type « rebound mechanism ». Le cycle est bouclé apres élimination des produits de la
réaction (ROH, CO,, cofacteur décarboxylé). Dans le cas de la TauD, la taurine est hydroxylée avec un

effet cinétique isotopique (ku/kp) de 37.%°
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1.3.2. Les hydroxylases ptérine dépendantes

Les hydroxylases ptérine dépendantes sont des enzymes qui constituent une petite famille de
monooxygénases a fer non hémiques. Elles sont trées importantes au niveau de la physiologie des
mammiféres et utilisent la tétrahydrobiopterin (BH4) comme cofacteur donneur de deux électrons

(Figure 13).

Figure 13: Cofacteur tétrahydrobiopterin (BH,).

Ces enzymes sont importantes car elles participent a la biosynthése de neurotransmetteurs. Parmi
elles, se trouve la phénylalanine (PheH), la tyrosine (TryH) et la tryptophane (TrpH) hydroxylases, qui

permettent I’hydroxylation régiosélective des trois acides aminés correspondants.

Ces trois enzymes sont connues pour partager de nombreuses propriétés physiques, structurales

et catalytiques.>®

La phénylalanine hydroxylase est présente principalement dans le foie. Cette enzyme permet
d’éviter I'accumulation de L-phénylalanine qui peut étre métabolisée en phénylpyruvate qui est
hautement neurotoxique. La transformation de la L-phénylalanine en L-tyrosine correspond a la
premiére étape du catabolisme. Les tyrosine et tryptophane hydroxylases se trouvent au niveau du

systeme nerveux central et périphérique (Figure 14).
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Figure 14: Réactions bilan de la PhH, TyrH et TrpH.

La TyrH est trés importante car elle contréle la biosynthése de la dopamine, de I’'adrénaline et de
la noradrénaline. La TrpH est quant a elle a la base de la biosynthése de la sérotonine et de la

mélatonine qui jouent les réles de neurotransmetteurs et de régulateur du rythme circadien.”?
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a) Structure
Les structures des trois enzymes a été résolue par diffraction des rayons X.>>>* Elles ont permis de

déterminer I’environnement du fer au niveau du site actif.

Le fer se trouve dans une poche centrale a 10 A de la surface de I'enzyme. Il est coordiné par six
ligands, dont un motif déja identifié dans la famille des a-CG, qui est la triade faciale 2-histidine-1-
carboxylate (aspartate ou glutamate), et trois molécules d’eau complétent la sphére de coordination
du fer. Comme pour les a-cétoglutarates dépendantes, le fer est au degré d’oxydation +lI. Dans PheH,
I’histidine 290 est positionnée sur I'axe fer-ptérine et est considérée de fait comme un ligand axial ;
I’histidine 285 et le glutamate 330 sont des ligands équatoriaux.” Le cofacteur BH, est situé dans la

deuxiéme sphére de coordination du métal (Figure 15).

Figure 15: Structure cristalline du site actif de la phénylalanine hydroxylase (PDB : 1J8U).

b) Réactivité

Le mécanisme proposé pour 'activation du dioxygeéne par les hydroxylases ptérines dépendantes
peut étre divisé en deux parties (Figure 16).5**” Le ligand glutamate devient bidente aprés le départ de
deux molécules d’eau (B). L’interaction avec le substrat conduit également a un déplacement du
cofacteur BH4, qui permet la formation de I'intermédiaire Fe(ll)-peroxoptérine (Fe(ll)-O-0-BH,) aprés
coordination de O3 sur le fer(ll) (C). Il est ensuite proposé une rupture hétérolytique de la liaison 0O-O
de I'intermédiaire Fe"-O0BH,, qui conduit a la formation de la 4a-hydroxybioptérine (BHsOH) et d’une
espéce Fe(lV)-oxo (Fe(IV)=0)) qui a été identifié par Méssbauer (C).°®>° Cet intermédiaire Fe(IV)-oxo
haut spin subit une addition électrophile du substrat ce qui est dans le cas du mécanisme proposé
Figure 16 de la phénylalanine (D). Cette étape est proposée suite a des expériences de marquage
isotopique qui ont permis de mettre en avant I'incorporation quasi-quantitative de I’*20 dans I'acide
aminé et le cofacteur BH,. L’hydroxylation d’un substrat deutéré par la TrpH présente un KIE (effet

isotopique cinétique) inférieur a 1 ce qui suggére une étape de substitution électrophile comme étape
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limitante s’accompagnant d’un NIH shift compatible avec cette proposition.?® La fin du cycle

catalytique permet de régénérer le centre actif et le cofacteur (E > F > A).
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Figure 16: Mécanisme proposé pour |'activation du dioxygene par la phénylalanine hydroxylase (d'aprés Pavon et al.).5¢

1.4. Conclusions

L'étude des structures des Cytochromes P450, des a-cétoglutarates dépendantes, des
hydroxylases ptérine dépendantes et des dioxygénases de Rieske nous a permis de mettre en avant
I'importance de I'organisation structurale autour du centre métallique pour le transfert des électrons.
La seconde sphéere de coordination du centre métallique permet la formation des intermédiaires
réactionnels nécessaire pour I'oxydation des substrats, et la structure de la poche catalytique de ces
enzymes diminue la formation d’especes indésirables. Dans tous les cas, I'activation réductrice du

dioxygene peut se résumer de la fagon suivante :
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Oz (+e)
Fel (Fe') > Follo0"

e
SOH ou
SH cofacteur (RH)

Fe=0 -«=—— FeOOR

DO variable selon
I'enzyme

2. Fixation de systémes synthétiques sur électrode d’or

Un défi des chimistes est de reproduire au mieux ce que les systémes naturels réalisent tres bien.
L'intérét est alors de disposer de systemes synthétiques, meilleur marché que les protéines, pour la
méme utilisation. Dans ces systémes naturels, il a été montré que la structure du site catalytique ainsi
gue la seconde sphere de coordination du métal étaient trés importantes. D’autre part, I'activation du

dioxygéne demande un apport d’électrons controlé qui provient de cofacteurs.

La cytochrome c oxydase ainsi que les cytochromes P450 sont des métalloenzymes qui catalysent
la réduction du dioxygéne en eau ou I'oxydation de substrats par le dioxygene respectivement. Dans
le cas de la cytochrome C oxydase (Cco), la réaction de réduction de O, totale est a quatre électrons
tandis que dans le cas du cytochrome P450, la réduction de O, est biélectronique pour fournir le
substrat oxydé et une molécule d’eau. Ce controle de la réduction est nécessaire pour limiter la
formation d’espéces réactives du dioxygene (ROS). Les équations bilan pour la Cco et les cytP450 sont
décrites ci-dessous :

CcO
8H'W+0,+4e ————>  2H,0+4H'y (1)

S+0,+2e +2 H Cytochrome P450 > SO+H,0 2)

Les équipes de Collman et Dey ont tenté de reproduire I'apport d’électrons au site catalytique, par
greffage de complexes biomimétiques. Des électrodes d’or permettent I'apport des électrons au

centre métallique, nécessaires a |'activation réductrice du dioxygéene ou a sa réduction compléte.
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2.1. Modele de la cytochrome c oxydase (CcO)

L’équipe de Collman a notamment développé des systéemes biomimétiques de la cytochrome ¢
oxydase (CcO) qui catalyse la réduction du dioxygene en eau. Cette réduction a quatre électrons doit
se faire sans générer des espéces toxiques telles que les espéces réactives du dioxygene (ROS) (O3,
0,%, OH®). Les modéles synthétisés par cette équipe permettent de retrouver le méme environnement

autour du site actif porphyrinique que dans la CcO (Figure 17).%?

A
His?* ,
His2o! Tyr2¢
s J_O., ._’“ - Y
e 0, aadCH
y « Heme a,

TR
< § His

Figure 17: (A) Structure du site actif de la CcO provenant du cceur d'un bovin (PDB : 10CC). (B) et (C) Modeéles structuraux du
site actif de la CcO (Collman et al.).6!

Le site actif de la Cco présente une porphyrine de fer, et un cuivre distal (Cus), coordiné par trois
histidines. Une tyrosine (Tyr.44) est dans I'environnement proche du cuivre distal. Le réle du cuivre Cug
et de la Tyraaa est encore débattu ainsi que le mécanisme global. Cependant dans les conditions de
« single turnover », il a été montré que chacun effectuait la médiation d’un électron permettant la
coordination du dioxygéne sur le site actif, en plus des deux électrons fournis par le fer de I’héme,3.5!
Cette rapide réduction intramoléculaire dans I’environnement hydrophobe diminue le temps de vie

des especes de type ROS.

L’équipe de Collman a donc développé des modeles structuraux du site actif de la Cco (Figure 17
(B) et (C)) possédant deux sites redox, un heme et un cuivre distal coordiné par des imidazoles, avec
un phénol a proximité du cuivre remplacant la Tyrasa. Il 2 été montré que le cuivre distal et le phénol
sont nécessaires pour la réduction sélective a quatre électrons du dioxygéne a pH et potentiel

. . 62-65 s . . N
physiologique. Dans le cadre des expériences en « single turnover », les complexes modéles
effectuant une réduction a quatre électrons comme observé pour I'enzyme native. Cependant, le
mélange réactionnel final contient du fer(lV) ainsi que des radicaux de phénol, impliquant la formation

de ROS.

Dans le but de maitriser I'apport des électrons aux complexes modeles, I'équipe de Collman a
greffé ces complexes sur des électrodes d’or. Les systémes sur électrode d’or sont des couches

moléculaires auto-assemblés (SAMs). Les complexes sont reliés a la surface d’or par des liaisons
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covalentes de type Au-S. Pour cela, les modeles sont fonctionnalisés avec un bras alcyne qui par chimie

click réagit avec un azoture préalablement greffé sur la surface d’or (Figure 18).56

[
Figure 18: Schéma des modeéles synthétiques de Cco, par une chaine aliphatique (a gauche) et par une chaine conjuguée (a
droite), sur une électrode d’or modifiée (jaune), par un film SAM (vert) (d’aprés Collman et al.).6!

La vitesse du transfert d’électrons entre le complexe et I'électrode peut étre modulée selon la
longueur et la conjugaison de la chaine du film. Dans le cas de la chaine aliphatique (Figure 18
(gauche)), le transfert d’électrons est lent (k° = 6 s!), tandis que dans le cas de la chaine conjuguée
(Figure 18 (droite)), le transfert d’électrons est rapide (k° = 1 x 10* s).52%8 Le potentiel auquel la

catalyse démarre est le méme dans les systémes rapide et lent.

La présence du cuivre distal et du phénol redox actif n’est pas nécessaire pour la réduction totale
du dioxygene dans le cas de la SAM a transfert d’électrons rapides. Les électrons apportés par le phénol
et le cuivre dans le systeme naturel sont délivrés dans ce cas par I'électrode, compensant I'absence du

cuivre et du phénol.

Par comparaison, la SAM a lent transfert électronique, ou le cycle catalytique est limité par le
transfert d’électrons, présente des résultats proches de ceux observés avec le systeme biologique.
Dans ce cas, I'absence du phénol a proximité du site actif conduit a la formation de ROS conduisant a
la dégradation du catalyseur. Le complexe B greffé sur la surface d’or peut réduire le dioxygene
sélectivement a quatre électrons lorsque le transfert électronique est I'étape limitante. Avec ce
systeme, il a été possible d’effectuer la réduction du dioxygéne en eau a I'aide des quatre électrons
avec une sélectivité de 96 %, contre 99 % dans la CcO. La formation des ROS reste dans ces systemes

tres limitée, et tous les électrons fournis au systéme sont utilisés pour la réaction désirée.
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Les résultats de ces études montrent clairement que des systémes synthétiques sont capables de
présenter une activité catalytique aussi performante que des métalloenzymes et ce, dans des

conditions expérimentales semblables.

2.2. Modeles d’oxygénases

2.2.1. Modéles fonctionnels dinucléaires

Une adaptation de ces systéemes en remplagant le cuivre par du fer(ll) a également été faite par
Collman et al.®® Le systéme avec un complexe de fer(ll) hémique et un complexe de fer(Il) non hémique
est capable d’activer le dioxygene en générant un intermédiaire Fe(lll)-(pu-peroxo)-Fe(lll). Cette espéce
évolue par rupture homolytique de la liaison 0-O, en un complexe hémique/non-hémique bis Fe(IV)-
oxo qui est capable de transférer les atomes d’oxygene a la triphénylphosphine ou de produire de I'eau

en présence de protons et d’électrons (Figure 19).°

2H,0 4H%, 4 e

im Nim im \\Nim |m\ Nim
Fe'l“ Fe]”‘ Rupture Fe'\.‘;
Nim Nim™ | homdolxitique Ni™ \ Vre-o = 808 cm
ela
0, O, liaison 0-0
Vo.o = 822 cm?! o} _— o
Vre-0 = 583 cm't | ” Vge=o0 = 756 cm’?
—Fe”— —Fem— —Felv—
Nim Nim Nim
T Catalyse par transfert d’atome d’oxygene
2 éq. PhsPO 2 éq. PhsP

Figure 19: Mécanisme proposé par Collman et al. pour la réaction du dioxygene avec le systéme bis-Fe(ll).6?
En condition de « single turnover », cette espéce bis-Fe(IV)=0 peut oxyder ainsi deux équivalents
de substrat avec une tres faible génération de ROS. En I'absence de PPh; et en présence d’'un flux
d’électrons, le méme systeme permet la réduction de O, en H,0. Seulement 3 a 6 % de ROS sont

formées selon que le transfert d’électrons est rapide ou lent, respectivement.
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2.2.2. Modeéles fonctionnels mononucléaires

L’'hémoglobine, la myoglobine et les cytochromes c oxydases, posseédent un heme pour la fixation
du dioxygene. Le ligand axial est un imidazole qui provient d’une histidine. Le cytochrome P450

possede également un site actif hémique, mais le ligand axial est un thiolate provenant d’une cystéine.

Lors de l'activation du dioxygéne, le ligand proximal induit des effets électroniques de type
« push » (effets électroniques donneurs) tandis que les acides aminés de la seconde sphéere de
coordination du coté distal, accepteur de liaisons hydrogenes, induisent des effets électroniques de

type « pull ».”°

Il est important de comprendre la contribution des ligands proximaux ainsi que I'environnement
distal pour expliquer les diverses réactivités des protéines. Cependant, un grand probléme se pose
guant a la synthése de systemes hémiques de fer avec en position axiale un thiolate ou un imidazole.
Les composés obtenus sont trés peu stables en présence de dioxygene, ou dans les solvants
aqueux.?®’173 D’autre part, aucun de ces systémes modéles en présence de dioxygéne n’a montré une
bonne efficacité pour I'oxydation de petites molécules organiques par O,. Contrairement aux enzymes
pour lesquelles deux électrons sont nécessaires pour activer O,, une surconsommation d’électrons a
été observée avec ces systéemes synthétiques menant vraisemblablement a la réduction de O; en
H,0.7%7 Dans le cas des porphyrines, cette réaction nécessite des protons, des électrons et du

dioxygéene selon le bilan suivant :

PFe" + 0, + 2H* + e > P**Fe'V=0 + H,0 (ou P représente le ligand porphyrinique).

Produit 0,, H*, Substrat

S

W

\\\\\\
Au

Figure 20: Schéma de principe de I'oxydation de substrat en présence de O, H* et des électrons apportés
par I’électrode au centre actif.
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Dey et al. ont développé des systemes dont I’étude mécanistique permet de mieux comprendre

comment former les intermédiaires réactionnels avec efficacité.

L'objectif est de former ces intermédiaires hautement oxydants a partir du dioxygéne afin de ne
plus utiliser d’oxydants chimiques. Dans les systémes proposés par Dey, |'électrode joue le réle de
réductase permettant I'apport des deux électrons nécessaire au site actif pour la réduction du

dioxygéne (Figure 20).78

Figure 21: Représentation des complexes hémiques de fer utilisés comme catalyseurs (d’aprés Dey et al.).”?

Deux types de systemes ont été étudiés, le ligand axial et le ligand distal étant variables. Afin de
pouvoir étudier I'influence du ligand sur le systéeme modele porphyrinique, I'équipe de Dey a utilisé
trois types de complexes hémiques dontI’environnement distal varie (Figure 21) et deux types de thiols
fonctionnalisés en bout de chaine (imidazole et thiol) ont été greffés sur surface d’or pour étudier

I'effet du ligand axial (Figure 22).7°
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Figure 22: Schéma de principe de construction d'électrodes bio-inspirées (d’aprés Dey et al.).”?

La dépendance en pH du potentiel de demi-vague du couple Fe"'/Fe" suggére que le thiolate axial
augmente le pKa du ligand aqua en position trans de sorte a conserver H,O pour I'oxydation du site

ferrique a des pH aussi hauts que 9. Dans le cas ou le ligand axial est un imidazole, le pKa de H,0 varie
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de 6 a 8 selon le ligand distal.”®®! D’autre part, la production de ROS est plus importante dans le cas ou
le ligand axial est le thiolate et non I'imidazole (10 % de ROS pour 5 % respectivement), et cela ne

dépend pas du ligand distal utilisé.

Les ROS résultent du découplage des espéces Fe-O0°®/Fe-O0OH et mettent en avant un effet
« push » plus important dans le cas d’un ligand thiolate en position trans. Pour les complexes | et Il
(Figure 21) ol un groupement triazole est présent dans la poche distale, et dans le cas ou le ligand axial

est un thiolate, des quantités importantes de ROS sont produites.

Une étude mécanistique de la réduction de O, menée par RRDE (électrode tournante disque-
anneau) couplée a du Raman de résonance exalté de surface a été effectuée.”*®® La RRDE permet de
suivre le potentiel appliqué, I'intensité et la détection électrochimique des espéces générées (ROS
éventuelles) au niveau de I'anneau. La résonance Raman permet une caractérisation des complexes
métalliques générés a la surface de I'électrode. Dans le cas présenté, le ligand axial est un thiolate. Les

études ont permis d’établir les cycles catalytiques suivants :

¢5@‘”¢%¢
U x A

SR

[Fe(CN)eI* [Fe(CN)eI™

Figure 23: Représentation schématique de la compétition des réactions au niveau de I’électrode bioinspirée.
-> Cycle de type oxydase ; - Cycle de type oxygénase ; Complexes intermédiaires identifiés par résonance
Raman.

Il y a une compétition entre la formation d’un intermédiaire de haute valence de type Fe'=0 qui
peut oxyder des petites molécules organiques (fleches bleues Figure 23) selon un mécanisme analogue
aux P450 et la réduction de cette espéce par un transfert d’électrons fournis par I’électrode (fleches

vertes Figure 23) conduisant a la réduction du dioxygéne par 4 électrons et 4 protons. Le transfert

26



d’électrons peut étre ralenti par un allongement de la chaine carbonée de la chaine thiol. Cela permet

d’augmenter le temps de vie de l'intermédiaire Fe"-OOH et FeY=0, ce qui peut augmenter la

probabilité d’un processus catalytique d’oxydation.

Les systemes synthétiques greffés sur électrode d’or miment la réactivité des monooxygénases ;
en reproduisant des intermédiaires réactionnels identifiés dans les systemes biologiques. Cette
activité, qui nécessite un controle optimal des transferts d’électrons, est en compétition avec une
activité de type oxydase au cours de laquelle O; est réduit en H,0. L'amélioration du contrdle du flux
d’électrons devrait permettre d’utiliser O, a la place des oxydants chimiques usuels dans des réactions

d’oxydation.

3. Les métalloenzymes artificielles

3.1. Concept général

L’étude de systémes biologiques telle que nous I’avons vu dans la premiére partie de ce chapitre a
permis de montrer I'importance de la premiére et de la seconde sphére de coordination du métal des
métalloenzymes. En comparant la biocatalyse aux catalyseurs synthétiques, il a été mis en avant que
la catalyse en phase homogene posséde des limites notamment au niveau de la stéréochimie des
réactions. D’autre part, des optimisations génétiques sont nécessaires en biocatalyse pour augmenter
la gamme de substrats. Les limites de ces deux systemes ont mené au développement de systémes qui
regroupent les avantages de ces deux méthodes dans un objet appelé métalloenzyme artificielle, le

but étant d’avoir une synergie entre les avantages de la catalyse homogene et de la biocatalyse.

Tableau 1: Comparaison des différentes propriétés de la catalyse homogéne et de la biocatalyse d’aprés Ward.#?

Catalyse homogéne Biocatalyse
Nombre de substrats Grand Petit
Solvant Organique Aqueux
Répertoire réactionnel Large Restreint
2"¢ sphére de coordination Mal définie Bien définie
Nombre d’énantioméres Deux Un
Nombre de cycles catalytiques Faible a moyen Grand
Optimisation Chimique Génétique
Recyclage Problématique Aisé
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Les métalloenzymes artificielles sont des catalyseurs hybrides résultant de l'introduction d’un
complexe métallique possédant une activité catalytique dans une macromolécule héte, telle qu’une
protéine, de I’ADN ou un anticorps, qui va procurer une seconde sphére de coordination trés bien

définie et qui doit induire la sélectivité de la réaction (Figure 24).2

Figure 24: Représentation schématique d'une métalloenzyme artificielle avec le complexe métallique M (jaune) entouré
par des acides aminés de la protéine (d’aprés Ward et al.).52

La premiére sphere de coordination correspond aux atomes du ligand coordinés au centre
métallique et a des acides aminés, la seconde sphere de coordination est constituée d’acides aminés
de la protéine interagissant avec le ligand du complexe. La réactivité de ces systemes est imposée par
le complexe inorganique inséré dans la protéine. La seconde sphere de coordination du catalyseur va
directement influencer I’arrivée du substrat et son positionnement par rapport a I'ion métallique dans

la poche catalytique.

Plusieurs approches sont possibles pour insérer le complexe inorganique au sein d’une protéine.
Soit via un greffage covalent : le complexe métallique est introduit dans la protéine grace a la formation
d’une liaison covalente entre le ligand et un acide aminé ; soit via une liaison de coordination : le
complexe peut aussi étre ancré dans la protéine grace a |'établissement d’une liaison de coordination
entre le métal et un acide aminé ; enfin, via une reconnaissance supramoléculaire basée sur la
reconnaissance d’une molécule pour une protéine. La fonctionnalisation du ligand par cette molécule

permet d’insérer le complexe métallique dans la protéine qui est fixé par interactions non covalentes.

D’autres types d’interactions non covalentes entre les acides aminés de la protéine et le complexe
telles que des liaisons ioniques, des liaisons hydrogénes, et des interactions hydrophobes telles que le
n-stacking entre deux noyaux aromatiques, peuvent étre mises en jeu.®® Toutes ces interactions sont

résumeées Figure 25.
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Figure 25: Schéma des interactions possibles entre le complexe métallique et la protéine.

On peut donc envisager une augmentation de la sélectivité des réactions et de leur vitesse de
réaction avec un comportement de type Michaelis-Menten pour ces catalyseurs hybrides par rapport

au complexe métallique seul.

3.2. Elaboration d’oxygénases artificielles

Depuis les travaux de pionniers comme Kaiser et Whitesides dans les années 70 sur la synthése de
catalyseurs hybrides,?#° le design, la synthése et les applications des métalloenzymes artificielles ont
fait des progrés trés importants avec une palette de réactions étudiées variée 82838 | es différentes
stratégies d’obtention des hybrides peuvent étre catégorisées en trois groupes : la stratégie par liaison
de coordination, l'insertion par reconnaissance supramoléculaire ou liaison non covalente et
I'insertion covalente. Ces trois stratégies vont étre illustrées dans la suite pour différentes réactions

d’oxydation uniquement.

3.2.1. Stratégie par liaisons de coordination

La stratégie utilisée par Watanabe et al. en 2003 a été basée sur I'échange du cofacteur hémique
dans la myoglobine (Mb) par un complexe de type base de Schiff de chrome(lll).8” Cela nécessite de
bien connaitre le site actif de la protéine, afin de pouvoir optimiser la poche enzymatique par
mutagénese. Dans la myoglobine native, le cofacteur héminique est lié a la chaine polypeptidique par
la coordination d’un atome d’azote d’un résidu histidine (His93) sur le centre métallique sans aucune

autre liaison. Ce résidu est nécessaire pour le maintien du cofacteur au sein de la protéine.
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Figure 26: Schéma de principe de la stratégie adoptée par Watanabe et al. pour
I'insertion du complexe [M(salophen)]* (d’apres Watanabe et al.).8”

Les Figure 26 et Figure 27 présentent I'insertion non covalente du complexe [Cr'(salophen)]* dans
la cavité de I'apo-Mb, celle-ci ayant été modifiée par mutagénése. Les modifications apportées a I'apo-
Mb ont été effectuées de fagon a augmenter l'interaction du complexe avec la poche enzymatique et
I'acces du substrat dans la poche. Comme observé avec I’heme dans la protéine native, His93 se
coordine au complexe de chrome. Un remplacement de His64 par Asp augmente I'accés du substrat
(thioanisole) et de I'oxydant (H,0,) au site distal vacant du centre métallique,® et la chaine Ala71 dans
la myoglobine échangée par Gly augmente I’espace distal pour améliorer |'affinité du complexe avec

la protéine, et aussi favoriser I'approche du substrat dans la poche enzymatique.
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Figure 27: Comparaison de la myoglobine native (a) et de I’hybride Cr.2.apo-Mb (H64D/A71G) (b). L’héme et le complexe
[Cri(salophen)]* sont colorés en jaune, les résidus interagissant avec les cofacteurs et ceux qui sont mutés sont colorés en
vert, Iion Fe' est coloré en rouge (a) et I'ion Cr'" (b) en violet. Ces structures résultent de modélisations moléculaires
(d’apres Watanabe et al.).8?

L’'organisation similaire autour du site actif dans le systéme natif et dans le systeme hybride
montre lI'importance de la coordination de His93 au centre métallique, qui permet de maintenir le

complexe dans apo-Mb.
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Des tests de catalyse de sulfoxidation ont été effectués avec le complexe Cr.2.apo-Mb
(H64D/A71G) en utilisant I'eau oxygénée comme oxydant. Une activité catalytique a été mise en avant
(78 103 cycles min) avec un excés énantiomérique moyen de 13 %, ce qui en comparaison avec le

méme complexe seul présente une amélioration (13 103 cycles min?) sans excés énantiomérique

(Figure 28).
Cr.2.apo-Mb(H64D/AT1G) (10 uM) Oy
S H202 (1 mM) S
©/ ' Tampon NaOAc (50 mM, pH 5), 35°C __ ©/* N
1mM Vitesse = 78 103 cycles min-t

ee=13%(S)

=N N=
OH HO

(2) = 5,5'-tBuy-salophen

Figure 28: Sulfoxidation du thioanisole catalysée par Cr.2.apo-Mb (H64D/A71G).

3.2.2. Insertion par reconnaissance supramoléculaire et ionique

a) Stratégie du cheval de Troie : Streptavidine/biotine

La premiere métalloenzyme artificielle est issue de cette stratégie. En 1978, Whitesides et Wilson
ont travaillé avec un complexe de rhodium présentant un ligand possédant un bras espaceur avec le
motif biotine qui a une trés grande affinité pour I'avidine (K4 = 10> M).% Le bras biotine sert a fixer le
complexe dans la protéine avec une force de liaisons proche de celles des liaisons covalentes (Figure

29).

\Rh(L)

(Strept)avidine

Figure 29: Schéma de principe de la stratégie du « Cheval de Troie » avec I'exemple d’approche biotine/(strept)avidine. La
biotine est coloriée en rouge, le bras espaceur est colorié en vert et la partie catalyseur est coloriée en bleu. (strept)avidine =
streptavidine ou avidine.

Un des travaux qui illustre le principe de la stratégie du « cheval de Troie » est le travail de Ward
et al. publié en 2005.86 Comme dans I'exemple précédent, la protéine hoéte est I'avidine ou la

streptavidine et les complexes testés ont des ligands amino-sulfonamide biotinylés (Figure 30).
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Figure 30: Coenzymes avec ligands biotine testées pour la catalyse d'oxydation d'alcools (d’aprés Ward et al.).52

Ces systéemes ont été utilisés pour catalyser 'oxydation d’alcools par tBuOOH. Les résultats

obtenus sont indiqués dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Résultats de catalyse d’oxydation du 1-phényléthanol par les hybrides.

Complexe Protéine hote Rdt (%)
1 Streptavidine 81
2 Streptavidine 69
3 (140 h) Streptavidine 3
4 (140 h) Streptavidine 12
1 Avidine 92
OH 0

Hybrides 1 - 4.(strept)avidine

90 h /140 h, T°amb, N»

Conditions : alcool (62.5 uM) , tBuOOH.q (75 uM), complexe (0.25 pM) dissous dans
DMF, protéine (0.08 uM) dissoute dans un mélange H,O/acétone (500 pL / 100 pL)

Une électrophorése du mélange réactionnel indique que la protéine hote n’est pas dégradée
pendant la catalyse. Les résultats de catalyse d’oxydation de I’alcool en cétone montrent de trés bons

rendements avec les complexes 1 et 2, a base de ruthénium.

b) Stratégie du cheval de Troie : reconnaissance anticorps/antigéne
Une autre variante de la stratégie du « Cheval de Troie » développée par Mahy et al., est basée sur

la tres bonne affinité d’un anticorps pour son antigéne (Figure 31). L’anticorps 7A3 présente une trés
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forte affinité pour I'cestradiol avec une valeur de K4 de l'ordre de 107°M.% Des métalloenzymes

artificielles ont été préparées en insérant une porphyrine fonctionnalisée avec 7A3 dans I'cestradiol.

Les métalloenzymes artificielles obtenues présentent une activité peroxydase, et permettent la

sulfoxidation du thioanisole par I'oxydant H,0, avec des excés énantiomériques modérés.?!

anticorps

cosubstrat

Figure 31 : Schéma de la stratégie "Cheval de Troie" basée sur l'interaction anticorps/antigene.

L'efficacité réactionnelle est également améliorée dans ces systémes par rapport au complexe
seul, ce qui suggeére une protection du cofacteur par I'anticorps vis-a-vis des dégradations oxydantes.®
L’optimisation de ces systemes par échange du centre métallique dans la porphyrine et I'utilisation de
différents oxydants, a permis d’observer des exces énantiomériques de I'ordre de 10 % pour la
sulfoxidation du thioanisole par H,0,. Dans le cas de I’oxydation du styrene, I’activité catalytique de la

porphyrine de manganése a été améliorée de 38 % grace a 'effet protecteur de la protéine.

Le désavantage de cette stratégie est que le complexe se trouve en dehors de la protéine et ne

présente pas de seconde sphere de coordination bien définie.

c) Stratégie par liaisons ioniques

Un exemple d‘oxygénase artificielle par insertion non covalente du complexe est celui publié par
Ricoux et al.”*%® La protéine choisie, est la B-1,4-endoxylanase (xylanase A, Xyl10A). Cette protéine
posséde une poche protéique avec une densité de charges positives. Le complexe qui est utilisé pour
se fixer non covalemment dans la Xyl10A, est une porphyrine possédant des substituants carboxylates
ou sulfonates qui, chargés négativement vont permettre la fixation du complexe dans la poche. Les

différents complexes insérés dans la Xyl10A, sont les complexes représentés Figure 32.

33



Fe(TpCPP) R=COONa
Fe(TpSPP) R =8S0;Na Mn(TpCPP)

Figure 32 : Structure des porphyrines testées pour le greffage non covalent dans Xyl10A.

Les constantes de dissociation (Kq4) de ces systémes sont de I'ordre de 5 107 M. L’affinité est faible
par comparaison a celle de I'avidine pour la biotine dans les systemes enzymatiques ou le Kq est de
I'ordre de 10> M.® Des analyses de modélisation moléculaire ont pu montrer que pour les complexes
Fe(TpCPP) et Fe(TpSPP), deux solutions de minimum d’énergie sont possibles (Figure 33). Ces deux

minima montrent deux orientations différentes de la porphyrine dans la Xyl10A.

Figure 33: Représentation des minima d'énergie du Fe(TpSCC) dans la Xyl10A (d’apres Ricoux et al.).%*

(a) 1.25 éq. Fe(TpCPP)-Xyl10A ou Qs
©/S\ Fe(TpSPP)-Xyl10A O/S\
- *
175 éq HzOz
425 éq.
(b) )
1.0 éq. Mn(TpCPP)-Xyl10A 0] o
©/\ 135 éq. KHSOs ©/\¢
- + +
2000 &q.

Figure 34: (a) Conditions de sulfoxidation par Fe(TpCPP) et Fe(TpSPP) ; (b) Conditions d’oxydation du
styrene par Mn(TpCPP).
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Les conditions de catalyse d’oxydation du thioanisole et du styrene sont présentées Figure 34 et

le Tableau 3 présente les résultats de ces trois systémes obtenus.

Tableau 3: Résultats des catalyses d’oxydation du thioanisole et du styréne. Les rendements sont calculés par rapport a H,0,
pour 'oxydation du thioanisole et par rapport a KHSOs pour I'oxydation du styrene.

Catalyseur Rendement (%) ee (%)
Fe(TpCPP)-Xyl10A (50 mM phosphate pH 3) 24 36
Fe(TpCPP) (50 mM phosphate pH 3) 33 -
Fe(TpSPP)-Xyl10A (50 mM glycine pH 3) 24 24
Fe(TpSPP) (50 mM glycine pH 3) 42 -

Rendement total (%)

Rendement époxyde (%)

Mn(TpCPP)-Xyl10A (50 mM phosphate pH 7) 26 17
MnClI; (50 mM phosphate pH 7) 4.5 3.5
MnCl,-Xyl10A (50 mM phosphate pH 7) 4.5 3.5

La catalyse d’oxydation du thioanisole par les oxygénases artificielles présente des rendements

plus faibles que ceux obtenus pour la porphyrine en solution. Cependant, des exces énantiomériques

corrects sont observés. Par comparaison, les rendements de catalyse d’oxydation du styréne sont plus

importants avec le systeme Mn(TpCPP)-Xyl10A avec une sélectivité plus grande pour la formation de

I’époxyde. Un exces énantiomérique de 80 % est détecté pour I'oxydation du p-méthoxystyrene, avec

un rendement en époxyde de 16 %.%

La méthode est avantageuse, car elle ne demande pas de modification par mutagénése de la

protéine.
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Un autre exemple de biohybride basé sur des interactions non covalentes a été publié par I'équipe
de Ménage. Ils ont utilisé la protéine NikA qui cristallise trés bien.?®%” Des cristaux incolores de NikA-

Fe(EDTA) ont été trempés dans une solution contenant le complexe 1 (Figure 35).

NikA-Fe(EDTA) + Complexe 1 > NikA/1 +
Fe(EDTA)

0, (0]

ﬁ//—\f@

N/, 2 .\\\N
o/ N,

Complexe 1 o 4 ‘. :

Figure 35: Bilan de la réaction, représentation schématique du complexe 1 utilisé et
structure par diffraction des rayons X de I'espéce NikA/1-O; (PDB : 3MVY).

La substitution du complexe Fe(EDTA) par le complexe 1 dans le cristal se traduit par une coloration
rouge foncé des cristaux. Cette couleur correspond a la bande de transfert de charge du ligand vers le
métal (LMCT) a 470 nm, qui est caractéristique d’un fer(lll)-phénolate. La structure du systéme NikA/1
a été résolue par diffraction des rayons X et met en avant la présence du complexe 1 a la place du

complexe Fe(EDTA) initial.

La réduction du complexe dans NikA/1 a I'aide de dithiothréitol (DTT) conduit a la décoloration du
cristal. L'exposition a I'air du cristal incolore conduit a la coloration en violet du cristal et a la formation
de 'espéce NikA/1-0O, dont la structure par diffraction des rayons X est présentée Figure 35. L’étude
spectroscopique de cet intermédiaire par spectroscopie UV-visible et Raman de résonance permet de

I'identifier comme une espéce Fe'-

peroxo. C’'est le premier intermédiaire réactionnel caractérisé dans
une métalloenzyme artificielle. L’évolution dans le temps de cet intermédiaire observé par diffraction

des rayons X montre qu’il hydroxyle les noyaux aromatiques de son ligand.

3.2.3. Stratégie par liaison covalente

Cette stratégie est apparue deés la fin des années 1970 avec les travaux de I'équipe de Kaiser. Le
but était de stabiliser encore plus le complexe dans la protéine par la formation d’une liaison covalente

entre un cofacteur (flavine) et la protéine héte (papaine).®®
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D’autres équipes ont continué a travailler avec la papaine. Cette protéine posséde une cystéine
accessible dans une grande cavité. Pour effectuer un couplage covalent entre le cofacteur et le thiol
de la cystéine de la papaine, le ligand est généralement fonctionnalisé avec un groupe maléimide. Une
réaction de Michael entre le groupe maléimide et le thiol, rend le couplage quantitatif. En 2002, Reetz
et al. ont synthétisé trois métalloenzymes artificielles par réactions de couplage entre des complexes

a ligands salen fonctionnalisés et la papaine (Figure 36).%°

o] =N N= 0 =N, N=
o] MnCI " 0, MnCI
N /\)LO dox “o 7\ < papaine-SH N /\)LO‘dOI So
X o} — o]
papaine—S

Figure 36: Addition de Michael du thiol de la cystéine 25 de la papaine sur le groupement maléimide du complexe
[Mn(salen)].

Des tests en catalyse d’époxydation ont été effectués avec I’hybride schématisé Figure 36, mais
les exces énantiomériques n’excedent pas 10 %. L’hypothése avancée pour la faible stéréosélectivité

de ce systéme est la grande flexibilité conformationnelle de cette protéine.'®

Cheruzel et al. ont récemment reporté des métalloenzymes artificielles trés originales. Leur
systéme est un mutant du P450 BM3 conjugué a un complexe du type Ru'(bipy)s utilisé pour mimer

une réductase.01-104

(1) NAD(P)H Substrate Photosensitizer Substrate
CPR Heme (Ml Qv 0,, 2H*
DTC

NAD(P)* Product % DTC, Product
Natural Pathway Hybrid Enzyme Approach
2 ] i
( ) 02 Ho -

OH

Figure 37: (1) Représentation schématique de l'approche avec I'enzyme hybride (a droite) et le chemin réactionnel naturel
des CytP450 (a gauche) avec les partenaires redox (CPR) et NADPH. (2) Proximité du site actif de porphyrine ol le complexe
photoactivable de Ru(ll) (X = H (a) ou OMe (b)) est greffé covalemment a la cystéine (L407C) du CytP450 BM3 non natif.
DTC : diéthyldithiocarbamate de sodium (d’aprés Cheruzel et al.).1%4
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Ce complexe de ruthénium posséde en effet des propriétés photochimiques et est greffé
covalemment sur une cystéine du mutant BM3 du cytochrome P450. Sous irradiation et en présence
d’un réducteur diéthyldithiocarbamate de sodium (DTC), le photosensibilisateur délivre des électrons
au site actif du cytochrome P450 BM3 (Figure 37). L'originalité de I'approche est que I'apport des

électrons au site actif se fait par I'intermédiaire du complexe de ruthénium et non par la réductase.

De cette facon, I'enzyme hybride peut réaliser I'oxydation de l'acide dodécanoique suite a
I'activation lumineuse du complexe de ruthénium. Trois produits de mono hydroxylation ont été
détectés.'® Le changement de la longueur de la chaine carbonée de I'acide a permis d’obtenir des
résultats trés impressionnants. Un seul produit de mono hydroxylation a été détecté avec 'acide 10-

undécénoique avec un rendement de 40 % et un excés énantiomérique de 85 %, ci-aprés :

o o) OH OH
L407C-Ru JJ\/\/\/\/i\/;\
Jl\/\/\/\/\/\ - HO
HO hv, 2 DTC C:)H
Acide dodécanoique
HO A hv,2DTC HO F
Acide undécénoique 85 % ce
3.3. Conclusions

Dans cette partie, nous avons abordé uniquement les métalloenzymes artificielles qui catalysent
I’oxydation de petites molécules organiques. La fixation covalente ou non d’un complexe dans une
protéine permet I’oxydation régio-, stéréo- et chimiosélective de molécules. Le nombre d’exemples de
métalloenzymes artificielles reportés dans la littérature est considérable et nous n’avons ici présenté

gue certains exemples représentatifs des moyens d’élaborer de tels systemes.

Il est a noter que de nombreux autres systemes ont été développés selon les stratégies présentées

avec des catalyseurs qui présentent des réactivités variées (hydrogénation, cycloaddition de Diels-

Alder, hydrolyse, ...).828386

4. Systemes bioinspirés non-hémiques pour la catalyse d’oxydation

Dans le but d’activer les liaisons C-H et C=C pour leur oxydation, des complexes non-hémiques ont

été synthétisé par différentes équipes. Ces complexes permettent par ajout d’un oxydant chimique de
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conduire a la formation d’intermédiaires réactionnels de type Fe"-OOH, Fe'-(0,) Fe'V=0 et Fe¥(O)(OH).

Différentes classes de complexes existent, et leur réactivité dépend des ligands.

4.1. Utilisation de ligands hexa- et pentadentes

Les ligands penta- et hexadentes présentés Figure 38 sont des ligands de type amine/pyridine. Les

complexes de Fe(ll) obtenus & partir de ces complexes ont été trés étudiés.0>110

TPEN Bn-TPEN

Figure 38: Structures des ligands penta- et hexadentes.

Différents intermédiaires réactionnels ont été générés et identifiés a partir de ces complexes, dont
les intermédiaires Fe"-OOH, Fe"-(n2-0,), FeV=0.1'"1> Ces intermédiaires sont stables dans des

conditions bien définies (température, solvant, oxydant).

"_OOH est généré par addition d’un excés de peroxyde d’hydrogéne et permet

L'intermédiaire Fe
I’hydroxylation d’aromatiques de substrats.%>1% Cet intermédiaire peut évoluer par action d’'une base

pour générer Fe'"-00.106:112

Toujours dans le but de mimer les systemes biologiques, I’activation du dioxygéne par ce type de
complexes de Fe(ll), en présence d’un réducteur chimique (BPhs) et de proton a été effectuée, ce qui

a conduit a la formation d’un intermédiaire Fe"-OOH.”

De plus, la réaction de ces précurseurs de Fe(ll) avec un oxydant tel que PhlO ou un peracide
(mCPBA), permet de former le complexe Fe'(0).108112115
La Figure 39 résume les différentes voies de formation de ces intermédiaires réactionnels.

"o" 02 e, H+ Base /0
FeV(0) «—— Fe' <— Fe'-0, — Fe""-00H Fe'l |

b

Figure 39: Réactivité des complexes penta- et hexadentes.

exces H,0,

Le complexe [(N4Py)Fe"]** a été développé par Feringa et al.!!® Par addition d’eau oxygénée,

I'espéce Fe'"-OOH est générée et par addition d’un peracide (PAA ou mCPBA) I'intermédiaire Fe'VO est

39



généré.1® Une différence de réactivité et de sélectivité de ces deux intermédiaires a été mise en
évidence. Le Tableau 4 résume les résultats de catalyse d’oxydation du cyclohexane et de

I'adamantane (Figure 40).

Figure 40: Oxydation du cyclohexane (en haut) et de I'adamantane (en bas).

Tableau 4: Résultats de catalyses d’oxydation du cyclohexane et de I'adamantane dans I'acétonitrile par le complexe
[(N4Py)Fe"](BF,), par les oxydants H,0, mCPBA et PAA (acide peracétique). Le rapport 3°/2° correspond au rapport de
carbone tertiaire oxydé / carbone secondaire oxydé.

Oxydant TON
alcool cétone [-ol] / [-one] ku/ ko
H.0, 18.5 12.9 1.4 1.5
Cyclohexane
mCPBA 28 5.0 5.6 4.5
PAA 6.4 14 4.6 4.9
|
1-ol 2-ol cétone 3°/2°
H.0, 8.9 4.9 3.1 3.1
Adamantane
mCPBA 6.4 0.4 0.7 18
PAA 2.2 0.4 0.3 9

Dans le cas de I'oxydation du cyclohexane, selon le type d’oxydant utilisé, les rendements de
réaction calculés par rapport a la quantité d’oxydant sont différents (H,0, : 43 % ; mCPBA : 38 % ; PAA :
9.2 %). De plus, le rapport alcool/cétone ainsi que le KIE (kinetic isotope effect) défini comme le rapport
kn/ko sont différents. Ces deux rapports renseignent sur le type de mécanisme impliqué dans la
réaction d’oxydation du substrat. Un rapport alcool/ cétone de 1.4 ainsi qu’un KIE de 1.5 dans le cas
ou H,0; est utilisé comme oxydant met en avant l'intervention de radicaux libres de type HO®.
L'intermédiaire Fe"-OOH évolue vraisemblablement en Fe"V=0 par rupture de hétérolytique de la
liaison 0-O conduisant a la formation de HO®. Par comparaison, dans le cas ou I'oxydant est un
peracide, les rapports alcool/ cétone sont plus élevés (de I'ordre de 5) pour I’oxydation du cyclohexane,

avec des KIE de 'ordre de 5. Ces valeurs indiquent que I'intermédiaire FeVO est plus sélectif car il ne

conduit pas majoritairement a la formation de radicaux libres.
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De méme pour I'oxydation de I'adamantane, la régiosélectivité est augmentée avec les peracides,
avec une oxydation du carbone tertiaire importante. Les rapports alcool / cétone sont également de
I'ordre de 9 pour l'intermédiaire Fe'VO alors qu’il est beaucoup plus faible pour I'intermédiaire Fe""OOH

([-ol])/[-one] = 4).

L'intermédiaire Fe"V=0 est donc plus sélectif que I'intermédiaire Fe"OOH car il n’y a pas génération

de radicaux HO®.

4.2, Utilisation de ligands tétradentes linéaires

Les ligands tétradentes ont été développés de sorte a avoir deux sites labiles au niveau du fer. Les

structures des différents ligands sont présentés Figure 41.

L'équipe de Que a réalisé I'oxydation du cyclohexane par H,0; catalysée par le complexe
[(Ls?)Fe"(ACN),]**.*Y” Le rendement en produits formés en présence de 10 éq. de H,0; est de 63% avec

un rapport alcool/cétone de 8. Ce ligand simple permet une grande sélectivité en générant

N N d
Sn iy, Ol

bpmen = L2

principalement du cyclohexanol.

bpmcn (S,S)-bbpc

B

&
N N
— 7\
d {_
pdp

Figure 41: Structures de ligands tétradentes linéaires.

(S,S,R)-mcpp
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Les rapports cyclohexanol sur cyclohexanone sont supérieurs a 1 pour les complexes a ligands L2
Cela indique qu’il n’y a pas de processus radicalaire mis en jeu. De plus, avec ce type de complexe,

I'intermédiaire Fe"-OOH est trés réactif, et évolue rapidement en un intermédiaire Fe¥(O)(OH) (Figure

42).118 Cette évolution nécessite la présence d’un site labile en position cis du groupe peroxo.

De plus, I'oxydation du cis-1,2-diméthylcyclohexane (cis-DMC) en présence de ce type de
complexes a ligands Ls?, permet la formation de I'alcool avec une rétention de configuration de 96 %,
ce qui suggere que la réaction est réalisée par un oxydant a deux électrons (Fe-oxo de haute valence)

plutdt qu’en suivant un mécanisme radicalaire.!'®

Une étude de l'influence des ligands exogénes a été effectuée par Ménage et al.’*® ’oxydation par
H,0; de différents substrats a été effectuée avec des catalyseurs [(Ls*)Fe"(X)(Y)] (ou X et Y sont Cl" ou
CH3CN). Lorsque X =Y = CI,, qui est un ligand peu labile, une oxydation du ligand est observée,
suggérant la formation d’espéces radicalaires telle que HO®. Lorsque X = Y = CH3CN, le ligand n’est pas
oxydé, suggérant que les especes radicalaires ne sont pas formées. De plus, ce complexe est beaucoup

plus actif en catalyse d’oxydation du cyclohexane avec un rendement global de 30 % et un rapport

H20;
H,0

(L42)Fe|”_0
(L42)Fe“ N\ 3 (L42)Fe”|_OOH — I I

o \O_H
H/ \H\\

H,0

OH OH ey .
T (™ o [roggme os vapon
OH 0
(L2)Fe''—OH O

Figure 42: Mécanisme d’oxydation du cyclohexane par les complexes a ligand de type L.

alcool/cétone de 9. La catalyse d’oxydation du cycloocténe en époxyde et diol est possible dans ce cas,
alors qu’avec X =Y =Cl aucun produit d’oxydation n’est observé. L'oxydation du cis-DMC donne I'alcool

cis avec 74 % de rétention de configuration.

Le développement de ligands encombrés au niveau du pont diaminoéthane a par la suite été mené.
Les catalyseurs de I'équipe de Goldsmith a base du ligand bbpc atteignent des rendements corrects de
32 % par rapport a H,0; lors de 'oxydation du cis-DMC.?° Ces ligands permettent des réactions
d’oxydation stéréosélectives. Cette sélectivité a également été observée avec le ligand pdp de I’équipe

de White,??¥122 et avec le ligand similaire (S,S,R)-mcpp (trans) de I’équipe de Costas.'?
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Comme pour les catalyseurs a ligands penta ou hexadentes, la réactivité des complexes de fer(ll)
a ligands tétradentes avec H,0, semble unifiée ; I'espéce active étant un complexe FeV(O)(OH) lorsque

deux sites de coordination sont labiles pour le précurseur.

4.3, Utilisation de ligands macrocycliques

Des ligands macrocycliges ont été développés dans le but d’améliorer la stabilité et I'efficacité des

catalyseurs (Figure 43).

a4 4
M SN N
~ 7/ ~
N N N N | = N N
N N N N
/U\ /U ~ _N N N N
~\ /N N /SN
T™MC TMC-py MeHpyTACN Me.Mepy TACN

Figure 43: Structures de ligands macrocycliques.

A partir du complexe [(TMC)Fe"(OTf),], Nam et al. ont généré un intermédiaire vert pale (par
activation du dioxygene) qui correspond, d’aprés des analyses ESI-MS, a lintermédiaire
[(TMC)Fe"(0)(OTf)]*.2?* La formation de cet intermédiaire dépend du solvant, et marque les premiers
pas vers la génération d’espéces hautement oxydantes sans I'addition d’oxydants chimiques. De plus,
cet intermédiaire oxyde PPhs sous atmosphére de O, chose qui n’a pu étre observé avec N4Py et

BPMEN.

Que et Miinck ont étudié la formation du complexe [(TMC)Fe"(O)(OTf)]** & partir de
I'intermédiaire Fe"-OOH (S = 5/2) trés instable. Le rdle des protons dans le milieu réactionnel est
important car il favoriserait la rupture de la liaison O-O conduisant a la formation d’un complexe
intermédiaire de type Fe"(0) qui évolue en I'espéce stable réduite Fe'(0) (Figure 44).1%

+ Ho\0 " H,0 o .
o\—/o H ) N [ !—'le"} LA
Fell NEt; Fell FelV

Figure 44: Conversion du [(TMC)Fe"(OOH)J?* en un intermédiaire hypothétique
[(TMC)FeV=0]3+, qui se réduit en [(TMC)Fe'V=0]?*

Au laboratoire, en collaboration avec I'équipe de Que, I'intermédiaire Fe'V(0) a été généré a partir
du complexe [(TMC-py)Fe"]**.1%¢ La réaction entre ce complexe et le dioxygéne a permis la formation
de cette espéce oxydante en présence de protons et d'un réducteur chimique selon un mécanisme

compatible avec les résultats de Martinho.”
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Costas a développé au sein de son équipe d’autres ligands macrocycliques a partir du
triazacyclononane (TACN). L'efficacité des complexes a été comparée aux données obtenues avec le
complexe [(bpmen)Fe'(ACN),]?*. Le complexe synthétisé a partir du ligand Me"PyTACN est efficace
pour 'oxydation du cyclohexane en présence de 10 ég. de H,0,, avec un rendement de 65 %, ce qui
est similaire a celui obtenu avec le complexe [(bpmen)Fe"(ACN),]**.1?” Le rapport alcool/cétone est de
12, ce qui améliore la spécificité de la réaction. L'oxydation du cis-DMC conduit majoritairement a
I'alcool tertiaire, avec un taux de rétention de configuration de 93 %. La modification de
I’encombrement stérique du ligand par ajout d’'un groupement méthyle sur la pyridine permet
d’augmenter le rendement jusqu’a 76 % avec le complexe [(M*MePyTACN)Fe"(OTf),] avec un rapport
alcool/cétone de 10.2.1%8 La sélectivité envers les carbones secondaires est améliorée avec ces ligands

par rapport aux résultats obtenus avec les complexes basés sur TACN a ligands pdp et mcpp.*?°

Pour ces complexes a ligands macrocycliques, un mécanisme de formation de l'intermédiaire
FeY(0) de haute valence a été proposé par Prat.'®*® La formation de Iintermédiaire
([(MeMepyTACN)FeY(0)(OH)](OTf))* (30) par rupture hétérolytique de la liaison 0-O du complexe
([LFe"(OOH)(OH,)](0Tf))* (3P.H,0) assistée par une molécule d’eau (Figure 45) est analogue au

mécanisme présenté Figure 42.
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—_— E Felll
Hx@ /| \...-H
AN
\ 1
o H/ H,0

J" | /’
3P-HO0 _|',|«'
Water-assisted
0-0 cleavage

2+
fr”\f> ST
/ N
Fe“f ~— l Fe
7 | 7| ~eoH
o)

/N

30

Figure 45: Mécanisme proposé pour la formation du complexe de haute valence
([(MeMePyTACN)FeV(O)(OH)](OTf))* (d’aprés Prat et al.).126
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4.4, Utilisation de ligands tripodes

Des ligands de type “pince” ont également été développés (Figure 46).

tpa 3-Me;-tpa BPQA Me;NTB
Figure 46: Structures des ligands tripodes.

Le plus simple ligand tripode est le ligand tpa que I'équipe de Que étudie depuis de nombreuses
années. La catalyse d’oxydation du cyclohexane par ajout de 100 éq. de H,O, sur le complexe
[(tpa)Fe"(ACN),]** permet I'obtention de 37 % de rendement en produits formés, avec un rapport

alcool/cétone de 4.3.13! Encore une fois, I'intervention d’une espéce FeY(0)(OH) a été démontrée.?

L'oxydation du cis-DMCH par ce complexe conduit a une trés importante rétention de
configuration supérieure a 99 %.'® La fonctionnalisation des ligands en placant des groupements
méthyle et quinone sur les pyridines conduit a une augmentation du rendement global de la réaction
d’oxydation du cyclohexane, avec un rapport alcool/cétone de 14 dans le cas du complexe au ligand 3-

Mes-tpa, et la stéréospécificité de la réaction est conservée.!’

L’équipe de Mandon a mis en évidence la catalyse d’oxydation du cyclohexane par activation du

dioxygéne.!®3

effet de la position des substituants chloro sur les pyridines a été étudié sur le ligand
tpa. Les conditions de catalyses sont les suivantes : cyclohexane : AcOH : complexe ratio 1100 : 300 :
1, ol les complexes testés sont [(Cl,-tpa)FeClz] (0 < n < 3) et en présence de O; et d’'un amalgame de
zinc. Pour tous les complexes étudiés, les TONs sont compris entre 2.1 et 0.4 [(Clo-tpa)FeCl;] et [(Cls-
tpa)FeCl,] respectivement. Quand n augmente, le rendement et les rapports sont compris entre 2.0 et
3.2. Une sélectivité plus importante a toutefois été observée dans le cadre de I'oxydation de

I'adamantane, avec un rapport de 5.8 en faveur de |'oxydation du carbone tertiaire avec un TON de

2.5.

Nam et al. ont synthétisé un complexe avec le ligand MesNTB qui par addition de mCPBA conduit
a la formation du complexe [(MesNTB)Fe'V(0)(OTf)]* bas spin.’** Cet intermédiaire est intéressant car

malgré son état bas spin, il s’est montré plus réactif que les cytP450.13* ’apport de calculs DFT permet
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d’expliquer que cette grande réactivité est due a la présence d’un état tres réactif S = 2 de basse

énergie.

4.5, Conclusion

Depuis plusieurs décennies, un gros travail a été effectué sur la synthése de ligands dans le but de
stabiliser les intermédiaires réactionnels identifiés dans les systemes biologiques. A partir de ces
systtmes biomimétiques, les intermédiaires Fe"-OOH, Fe"-(n>-0,), Fe'Y=0 et FeY(O)(OH) ont été
générés et identifiés, parfois méme isolés. Une bonne compréhension des systemes permet de mieux

appréhender les mécanismes impliqués dans les réactions d’oxydation de différents substrats.

L’addition d’eau oxygénée ou d’un unique atome d’oxygene sur les complexes a ligand de type Ls
et Ls conduit a la formation des complexes Fe'V=0, Fe"'(OOH) et Fe""(0,). Ces intermédiaires présentent
une réactivité et une sélectivité différente vis-a-vis de substrats. L’intermédiaire Fe"(OOH) est peu
sélectif car il est instable et sa dégradation conduit a la formation de radicaux, tandis que
I'intermédiaire Fe'=0 présente une meilleure sélectivité. Les rendements des réactions d’oxydation

avec ces catalyseurs sont moyens.

La réactivité est différente dans le cas des complexes a ligands de type L, macrocycliques, linéaires
ou ramifiés. En effet, deux intermédiaires ont été identifiés comme espéces oxydantes, Fe'=0 et
I'intermédiaire de haute valence FeY(0)(OH), ce dernier étant de loin le plus réactif. La sélectivité des
réactions est plus importante et les rendements sont plus élevés par comparaison avec les complexes

a ligands de type Ls et Ls. Ces catalyseurs sont plus efficaces.

Les complexes présentés sont efficaces pour la catalyse d’hydroxylation d’aromatiques,
I’époxydation d’alcénes ainsi que I'oxydation d’alcanes. Dans le cadre de cette derniere réaction, les

rendements sont faibles.

Le but de cette thése est de travailler avec des complexes biomimétiques et d’'améliorer les ligands
des complexes de type L4, Ls et L utilisés au laboratoire afin d’augmenter les rendements ainsi que la
sélectivité des réactions. Un premier projet concerne le renforcement de positions fragiles identifiées
sur les ligands, leur étude en chimie de coordination et en réactivité. Un autre projet concerne la
formation de SAMs avec des complexes de type Ls fonctionnalisés avec un bras thioctique. Ce nouveau
point devrait permettre de mieux controler I'apport d’électrons au centre métallique et ainsi
d’envisager I'activation réductrice du dioxygene avec ces systemes. Pour terminer, une
fonctionnalisation par un bras maléimide d’'un complexe a ligand de type Ls doit permettre le greffage
covalent du complexe dans une protéine. Cette méthode devrait augmenter la sélectivité des réactions
d’oxydation.
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Chapitre 1 — Contexte des études
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Chapitre 2 : Nouveaux complexes renforcés

Dans des conditions oxydantes, Marléne Martinho a montré que I'espéce [(TPEN)Fe"(0)]** se
dégradait par coupure oxydante selon une réaction bimoléculaire (Figure 1).! Cette dégradation serait

initiée par I'arrachement d’un H® en a du groupement pyridyle pendant.

= | =

l = ‘ H__oO | A | = Z !
Ny | N 8 Z | Z |

" N= =

Lt OS2 ar,
\_,,_—Q N"" | “NccH, N IR
“ | l__N =
x S

Figure 1: Mécanisme proposé pour la dégradation de [(TPEN)Fe'V(0)]2* en absence de substrat.

Ainsi, d’autres ligands ont été synthétisés en insérant notamment des groupements éthyles sur
les pyridines (Ls?4E) (Figure 2) dans le but d’empécher les interactions entre complexes, grace a un

encombrement stérique, afin d’empécher la réaction de dégradation intermoléculaire.

SN

~N
Na N/\/N ™ Ny N A~UN S |
Jk@ PO
N N
Figure 2: Ligands TPEN (a gauche) et L¢?4E (a droite).

Cependant, il a été montré par Aurore Thibon que le ligand Ls?4E se dégradait également méme
si les groupements éthyles apportent un peu plus de stabilité a I'intermédiaire [(Ls?4E)Fe'V(0)]** par

rapport au [(TPEN)Fe"(0)]*.23
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L'addition de groupements éthyle sur les pyridines géne vraisemblablement I'approche entre les
différents intermédiaires [(Ls24E)Fe'V(0)]?, ce qui a pour effet de ralentir la réaction de dégradation
bimoléculaire du complexe, mais elle ne la supprime pas.* Dans cette optique de renforcer les ligands,

I’équipe a donc synthétisé des ligands avec des groupements méthyle en a des pyridines (Figure 3 et

Figure 4).°
B B
= N =~ N7
| |
ENJ/\N/\/N ¥ N NN =
S | N\ S | N\
L &
TPEN 2Me|-62
B [
[Nhrn. 'l:e”\\N\ [Nln, '|:e||‘\N\
N<N’:® (PFe)z N(_'L':N@ (PFe)z
AN .
[(TPEN)Fe"}(PFe), [2meLs?)Fe"](PFg)

Figure 3: Schéma des différents ligands de type L¢? et des complexes correspondants.
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Figure 4: Schéma des différents ligands de type L4? et des complexes correspondants.

Un autre point intéressant est que ces nouveaux ligands renforcés pourraient apporter une
certaine stéréosélectivité pour les réactions d’oxydation de substrat. En effet, si les différents
énantiomeres des complexes peuvent étre séparés par des contre-ions énantiomériquement purs, il
devrait étre possible de réaliser des réactions de catalyse conduisant a la formation d’un énantiomere

majoritaire.
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Jai synthétisé les complexes présentés ci-dessus a I'exception du complexe [(mLs?)Fe'Cl,]. Les

syntheses des ligands et des complexes sont détaillées dans la partie expérimentale.

1. Caractérisation

1.1. Al'état solide

Deux des nouveaux complexes, [(2veLs?)Fe'Cly] et [(2meLs?)Fe"](PFs)2, ont été obtenus sous la forme
de monocristaux jaunes et rouges respectivement, de qualité suffisante pour la résolution de structure

par diffraction des rayons X.

1.1.1. Complexe [(:mels?)Fe''Cl]

Des cristaux jaunes du composé [(amels?)Fe''Cl,] ont été obtenus. La structure du complexe obtenue

par diffraction des rayons X est présentée Figure 5 (b).

Figure 5: Structure des complexes moléculaires [(mLs?)Fe''Cl;] (a) et [(ameL2)Fe"Cl5] (b).

Le métal est dans un environnement pseudo-octaédrique. Le ligand tétradente occupe deux
positions axiales et équatoriales dans un mode de coordination cis a comme pour le complexe parent

[(mLs?)Fe"Cl]. Les deux chlorures occupent les deux positions équatoriales restantes.

La distance moyenne des liaisons Fe-N est de 2.242 A dans le nouveau complexe [(avels?)Fe''Cl,] et
de 2.236 A dans [(mLs?)Fe''Cl,]. Ces distances moyennes sont caractéristiques d’un état haut spin (S = 2)
du fer(ll). Ces distances sont plus longues que celles observées pour les complexes de fer bas spin (S =

0) qui possedent des distances Fe-1° voisin de I'ordre de 1.9 A.%7
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Le complexe [(mLs?)Fe"Cly] est centro-symétrique, et présente dans une géométrie distordue
pseudo-octaédrique, avec I'angle entre les atomes d’azote en position axiale et les chlorures proche

de 90°, tandis que I'angle N1-Fe-N2 est de 75°.

Par comparaison, le complexe [(ameLs?)Fe"Cl,] présente une géométrie moins distordue que le

2 1] \ o . .« .
complexe [(mLs*)Fe"Cly], les valeurs des angles restent tres proches de 90°. Les distances des liaisons
Fe-Ngy sont plus courtes dans les deux complexes que les liaisons Fe-N,m. Ce raccourcissement des

liaisons Fe-N,, peut étre di au caractére 1t accepteur des pyridines qui renforce la liaison.*

Tableau 1: Principaux angles (°) et distances en (A) dans les [(mLs2)Fe'Cls] et [(amels?)Fe'Cla.

[(mL42)Fe"C|z] [(ZMeL42)FeHC|z]
Fe-N1 (py) 2.195 Fe-N1 (py) 2.182(2)
Fe-N2 (am) 2.278 Fe-N2 (am) 2.315(2)
Fe-Cl 2.434 Fe-N3 (am) 2.288(2)
N1-Fe-N2 74.86 Fe-N4 (py) 2.186(2)
N1-Fe-Cl 92.99 Fe-Cl1 (py) 2.3967(7)
N2-Fe-Cl 163.77 Fe-CI2(py) 2.4637(7)
N1-Fe-N1 164.39 N1-Fe-N3 93.96
Cl-Fe-Cl 100.89 N2-Fe-N4 91.81
N1-Fe-Cl1 95.62
N1-Fe-Cl2 94.04
N4-Fe-Cl1 94.22
N4-Fe-Cl2 98.29
N1-Fe-N4 163.04
N3-Fe-Cl1 166.36
N2-Fe-CI2 163.00
Cl1-Fe-Ci2 97.74

La présence des deux groupements méthyle en a des pyridines semble minimiser la distorsion de
I'octaedre métal-ligand. Ce résultat est inattendu a premiere vue. Cependant, les structures sont

similaires, ce qui implique qu’une réactivité semblable peut-étre attendue.

1.1.2. Complexe [(>mels?)Fe"](PFs)2

Des cristaux rouges foncés du composé [(amels?)Fe'"](PFs), ont été obtenus par diffusion lente de

tertbutyl-méthyl-éther dans une solution du complexe dissous dans I’acétonitrile (Figure 6).
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Figure 6: Structure du complexe moléculaire [(2mels?)Fe"](PF)..

Le métal est dans un environnement pseudo-octaédrique. Le ligand hexadente occupe les six sites
de coordination. La structure du complexe [(2meLs?)Fe"](PFs)2 peut étre comparée a celle des complexes
[(TPEN)Fe"](PF¢), et [(Ls24E)Fe"](PFs); car I'enroulement du ligand autour du métal est identique pour
les trois complexes.® Les positions équatoriales sont occupées par deux fonctions amines (N; et N,) et
deux pyridines (N3 et N4). Les positions apicales sont quant a elles occupées par deux pyridines (Ns et
Ne). Les deux pyridines issues de la méme fonction amine se disposent en configuration fac par rapport
a cette derniére. Le complexe peut cristalliser sous différents isoméres géométriques, hormis les

isomeres optiques envisageables, comme représentés Figure 7.

Figure 7: Isomeres géométriques possibles du complexe [(zmels?)Fe']?*.

Le Tableau 2 présente quelques données structurales pour ces complexes. Les distances moyennes
observées sont caractéristiques d’un état bas spin (S = 0) du fer(ll) avec un dmoyen = 1,995 A pour le
complexe [(2meLs?)Fe"](PFs)2,* un dmoyen = 1,981 A pour le complexe [(TPEN)Fe"](PFs) et un dmoyen = 1,987
A pour le complexe [(Ls?4E)Fe"](PFe)..* Ces distances sont plus courtes que celles observées pour les

complexes haut spin (S = 2) qui possédent des distances de I'ordre de 2,2 A.
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Tableau 2 : Principaux angles (°) et distances en (A) dans les complexes [(avels?)Fe"](PFs)s, [(TPEN)Fe"](PFs), et
[(Ls24E)Fe"](PFg),.

[(zMeLsz)Fe"](PFa)z [(TPEN)FE"](PFG)Z [(L524E)Fe"](PF6)z

Fei-N; (am) ‘ 1.999 1.993 2.002
Fe;-N; (am) 2.002 1.991 1.998
Fei-Ns (py) 1.984 1.971 1.987
Fe;-Ns (py) 1.991 1.977 1.966
Fei-Ns (py) 1.999 1.981 1.983
Fei1-Ng (py) 1.994 1.975 1.989
N>-Fes-N; 87.271 87.216 87.801
Ni-Fe;-Ns 83.212 81.185 81.290
Nz-Fei-Na 80.315 81.672 81.717
N3-Fei-N4 109.867 110.232 109.637
Ns-Fei-Ns 92.107 90.976 93.280
Nz-Fei-Ng 101.640 96.861 97.336

La géométrie octaédrique de ces trois complexes est légérement distordue. Les valeurs des angles
restent globalement proches de 90° excepté en ce qui concerne I'angle N3-Fei-N4 qui est un peu plus
ouvert. Les distances Fe-Np, sont plus courtes que les liaisons Fe-Nam. Ce raccourcissement des liaisons
Fe-Npy, peut étre dO au caractere m accepteur des pyridines qui renforce la liaison comme

précédemment.

1.1.3. Conclusion
Les complexes [(amels?)Fe"Cl2] et [(ameLs?)Fe"](PFe)2 ont des structures proches de leurs complexes
parents. Cependant, le complexe [(amels?)Fe'Cl,] est moins distordu que [(mLs?)Fe"Cl,]. Les structures
étant proches, la réactivité des nouveaux complexes devrait étre similaire a celle des complexes

parents.

1.2. Caractérisation en solution

Pour déterminer la structure du complexe en solution et ses propriétés électroniques, les
techniques de spectrométrie de masse par ionisation électrospray, de spectrophotométrie

d’absorption électronique UV-visible et de voltamétrie cyclique ont été utilisées.
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1.2.1. Spectrométrie de masse (ESI)

La premiére caractérisation en solution effectuée est la spectrométrie de masse électrospray en
mode positif. Cette technique renseigne sur la formulation globale du complexe, et par déduction
indique la premiére sphére de coordination du fer en solution. Les complexes sont analysés en solution

dans 'acétonitrile a des concentrations de 'ordre de 10* M.

Le spectre de masse du complexe [(2meLs?)Fe"(OTf),] présente peu de pics, ce qui montre que
I'espeéce isolée est pure (Figure 9). Les pics les plus intenses ont notamment été identifiés et attribués
aux espeéces suivantes : [(avels®)Fe"]?* m/z = 177.0744, [(2vels®)Fe"(OCH,CH3)]" m/z = 399.1473 et
[(2meLs®)Fe'(OTf)] * m/z = 503.1030. Les spectres expérimental et simulé de I'espéce [(amels?)Fe'(OTF)]*
sontreprésentés Figure 8. L'espéce a 399.1473 uma est formée au sein de I'appareil. Ce genre d’espece

est classiquement observé avec d’autres complexes de ce type au laboratoire.

510° - 1+
. 503.1030
410 L
N 5 1+
-*% 3107 | 2+ 399.1473
£ 5105 177.0744
5 B
£ 110° |
0 L J.I. a.l N I.L J. L ..
100 200 300 400 500 600
m/z

Figure 9: Spectre de masse (ESI, mode positif) du complexe [(mel42)Fe'(OTf),] dissous dans I’acétonitrile
([Fe] = 10 M).
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Figure 8: Spectre de masse (ESI, mode positif) du complexe [(zmel?)Fe!(OTf)]* expérimental (orange) et simulé (noir)
[C19H26F3 FeN 40 35S, m/zmesuré =503.1030, m/z théorique = 503.1022, erreur [ppm] = -1.6].

De méme, les complexes [(amels®)Fe'Cly] et [(2veLs?)Fe'"](PFs), ont été caractérisés par spectrométrie

de masse ESI. Le Tableau 3 résume les résultats obtenus pour les trois complexes.
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Tableau 3: Masses des complexes en solution dans I'acétonitrile, par ESI MS (mode positif).

[(2meLs?)Fe""Cl;]

[(2veLs’)Fe"(OTH).]

[(zmeLe?)Fe"](PFs)2

[LFe'Cl]*
m/z mesuré = 389.1195

m/z calculé = 389.1190
err[ppm] =-1.2

[LFe'(OTf)]*
m/z mesuré = 503.1030

m/z calculé = 503.1022
err[ppm] =-1.6

[LFeII]2+
m/z mesuré = 254.1047

m/z calculé = 254.1013
err[ppm] =-13.0

[LFe"Cl,]*
m/z mesuré = 424.0880

m/z calculé = 424.0879
err[ppm] =-0.2

[LFeII]2+
m/z=177.0744

m/z calculé = 177.0748
err[ppm] = 2.1

[LFe'Cl]*
m/z mesuré = 543.1772

m/z calculé = 543.1721
err[ppm] =-9.3

Ces spectres sont compatibles avec la structure des complexes observés a I'état solide pour

[(2meLs®)Fe"Cl2] et[(ameLe?)Fe"](PFs)2 ; et avec la structure souhaitée pour [(amels?)Fe"(OTf),].

1.2.2. Spectrophotométrie UV-visible

a) Complexes a ligands de type L,?
Les complexes ont été analysés par spectrophotométrie d’absorption électronique UV-visible dans

I'acétonitrile. Les spectres sont enregistrés a température ambiante et sont présentés Figure 10.

Les spectres présentent une bande intense dans I'UV (230 - 260 nm, € > 10 000 cm*M?)
correspondant aux transitions t = nt* des pyridines des ligands (non présentées). Les bandes moins
intenses dans le visible qui donne la couleur de la solution (autour de 400 nm) correspondent aux
transferts de charge des orbitales t,g du Fe' vers les it* des pyridines du ligand (MLCT : Metal to Ligand

Charge Transfer) (Figure 10).

5000 |
4000 |
[ ——— [(mLe?)Fe"(OTf)]
-~ [ [(2meLa2)Fe(OTH),]
5 3000 [omels2)Fe'Cly]
'E :
£ 2000 F
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Longueur d'onde (nm)

300 400 600 700

Figure 10 : Spectres d’absorption électronique UV-visible des complexes a ligands de type Ls? enregistrés
dans l'acétonitrile, a température ambiante.
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De par son intensité et sa position, cette bande renseigne sur I’état de spin du Fe'" et sur la nature
de la premiére sphére de coordination.” Ainsi, un complexe haut spin (S = 2) a un coefficient
d’extinction molaire € de I'ordre de 1 000 cm™*M™ & 2 000 cm™M™?; alors que les complexes Fe' bas
spin (S = 0) avec les mémes ligands amine/pyridine ont des coefficients d’extinction molaire de 8 000

-10000 cm™*M™.

Le fer(ll) au sein du complexe [(mLs?)Fe"Cl,] est dans un état haut spin ; le coefficient d’extinction

molaire de la transition MLCT est de 770 cm™*M™ a la longueur d’onde de 415 nm.°

Le complexe [(2meLs®)Fe"Cl] (courbe grise Figure 10) présente une bande d’absorption a 393 nm
avec € = 830 cmM™. Par comparaison avec le complexe [(mLs?)Fe"Cly], on peut en déduire que I'ion

Fe(ll) dans le complexe [(amels?)Fe'Cl,] est dans un état haut spin.

Les complexes [(mLs?)Fe"(OTf)2] (a) et [(amels?)Fe"(OTf),] (b) (courbes verte et rouge Figure 10)
dissous dans I'acétonitrile présentent un maximum d’absorbance a 372 nm et 376 nm pour (a) et (b)
respectivement avec un coefficient d’extinction molaire de la transition MLCT de 3 700 cm™M™. La
valeur du coefficient d’extinction molaire est intermédiaire entre les valeurs habituelles pour des
complexes haut spin et des complexes bas spin. Il existe probablement un équilibre entre deux
complexes haut et bas spin. De plus, par comparaison avec les complexes [(mls®)Fe''Cly] et
[(2meLs?)Fe"Cly], I’énergie de la transition augmente de 1 440 cm™. Les chlorures et les triflates sont des
ligands o et t donneurs, tandis que I'acétonitrile est o donneur et t accepteur. L’échange chimique
des ligands triflates par I'acétonitrile méne a une stabilisation des orbitales t, ce qui provoque, in fine,
un basculement de I’état de spin du fer(ll) de S =2 a S = 0 (Figure 11). La transition des orbitales ty

vers les orbitales m* du ligand est alors observée a plus haute énergie.

_T__T_ ACN - - %
* -+ + r H H H o

[(Ls?)Fe"(OTf),] [(Ls®)Fe"(ACN),]**

Figure 11: Schéma de la transition de spin du fer(ll) suite a un échange de ligand exogéne (OTf)- par ACN).

D’aprés White et al., il existe un échange chimique entre les ions triflates et I'acétonitrile a
température ambiante pour des complexes analogues.'®!! Cela explique donc la valeur intermédiaire
du coefficient d’extinction molaire. Deux complexes coexistent en solution : [(Ls?)Fe"(OTf),] et

[(L2)Fe"(ACN)]%".

61



Cet équilibre chimique entre [LFe"(OTf),]* et [LFe"(ACN),]?* a été mis en évidence par voltamétrie

cyclique et sera présenté dans la suite de ce chapitre.

Le Tableau 4 résume la longueur d’onde des maxima d’absorption, coefficients d’extinction

molaire et état de spin du fer(ll) dans les différents complexes.

Tableau 4: Comparaison des positions et du coefficient d'extinction molaire de la transition MLCT des complexes
[(mL4?)Fe"(OTf)2], [(mL4?)Fe"Cl>], [(2mels?)F"(OTS),] et [(2mels?)Fe'Cly] dans I'acétonitrile

[(mLa?)Fe"Cl2] | [(amela?)Fe"Cl5] [(mLa?)Fe"(OTf),] [(2meLs®)Fe"(OTH),]
Amax (nm) 415 393 372 375
e (cm'M?) 770 830 3700 3690
Espéces en solution " " [LFe'(OTf),]* [LFe'(OTf),]
probables [LFe’Cla] [LFe’Cle] [LFe"(ACN)] > [LFe"(ACN)] %
. . . Bas spin Bas spin
Etat de spin Haut spin Haut spin Ahaut spin A haut spin

b) Complexe [(aveLe?)Fe"](PFs)2

Le complexe [(2vels®)Fe"](PFs), a été dissous dans I'acétonitrile (ACN) et le méthanol (MeOH), les

spectres d’absorption sont présentés Figure 12.
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Figure 12: Spectres d’absorption électronique UV-visible du complexe [(2meLs2)Fe"](PFes)2 enregistrés dans ACN et MeOH a
température ambiante.

Le complexe [(ameLs?)Fe"](PFs), présente dans le méthanol et I'acétonitrile deux bandes
d’absorption d’intensité et de coefficient d’extinction molaire comparable (Figure 12 et Tableau 5). La
premiere, non présenté ici, a 254 nm, est attribuée aux transitions m = nt* des pyridines. La seconde,
vers 420 nm, est attribuée aux bandes de transfert de charge de type MLCT. Cette derniere présente

des coefficients d’absorption molaire similaires dans le méthanol et I’acétonitrile (8 600 cm*M™ et 9
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200 cm™M? respectivement) (Tableau 5). Le fer(ll) dans le complexe est majoritairement dans un état
bas spin. Les spectres étant similaires dans les deux solvants, le complexe conserve en solution la

structure observée a I'état solide.

De petites différences entre les coefficients d’extinction molaire sont observées selon le solvant et
pour chaque complexe. Cela suggére un équilibre de spin intrinséque pour chague complexe avec des

ligands tétradentes ou hexadentes, ce qui sera détaillé dans la suite.

Tableau 5: Comparaison des transitions MLCT des complexes [(TPEN)Fe"](PFg),, [(Ls?4E)Fe!](PFs); et [(2mels?)Fe'](PFs), dans
le méthanol et I'acétonitrile, a température ambiante.

[(TPEN)Fe"](PFe), 3 [(Ls*4E)Fe"](PFe), 3 [(2meLs?)Fe"](PFs)2
Solvant MeOH ACN MeOH ACN MeOH ACN
Amax (nm) 417 417 419 419 421 421
g (cm*M?) 10 500 10 500 8500 8000 8 600 9200
Etat de spin Bas spin Bas spin Bas spin Bas spin Bas spin Bas spin

1.2.3. Voltamétrie cycligue dans 'acétonitrile

Les complexes ont été étudiés par voltamétrie cyclique dans I'acétonitrile. L’électrolyte support
utilisé est I’hexafluorophosphate de tétrabutylammonium (TBAPF¢) a 0.1 M, ce qui rend le milieu plus
dissociant que lors des études par spectroscopie UV-visible. Les mesures ont été effectuées sous flux
d’argon et a température ambiante (20°C). Le montage utilisé pour enregistrer les spectres est
constitué de trois électrodes : une électrode de travail de carbone vitreux, une électrode de référence
au calomel saturé, et une contre électrode de platine. La vitesse de balayage est de 0.1 V/s, et les

valeurs de potentiels sont données par rapport a I’électrode de référence au calomel saturé (ECS).

La valeur du potentiel d’oxydation du fer(ll) en fer(lll) est directement liée a la premiére sphere de

coordination du complexe.'>*3

Pour les complexes [(avels?)Fe"Cly], [(amels?)Fe'(OTF),] et [(amels?)Fe"](PFe). les voltamogrammes
sont présentés Figure 13 et Figure 14 et ont été comparés avec les complexes parents [(mLs?)Fe"(OTf),]

et [(TPEN)Fe"](PFe),.
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E (V) /ECS

Figure 13: Voltamogrammes des complexes [(2mels?)Fe'Cly] (gris) (2.0 mM), [(mL42)Fe"(OTf),] (vert) (2.0 mM)
et [(amel42)Fe'(OTf),] (rouge) (2.0 mM) dans ACN TBAPF¢ 0.1 M.
Pour le complexe [(amels®)Fe"Cl], une vague réversible a 0.18 V/ECS est observée, elle est
quasiment identique a celle obtenue pour le complexe similaire [(mLs?)Fe"Cl,].° Par conséquent, le
fer(Il) dans le complexe [(2mels?)Fe"Cl;] est coordiné par deux chlorures en solution. La petite vague

non réversible de trés faible intensité a 1.1 V peut étre attribuée a I'espéce [(amels?)Fe"(ACN),]%*.

Les voltamogrammes des complexes [(mLs?)Fe"(OTf)2] et [(2meLa®)Fe"(OTF),] sont trés similaires avec
un potentiel de demi-vague de 1.1 V/ECS. La signature redox a 1.1 V correspond aux couples
[(mLa?)Fe""(ACN)2]3*** et [(2meLa?)Fe""(ACN),]3*/%*. Cette attribution est en accord avec les résultats

observés pour des complexes similaires par Nathalie Ségaud.*?
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Figure 14: Voltamogrammes des complexes [(TPEN)Fe']2* (pointillés oranges) (2.0 mM) et [(mels?)Fe]?* (noir) (2.0
mM) dans ACN TBAPFs 0.1 M.
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Les résultats obtenus par cette étude ne sont pas incompatibles avec ceux obtenus par
spectrophotométrie UV-visible. En effet, les études par voltamétrie cyclique nécessitent un électrolyte
support qui favorise la formation d’espéces dichargées. Les structures des complexes en solution sont

proposées Tableau 6.

Les complexes [(TPEN)Fe"|(PFs) et [(2meLs?)Fe"](PFs). ont exactement la méme signature
électrochimique, avec des potentiels de demi-vague de 0.80 V (Figure 14). Dans ces conditions, le

ligand hexadente reste lié au métal.

Le Tableau 6 résume les différentes données des complexes ainsi que leur structure en solution

déduite par spectroscopie UV-visible et par voltamétrie cyclique.

Tableau 6 : Valeurs des potentiels E % pour les couples Fe''/Fe!, écart AE, et structure des complexes en solution dans
I"acétonitrile (UV-visible) et I'acétonitrile TBAPFs 0.1 M (voltamétrie cyclique).

Complexe E%(V)/ECS | AE(mv) | Structureen solution Structure en
dans ACN/TBAPFs solution dans ACN
[(mL42)Fe"CIz] 0.19 64 [NzPVzFEC'z] [NzPVzFEClz]
[(ZMeL42)Fe"CIz] 0.18 102 [szyzFEC|2] [NzPYzFGClz]
2+
[(mL42)Fe"(OTf)z] 1.12 97 N,Pv-Fe(ACN), 1?* [NzPyzFe(ACN)z]
(N2PyaFe(ACN): [N3Py:Fe(OTH)]
2+
[(ZMeL42)Fe"(OTf)2] 1.10 116 N,>Pv,Fe(ACN 2+ [NzPYzFe(ACN)z]
[N2Py:Fe(ACND.] [N2Py,Fe(OTf),]
[(TPEN)Fe"](PFe). 0.81 76 [N2PysFe] 2 [N2PysFe]?*
[(ZMeLGZ)FEH](PFG)z 0.80 98 [NzPY4FE]2+ [N2|:’\/4Fe]2+

2. Etude spectrophotométrique a température variable

Des équipes ont étudié I’évolution de I’état de spin du fer(ll) dans ce type de complexe en fonction
de la température.’0111418 | eg complexes parents [(mLs?)Fe"(OTf),] et [(TPEN)Fe"](PFs), sont connus
pour présenter en solution dans I'acétonitrile, une transition de spin autour de la température
ambiante.%151¢ | e suivi de I'état de spin du fer(Il) en fonction de la température a été effectué par des
études de spectroscopie RMN H en utilisant la méthode d’Evans.!*41® A partir des proportions en
complexes haut et bas spin, les auteurs ont pu remonter a I’enthalpie et I'entropie de cette transition
de spin. Cependant, nous avons vu précédemment que certains complexes subissaient un échange de
ligands exogenes qui induisait une modification de I’état de spin du complexe. L’état de spin du centre

métallique et la labilité des ligands sont des paramétres importants pour la réactivité chimique.

Nous avons donc souhaité étudier I’évolution de I’état de spin du fer(ll) des nouveaux complexes

en fonction de la température pour tenter de faire une discrimination entre la transition de spin
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intrinséque et I’échange chimique qui peut étre a I'origine de I’équilibre de spin. Pour cela, nous avons
effectué le suivi par spectroscopie d’absorption électronique en fonction de la température en
regardant I’évolution du coefficient d’extinction molaire (g) pour la transition MLCT comme Toftlund

et al. I'ont fait pour le complexe [Fe(pybenH)s]**.1

2.1. Evolution de la transition MLCT en fonction de la température pour les

complexes a ligands de type Lg?

Le coefficient d’extinction molaire du complexe [(TPEN)Fe"]?>* évolue de 7 400 a 10 400 cm™*M™*
(Agq = 2940 cm™M?) entre 313 et 233 K. Le coefficient d’extinction molaire du complexe [(ameLs?)Fe"]**

évolue de 5700 a 8 200 cm™*M™* (Ag; = 2480 cm™M™?) entre 318 et 233 K (Figure 15).

1.1 10*

110" . o [(TPEN)Fe"]?*
L - = ° [(ZMeLSZ)Fe”]2+

9000 | .

8000 F* . & .

 (om'M™)

7000 | ..

6000 |

5000 [ o1 . . o 1 . . . 1 o, o, o 1 . 5 . 1
240 260 280 300 320

Température (K)

Figure 15: Evolution du coefficient d'extinction molaire de la transition MLCT des complexes a ligands de type L2 en
fonction de la température, dans I'acétonitrile distillé.

Par spectrophotométrie UV-vis et voltamétrie cyclique, il a été précédemment montré que les
deux ligands TPEN et »uels? occupent les six positions de la premiére sphére de coordination du fer(ll).
Ainsi, nous pouvons faire I’hypothése que la variation du coefficient d’extinction molaire sur la gamme
de température étudiée est due uniquement a une conversion de spin intrinséque du centre

métallique.

A température ambiante, il y a un mélange de complexes dans un état haut spin et bas spin. Sur la

gamme de température étudiée, la conversion de spin n’est pas totale.
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Sur la méme gamme de température, |’état de spin du fer(ll) dans le complexe [(ameLs?)Fe"](PFe), a
été suivi qualitativement par spectroscopie RMN H, comme cela a été fait par Toftlund pour le
complexe [(TPEN)Fe"](PFe)..Y Il est possible d’observer que le complexe est paramagnétique a 300 K
avec des résonances larges et déplacées vers les bas champs, alors qu’a 250 K il est diamagnétique

(Figure 16). Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par spectroscopie UV-visible.

e 300K ¢ 290 K
e 250 K
o] ! J I
= o T T T (s T T T T T T
18 16 14 12 10 8 6 4 2

Figure 16: Spectres RMN H a 400 MHz du complexe [(>mels?)Fe'](PFs), dans
I"acétonitrile a différentes températures.

2.2. Evolution de la transition MLCT en fonction de la température pour les

complexes a ligands de type L42

Les courbes Figure 17 présentent I'évolution du coefficient d’extinction molaire en fonction de la

température pour les différents complexes avec des ligands tétradentes.

7000
e o [(mL)Fe"(OTH),]
6000 . m
‘e, o [(awels’)Fe"(OT),]
5000 . 0 [(2meLs?)Fe"(OTS);] dans MeOH
* o [(amels?)Fe"Cly]
- M
= 4000 .
= s
E -
S 3000 ..
® fa, * .
2000 rea,, . ° .
o o o g o . LA ., .
1000 = = & O.E.E'B.
0 1 1 1 1 1

240 260 280 300 320
Température (K)

Figure 17: Evolution du coefficient d'extinction molaire de la transition MLCT des complexes a ligands de type L4 en fonction
de la température, dans I’acétonitrile distillé et le méthanol distillé pour le complexe [(2mel4?)Fe"(OTf),].
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Dans le cas du complexe [(2meLa?)Fe"Cl,] (points gris Figure 17), le coefficient d’extinction molaire
est quasiment constant entre 303 et 233 K (Agsz = 190 cm™M™?). Le complexe est, sur la gamme de
température étudiée, dans un état haut spin, et il n’y a pas d’équilibre chimique avec un complexe

[(2meLs®)Fe"(ACN),]?* qui se traduirait par un changement important du coefficient d’extinction molaire.

Le complexe [(2mels?)Fe"(OTf),] dissous dans le méthanol (cercles rouges Figure 17) présente
également une faible variation du coefficient d’extinction molaire (Ags = 580 cm™M™) entre 313 et 233
K. Le méthanol n’étant pas un solvant trés coordinant, on peut supposer que cette évolution traduit

une conversion de spin intrinseque trés incompléete et non pas un échange chimique.

Ce méme complexe [(avels®)Fe"(OTf);] dissous dans I'acétonitrile (points rouges Figure 17)
présente une variation du coefficient d’extinction molaire plus prononcée (Aes = 1660 cm™*M™?) entre
318 et 233 K. Cela s’explique par un équilibre chimique : le complexe [(amels?)Fe"(ACN),]** possédant
un champ de ligand plus fort que le complexe [(amels?)Fe'(OTf),]%, il basculera plus aisément vers un

état diamagnétique, comme il a été observé par voltamétrie cyclique.

Pour le complexe [(mLs?)Fe"(OTf),] (points verts Figure 17), entre 323 et 233 K, le coefficient
d’extinction molaire évolue de 1960 a 6350 cm™*M™ (Agg =~ 4390 cm™M™?). Cela correspond a la plus
forte évolution du coefficient d’extinction molaire. Comme observé pour le complexe
[(2meLs?)Fe'(OTf),] dissous dans I'acétonitrile, la variation observée est due a un équilibre chimique
entre [(mLs?)Fe'(OTf),] et [(mLs®)Fe"(ACN),]**, et & une conversion de I'état de spin du fer(ll) plus
prononcée. La température critique est définie pour un mélange équimolaire en complexe haut spin
et bas spin, se traduisant par un point d’inflexion sur la courbe, dans notre cas, T. = 277 K. Cette valeur
est en accord avec celles obtenues par England® et Bryliakov.'® La température critique enregistrée
par ces deux équipes est respectivement de 264 K et de 284 K dans I'acétonitrile deutéré par des

études de spectroscopie RMN 'H en utilisant la méthode d’Evans.

D’aprés les courbes observées, avec le ligand protégé ,mels?, la transition de spin est moins

favorisée vers I’état bas spin. Cet effet n’a pas été observé avec les ligands TPEN et yvels?.
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2.3. Rationalisation des observations

Les évolutions du coefficient d’extinction molaire en fonction de la température sont dues a un
équilibre chimique (EC) et une conversion de spin (CS) (Figure 18). La valeur du coefficient d’extinction
molaire pour une température donnée est liée a la proportion de complexes haut et bas spin en
solution. En faisant I’hypothése que I'équilibre de spin pour les complexes [LFe"(OTf),] est négligeable
et que la substitution des ligands exogénes OTf par ACN ne se produit qu’entre complexes de méme

multiplicité de spin (S = 2), les réactions conduisant aux variations de € peuvent s’écrire :

[(mLs?)Fe"(OTf),] + 2 ACN _ [(mLs?)Fe"(ACN) % +2 OTF (1)
HS Kec HS
[(mLs?)Fe"(ACN),)** — [(mLa?)Fe"(ACN),])** (2)
HS Kes BS

Figure 18: Schéma de I'équilibre chimique (1) et de la conversion de spin (2) en solution dans
I’acétonitrile. Pour I’équilibre (1), le complexe [(mL4s?)Fe"(ACN),J?* est dans un état haut spin.

Il est possible d’exprimer les constantes de ces deux équilibres de la fagon suivante :

[Fe(OTf)2]us [ACN]? [Fe(ACN)2]ns
Kec = Ks= ——— (3)
[Fe(ACN)]us [OTF]? [Fe(ACN)2]ss

La constante de réaction globale Kops traduisant I'équilibre chimique et la conversion de spin peut

étre définie de la fagon suivante :

Kobs = ([Fe(OTf)]ns + [Fe(ACN)]ns) / [Fe(ACN)]ss = Chs / Cas (4)
Kobs = Kes (1+ Kec [OTf1?/[ACN]*) (5)
Kobs = Kcs + Kec” Kes oUu Kec' = Kec [OT":-]Z/[ACN]2 (6)

En faisant ’hypothése que les complexes de type [(Ls%)Fe"(OTf),] (haut spin) et [(Ls?)Fe"(ACN),]**
(haut spin) possédent le méme ¢ et en utilisant pour les complexes a ligands de type Ls? des coefficients
d’extinction molaire limites (HS : 770 cm™ M ; BS : 8 000 cm™ M?) le coefficient d’extinction molaire
observé permet de remonter a la répartition entre les complexes haut spin et bas spin grace a

I’expression :
€obs = Chs €ns + Cas €as (7)

Cette expression est aussi utilisée pour les complexes a ligands de type Le¢?> en utilisant les

coefficients d’extinction molaire limites (HS : 1 600 cm™ M?; BS : 12 000 cm™ M?).
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En notant la fraction molaire en espéce haut spin a, et la fraction molaire en espéce bas spin (1-

a), on peut réécrire une expression simplifiée :
€obs = O €ns Crot + (1 - @) €ps Crot (8)

Ainsi, Kops peut s’écrire a partir des fractions molaires en espéces haut et bas spin :
Kobs = o / (1-at) (9)

Cette constante de réaction est liée a I’enthalpie libre de réaction ArG°ops :
A:G®obs = - RT In (Kobs) = ArH 0bs — T ArS°0bs (10)

Ainsi il est possible d’exprimer In(Kobs) en fonction de I’entropie et de I’'enthalpie de réaction:
In(Kobs) = ArS®obs / R - ArH0bs / (RT) (11)

Pour chaque température, la valeur de € observée conduit a déterminer a, donc Koss. Comme
observé Figure 19, In Kops est linéaire en fonction de 1000/T. La pente (B) et I'ordonnée a I'origine (A)

de la droite In Kops= A + B x 1000/T permettent d’extraire I’entropie et I'enthalpie de la réaction.
AH%0ps=-1000xRxB (12)
AS°obs = AX R (13)

Pour les complexes qui subissent uniquement une conversion de spin sur la gamme de
température étudiée, les enthalpies et entropies de la conversion de spin correspondent aux

grandeurs respectives observées.

Pour les complexes qui subissent a la fois un équilibre chimique et une conversion de spin, Kops est

liée a Kec’ et Kes par la relation (14) :

In(Kobs) = In(Kes (1 + In(Kec”)) = In Kes + In (1 + Kec') (14)
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Figure 19: Evolution de In(Kops) en fonction 1000/ T (K1) pour les complexes étudiés dans I'acétonitrile ; les
données expérimentales sont représentées par des points/cercles et les fits sont représentés par des traits
pointillés. La température est donnée a titre indicatif.

L’évolution de In(Kobs) en fonction de 1000/T a été tracée pour les 5 complexes (Figure 19). Les
courbes obtenues sont linéaires sur la gamme de température pour tous les complexes sauf pour
[(mLs?)Fe"(OTf),] et [(2mels?)Fe"(OTF),] dans I'acétonitrile. Pour ces deux complexes, les linéarisations
ont été effectuées sur deux gammes de température différentes. En faisant I’hypothése que I'échange
chimique est négligeable sur le régime basse température, les parameétres Kcs, AHcs et AS°cs peuvent
étre déterminés (Kons = Kec). La valeur de Kcs ainsi obtenue permet de déterminer Kec pour le segment

de droite observé a hautes température et les paramétres Kec, ArH ec et A;S°ec associés.

Les grandeurs thermodynamiques déterminées a partir des données expérimentales sont

présentées Tableau 7.

Tableau 7: Grandeurs thermodynamiques des équilibres chimiques et de spin des complexes, ou HT : hautes températures et
BT : basses températures.

Entrée Complexe AHCobs AS°obs AH°cs AS°cs AH:’ | AS%C
(ki mol) (JK*mol?) | (kimol?) | (JK*mol?) | (kimol?) | (JK?™mol?)
24 (HT) 88 (HT) 13 46 11 42
2 ]

1 [(mLs*)Fe"(OTH),] 13 (BT) 46 (BT)

34 (HT) 135 (HT) 12 49 22 86
2 ([}

2 [(2meLa?)Fe"(OTH)2] 12 (BS) 29 (61

3 [(2meLa?)Fe"(OTH),] (MeOH) 11 64 11 64

4 [(2meLa?)Fe"Cl3] 17 104 17 104

5 [(TPEN)Fe"]?* 11 31 11 31

6 [(2meLs?)Fe"]?* 7.1 25 7.1 25
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Les valeurs positives des AHcs (BS = HS) correspondent a I'allongement de la liaison Fe-L par

peuplement de deux électrons des orbitales antiliantes eg*.1>1#

Les valeurs positives des AS°cs (BS = HS) correspondent a I'augmentation de la vibration des
liaisons Fe-L et de la multiplicité de spin.*>*® Le complexe [(2meLs®)Fe"Cl,] (entrée 4) est celui pour lequel
le AS°cs et AHcs sont les plus élevés (104 J.mol™*.K™ et 17 ki.mol?). L'augmentation de la vibration des
liaisons Fe-L dans ce complexe traduit a priori une variation importante de la longueur de ces liaisons,
ce qui pourrait expliquer la valeur du AH°cs. D’autre part, le complexe [(amels?)Fe"]** (entrée 6) a les
grandeurs thermodynamiques de la conversion de spin les plus faibles. Ces données traduisent
probablement une faible variation de la vibration des liaisons Fe-L entre les états bas spin et haut spin,
avec des longueurs de liaison peu différentes entre les deux états de spin. Il a été observé que ce
complexe [(amels?)Fe'")?* est moins réactif que le complexe [(TPEN)Fe"]** (cf. chapitre 3). Ce complexe
est vraisemblablement moins labile que le complexe [(TPEN)Fe'"]?*, ce qui pourrait s’expliquer par les

grandeurs thermodynamiques faibles pour la conversion de spin et des liaisons Fe-L semblables entre

les deux états.

Pour tous les complexes a ligands mLs? et 2vels? les valeurs sont trés semblables que I'étude ait été
effectuée dans l'acétonitrile ou dans le méthanol. De petites différences des parameétres

thermodynamiques selon le solvant d’étude ont déja été mises en évidence par Toftlund.*®

Par rapport aux complexes parents [(mLs’)Fe"(OTf),] et [(TPEN)Fe"]**, la présence des deux
groupements méthyle en a des pyridines ne semble pas influer sur I'état de spin du complexe
[(2meLa®)Fe"(OTf),]. Cependant, dans le cas du second nouveau complexe [(amels?)Fe"]?*, I'effet de ces
groupements est important, et semble augmenter la stabilité du complexe dans un état

majoritairement bas spin.

3. Conclusion

Les nouveaux complexes ont été caractérisés. A I'état solide, Les géométries des complexes avec
les ligands protégés sont un peu moins distordues que celles des complexes parents. En solution, des
équilibres chimiques ont lieu a température ambiante, avec les complexes a ligands de type L% L’étude
en température appuie le fait que le complexe [(ameLs?)Fe"](PFe) est plus inerte que le complexe
[(TPEN)Fe"](PFs),. Cette différence va influencer la réactivité de celui-ci comme il sera présenté dans

le chapitre suivant.
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Chapitre 2 — Nouveaux complexes renforcés

74



Chapitre 3 : Réactivité des nouveaux complexes renforcés

De nombreuses métalloenzymes a fer réagissent avec le dioxygene de l'air pour catalyser
I'insertion d’un atome d’oxygene dans un substrat organique. Les cycles catalytiques présentés au

chapitre 2 pour les monooxygénases montrent la formation de différentes especes intermédiaires tres

réactives et instables tels que le Fe"-superoxo, Fe"-peroxo, Fe"-hydroperoxo et Fe"-oxo.

A partir de systémes biomimétiques non hémiques de fer(ll), il est possible de reproduire certains
intermédiaires clé des monooxygénases. La formation et les caractéristiques de ces especes ont été

reportées par diverses équipes.’?

Dans ce chapitre, la réactivité du nouveau complexe [(ameLs?)Fe"](PFe). est présentée, ainsi que des
résultats préliminaires en catalyse d’oxydation, et une nouvelle réactivité mise en évidence pour

I’oxydation de la cyclohexanone.

1. Réactivité vis-a-vis de I'eau oxygénée et de I'iodosylbenzéne

Il a été montré que certains complexes biomimétiques de fer(ll) sont capables d’activer le
dioxygéne de I'air en solution en présence d’un réducteur chimique et de protons.*> Cependant, il est
plus facile de générer, a partir du fer(ll), des intermédiaires Fe"(OOH) par ajout de H,0, et Fe"(0O) par
ajout d’un donneur d’un unique atome d’oxygene (PhlO ou mCPBA) comme montré Figure 1. Les
intermédiaires formés peuvent oxyder des substrats organiques. Une premiere étude a donc été
effectuée sur les complexes synthétisés pour connaitre leur réactivité vis-a-vis de deux oxydants : H,0,

et PhlO.

g_
(?
ﬁv
?

(-

mCPBA ou PhIO / \

MeO. MeO. X
| -—TOH
P

Figure 1: Formation des espéeces oxydantes du fer en présence de divers oxydants et exemples de réactivité observés au
laboratoire.



Le complexe caractérisé précédemment [(avels®)Fe"](PFs), a été utilisé pour générer un
intermédiaire Fe"-OOH a I'aide d’eau oxygénée. L'intermédiaire [(ameLs?)Fe"(O0)]* a été formé par
addition de base sur [(ameLs?)Fe"(OOH)]?* et le complexe [(ameLs?)Fe"](PFs), a également été utilisé pour

suivre la formation de I'intermédiaire [(2meLs?)Fe'V=0]?* par addition de PhIO.

1.1. Caractérisation de l'intermédiaire [(amele?)Fe"(OOH)]*

1.1.1. Etude par spectroscopie d’absorption électronigue UV-visible

L’addition d’un excés d’eau oxygénée sur le complexe de [(avels?)Fe"](PFe¢), dans le méthanol
conduit a I'apparition d’'une bande d’absorption large et peu intense a 570 nm (Figure 2 gauche).

Lorsque de I’acide perchlorique est ajouté au préalable, une bande bien définie et plus intense croit a

530 nm (Figure 2 droite).

Cette signature est bien connue et est attribuée a des complexes Fe"-OOH bas spin. Les maxima
de ces bandes varient de 515 nm a 592 nm selon le ligand du complexe de départ.® Elles sont attribuées
a des transferts de charge LMCT de I’hydroperoxo vers le Fe(lll). Le coefficient d’absorption molaire de

I'intermédiaire Fe'"-OOH formé n’a pas été déterminé, mais il est généralement de I'ordre de 1 000 cm”

M pour ce type d’intermédiaire.’

0.8 |

0.6 ]

Absorbance
Absorbance

0.4\

02|

i, Adan. o,

0-I.--I---I--.I-.-I-.-I.-- 0-...|... il ol i &
480 520 560 600 640 680 720 760 800 480 520 560 600 640 680 720 760 800

Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)
Figure 2: Suivi par absorption UV-visible de la formation de I'intermédiaire [(2meLs?)Fe"(OOH)]?* par addition de
100 éq. de H,0; (spectres de gauche) et par addition de 1.2 éq. de HCIO4 + 100 éq. de H,0; (spectres de droite), a
une solution de [(:mels?)Fe!](PFg), dans le méthanol a -50°C ([Fe]=1 mM).

En absence d’acide perchlorique, il est difficile de générer I'intermédiaire Fe"-OOH, et a -50°C cet
intermédiaire est trés instable. Par comparaison, dés qu’un équivalent d’acide perchlorique est ajouté

au mélange réactionnel, il est possible de générer cet intermédiaire qui est stable plus de 6h (a -50°C

eta 0°C).
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Le complexe [(amels?)Fe"]** est connu au laboratoire pour &tre un complexe bas spin a basse

température, cet état de spin se traduit par une inertie du complexe, et il est difficile de générer

I'intermédiaire Fe"-OOH. L’addition de 1.2 éq. d’acide perchlorique aide & décoordonner une pyridine

du métal (Figure 3).2 Cela s’accompagne d’un changement de |’état bas spin vers un état haut spin, qui

accroft la réactivité du complexe.

Figure 3: Schéma de I'effet de I'acide perchlorique sur le complexe [(2melé?)Fe"]?+.

Tableau 1 : Taux de conversion de I'intermédiaire Fe'(OOH) dans le méthanol en fonction de ses conditions de formation. Le

taux de conversion est calculé a partir de I'absorbance maximale de la transition MLCT de I'intermédiaire, avec un
coefficient d’extinction de I'ordre de 1 000 cmi1M1.7

Condition de formation de
I'intermédiaire Fe""OOH

Taux de conversion

100 éq. H,0, -50°C Non estimable
100 éq. H,0; + 1.2 éq. HCIO, -50°C 71 % (+/-5)
100 éq. H,0, + 1.2 éq. HCIO, 0°C 64 % (+/-5)

1.1.2. Spectroscopie RPE

Cet intermédiaire a également été caractérisé par spectroscopie RPE. L’échantillon a été prélevé

au maximum d’intensité de la bande a 530 nm. Le complexe de Fe(ll) de départ est silencieux en RPE,

donc c’est une technique de choix pour suivre la formation du Fe(lll)-OOH qui est détectable par

spectroscopie RPE. Le spectre obtenu est présenté Figure 4.
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Figure 4: Spectre RPE en bande X de [(>mels?)Fe!"(OOH)]?* dans le méthanol, enregistré a 100 K.
Le signal de la cavité est représenté par un astérisque.
Le spectre est centré autour de g = 2, ce qui est caractéristique d’espéces Fe(lll) monomériques

bas spin (S=1/2). Les spectres des complexes Fe"-OOH (S=1/2) sont assez proches de ceux d’espéces
axiales.? Les signaux a (2,22 ; 2,15 ; 1,97) et (2,18 ; 2,12 ; 1,97) peuvent étre attribués a de tels
intermédiaires.’ La présence de plusieurs signaux s’explique par I'existence de rotaméres, isoméres

géométriques dont la structure schématique est présentée pour quelques exemples Figure 5.
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Figure 5 : Représentation schématique d’isoméres de rotations (a)/(1), (b)/(2) et (c)/(3), et d’isoméres
géométriques (a),(1)/(b),(2)/(c),(3). Schémas du haut : la projection de la liaison O-O dans le plan équatorial
est bissectrice de I'angle N,,-Fe-Nan, ; Schémas du bas : la projection de la liaison O-0O dans le plan équatorial

est bissectrice de I'angle Np,-Fe-Np,.

78



De plus, le ligand posséde deux carbones asymétriques, ce qui suggére qu’il y a également
d’autres isoméres.® Une attribution plus précise est impossible a ce stade. Le signal plus rhombique a
(2,32;2,12;1,94) et trés anisotrope peut étre attribué a I'espéce [(2veLs?)Fe"(OMe)]?* par comparaison

avec la littérature.>*°

1.2. Caractérisation de l'intermédiaire [(amele?)Fe"(n2-0,)1*

1.2.1. Action d’une base sur [(>mels?)Fe"(OOH)?*

Afin de déprotoner I'espéce Fe"'(OOH) pour former I'intermédiaire Fe"'(00), une base est utilisée.

Jalila Simaan a étudié la formation du complexe [(TPEN)Fe"(n?-0%)]* (S = 5/2), pour laquelle 5

équivalents de triéthylamine ont permis de déprotoner l'intermédiaire Fe""OOH a température

ambiante.™
1 -
(@) *h [(awele2)Fet]? (b) 1y [(ameLe?)Fer]2
+100 éq. H,0, r +100 éq. H,0, et 1.4 éq. HCIO,4
0.8 | +1 éq. NEt3 0.8 i +4 éq. NEt3
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Figure 6: Evolution suivie par UV-visible du complexe [(2meLs?)Fe"]?* en présence de
H,0,, HCIO, et NEt3 a -50°C et 0°C dans le méthanol ([Fe] = 1.0 mM).
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Des ajouts de triéthylamine sur I'intermédiaire [(ameLs?)Fe"(OOH)]?* ont été réalisés a 0 et -50°C
(Figure 6).

"_OOH a été formé par addition de H,O, en absence d’acide

A -50°C et quand l'intermédiaire Fe
perchlorique, I'addition de 3 équivalents de triéthylamine sur la solution contenant l'intermédiaire
[(2meLe?)Fe"(OOH)]** (Amax = 570 nm) dans le méthanol conduit a une coloration verte de la solution
(Figure 6 (a)). La nouvelle espéece caractérisée par un maximum d’absorption a 730 nm est stable
pendant plusieurs minutes. Cette espéce semble étre, d’apres I'’étude UV-visible et des résultats de la
littérature, I'intermédiaire [(2meLs?)Fe"(n?-02)]" haut spin (S = 5/2).71%12%4 | e coefficient d’absorption

molaire pour ce type d’intermédiaire est d’environ 500 cm™*M™.* Le taux de conversion est donc

d’environ 40-50 %.

"_OOH a été formé par addition de H,0; en présence de HCIO,,

A -50°C et quand I'intermédiaire Fe
I’addition de 4 équivalents de triéthylamine sur la solution contenant [Iintermédiaire
[(2meLs®)Fe(OOH)]?* dans le méthanol conduit a une coloration verte de la solution (Amax = 730 nm)

(Figure 6 (b)). Le taux de conversion est également d’environ 40-50 %.

A 0°C, dans les mémes conditions que précédemment, le taux de conversion vers l'intermédiaire
Fe"-(n?-02) (Amax = 760 nm) est de l'ordre de 70 % (Figure 6 (c)). Malheureusement, a cette

température, 'espéce est trés instable et se dégrade tres rapidement avec un fort effet catalase.

1.2.2. Spectroscopie RPE de I'intermédiaire [(smels?)Fe (n?-02)]*

L'intermédiaire [(2meLs?)Fe"(02)]" a été étudié par spectroscopie RPE. Un échantillon a été prélevé

au maximum d’intensité de la bande a 730 nm. Le spectre obtenu est présenté Figure 7.

Différentes résonnances sont observées.
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Les résonnances a bas champs sont caractéristiques de deux especes Fe(lll) haut spin. Une de ces

espéces est caractérisée par la résonance a g = 4,3 et I'autre par des résonances a g = 8,22 et g = 5,55.
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Figure 7: Spectre RPE en bande X de la solution verte obtenue apres addition de 3
équivalents de NEt; sur [(amels?)Fe'(OOH)]?* dans le méthanol, spectre enregistré a 10 K.
Le signal repéré par un astérisque correspond d la cavité.

Par analogie avec la littérature, il est possible d’attribuer ces signaux. Les sighauxag= 8,22 etg =
5,55 sont caractéristiques du Fe(lll)-peroxo (S = 5/2) ou le ligand peroxo se trouve en mode de
coordination n%.’ Le signal a g = 4,3 est généralement attribué a une espéce Fe(lll) rhombique haut

spin, qui provient de la décomposition du [(2meLs?)Fe"(n2-02)]*.

A plus haut champ, autour de g = 2, des résonances de faible intensité correspondent a

I'intermédiaire bas spin Fe""-OOH précurseur de I'intermédiaire Fe''(n2-0,).

1.2.3. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse en mode électrospray (ESI-MS) a aussi permis I'observation de cet

intermédiaire [(2meLs?)Fe"'(n2-0,)]* (Tableau 2 et Figure 8).

Tableau 2: Masses de I'espéces [(2mels?)Fe(n?-0,)]* détectée par ESI MS (mode positif) a température ambiante.

m/z expérimental m/z théorique err (ppm)

[(2meLe?)Fe"(n*-02)]* 540.1913 540.1931 3.3
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Figure 8: Spectre de masse (ESI, mode positif) de I'intermédiaire [(;mels?)Fe"(n?-0,]* dans le méthanol ;
spectre expérimental en haut et spectre simulé en bas.

1.3. Formation et stabilité du complexe de [(omeLs?)FeV=0]?"

L'intermédiaire Fe'V-oxo a été formé a partir d’une solution de [(xmeLs?)Fe"](PFs), dissout dans
I"acétonitrile distillé et ajout de 1,2 équivalents de PhlO dissout dans le méthanol. La réaction a été
menée a température ambiante. L’évolution de I'absorbance du mélange réactionnel en fonction du

temps est présentée Figure 9 et Figure 10.

Apres ajout de PhlO comme donneur d’atome d’oxygene, la couleur de la solution passe du jaune
au rose pale. Une bande peu intense apparait alors a 750 nm (Figure 9). Le coefficient d’extinction
molaire pour [(TPEN)FeVO]?** a été déterminé, et est de I'ordre de 400 M™.cm™.8 En considérant que le
coefficient d’extinction molaire de I'intermédiaire [(2meLs’)FeVO]** est du méme ordre de grandeur que
celui de [(TPEN)FeVO]%, il est possible de déterminer la quantité formée pour cette espéce. La

conversion de Fe(ll) en Fe(lV) apres ajout de PhIO est alors d’environ 60 %.
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Figure 9: Suivi de la formation par absorption UV-visible de I'intermédiaire réactionnel
[(2mel6?)Fe!V=0] apres ajout de 1,2 éq. de PhlO a une solution de [(zmels?)Fe"](PFe)2 dans
'acétonitrile, a température ambiante ([Fe]= 1 mM).
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Marléne Martinho et Aurore Thibon ont montré que les espéces [(TPEN)Fe“(0)]** et
[Le%4E)Fe"(0)]** se dégradent suivant un mécanisme bimoléculaire qui conduit a la formation d’un

complexe de Fer(ll) qui absorbe & 556 nhm.*>%’

L’évolution de I'intermédiaire [(2meLs?)Fe'V=0]?* au cours du temps est présenté Figure 10. Au cours
de la disparition de la bande a 750 nm, une bande a 547 nm croit et reste stable dans le temps. Cette
bande de forte intensité (e = 6 800 cm™.M?) est caractéristique d’un produit issu de la coupure

oxydante du ligand (Figure 10, (2)).*>8 Le taux de conversion au bout de 15 jours, estimé en complexe

dégradé est de 5 %.
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Figure 10: (1) Suivi par absorption UV-visible de la dégradation de [(2meLs?)Fe'V=0]?* aprés ajout de 1,2 éq. de PhlO a une
solution de [(2meLé?)Fe"](PFs), dans I'acétonitrile, a température ambiante. En noir, spectre d’absorption apres 15 jours.
([Fe]= 1mM). (2) Structure possible des ligands des complexes de Fer(ll) formés par coupures oxydantes du ligand spelLs?.
Dans le cas du ligand TPEN, la formation de ce complexe analogue se produit trés rapidement (2

h), et en quantité beaucoup plus importante (20 % de conversion).?®

La spectrométrie de masse en mode électrospray (ESI-MS) a également permis I'observation de
I'intermédiaire [(2vels’)FeV=0]** (Figure 11) et de mettre en évidence la présence de différentes
especes qui sont présentées dans le Tableau 3. Des pics correspondant aux complexes de Fer(ll) avec

les ligands dégradés indiqués Figure 10 sont bien observés aussi.

Tableau 3: Masses des espéces détectées en solution dans 'acétonitrile suite a la formation de [(2meLs2)Fe'V=0]2+, par ESI MS

(mode positif).
m/z expérimental m/z théorique
[(2veLs*)Fe"'=0]*" 262.0996 262.0988
[(2meLe®)Fe'V=0]" (PFs) 669.1608 669.1623
[(2meLe?)Fe")** 254.1019 254.1013
[(La)Fe")* 200.5647 200.5651
[(Ly)Fe"1** 207.5727 207.5729
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Figure 11 : Spectre de masse (ESI, mode positif) de I'intermédiaire [(mels?)Fe'V=0]?* dans
I"acétonitrile ; spectre expérimental en haut et spectre simulé en bas.

Bien que I'espéece Fe(lV)-oxo soit formée, il reste effectivement du complexe de départ. Ceci est

cohérent avec le suivi UV-visible qui a permis d’estimer une conversion de Fe(ll) en Fe(IV)-oxo de 60%.

La cinétique de dégradation de I'intermédiaire [(ameLs?)Fe'V=0]** est présentée Figure 12. Elle suit
une cinétique de dégradation du premier ordre. Le temps de demi-vie de I'intermédiaire est de 20 min.
C’est un temps de demi-vie qui est faible comparé a d’autres intermédiaires dans des conditions
analogues.' Il est important de noter que malgré un temps de demi-vie de I'intermédiaire plus faible,
la cinétique de dégradation est d’ordre un. Dans le cas du [(TPEN)Fe"V=0]>" et [(Ls’4E)Fe'V=0] ?* les
cinétiques de dégradation sont plus complexes puisqu’elles traduisent I'instabilité intrinseque de
I'intermédiaire (ordre 1) ainsi que sa dégradation par coupure oxydante (ordre 2). Cette différence est
en faveur d’une robustesse plus importante du ligand amels? vis-a-vis des coupures oxydantes, mais

une instabilité plus grande de I'intermédiaire.
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Figure 12: Evolution de l'absorbance a 751 nm, en fonction du temps, apres ajout de 1,2 éq. de PhlO. Données
expériementales sont en rouge et le fit en noir. A=Ao.exp(-k.t) avec k = 0,035min1 et R = 0,99898.
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1.4. Conclusions

Le ligand protégé conduit a diminuer la réactivité du précurseur de fer(ll) pour former
I'intermédiaire [(ameLs?)Fe(OOH)]?*, et I'addition d’acide permet de générer cet intermédiaire avec
une bonne conversion. Cette plus faible réactivité est probablement liée au caractére diamagnétique

plus marqué de ce complexe, par rapport a I'analogue avec TPEN.

Le complexe [(ameLs?)Fe"](PFs), @ montré une plus grande robustesse vis-a-vis de la coupure
oxydante du ligand. Ce résultat est en accord avec la cinétique de dégradation de I'intermédiaire
[(2meLs?)Fe"Y=0]?" qui suit une loi d’ordre 1 par rapport au fer. Par ailleurs, son instabilité est un peu
plus importante que celle des complexes analogues et pourrait traduire une réactivité plus grande

pour |'oxydation de petites molécules.

2. Catalyse d’oxydation de substrats organiques par I'eau oxygénée : réactivité

préliminaire

Les complexes synthétisés et caractérisés ont montré une réactivité vis-a-vis de I'eau oxygénée.

L'intermédiaire Fe"-hydroperoxo a été caractérisé précédemment. La présence des méthyles en
position a des pyridines influe sur la réactivité car il est plus difficile de générer et d’accumuler

I'intermédiaire [(2mels’)Fe""OOH]?** que [(TPEN)Fe""OOH]?*.

Les complexes [(mLs?)Fe"(OT)2], [(2mela?)Fe"(OTF)2], [(TPEN)Fe"](PFe), et [(2meLs’)Fe"](PFs), ont été
utilisés comme catalyseurs de réactions d’oxydation. Les substrats organiques choisis sont ceux utilisés
classiguement pour comprendre la réactivité des complexes : le cyclohexane, le cyclooctene et

I’anisole.

2.1. Conditions expérimentales

Les conditions expérimentales utilisées sont celles mises au point par Nathalie Ségaud.® Nous nous

placons dans des conditions catalytiques avec I'intermédiaire Fe'"'-

hydroperoxo.
Les conditions de réaction utilisées sont les suivantes :

- Solvant : Acétonitrile commercial
- Catalyseur : [complexe] =1 mM dans 1 mL d’acétonitrile

- Oxydant chimique : 20 équivalents d’eau oxygénée vs Fe
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- Substrat : 3 000 équivalents d’anisole, ou 800 équivalents de cyclohexane ou de cycloocténe vs
Fe

- Ajout de I'eau oxygénée au pousse seringue pendant 1h30

- Durée de la réaction : 2h sous forte agitation

- Conditions aérobies

L'ordre d’ajout des réactifs est le suivant : complexe/acétonitrile/substrat/H,0,. Le mode
opératoire et les conditions de détection et de quantification des produits par chromatographie en

phase gazeuse sont donnés dans la partie expérimentale.

2.2. Résultats

Le cyclooctene peut étre oxydé en époxycyclooctane et en cyclooctan-1,2-diol. Dans le cas de
I’oxydation du cyclohexane, les produits d’oxydation sont le cyclohexanol et la cyclohexanone. Dans
les conditions expérimentales ([substrat]/[H,0,] grand), les produits d’oxydation de |'anisole sont les
produits d’hydroxylation du noyau aromatique et le phénol. Les différents produits attendus sont

présentés Figure 13.

0 HO OH
1 eq LFe'
+
20 éq. HZOZ

Cycloocténe Epoxycyclooctane Cyclooctane-diol
(800 éq.) (E) (D)
OH 0
1 éq. LFe!l
+
20 éq. Hzoz
Cyclohexane Cyclohexanol Cyclohexanone
(800 éq.)
~
1eq LFe! @\ ©
20 eq H202
Anisole
(3 000 éq.) o-méthoxyphénol m- methoxyphenol phénol

p-méthoxyphénol

Figure 13: Produis d’oxydation du cyclooctene (époxycyclooctane et cyclooctanediol), du cyclohexane (cyclohexanol
et cyclohexanone), et de I'anisol (ortho, méta, et para-méthoxyphénol), et susceptibles d’étre obtenus.

Le TON est défini comme le nombre de moles de produit obtenues par mole de catalyseur, et les

rendements sont donnés en pourcentage par rapport a la quantité d’eau oxygénée.
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Il faut noter que les blancs réalisés dans les mémes conditions et sans catalyseur ne montrent

aucune trace de produit, quel que soit le substrat.

2.2.1. Catalyse d’oxydation du cycloocténe

Les résultats sont présentés Tableau 4.

Les rendements en produits d’oxydation pour les

complexes a ligands de type Ls* sont de I'ordre de 70 a 90 %. Ces complexes sont efficaces avec une

sélectivité plus ou moins importante. Les rendements pour les complexes a ligands de type L¢* sont de

I'ordre de 20 %, ce qui montre une efficacité moindre pour ce type de complexes. Cependant, ils

présentent une bonne sélectivité pour la formation de I’'époxyde.

Tableau 4 : Rendements (en pourcentage par rapport a H,0;) des produits d’oxydation du cycloocténe et valeur des TON,

[E]/[D] correspond au rapport époxycyclooctane sur cyclooctanediol, et %E + %D correspond au rendement total de la

réaction.
Catalyseur Epoxycyclooctane Cyclooctanediol [E]/ID] %E + %D
Rendement TON Rendement TON
[(mLa2)Fe"(OTf),] 90 % 18 1% 0.20 90 91%
[(2meLa?)Fe"(OTH),] 69 % 14 8% 15 8.6 77%
[(TPEN)Fe"](PFs). 17 % 2.8 1% 0.11 17 18 %
[(2meLe?)Fe"](PFe), 19 % 3.7 2% 0.38 9.5 21%

D’apreés les travaux de Que et al., la formation d’époxyde et de diol est due a un intermédiaire de

type FeY(0)(OH).2%?! La formation plus importante de diol avec le complexe [(2vels?)Fe"(OTf),] indique

toutefois une différence de propriétés entre les deux intermédiaires. L’élucidation de ce mécanisme

nécessiterait des études plus poussées, avec de I'oxydant et/ou de I'eau marqués a 20, et en faisant

varier la nature de |'oléfine.

2.2.2. Résultats de la catalyse d’oxydation du cyclohexane

Les résultats obtenus pour I'oxydation du cyclohexane par H,0; sont présentés Tableau 5. Des

rendements moyens a excellents ont obtenus avec les complexes a ligands de type Ls2. Avec les

complexes a ligands de type L¢?, les rendements sont un peu plus faibles.
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Tableau 5: Rendements (en pourcentage par rapport a H,0;) des produits d’oxydation du cyclohexane et valeur des TON,
[-ol]/[-one] correspond au rapport cyclohexanol sur cyclohexanone, et %-ol + %-one correspond au rendement total de la

réaction
Catalyseur Cyclohexanol Cyclohexanone [-ol]/[-one] %-ol + %-oneb
Rendement TON Rendement TON?

[(mLa2)Fe"(OTf),] 70 % 14 24% 2.41 2.9 94 %
[(zmeLs2)Fe"(OTH),] 40 % 8 6% 0.59 6.7 46 %
[(TPEN)Fe"](PFs), 12% 2 17 % 1.7 0.70 29%
[(2meLs?)Fe"](PFs)2 13 % 3 10 % 1.02 1.3 23%

aLe TON est calculé en considérant que deux moles d’oxydant sont nécessaires pour oxyder une mole de substrat.
b e rendement global %-ol + %-one est calculé en supposant que deux fois plus d’oxydant est nécessaire & la formation
d’une molécule de cétone.??

Un point important est la comparaison des rapports [-ol]/[-one] qui pour les complexes a ligands
Ls% sont supérieurs a 1, alors qu’ils sont de 'ordre de 1 avec les complexes a ligands Le*. Ceci indique

gue l'oxydation d’un alcane est réalisée suivant des mécanismes différents selon le catalyseur.

Le rapport [-ol]/[-one] >> 1 pour les complexes a ligand Ls* indique qu’il n’y a pas de processus
radicalaire mis en jeu. De plus, avec ce type de complexe, I'intermédiaire Fe"-OOH est trés réactif, et
évolue rapidement en un intermédiaire Fe"(O)(OH) (Figure 14).2

H20;
H,0

(L42)Fe|”_0
(L42)Fe“ N\ 3 (L42)Fe”|_OOH — I I

0 \O_H
H/ \H\\

H,0

OH OH ey .
T (™ o [roggme os vapon
OH 0
(L2)Fe''—OH O

Figure 14: Mécanisme d’oxydation du cyclohexane par les complexes a ligand de type L.%!

Cet intermédiaire serait responsable de I'insertion d’un atome d’oxygéne dans une liaison C-H du
substrat, selon un processus de type « rebound mechanism ». La sélectivité [-ol]/[-one] est différente
pour les deux catalyseurs suggérant & nouveau que les intermédiaires FeY(O) ont des propriétés qui

dépendent du ligand.
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Dans le cas des complexes a ligands de type L¢?, le rapport [-ol]/[-one] est proche de 1. La sélectivité
trés faible a déja été observée pour des complexes parents.?>% Ce faible rapport indique qu’il y a des
processus radicalaire mis en jeu. L’intermédiaire Fe"OOH évolue vraisemblablement par coupure
homolytique pour donner Fe'V(0O) + HO®. Le radical hydroxyle est plus réactif que I'intermédiaire Fe'V=0,
ce qui implique la formation du radical libre cyclohexyle qui va donner un mélange 1/1 d’alcool et

cétone selon un processus d’auto-oxydation.?® Ce mécanisme est présenté Figure 15.

H

}4 R ,o%
(0] (0]
H

H
— 0
(LEZ)FeII]-O\O,H + HX (LGZ)FEN=O + H,0 + H‘<.

H

X
L

H

+ 0O,

Figure 15: Mécanisme d’auto oxydation proposé pour I'oxydation d’alcane initié par les
intermédiaires de type [(L¢?)Fe"(OOH)]?*.

La présence de dioxygene conduit a la propagation des radicaux. En effectuant la catalyse sous
atmosphere inerte, ce phénomene ne devrait pas étre observé, et les rendements devraient diminuer
contrairement aux catalyses avec les complexes L4 qui ne dépendent vraisemblablement pas du

dioxygéene.

2.2.3. Résultats de la catalyse d’oxydation de I’anisole

Les résultats sont présentés Tableau 6. L’hydroxylation de I’anisole méne globalement a un produit

majoritaire : I'ortho-méthoxyphénol. Cependant, du para-méthoxyphénol est également détecté.

Tableau 6 : Rendements (en pourcentage par rapport a H,0,) des produits d’oxydation a I'anisole et valeur des TON, [o-
PhOH]/[ p-PhOH] correspond au rapport o-méthoxyphénol sur p-méthoxyphénol, et %0-PhOH + %p-PhOH correspond au
rendement total de la réaction.

Catalyseur o-méthoxyphénol p-méthoxyphénol [0-PhOH] / [p-PhOH] | %0-PhOH + %p-PhOH
Rendement | TON Rendement TON
[(mLa2)Fe"(OTf),] 19% 39 7% 1.4 2.7 26 %
[(2meLs?)Fe"(OTH),] 33% 6.5 10 % 2.0 3.3 43 %
[(TPEN)Fe"](PFe), 7.8% 1.6 1.1% 0.22 7.1 9%
[(2meLe2)Fe"1(PFs)2 25% 5.0 4% 0.81 6.25 29 %
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Afin de déterminer le type de mécanisme mis en jeu lors de I’hydroxylation d’aromatique (concerté
ou non), il est d’usage de comparer les constantes de vitesse des réactions entre des substrats
aromatiques (ku) et leurs homologues deutérés (ko). Le KIE (Kinetic isotope effects) est défini comme

étant le rapport kn/kp.

Lorsque dans le mécanisme il y a une rupture de la liaison C-H (abstraction ou insertion directe
d’un atome d’hydrogeéne) alors KIE > 1. En revanche, lorsqu’il s’agit d’'une substitution électrophile du

cycle aromatique, classiquement un rapport KIE inverse de faible valeur (KIE < 1) est obtenu.?’

Dans le cas des complexes a ligands de type Ls?, Rybak-Akimova et al. ont montré que I'espéce
active I'intermédiaire Fe"(0O) qui se forme par rupture hétérolytique de la liaison 0-O du Fe"-OQH.?83°
IIs ont mis en évidence un KIE de 0.8 pour I’hydroxylation du benzéne, donc un mécanisme de type
substitution électrophile du cycle aromatique. Dans le cas de l|'attaque électrophile du noyau
aromatique du benzéne ou de I'anisole, il y a un changement de I’état d’hybridation sp* = sp? du

carbone site de I'attaque, qui conduit a ce rapport inverse.*°

Nous n’avons pas refait de suivi isotopique avec nos complexes et I'anisole. Cependant nous
pouvons supposer avoir le méme type de mécanisme. En effet le rapport [0-PhOH] / [p-PhOH] est de
3 ce qui met en évidence la sélectivité de la réaction, ce qui ne pourrait pas étre observé avec une
réaction faisant intervenir des radicaux libres HO®. Nous pouvons donc proposer le mécanisme suivant

Figure 16.

m’o*o"" ——>» (LFe'=0 + HO~™

}/ ©/OM9
OMe
(LsA)Fe(CH3CN), @: S S OMe
OH H o

1
Fe(L?)
CH5CN

Figure 16: Mécanisme proposé pour I'hydroxylation du noyau aromatique par
les complexes a ligands de type L4

Avec des complexes a ligands de type Ls?, il a été démontré par A. Thibon grace a des études

cinétiques isotopiques (KIE > 1) que l'intermédiaire réactionnel Fe'

-OOH évoluait en une paire
oxydante [Fe"(0) + HO®] qui est responsable de I'oxydation du substrat.?® Nous pouvons supposer

qu’avec les complexes de type Ls? nous avons le méme type de mécanisme. La encore, I'implication du
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métal dans ce mécanisme est évidente car une telle sélectivité (6-7) ne pourrait étre observée avec les

radicaux HO?® libres.

Les rendements obtenus lorsque H,0; est introduit au pousse-seringue sont plus faibles que ceux

obtenus par Aurore Thibon avec le complexe [(TPEN)Fe"|(PFs), ol H,0; est introduit d’un coup.%3!

Les résultats préliminaires de catalyse d’oxydation de différents substrats ont permis de confirmer
les différents mécanismes mis en jeu selon le type de ligand du catalyseur par rapport a des sytemes
analogues connus. Dans le cas de I’oxydation du cyclooctene et du cyclohexane, les complexes a ligand
de type Ls? présentent des rendements et une sélectivité importants. Au contraire, dans le cas de
I’hydroxylation du noyau aromatique de l'anisole, les complexes a ligand de type L¢* sont

moyennement efficaces dans les conditions testées, mais présentent une grande sélectivité.

Les nouveaux complexes a ligands protégés ont présenté des meilleurs résultats dans le cas de
I’oxydation du cyclohexane avec des sélectivités plus importantes, et dans le cas de I’hydroxylation du

noyau aromatique de I’anisole, les rendements sont plus élevés pour ces complexes protégés.

2.3. Une nouvelle réactivité, pour I'intermédiaire [(omeLs?)Fe"-(n?-0,)]*

La réaction de Baeyer-Villiger est une réaction centenaire qui permet I’'oxydation d’une cétone en
ester ou lactone a partir d’un peracide utilisé comme oxydant en quantités stoechiométriques.®? Cette
réaction est d’un intérét majeur en chimie organique avec des applications dans la synthése
d’antibiotiques et de stéroides, la synthese de phéromones dans I'agrochimie ou encore la synthése

de monomeéres pour les polyméres tel que le nylon.®

Le mécanisme de la réaction a été étudié par Criegee et consiste en une attaque nucléophile du
peracide sur le carbonyle avec la protonation concomitante de I’'oxygene du carbonyle, suivie d’une
étape de migration conduisant a la formation d’un carboxylate. La derniere étape, limitante,

correspond au départ du groupe partant (Figure 17).3*

91



o
0

Bilan:| JI_ + XCOOH —» J_ + xcooH
R” Ry R” “ORw

HO) / /H
RW/~ -0~ X 1T+ X-C00
Ru -0 \"/) R™ “ORy

Figure 17: Mécanisme de I'oxydation de Baeyer-Villiger d'une cétone par un peracide.

Cependant, l'utilisation d’un équivalent de peracide organique comme oxydant conduit
invariablement a la formation d’un équivalent d’acide carboxylique par unité de produit désiré. C’'est
pour cela que différentes équipes ont développé des catalyseurs métalliques.®**! Dans le travail
effectué par Strukul et al., du peroxyde d’hydrogene est utilisé comme oxydant et un complexe
cationique de platine(ll) comme catalyseur.*° Le complexe de Pt(ll) sert d’acide de Lewis et n’intervient

pas dans 'activation de H,0;.

L'intermédiaire [(2mels®)Fe"(n-0,)]* posséde a priori un caractére nucléophile et a été testé dans
le cadre de I'oxydation de Baeyer-Villiger (Figure 18). La cinétique de dégradation de cet intermédiaire
est tres lente a -50°C. Ainsi, de la cyclohexanone a été ajoutée sur cet intermédiaire dans le but
d’oxyder la cétone en lactone.

(o) (0]
[(2meLe?)Fe"(00)]*

Y

Figure 18: Schéma bilan de la réaction de Baeyer-Villiger envisagée avec l'intermédiaire
[(2mel6?) FeM-(n?-0,)]".
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2.3.1. Etude de la réaction de l'intermédiaire [(>mels’)Fe" (n?-0,)]* avec la cyclohexanone

Expérimentalement, cette nouvelle réactivité a été étudiée par spectroscopie UV-visible. Dans un
premier temps, I'intermédiaire [(amels®)Fe"(n-02)]* est formé par addition d’eau oxygénée et de
triéthylamine. Lorsque le maximum d’absorbance est atteint a 731 nm, 100 équivalents de

cyclohexanone sont ajoutés.

Time (min)
[a] 100 150 200 250 300 350 400 [b]
0.3 T T T T T T 0.3
e Fel-00 e Fell-0O0
0.95 e Fe'l-00 + 200 éq. cyclohexanone 0.25 k=0.052 min-tt% = 14 min
) —— k=0.033 minlett=21min e R =0.997
E R =0.998 S e Fe'-00 + 200 éq. cyclohexanone
S 02}f i T 02l ——k=0.051 min' t% =13 min
N 2" *cas, 'm R =0.997
o LI I 5 aa - . . 8
® 015} i £ 015
5 2
:
g 01f ] 2 01}
<
0.05 | - 0.05 |
0 1 1 1 0 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 0 20 40 60 80 100
Time (min) Time (min)

Figure 19: Cinétiques de dégradation de l'intermédiaire Fe(lll)-peroxo dans le méthanol a -50°C [a] et a 0°C [b] sans
(points bleus) et avec addition de 200 éq. de cyclohexanone (points rouge), [Fe] = 1.0 mM.

La dégradation de I'intermédiaire a été étudiée en absence et en présence de cyclohexanone a

-50°C et a 0°C. Les quatre cinétiques enregistrées sont présentées Figure 19 [a] et [b].

A -50°C, l'intermédiaire Fe"-peroxo est relativement stable et lorsque 100 équivalents de
cyclohexanone sont ajoutés, sa cinétique de dégradation est considérablement accélérée, ce qui
montre que l'intermédiaire réagit avec le substrat. Cette cinétique de dégradation suit un ordre pseudo

ordre 1 par rapport au fer, avec un temps de demi-vie de 21 min.

A 0°C, les cinétiques de dégradation de I'intermédiaire avec et sans cyclohexanone sont similaires
et suivent une loi de dégradation de pseudo ordre 1 par rapport au fer, avec des temps de demi-vie de
I'intermédiaire de 14 minutes. L’intermédiaire [(2meLs?)Fe"(n?%-02)]* est beaucoup plus instable, et un
effet catalase important est observé (qui se traduit par la formation de bulles). L'intermédiaire Fe''(n2-

03) se dégrade avant méme de pouvoir réagir avec la cyclohexanone a cette température.

Afin de savoir si 'intermédiaire [(ameLs?)Fe™(n?-02)]* est un intermédiaire spécifique de ce type de

réaction, la méme étude a été menée avec I'intermédiaire Fe"

-OOH. Les cinétiques de dégradation de
I'intermédiaire [(2mels?)Fe"(OOH)]** ont été enregistrées a 0°C, en absence et en présence de

cyclohexanone (Figure 20).
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A -50°C, I'intermédiaire Fe"-OOH est trés stable. Jusqu’a 400 éq. de cyclohexanone ont été ajouté
au mélange réactionnel, mais la bande d’absorption caractéristique de I'intermédiaire n’a pas diminué.

Cet intermédiaire ne réagit pas avec la cyclohexanone a -50°C.

A 0°C, une différence est observée pour la cinétique de dégradation de I'intermédiaire Fe"-OOH
en présence de cyclohexanone. Elle suit une loi de vitesse de pseudo ordre 1 par rapport au fer, avec

un temps de demi-vie de 23 min.

0.7 -
P'u..

0.6 - b s Saaasags
E | o
c '] .‘
o -\
(T3]
s 05 & e Fe'l-OOH
w
g o Fe!-OOH + 200 éq. cyclohexanone
3 * k=0.030 min t% =23 min
5 0410,
;]
o
< [ ]

03°

0.2 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30 35 4
Time (min)

Figure 20: Cinétiques de dégradation de l'intermédiaire [(2meLs?)Fe'"(OOH)]?* dans le méthanol a
0°C sans (points rose) et avec addition de 200 éq. de cyclohexanone (points bleus), [Fe] = 1.0 mM.

Pour que cette réaction ait lieu, il faut vraisemblablement une activation thermique de la liaison
0-0 de I'intermédiaire Fe'-OOH ; au contraire I'intermédiaire Fe"-(n2-0,) est stable & -50 °C mais réagit

avec la cyclohexanone dés son ajout.

2.3.2. Détection des produits d’oxydation de la cyclohexanone

Les bruts réactionnels des expériences de suivi par spectroscopie UV-visible présentées
précédemment ont été analysées par spectrométrie de masse couplée a de la chromatographie en
phase gazeuse (GC/MS). Plusieurs pics ont été détectés et attribués a de la cyclohexanone, de la
caprolactone et une forme ouverte oxydée de la lactone. Cette forme ouverte correspond a un produit

de transestérification de la caprolactone avec le méthanol qui est utilisé comme solvant (Figure 21).
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Figure 21: Molécules détectées et identifiées par GC/MS.
La caprolactone est difficile a détecter et a quantifier en GC/MS, c’est pour cela que nous avons
travaillé en HPLC a phase inverse pour essayer de quantifier les différents produits de la réaction qui
sont polaires. Ces études n‘ont pas abouti pour le moment. En effet, faute de temps, les tests

catalytiques ont été effectués a température ambiante dans les conditions suivantes :

Solvant : Méthanol

- Température ambiante

- Conditions aérobies

- [Fer]=1mM

- Acide perchlorique : 1.2 éq. vs fer

- Eau oxygénée : 20 éq. vs fer

- Cyclohexanone : 800 éq. vs fer pour étre en large exces et diminuer la quantité de produits de

suroxydation

Dans ces conditions, c’est I'intermédiaire Fe"-OOH qui est formé et non Fe'""-(n%-0,).

Les solutions ont directement été analysées par HPLC (éluant : eau/acétonitrile). Les
chromatogrammes présentent de nombreux pics, qui pour la plupart n’ont pu étre identifiés méme
par HPLC/MS. D’autre part, la cyclohexanone est considérablement consommeée, alors qu’il y avait 800
équivalents initialement et uniquement de 20 éq. de H,0,. Le rendement supérieur a 100 % par rapport

a H,0; indique une réaction radicalaire incontrolée.

_OOH évolue pour donner

Ce phénomene est également observé sous atmosphere inerte. Le Fe
vraisemblablement des radicaux HO® et est probablement aussi responsable de la formation de O, par

effet catalase, ce qui conduit aux réactions incontrélées observées.

_(n%-0), mais cela

Il serait intéressant de faire des tests de catalyse avec l'intermédiaire Fe
nécessite de travailler a -50 °C pour le générer. Cela serait beaucoup plus délicat, car I'intermédiaire
met du temps a se former (4 heures). Cependant, les résultats seraient sans doute plus faciles a

analyser.
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3. Conclusion

La réactivité du complexe [(ameLs?)Fe'"](PFs)2 en présence de H,0, ou PhIO a été étudiée. Nous avons
pu suivre la formation et la dégradation des intermédiaires [(2meLs?)Fe"(OOH)]**, [(2meLs®)Fe"'(n?-02)]*
et [(ameLs®)Fe=0]%". Le nouveau ligand diminue la réactivité du complexe vis-a-vis de H,0,. L’addition
d’acide permet de générer l'intermédiaire [(amels?)Fe"(OOH)]** avec une bonne conversion. Le
complexe [(ameLs?)FeV=0]* a montré une plus grande robustesse vis-a-vis de la coupure oxydante du

ligand.

Les premiers résultats en catalyse d’oxydation ont permis de mettre en avant les différents types
de mécanismes mis en jeu pour les complexes a ligands de type Li® et L¢*. Les nouveaux complexes ont
présenté une réactivité similaire a celle des complexes parents. Les complexes a ligands Ls* présentent
des rendements et une sélectivité importants pour la catalyse d’oxydation du cycloocténe et du
cyclohexane. Les complexes a ligands Le* sont moyennement efficaces pour I’oxydation de I'anisole,
mais la régio- et la chimiosélectivité sont importantes. Les nouveaux complexes a ligands protégés
présentent de meilleurs résultats dans le cas de I'oxydation du cyclohexane et de I'anisole, avec des

sélectivités plus importantes.

La réactivité de I'intermédiaire [(ameLs?)Fe"'(n*-02)]* vis-a-vis de la cyclohexanone a pu étre mise en
évidence par le suivi cinétique par spectroscopie UV-visible. Les tests en catalyse d’oxydation a
température ambiante a partir de I'intermédiaire [(avels®)Fe"(OOH)]** n’ont pas été concluants. Il
serait trés intéressant de refaire ces tests a plus basse température afin d’étudier la capacité de

I'intermédiaire Fe'"'(n?-0,) a catalyser la réaction de Bayer-Villiger.
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Chapitre 4 : Complexes greffés sur électrodes d’or

La catalyse d’oxydation de molécules organiques par activation du dioxygene en présence
d’électrons et de protons est envisageable par greffage des complexes biomimétiques sur des
électrodes d’or. L’électrode joue le réle du cosubstrat présent dans les systémes biologiques, en

fournissant les électrons nécessaires a la fixation du dioxygene sur le centre métallique.

1. Choix du systeme électrochimique, et fonctionnalisation des complexes

Afin de greffer le complexe de type [(mLs?)Fe"Cl]* sur des électrodes d’or et d’étudier la chimie du
complexe immobilisé, il a fallu dans un premier temps fonctionnaliser le ligand avec une fonction

thioctique qui sert de point d’accroche sur les surfaces d’or (Figure 1).

[(Ls2NOS)Fe"CI]*

S
Fe"C|z.2Hzo
—
=N
"
Ligand fonctionnalisé : Ls2NOS (PFg)
—
Fe''OTf,.2ACN
NaPF¢

[(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PF¢)

Figure 1: Nouveaux complexes fonctionnalisés avec un bras thioctique pour greffage sur électrodes d’or.

Une premiére partie de synthése organique a été nécessaire pour la fonctionnalisation du ligand.
Cette partie a été mise au point par le Dr. Sihem Groni du Laboratoire d’Electrochimie Moléculaire de

I'Université Paris Diderot. Le nouveau ligand Ls2NOS est issu d’un couplage peptidique de
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I’'aminoéthyltrispicen (trispicen amine) avec l'acide dithioctique (la synthése est effectuée sous
activation par microondes, avec un rendement de 83 %). Les détails de la synthese ainsi que la

caractérisation du ligand sont présentés dans la partie expérimentale.

Les complexes ont été synthétisés selon deux voies de synthése en fonction de I'espéece finale
attendue : Fe-Cl ou Fe-OTf (Figure 1). Le choix du chlorure ou du triflate comme sixieéme ligand du fer
doit permettre d’observer une différence de réactivité entre les complexes avec un ligand plus ou

moins labile.

Pendant sa these, Nathalie Ségaud a isolé les deux complexes sous les formes suivantes :
[(Ls>NOS)Fe"(ACN)](PFs)2 et [(Ls>NOS)Fe"CI](PF¢). L’obtention des poudres a été trés difficile a cause de
la fonction thioctique présente sur le ligand. En effet, il a été observé la formation d’une huile trés peu
soluble qui semble étre due a la polymérisation de |a partie thioctique du ligand. D’autre part, la longue
chaine carbonée contribue a une tres grande solubilité du complexe dans de nombreux solvants,
rendant sa précipitation difficile. Ainsi, les différentes caractérisations en solution indiquaient la

présence d’'impuretés.

J'ai db synthétiser a nouveau ces deux complexes, en privilégiant plutot I’obtention de la forme
[(Ls>NOS)Fe"(OTf)](PFe) au lieu du [(Ls>NOS)Fe"(ACN)](PFs); afin de diminuer le potentiel d’oxydation
du Fer(ll) pour le travail sur les surfaces auto-assemblées (SAMs). En effet, appliquer des potentiels

trop élevés peut conduire a la désorption des SAMs.*?

Le complexe [(Ls°NOS)Fe'(OTf)](PFs) a été isolé et caractérisé aprés un mois d’essais de

précipitation dans différents solvants ou mélanges de solvants.

La préparation du complexe [(Ls>NOS)Fe''CI](PFs) a été quant a elle beaucoup plus difficile que
prévu. D’une part, il a été difficile d’isoler une poudre. Celles isolées ont été analysées par
électrochimie ; ce qui a permis de mettre en évidence la présence d’'impuretés. Néanmoins, un suivi
de la complexation par voltamétrie cyclique a montré que la solution contenant un mélange
équimolaire de Fe'Cl; et de ligand conduit a la formation du complexe souhaité. Ainsi, pour greffer le
complexe [(Ls>NOS)Fe''CI](PFs) sur des électrodes d’or, il a été jugé préférable de travailler avec le

complexe en solution. Les détails de la synthése se trouvent dans la partie expérimentale.

Dans la suite de ce chapitre, les complexes dont les études sont présentées, sont ceux que j'ai
synthétisés, [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) isolé sous forme de poudre puis redissous et [(Ls2NOS)Fe'CI]*

formé in situ.
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1.1. Caractérisation en solution

Pour déterminer la structure du complexe en solution et ses propriétés électroniques, les
techniques de spectrométrie de masse par ionisation électrospray, de spectrophotométrie

d’absorption électronique UV-visible et de voltamétrie cyclique ont été utilisées.

1.1.1.Spectrométrie de masse (ESI)

Le spectre de masse du complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]* présente peu de pics, ce qui montre que
I'espéce isolée est de pureté satisfaisante (Figure 2). Les pics les plus intenses ont notamment été
identifiés et attribués aux espéces suivantes : [(Ls2NOS)Fe"]** et [(Ls>NOS)Fe"(OTf)]* , m/z = 310.1035
uma et m/z = 769.1569 uma respectivement. Le pic petit a m/z = 655.1748 uma est attribué au
complexe [(Ls2NOS)Fe"Cl]* formé dans le spectrométre ol il y a des traces d’ions chlorures.

2+
1.4 10° 310.1035

1.210° £ 1+
1 105 _ 769.1573
g10°
610° |

410" | 1+
2 104 F 655.1748

Intensiteé

0 E-|.. Lol J. ' Ll LL ' i1,

200 300 400 500 600 700 800
m/z

Figure 2: Spectre de masse (ESI, mode positif) de la poudre obtenue pour la synthése du complexe
[(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) dans I’acétonitrile.

Le spectre de masse du complexe [(Ls2NOS)Fe"Cl]* non isolé présente de nombreux pics, indiquant
la présence de nombreuses especes (Figure 3). Ceci est vraisemblablement d( au fait que le complexe
n‘a pas été isolé. En effet, les pics a m/z = 310.1035, m/z = 655.1765, m/z = 619.1984 sont
caractéristiques des complexes [(Ls2NOS)Fe"]?*,  [(Ls>NOS)Fe''Cl]* et [(Ls*NOS)Fe"Cl]-HCl

respectivement, ce qui confirme que le complexe souhaité a été obtenu.
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Figure 3: Spectre de masse (ESI, mode positif) de la solution contenant le complexe [(Ls2NOS)Fe!Cl]* dans I'acétonitrile.

1.1.2.Spectrophotométrie UV-visible

Les complexes [(Ls>NOS)Fe"(OTf)](PFs) et de [(Ls>NOS)Fe"Cl]* ont également été analysés par

spectrophotométrie d’absorption électronique UV-visible dans I’acétonitrile (Figure 4 et Figure 5).

Les spectres présentent une bande intense dans I’lUV (253 nm, £ = 10 000 cm™.M™) correspondant

aux transitions m = n* des pyridines du ligand. La bande moins intense dans le visible a 380 nm

correspond aux transferts de charge de type MLCT.

De par son intensité et sa position, cette bande renseigne sur I’état de spin du Fe'" et sur la nature

de la premiére sphére de coordination.? Ainsi, comme vu dans le chapitre précédent, un complexe Fe'"

s {em” M)

4
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380 nm; 3 300 cm1.M1
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Figure 4: Spectres d’absorption électronique UV-visible des complexes [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) dans I’acétonitrile

(vert), dans le méthanol (noir).

haut spin (S = 2) a un coefficient d’extinction molaire de I'ordre de 1 000 cm™*M™ 32 000 cm*M?; alors

qu’un complexe Fe'' bas spin (S =

0) avec les mémes ligands amine/pyridine a un coefficient d’extinction

molaire de 8 000 - 10 000 cm™*M2.
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Une variation de Amax et du coefficient d’extinction molaire implique un changement de structure

du complexe ainsi que I'état de spin du métal.>
Le complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)](PFs) a été étudié dans I’acétonitrile et le méthanol (Figure 4).

La transition MLCT est a 380 nm (3 300 cm™M™) dans 'acétonitrile et a 347 nm (1 800 cm™*M™?)
dans le méthanol. Ce genre de comportement s’attribue a un changement de I’état de spin du fer(ll)
dans le complexe.® Cela montre que dans le méthanol, le triflate est majoritairement lié au fer, ce qui
donne une majorité de complexe haut spin en solution, et ainsi un faible coefficient d’extinction
molaire de la transition MLCT. Dans I’acétonitrile, la transition MLCT est plus intense, ce qui suggere
gu’une partie du fer(ll) est dans un état bas spin. Cela indique qu’il existe un échange entre le triflate
et le ligand acétonitrile qui est a champ fort. D’autre part, cette transition dans I’acétonitrile présente
un épaulement vers 340 nm, ce qui correspond a la position de la transition MLCT lorsque le triflate

est lié au fer(ll), par comparaison avec le spectre de ce complexe dans le méthanol.

Dans I'acétonitrile, il y a donc un mélange de complexe de fer(ll) haut spin et bas spin, donc un

mélange de complexes [(Ls>NOS)Fe"(ACN)]** et [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]* en solution.

Il est possible de déduire la proportion approchée en complexe de fer(ll) haut spin et bas spin a
partir des coefficients d’extinction molaire de référence pour une espéce fer(ll) haut spin (ens = 1 800

cmM?) et une espéce de fer(ll) bas spin (gss = 8 000 cm™M?).34
Dans ces conditions, le coefficient d’extinction molaire moyen € peut s’écrire sous la forme :
CHs X €Hs + Cas X €8s = € = 3 300 cm M?

En notant la fraction molaire en espéce haut spin X, et la fraction molaire en espéece bas spin (1-x),

|’équation suivante est obtenue :
XX €eus+(1-X)xeps=€=3300cm* M?
Ce qui permet de déduire la proportion en espéce fer(ll) haut spin [(Ls>NOS)Fe'(OTf)]* de :
X = (- €gs) / (€ns- €8s) =76 %

Ainsi, pour le complexe [(Ls>NOS)Fe"(OTf)](PFs) en solution dans I’acétonitrile, il y a une grande

majorité de complexe sous forme haut spin, avec le triflate lié au fer(ll).

Il est a noter que ce calcul n’est pas totalement rigoureux dans la mesure ol les € dans les
différents complexes ne sont pas connus. Il indique cependant une bonne approximation de la

répartition entre ces deux especes.
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Le complexe non isolé [(Ls2NOS)Fe"Cl]* dans I’acétonitrile présente aussi une transition MLCT & 372
nm (1 600 cm™M?) (Figure 5). Le fer(Il) dans ce complexe est dans un état haut spin (S = 2), le chlorure
reste lié au fer dans 'acétonitrile. Le produit majoritaire est le complexe [(Ls2NOS)Fe''Cl]*, ce qui est en
accord avec le résultat de I'analyse par ESI-MS.
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Figure 5: Spectres d’absorption électronique UV-visible du complexe [(Ls2NOS)Fe'Cl]* dissous dans I'acétonitrile.

Les complexes [(Ls’NOS)Fe'"(OTf)]* et [(Ls2NOS)Fe"Cl]* sont donc stables en solution. Avec

simplement un échange de ligand exogéne pour [(Ls2NOS)Fe'"(OTf)]*.

1.1.3. Voltamétrie cyclique dans I’acétonitrile

Les complexes [(Ls>NOS)Fe'(OTf)]* et [(Ls>NOS)Fe'Cl]* ont également été analysés par voltamétrie
cyclique dans I'acétonitrile distillé avec du TBAPFs (0.1 M) comme électrolyte support (électrode de
référence au calomel saturé (+ 0.24 V/ENH), électrode de travail en carbone vitreux, et contre

électrode de platine).

Cette étude électrochimique doit permettre de déterminer sous quelle forme sont présents les
complexes en solution afin de confirmer les résultats obtenus par spectroscopie UV-visible, qui
indiquent que le complexe [(Ls2NOS)Fe"Cl]* est entiérement sous la forme Fe-Cl, alors que le complexe
[(Ls>NOS)Fe"(OTf)]* est sous forme d’'un mélange de [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]* et [(Ls?NOS)Fe"(ACN)]**, avec

toutefois une majorité du premier complexe.
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a) [(LsNOS)Fe'(OTf)]*

Le voltamogramme du complexe [(Ls>NOS)Fe'(OTf)](PFs) dissous dans I’acétonitrile est présenté
Figure 6. Il présente trois vagues dont deux qui sont réversibles. Par comparaison avec des systemes
analogues connus, les vagues peuvent étre attribuées.*

-5
4 10 B s_s 9 _s+/_s+
Epa=117V

210° F Fe"-ACN - Fe'"-AC
E%=0.90V
< ot Fe"-OTf -> Fe"-OTf
. E%=066V
0
110°
0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
E (V) / ECS

Figure 6: Voltamogramme du complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) @ 1.0 mM, dans
l’acétonitrile, TBAPFs 0.1 M, 0.1 V//s.

La premiére vague réversible avec un potentiel de demi-vague de 0.66 V/ECS correspond au couple
[LFe"(OTf)]**/[LFe"(OTf)]*. La seconde vague également réversible avec un potentiel de demi-vague de
0.90 V/ECS correspond au couple [LFe"(ACN)]**/[LFe"(ACN)]**. Lintensité des pics anodiques de
Fe'(OTf)/Fe"(OTf) et Fe"(ACN)/Fe"(ACN) permet d’estimer un rapport de 0.6 entre les deux complexes,
ce qui est différent de ce qui a été observé par spectroscopie UV-visible dans la partie précédente.
D’une part, la quantification effectuée par UV-vis se fait a partir de coefficients d’extinction molaires
de complexes analogues, les valeurs exactes pour les complexes étudiés ne sont pas connues. D’autre
part, pour I’étude par voltamétrie cyclique, le complexe est dissous dans une solution électrolytique,
et la présence du sel de fond augmente la force ionique, favorisant la stabilisation des espéces

fortement chargées, d’ou une plus grande proportion de complexes [(Ls?NOS)Fe"(ACN)]%*.

La troisiéme vague est quant a elle attribuée a I'oxydation de la partie thioctique du ligand.?
L'intensité de cette vague est plus importante qu’un transfert a un électron. Une étude a montré que

cette vague correspond a un processus multi-électronique.>®

105



b) [(Ls>NOS)Fe"Cl]*
Le voltamogramme du complexe [(Ls2NOS)Fe''CI]* dans I'acétonitrile TBAPFs 0.1 M est présenté
Figure 7. Il a été comparé avec le voltamogramme du complexe [(Ls2NOS)Fe"CI](PF¢) isolé par Nathalie

Ségaud. Le complexe isolé présente deux vagues, dont une réversible.

La vague a E % = 0.60 V/ECS est attribuée au couple [(Ls2NOS)Fe"'CI]**/[(Ls*NOS)Fe"Cl]*. Comme
pour le complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)](PFs), la vague non réversible a 1.12 V/ECS correspond a

I’oxydation du groupement thioctique.

5-S > -S*/-s*
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______________ —2Cl = 0.64
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Figure 7: Voltamogrammes des complexes [(Ls2NOS)Fe''Cl](PFs) (isolé par Nathalie Ségaud) (pointillés noirs) et
[(Ls2NOS)Fe''Cl]* (vert), dans I'acétonitrile, TBAPFs 0.1 M, 0.1 V/s, [Fe] = 1.0 mM.

Le voltamogramme du complexe [(Ls2NOS)Fe"CI]* non isolé, présente les deux vagues identifiées
pour le complexe isolé de Nathalie Ségaud. De plus, les rapports d’intensité des vagues en oxydation
des systémes [LFe"CI]* et [LFe"(ACN)]?** par rapport a I’oxydation du thioctique S-S sont du méme ordre
de grandeur dans les deux échantillons. Cependant, une vague non réversible est observée a 0.96
V/ECS. Il est possible de I'attribuer a I'oxydation de [LFe"(ACN)]?** par comparaison avec le complexe
[(Ls>NOS)Fe'"(OTf)](PFs). Ce complexe non détecté par spectroscopie UV-visible peut s’expliquer par la
préparation de la solution de complexe, ol 1 éq. de triflate d’argent dissous dans I'acétonitrile est
ajouté pour éliminer un équivalent d’ions chlorures (cf. partie expérimentale). Lorsque la
stoechiométrie n’est pas parfaitement controlée, (Nagot / Nreci2 2 1), la quantité de ligands exogenes CI°
est en sous-stcechiométrie (na- / nee < 1) et donc une faible proportion de complexe se trouve sous la
forme Fe'(ACN). Enfin, la voltamétrie cyclique permet de distinguer toutes les espéces électroactives

alors que la spectroscopie UV-visible ne donne qu’une image globale du mélange d’especes.
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Le Tableau 1 rappelle les différents potentiels de pic des deux voltamogrammes représentés Figure

6 et Figure 7.

Tableau 1: Comparaison des potentiels anodiques et cathodiques en fonction du complexe [(Ls2NOS)Fe'(X)]™* en solution
dans 'acétonitrile TBAPFs0.1 M, 0.1 V/s (X = OTf, ACN, Cl).

Acétonitrile TBAPFs 0.1 M
[(Ls>NOS)Fe(OTf)]2*/* Epa=0.70 V Epc = 0.63V Ex=0.66V
[(Ls>NOS)Fe(ACN)]3*/2* Epa=0.94 V Epc =0.86 V Ex=0.90V
S-S > -S*/-S* Epa=1.17 V
[(Ls>NOS)FeCI]**/* Epa=0.64 V Epc=0.56 V Ex=0.60V
[(Ls>NOS)Fe(ACN)]3+/2* Epa=0.96 V
S-S > -S*/-S* Epa=1.10V

Les deux complexes fonctionnalisés [(Ls>NOS)Fe"(OTf)](PFs) et [(Ls>NOS)Fe'Cl]* ont été
caractérisés. Les études en solution par spectrométrie de masse, spectroscopie UV-visible et
voltamétrie cyclique ont montré que les complexes sont stables en solution, de pureté satisfaisante,

et que le systeme Fe-X (X= OTf", CI) est en équilibre avec Fe-ACN.

1.2. Echange de ligand exogene en solution dans l'acétone a partir du complexe

[(Ls2NOS)Fe"(OTf)](PFe)

Afin de préparer I'étude des complexes immobilisés sur surface, leur comportement vis-a-vis de
I’échange du ligand exogéne en solution a été préalablement examiné. Cette étude a été menée dans
|’acétone de sorte a minimiser les échanges de ligands observés dans |'acétonitrile. L'étude est menée

uniquement sur le complexe isolé [(Ls2NOS)Fe"(OTf)](PFs), ce qui facilitera le travail sur les SAMs.

1.2.1. Etude préliminaire sur le complexe [(mLs’)Fe"Cl](PFs) dans 'acétone

Dans un premier temps, afin de savoir si 'acétone peut se coordiner au fer, nous avons travaillé
sur le complexe modéle [(mLs?)Fe"Cl](PFs). Une solution de ce complexe a 1.0 mM dans I'acétone

TBAPFs 0.1 M est préparée.

Initialement, une vague réversible est présente (courbe orange, Figure 8) avec un potentiel de

demi-vague de 0.63 V. Cette valeur est caractéristique du systéme [LFe"/'CI]?**.

L'ajout de triflate d’argent (0.5 éq.) conduit a la formation de AgCl(), a une diminution de
I'intensité de la vague centrée a 0.63 V, et une nouvelle vague a 0.90 V apparait (courbe en pointillés

verts, Figure 8). Cette vague peut étre attribuée a I'oxydation de I'espéce [LFe"(Acétone)]?**. Une vague
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a 1.6 V non réversible est également présente. Son intensité est proche de celle de la vague

[LFe"(Acétone)]?.

Fe'-acétone > Fe''-acétone
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Figure 8: Voltamogrammes du complexe [(Ls?)Fe''Cl](PFs) dans I'acétone (orange), apres ajout de
0.5 éq. (pointillés verts) et 1.0 éq.(noir) de AgOTf dissous dans I’acétone, [Fe] = 1.0 mM.

L’ajout au total de 1.0 éq. de triflate d’argent conduit a la disparition de la vague a 0.63 V, a la
formation d’un pic a ce méme potentiel qui est caractéristique de AgCl( adsorbé sur I'électrode et
également a I'apparition d’une vague réversible a E % = 0.86 V/ECS. La vague a 0.86 V est attribuée au
systéme réversible [(mLs?)Fe"”"(Acétone)]**/?* La vague a 1.6 V a doublé en intensité, ce qui signifie que
I’espece oxydée est directement liée a I’ajout de AgOTf dans la solution. Elle correspond probablement

a I'oxydation du complexe de Fe(lll) généré a I’électrode en complexe de Fe(lV).

1.2.2. Etude de I'addition d’acétonitrile sur le complexe [(Ls>’NOS)Fe"(OTf)](PFs)

Initialement, une solution de complexe [(Ls*NOS)Fe"(OTf)](PFs) a 1.0 mM dans I'acétone TBAPFs
0.1 M est préparée. Comme vu dans la 1.2.1. dans 'acétone, il est possible d’observer le systeme
réversible [(mLs?)Fe"”"(Acétone)]**/?*. Le voltamogramme rouge Figure 9 présente deux vagues
réversibles a 0.66 et 0.90 V/ECS et une vague non réversible a 1.17 V qui a été attribuée dans la partie
1 3 I'oxydation du groupement thioctique. La vague a 0.66 V/ECS est attribuée a [(Ls2NOS)Fe"”"(OTf)]>*/*
par comparaison avec I'étude de ce complexe dans I'acétonitrile. La vague a 0.90 V est quant a elle

attribuée au systéme [(Ls2NOS)Fe"”"(Acétone)]**/?* par comparaison avec I’étude du 1.2.1. (Figure 8).

De l'acétonitrile a été ajouté dans un premier temps pour voir s’il est possible de déplacer le triflate

lié au fer (Figure 9).
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Figure 9: Voltamétrie cyclique du complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) 1.0 mM dans 2 mL
d’acétone TBAPFs 0.1 M (rouge), et apres ajout de 1 mL d’acétonitrile (pointillés verts).

L’ajout d’acétonitrile provoque quelques modifications. Les voltamogrammes de la solution initiale

et aprés ajout d’acétonitrile (1 mLdans 2 mL d’acétone) sont présentés Figure 9 pour les courbes rouge

et verte respectivement.

Tableau 2: Comparaison des potentiels anodiques et cathodiques en fonction du complexe [(Ls2NOS)Fe'(X)]"* en solution
dans l'acétone TBAPFs0.1 M (partie rouge du tableau), dans I'acétone TBAPFs0.1 M + ACN (partie verte du tableau) 0.1 V/s
(X = OTf, ACN, acétonitrile).

Acétone TBAPF; 0.1 M (2 mL)
[(Ls2NOS)Fe(OTf)]>* Epa=0.69V Epc=0.63V Ex=0.66V
[(Ls2NOS)Fe(Acétone)]*+/2 Epa=0.94V Epc =0.86 V Ex=0.90V
S-S > -§*/-S* Epa=1.17V

i Acétone TBAPF¢ 0.1 M (2 mL) + Acétonitrile (1 mL) i
i [(Ls2NOS)Fe(OTf)]** Epa=0.73V Epc=0.67 V Ex=0.70V i
i [(Ls2NOS)Fe(ACN)]3*/2 Epa=1.03V Epc =0.92 V Ex=0.97V i
i 5-§ > -§*/-S* Epa=1.21V i

Des changements sont observés. L'intensité de l'intégralité du voltamogramme diminue

correspondant a la dilution de la solution. De plus, un déplacement des vagues d’oxydation vers les

hauts potentiels est observé. Pour les vagues du systéme LFe(OTf) et du thioctique, cette variation est

de 40 mV, et peut étre due au changement de la conductivité de la solution. Cependant, pour la vague

attribuée au systéme [LFe'"(Acétone)]?* le déplacement est de 90 mV suggérant qu’une autre espéce

est sondée. En effet, I'acétone est un moins bon ligand que I'acétonitrile et dans les conditions de

I’expérience ol il y a un tiers d’acétonitrile, il est possible d’observer le changement de ligand exogene.

L’augmentation des rapports de I'intensité relative de la vague anodique suite a I'ajout d’acétonitrile
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appuie cette hypothése : 2 mL acétone : i reacetone/ | re-orr = 2.5 ; 2 mL acétone + 1 mL acétonitrile: i e
acn/ 1 re-orr = 3.3. L'acétonitrile est un meilleur ligand du fer que I'acétone, ce qui explique un rapport
plus important suite a I’ajout d’acétonitrile. Pour terminer, la vague cathodique de I'espéce Fe"(OTf)
est plus intense que celle de I'espéce Fe"'(ACN). L'ajout d’acétonitrile conduit bien & un déplacement
des ligands OTf et acétone par I'acétonitrile. Cependant, la vague de réduction de I'espéce Fe'(OTf)
étant plus intense que celle de I'espéce Fe'"(ACN), cela indique gu’il existe un équilibre chimique entre

Fe"(ACN) et Fe"(OTf), ce qui peut étre résumé par le schéma présenté Figure 10.

e
Fe'OTf —_— Fe"OTf
+e
+ ACN ||+ OTf + OTf || + ACN
- e'
Fe'ACN ———— Fe""ACN
+e

Figure 10: Schéma des équilibres chimiques entre les complexes en solution.

1.2.3. Effet d’ions chlorures

L’addition d’ions chlorures sur le complexe [(Ls?°NOS)Fe"(OTf)](PFs) a été effectuée dans 'acétone,

TBAPFs 0.1 M et le suivi est présenté Figure 11.

i {A)

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
E(V)/ECS

Figure 11: Voltamogrammes du complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) dans I'acétone TBAPFs 0.1 M (pointillés rouges), aprés
agjout de 0.5 éq. de TBACI dissous dans I'acétone (bleu) et apreés ajout de 1 éq. de TBACI (noir) ; 0.1 V/s, [Fe] = 1.0 mM.

Comme précédemment, le systéme est initialement en équilibre entre [LFe(OTf)]* et
[LFe"(Acétone)]?. Aprés ajout de 0.5 éq. de chlorures, I'intensité de la vague anodique a 0.95 V diminue

considérablement alors qu’une vague réversible de potentiel de demi-vague de 0.63 V gagne en
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intensité. Cette valeur correspond au couple [LFe'"CI]?*/[LFe"CI]*. L’ajout total de 1 éq. de TBACI,
conduit a la disparition de la vague a 0.95 V du systéme [LFe'(Acétone)]?, et a une augmentation du
pic anodique de la vague a 0.67 V qui correspond & 'oxydation de [LFe''CI]*. L’équation bilan de cette
étape peut étre écrite de la facon suivante :

Cr
[(Ls°NOS)Fe"(OTf)]* + [(Ls°NOS)Fe'(Acétone)]** —— » [(Ls>NOS)Fe"Cl]* + OTf + Acétone

Du triflate d’argent dissous dans I’acétonitrile a ensuite été ajouté.

A partir du complexe [LFe"Cl]*, 'ajout progressif de AgOTf dans I'acétonitrile conduit a la formation
d’'une espéce qui s’oxyde a 0.94 V (Figure 12). En solution, il y a alors deux systémes redox,
[LFe"CI)?*/[LFe"CI]* et [LFe"(Acétone)]*'/[LFe"(Acétone)]**. 'ajout de 1 éq. de AgOTf, conduit a la
disparition du systéme réversible [LFe"CI]?*/[LFe"Cl]* et I'intensité de cette vague est retrouvée dans
la vague quasiment réversible de potentiel de demi-vague de 0.88 V du systeme
[LFe"(Acétone)]**/[LFe"(Acétone)]?". L’équation bilan de cette seconde étape peut étre écrite de la
facon suivante :

AgOTf, Acétone
[(Ls*NOS)Fe'"cl]* > [(Ls>NOS)Fe'"(Acétone)]** + OTf + AgClyy)

i (A)

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
E(V)/ECS

Figure 12: Voltamogrammes du complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) dans I'acétone TBAPFs 0.1 M aprés ajout de 1 éq. de
TBACI (pointillés noirs), aprés ajout de quantités croissantes de AgOTf dissous dans "acétonitrile (rose puis vert) ; 0.1 V/s,
[Fe] = 1.0 mM.
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1.3. Conclusion

Pour les systémes [(Ls°NOS)Fe"”"(X)]>*/*, ou X est un triflate ou un chlorure, les potentiels de demi-
vagues sont trés proches (0.7 et 0.6 V/ECS) et ne dépendent pas du solvant, des échanges de ligands
avec le solvant conduisent a la formation des systémes [(Ls>NOS)Fe"/"'(Y)]3*/?*, ou Y est de I’acétone ou
de I'acétonitrile, les potentiels de demi-vagues sont également trés proches (0.9 et 1.0 V/ECS). Ces
valeurs de demi-vagues dépendent essentiellement de la charge globale du systeme. De maniere
intéressante, I'acétonitrile déplace difficilement un ligand triflate sur le fer(ll) (Figure 6). Cela signifie
que I'acétonitrile est un moins bon ligand du fer(ll) que OTf" dans ce complexe. Au contraire, lorsque
le ligand chlorure est arraché du fer(ll), 'acétonitrile, présent en grand excés par rapport aux triflates

se fixe sur le centre métallique mettant en évidence la préférence cinétique pour cette réaction.

2. Mise au point et étude des monocouches de complexes autoassemblées sur or (SAMs)

Les deux complexes [(Ls2NOS)Fe"(OTf)](PFs) et [(Ls>NOS)Fe"'Cl]* ont été caractérisés et I’échange
des ligands exogenes a également été étudié. Le greffage de ces complexes sur des électrodes d’or est
présenté dans cette partie. Sauf précisions particuliéres, les surfaces sont sondées a 10 V.s™ dans

|’acétone TBAPFs (0.1 M) comme sel de fond.

2.1. Mise au point des SAMs

La mise au point des SAMs demande dans un premier temps la préparation des électrodes d’or.
En effet, il faut polir la surface avec des suspensions d’alumine de différentes tailles dans I'eau, puis
effectuer une restructuration des électrodes dans de I'acide sulfurique afin d’éliminer toute trace
d’oxydes.”1° Cette étape de prétraitement des électrodes est essentielle pour diminuer la rugosité des

surfaces et permettre ainsi une bonne reproductibilité des SAMs formées.

Deux méthodes ont été utilisées pour le greffage des complexes sur les électrodes. Les détails sont
précisés en partie expérimentale.

Méthode par simple immersion : trempage des électrodes d’or
dans une solution de complexe dans I'acétonitrile

Mise au point des SAMs Electrodéposition du complexe

de fer(ll)
Méthode par

olarisation Electrodéposition du ligand

puis métallation par un sel de
fer(ll)
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Tous les voltamogrammes qui sont présentés dans cette partie ont été enregistrés avec le montage
suivant : électrode au calomel saturé (référence), électrode de platine (contre électrode) et électrode
d’or (travail), a une vitesse de balayage de 10 V/s (sauf indication contraire), et I’électrolyte support
est composé de TBAPFs 0.1 M dans I'acétonitrile distillé ou I'acétone ultra pur. La gamme de potentiels

balayée s’étend de -0.4 & 1.0 V/ ECS pour éviter de désorber le complexe de la surface.'?

A partir des voltamogrammes obtenus, il est possible de connaitre la concentration surfacique qui

correspond au nombre de molécules adsorbées par unité de surface.'! Les formules sont les suivantes :
rexp = Q/ (nFA) avec Q = Apic / \Y

lexp : CONcentration surfacique (mol.cm?) ; Q : quantité de charge (C) ; n : nombre d’électrons
transférés ; F : constante de Faraday (96485 C .mol™) ; A : surface de I’électrode (cm?) ; Apic : aire du

pic; v : vitesse de balayage (V.s™).

2.1.1.Méthode par simple immersion : Formation de la SAM avec le complexe

[(L’NOS)Fe"(OTf)](PFs)

La méthode par simple immersion est la méthode la plus simple. Les électrodes prétraitées sont
plongées dans une solution de complexe de fer a une concentration de 1 mM dans |'acétonitrile distillé

sous argon pendant au moins une nuit.

La charge capacitive de I'électrode nue diminue aprés trempage de |'électrode dans la solution de
complexe. Cela indique que I’'on recouvre I'électrode, le complexe est donc fixé sur la surface (Figure

13). Le complexe est également observé sur la surface car c’est une espece électroactive.

15107
Fe'"-Acétone - Fe''-Acétone
5T
11071 reioTf > FeOTH
510°
< [
R
510° |
110° b b b :
0.5 0 0.5 1

E (V)/ECS

Figure 13: Voltamogrammes de I’électrode nue (vert) et du complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)]* sur une électrode d'or aprés une
nuit (orange) et 10 jours (noir) dans une solution de complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) a 1 mM dans I'acétonitrile, sondée
dans I'acétone TBAPFs 0.1 M, diamétre de I’électrode : 1.6 mm.
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Les SAMs formées par immersion ont été analysées par voltamétrie cyclique. Trois
voltamogrammes sont présentés Figure 13, et montrent |'électrode nue ainsi que I'évolution des

électrodes fonctionnalisées a 10 jours d’intervalle.

Au bout d’une nuit il est possible de sonder le complexe sur la surface. Il y a deux systemes présents
sur I’électrode, qui d’aprés la valeur des potentiels correspondent a des complexes [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]*
aE%=0.60V et [(Ls2NOS)Fe'"(Acétone)]** & 0.96 V. La densité surfacique est de I'ordre de 7.2 102 mol

cm™ pour I'espéce s’oxydant a 0.60 V/ECS.

Apres 10 jours de trempage de I'électrode d’or dans la solution de complexe dans I'acétonitrile, la
densité surfacique augmente jusqu’a 1.62 10 mol cm™ pour SAM-[LFe'(OTf)]*. Cela montre que la

méthode par immersion (voie passive) est toujours relativement lente.

Une augmentation de I'intensité est observée a haut potentiel ce qui pourrait refléter la présence
d’un complexe [LFe'"(acétone)]** a la surface de I'électrode. Pour prévenir tout risque de désorption,

ces électrodes n’ont pas été sondées a plus haut potentiel.

2.1.2. Méthode par polarisation

Cette méthode permet en 40 minutes d’obtenir des densités surfaciques comparables aux SAMs

obtenues par méthode de simple trempage.

a) Electrodéposition du complexe [(Ls>NOS)Fe'(OTf)](PFs)
L’électrodéposition du complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)](PFs) a été effectuée durant 40 min a -0.4
V/ECS dans 'acétonitrile. Les voltamogrammes enregistrés dans I'acétone et dans I'acétonitrile sont

présentés Figure 14.

-5
6107 Fe'-(OTf) > Fe"-(OTf)

E (V)/ECS

Figure 14: Voltamogrammes du complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs) sur une électrode d'or de diametre 3.0
mm, dans I'acétone TBAPFs 0.1 M (gris), et dans I'acétonitrile TBAPFs 0.1 M (rose).
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La densité surfacique est de I'ordre de 2.110! et 2.8 101 mol cm™ dans I'acétone et I'acétonitrile
respectivement. Les potentiels de demi-vagues sont de 0.59 et 0.63 V/ECS dans |'acétonitrile et
I'acétone respectivement, et sont compatibles avec un complexe [LFe"(OTf)]*. Les différences de
densité surfacique ainsi que les valeurs de potentiels suggerent une organisation différente de la SAM

en fonction du solvant d’analyse.

b) Electrodéposition du complexe [(Ls?NOS)Fe''Cl]*
L’électrodéposition du complexe non isolé [(Ls2NOS)Fe'Cl]* a été effectuée durant 40 min a -0.4
V/ECS dans l'acétonitrile. La SAM est sondée ensuite dans une solution d’acétone fraichement

préparée (Figure 15).

Sur le voltamogramme, il est important de noter qu’il y a un premier pic anodique a 0.73 V/ECS, et
une augmentation de l'intensité vers 1 V qui suggere que I'acétone se lie au métal. La vague retour a
0.65V est de la méme intensité que la vague aller 3 0.73 V, le systéme SAM-[LFe"""CI]?*/* est réversible.

La densité surfacique est de 1.3 10™** mol cm™.

8107

6 10'5 _ Epa=0.73V

P

E (V)/ECS

Figure 15: Voltamogramme du complexe [(Ls2NOS)Fe"Cl]* sur une électrode d'or de diamétre 3.0 mm, acétone TBAPFs 0.1 M.
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c) Electrodéposition de SAMs mixtes

Cette méthode se déroule en plusieurs étapes. La premiere étape consiste en I'électrodéposition
du ligand sur I’électrode d’or (Figure 16). Ensuite I’électrode est plongée 2 minutes dans une solution
de 6-mercapto-1-hexanol (MCH) ; ces deux étapes se traduisent par une diminution de la densité du
courant surfacique (Figure 17 gauche). Le MCH permet de diminuer la charge capacitive du systéeme
en couvrant le reste de la surface d’or. Il est généralement admis qu’il permet également une meilleure

organisation de la surface pour la métallation.

Ty Fu
L®NOS Y
ACN h\m ¢
-0.4V/ECS : <
40 min
MCH 2 min
Ho\/\/\/\SH
1 [ .y o )
YN I RTEN 2 N 2 Ny
OH OH OH OH OH OHOH&?N J - 0OH OH OH OH OH OHOH &//N ‘ - OH OH OHOH OH OH OH OH OH UHOH&?N ’ = OH OH OH OHOH OHOH Q//NMQ OH OH OHOH
Y HK Fe'(OTf), HY K
o o 4_ Ob—- o
h\w h‘\h ACN oy h‘vw
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Figure 16: Etapes d'obtention d'une SAM mixte par voie électroactive (3 étapes).

Le ligand n’étant pas électroactif, le voltamogramme ne présente aucun systeme rédox. Aprés une

nuit dans une solution de triflate de fer, la SAM est directement analysée.

410° 4107

s f 5 [LFe"(ACN)]2* > [LFe'"(ACN)]3+
310 i 310 [=6.510" mol cm2
210° | 210°

i(A)
i(A)

[ ,/j
e
of L1 e e A7 A
1107° F 110"
. 5 [ [LFe!(OTf)]* & [LFe!"(OTf)]
_210—5...,...,...,...,...,...,..,., 210 IS B PR BT B BT B i
04 02 0 02 04 06 0.8 1 04 02 0 02 04 06 0.8 1
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Figure 17: Voltamogrammes enregistrés dans I'acétonitrile TBAPFs 0.1 M. A gauche : électrode nue (rose), ligand
Ls2NOS électrodéposé (vert clair) et aprés 2 min dans MCH (bleu clair). A droite : SAM aprés complexation une nuit
dans Fe''(OTf); dans ACN (vert).
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Le voltamogramme correspondant présente un pic anodique a 0.85 V/ECS et un pic cathodique a
0.63 V (Figure 17 droite). L’écart de potentiel AE est de 0.22 V, les deux vagues ne correspondent pas

a un systéme réversible.

Par comparaison avec les systémes en solution, il est possible d’attribuer les vagues a deux
systémes différents qui mettent en avant un équilibre chimique comme évoqué au point 1.2.2 de ce
chapitre. La vague a 0.85 V/ECS correspond a 'oxydation du complexe [(Ls2NOS)Fe"(ACN)]** en
[(Ls°NOS)Fe"(ACN)]**, qui par réaction chimique conduit a un échange de ligand, conduisant a la
formation [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]?*. Nous pouvons en déduire que le complexe [(Ls2NOS)Fe"(ACN)]** a été

électrodéposé sur la SAM.

D’autre part, I'intensité du pic est proportionnelle a la vitesse de balayage, ce qui confirme que le

complexe est bien greffé sur la surface de I'électrode et ne diffuse pas de la solution vers I’électrode.

610°

6107

i(A)av(V/s) R=0.99357

410

210
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L D——— v e
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E(V)/ECS v (vs")

Figure 18: Evolution de l'intensité du pic anodique en fonction de la vitesse de balayage pour le complexe
électrodéposé [(Ls2NOS)Fe!(ACN)]?* dans 'acétonitrile TBAPFs 0.1 M. En vert : 1 Vsl en rouge : 5 Vs ;
en orange : 10 Vs ; en violet : 15 Vs en bleu : 17 Vs
Pour un systeme donné, les potentiels de pic en solution et sur la SAM sont du méme ordre de
grandeur. Un complexe de fer(ll) monocationique s’oxyde entre 0.6 et 0.7 V/ECS, tandis qu’un

complexe de fer(ll) bicationique s’oxyde entre 0.9 et 1.2 V/ECS.

2.1.3.Analyses de surface

Il n"est pas possible d’utiliser les techniques de caractérisation de surface directement sur nos
électrodes d’or. Ces techniques requierent des échantillons de petite taille et plans. Pour cela, nous
avons utilisé des surfaces d’or déposées sur du verre liées par du titane, appelées « wafers ». Pour
savoir si le complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]* est greffé sous forme de monocouche et présent de maniére

homogene sur la surface d’or, une étude par microscopie a force atomique (AFM) a été effectuée. Afin
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de déterminer la composition de cette couche, une étude par spectroscopie de photoélectrons X (XPS)

a été réalisée.

Les surfaces ont été décapées a I'acide sulfurique a 98 %, rincées plusieurs fois a I'eau distillée,
plongées successivement pendant 8 minutes dans un bain a ultra-sons dans 'eau, I'acétone puis

I’éthanol. Enfin, elles ont été traitées a I'ozone pendant 10 minutes.

Avant tout greffage de complexe, la surface du wafer est vérifiée par AFM. Plusieurs SAMs sur
wafers d’or ont été réalisées par voie simple immersion avec une durée de trempage de 27 jours dans

la solution de complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)](PFs) dans I’acétonitrile.

a) Microscopie a force atomique (AFM)
Les surfaces d’or sont plutot homogeénes (Figure 19). La surface d’or nue a une rugosité moyenne
de 1-2 nm (Figure 19, gauche). Dans le cas ol le complexe est greffé, la surface est homogeéne, a part

a certains endroits ou des dépots de grande taille sont présents.

Par rincage a l'acétone, ces dépdts sont éliminés. Sur la ligne (a), la rugosité moyenne est de 3 nm
(Figure 19, droite). Cette valeur est un peu plus grande qu’avant greffage ce qui est en accord avec un
greffage homogéne du complexe sur la surface (taille du complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]* de I'ordre de

1.5 nm).
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Chapitre 4 — Complexes greffés sur électrodes d’or

Surface d’or nue Surface d’or avec complexe greffé
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Figure 19 : Images AFM de la surface nue (haut gauche) de rugosité moyenne 1-2 nm (bas gauche). Images AFM
de surface avec le complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]* greffé (haut droite) de rugosité moyenne 3 nm (bas droit).

Le complexe semble donc greffé sur la surface d’or sous forme de monocouche. Cependant, une
preuve irréfutable de l'agencement des complexes sous forme de monocouche nécessiterait

I'utilisation d’une surface initiale parfaitement plane.
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b) Spectroscopie de photoélectrons X (XPS)
Les analyses XPS indiquent la nature des éléments présents a la surface et peuvent en principe

permettre de déterminer la stcechiométrie d’un complexe.

La caractérisation XPS du complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)](PFs) sur poudre, ainsi que sur la SAM ont
été effectuées (Figure 20). Notre analyse est uniqguement qualitative. En effet, il n’a pas été possible
de réaliser une analyse quantitative puisque les éléments caractéristiques du complexe sont présents

en quantité trés faible et sont parfois en limite de détection (le fer notamment).

5,00E+06 T
— Surface d’or nue
+ — Complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)]* greffé sur la surface d’or
—— Poudre de complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFs)
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4,00E+06 T Au
i Au
Au
3,00E+06 1
w
g
o
2,00E+06 T
1,00E+06 1
0,00E+00

1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Binding Energy (eV)

Figure 20 : Spectres XPS d’une surface d’or nue (bleu), d’une SAM [(Ls2NOS)Fe'(OTf)]* obtenue par voie simple
immersion (vert) et du complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PFg) en poudre (rouge).

Le spectre de la surface d’or présente plusieurs pics caractéristiques de |'or (spectre bleu, Figure

20).

Le complexe sous forme de poudre ou greffé sur la surface d’or présente des spectres avec certains
pics similaires. Pour le complexe en poudre (spectre rouge, Figure 20), sont présents les pics
caractéristiques du Fe, F, O, N, C, S et P qui correspondent aux différents types d’atomes constituant
le complexe. Du sodium provenant du NaPFg utilisé pour faire précipiter le complexe, est également

observé.

La SAM présente un spectre comportant des pics comparables a ceux du complexe en poudre et a

ceux détectés sur la surface d’or nue, dont les pics du Fe, F, O, N, Au, S et C.
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L'accumulation de spectres centrés sur les différentes énergies caractéristiques des éléments pour
la poudre et pour la SAM a permis de déterminer la nature des liaisons chimiques dans lesquelles sont

engagées ces éléments (Figure 21, Figure 22 et Figure 23).
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Figure 21 : Spectres centrés sur la transition 2p S du complexe en poudre (a gauche) et de la SAM (a droite) par XPS.

Le spectre de la transition 2p du soufre dans le complexe présente deux bandes qui ont pu étre
attribuées aux liaisons de type C-S et S-S du ligand, ainsi qu’a une liaison de type SOs. Cette derniére
correspond a la liaison S-O dans le triflate (CF3SOs5). Lintensité de ce pic est beaucoup plus
importante que le pic des liaisons S-C et S-S du ligand. Il y a probablement un excés de triflate dans
la poudre sous la forme de NaOTf.

En ce qui concerne le spectre de la transition 2p du soufre sur la SAM, trois bandes sont présentes,
avec des rapports différents de ceux observés précédemment sur le complexe en poudre. Les
transitions ont été attribuées aux liaisons SOs, C-S et S-Au avec, pour cette derniere liaison, une
énergie de transition plus basse se traduisant par 'apparition d’un épaulement sur le spectre de la
SAM. Ce pic confirme que le complexe est greffé sur la surface d’or. D’autre part, le rapport des
intensités des bandes SO; et S-C est inverse par rapport a la poudre. Cela indique que la quantité en
triflate est beaucoup plus faible sur la SAM que dans la poudre. Cela est cohérent avec le mode
d’obtention des SAMs. Le triflate détecté correspond uniquement a celui lié au métal dans le cas de

la SAM.
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Figure 22: Spectres centrés sur la transition 1s C du complexe en poudre (a gauche) et de la SAM (a droite) par XPS.

Les pics correspondant au carbone sont assez similaires pour les deux échantillons et mettent en
avant la présence de plusieurs types de liaisons impliquant le carbone telles que : C-C, C-H, C=0 et
C-N. Dans le cas de la poudre, des liaisons de type C-F ont été identifiées et attribuées aux liaisons
C-F dans le triflate. Cependant, dans le cas de la SAM, le pic de la liaison C-F n’est pas observé. Pour
le pic du soufre, des liaisons de type SOs ont été identifiés, avec une quantité beaucoup plus faible
que pour I'analyse sur poudre (Figure 21 droite). De plus, I'absence de liaison C-F sur la SAM, peut
étre due a la dégradation du fluor sous le faisceau. Comme la quantité en triflate est trés faible sur
la SAM, le fluor disparait, mais le pic SOz est cohérent avec les triflates présents sur la SAM apres
greffage.
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Figure 23: Spectres centrés sur les transitions 2p Fe et 1s F du complexe en poudre (a gauche) et de la SAM (a droite)
par XPS.

Les spectres du fer et du fluor se superposent. lls sont assez différents pour le complexe en
poudre et pour la SAM. Dans le cas du complexe en poudre, le sixieme ligand du fer est un ion triflate
(CF3SO3’) et le contre ion est un PFg". Cela explique pourquoi, dans le cas du complexe en poudre, il

n’est pas possible d’interpréter le spectre du fer qui est modifié par la présence du pic du fluor.
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Cependant, dans le cas de la SAM, trés peu de fluor a été détecté car il se dégrade progressivement
sous le faisceau. Il a été possible d’interpréter dans une premiere mesure le pic du fer. Les pics
principaux a 709.3 et 710.4 eV sont plutdt caractéristiques d’un Fe". Le pic a 711.9 eV est attribué a
un Fell|.12'13
L’analyse par XPS montre que le complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTf)]* est bien greffé sur la surface et que
tous les éléments caractéristiques sont présents. L’absence de signaux caractéristiques du chlore pour
le complexe en poudre et surtout pour le complexe greffé sur la surface confirme que I'espéce sondée

par électrochimie a E % = 0.60 V/ECS est bien caractéristique d’une espéce [(Ls>NOS)Fe"(OTf)]* et non
[(Ls2NOS)Fe"Cl]*.

2.1.4.Conclusion

Il est possible de préparer des SAMs de différentes maniéres. Le greffage des complexes peut se
faire soit directement a partir du complexe synthétisé, soit en plusieurs étapes avec le greffage du
ligand suivi de la complexation du sel de fer(ll). Les signaux enregistrés sont similaires a ceux observés
en solution. L’évolution de I'intensité en fonction de la vitesse de balayage étant linéaire, les systéemes
sondés ne diffusent pas, les complexes sont bien greffés sur la surface d’or. Des équilibres chimiques
entre ligands exogéenes et solvant ont été observés par voltamétrie cyclique. La caractérisation des
surfaces par AFM et XPS a permis de mettre en évidence la présence d’'une monocouche de complexes

greffés sur la surface d’or.

2.2. Etude de I'échange de ligand exogene sur la SAM

Toutes les SAMs ont été préparées a partir d’une solution de complexe [(Ls2NOS)Fe"(OTF)](PFs)
dans l'acétonitrile. Elles comportent donc ce complexe a la surface au début de chaque étude
présentée dans la suite. Sauf précisions particuliéres, le sel de fond est TBAPF¢ 0.1 M dans |'acétone.

La vitesse de balayage est de 10 V.s™.

2.2.1.Comportement du complexe [(Ls>°NOS)Fe"(OTf)]*greffé par voie de simple immersion dans

des solutions de TBAOTf et TBACI

La SAM comporte initialement le complexe [LFe"(OTf)]* avec un potentiel de demi-vague de 0.67
V. L'électrode a ensuite été rincée a |'acétonitrile puis plongée 30 min dans une solution de TBAOTf
(0.1 M) dissous dans |'acétonitrile. Le voltamogramme rouge correspondant a la SAM initiale (Figure

24) a été enregistré dans une solution d’acétone TBAPFs (0.1 M).
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E (V)/ECS

Figure 24: Voltamogrammes de SAM-[LFe(OTf)] sondée dans I'acétone (rouge), puis plongée
dans une solution de TBAOTS (0.1 M) pendant 30 min (noir), et aprés 1h15 d’immersion dans
une solution de TBACI (0.1 M) (orange).

Apres immersion pendant 30 minutes dans une solution de TBAOTf, la SAM sondée présente une
vague large réversible vers 0.2 V qui correspond au complexe [LFe"(OTf),], la vague a 0.7 V est
beaucoup plus faible en intensité, ce qui laisse penser qu’en présence d’'une grande quantité de
triflate, le systéme [LFe"(OTf)]* évolue vers un mélange de complexes de structure voisine de celle du

complexe [LFe"(OTf),].

Lorsque cette électrode est plongée pendant 1h30 dans une solution de TBACI (0.1 M) dans
I’acétonitrile et sondée dans 'acétone, la vague a 0.2 V disparait, et une vague réversible a 0.66 V
apparait. On obtient donc un complexe qui présente une valeur de potentiel en accord avec celle du
complexe [LFe'Cl]* étudié en solution dans la partie précédente. Cette valeur est aussi compatible avec
celle du complexe [LFe"(OTf)]* mais il est improbable que ce dernier ne se reforme de cette maniére.
En effet, la SAM a été plongée dans une solution contenant un excés de CI, et les complexes [LFe"CI]*

sont beaucoup plus stables que les complexes [LFe"(OTf)]*.
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2.2.2.Substitution du ligand exogéne triflate par un ion chlorure

Initialement la SAM comporte le complexe [(Ls2NOS)Fe'(OTf)]* avec un potentiel de demi vague de
0.72 V / ECS, avec une densité surfacique I de 5.9 10! mol cm™. Le systéme LFe"(OTf)/LFe"(OTf) est

réversible (Figure 25).

Epa =0.75V
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E (V)/ECS

Figure 25: Voltamogramme d'une SAM [(Ls2NOS)Fe'(OTf)]* obtenue par simple immersion pendant 27 jours
dans la solution de complexe correspondante.

Cette électrode est alors rincée a l'acétone, puis plongée dans une solution de TBACI 0.1 M

pendant 15, 30 puis 75 min (Figure 26 gauche).

E (V)/ECS E (V)/ECS

Figure 26: A gauche : Evolution de la SAM [(Ls2NOS)Fe(OTf)]* suite au trempage dans une solution de TBACI 0.1
M. A droite : En pointillés noirs : SAM-[LFe"(OTf)]* ; en vert : SAM-[(LFe"Cl]*; puis évolution des voltamogrammes
par ajouts croissants de AgPFs dissous dans I'acétone (rose : 0.5 uL ; bleu : 1.0 uL ; gris : 1.5 ulL ; rouge : 2 uL).
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Les potentiels de pic ne sont pas modifiés apres ajout de ClI". Toutefois, une faible diminution de
I'intensité est observée. Le chlorure est un trés bon ligand par rapport au triflate, ainsi apres trempage

15 min dans TBACI, on peut supposer un échange du ligand exogéne OTf par CI.
SAM-[LFe"(OTf)]* + CI' = SAM-[LFe"CI]* + OTf (1)

La confirmation de cette hypothése est apportée par I'ajout de AgPF¢ dissous dans I'acétone.
Jusqu’a 2 plL d’une solution 8 6 mM de AgPFg¢ (1.2 10® mol) sont ajoutés a un volume de 5 mL
d’électrolyte support dans la cellule électrochimique, soit un large exces de AgPFs par rapport a la

quantité de complexe présente sur la surface qui est de 4 10*2 mol.

L'ajout de AgPF¢ conduit a la diminution progressive de la vague réversible a 0.72 V/ECS, ce qui
indique que le chlorure n’est plus lié au fer(ll). La diminution de cette vague ne s’accompagne pas de
I’apparition d’une vague entre -0.4 et 1 V/ECS. Il est possible que I'acétone coordine le fer, ce qui
conduirait a la formation d’un complexe dichargé qui possederait un haut potentiel anodique. La vague
a 0.72 V se déplace a 0.66 V et ne disparait pas totalement, cela indique que I’équilibre n’est pas

totalement déplacé vers la formation de [LFe"(Acétone)]?* suite a I’ajout d’argent.
L’équation bilan associée a cette étape est la suivante :
SAM-[LFe"CI]* + Ag" + Acétone > SAM-[LFe"(Acétone)]** + AgCl( (2)

Afin de déterminer si le traitement par AgPFs est délétére pour les especes fixées sur I’électrode,

cette électrode a été ensuite trempée a nouveau dans une solution de TBACI 0.1 M (Figure 27).
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Figure 27: A gauche : Evolution de la SAM aprés trempage dans TBACI 0.1 M 30 min (rose) et 60 min (violet).
A droite : Evolution de la SAM apres ajout de 2 uL de AgPFe sur la SAM en LFeCl (vert).

Une augmentation de l'intensité a 0.75 V/ECS est alors observée (Figure 27 gauche). 2 L de la

solution de AgPFs sont a nouveau ajoutés, conduisant également a la diminution de I'intensité de la
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vague a 0.75 V (Figure 27 droite). Ces observations peuvent se résumer a l'aide des équations 3 et 4

ci-dessous.
SAM-[LFe"(Acétone)]** + CI" > SAM-[LFe"CI]* + Acétone (3)
SAM-[LFe"CI]* + Ag* == SAM-[LFe"(Acétone)]** + AgCls (4)

Il est intéressant d’observer qu’il est possible de faire des échanges de ligands sur les complexes

fixés sur électrode et de facon reproductible.

2.2.3.Effet de 'addition d’ions chlorures sur une SAM [(Ls*’NOS)Fe"(OTf)]* dans I'acétonitrile

Une SAM sondée dans I'acétonitrile et dans I'acétone ne présente pas la méme allure. La Figure
28 (gauche) présente le voltamogramme d’une SAM [(Ls>NOS)Fe"(OTf)]* sondée dans I"acétonitrile.
L'intensité augmente considérablement vers 1V et en réduction, un pic a 0.63 V/ECS est observé. Ce

pic cathodique est positionné au potentiel de réduction du couple [(Ls2NOS)Fe"”'(OTf)]**/*. La forte

]2+

intensité observée a haut potentiel pourrait étre attribuée au complexe [LFe"(ACN)]** qui se réarrange

lorsqu’il est oxydé en [LFe"(OTf)]* qui est sondé au retour.
410° 410° |

310° |

E(V)/ECS E(V)/ECS
Figure 28: A gauche et a droite: voltamogramme d'une SAM [(Ls2NOS)Fe!(OTf)]* (vert) ; A droite : Voltamogrammes de la
SAM apres 15 min (noir) et 60 min (rouge) dans TBAC! dissous dans ACN. SAM sondée dans ACN TBAPFs 0.1M.

La SAM est plongée pendant 15 a 60 min dans une solution de TBACI dissous dans |’acétonitrile.
L'électrode est ensuite rincée puis sondée dans l'acétonitrile (Figure 28 droite). L'intensité a 1 V
diminue un peu, et surtout, un pic anodique croit a 0.70 V/ECS. Par comparaison avec la SAM
[(Ls>NOS)Fe'Cl]* étudiée au point 2.1.2b), le systéme qui s’oxyde a 0.70 V correspond a [(Ls2NOS)Fe'CI]*.
Cependant, I'intensité a 1V reste assez intense, il y a deux espéces sondées sur la SAM, [(Ls2NOS)Fe''CI]*

et [(Ls2NOS)Fe(ACN)]?".
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L’addition de AgPFs dissous dans |’acétonitrile conduit a la formation d’un pic anodique a 0.97 V

masquant la vague a 0.70 V (Figure 29 gauche).
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Figure 29: A gauche : voltamogrammes de la SAM aprés 60 min dans TBACI dissous dans ACN (rouge), et aprés ajout de
AgPFg dissous dans ACN ; A droite : voltamogramme de la SAM apres 36 h dans TBACI dissous dans ACN. Les
voltamogrammes sont enregistrés dans ACN TBAPFs 0.1 M, 10 V/s.

Cette forte intensité ne peut pas correspondre uniqguement au complexe greffé sur la surface. En
effet, le chlorure lié au fer est remplacé par une molécule de solvant (ACN), ce qui conduit a une
augmentation du potentiel d’oxydation du fer(ll). Mais cette vague est trop intense pour qu’on sonde
uniquement le complexe. De plus, la vague ne correspond pas a un systeme réversible. Un pic
cathodique large et intense est également observé vers 0.52 V. L'observation de ces signaux de forte
intensité dans l'acétonitrile a été faite plusieurs fois. Nous ne sommes pas encore en mesure de

I’'expliquer.

Cette méme électrode est ensuite plongée pendant 36 h dans la solution de TBACI dans
I"acétonitrile (Figure 29 droite). La SAM sondée dans |'acétonitrile présente un signal caractéristique
d’une SAM comportant [LFe"CI]* avec un signal réversible dont le potentiel de demi vague est de 0.66
V/ECS. Une perte de la forte intensité a haut potentiel est observée. L'intensité du pic anodique a 0.70
V est proche de celle de la SAM apres avoir trempé I’électrode 60 min dans TBACI (Figure 29-gauche,

courbe rouge).

2.2.4.Conclusion
De fagon trés semblable aux observations faites en solution, il est possible d’échanger les ligands
exogenes de type OTf, Cl', acétone et acétonitrile sur les complexes greffés sur électrodes d’or. De
plus, les complexes [LFe'CI]* a la surface montrent une grande stabilité alors que les complexes

[(LFe"(OTf)]* sont plus labiles.
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2.3. Premiers tests de réactivité de la SAM vis-a-vis du dioxygéne dans I'acétonitrile

Précédemment au laboratoire, Nathalie Ségaud a étudié par voltamétrie cyclique en conditions
séches, l'interaction du dioxygéne avec le complexe [(TPEN)Fe"]?*.24> Lors de cette étude, I’électrode
de travail était une électrode de carbone. Des ajouts successifs d’une solution concentrée de complexe
[(TPEN)Fe"](PFs), dans I'acétonitrile dans une solution d’électrolyte saturée en dioxygéne conduisait a
la formation de I’'adduit Fe'-0,, se traduisant sur les voltamogrammes par I’apparition d’une prévague

non réversible a -0.76 V/ECS, avant la vague correspondant a la réduction de O, en superoxyde 0,*.%°

Nous avons effectué la méme expérience avec une électrode d’or nue puis avec une SAM. Les
voltamogrammes ont été enregistrés sur deux fenétres différentes -0.4 - -1.2 > 1.0Vet-0.4 - -1.1
- 1.0V (Figure 30). Plus le balayage est effectué vers les bas potentiels, plus I'intensité en réduction
augmente vers -1 V et plus la vague retour en oxydation a -0.44 V est intense. Ceci traduit le fait que
plus la proportion de O, réduit en O,*"augmente, plus la quantité de 0,* sondée en oxydation au retour

augmente.
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Figure 30: Voltamogrammes de la solution saturée en dioxygéne, enregistrés en réduction a
10 Vs1, avec une électrode d’or nue.
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La méme expérience a été effectuée avec une SAM obtenue par électrodéposition sur une
électrode de gros diametre. Plus le balayage est effectué vers les bas potentiels en réduction, plus il
est possible d’observer I'oxydation du superoxyde en dioxygéne au retour comme observé avec
I’électrode d’or nue (Figure 31).
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Figure 31 : Voltamogrammes de la solution saturée en dioxygéne sondée par une électrode d’or avec le complexe

[(Ls2NOS)Fe'(OTf)]* greffé. La gamme de potentiel est variable : -0.4 - -0.9 > 1.0V envert ;-0.4 > -1.1-1.0Ven
violet et -0.4 - -1.2 - 1.0 V en rouge.

Un balayage jusqu’a -0.9 V (courbe verte, Figure 31), ne permet pas |'observation d’une vague en
oxydation vers -0.4 V, mais le signal caractéristique du complexe greffé sur I’électrode est observé avec
une vague réversible au potentiel E% de 0.65 V. A ce potentiel, 'espéce sondée est [LFe"(OTf)]*. Une
autre vague non réversible est présente également en oxydation a 0.95 V, correspondant

probablement a I'espéce [LFe"(ACN)]%.

Par contre, un balayage jusqu’a -1.1 et -1.2 V (courbes rose et rouge, Figure 31), se traduit par
|"apparition d’un pic en réduction a -1.1 et-1.2 V intense, et d’'une vague en oxydation a -0.41 V, dont

I'intensité semble liée au potentiel de réduction. Aprés balayage jusqu’a -1.2 V, l'intensité de cette
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vague est considérablement plus importante que pour celui jusqu’a -1.1 V. En comparaison avec la
Figure 30, le pic a -1.1 V correspond a la réduction du dioxygéne en superoxyde et la vague en
oxydation a -0.41V a l'oxydation du superoxyde en dioxygéene. Le dioxygéne semble diffuser jusqu’a la
surface de I'électrode méme quand le complexe est greffé. De plus, un petit épaulement est présent
dans le pied du pic a -0.85 V. Cet épaulement n’était pas observé avec |'électrode nue. Par analogie
avec les travaux de Nathalie Ségaud, il pourrait s’agir de la vague de réduction de I’adduit Fe"-O, greffé

a la surface de I'électrode.

D’autre part, en oxydation, une vague large pour laquelle il semble y avoir deux maxima a 0.66 et
0.97 V est observée (zoom en oxydation Figure 31). Le complexe est toujours présent mais son signal
a été modifié. Il semble toutefois étre majoritairement sous la forme [LFe"(ACN)]**. Ces observations
indiqguent que le complexe de fer voit sa structure modifiée lorsque I'électrode est sondée

suffisamment bas en réduction afin que le dioxygene soit réduit.

Ces résultats méritent d’étre confirmés lors d’études plus compleétes.

3. Conclusions

Les complexes greffés sur électrode d’or présentent la méme premiére sphere de coordination du
fer(ll) gu’en solution. L'échange de ligand exogéne avec le solvant (acétone et acétonitrile) est effectif
également sur les systémes greffés. La caractérisation des SAMs par voltamétrie cyclique, AFM et XPS
a mis en avant que le complexe est greffé de fagon homogeéne sur la surface avec conservation de sa
structure. Les échanges de ligands exogenes triflate et chlorure ont montré une différence de stabilité
du complexe [LFe"(OTf)]* et [LFe"CI]*. D’autre part, le complexe semble capable de réagir avec le
dioxygene dissous tout en restant greffé sur I’électrode d’or et sans détériorer celle-ci. Ces résultats

nécessitent de plus amples investigations dans le but de développer des systémes électrocatalytiques.
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Chapitre 5 : Nouvelle métalloenzyme artificielle obtenue par couplage covalent

entre un complexe de fer fonctionnalisé et la B-lactoglobuline bovine

Cette partie s’inscrit également dans le projet ANR Cathyméthoxy. Afin d’avoir une meilleure
sélectivité lors des réactions d’oxydation avec nos catalyseurs, une stratégie possible est d’introduire
le catalyseur dans une protéine afin d’avoir un environnement spécifique autour de celui-ci, ce qui

devrait conduire a une approche préférentielle du substrat.

Dans le projet ANR Cathyméthoxy, la protéine choisie pour effectuer un couplage covalent entre
une unique cystéine et un complexe fonctionnalisé, est la xylanase A qui ne possede pas de cystéine.
En mutant un acide aminé dans la protéine, il a été possible d’obtenir plusieurs protéines mutantes
avec une seule cystéine (5 et 7 mg de mutants, S212C et K48C respectivement). Les quantités obtenues
étant tres faibles, et connaissant peu le domaine de synthése de métalloenzymes artificielles, nous
avons décidé de travailler dans un premier temps sur une protéine beaucoup plus accessible comme
la B-lactoglobuline. Cette protéine est commerciale ce qui nous a permis de mettre au point les
méthodes de couplage, caractérisation et quantification. De plus, cette protéine est intéressante car
elle comprend les caractéristiques suivantes :

e Robuste,
e Structure définie par diffraction des rayons X (Figure 1),%®

e Une seule cystéine libre (Cys121).

<+——Hélice a
\ Cys121

> Zone ciblée pour
' . p
I'insertion du complexe

Figure 1: Structure résolue par diffraction des rayons X de la 8-lactoglobuline bovine
(variant A). En bleu, les cystéines. (PDB : 1BSQ)

La B-lactoglobuline bovine est composée de 162 acides aminés (18 kDa), présente deux variants (A

et B) qui différent par deux acides aminés (variant A : Asp64 et Val118 ; variant B : Gly64 et Ala118).
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Ces deux variants possédent 5 cystéines, 4 étant engagées dans des ponts disulfures et une cystéine

étant libre, la cystéine 121 (Figure 1).3

Le site que nous avons ciblé est constitué d’une cystéine libre (la cystéine 121) qui est proche d’une
hélice a qui va induire une certaine géne stérique sur le complexe que nous souhaitons greffer

covalemment (Figure 1).

L'idée est de greffer un complexe de fer(ll) dont nous connaissons parfaitement la structure et la
réactivité. Dans le laboratoire, nous synthétisons des complexes de fer(Il) a ligand amine/pyridine qui
permettent I’oxydation de petites molécules organiques comme présentés au chapitre 3. Pour cela, un
nouveau complexe a été synthétisé avec un ligand fonctionnalisé. Le choix de la fonction ajoutée au
ligand classique est un groupement maléimide afin d’effectuer une réaction de couplage de Michael

(sans sous-produit et efficace) entre le complexe et la cystéine 121 de la B-lactoglobuline.?

Dans la suite de ce chapitre, une premiéere partie est consacrée a la synthése du nouveau ligand
maléimide et a la synthése du nouveau complexe fonctionnalisé ; une seconde partie est consacrée a
la synthése de la nouvelle métalloenzyme artificielle ; la troisieme partie est centrée sur la réactivité

de celle-ci.

1. Synthése et caractérisation du complexe fonctionnalisé [(Ls’mal¢imide) F€"CI](PFs)

1.1. Synthese du complexe

Afin de greffer covalemment le complexe dans la B-lactoglobuline, il a fallu fonctionnaliser le ligand
amine-pyridine par une fonction maléimide (Figure 2). La synthése de ce ligand est décrite dans la
partie expérimentale.

HN
2 o)

Anhydride maléique, toluéne, | N—\_N/_\

10 mol% PPTS, Dean Stark
C/ -0
N N= N
7\
N\ / —

Figure 2: Schéma de synthése du ligand Ls?maisimide fonctionnalisé a partir du trispicen amine.

Ce nouveau ligand a été synthétisé en cinqg étapes, et purifié, avec un rendement global de 70 %.
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La synthése du complexe a été effectuée sous rampe a vide, a partir de Fe''Cl, . 2 H,O (Figure 3)

d’aprés le protocole décrit en partie expérimentale. Le complexe a été obtenu avec un rendement de

60 %.

Figure 3: Schéma de synthése du complexe [(Ls2maieimide) FE"CI](PFe).

1- FeCl;.2H,0
MeOH; Argon
2- NaPF,

(PFe)

Les caractérisations structurale, spectroscopique et électronique de ce nouveau complexe sont

présentées dans les paragraphes suivants.

1.2.  Caractérisation du complexe [(Ls2mai¢imide)F€"CI](PFe)

1.2.1. A I'état solide

Des monocristaux jaunes du complexe

[( LSZmaIéimide)Fe”CI](PFG)

ont été obtenus aprés

évaporation lente sous argon dans un mélange éthanol/acétonitrile. La structure du complexe est

présentée Figure 4.

Figure 4: Structure du complexe moléculaire [(Ls2maieimide) F€"Cl]* représentée sans

les atomes d’hydrogéne a 100 K.

Le métal est dans un environnement pseudo-octaédrique. Le ligand pentadente occupe cing des

six positions de coordination du fer et la sixieme position est occupée par un ion chlorure. Les positions

équatoriales sont occupées par des fonctions amines (N1 et N2) ainsi qu’une pyridine (N5) et I'ion
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chlorure (CI1). Les positions apicales sont quant a elles occupées par deux autres pyridines (N3 et N4).
Le Tableau 1 présente quelques données structurales pour ce complexe ainsi que pour le complexe

parent [(Ls?)Fe"CI]*.°

Tableau 1: Principaux angles (°) et distances () dans les complexes [(Ls2maicimide) FE"CI]* et [(Ls2)Fe''Cl}*.?

[(Ls?maigimige)Fe"CI]* [(L)Fe"cl]*

Fe-N:(am) 2.259 (8) 2.274 (3)
Fe-N; (am) 2.255 (7) 2.248 (3)
Fe-Ns (py) 2.218(8) 2.271(3)
Fe-N (py) 2.222(7) 2.200 (3)
Fe-Ns (py) 2.162 (8) 2.171(3)
Fe-Cl 2.318(3) 2.332(1)
Ni-Fe-N; 78.9 (3) 78.36 (11)
N»-Fe-N; 74.1 (3) 74.32 (10)
Ns-Fe-N; 104.8 (3) 97.77 (10)
Na-Fe-N; 75.5 (3) 75.67 (10)
Ni-Fe-Cl 166.1 2) 170.18 (8)
N»-Fe-Cl 106.6 (2) 104.51 (8)
Ns-Fe-Cl 89.1(2) 92.01 (8)

La liaison Fe-Cl (2.318(3) A) est plus longue que les liaisons Fe-N qui sont de I'ordre de 2.2 A. Ces
distances sont caractéristiques d’un complexe Fe(ll) haut-spin (S = 2).1° A I'état solide, a 100 K, le

complexe est donc haut spin.

La superposition des structures des complexes [(Ls*maicimide)F€"CI](PF¢)et [(Ls*)Fe"Cl](BPhs) est
représentée Figure 5. Une grande similitude entre les deux structures est observée. Les liaisons Fe-Nam
et Fe-Ng, se superposent sur les deux structures. Les pyridines ne sont pas exactement dans le méme
plan mais les différences ne sont pas tres importantes. Ces différences peuvent s’expliquer par la
différence de température d’acquisition des complexes [(Ls?maiimide)F€"CI](PFs) et [(Ls%)Fe'Cl](BPha),

ainsi que la nature différente du contre ion.
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Figure 5: En bleu : [(Ls2)Fe''Cl]*a 294 K ; En gris : [(Ls?maisimide) FE"CI]* & 100 K.

1.2.2. En solution

Pour déterminer la structure du complexe en solution et ses propriétés électroniques, les
techniques de spectrométrie de masse par ionisation électrospray, de spectrophotométrie

d’absorption électronique UV-visible et de voltamétrie cyclique ont été utilisées.

a) Spectrométrie de masse (ESI)

Le complexe est analysé dans |'acétonitrile.

Différentes espéces sont caractérisées par les pics observés sur le spectre, présentant la méme

formulation de base : [(Ls’mai¢imide) Fe].

Le pic a m/z = 547.1302 est caractéristique du complexe [(Ls*malicimiae)F€"CI]*. Il y a également sur le

spectre un pic a m/z = 256.0812, correspondant 3 une espéce [(Ls’maeimide) F€'"]** (Figure 6).

Le complexe isolé est stable en solution et conserve la méme structure qu’a I’état solide.
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Figure 6: Spectre de masse (ESI, mode positif) du complexe [(Ls?maieimide) FE'CI]* expérimental (orange) et simulé
(noir) [Formula : C26 H 28 Cl Fe N 6 O 2, m/z mesuré = 547.1302, m/z théorique = 547.1307, err [ppm] = 0.8].

b) Spectrophotométrie UV-visible

Le complexe [(Ls’maisimide) FE"CI]* a également été analysé par spectrophotométrie UV-visible dans
le méthanol et I'acétonitrile (Figure 7).

1r-

0.6 |
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Figure 7: Spectres d'absorption UV-visible du complexe [(Ls2mai¢imide)Fe"Cl]*
dans l'acétonitrile (rouge) et dans le méthanol (noir) (0.1 mM).

Les deux spectres présentent une bande intense dans I'UV (257 nm, € = 10 000 cmM?)
correspondant aux transitions mt = nt* des pyridines du ligand. La bande moins intense dans le visible
autour de 400 nm correspond aux transferts de charge MLCT. De par son intensité et sa position, cette

bande renseigne sur I’état de spin du Fe" et sur la nature de la premiére sphére de coordination comme

vu dans les chapitres précédents.’

Le Tableau 2 permet de comparer selon le solvant et le type de complexe la valeur des coefficients

d’extinction molaire et la position de la transition MLCT.
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Tableau 2: Comparaison des positions et du coefficient d'extinction molaire des complexes [(Ls?)Fe'ClJ*, [(Ls?Bz)FeCl]* 11 et
[(L5?magimide) FE"CI]* dans MeOH et ACN.

Solvant A(nm) € (em*™M?)
[(Ls®matéimide) FE"CI]* Acétonitrile 399 1970
[(Ls®matcimige) Fe"CI]* Méthanol 393 1950
[(mLs?)Fe"CI]* Méthanol 385 1750
[(Ls’Bz)Fe"CI]* Acétonitrile 401 2030
[(Ls2Bz)Fe'Cl]* Méthanol 394 2180

Dans un premier temps, il est possible de noter que pour le complexe [(Ls*maicimige)Fe"CI]*, les
transitions MLCT sont de méme énergie avec des coefficients d’extinction molaire trés proches dans
les deux solvants. L'ion chlorure reste bien coordiné au fer(ll) dans le méthanol et I'acétonitrile. Le
complexe [(Ls’maicimige)F€"CI]* a les mémes caractéristiques que les complexes [(mLs’)Fe'Cl]* et
[(Ls*>Bz)Fe"Cl]* ce qui confirme que le chlore reste lié au fer(Il) en solution (le schéma des complexes

comparés est représenté Figure 8).

+ +
| 2 P
— N, & N N=
N, | N . Fell C Ll
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N = N
= I N - | ~ |
N \ x
(o]
[mLs?)Fe'C* (L5’ malsimige)Fe''CIT* [(Ls’Bz)Fe'CI]

Figure 8: Schéma des complexes de fer(ll) comparés par spectroscopie d’absorption électronique UV-visible.

Les coefficients d’extinction molaire étant de l'ordre de 2 000 cm™M™? pour le complexe

[(Ls*matsimige) F€"CI]", le fer(ll) en solution est dans un état haut spin (S = 2).

Il est a noter cependant une valeur de la longueur d’onde de la bande MLCT plus grande dans les
complexes [(Ls*malicimige)Fe"CI]* et [(LsBz)Fe"Cl]* avec une différence d’énergie de I'ordre de 600 cm™.
Cela peut se justifier par la fonction maléimide et la fonction benzyle qui enrichissent les amines en
électrons, ce qui se traduirait par une diminution de I’'énergie de la bande de transfert de charge de la

bande MLCT.

c) Voltamétrie cyclique dans 'acétonitrile

Le complexe maléimide a également été étudié par voltamétrie cyclique dans I'acétonitrile distillé.
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Le voltamogramme du complexe (Figure 9) présente une allure différente des complexes

habituellement analysés. Pour attribuer les différents signaux rédox, il faut procéder par étapes.

310°

=410 1 1 1 1 1
-2 -1 0 1 2

E(V)/ECS
Figure 9: Voltamogramme cyclique du complexe [(Ls?masimide) FE'CI]* dans ACN distillé, température
ambiante, 100 mV.s, [Fe] =2 mM + TBAPFs (0.1 M).

Dans un premier temps, il est possible de comparer les voltamogrammes du ligand et du complexe
(respectivement en noir et rouge sur la Figure 10). Lorsque le ligand est coordiné au fer il y a des
changements au niveau des vagues en oxydation. Les vagues (1) et (2) caractéristiques du ligand
disparaissent et conduisent a la formation des vagues (a) et (b) en oxydation. Sur le voltamogramme
du ligand, les vagues (1) et (2) correspondent a I’oxydation des amines et des pyridines. Lorsque le
ligand est coordiné au fer(ll), ces vagues sont déplacées vers des plus hauts potentiels et ne sont plus
observées surla gamme de potentiel étudiée. Les signaux (a, b, c) alors observés sur le voltamogramme

du complexe correspondent aux différents couples Fe"'/Fe' présents en solution.

810°

610

1 1.5 2
E (V)/ECS

Figure 10: Voltamogrammes du ligand Ls?maisimide (N0ir) et du complexe
[(Ls?maieimice) FE"CI]* (rouge) dans ACN distillé, température ambiante, 100 mV.s-,
[Fe] = 2 mM + TBAPFs (0.1 M).
La valeur des potentiels de demi-vagues renseigne sur le type de ligand exogene lié au fer. La

présence de ces deux vagues indique qu’en solution le complexe [(Ls*maicimidze)Fe"CI]* est en équilibre
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avec le complexe [(Ls%maicimidge)Fe"(ACN)]* (respectivement (a) et (b) sur la Figure 10). Les différentes
vagues réversibles en oxydation correspondent a une espece Fe-Cl et Fe-ACN (Tableau 3). La vague (c)

qui apparait en retour, de par son potentiel correspond vraisemblablement a une espéce Fe-OH.1%13

Tableau 3: Valeurs des potentiels E % pour les couples Fe''/Fe', écart AE et structures en solution.

Vague E % (V/ECS) AE (mV) Espéce
(a) 0.62 82 [(Ls®mal¢imide) FECI]*
(b) 1.0 90 [(Lsmatéimice) Fe(ACN)]**
(c) 0.33 - [(Ls®maléimice) Fe(OH)]*

En réduction, la vague (e) a -2.07 V/ECS correspond a la réduction des pyridines du ligand complexé.
Cependant, une autre vague (d) (Figure 11) est observée a -1.17 V/ECS. Par comparaison avec
I’'anhydride maléique et le N-éthylmaléimide, cette derniére a été attribuée a la réduction de la partie

maléimide du ligand (Figure 11 et Tableau 4).
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ﬁ ﬁ TN Y )
o o = N g
X
0ot
110° |
210° |
<
310° |
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E (V)/ECS
Figure 11: Analyse en réduction du ligand maléimide (noir), du complexe maléimide
(rouge), de I'anhydride maléique (vert) et du N-éthylmaléimide + anhydride maléique
(bleu) par voltamétrie cyclique (100 mV/s, TBAPFs 0.1 M, ACN).
Tableau 4: Attribution des vagues en réduction.
Vague Epc (V/ECS) Espéce
(d) -1.17 Groupement maléimide
(e) -2.07 Réduction du ligand
-0.80 Anhydride maléique
-1.20 N-éthylmaléimide
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Le nouveau complexe [(Ls’maisimide)F€"CI](PFs) a été caractérisé a I’état solide et en solution. En
solution, la sixieme position de coordination du Fer est occupée par un ion chlorure, ou l'acétonitrile,

selon un équilibre chimique en faveur du premier.

Les caractérisations sont cohérentes les unes avec les autres. La structure du complexe observée
al’état solide est conservée en solution. Toutefois, nous notons une certaine labilité du ligand exogéene

chlorure en voltamétrie cyclique, ce qui est favorable pour la réactivité ultérieure du complexe.

1.3. Test de couplage entre le ligand maléimide et |’"heptanethiol

Avant de tenter de coupler le complexe [(Ls’maicimide)F€"CI]* dans la B-lactoglobuline et afin de
vérifier si la fonction maléimide est bien réactive, le couplage avec un thiol a été effectué. Pour cela,

nous avons choisi I’heptanethiol (Figure 12).

~ =
< <)
N 0 N 0
TN > NN S~
| 7 N ﬁ 5 mol % Et;N 7 N N
# N ) o ACN, Ar # N o .
S g 94 %
I-52maléimide I-52thioéther

Figure 12: Schéma réactionnel du couplage entre le ligand maléimide et I'heptanethiol.

Cette réaction est une addition de type Michael, correspondant a une réaction sans sous-produits.’
Dans un premier temps, le test a été effectué sur le ligand afin de pouvoir étudier le produit du

couplage Ls%tioether par RMN H. La solution obtenue a été caractérisée par spectrométrie de masse ESI

(Figure 13).
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Figure 13: Spectre de masse (ESI, mode positif) de I'espéce Ls?hioetner EXpErimental (orange) et simulé (noir) issu du
couplage entre le ligand produit Ls?yaisimide €t de I’heptanethiol [Formula : C33 H45 Fe N 6 O 2 S, m/z mesuré = 589.3370,
m/z théorique = 589.3319, err [ppm] = -5.1].
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Le spectre global présente deux massifs intenses. L'un correspond a I'espéce [Ls%thiocther + H]* @ m/z

=589.33 et 'autre a I'espéce [Ls%thiostherNa]* @ m/z = 611.31.

Le spectre RMN du thioéther (Figure 14) présente des similitudes avec celui du ligand maléimide

mais de nouveaux signaux sont également présents.

Sur le spectre du thioéther, il est possible de noter la disparition du singulet a 6.6 ppm, qui est
caractéristique des deux protons maléimiques et I'apparition de signaux caractéristiques de protons

diastéréotopiques confirmant I’addition du thiol sur la fonction maléimide.

|« g
o | H maléimide
T | CBa7-proton colonne 1 (10 TH) 0
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Figure 14: Comparaison des spectres RMN 1H du ligand maléimide produit Ls?maieimide (€n vert) et du produit Ls?wioéther (€N
noir), CDCl3, 250 MHz.

Une réaction analogue a été effectuée pour le couplage entre le complexe [(Ls*maicimide)Fe"CI]* et
I’heptanethiol (Figure 15). Cette réaction a été effectuée dans du tampon phosphate pH 7.4 10 mM

afin d’optimiser les conditions de synthése pour les protéines comme la B-lactoglobuline.

L'espece finale n'a pas été isolée. Pour vérifier si le couplage a eu lieu, une analyse par
spectrométrie de masse ESI a été effectuée (Figure 16) aprés évaporation de |'eau, puis redissolution

dans de 'acétonitrile, du brut réactionnel.
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Figure 15: Schéma réactionnel du couplage entre le complexe [(Ls?masimide) FE'CI]* et I’heptanethiol pour conduire au
complexe [(Ls2thioether) FE'CIT*.

De nombreux pics sont présents sur le spectre de masse global. L'espéce [(Lsiosther)Fe"CI]* est
caractérisée par un pic a m/z = 679.2279. Il semble également rester du complexe maléimide quin’a

pas réagi et une autre espéce [(Ls’wmiocther) FE'"(OH)]* est observée a m/z = 661.26 (Figure 16).
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Figure 16: Spectre de masse (ESI, mode positif) du complexe [(Ls?iosther) FE'CI]* expérimental (orange) et simulé (noir)
[Formula : C33H44 CIFe N6 O 2S, m/z mesuré = 679.2279, m/z théorique = 679.2280, err [ppm] = 0.0].

Ainsi, la réaction de couplage entre la fonction maléimide du complexe [(Ls2maicimige)Fe"CI]* et un
thiol peut étre effectuée en solution aqueuse. Ces conditions peuvent donc étre utilisées pour le

couplage du complexe [(Ls*maisimide)F€"CI]* avec la cystéine libre 121 de la B-lactoglobuline.
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2. Synthése, caractérisation, quantification et réactivité de BLG-Ls?Fe'

2.1.  Synthese du biohybride et purification

La B-lactoglobuline bovine provient de chez Sigma Aldrich (L7880 (variant A) et L8005 (variant B)).
Elle est vendue lyophilisée, ainsi, pour préparer la protéine en vue du couplage, elle est mise en
solution a 1.1 mg/mL dans un vial, dans du tampon phosphate 10 mM, pH 7.4, pendant 2 h et sous
léger flux d’argon. En paralléle, une solution de complexe a 2.0 mM est préparée dans I'acétonitrile,
sous argon. Ensuite, 200 pL de la solution de complexe [(Ls*maicimide)F€"CI]* est ajoutée a 1.8 mL de
solution de BLG (4 éq. complexe/1 éq. BLG). Aprés homogénéisation de la solution, la solution est

placée 4 jours a 4°C avec une agitation au vortex chaque jour.

Cl
+ Fely ——m>

Figure 17: Schéma de couplage du complexe maléimide avec la BLG.

La solution de BLG-Ls’Fe'" obtenue aprés 4 jours doit étre traitée. Afin de retirer I'excés de
complexe, et de préparer I'échantillon pour une analyse par spectrométrie de masse, la solution est
purifiée sur une colonne X5 Zeba spin de 5 mL (< 1 000 Da), avec pour tampon d’'imprégnation le
tampon bicarbonate d’ammonium (NBIC) 10 mM, pH 8. Suivant les études a effectuer, il est nécessaire
de réaliser des changements de tampon. Le Tableau 5 résume la compatibilité des solutions tampons

en fonction des études menées.

Tableau 5: Rappels de tampons adaptés aux différentes caractérisations, quantifications et réactivité du biohybride.

NBIC 10 mM HEPES 50 mM PBS 10 mM HEPES 10 mM
pHS8 pHS8 pH7.4 pH7.4

MALDI Ovui Oui Non Oui
Orbitrap Oui Non Non Non
Cristallographie Non Non Non Oui
UV-vis Oui Oui Oui Oui
ICP Ovui Non Non Non
Titration du Fe(ll) Oui Oui Oui Non
Réactivité Non Oui Non Non
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2.2. Caractérisation spectroscopique du biohybride

Les solutions de BLG-Ls2Fe'' ne peuvent pas étre analysées par ESI-MS, il est nécessaire de réaliser

de la spectrométrie de masse adaptée aux protéines (MALDI-TOF et Orbitrap).

2.2.1. Spectrométrie MALDI-TOF

La résolution de la spectrométrie de masse MALDI est de +/- 5 Da.

Les spectres de masse de la B-lactoglobuline et du biohybride présentent un seul massif. Cela

renseigne sur I'absence de coupure oxydante de la protéine lors du couplage ou lors du stockage ((a),

Figure 18).
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Figure 18 : Spectres de masse MALDI-Tof de la BLG-B (vert) et de la solution de BLG-Ls?Fe' (rouge) ; (a) de 15-25 kDa, (b)
zoom de 17.5-20.0 kDa.

Le zoom des spectres de masse ((b), Figure 18) permet d’observer que sur le spectre du biohybride,
il n’y a plus de B-lactoglobuline (BLG). La BLG est totalement couplée au complexe. Sur le spectre de
I’hybride, il y a également un pic assez intense a 18 723 Da, qui peut étre attribué a la BLG couplée au

ligand Ls’maiéimice (Tableau 6).

Tableau 6: Comparaison des masses théoriques et mesurées par MALDI-TOF de la BLG (B) et du biohybride (+/- 5 Da).

Masse théorique (Da) Masse expérimentale (Da)
BLG-B 18 276 18 273
[(|--52maléimide)l:e"]+ 511 -
BLG-LsFe 18 784 18 784
BLG-Ls? 18 729 18 723
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Le pic correspondant a I'espéce BLG-Ls*Fe a 18 784 Da permet de confirmer le couplage covalent

entre la protéine et le complexe.

Cependant, I'espéce BLG-Ls?FeCl n’est pas observée. Cela peut s’expliquer par le mode d’ionisation
utilisé par cette technique d’analyse qui est assez énergétique et entrainerait la décoordination du

chlorure.

2.2.2. Spectrométrie Orbitrap

L'orbitrap permet d’obtenir des spectres avec une bien meilleure précision sur la position des pics
par rapport a la spectrométrie MALDI-TOF : (+/- 0.2) Da pour 'orbitrap et (+/- 5) Da pour le MADI-TOF.
C’est pour cela qu’il a été intéressant d’étudier la B-lactoglobuline et le biohybride par cette technique

d’analyse (Tableau 7).

Les solutions de B-lactoglobuline et de biohybride sont dessalées par Zip tip. Ce dernier comporte
une structure colloidale permettant de stocker la protéine le temps du dessalage. Le lavage est
effectué une dizaine de fois avec de I’eau acide, puis pour récupérer la protéine, une élution a 70%

d’acétonitrile est effectuée. L’échantillon préparé est alors injecté par nanospray.

Tableau 7: Comparaison des masses théorique et expérimentale de la 8-lactoglobuline et du biohybride par orbitrap.

Masse théorique (Da) Masse expérimentale (Da)
BLG-B 18 276 18 265.65
[(Ls®matéimide) Fe"* 511.16 -
BLG-Ls’Fe 18 776.81 18 776.72
BLG-Ls’H, 18 722.9 18 722.66

Le spectre de la B-lactoglobuline présente trés peu de pics. Le plus intense est a 18 265.65 Da, qui

est attribué a la B-lactoglobuline.

Le spectre de la solution de biohybride présente plusieurs pics qui ne sont pas facilement

attribuables. Le traitement qui est effectué conduit probablement a des espéces supplémentaires.

Principalement, il n’y a pas de pic a 18 265.65 Da, ce qui montre que l'intégralité de la B-
lactoglobuline a été couplée avec le complexe. De plus, le pic le plusintense a 18 776.72 Da correspond
au biohybride BLG-Ls2Fe". Il est également possible d’attribuer le pic a 18 722.9 Da. Il correspond au
biohybride sans le fer BLG-Ls*H,. Le traitement a I'eau acide effectué pour préparer I'échantillon a

I'injection entraine la décoordination du fer suite a la protonation de deux des trois pyridines.
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L’espéce BLG-Ls’FeCl n’est pas observée. Cependant, les mémes analyses ont été effectuées avec
I’autre variant de la B-lactoglobuline, le variant A, et dans ce cas, par orbitrap, 'espéce BLGa Ls*FeCl est

détectée.

2.2.3. Tests de cristallisation de la BLG-Ls*Fe"

Les tests de cristallisation de la BLG et de la métalloenzyme artificielle BLG-Ls*Fe" ont été effectués
avec la collaboration de Herman van Tilbeurgh et Ines Gallay de I'Institut de Biochimie et Biophysique

Moléculaire et Cellulaire de I’Université Paris Sud.

La cristallogenése des protéines est beaucoup plus complexe que la cristallisation de petites
molécules. Les conditions de cristallisation dépendent du sel de cristallisation, du pH, des
concentrations en sel de cristallisation et en protéine. Des solutions cristallisantes en kit ont été
utilisées, avec différents sels de cristallisation et a plusieurs pH. Les conditions optimales trouvées, des
gradients de concentration et de pH ont été effectués, et la méthode de cristallogenése par diffusion
en phase vapeur a été utilisée. Deux méthodes d’introduction de la solution de BLG-Ls*Fe" ont été
testées. La premiere est I'injection d’'une solution de biohybride caractérisée par MALDI dans une
goutte de solution cristallisante. La seconde est la formation du biohybride in situ dans la goutte de

solution cristallisante par injection d’un mélange équimolaire de BLG et de complexe.

Par ces deux méthodes, différents types de cristaux ont été obtenus et les images enregistrés a

|"aide d’un microscope sont présentées Figure 19.

1.4 M tri-sodium citrate, 0.1 M HEPES pH 7.5 0.1 M tri-sodium citrate pH 4, 0.8 mM Fe''Cl,, 6
H,0, 0.8 mM acide ascorbique

Figure 19 : Images de gouttes de solution cristallisante comportant des monocristaux de BLG-Ls2Fe' et BLG.

Les cristaux ont été analysés sur synchrotron. lls diffractent les rayons X, mais il n’est pas possible
de résoudre les structures par remplacement moléculaire a partir des structures de BLG disponibles

sur la PDB car les cristaux sont maclés.
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2.2.4. Greffage unique et sélectif sur la cystéine 121 de la 8-lactoglobuline

A ce stade, il est important de savoir si le complexe est bien greffé sur la cystéine 121. Une
premiere étude par protéomique a été effectuée par Jean-Pierre Le Caer (laboratoire de spectrométrie

de masse de I'ICSN (Gif sur Yvette)). Les conditions sont en partie expérimentale.

Les résultats obtenus étaient difficilement interprétables et n‘ont pas permis de mettre en

évidence le site de greffage du complexe.
Une autre méthode a donc été mise en ceuvre.

Yen et ses collaborateurs ont mis en avant que le couplage entre la B-lactoglobuline et le (+)-
Biotinyl-3-maleimidopropionamidyl-3,6-dioxaoctanediamine (appelé dans la suite PEO-maléimide)
(Figure 20) se fait covalemment et sélectivement sur la cystéine 121.*
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Figure 20: Schéma du PEO-maléimide.

Nous avons donc décidé de reproduire la méme expérience entre la B-lactoglobuline et le PEO-
maléimide puis d’ajouter le complexe [(Ls*maisimide)F€"CI]* (Figure 21, voie A), le temps de réaction est
de deux jours. Parallelement, I'expérience inverse a été effectuée en ajoutant du PEO-maléimide sur

BLG-LsFe" (Figure 21, voie B). Les échantillons obtenus ont été caractérisés par MALDI-TOF.
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Chapitre 5 - Nouvelle métalloenzyme artificielle par couplage covalent
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Figure 21: Schémas des couplages compétitifs de [(Ls?maisimide) FE"CI]* et PEO-maléimide dans la BLG.
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Figure 22: Spectres de masse intermédiaires et finaux des deux voies de vérification de couplage.

Pour la voie A, le spectre vert correspond a la B-lactoglobuline (variant B), le spectre orange
correspond a I'espéce BLG-PEO (Figure 22), et le spectre bleu correspond a la solution contenant BLG-
PEO a laquelle a été ajouté du complexe. Les spectres orange et bleu sont superposables, ce qui montre
que lorsque la cystéine 121 est couplée avec le PEO-maléimide biotine, il n’est pas possible de faire un

second couplage avec le complexe [(Ls2mal¢imide) Fe"CI]*.

Pour la voie B, le spectre vert correspond a la B-lactoglobuline (variant B), le spectre rouge
correspond au biohybride (BLG-Ls’Fe), et le spectre violet correspond a la solution contenant le
biohybride a laquelle a été ajouté du PEO-maléimide. Les spectres rouge et violet sont également
exactement les mémes, ce qui prouve que lorsque le complexe est couplé covalemment a la B-
lactoglobuline, il n’est pas possible de coupler le PEO-maléimide. Par déduction, cela implique que le

complexe [(Ls2maicimige)Fe"CI]* est couplé sélectivement sur la cystéine 121 de la BLG.

Ainsi, les spectres de masse finaux montrent qu’un second couplage, pour les deux voies étudiées,
’ ibl insi, d’aprés | d 14 cel I I d |
n’est pas possible et ainsi, d’apres les travaux de Yen,'* cela prouve que le couplage du complexe

[(Ls?matsimide) FE"'CI]* est unique et sélectif sur la cystéine 121 de la BLG.

2.2.5. Spectroscopie par absorption électronigue UV-visible

Une technique d’analyse utilisée en routine au laboratoire est la spectroscopie d’absorption
électronique UV-visible. La solution de biohybride a été également analysée par cette technique afin

de pouvoir déterminer si le ligand chloro initialement lié au fer(ll) est conservé dans I’hybride.
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L'analyse par spectroscopie UV-visible en fonction du temps d’une solution contenant la B-
lactoglobuline, un équivalent de complexe de fer(ll) a été faite pendant 5 jours (Figure 23). La
caractérisation par MALDI-OTF du mélange au bout de 5 jours confirme la formation quasiment
quantitative de la métalloenzyme artificielle BLG-Ls*Fe. Les spectres obtenus ont été comparés a des
échantillons de référence comme indiqué dans le Tableau 8.
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Figure 23: Spectres UV-visible de la BLG-B (50 uM) en vert, du complexe (50 uM) en violet, solution de biohybride apres 5
jours de couplage en rouge, dans du tampon PBS 10 mM pH 7.4 + 20 % ACN.

Tableau 8: Concentration des différents échantillons analysés par spectroscopie UV-visible.

Concentration dans solvant

I’échantillon analysé
BLG-B 510° M PBS 10 mM pH 7.4
[(Ls2maicimide)Fe"CI](PFs) 510° M PBS 10 mM pH 7.4 + 20% ACN
BLG-B 510° M

PBS 10 mM pH 7.4 + 20% ACN

[(Ls?matsimige) F€"CI](PFs) 510° M
BLG-Ls%Fe" ~510° M PBS 10 mM pH 7.4 + 20% ACN

Le spectre du biohybride présente trois bandes d’absorption. Deux sont dans la gamme d’énergie

de I'UV et une autre transition se situe vers 400 nm.

Par comparaison avec les réactifs (BLG et complexe), ces trois bandes peuvent étre attribuées. La
bande centrée a 280 nm sur le spectre de la BLG correspond aux transitions m = nt* des tryptophanes
et des tyrosines. En ce qui concerne le spectre du complexe, il présente une premiere bande centrée

a 250 nm qui correspond aux transitions it = nt* du ligand.

La seconde bande a 396 nm correspond au transfert de charge de type MLCT. Le chlore reste lié

au fer dans cette solution de tampon PBS avec 20 % d’acétonitrile.
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Figure 24: Spectre UV-visible du biohybride apres 5 jours (en rouge) et de la solution contenant BLG-B (50uM) + complexe
(50 uM) (t = 0) (en noir), dans le tampon PBS 10 mM pH 7.4 + 20 % ACN.

Le spectre UV-vis du mélange 1 éq. de BLG-B et 1 éq. de complexe (courbe noire Figure 24)
correspond a la solution a I'instant initial du couplage. Il présente une double bande entre 250 et 300
nm qui correspond aux transitions t = nt* du ligand et de la protéine. Ces bandes sont modifiées sur
le spectre de BLG-Ls’Fe" (en rouge sur la Figure 24). L'intensité des transitions de type i = rt* évoluant
au cours du temps, suggere une modification de I'environnement du complexe. La bande a 400 nm est
conservée et est de méme intensité (Figure 24). Par comparaison avec le spectre du mélange en
proportions stcechiométrique de protéine et de complexe de la Figure 24, I'intensité de la MLCT dans
du BLG-Ls’Fe" permet de penser que le chlorure est toujours lié au fer, en considérant que le coefficient
d’extinction molaire est identique dans le complexe en solution et dans I’hybride. Par ailleurs, les
spectres de la solution de biohybride et du mélange BLG/complexe (1:1) étant identiques, dans le BLG-
Ls’Fe", le complexe posséde la méme structure. Ces spectres UV-visible sont réutilisés dans la partie

2.3.3 pour la quantification de la solution par déconvolution des spectres.

Les différentes caractérisations de la solution par spectrométrie de masse MALDI-TOF et Orbitrap
de BLG-Ls%Fe" obtenue montrent que le complexe est couplé covalemment a la protéine. Les tests de
cristallisation de BLG-Ls*Fe" n’ont pas permis d’obtenir une structure. La réaction avec du PEO-
maléimide a permis de montrer que le couplage entre le complexe [(Ls’maisimide)F€"CI]* et la cystéine
121 est sélectif et unique. Pour finir, le suivi par spectroscopie UV-visible montre également que la

structure du complexe greffé est identique a celle du complexe de départ.
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2.3. Quantification du biohybride

Il est important de connaitre la concentration en métalloenzyme artificielle des solutions de
biohybride obtenues et plus précisément la concentration en complexe greffé au sein de la protéine,
pour faire des tests de catalyse. Pour cela, plusieurs méthodes ont été mises en ceuvre afin de
déterminer soit la concentration en protéine dans I’échantillon (tests de Bradford et au Rose de
Bengale), soit la concentration en fer(ll) dans I’échantillon (déconvolution de spectres UV-visible, ICP

et titration par spectroscopie UV-visible).

2.3.1. Test de Bradford

Le test de Bradford est basé sur I'interaction du bleu de Coomassie (Figure 25) avec des résidus

d’acides aminés hydrophobes et basiques (arginine, lysine et histidine).*>®
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Figure 25: Bleu de Coomassie G-250.
II faut dans un premier temps établir une gamme étalon, en B-lactoglobuline de faibles
concentrations (0 a 10 pg/mL - 03 5.5 107 M) dans le tampon NBIC 10 mM pH 8. A ces solutions est

ajoutée une solution saturée de bleu de Coomassie G-250. Les spectres UV-visible sont alors

enregistrés (partie expérimentale).

La solution de biohybride est diluée de telle sorte a pouvoir effectuer deux mesures au sein de la
gamme étalon. Ainsi, il a été possible de remonter a une concentration de la solution initiale de

biohybride de 10 uM.
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2.3.2. Dosage au Rose de Bengale

Un autre test protéique possible, est celui utilisé par Frédéric Oddon lors de sa thése dans le
laboratoire de Stéphane Ménage.'’ La détermination de la concentration en protéine s’effectue par
un dosage au Rose de Bengale (4, 5, 6, 7-tetrachloro-2',4',5',7'-tétraiodofluorescéine) (Figure 26) en
prenant la B-lactoglobuline comme standard (partie expérimentale). Ce dosage est basé sur

I'interaction entre le Rose de Bengale et les groupements —NHs* de la BLG a pH acide.*®

Figure 26: Schéma du Rose de Bengale.
Il faut également établir, dans un premier temps, une gamme étalon basée sur la BLG (0 a 2 mg/mL

—04a1.110* M). Par cette méthode, la concentration en BLG-Ls*Fe'" est de I'ordre de 80 pM.

Il est a noter que les deux dosages basés sur des interactions protéine/sonde colorée, pour une
méme solution, donnent des concentrations en protéine déterminées avec un facteur 8 d’écart.
D’autre part, le principe de ces dosages protéiques est basé sur des interactions entre certains acides
aminés et le colorant. Ainsi, dans le cas du biohybride, il est possible que le greffage du complexe dans

la protéine altére certaines interactions qui ont lieu avec la B-lactoglobuline pure.

2.3.3. Déconvolution

Il est possible d’utiliser la spectroscopie d’absorption électronique UV-visible pour déterminer une

concentration en fer(ll) de la solution de biohybride.

Dans la partie précédente, nous avons pu observer que la transition de type MLCT a 400 nm, est
caractéristique du systeme Fe-Cl de par sa position et son intensité. Une déconvolution du spectre du
biohybride a partir de ceux des systemes initiaux devrait permettre de remonter a une concentration

en fer(ll) dans la solution de biohybride.
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La méthode pour simuler le spectre du biohybride est la suivante ; étudier les spectres de la B-
lactoglobuline et du complexe dans PBS + 20 % ACN (Figure 27), trouver les différentes transitions
contribuant au spectre final. A partir de la, connaissant la concentration en chaque espéce mise en

solution, il est possible de remonter a un coefficient d’extinction molaire pour les transitions MLCT et

n > n*.
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Figure 27: Spectres UV-vis de la BLG, du complexe [(Ls?maeimide) FE'CI*, du mélange 1 éq. BLG (5 10> M) + 1 éq. de complexe (5
10 M) et du biohybride apres 5 jours de couplage, avec les déconvolutions.

Le spectre de la B-lactoglobuline dans le tampon PBS 10 mM pH 7.4 est composé d’une seule
transition 8 279 nm (&xn* = 18 500 cm™M?). Le spectre du complexe [(Ls*maicimide)Fe"'Cl]* dans le tampon
PBS 10 mM pH 7.4 + 20 % ACN, est composé de trois transitions a 254 nm (&mx = 9 320 cm*M?), 297

nm et 390 nm (emier = 2 340 cm M),

Par comparaison, le spectre qui correspond a 1 éq. de B-lactoglobuline + 1 éq. de complexe

[(Ls?matgimide) FE"'CI]* dans le tampon PBS 10 mM pH 7.4 + 20 % ACN, est légérement modifié. Il y a 4
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transitions. Celles & 262 nm (gnn* = 19 220 cmM?), 322 nm et 394 nm (emer = 1 900 cm™M?),
proviennent du complexe, et une a 284 nm (gnn+ = 14 220 cm™*M?), correspond aux transitions de type

1t - nt* de la B-lactoglobuline.

Le spectre du biohybride BLG-Ls?Fe" et celui simulé & partir des 4 transitions de la B-lactoglobuline
et du complexe maléimide se superposent. Le coefficient d’extinction molaire utilisé pour le calcul de
la concentration en fer(ll) dans le biohybride est celui qui a été déterminé pour la solution contenant
la BLG et le complexe (1 900 cm™M™?). l'absorbance & 394 nm étant de 0.1057, la concentration

estimée en BLG-Ls’Fe" est de 56 uM.

La concentration en fer déterminée par cette méthode est différente de celle initialement
introduite (5.6 10° M pour 5.0 10° M). L’erreur est de 10 %, ce qui est assez satisfaisant. Cette
différence peut étre due a une modification du coefficient d’extinction molaire des MLCT dans la BLG
par rapport au complexe dans le tampon, et a des modifications mineures du complexe (changement
de ligand exogéne, oxydation du Fer(ll) en Fer(lll)). D’autre part, la bande a 390 nm varie d’un
biohybride a I'autre, et n’est pas toujours aussi bien définie. Par conséquent, d’autres méthodes ont

été testées pour tenter d’améliorer la fiabilité des résultats.

2.3.4. Spectrométrie d’absorption atomique

Une autre possibilité est de doser directement le fer présent en solution par spectrométrie

d’absorption atomique (ICP).

Cette technique d’analyse nécessite I'établissement d’une courbe d’étalonnage de solutions

composées de la BLG, du complexe [(mLs?)Fe"Cl](PF¢), et du tampon NBIC 10 mM pH 8 (Figure 28).
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Figure 28: Courbe d'étalonnage établie pour différentes concentration d'un mélange de complexe [(mLs?)Fe"Cl](PFe) / BLG.
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La courbe d’étalonnage obtenue a permis de déterminer une concentration en fer dans une

solution de BLG-Ls%Fe" (différente de celle analysé au point 2.3.3.) de 3.7 mg/L, soit 67 uM.

Néanmoins, cette technique demande une grande quantité en protéine que ce soit pour
I’établissement de la courbe d’étalonnage ou pour la solution de biohybride a doser (prévoir 100 mg
de BLG), ce qui n’est pas envisageable comme technique de routine pour déterminer la concentration
en fer de la solution. De plus, cette technique n’est pas spécifique du Fe(ll) coordiné dans la protéine,

car lors de la mesure tout le fer présent dans la solution est dosé (Fe(ll), Fe(lll), ...).

Pour cela, une nouvelle méthode de dosage du fer(ll) dans la solution de biohybride a été mise au

point.

2.3.5. Titration du fer(ll) par les ions cyanure

Les méthodes de dosage de protéine que nous avons précédemment utilisées sont peu fiables car
elles ne sont pas spécifiques de la B-lactoglobuline. L'ICP est une technique assez lourde et colteuse
en BLG-Ls%Fe", ainsi nous avons mis au point une derniére méthode simple et accessible et beaucoup

plus économe en BLG-Ls’Fe'.

Elle est basée sur des principes de chimie inorganique et de modification de I'intensité de la MLCT

en fonction de I'état de spin du complexe résumé dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Propriétés physiques des complexes haut spin et bas spin de fer(ll).

Complexe de Champ de force Qualité du Longueur des | Intensité de la bande
fer(ll) du ligand recouvrement M-L liaisons MLCT
Haut spin faible faible =2.2A 1 000-2 000 Mtcm™
Bas spin fort fort =2 A 8 000-10 000 M*cm™

Dans le biohybride, I'ion chlorure est coordiné au fer(ll), le complexe est haut spin (S = 2). Si I'ion
chlorure est substitué par un ligand a champs fort, le fer(ll) doit passer a un état bas spin (S=0) et cela
devrait se traduire par une augmentation de l'intensité de la bande de transfert de charges MLCT, ce
qui devrait permettre une plus grande précision pour la détermination de la concentration en fer(ll)

dans la solution de BLG-Ls?Fe".
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Pour cela, plusieurs ligands a champs forts ont été testés : COy (a), imidazole (b), N-
méthylimidazole (c), ion cyanure (d) (Figure 29). Les tests ont été effectués sur le complexe
[(Ls?maisimigeFe"CI]*. A I’exception de I'ion cyanure, I'ajout de ces ligands dans la solution n’a conduit qu’a

de faibles variations sur le spectre UV-visible du complexe.

(a) (d)

(b) N () /
Cc= ¢ ] N ‘C=N
=0 N [ /> =
H N
Figure 29: Schéma des différents ligands a champs fort testés.

Le seul résultat intéressant a été observé avec les ions cyanures. Pour travailler avec les sels de
cyanure, différentes précautions ont di étre prises ; en effet, le pH de la solution tampon est de 8 et
le pKa du couple HCN/CN" est 9.2. Ainsi, a pH 8, il y a un risque de former de I'acide cyanidrique. Les

tests ont été effectués sous sorbonne, et toute la verrerie a été lavée avec une solution d’eau de javel.

A ma connaissance, dans la littérature, un seul complexe de type [(mLs®)Fe"(CN)](PF¢) a été
rapporté.’® Ce complexe a été obtenu par cristallisation dans un mélange acétone/méthanol. Ainsi, j’ai
tenté d’obtenir ce complexe de facon a connaitre le coefficient d’extinction molaire de I'espéce Fe-CN
dans différents tampons. Cependant, tous les essais pour isoler le complexe [(mLs?)Fe"(CN)](PFs) ont
été vains. A chaque évaporation des solvants un changement de la couleur de la poudre du marron-
rouge au bleu-vert est observé. Ceci est vraisemblablement d(i a des dimeres pontés par des cyanures

qui se forment.

Face a ces échecs, une autre méthode a été développée, celle de partir du complexe Fe-Cl et
d’étudier directement en solution I'effet d’ions CN" sur le complexe (Figure 30). Pour cela, le complexe
modéle [(mLs?)Fe"CI](PFs) a été utilisé car il ne présente pas de fonction maléimide susceptible de réagir
avec les cyanures en raison de sa trés grande réactivité vis-a-vis des nucléophiles.
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Figure 30: Schéma bilan de I'ajout d'ions cyanure sur le complexe [(mLs?)Fe'L]*(ol L =CI- ou HO") conduisant
a la formation du complexe [(mLs%)Fe'"CN]*.

Le suivi de I'ajout de petites fractions de CN" a été effectué par voltamétrie cyclique (Figure 31) et

par spectroscopie UV-visible (Figure 32).
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L'espéce [(mLs?)Fe''CI]* est caractérisée par un E % = 0.10 V/ECS, AE = 151 mV, dans le tampon NBIC
10 mM pH 8. D’aprés Herrero et al., I'ion chlorure est probablement substitué par HO™ dans le
tampon.'® l’ajout de CN" par fraction de 0.25 éq. conduit a la diminution puis a la disparition de la
vague a E % = 0.1 V. D’autre part, une nouvelle vague apparait a E % = 0.51 V/ECS, AE = 120 mV, dés
I’ajout de 0.25 éq. de CN".

Lorsque 1.05 éq. de CN™ a été ajouté, cette vague n’évolue plus et correspond a la disparition de

la vague correspondant a Fe-OH. Il y a un déplacement d’équilibre en faveur de I'espéce Fe-CN.

06 04 02 0 02 04 06 08 1
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Figure 31: Suivi par voltamétrie cyclique de I'ajout d'ions cyanure sur le complexe [(mLs2(OH)]*(en bleu) conduisant a
la formation du complexe [(imLs2)Fe''CN]* (en vert) dans le tampon NBIC 10 mM pH 8, 100 mV/s. Absence de CN- en
bleu, 0.25 éq CN- en violet, 0.50 éq. CN- en rose, 0.75 éq. CN- en rouge, 1.0 éq. CN- en orange, 1.05 éq. CN- en vert,

1.1 éq. CN- en noir.

L’étude de I"évolution de 'aire de la vague Fe"X - Fe"X permet d’observer que la réaction de

formation de I'espéce Fe-CN est bien totale suite a I'ajout de CN" (Figure 32).

Lorsque 0.55 équivalent de CN™ a été ajouté, les deux courbes se croisent. Cela prouve qu’il y a

bien apparition concomitante d’une unique autre espéce, le complexe [(mLs?)Fe""CN]*.

D’autre part, Il est important de noter que les espéces [(mLs’)Fe"OH)]*et [(mLs?)Fe'"CN]* ont une
méme charge globale qui est de +1. Dans le cas du complexe [(mLs?)Fe"OH]", le fer(ll) est haut spin (S =
2), et le potentiel anodique est 0.17 V/ECS ; cette valeur est inférieure a celle du complexe
[(mLs?)Fe"CN]*, qui posséde un fer(ll) bas spin (S = 0), avec un potentiel anodique de 0.57 V/ECS. La
différence de potentiel pour ces deux espéces peut se justifier par I’état de spin du fer(ll) qui est

différent dans les deux complexes.
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Ainsi, lorsque le complexe est haut spin (S = 2), il est moins stable qu’un complexe bas spin (S =
0), ce qui se traduit par un potentiel d’oxydation plus faible. Cette stabilité du complexe [(mLs2)Fe"CN]*,

se traduit aussi par une absence de réactivité vis-a-vis de I’eau oxygénée.
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Figure 32: Evolution des aires des vagues d'oxydation des complexes [(Ls?)Fe'"OH)]* (bleu) et
[(Ls?)Fe'(CN)]* (orange) suite a I'ajout de CN-.

En paralléle, I’évolution a été suivie par spectroscopie d’absorption UV-visible (Figure 33). Comme
attendu, I'ajout d’ions cyanure conduit a une augmentation de l'intensité de la bande MLCT. Ce
résultat est en accord avec les travaux de Ortega-Villar publiés en 2007,° le complexe
[(mLs?)Fe"CN](PFs) dissout dans I’acétonitrile présente une bande de transfert de charge MLCT a 443
nm alors que le complexe [(mLs?)Fe"Cl](PFs) dissout également dans I'acétonitrile présente une bande
de transfert de charge MLCT a 400 nm. Dans le tampon NBIC 10 mM, pH 8, le complexe est sous la

forme [(mLs?)Fe"(OH)]", la bande de transfert de charge MLCT est déplacée vers les hautes énergies a

370 nm.
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Figure 33: (a) Suivi par spectroscopie d'absorption électronique UV-visible de I'ajout de CN- sur le complexe [(mLs?)Fe(OH)]* ;
(b) Evolution de I'absorbance a 408 nm pendant I’ajout de CN- sur le complexe [(mLs?)Fe"(OH)]* (NBIC 10 mM pH8). Absence de
CN-en bleu, 0.25 éq CN- en violet, 0.50 éq. CN- en rose, 0.75 éq. CN- en rouge, 1.0 éq. CN- en orange, 1.05 éq. CN- en vert.
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Sur la Figure 33 (b), la lecture au maximum d’absorbance permet de déterminer le coefficient
d’extinction molaire du complexe [(mLs?)Fe"CN]* dans le tampon NBIC 10 mM pH 8 car la concentration
en fer(ll) initiale est connue. Cette étude a été effectuée dans différents solvants et tampons (Tableau

10) et les résultats sont similaires.

Tableau 10: Coefficient d’extinction molaire de I'espéce [(mLs2)Fe!'CN]* dans différents solvants et tampons.

[(mLs?)Fe"CN]* e(ecm?M?)
Acétonitrile 12 295
NBIC 10 mM pH 8 7 200
PBS 0.1 mM pH 7.4 6 300
HEPES 50 mM pH 8 7090

Si nous faisons I"approximation que le coefficient d’extinction molaire du complexe [(mLs?)Fe"CN]*
est le méme en solution et dans le biohybride pour un tampon donné, la reproduction de la méme

expérience avec le biohybride va nous permettre de connaitre sa concentration en fer(ll).

L’addition de CN" sur la BLG en solution dans le méme tampon ne conduit a aucune modification

sur le spectre UV-visible.

A une solution diluée de BLG-Ls?Fe" dans du tampon NBIC 10 mM pH 8, des quantités croissantes

de cyanure sont ajoutées (Figure 34).

S=2 $S=0

Figure 34: Schéma de la réaction du biohybride avec I'ion cyanure.

Comme observé pour le complexe [(mLs?)Fe'L]*, I'ajout de CN- conduit a I'augmentation de
I'intensité de la bande de transfert de charge de type MLCT a 412 nm (Figure 35). Cependant, l'allure
de la courbe d’évolution de I'absorbance en fonction de I'ajout de CN" est différente de celle observée
dans le cas du complexe seul en solution puisqu’elle présente une allure caractéristique d’'une courbe
de saturation. Cela montre dans un premier temps, que la réactivité du fer(ll) dans le biohybride est
différente du complexe en solution, et dans un second temps, que la réaction est équilibrée.
Précédemment pour le complexe en solution dans le méme tampon, la réaction était quantitative

(Figure 33 (b)).
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Figure 35: (a) Suivi par absorption UV-visible de 'ajout de CN- sur le biohybride ; (b) Evolution de I'absorbance a 412 nm
(HEPES 50 mM pH 8).

Ainsi, le dosage est terminé lorsque I'ajout de CN™ ne conduit plus a 'augmentation de la bande
MLCT. La lecture du maximum d’absorbance permet de déterminer la concentration de la solution en
fer(ll) par application de la loi de Beer-Lambert, en utilisant les valeurs du Tableau 10. Pour cette
solution, la concentration en fer(ll) est de 2.4 10° M. Cette expérience a été reproduite dans les
tampons PBS 0.1 mM pH 7.4 et NBIC 10 mM pH 8, et les mémes allures ont été observées. Les

concentrations déterminées sont identiques (partie expérimentale).

La concentration en fer(ll) de chaque solution de biohybride a été déterminée par cette nouvelle
méthode de titration. D’autre part, par le biais de cette expérience, nous savons que le fer(ll) dans le
biohybride est accessible car il y a une variation de la MCLT lors de I'ajout d’ions cyanure. Par ailleurs,
la substitution du ligand exogéne initial (ClI" ou OH’) par CN" est équilibrée, ce qui montre que le
complexe est bien localisé dans la protéine. De plus, cette méthode de dosage du fer(ll) semble plus
précise que les méthodes de dosages protéiques car les systémes sonde colorée/protéine sont peu

stables, et sont également sensibles a la présence d’ions métalliques en solution.
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3. Réactivité du biohybride

La nouvelle métalloenzyme artificielle BLG-Ls’Fe" a été caractérisée et la concentration en
catalyseur (fer(ll)) a été déterminée. Une premiére étude sur la génération d’intermédiaires

réactionnels a été effectuée ainsi que des tests en catalyse d’oxydation.

3.1. Génération d’intermédiaires réactionnels

Pour comprendre la réactivité de BLG-Ls’Fe" en catalyse d’oxydation par H,0,, la réaction du

biohybride avec cet oxydant a été étudiée de maniere a identifier d’éventuels intermédiaires

réactionnels.

Une solution de BLG-Ls’Fe" a été préparée a une concentration de 400 pM (= 10 mg/mL) soit
environ 10 fois plus concentré que pour la catalyse (cf. paragraphe suivant). Les conditions de réaction
sont les suivantes : 1 éq. de BLG-Ls’Fe" (HEPES 50 mM pH8) + 100 éq. de H,0, dans 'acétonitrile, ajouté

en une seule fois. Ces conditions sont a priori favorables pour accumuler des espéces instables.

L’addition de 100 éq. de H,0; sur la solution de biohybride conduit a la disparition de la MLCT a
400 nm, et a I'apparition d’une bande large centrée vers 660 nm (spectre rouge, Figure 36 (a)). Cette
espéce se dégrade ensuite pour conduire a une espéce qui absorbe vers 500 nm (Figure 36 (b)), et qui
évolue ensuite lentement. L'absence de point isobestique reflete l'instabilité du chromophore

absorbant a 660 nm pour lequel le maximum d’absorbance est atteint au bout de 3 minutes.
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Figure 36: Suivi par absorption électronique UV-visible de 'ajout de 100 éq. de H,0; sur le BLG-Ls2Fe' (courbe verte (a)) dans
le tampon HEPES 50 mM pH8 (20 % ACN) a température ambiante.

Les cinétiques d’évolution de ces deux especes intermédiaires sont présentées Figure 37.
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Figure 37: Cinétique de dégradation des intermédiaires réactionnels suite a I'ajout de 100 éq. de H,0,sur BLG-Ls?Fe.

Apres 12 heures, 0.5 éq. de dithionite de sodium a été ajouté sur la solution dont I’évolution a été
suivie par spectroscopie UV-visible. Le fer(lll) réduit en fer(ll) dans la métalloenzyme artificielle a
ensuite été dosé par spectroscopie UV-visible par ajout de CN™ (Figure 38). La transition MLCT
caractéristique du complexe LFe''CN est observée a 412 nm avec une intensité correspondant a 35 %
du complexe initial BLG-Ls’Fe", mettant en avant une dégradation vraisemblable de la métalloenzyme

artificielle.
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Figure 38 : Spectres UV-visible de la solution 12 h aprés la réaction de BLG-Ls?Fe" et H,O; (noir),
apres addition de 0.5 éq. de Na,S;04 par rapport a la quantité initiale de biohybride (vert) et apres
titration du Fe(ll) présent par ajout de CN- (rouge).

Un échantillon de la solution a été prélevé au bout de 2 minutes de réaction de BLG-Ls*Fe' et H,0,

pour tenter d’identifier I'espece tres instable absorbant a 660 nm. Cet échantillon a été analysé par
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RPE a 10 K. Le spectre RPE présente une résonance a g = 4.3 caractéristique d’un Fe(lll) rhombique

haut spin (S = 5/2), et des signaux autour de g = 2 (Figure 39).

4.3

 —

0 1000 2000 3000 4000 5000
Field (Gauss)

Figure 39 : Spectre RPE du chromophore absorbant a 660 nm (10 K).

Un zoom sur la zone de g = 2 révele la présence d’une fine résonance a g = 2.001, qui est
caractéristique d’un radical organique, et des signaux a g1 2.19 ; g> 2.15 et g3 1.97, qui correspondent
a un complexe bas spin (S=1). Lorsque le tube est dégelé 5, 10, 20, 30, 40 et 60 minutes a température
ambiante, les résonances autour de g = 2 disparaissent progressivement, tandis que la résonance a g
= 4.3 persiste. D’autre part, le complexe bas spin aux résonances g1 2.19 ; g, 2.15 et g3 1.97, présente

la durée de vie la plus courte (Figure 40).
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Figure 40: Evolution temporelle par RPE de la solution de BLG-Ls?Fe" avec H,0;. Le temps de
réaction augmente du spectre marron en bas, au spectre rouge en haut.
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Les expériences de contréle sur une solution de 1 éq. de protéine BLG et 100 éq. de H,0; n‘ont
présenté aucun signal par RPE, la présence du complexe de fer dans la protéine est nécessaire pour

I'activation de H,0, et I'observation de ces signaux.

" bas spin sont caractéristiques d’un intermédiaire

Les résonances associées au complexe de Fe
réactionnel non hémique Fe"(OOH).1>* Ces complexes sont aussi caractérisés par une bande de
transfert de charge a 530 nm,?! qui n’est pas observé lors des premiéres minutes de la réaction (Figure
36). Au contraire, I'espéce prélevée a t = 2 minutes est caractérisée par une bande d’absorption a 660
nm, qui rappelle les complexes Fe'"'(n?-0,) haut spin. Ces intermédiaires sont générés classiquement
par déprotonation du complexe Fe"(OOH) suivant un équilibre acido-basique dépendant du pKa de la
base utilisée et de la température.?? Il a été montré que plus le pKa de la base est élevé, moins il est

nécessaire d’ajouter de base. De plus, la forme protonée Fe"(OOH) est prédominante a basse

température.?

Prenant en compte a présent que l|'étude par spectroscopie UV-visible est effectuée a
température ambiante, que I'expérience de RPE est menée a 10 K et le fait que l'instabilité du
chromophore a 660 nm est associée a la disparition rapide des résonances a g1 2.19, g, 2.15 et g3 1.97,
nous pouvons proposer que I'intermédiaire haut spin Fe"(n-0,) est formé au sein de la BLG-Ls’Fe"

apres réaction avec H,0,.

Cette proposition est résumée Figure 41.
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Ky K Hr K
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Haut spin Bas spin
Observé par UV-vis a température Observé par RPE a basse température
ambiante (Amax = 660 nm) (g12.19, g, 2.15,g3 1.97)

Figure 41 : Equilibre chimique entre les intermédiaires BLG- Ls?Fe"(n2-0,) et BLG-Ls?Fe""(OOH). La
dépendance en température de cet équilibre et les caractéristiques spectroscopiques sont également
indiquées.

Cette hypothése est renforcée par I'étude de la réaction du complexe [(Ls?)Fe''CI]* avec un excés

de H,0, qui conduit a la formation d’un intermédiaire caractérisé par une bande d’absorbance a 710

nm a température ambiante, et dont le spectre RPE a 10 K présente des résonances a g1 2.21; g, 2.16
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et g3 1.97 (Figure 42). Cela peut étre attribué sans ambiguité au complexe haut spin [(Ls?)Fe"(n2-0,)]*

et au complexe bas spin [(Ls?)Fe"(OOH)]?, respectivement.2%%
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Figure 42: A gauche : spectres RPE des intermédiaires réactionnels BLG-Ls?Fe!"(OOH) (HEPES 50 mM pH8) (rouge) et
[(mLs2)Fe"(OOH)]?+ (PBS 0.1 M pH 7.4) (violet) enregistrés a 10 K. A droite : Spectres UV-visible [(mLs?)Fe'Cl]*avant (orange)
et apres ajout de 30 éq. de H,0; (bleu) (PBS 0.1 M pH 7.4).

La réaction entre la métalloenzyme artificielle et H,0, permet de générer un intermédiaire BLG-

Ls’Fe(n?-02) haut spin. A ma connaissance, c’est seulement la seconde fois qu’un intermédiaire

réactionnel est identifié dans une métalloenzyme artificielle.?*

3.2. Catalyse d’oxydation du thioanisole

Pour vérifier dans un premier temps que le complexe est toujours actif dans le biohybride, des

tests de catalyse de sulfoxidation ont été réalisés. Tous les tests de catalyse ont été effectué sous air

et a température ambiante, sauf cas mentionnés.

(Foti)
S.
o doales
+ H,0; avec ou sans

pousse seringue

Figure 43: Schéma bilan des tests de catalyse de sulfoxidation par le complexe
[(mLs2)Fe"Cl](PFs) et le biohybride.
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Les proportions en catalyseur, thioanisole et eau oxygénée sont de 1 : 1 000 : 60 équivalents.
L'influence du pH a été testée en effectuant des catalyses a 3 pH différents : 5.5, 6.8 et 8.0. L’ajout de
I’oxydant a été effectué sans ou avec pousse seringue (45 min). Dans tous les cas, un seul produit est
observé, le phénylméthylsulfoxide. Les conditions et résultats sont présentés Tableau 11 et Figure 44

respectivement.

Tableau 11 : Conditions de catalyse pour 1 000 €éq. de thioanisole par rapport au catalyseur.

Entrée Catalyseur Pousse seringue H.0; Tampon
1 BLG-Ls?Fe" Non 60 éq. HEPES 50 mM pH 8
2 BLG-Ls’Fe" Non 60 éq. HEPES 50 mM pH 6.8
3 BLG-Ls?Fe" Non 60 éq. MES 50 mM pH 5.5
4 [(mLs?)Fe"Cl](PFs) Oui (45 min) 100 éq. HEPES 50 mM pH 8
5 BLG-Ls?Fe" Oui (45 min) 100 éq. HEPES 50 mM pH 8

TON
TON

Temps (h) Temps (h)

Figure 44 : Evolution du TON en fonction du temps (heures). Courbe noire: BioH, pH 8, sans pousse
seringue (PS) ; courbe rouge : BioH, pH 5.5, sans PS ; courbe verte : BioH, pH 6.8 sans PS ; courbe bleue :
complexe, pH 8, avec PS ; courbe rose : BioH, pH 8, avec PS. Le zoom entre O et 2 h est présenté a droite.

Dans un premier temps, il est possible de remarquer que I'addition au pousse seringue diminue le

nombre de TON. Pour avoir des TONs élevés, il faut ajouter I’oxydant d’un coup.

Les résultats de catalyse d’oxydation du thioanisole a différents pH montrent une dépendance en

pH qui peut étre due a l'intermédiaire réactionnel formé. Il a été montré dans la partie précédente,

gu’a température ambiante, I'intermédiaire Fe"-peroxo est formé dans le biohybride. Plus le pH est

élevé, plus l'intermédiaire Fe"-peroxo est favorisé, et plus les TONs sont élevés.

En absence de pousse seringue, les résultats de catalyse sont corrects. Cependant, pour connaitre

I'effet de I’environnement de la protéine sur I'oxydation du substrat, il faut étudier I'exces
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énantiomérique. Ils sont déterminés par HPLC sur colonne chirale. Uniqguement les échantillons ou

H,0, est ajoutée au pousse seringue ont été analysés par HLC.

Comme attendu, pour la catalyse d’oxydation du thioanisole par le complexe en solution, aucun
excés énantiomérique n’a été mesuré. Lorsque le catalyseur est BLG-Ls’Fe', il a été observé un

maximum d’exces énantiomérique de 20 % a 30 min (Figure 45), qui décroit ensuite.
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Figure 45: Evolution de I'excés énantiomérique en fonction du temps au cours de la catalyse
de sulfoxidation du thioanisole, par BLG-Ls2Fe' dans HEPES 50 mM pH 8, H,0; ajouté au
pousse seringue.

La diminution de I'excés énantiomérique dans le temps peut s’expliquer par la détérioration
probable de la protéine par H,0,, détruisant petit a petit la seconde sphere de coordination du site

actif, qui sert a induire une stéréosélectivité.

Pour valider ou infirmer cette hypothése, les échantillons ol I'oxydant a été injecté d’un coup

doivent étre analysés par HPLC. Ces analyses sont en cours.

4. Conclusion

La nouvelle métalloenzyme artificielle BLG-Ls*Fe' a été synthétisée et caractérisée. Il a été montré
de maniére reproductible que le complexe est greffé sur la cible (Cys121) de la BLG. Le complexe dans
la métalloenzyme artificielle est réactif vis-a-vis de I'échange de ligand exogéne (CN°) mais la réaction
est équilibrée contrairement au complexe en solution. Cette propriété, associée a un changement des
propriétés spectroscopiques du complexe a été exploitée pour mettre au point un nouveau dosage du
complexe de fer(ll). Un nouveau dosage efficace du fer(ll) conjugué a la protéine a été mis au point.

Les tests de réactivité de BLG-Ls2Fe' ont permis de mettre en évidence la formation de I'intermédiaire
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BLG-Ls’Fe''(n-0,) a température ambiante. Les premiers tests en catalyse d’oxydation du thioanisole
ont mis en avant un exces énantiomérique de 20% au bout de 30 min, pour un TON tres faible. Lorsque
H,0, est ajouté d’un coup, les TONs sont plus élevés et dépendent du pH. Plus le pH est élevé, meilleurs

"_peroxo dans la

sont les TONs, ce qui montre probablement I'implication directe de I'intermédiaire Fe
métalloenzyme artificielle. Cependant, pour ces échantillons, la détermination des exces

énantiomériques est en cours.
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Conclusion et perspectives

Le but de ce travail était de synthétiser des complexes de fer non-hémiques capables de modéliser
de facon fonctionnelle les sites actifs de monooxygénases a fer telle que le cytochrome P450 en
utilisant plusieurs approches. Le choix des ligands utilisés s’est inscrit dans le prolongement des ligands
bien connus au laboratoire et qui ont permis a la fois la caractérisation d’intermédiaires réactionnels
mais aussi I'oxydation de petites molécules organiques telles que le cyclohexane, le cycloocténe,

I’anisole et le thioanisole.

Le chapitre 2 résumait la caractérisation et I’étude en température de nouveaux complexes
tétradentes et hexadentes dont les ligands ont été renforcés par la présence de deux groupements
méthyle en position a des pyridines. Le premier ligand est un dérivé du ligand Ls* (BPMEN) et le second
ligand est un dérivé du ligand TPEN. Les complexes obtenus avec ces nouveaux ligands, ont la méme
premiére sphere de coordination que leur complexe parent a I’état solide et en solution. Le complexe
[(2meLs®)Fe'(OTf),] présente un équilibre chimique en solution dans I"acétonitrile avec le complexe
[(2meLs®)Fe"(ACN),]*. Ce complexe [(2mels®)Fe"(ACN)2]** présente un équilibre de spin a température
ambiante. Lorsque la température est abaissée, la proportion en complexe bas spin augmente. A
température ambiante, I’équilibre chimique ainsi que la conversion de spin ont lieu simultanément. Le
complexe [(2vels®)Fe"]** est dans un état majoritairement bas spin a température ambiante, ce qui
explique le manque de réactivité de ce complexe vis-a-vis du peroxyde d’hydrogene contrairement au

complexe [(TPEN)Fe")?".

Le chapitre 3 était consacré a la synthese et a la caractérisation d’intermédiaires réactionnels a
partir du complexe [(ameLs?)Fe"](PFe),. L’addition de 1.2 éq. de HCIO4 pour protonner une pyridine et
libérer un site de coordination, a permis de générer l'intermédiaire [(2vels’)Fe"(OOH)]?*. Cet
intermédiaire a été caractérisé par RPE et spectroscopie UV-visible avec une bande d’absorption a 530
nm. L'addition de 4 éq. de NEt; a conduit a la formation de I'intermédiaire sa forme déprotonée
[(2meLs?)Fe™(n?-02)]* qui absorbe & 730 nm et qui a également été caractérisé par RPE et par
spectrométrie de masse. Cet intermédiaire a été testé a -50°C pour I'oxydation de la cyclohexanone.
L'intermédiaire stable plusieurs heures a -50°C se dégrade en 100 minutes en présence de substrat.
De la caprolactone a été détectée par GC/MS. Des tests en catalyse a -50°C devront étre effectués pour
mettre en évidence une réactivité de type Bayer-Villiger. Un intermédiaire [(ameLs?)Fe'V(0)]** a été
généré avec le complexe [(ameLs?)Fe'"](PFs), par addition de PhlO, présentant une bande d’absorption
caractéristique a 750 nm. La cinétique de dégradation de I'intermédiaire suit une cinétique d’ordre 1

avec un temps de demi-vie de 20 minutes. Ce temps de demi-vie est un peu plus faible en comparaison
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avec ceux des complexes analogues [(TPEN)Fe'V(0)]?** et [(Ls>4E)Fe'V(0)]?*. En effet, leurs cinétiques de
dégradation suivent une loi complexe mélant une cinétique d’ordre 1 et une cinétique d’ordre 2
révélant la dégradation du ligand. La différence des cinétiques de dégradation implique que le nouveau

ligand est plus robuste et ne subit que trés minoritairement la dégradation par coupure oxydante.

Les résultats préliminaires de catalyse d’oxydation de différents substrats ont permis de mettre en
avant les différents mécanismes mis en jeu selon le type de ligand du catalyseur. Dans le cas de
I’'oxydation du cycloocténe et du cyclohexane, les complexes a ligands de type Lis® présentent des
rendements et une sélectivité importants. Au contraire, dans le cas de I’hydroxylation du noyau
aromatique de I'anisole, les complexes a ligands de type L¢’> sont moyennement efficaces dans les
conditions testées, mais présentent une grande sélectivité. Les nouveaux complexes a ligands protégés
ont présenté des meilleurs résultats dans le cas de I'oxydation du cyclohexane avec des sélectivités
plus importantes, et dans le cas de I’hydroxylation du noyau aromatique de I'anisole, les rendements

sont plus élevés pour ces complexes protégés.

Le chapitre 4 a présenté un travail qui s’inscrit dans le projet ANR Cathyméthoxy (taches 3 et 6).
Le ligand Ls>NOS dont la synthése a été mise au point par Sihem Groni du Laboratoire d’Electrochimie
Moléculaire de I'Université Paris Diderot, est basé sur un ligand Ls? auquel un bras thioctique a été
ajouté. Ce ligand a été congu pour le greffage du complexe associé sur électrode d’or. La synthése des
complexes est assez difficile a cause de la présence de la longue chaine carbonée qui augmente
considérablement la solubilité des complexes. Pour cette raison, le complexe [(Ls>NOS)Fe"(OTf)](PF¢) a
pu étre isolé en faible quantité et le complexe [(Ls?NOS)Fe''CI](PFs) n’a pas été isolé. L’étude en solution
de ces deux complexes a mis en avant des échanges chimiques entre les ligands exogénes OTf et le

solvant (acétonitrile ou acétone).

La mise au point des SAMs a été effectuée de différentes facons. Un point important est que
I’organisation de la SAM semble dépendre de la méthode de formation et du solvant d’étude. Les
complexes sont bien greffés sur la surface d’or par la formation de liaisons S-Au qui sont détectées par
XPS. Les analyses de surface ont mis en avant des monocouches homogénes. Comme en solution, il a
été intéressant d’observer des équilibres chimiques entre les ligands exogénes et le solvant. D’autre
part, le comportement du complexe [LFe"(OTf)]* sur les SAMs a présenté une réactivité différentes
dans les sels de fond TBACI et TBAOTf a montré une stabilité importante des systémes SAM-[LFe''CI]*
dans TBACI et SAM-[LFe'(OTf),] dans TBAOTf. Les premiers tests de réactivité de la SAM avec le
dioxygene ont été également effectués. En effectuant un balayage de potentiel jusqu'a -1.2 V, la
réduction de O, en 0,°* a été observée ainsi que I'oxydation de 0,* en O; au balayage retour. D’autre

part, la présence d’un épaulement a -0.85 V dans le pied du pic de réduction du dioxygéne pourrait
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correspondre a la réduction de I'adduit Fe'"-O; a la surface de I’électrode, ce qui s’accompagne d’une
modification du signal électrochimique du complexe. Ces observations indiquent que le complexe de
fer voit sa structure modifiée lorsque I'électrode est sondée a des potentiels de réduction

suffisamment bas afin que le dioxygéne puisse étre réduit.

Le chapitre 5 est centré sur la synthese, la caractérisation, la quantification et la réactivité d’'une
nouvelle métalloenzyme artificielle. Ce travail regroupe les taches 4 et 5 du projet ANR Cathyméthoxy.
Dans un premier temps un nouveau ligand de structure Ls* a été fonctionnalisé avec un bras maléimide.
Le complexe correspondant [(Ls’maisimide)F€"CI](PF¢) a été synthétisé et caractérisé. Ce complexe a
ensuite été greffé par couplage covalent au sein de la B-lactoglobuline, grace a I'unique cystéine libre.
Le couplage est quantitatif et sélectif sur cette cystéine. La quantification de la solution de biohybride
obtenue a été effectuée grace a la mise au point d’'une nouvelle méthode de titration du fer(ll) par les
cyanures. Cette méthode permet un dosage sur des trés petites quantités (V = 160 L) et est sélective

du fer(Il) complexé dans la protéine.

Des tests en réactivité et des essais en catalyse ont été effectués. Le suivi par UV-visible de
I’addition d’un excés de H,0; sur une solution de BLG-Ls’Fe" a mis en avant la formation d’une espéce
intermédiaire BLG-Ls’Fe"'(n?-0;) absorbant & 660 nm et confirmée par RPE. Ce résultat est trés
intéressant car a présent, a notre connaissance, un seul exemple d’intermédiaire réactionnel dans une

métalloenzyme artificielle a été publié.

D’autre part, les tests préliminaires de I’oxydation du thioanisole par H,0, catalysés par BLG-Ls?Fe"
ont montré une différence d’activité selon le mode d’injection de I'oxydant. Un excés énantiomérique
de 20 % a été détecté sur un échantillon, montrant I'influence de la protéine pour la stéréosélectivité

de la réaction.
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Partie expérimentale

1. Techniques et conditions expérimentales

1.1. Spectroscopie d’absorption UV-visible

Les spectres et études réalisées a température fixée ont été enregistrés sur le spectrophotomeétre
Varian Cary 50. Les solutions préparées sur rampe, sont transférés a I'aide d’une seringue dans une

cuve en verre a double paroi placé sous flux d’argon.

Une sonde optique a immersion Hellma dont le corps est parcouru par un flux d’argon pour éviter
toute condensation est plongée dans la cuve. Deux fibres optiques la relient au spectrophotometre.
Une cale en quartz, fixée a I'aide de ruban Teflon®, permet de diminuer le trajet optique sondé de 1

cm a 1 mm si nécessaire.

De I’éthanol absolu est mis en circulation autour de la cuve a double paroi par un cryostat Phoenix
ThermoHaake CT90L pour atteindre des températures jusqu’a -80°C. La vitesse de balayage utilisée
pour enregistrer les spectres a I'aide du logiciel Cary WinUv (mode « scan » ou « scanning kinetics »)

est de 2016 nm min2.

1.2. Spectroscopie RMN

Les composés organiques ont été solubilisés dans le chloroforme deutéré CDCls ou le
dichlorométhane CD,Cl, et les spectres RMN 'H et 3C ont été enregistrés sur un spectrométre Bruker
AC250 (250 MHz), ou AM300 (300 MHz) ou AM360 (360 MHz). Les déplacements chimiques sont

donnés en ppm (partie par million).

1.3. Analyses élémentaires

Les analyses élémentaires des poudres synthétisées ont été effectuées par le service de
microanalyse de Gif-sur-Yvette. Pour cela, les échantillons sont dissous en milieu tres acide et chaque

type d’atome présent peut étre quantifié.
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1.4. Spectrométrie de masse

1.4.1. ESI (haute résolution)

Les spectres de masse enregistrés en mode électrospray ont été réalisés sur un spectrométre
Bruker 2009 a analyseur tandem (quadrip6le couplé a un temps de vol). Les concentrations des

solutions injectées varient de 10% M & 103 M.

1.4.2. MALDITOF

Les analyses de spectrométrie de masse ont été réalisées par Vincent Guérineau (laboratoire de
spectrométrie de masse de I'ICSN, Gif-sir-Yvette). Le spectrométre MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme
(Bruker Daltonics, Bremen) a été utilisé pour toutes les expériences de caractérisation du biohybride.
Les spectres de masse ont été obtenus en mode ion positif linéaire. L'intensité du laser a été réglée de
facon a obtenir le meilleur rapport signal sur bruit. Toutes les données ont été traitées par le logiciel

FlexAnalysis (Bruker Daltonics).

De I'acide sinapique acheté chez Sigma Aldrich a été utilisé comme matrice pour les expériences
de MALDI-TOF. Les échantillons ont été préparés a une concentration de 40 uM. La solution de matrice
a été préparée a une concentration de 45 mM dans H,O/CHsCN/TFA 1/1/0.1. L’échantillon a été
préparé par mélange de la solution de biohybride avec la solution de matrice avec un rapport en

volume de 1/9.

1.4.3. Orbitrap

Les analyses par orbitrap ont été effectuées par Jean-Pierre Le Caer (laboratoire de spectrométrie
de masse de I'ICSN, Gif-sur-Yvette). Elles ont été effectuées sur 'appareil MicroOTOFq Bruker pour
I’ESI-MS haute résolution et sur le LTQ-Orbitrap Thermo instruments. Les échantillons ont été
introduits a I'aide d’une source nanospray, avec des aiguilles capillaires d’introduction directe Thermo

Scientific.

1.4.4. Protéomique

Les conditions pour la protéomiques sont les suivantes : dans un premier temps les protéines sont
dénaturées avec de l'urée a 8 M et diluées avant trypsinolyse pour obtenir une concentration
maximale de 1 M. Conditions de réduction : par le DTT ou le TCEP, et conditions pour I'alkylation : par
I'iodoacétamide. Ensuite les protéines sont digérées par la trypsine, (coupure derriére K et R), V8
(coupure derriére D et E), et chymotrypsine (coupure derriere W, F, L, Y, M). Plusieurs types de

digestions des protéines ont eu lieu afin d’augmenter la couverture de la séquence.
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1.5. Spectroscopie RPE

Les spectres RPE ont été enregistrés par Laurianne Billon, Eric Riviere et Christian Herrero, en mode
de détection perpendiculaire, en bande X (9.47 GHz) sur un spectrométre Bruker Elexsys 500 E équipé
d’un cryostat a flux d’hélium liquide (5 k) ou d’azote liquide (100 K) et d’'un systéme de contréle de la

température Oxford Instrument E 500. Les spectres ont été enregistrés en solution gelée.

Les prélévements de 150 pL pour les études RPE des espéces intermédiaires ont été réalisés avec
une micropipette munie d’une canule. La solution prélevée est transférée dans le tube RPE et gelé

dans de I'azote liquide.

1.6. Voltamétrie cycligue

L’électrolyte support utilisé est I’hexafluorophosphate de tétrabutylammonium (TBAPFs) a 0.1
M dans I'acétonitrile ou dans I'acétone. Les mesures ont été réalisées sous flux d’argon ou a l'air. Les
voltamogrammes ont été enregistrés avec une électrode de carbone vitreux, a une vitesse de balayage
de 0.1 Vs* pour les systémes étudiés en solution et avec une électrode d’or a une vitesse de balayage

de 10 Vs™ pour les complexes greffés sur électrode d’or.
Un montage classique a trois électrodes a été utilisé :

e Une électrode de travail :

o Une électrode de travail a disque de carbone vitreux de diamétre 3 mm a été polie a
I'aide d’'une pate diamantée de 1 um de granulométrie avant chaque mesure. Elle est
ensuite rincée a I’éthanol absolu, bain ultrasonique pendant 15 secondes, puis séchée
avec un séche-cheveux.

o Des électrodes de travail d’or de diameétres 3 mm et 1.6 mm ont été polies a I'aide de
suspensions d’alumine de 1 um, 0.3 um et de 0.05 um pendant 3 minutes pour chaque
taille. Elles ont été ensuite rincées a I'eau, I’éthanol absolu puis a I'acétone dans un
bain ultrasonique pendant 3 min.

e Une électrode de référence au calomel saturé (ESC) (E° = 0.235 V/ENH) est protégée de la
solution étudiée par un pont rempli d’électrolyte support.

e Une contre électrode de platine permet la mesure du courant.

En conditions séches, le solvant distillé est séché sur tamis puis alumine sous argon. L’électrolyte

support a été recristallisé, la verrerie séchée a I’étuve.

Electrodéposition du ligand et des complexes :
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Une solution de complexe ou de ligand a 10 uM est placée dans la cellule électrochimique. Le
logiciel pour piloter le potentiostat pendant I'électrodéposition est NOVA. 186 cycles sont effectués
de la facon suivante : 5 s a -0.4 V puis un voltamogramme de -0.4 - 0.9 - -0.40 V, avec un balayage

de 10V.s™.
La solution de MCH utilisée est a 0.5 mM dans I'acétonitrile.
Les wafers d’or utilisés proviennent de chez Sigma Aldrich, et sont composés d’'un dép6t cristallin

d’or sur du verre lié par du titane.

1.7. Spectroscopie par émission atomique (ICP)

Les analyses d’ICP-AES ont été réalisées par Philippe Méjanelle de I'lUT d’Orsay (Université Paris
Sud). Elles ont été effectuées sur le Thermo ICAP 6500 par détection axiale. Les parameétres utilisés
sont les suivants : argon comme gaz refroidissant 15 L.min™? ; argon comme gaz auxiliaire et
nébulisation sous flux d’argon 0.5 L.min™. Les pics d’émission ont été mesurés en utilisant la ligne

spectrale du Fe 238.204 nm.

1.8. Spectroscopie de photoélectrons X

Les spectres XPS sur poudre et sur surface ont été réalisés a I'lCMMO par Diana Dragoe sur un
spectrometre K Alpha (Thermo Fisher) équipé d’une source Aluminium mono chromatisée (Al, Ko =

1486,6 eV). La taille du spot est de 200 um.

Les échantillons ont été introduits sans nettoyage préalable de la surface. La surface de la référence
Au a été nettoyée par abrasion ionique (Ar*). La pression de la chambre d’analyse était de 2x10° mbar.
L’analyseur hémisphérique est utilisé en mode CAE (Constant Analyser Energy). Les énergies de
passage sont de 200 eV pour I'acquisition des surveys et 50 eV pour I'acquisition des fenétres haute-
résolution. Les énergies sont enregistrées avec un pas de 1 eV pour les surveys et 0,1 eV pour les
fenétres haute-résolution. La compensation de charge est effectuée par irradiation de la surface avec

des électrons basse énergie (5 eV maximum).

1.9. Diffraction des rayons X

Les structures cristallographiques ont été résolues par Régis Guillot par diffraction des rayons X
sur monocristal sur un diffractométre Bruker KAPPA-APEX Il a détecteur CCD. Les données
cristallographiques ont été enregistrées a 100 K, la température étant maintenue par une soufflette a

azote liquide OXFORD Cryostream 700 series.
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1.10. Microscopie a force atomigue (AFM)

Les images ont été réalisées par Sandra Mazerat. Elles ont été acquises en mode tapping par une
pointe ensilicone Nanosensors (PPP NCSTR) avec une gamme de fréquence de 76 a 263 kHz. Les images
ont été enregistrées avec le logiciel WsXM (en accés libre sur internet). La topographie en mode
tapping et le phasage des images sont effectués par le biais du logiciel Innova AFM Bruker avec

NanoDrive v8.02.

1.11. Catalyse et chromatographie gazeuse

Les réactions de catalyse ont été réalisées directement dans les vials pour analyse par
chromatographie en phase gazeuse (GC). L'ordre d’ajouts des composants est toujours le suivant :
complexe/acétonitrile/substrat/oxydant (ajouté au pousse-seringue). La réaction se déroule sur 2h,

sous forte agitation.

L'introduction d’un étalon interne (acétophénone ou cyclopentanone) a permis de quantifier les
produits d’oxydation formés. Le volume est ajusté lors de I'étalonnage, et fixé a quelques microlitres.
Des solutions diluées par 100 dans I'acétonitrile ont été utilisées, puis 3 ou 5 plL sont prélevés et

injectés dans le mélange réactionnel. La formule du calcul de la quantité de produits formés est :

Aire

pdt
Coat = Cot . fr . ————
pdt et f A”'eet

avec Gy, la concentration en produit
Cet, la concentration en étalon
fr, le facteur de réponse de la colonne pour le produit considéré
Airepat, I'aire du pic du produit
Airee, I'aire du pic de I'étalon interne.
Les résultats sont la moyenne de deux ou trois expériences concordantes. Les conditions

chromatographiques sont rappelées dans le tableau suivant :

Substrats Conditions Produits d’oxydation
Cyclohexane 100°C - 230°C cyclohexanol
4°C.min? cyclohexanone
Cycloocténe 100°C - 220°C 1,2-époxycyclooctane
4°C.min*t cyclooctan-1,2-diol
) 150°C > 230°C ortho-méthoxyphénol
Anisole 6°C.minct méta-méthoxyphénol
i para-méthoxyphénol
Thioanisole 100°C - 130°C phénylméthylsulfoxide
5°C.min*t phénylméthylsulfone
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Puis
130°C - 300°C
50°C.min*

1.12. Conditions de la chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC)

Les analyses HPLC du chapitre 3 ont été réalisées sur une chaine U3000 (Thermo-Dionex) avec un
détecteur a barrette de diodes (UV) et un détecteur Corona. Les séparations ont été développé sur
une colonne Nucléodur C18 EC (L : 250mm; di : 3mm; dp : 5um) avec un éluant eau/acétonitrile et un
gradient de 90/10 a 40/60 en 30 min a 25°C.

Les analyses HPLC du chapitre 5 ont été réalisées sur une colonne Chiracel OD-H pour déterminer

les exces énantiomériques avec un éluant isopropanol/n-hexane 95/5, avec un débit de 1 mL/min.

2. Synthese des ligands

2.1.Synthése du trispicen amine

H.N /N PyCHO, Et,0,
"SNH, 1) MeOH reflux, Ar NH HN MeOH Tamb
2) NaBH,4, MeOH — 7] \ /\\
N N
e —_— \ _
+2 o) 100%
N N oes%

NaBH,CN,
MeOH, CF;CO,H

\ I\f NH, 1) N2-bromoethylphtalimide | = /\ =
N K3CO03 KI, THF/CH3CN, reflux 1week N P
N N—/_ 2) hydrazine,HCI, Ar, EtOH
7N - - trispicen
— 0
s\ N N 96%
Ls%-NH,

Figure 1: Schéma bilan de la synthese du ligand trispicen amine
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Premiere étape :

La premiére étape consiste a préparer le ligand appelé bispicen ou Ls? : N,N’-bis[(2-pyridyl)methyl]-

1,2-diaminéthane.

x> 1- Ar, MeOH, reflux / \
/\ | 2- NaBHy, Ar, reflux NH HN
H,N  NH,* 2>\7 | > = TN
0 \ /N Hd o Ha
Hc Hb

Dans un ballon bicol de 250 mL surmonté d’un réfrigérant, 100 mL de MeOH sont introduits, et 2
équivalents de 2-pyridinecarboxaldéhyde (0.2 moles, 19 mL), puis progressivement est ajouté 1
équivalent d’éthyléne diamine (0.1 moles, 6.8 mL). La solution est jaune foncé. Le contenu du ballon
est dégazé trois fois puis chauffé au reflux toute une nuit (65°C) sous agitation et atmosphére d’argon.
Apres retour a température ambiante, le ballon bicol est placé dans un bain de glace. La solution est
marron foncé. Ensuite, NaBH, est ajouté petit a petit au mélange réactionnel. La solution brune prend
une teinte un peu plus orangée. Le montage est remis au reflux, sous agitation et sous argon, pendant
24 h. Apres retour a température ambiante, la solution est de couleur jaune-orange. 10 mL d’eau
distillée sont ajoutés au milieu réactionnel pour quencher I'exces de NaBH,4 (environ 10 mL). Le
méthanol restant est évaporé, ce qui conduit a I'obtention d’une huile jaune vif. L’huile est dissous
dans 250 mL de DCM et 100 mL d’eau distillée sont ajoutés. Aprés séparation des phases, la phase
aqueuse est extraite avec 2 fois 100 mL de DCM. Les phases organiques rassemblées sont lavées avec
150 mL d’eau distillée saturée en NaHCO3 puis séchées sur Na,SO,. Apres filtration et évaporation du

DCM, une huile orange est obtenue avec un rendement de 53 % (13.2 g, 54.5 mmol).
Formule brute : Ci14H1sN4 Masse molaire : 242.3 g/mol

RMN H (250 MHz, CDCls) 6 (ppm) : 2.19 (singulet large, 2H, NH) ; 2.78 (s, 4H, N-CH,-CH,-N) ; 3.88 (s,

4H, CHa-Py) ; 7.12 (t, ) = 4.7 Hz, 2H, Hb) ; 7.28 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Hd) ; 7.60 (td, J = 7.5 Hz,J = 2.2 Hz, 2H,
Hc) ; 8.50 (d, J = 4.7 Hz, 2H, Ha).
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Deuxieme étape :

La seconde étape est une étape de condensation entre le ligand L4? et le formaldéhyde, qui conduit

a I’'aminal présenté ci-dessous :

__ N MeOH, Tams e ) N
N /N o N Hd “Ha
= |N HE Hb
He' Xx~"Ha'
Hb'

Dans un ballon monocol de 1 L, 350 mL d’éther diéthylique sont ajoutés au bispicen (peu soluble)
(13.2 g, 54.5 mmoles) ainsi que quelques gouttes de méthanol (pour solubiliser le bispicen). 2.2
équivalents de pyridine carboxaldéhyde (11 mL, 119 mmoles) en solution dans 50 mL d’éther
diéthylique sont lentement ajoutés a la solution précédente. La solution orangée est dégazée 3 fois et
laissée sous agitation et sous flux d’argon pendant 2 jours. Au bout de quelques minutes, un solide
blanc précipite. Aprés deux jours, une huile rouge apparait aussi. Aprés évaporation des solvants, le
produit est ne solubilisé a chaud dans I’éther diéthylique et aprés une nuit au congélateur des cristaux
blancs sont obtenus. lls sont filtrés sur fritté, rincés avec de I'éther diéthylique froid et séchés sous

vide. Le solide blanc est obtenu avec 66 % de rendement (11.95 g, 36.5 mmoles).
Formule brute : CooH21Ns Masse molaire : 331.4 g/mol

RMN *H (360 MHz, CDCls) 6 (ppm) : 2.72 (m, 2H, N-CH2-CH>-N) ; 3.32 (m, 2H, N-CH,-CH,-N) ; 3.63 (d, J

= 14 Hz, 2H, CH,-Py) ; 3.92 (d, J = 14 Hz, 2H, CH,-Py) ;4.25 (s, 1H, CH-Py) ; 7.06 (t, J = 5.0 Hz, 2H, Hb);
7.17 (td, ] = 5.0 Hz, ) = 1.2 Hz, H, Hb’) ; 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Hd) ; 7.54 (td, J = 7.5 Hz, ] = 2.0 Hz, 2H,
Hc); 7.67 (td, ) = 7.5 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, HC') ; 7.86 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hd’) ; 8.44 (d, J = 4.5 Hz, 2H, Ha) ;
8.48 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ha’).

Troisieme étape :

Cette étape permet la formation du ligand Ls? par réduction de I'aminal précédent.

/TN /N
N_ _N MeOH NH _N
d JN NaBH,;CN = JN
0\ “'N N
A N /IN _ CF;COOH 8 N Nug{  HHa
X

Hc Hb
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Dans un ballon bicol sous argon, un équivalent d’aminal (9.05 g, 27.3 mmoles) est dissous dans 200
mL de méthanol. La solution est de couleur jaune, limpide. Sous agitation, un équivalent de NaBH;CN
est ajouté (1.71 g, 27.3 mmoles). Un bain de glace est placé sous le ballon, une fois que le mélange
réactionnel est froid, 2 équivalents d’acide trifluoroacétique (4.2 mL, 54.6 mmoles) sont ajoutés au

goutte a goutte. Une « fumée » est observée traduisant la réaction exothermique acide/MeOH. La

solution est de couleur jaune. La solution est agitée 17 h. 200 mL de solution de soude a 15 % massique
sont ajoutés lentement dans le milieu réactionnel, car la réaction est légerement exothermique. La
solution hétérogene de couleur jaune est agitée 30 minutes puis elle est extraite avec 3 x 150 mL de
DCM. Les phases organiques réunies sont lavées avec 150 mL de solution aqueuse saturée en NaCl,
séchées sur sulfate de sodium anhydre et le DCM est évaporé. Le produit est obtenu sous forme d’une

huile orangée avec un rendement de 97 % (8.8 g, 26.4 mmoles).
Formule brute : CooH23Ns Masse molaire : 333.4 g/mol

RMN 'H (360 MHz, CDCls) 6 (ppm) : 2.45 (s large, 1H, NH) ; 2.80 (s, 4H, N-CH2-CH2-N) ; 3.84 (s, 6H, CH2-

Py);7.14 (t,) =6.0 Hz, 3H, Hb) ; 7.29 (d, ) = 7.9 Hz, 1H, Hd) ; 7.54 (d, ) = 7.9 Hz, 2H, Hd) ; 7.64 (m, 3H,
Hc); 8.51 (d,J = 5.0 Hz, 3H, Ha).

Quatrieme étape :

La formation du ligand trispicen amine, Ls>-NH,, se fait en deux étapes.

(0]
/N 1- N-2-bromoethylphtalimide 0 Lo
NHéN K»COs, KI, THFICH;CN, reflux une semaine N Ls*>-phtalimide
- Z N = N -
N 1 / \
WA Y N N
Trispicen amine T = 4 N\
N
\ /N W Hd - Ha
Hc  Hb
H,N
{
N N .
_ N 2- Hydrazine, HCI, Ar, EtOH
WLEN Nud /_\ Ha
Hc Hb
Ls>-NH>

1) Dans un bicol surmonté d’un réfrigérant, 1 équivalent de trispicen est introduit (3.02 g, 9.06

mmoles), ainsi que 9.9 équivalents de KyCOs (12.4 g, 89.7 mmoles) et 0.32 équivalent de KI
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(0.48 g, 2.89 mmoles). Sous argon, 30 mL d’acétonitrile sont ajoutés. Dans un tube de Schlenck
1.2 équivalents de N-(2-bromoéthyl)phtalimide (2.74 g, 10.8 mmoles) sous argon sont dissous
dans 20 mL de THF. Cette solution incolore est ajoutée au goutte a goutte a la suspension du
milieu réactionnel. Le mélange hétérogéne est chauffé au reflux du THF, sous forte agitation
pendant une semaine. Apres retour du mélange a la température ambiante le milieu
réactionnel est filtré sur célite. Le solide est rincé au DCM jusqu’a I'obtention d’un filtrat
incolore. Aprés évaporation des solvants, le produit obtenu est une huile brune. Aprés une

purification sur colonne d’alumine neutre (éluant : DCM/Et,0 (v/v 1/1), le produit est obtenu

sous forme d’une huile jaune péale avec un rendement de 70 % (3.18 g, 6.28 mmoles).

Formule brute : C30H30Ns02 Masse molaire : 506.6 g/mol

RMN *H (250 MHz, CDCl3) & (ppm) : 2.72 (m, 6H, N-CH2-CH2-N-CH2-CHy-Nphtalimide) ; 3.69 (s, 2H, CHa-

Nphtalimide) ; 3.76 (s, 6H, CH2-Py) ; 7.1-7.7 (m, 13 H, Hb, Hc, Hd, Hphtalimice) ; 8.37 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Ha),

8.50 (d,J = 5.5 Hz, 2H, Ha).

2)

Dans un bicol de 250 mL surmonté d’un réfrigérant, 1 équivalent de Ls*phtalimide (3.18 g, 6.28
mmoles) est dissous dans 150 mL d’éthanol absolu. La solution de couleur jaune clair
translucide est dégazée 3 fois puis 8.8 équivalents d’hydrazine monohydratée sont ajoutés
(4.11 mL, 55.2 mmoles), et le mélange est chauffé au reflux. Aprés une heure au reflux, un
solide blanc précipite au fond du ballon. Aprées retour a la température ambiante, le milieu
réactionnel est refroidi dans un bain de glace puis de I’acide chlorhydrique concentré (7,4 mL,
10 éq., 62.8 mmoles) est ajouté précautionneusement. Le milieu hétérogéne est de nouveau
chauffé au reflux de I'éthanol pendant une nuit. Le lendemain, la solution est jaune avec un
précipité blanc. Apres filtration de ce sous-produit sur fritté, rincage du solide a I’éthanol. Le
filtrat est évaporé. |l est redissous dans 100 mL de DCM et 150 mL de solution de NaOH (2 M)
sont ajoutés. Apres séparation des phases, la phase aqueuse est extraite avec 2 x 100 mL de
DCM. Les phases organiques réunies sont lavées avec 75 mL de solution de NaCl saturée,
séchées sur Na S04, puis le DCM est évaporé. Une huile jaune est obtenue avec un rendement

de 38 % (2.4 g, 6.3 mmoles).

Formule brute : C2,H23Ng Masse molaire : 376.5 g/mol

RMN H (250 MHz, CDCls) & (ppm) : 2.277 (s, 2H, NH2) ; 2.53 (t, ) = 5.8 Hz, 2H, CH,-CH2-NH,) ; 2.71 (m,

6H, N-CH2-CHz-N-CH2-CH2-NH,) ; 3.67 (s, 2H, CHa-Py) ; 3.74 (s, 2H, CHa-Py) ; 7.07-7.71 (m, 9H, Hb, Hc,

Hd) ; 8.48 (d, ) = 5.8 Hz, 1H, Ha) ; 8.54 (d, ) = 5.5 Hz, 2H, Ha).
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2.2.Syntheése des ligands jwvels?, €t ovele?

La synthése des ligands amels® et amels® a été effectuée selon le protocole décrit dans le manuscrit

de thése de Véronique Jollet.*

2.3.Synthése du ligand Ls2NOS

\ 7 -
N ) / 1-HOBT
N N B
VAR 2-TBUT
=N N 3- DIEPA
N\ / NH, >
+ Microondes =N
N\ /
HO S
S
O

Dans un réacteur pour microondes de 30 mL, 107 mg (0.52 mmoles) d’acide lipoique sont dissous
dans 10 mL de THF anhydre. Les réactifs suivants sont ajoutés respectivement : 0.52 mmoles de
trispicene-amine (194 mg) ; 0.56 mmoles de HOBT (1.1 éq., 77 mg) ; 0.56 mmoles de TBTU (1.1 éq. 182
mg) et enfin 1.03 mmoles de DIEPA (2 éq., 181 uL). Le mélange est agité dans le four a microondes
pendant 18 mintues a 50°C. Apreés refroidissement, le THF est évaporé avec un bain a 30°C. Le produit
obtenu est dissous dans 20 mL de dichlorométhane, puis lavé avec une solution saturée de NaHCOs.
La phase organique est lavée 2 x 20 mL d’eau puis séchée sur Na,S04. Une huile marron foncée est

obtenue, avec un rendement de 83 % (0.24 g, 0.42 mmoles).

Formule brute : C3oH40NsOS; Masse molaire : 564.81 g/mol

RMN-H (400 MHz, CDCls): 1.29 (m, 2H, S-CH-CH,-CH,-CHa), 1.5 (m, 4H, SCH CH,CH,), 1.74 (m, 1H,
SCH,CH,), 2.01 (t, J = 7.5 Hz, 2H, COCHa), 2.28 (m, 1H, SCH2CH,), 2.47 (m, 2H, NHCH,CH,), 2.58 (m, 2H,

NCH,CH,N), 2.63 (m, 2H, NCH,CH:N), 2.98 (m, 2H, SCH,), 3.17 (m, 2H, NHCH,), 3.39 (m, 1H, SCH), 3.57
(m, 2H, NHCH,CH,NCH:C,,), 3.68 (m, 4H, NCH,CH,NCH,C,,), 7.01 (m, 3H, NCHCH), 7.10 (m, 1H, NCCH),
7.23 (s, 1H, NH), 7.32 (m, 2H, NCH,CH,NCH,CCH), 7.47 (m, 3H, NCCHCH), 8.38 (m, 3H, NCH).

RMN-**¢ (100.6MHz, CDCls): & (ppm) = 25.3 (s, SCHCHCH), 28.8 (s, COCH,CHy), 34.4 (s, SCHCH), 36.1

(S, COQHz), 37.1(5, NHQHz), 38.2 (S, SgHz), 40.0 (S, SCHngz), 51.5 (S, NCHngzN), 52.0 (S, NQH2CH2N),
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52.8 (s, NHCH2CH), 56.2 (s, SSCH), 60.3 (s, NCH2CH2NCH2Cpy), 121.9 (s, Coy, NCHCH), 122.9 (s, Cpy, NCCH),
136.2 (s, Cpy, NCCHCH), 148.7 (s, Cpy, NCH), 159.1 (s, Coy, NCCH,), 172,5 (s, CO).

Masse ESI (El+): pour C3oHa0NeOS,, m/z (théorique) = 564.27, m/z (calculée) = 564.2

2.4.Synthése du ligand Ls2mai¢imide.

Cette étape est celle de formation du nouveau ligand avec la fonction maléimide, Ls*maicimide, a

partir du trispicen amine.

HZN 0
/ Hc
Anhydride maléique, toluéne, | _\_ ﬁ

10 mol% PPTS, Dean Stark

Dans un ballon bicol de 250 mL surmonté d’un réfrigérant, 1 équivalent de trispicen amine (0,96

g, 2.55 mmoles) est dissous dans 100 mL de toluéne. La solution devient jaune. La solution d’anhydride
maléique (265 mg dans 10 mL de toluéne (1.06 éq., 2.70 mmoles)) est ajoutée au goutte a goutte. Le
milieu réactionnel se trouble légérement. Le PPST est ajouté (0.1 éq., 69 mg, 0.27 mmoles). Des taches
brunes sont observées dans le fond du ballon. Le montage Dean-Stark est placé sur le ballon et le
mélange est chauffé légérement en dessous du reflux pendant une nuit, puis au reflux du toluene (130
°C) pendant 24 h. L’eau est éliminée au fur et a mesure de sa formation et le toluéne est évaporé en
majorité a I'aide du Dean-Stark, puis a I’évaporateur rotatif. Une huile orangée foncée est obtenue.
Pour le traitement, il faut étre trés rapide afin d’éviter I’hydrolyse de la fonction maléimide. Une
solution de NaHCOs; (5 % massique) est préparée et versée dans le ballon ainsi que 80 mL de DCM. La
phase aqueuse est extraite par 3 x 80 mL de DCM. Les phases organiques sont rassemblées, lavées
avec une solution de NaCl saturée, puis séchées sur Na;SO, ; apres filtration et évaporation du DCM,
une huile marron est obtenue. Le rendement avant colonne est de 95 %, mais |’huile étant marron,
une purification par chromatographie sur colonne est effectuée (alumine, DCM/EtOAc, (1/1, v/v), puis
ajout de DCM/EtOACc/EtOH (1/1/0.2, v/v). Une huile jaune est obtenue avec un rendement de 39 %

(630 mg, 1.4 mmoles).

Formule brute : CosH2sNgO- Masse molaire : 456.5 g/mol

RMN *H (360 MHz, CD,Cl,) & (ppm) : 2.55-2.70 (2m, 6H, N-CH>-CH2-N-CH>), 3.51 (t, J = 6.4Hz, 2H, CH,-

Nmaleimide), 3.66 (s, 2H, CH»-py), 3.73 (s, 4H, CH;-py), 6.58 (s, 2H, H maléimide), 7.09 (m, 3H, Hs), 7.18 (d,
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J=7.5Hz, 1H, Ha), 7.43 (d, J = 7.8Hz, 2H, Ha), 7.49 (td, J = 7.5 Hz, J= 1.8Hz, 1H, H.), 7.58 (td, J = 7.5 Hz,
J=1.8Hz, 2H, H.), 8.39 (d, J = 5.1Hz, 1H, Ha), 8.43 (d, J = 4.8Hz, 2H, H.)

RMN 3C (360 MHz, CD,Cl,) & (ppm) : & 35.8 (CH,-maléimide), 52.1-52.4 (N-CH,-CH,-N-CH,), 60.5-60.7

(CH2-py), 121.7 (Cp), 121.7-122.8 (C4), 134.0 (CH maléimide), 136.0-136.1 (C.), 148.8-148.9 (Ca), 159.8-
159.9 (Ce), 170.6 (CO).

HR ESI-MS (uma): m/z [M+H]* = 457.2341 (cal. 457.2347) pour CasH2sNgO> ; [M + Na]* = 479.2157 (cal.

479.2166) pour CzsH2sNsO2Na.

2.5.Test de réactivité du ligand Ls2ma1¢imide avec I’heptane thiol

Afin de savoir si la fonction maléimide est bien réactive, le couplage avec de I’heptane thiol a été

effectué.
Z
o
N N N 9 HS A~~~ Ha
e N > N
| ) N N / 5 mol % Et;N N/\/ ~"N \/\/\/\
A N o ACN, Ar P N .
X | © gH
\ X
94 %

Sous argon dans un ballon de 100 mL, 1 équivalent de ligand maléimide (103.2 mg, 0.226 mmoles)
est dissous dans de I'acétonitrile distillé (10 mL). Le mélange est placé sous forte agitation jusqu’a
dissolution totale du ligand (solution jaune). La triéthylamine (10 pL, 1.12 M) est alors ajoutée (2.13
10® moles). Le milieu réactionnel est refroidi dans un bain de glace et 1.1 équivalent d’heptanethiol
(39.0 pL, 0.249 mmoles) sont ajoutés a la solution. Le mélange est placé sous vive agitation tout une
nuit. Apres évaporation de I'acétonitrile, I’huile est dissoute dans 50 mL de DCM et 40 mL d’eau saturée
en NaCl sont ajoutés. Apres séparation des phases, la phase aqueuse est extraite avec 25 mL de DCM.
Les phases organiques sont rassemblées et séchées sur Na;SO,, puis filtrées et le DCM est évaporé.

Une huile jaune est obtenue avec un rendement de 94 % (391 mg, 0.664 mmoles).
Formule brute : C33H44Ng0,S Masse molaire : 588.8 g/mol

RMN *H (250 MHz, CDCls) & (ppm) : 0.86 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CHs) ; 1.25 (m, 8H, H3C-(CH2)s-CH,-CH,-S) ;

1.60 (g, J = 7.5 Hz, 2H, H3C-(CH,)4-CH2-CH,-S) ; 2.40 (dd, J = 18.6 Hz, J = 3.9 Hz, 1H, Hy) ; 2.66-2.89 (m,
8H, N-CH,-CH,-N-CH, + S-CH;) ; 3.03 (dd, J = 18.9 Hz, J = 9.0 Hz, 1H, Hz) ; 3.51-3.68 (m, 3H, N-CH,-CH,
+Hz);3.71 (s, 2H, CH,-Py) ; 3.77 (s, 4H, CH,-Py) ; 7.10 (t, ) = 4.8 Hz, 3H, Hy) ; 7.27 (d, ) = 7.5 Hz, 1H, Hy) ;
7.42 (d,) = 7.8 Hz, 2H, Ha) ; 7.56 (m, 3H, Hy) ; 8.46 (m, 3H, H.).
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HR-ESI-MS : m/z [M + H]* = 589.3370 (cal. 589.3319) pour Ca3HasNO2S
[M + Na]* = 611.3158 (cal. 611.3139) pour C33HasNsNaO,S.

3. Synthése des complexes et caractérisations

3.1.Synthese des complexes [(mL4?)Fe"(OTf),] et [(amels?)Fe(OTH),]

La synthése de ces deux complexes a été faite en boite a gants selon le protocole décrit par

Britovsek et al. en 2005.2

| D
N/
~N !n,||: | .\\\OTf
e
N/|
N
R CH; Nl = |
N N Fe(l1)(OTf)2 ; 2ACN
& ,?./\/ Z ’ . [(mL42)F9"(0Tf)2]
x CH; R Boite a gants

THF distillé
R=H mL,2
R=CH; yels®

[(2meL4®)Fe'(OTH)]

Les ligands, le triflate de fer(ll) ainsi que le THF distillé sont introduits en boite a gants. Les ligands
mLa? et 2vels? sont placés dans des Schlenks et dissous dans 5 mL de THF. Dans un erlenmeyer, 1 éq. de
triflate de fer(ll) est partiellement dissous dans le THF. La solution de fer est ajoutée a la solution de
ligand correspondante, et sous agitation toute une nuit. Une fine poudre jaune est en suspension en
solution. Les Schlenks sont sortis de la boite a gants, et les solutions sont concentrées de moitié sous
rampe a vide. Les précipités sont filtrés sous argon, rincés au THF (2 fois 5 mL), puis séchés sous vide

(rampe a vide).

Pour le complexe [(mLs?)Fe'(OTf),], une poudre jaune péle est isolée avec un rendement de 26 %

(114 mg, 0.18 mmoles).
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Pour le complexe [(amels?)Fe'(OTf),], une poudre jaune pale est isolée avec un rendement de 35 %

(69 mg, 0.11 mmoles).

Réactifs Quantités Volume de THF
mba? 1éq. (311 mg, 0.71 mmoles) Dissous dans 5 mL de THF
Fe(OTf), ; 2ACN 1éq (194 mg, 0.71 mmoles)
R 1éq. (91 mg, 0.31 mmoles) ~ Dissous dans 5 mLde THF |
Fe(OTf), ; 2ACN 1 éq (133 mg, 0.31 mmoles)

o [(mL?)Fe"(OTf),] :
Formule brute: CigH22FsFeN4O6S, Masse molaire: 624 g/mol
HR-MS (ESI): m/z [LM(OTf)]*= 475.0706 (cal. 475.0709) pour C17H,:F3sFeN4O3S
Spectroscopie UV-visible : (CH3CN) Amax (nm) [e (Mt.cm™)]: 372 (3 700), 260 (>20 000).

L4 z|v|e|.42 Fe'"(OTf 2]

Formule brute: CoH26FsFEN4O6S- Masse molaire: 652 g/mol
HR-MS (ESI): m/z [LMCI]*= 503.1030 (cal. 503.1022) pour CisH26F3FeN403S
Spectroscopie UV-visible : (CH3CN) Amax (nm) [e (Mt.cm™)]: 375 (3 690), 260 (>20 000).

3.2. Synthése du complexe [(omels?)Fe"Cly]

=
/
b

N
| \\CI

| | Fe'Cl,; 2 H,0 F
/N T/\/N F > |

MeOH distillé N
T
™

[(zmeL4®)Fe"Cl]

Y

A

Dans un premier Schlenck sous argon, 1 éq. de ligand amels? est dissous (252 mg, 0.85 mmoles)
dans un minimum de MeOH. Dans un second Schlenck sous argon, 1 éq. de FeCl;; 2 H,0 (137 mg, 0.85
mmoles) est dissous dans 10 mL de MeOH. La solution de fer est limpide et d'un jaune-vert trés clair.
La solution contenant le ligand est limpide orange-marron. Avec une canule en téflon, sous argon la
solution de fer est transvasée sur celle du ligand et le Schlenck est rincé avec du MeOH. Le mélange
réactionnel jauni et il y a apparition d'un fin solide jaune or. Aprés 30 min sous agitation, le Schlenck

est placé au congélateur toute une nuit. Le solide est filtré sous argon et lavé a I'éther diéthylique (2 x
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5 mL), puis séché sous vide. Le filtrat est remis au congélateur, pour faire précipiter plus de complexe.
En rassemblant les deux fractions, une poudre jaune vif est isolée avec un rendement de 37 % (133
mg, 0.32 mmoles).

Formule brute: CigH26FeN4Cly Masse molaire: 425 g/mol
HR-MS (ESI): m/z [LMCI]*= 389.1195 (cal. 389.1190) pour CigH26 CIFeN,

Spectroscopie UV-visible : (MeOH) Amax (nm) [e (Mt.cm™)]: 366 (2 000), 260 (>20 000) ; (CH3CN) Amax

(nm) [& (M.cm™)]: 344 (1 200), 410 (1 300), 260 (>20 000).

3.3. Synthése du complexe [(omels?)Fe"l(PFe)2

Cette synthese est effectuée en boite a gants, sous atmosphere d'argon.

— | N —
<N /_u/——@
N | aN=
,, -. LIk o
_N N/\/ 1- Fe(OTf),.2CH;CN / EtOH N | »
2- NaPFg/ EtOH = |
x>

[(ameLe2)Fe')(PFg),

2MeL6

En boite a gants, dans un premier Schlenck, 1 éq. de ligand ameLs? (179 mg, 0.40 mmoles) est dissous
dans le minimum d’éthanol. Dans un second Schlenck, 1 éqg. de Fe(OTf),.2CH3CN (173 mg, 0.40 mmoles)
est dissous dans un minimum d'éthanol. L’ajout de la solution contenant le sel de fer sur la solution de
ligand conduit a I'observation d’une coloration de la solution marron-jaune foncé. Le mélange
réactionnel est laissé sous agitation pendant 2h. Dans un erlenmeyer, 2.2 éq. de NaPFs (148 mg, 0.87
mmoles) sont dissous dans un minimum d'éthanol, puis introduits au goutte a goutte dans le milieu
réactionnel. On observe alors |'apparition d'un précipité marron-rouge. La solution est laissée sous
agitation pendant 2 h. La poudre en suspension dans la solution est rouge brique. Le Schlenk est sorti
de la boite a gants. Le précipité est filtré sous argon, rincé a I’Et,0 (2 fois 5 mL), puis séché sous vide
(rampe avide). Une poudre marron-ocre est isolée avec un rendement de 45 % (141 mg, 0.18 mmoles).
Formule brute : CosHs, F12FeNgP» Masse molaire : 797,8 g/mol
HR-MS (ESI): m/z [LM]?*= 254.1047 (cal. 254.1013) pour CasHs, FeNg
Spectroscopie UV-visible : (MeOH) Amax (nm) [e (M™t.cm™)]: 420 (12 900), 250 (>25 000) ; (CH3CN) Amax

(nm) [& (M.cm™)]: 419 (12 900), 250 (>25 000).
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3.4. Synthése du complexe [(Ls2NOS)Fe'"(OTf)](OT)

La synthése du complexe est effectuée a partir du ligand Ls>NOS en boite a gants.

\ 4 = i Fe''OTf,.2ACN —C,
N ) HN | (PFe)
NaPFe
_/—N N 0 x
=N N —

HN
\ 7 Y

Ligand fonctionnalisé : LsZNOS

[(Ls2NOS)Fe'(OTf)](PF¢)

Dans un premier Schlenck, 1 éq. de ligand Ls>NOS (214 mg, 0.38 mmoles) est dissous dans 10.5 mL
de THF distillé, la solution est de couleur marron-jaune clair. Dans un second Schlenck, 1.2 éq. de
Fe'(OTf).2CHsCN (330 mg, 0.76 mmoles) sont dissous dans 15 mL d’acétonitrile distillé, la solution est
de couleur jaune. La solution de fer est ajoutée au goutte a goutte sur la solution de ligand. Le mélange
réactionnel devient de couleur marron-jaune foncé, et est laissé sous agitation toute une nuit. La
solution est translucide. Le Schlenck est sorti de la boite a gants. 2.2 éq. de NaPFs (64 mg, 0.38 mmoles)
sont dissous dans du THF puis sont ajoutés au mélange réactionnel. Le Schlenck est placé au
congélateur pendant 1h30. La solution restant toujours limpide, elle est concentrée sous rampe a vide
jusgqu’a changement de la viscosité, et placée au congélateur pendant 15 min. Du solide est apercu
dans le Schlenck, du THF distillé (25 mL) est ajouté au mélange. La solution se trouble mais une huile
marron se forme et colle aux parois du Schlenck. Le mélange réactionnel est alors tiré a sec sous rampe
a vide. Un mélange d’huile marron et de solide orangé est obtenu. Du méthanol distillé (5 mL) est
ajouté dans le Schlenck pour essayer de solubiliser I’huile et dissoudre le solide. L’huile reste collée aux
parois du Schlenck. 2 mL d’acétonitrile sont alors ajoutés au goutte a goutte, ce qui permet de
solubiliser I'huile. Le Schlenck est placé au congélateur toute une nuit. Un solide est présent dans le
fond du Schlenck. Le précipité est filtré sous argon, rincé a Et,0 (2 fois 5 mL), puis séché sous vide

(rampe avide). Une poudre jaune-marron est isolée avec un rendement de 14 % (51 mg, 0.63 mmoles).

Formule brute : C31Hao FsFeNgO4PSs3 Masse molaire : 914.7 g/mol
HR-MS (ESI): m/z [LM]**= 310.1035 (cal. 310.1022) pour CsoHioFeNsOS; ; [LM(OTf)]* = 769.1573 (cal.
769.1573) pour C31H40F3FGN50453
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Spectroscopie UV-visible : (MeOH) Amax (nm) [& (M.cm™)]: 347 (1 800), 250 (10 000) ; (CH3CN) Amax

(nm) [e (M™.cm™)]: 380 (3 300), 250 (10 000).

3.5. Synthése du complexe [(Ls>2NOS)Fe'"(CI](PFg) non isolé

La synthése du complexe est effectuée a partir du ligand Ls2NOS.

=

<
|
—
Nll.n,_ I \N

Fe!
N | YCI

Fe'lCl,.2H,0 LN o
NaPFs N . (PFe)

Ligand fonctionnalisé : LsZNOS

[(Ls2NOS)Fe"'CI](PFs)

Dans un premier Schlenck, sous argon, 1 équivalent de ligand Ls>NOS (35 mg, 62 pmoles) est
dissous dans 4 mL d’acétonitrile distillé et 0.5 mL de MeOH pour dissoudre le ligand resté collé sur les
parois du Schlenck. La solution de ligand est jaune vif. Dans un second Schlenck, 1 équivalent de
Fe'Cl,e2H,0 (10.1 mg, 62 pmoles) est dissous dans un minimum d’acétonitrile (1.5 mL) et est ajouté
sur la solution de ligand. La solution devient de couleur marron. La concentration de la solution est
estimée a 10 mM. La composition de la solution est analysée par voltamétrie cyclique. Sur I’'ensemble
de la solution de complexe non isolé ont été ajoutés du triflate d’argent (15.4 mg, 60 10 moles), puis
1 équivalent de NaPF¢ (10.4 mg, 62 10°® moles). La solution a été filtrée sur une membrane en nylon

de 0.2 um.

Formule brute : C3oHso CIFsFeNgOPS; Masse molaire : 801.1 g/mol
HR-MS (ESI): m/z [LM]?*= 655.1765 (cal. 655.1738) pour C3oHoCIFeNsOS;
Spectroscopie UV-visible : (CHsCN) Amax (nm) [e (Mt.cm™)]: 372 (1 600), 250 (10 000).

La solution a été tirée sous vide, puis apres le complexe a été redissous dans |'acétone et dans

|’acétonitrile afin d’avoir deux solutions stock.

L’acétonitrile a été évaporé a sec (rampe a vide), puis le complexe a été redissous dans 2.73 mL

d’acétone (10 mM) et 4.05 mL d’acétonitrile (10 mM) afin de récupérer deux solutions stock.
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La concentration de la solution est estimée a 10 mM. La composition de la solution est analysée

par voltamétrie cyclique.

1.510°

510°

Voltamogramme du complexe [(Ls2NOS)Fe''Cl]* non isolé (rouge), apreés ajout de 1

S-S - -S*/-S*
Epa =0.97 V/ECS

Fe'"ACN - Fe''ACN
Epa =0.97 V/ECS

Fe''Cl - Fe''Cl
E % =0.60 V/ECS

Fe'lCl, ¢ Fe''Cl,
Epc =0.29 V/ECS

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
E (V)/ECS

1.6

équivalent de AgOTf (vert), apreés ajout de deux équivalents de AgOTf (noir) [TBAPF; 0.1,

ACN distillé, 0.1 V/s]

L’étude par voltamétrie cyclique d’une petite partie de la solution de complexe a montré que

I’équivalent de chlorures qui n’a pas réagi avec le fer est libre en solution, ce qui se traduit par un

potentiel cathodique de 0.29 V/ECS. Aprés oxydation de Fe''Cl en Fe"'Cl, il y a un équilibre chimique qui

conduit a la formation de I'espéce Fe"'Cl,, ce qui explique I'absence de la vague en retour de Fe"'Cl >

Fe''Cl. ’ajout de 1 équivalent de AgOTf, permet la disparition de cette vague Fe"'Cl, - Fe"Cl,, et permet

d’observer la réversibilité de la vague du systéme Fe'"'CI/Fe"Cl. L’ajout d’un second équivalent de

AgOTf, conduit comme attendu a la disparition de la vague Fe"'CI/Fe"Cl a E % = 0.60 V/ECS, et conduit

al’apparition d’une vague non réversible 8 0.97 V/ECS qui correspond au systéme Fe"(ACN)/ Fe"(ACN).
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3.6. Synthése du complexe [(Ls?mal¢imige) F€"CI1(PFe)

X
3 1- FeCl,.2H,0 |
N MeOH; Argon 7
N ! o 2- NaPF, N'”"-||= JN=
| SN \/\b o o £N/|e"CI (PFg)
/ /Nl o N/_/ P |
X Y x
0 —

Dans un premier Schlenck sous argon, 1 éq. de ligand (148.3 n:g, 0.32 mmoles) est dissous dans un
minimum de méthanol. Dans un second Schlenck sous argon, 1 éq. de Fe"Cl,s2H,0 (52.7 mg, 0.32
mmoles) est dissous dans un minimum de méthanol. Les deux solutions sont jaunes pales. Avec une
cannule, la solution de fer(ll) est ajoutée sur la solution de ligand maléimide. La solution de complexe
est agitée pendant 3 heures ; la solution se colore en jaune vif. Sous argon, dans un troisieme Schlenck,
1.1 éq. de NaPF¢ (60.1 mg, 0.36 mmoles) sont dissous dans le minimum de méthanol. Cette solution
est ajoutée a la seringue sur le mélange réactionnel ; un peu de précipité jaune vif se forme. Le mélange
réactionnel reste sous agitation a température ambiante pendant une nuit puis il est placé au
congélateur pendant 3 heures. Le précipité est filtré sous argon, rincé a I'éther diéthylique froid (2 fois
5 mL), puis séché sous vide (rampe a vide). Un solide jaune vif est isolé avec un rendement de 58 %

(131 mg, 0.19 mmoles).
Formule brute : CosH2sCIFeFgNgO,P Masse molaire : 692.3 g/mol
HR-MS (ESI): m/z [M]*=547.1302 (cal. 547.1307) pour CysH2s CIFeN¢O,

Analyse élémentaire: CysH2s CIFgFeNgO,P.0.95 H,0 : C 43.99, H 4.25, N 11.84; mesuré: C 43.79, H 4.07,

N 11.78

Spectroscopie UV-visible : (CH;CN) Amax (nm) [e (Mt.cm™)]: 400 (1900), 260 (>20 000).

3.7.Synthese de la métalloenzyme artificielle BLG-Ls?Fe"

La B-lactoglobuline bovine provient de chez Sigma Aldrich (L7880 (variant A) et L8005 (variant B)).
Une solution de protéine a 1.1 mg/mL est préparée dans du tampon PBS 10 mM, pH 7.4, pendant 2 h
sous argon. 1.8 mL de cette solution est ensuite incubée 4 jours a 4°C avec 200 uL d’une solution de

complexe [(Ls2maicimige) Fe"CI](PFs) & 2.0 mM dans 'acétonitrile.
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Apreés 4 jours, la solution jaune claire et limpide obtenue, est purifiée sur une colonne X5 Zeba spin

de 5 mL (< 1 000 Da), avec un tampon d’'imprégnation choisi pour les analyses ou tests en catalyse

futur, selon le tableau suivant :

Rappels de tampons adaptés aux différentes caractérisations, quantifications et réactivité du biohybride.

NBIC 10 mM HEPES 50 mM PBS 10 mM HEPES 10 mM
pH 8 pH 8 pH7.4 pH 7.4

MALDI Oui Oui Non Oui
Orbitrap Oui Non Non Non
Cristallographie Non Non Non Oui
UV-vis Oui Oui Oui Oui
ICP Oui Non Non Non
Titration du Fe(ll) Oui Oui Oui Non
Réactivité Non Oui Non Non
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3.8. Table cristallographique

Tableau 1: Données cristallographiques et détails d'affinement des structures des complexes [(2meLs?)Fe'Cl3],
[(ZMeLsz)Fe”](PFs)z et [(Lszmaléimide)FeIICI](PF6)~

Composé

[(zMeL42)FGIIC|z]

[(2meLs?)Fe"](PFs)2

[(Lsmatsimice) Fe"CI](PF¢)

CCDC

1038991

1038990

1059102

Empirical Formula

C1s st C|2 Fe N4

Cas Haz2 F12 Fe Ng P,

Czs Hzg cl Fs Fe Ng O, P

7

425.18

798.39

692.81

Crystal size, mm3

0.08 x 0.08 x 0.01

0.04x0.19x0.31

0.120 x 0.080 x 0.015

Description / color

Plate / yellow

Plate / orange

Plate / yellow

Crystal system monoclinic monoclinic orthorhombic
Space group P2i/n P2i/c Pbca
a, A 8.3684(3) 13.4041(8) 25.690(3)
b, A 14.9937(5) 13.4369(10) 8.2485(11)
c A 15.0138(5) 18.3201(13) 27.243(4)
a,’ 90 90 90
B,° 90.627(2) 106.691(2) 90
v’ 90 90 90
Cell volume, A3 1883.72(11) 3160.6(4) 5772.8(13)
z 4 4 81
T, K 100(1) 100(1) 100(1)
Fooo 888 1624 2832
i, mm™ 1.093 0.682 0.746
Orange, ° 1.92 -30.59 1.91-28.45 1.495 - 23.290
Reflection collected 35524 23544 40586
Reflections unique 5772 6831 4155
Rint 0.0777 0.0332 0.1083
GOF 1.027 1.165 1.024
Refl. obs. (I>20(1)) 3742 5774 2339
Parameters 230 507 388
wR; (all data) 0.0997 0.2212 0.0851
R value (/>25(/)) 0.0420 0.0937 0.2525
Largest diff. peak and hole
-0.564; 0.710 -0.767 ; 1.446 -0.902 ; 1.747

(e-.A?)
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4. Dosages protéiques et du Fer

4.1. Test de Bradford

Pour I’échantillon de BioH_B : Concentration en protéine initialement utilisée : 1.1 mg/mL.
Faire la gamme d’étalonnage de 0 ug/mL a 10 ug/mL par tranche de 2 ug/mL.

Cuve de spectroscopie a utiliser : celles en plastique avec le faible volume d’analyse (volume total :

1.100 mL)

Solution de bleu de Coomassie pour le test de Bradford :

Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie dans 50 mL d’éthanol. Agiter vigoureusement. Ajouter
100 mL d’acide phosphorique 85 %. Compléter a 1 L avec de I’eau distillée. Filtrer pour enlever I'exces

de bleu de Coomassie non dissout. Cette solution est stable 1 3 2 semaines au froid.

Le pigment forme un complexe avec les protéines : sa structure est modifiée par cette interaction et

sa longueur d’onde maximale est déplacée de 495 nm a 595 nm.

Travail sur un volume total de 1.100 mL : 100 pL de solution de BLG + 1.000 mL de solution de brilliant

blue G.

Préparation de la gamme d’étalon :

1. Concentration de la solution mére de BLG_B: 1.0 mg/mL

Il faut préparer une solution fille de BLG_B a 110 pg/mL pour que 100 pL de solution a 110 pg/mL soit
a 10 pg/mL dans 1100 pL de tampon aprés dilution.

2. Préparation de la solution fille a 110 pg/mL : 0.110 mg/mL - 1.0 mL

1.0 mg/mL - 110 pL + 890 pL de solution tampon

Concentration (ug/mL) 0 2 4 6 8 10
Volume (uL) de solution a 110 pg/mL 0 20 40 60 80 100
Volume de tampon a ajouter (pL) 100 80 60 40 20 0
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Puis ajout de 1.0 mL de solution saturée en Brilliant Blue G.

1.2 467 nm

0.8

§ j La courbe d’étalonnage suit I’équation de
'*'g 06 ¢/ droite suivante :
é 04l Absses = 0.0360 x [BLG] + 0.4628
R =0.99464
0.2 |
0 : : :

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

Spectre UV-visible des différents échantillons pour
|'établissement de la courbe d'étalonnage

4.2. Test au Rose Bengal

Pour I’échantillon de BioH_B : Concentration en protéine initialement utilisée : 1.1 mg/mL.
Faire la gamme d’étalonnage de 0 mg/mL a 2 mg/mL par tranche de 0.25 mg/mL de BLG-B.

Cuve de spectroscopie a utiliser : celles en plastique avec le faible volume d’analyse (volume total :

1.100 mL). ATTENTION : prendre la cuve spectro de 1 mm de trajet optique d’électrochimie.

Travail sur un volume total de 1.100 mL : 1.0 mL de solution de BLG-B de concentration différente +

100 pL de solution de Rose de Bengal a 1 mg/mL.

Préparation de la gamme d’étalon :

1. Concentration de la solution mére de BLG-B : 2.0 mg/mL dans tampon NBIC, pH 8, 10 mM.
2. Préparation de la gamme d’étalon :

Concentration 0 0.125 0.25 0.375 0.5 0.75 1.0 1.25 1.5 1.75 2.0
(mg/mL)
Volume (pL) de 0 62.5 125 187.5 250 375 500 625 750 875 1000

solution a

2 mg/mL

Volume de tampona | 1000 | 937.5 875 812.5 750 625 500 375 250 125 0

ajouter (uL)
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Concentration x 105 0 0.68 1.4 2.0 2.7 4.1 5.5 6.8 8.2 9.6 10.9

mol/L

3. 100 pL de solution de Rose de Bengal a 1 mg/mL sont ajoutés a chacun des échantillons.

4. Agitation vigoureuse des échantillons, puis incubation pendant 2 a 5 minutes a température
ambiante.

5. Ajout de 100 pL d’acide acétique dilué de moitié.

6. Lecture de I'absorbance a 560 nm permet de remonter a la concentration protéique.

7. Une fois la gamme d’étalonnage obtenue, la concentration en protéine des échantillons
contenant le BioH-B peut étre déterminée selon le méme protocole.

0.35 0.34 -
L ]
03 033 F
0.25 E
" S oo032f ‘
[%] w
E 0.2 10,
2 9 031f
& 0.5 £ y
< £
5 03F
0.1 @
< -
0.05 0.20 |
0 | 0.28 ! ! L L !
450 500 550 600 650 210° 310° 410° s510° 610° 710°

Wavelength (nm) Concentration (moliL)

Abs*®° = 0.25966 + 1112.5 [BLG]
R =0.99477

4.3. Titration du Fer(ll) dans le complexe modéle [(nLs?)Fe(Il)CI](PFe) :

Trois expériences ont été effectuées afin de déterminer le coefficient d’extinction molaire du

complexe [(mLs?)Fe(Il)(CN)]* dans différents tampons.

g([(mLs?)Fe(n)Cl]*) (cm™*™M™)

€ ([(mLs?)Fe(I1)CN]*) (cm™*M™)

PBS 10 mM pH 7.4 990 6080
NBIC 10 mM pH 8 1500 7200
HEPES 50 mM pH 8 4030 8530

Les dosages d’une solution de biohybride dans trois tampons différents ont été effectués. La
concentration de chaque solution est déterminée a partir du coefficient d’extinction molaire de

I’'espéce BLG-Fe''CN spécifique au tampon.
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4.4,

Titration du Fer(Il) du complexe dans BLG-Ls%Fe'

Tampon PBS 10 mM pH 7.4

Absorbance

01

Absmax = 0.098

0.04

0.02

Amax = 417 nm

400 450 500 550

Wavelenght (nm)

Ahsorbance a 417 nm

0.12

1107

210° 310° 410%

Concentration CN- (M)

510°

g 10°

Figure 2: A gauche: évolution de la transition MLCT des orbitales t,; du Fe' vers les orbitales it* des pyridines de BLG-Ls?Fe'
suite a I'addition progressive de CN- dans le tampon PBS 10 mM pH 7.4. A droite : Evolution de I'absorbance a 417 nm en

fonction de la concentration finale de CN-.

Tampon NBIC 10 mM pH 8

Absorbance

Absmax =0.0776

Amax = 414 nm

Absorbance a 414 nm
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210° 310° 4
[CN-] (M)
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Figure 3 : A gauche: évolution de la transition MLCT des orbitales t,4 du Fe' vers les orbitales n* des pyridines de BLG-Ls?Fe'
suite a I'addition progressive de CN- dans le tampon NBIC 10 mM pH 8. A droite : Evolution de I'absorbance a 414 nm en
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Tampon HEPES 50 mM pH 8

0.14
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Figure 4 : A gauche: évolution de la transition MLCT des orbitales t,q du Fe' vers les orbitales n* des pyridines de BLG-Ls?Fe"
suite a I'addition progressive de CN- dans le tampon HEPES 50 mM pH 7.4. A droite : Evolution de I'absorbance a 415 nm en
fonction de la concentration finale de CN-.

5. Conditions de catalyse de sulfoxidation

5.1. Conditions de réaction

S Q 9.0
~. BioHB S ‘S"
—_— ~ \
H,0,
BIOH B H.O> THIOANISOLE
EQUIVALENTS ‘ 1 100 1000
CONCENTRATION ‘ 0.026 2.6 26 mM

VOLUME ‘ 400 50 50 pL

5.2. Préparation des solutions meres:

H,0, : prélever 100 pL de solution commerciale d’eau oxygénée (11.7 M) et diluer dans 9.9 mL
d’acétonitrile (C; = 0.117 M). Prélever 111 pL de cette solution et ajouter 389 pL (C2 =26 mM). 50 uL

de cette solution dans 450 pL correspondent a une concentration totale en H,0, de 2.6 mM.
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Thioanisole : Prélever 31 pL de thioanisole et diluer dans 9.97 mL d’acétonitrile (Ct = 260 mM). 50 pL

de cette solution dans 450 puL correspondent a une concentration totale en thioanisole de 26 mM.

Benzophénone (étalon) : 22 mg de benzophénone sont dissout dans 3 mL d’acétonitrile. (Ci = 4.02 10

2 mol/L).

En paralléle, une réaction avec le complexe modéle [(mLs?)Fe'CI](PFs) est lancée. Une solution de ce

complexe a 3.3 10° M a été préparée. Le complexe est dissout dans la solution tampon choisie.

Solution tampon utilisée : HEPES 50 mM pH 8

5.3. Extraction

L’extraction du sulfoxide et de la sulfone est effectuée de la fagon suivante : 150 uL d’acétate d’éthyle
sont ajoutés aux 500 uL de solution dans le vial. La solution est agitée vigoureusement 20 fois, puis est
décantée (centrifugeuse : 2 min a 13 rpm). 100 pL de la phase organique sont prélevés a I'aide d’une
micropipette et sont ajoutés dans un Eppendorf de 2 mL. Ce point est répété 2 fois supplémentaires.
Ensuite la phase organique est séchée sur une pointe de sulfate de magnésium. La solution est filtrée

sur du coton dans une pipette pasteur.

5.4. Vérification des temps de rétention et des solutions initiales

Conditions de la GC : 10 min a 180°C, puis 18°C par minute jusqu’a 240°C pendant 5 min. La colonne

est de 0.25 mm de diametre, 30 m de long et finesse du film : 0.25 um.

Benzophénone : 5 plL de la solution + 300 pL d’acétate d’éthyle (C¢ = 6.59 10* M)

Thioanisole : 50 uL de solution de catalyse + 450 puL d’acétate d’éthyle.

Molécule Temps de rétention
Thioanisole 5.5 min
Benzophenone 17 min
Sulfoxide 13.1 min
Sulfone 14.1 min

5.5.  Blancs

BLG + thioanisole
BLG + thioanisole + H,0,

H,0; + thioanisole
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Complexe + thioanisole

Les blancs sont effectués dans les tampons de |‘étude.

5.6. Equations des courbes d’étalonnage

D’apres la courbe d’étalonnage établie par Fabien Hammerer, les équations des courbes sont :
Pour le sulfoxide : 0.4904 * Auifoxide /Astaion * [étalon] = [sulfoxide] R*=0.98585
Pour la sulfone : 0.4971 * Auifone /Actalon * [étalon] = [sulfone] R2=0.97911
Ainsi, a partir des rapports des aires en étalon et produit, il est possible de déterminer une

concentration en sulfoxide et sulfone, et un turn over number.

5.7.  Préparation des échantillons pour la HPLC

La phase organique restant dans les vials de catalyse est récupérée et ajoutées a celles qui ont été

injectées. Condition d’injection : colonne chiral OD-H (isopropanol/n-hexane (95/5 (v/v)), 1 mL/min)

pour déterminer I'excés énantiomérique.
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