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ABSTRACT
The study of the complexation of the vanadium(IV) by two ligands of biological

interest, the N-(2-acetamidoiminodiacetic) acid, noted (H;ADA) and the amino acid,
histidine deprotonated noted (His) carried out by potentiometry allows to show the
successive formation of three species. The determination of the stability constants of these
species has been done by means of a numerical method using SIRKO program.

A mixed ligand complex of general formula Na[VO(ADA)(His)].H,O has been isolated in
solid state and has characterized by the conventional spectrometric methods. This complex
is probably of a square pyramidal geometry, and the mode of coordination of the ligands to
metal is of OO type for Hy ADA, and NO for the histidine.

RESUME
L'étude de la complexation du vanadium(I'V) par les deux ligands d'intérét biologique

I'acide N-(-2 acétamidoiminodiacétique) noté (H,ADA) et l'histidine notée (His) sous sa
forme déprotonée, entreprise en solution aqueuse par pH-métrie a permis, de mettre en
évidence la formation successive de trois espéces. La détermination des constantes de
stabilité de ces espéces a été effectuée numériquement au moyen du programme de
calcu] " SIRKO ".

L'étude a Iétat solide a permis d’isoler un complexe mixte de formule générale
Na[VO(ADA)(His)]JH,O et de le caractériser par les méthodes spectrométriques
conventionnelles. Ce complexe posséde probablement une géométrie pyramidale & base
carrée, dans laquelle le mode de coordination des ligands au métal est de type OO pour
H,ADA et NO pour Phistidine.
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INTRODUCTION

Le rdle des ions métalliques dans les systémes biologiques a fait I'objet récemment de
nombreux travaux [1,2]. En particulier, le vanadium est connu comme étant un agent
requis aux fonctions biologiques et thérapeutiques [3]. Les ligands acide N-(2-
acétamidoiminodiacétique) et histidine (Figure 1) ont été choisis en raison de leur réle
décisif dans différents domaines :

-Un acide iminodiacétique possédant un groupement peptide trouve une application
biochimique comme agent anesthésique, et il n'a pas de pouvoir inhibiteur aux enzymes.
-L'histidine est un composant du cytochrome C et de I'hémoglobine et, c'est en
vertu de son caractére acide et chélatant que le groupe histidyl est présent dans les sites
actifs de certaines enzymes.
La littérature rapporte plusieurs travaux sur la complexation binaire par 'H,ADA [4, 5]
mais peu de travaux sur la complexation ternaire contenant cet acide et un acide aminé [6,
7]. Cependant aucune étude sur la complexation ternaire du vanadium par les deux ligands
en question n'a ét€ menée 4 ce jour.
En médecine, et dans le traitement des ions métalliques présentant une toxicité, la thérapie
de chélation par complexation mixte a été adoptée et s'est montrée trés efficace [8], de ce
fait, Ia connaissance de la stabilité de ce type de complexes est d'une grande importance.

Le présent travail comporte deux parties : la premiére traite de I'étude en solution
aqueuse du systéme temaire (V(IV)-H,ADA-Histidine) et de la détermination des
constantes de stabilité des complexes formés par pH-métrie; la seconde partie consiste en
la synthése du complexe ternaire 3 I'état solide et en la caractérisation de ce dernier par les
méthodes conventionnelles sur la base desquelles une hypothse structurale modélisée par

mécanique moléculaire est proposée.

Figure 1 : Structure des ligands, (a) H,ADA et (b) Histidine.

PARTIE EXPERIMENTALE
Les réactif§ et solvants utilisés sont des produits Fluka purs pour analyse.

Les titrages potentiométriques sont effectués en milieu inerte (balayage d’azote) an moyen
d'un pH-métre Tacussel type PHN 81, une solution de NaOH 0,1N a servi de titrant. Les
solutions de vanadium (IV) de concentration 0,1 M ont été préparée a partir du sulfate de
Vanadyle pentahydrate de formule VOSO45H,0 par pesée exacte de la quantité nécessaire.
La force ionique des solution a ét¢ maintenue constante et égale 2 0,3 M A Paide d’une
solution de sulfate de sodium possédant I'anion sulfate comme ion commun et qui est trés
peu complexant dans les conditions expérimentales présentes.

La détermination des constantes de stabilité des complexes formés a été effectuée au

moyen du programme de calcul"SIRKO"[9].
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L'analyse du carbone, hydrogéne, azote, sodium, et vanadium a &té réalisée au Centre
d'Analyse du CNRS de Vernaison (France).

Les spectres électroniques d'absorption ont été enregistrés en solution dans des cuves en
quartz suprasil a4 l'aide d'un spectrophotométre UV-Visible-Proche IR  Perkin-Elmer
modéle lambda 9.

Les spectres IR des ligands et du complexe isolé, obtenus a partir d'une dispersion des
produits & analyser dans du KBr sous forme de pastilles, ont été enregistrés 4 I'aide d'un
spectrométre IR 2 transformée de Fourrier modéle Biorad FTS-7, dans le domaine spectral
4000-400 cm™.

Les spectres RPE & I'état solide et en solution aqueuse , & température ambiante et 4 la
température de l'azote liquide, ont été enregistrés en bande X a l'aide d'un spectrométre
Varian E9 en utilisant comme référence le DPPH .

La détermination du point de fusion a été réalisée en tubes capillaires au moyen d'un
appareil digital type IA9000.

Les mesures de conductivité dans l'eau ont été effectuées a Paide d’un conductimétre
Tacussel type CD810.

RESULTATS ET DISCUSSION
ETUDE EN SOLUTION

Le titrage potentiométrique des systémes binaires et ternaires (Figure 2) s’effectue sur
des solutions de concentration 10> M dans une cellule & double parois, 4 température
constante et égale 4 25 + 0,1°C et sous atmosphére inerte. Le sulfate de sodium a été utilisé
comme sel de fond pour maintenir la force ionique constante (0,3 M). Bien que les
constantes de protonation des deux ligands soient connues, leur titrage potentiométrique a
été repris dans les mémes conditions expérimentales que celles utilisées pour la
détermination des constantes de stabilité des complexes. Ainsi, les sotutions titrées sont les
suivantes: a) HADA+Na;SQOy4; b) Histidine + NaySOs; c)V(IV)}+ HoADA+Na;SOq;
d)V(IV)+ Histidine + Na;SOy; ) V(IV)+ H,ADA+ Histidine + NapSO4 (1/1/1); f) VIV)+
H,ADA+ Histidine + Na;SO4 (1/1/2).

12 4
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Figure 2 : Courbe de titrage du systemeV-H,ADA-His
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Systémes binaires

La courbe de titrage correspondant au systéme V({IV)-H,ADA au rapport molaire 1/1est
constituée de deux points d'inflexion, le premier situé 3 pH=5,5 alors que le second
légérement tracé est localisé autour de pH=9, ce qui traduit la formation de deux nouvelles
espeéces.
Il est bien connu que I' oxovanadium(IV) est caractérisé par sa grande tendance 2
T'hydrolyse qui est due 4 la grande affinité du métal envers les ions hydroxo. On en déduit
que les deux espéces formées aux valeurs de pH citées sont le complexe binaire
[VO(ADA)] et I'espéce résultant de ce dernier par hydrolyse en milieu basique [10].
On remarque que la courbe de titrage de ce systéme est détachée de celle du ligand dés le
début du titrage, ce qui prouve que la complexation est immédiate et se produit en milieu
acide.
Le systéme V(IV)-Histidine a déja fait I'objet d’études dont les plus récentes [11-13] ont
mis en évidence la formation successive de deux complexes de composition 1:1 et 1:2.
L’analyse des courbes de titrages potentiométriques de la figure 2 a été effectuée au
moyen du programme "SIRKO". Aprés détermination des constantes de protonation des
ligands dont les valeurs obtenues 2,3 et 6,2 pour H;ADA et 1,9, 6,3 et 9,1 pour
Phistidine, sont en accord avec ceux de la littérature [7,14), il a été procédé d’abord i
I’¢valuation des constantes de stabilité des complexes binaires. Les valeurs obtenues (avec
I'écart type indiqué entre parenthéses) correspondent aux logarithmes des constantes
définies pour les équilibres suivants :

VO™ + ADA™ = [VO(ADA)] 7,26 (0,18)
VO™ + ADA* + OH <« [VO(ADAXOH)] -2,34 (0,15)
VO** + His ~ [VO(His)]" 7,20 (0,18)
VO* + 2 His' ~ [VO(His)] 5,30 (0,12)

La figure 3 représente la courbe de répartition des espéces du systéme V(IV)-H,ADA. Le
complexe [VO(ADA)] est prédominant dans un trés large domaine de pH (3-9). Il
commence & se former déji en milien acide (prés de 50% a pH = 2,5) et ne s’hydrolyse
qu’au deld de pH=9.

1009 sa-e—s-s-ea_, \ A

VO” e Ne ;
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Figure 3 : Courbe de répartition des espéces du systéme binaire V(IV)-H,ADA
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Systéme ternaire

L'examen des courbes de titrage du systéme ternaire aux rapports molaires 1/1/1 et 1/1/2
permet de mettre en évidence l'existence de trois espéces en solution.
La premiére se forme en milieu acide, la deuxiéme dans le domaine de pH 4-7, et enfin la
troisiéme dans le domaine basique.
Ces trois espéces ne sont autres que le complexe binaire [VO(ADA)], le complexe temaire
[VO(ADA)(His)], ce dernier subissant une hydrolyse pour donner lieu & la troisiéme
‘espéce [VO(ADA)(His)(OH)]*.
On note que les courbes correspondantes aux deux rapports molaires étudiés ont la méme
allure ce qui suggére que les mémes espéces sont formées et donc que la concentration
double en histidine a peu d'influence sur la nature des espéces formées en solution. Ceci
peut étre attribué & la faible concentration des réactifs dans le mélange (10°M). Le
programme SIRKO ne considére qu’un seul ligand par équilibre. Il est donc nécessaire de
partir du complexe binaire pour déterminer la constante de stabilité du complexe ternaire.
Les constantes de stabilité calculées correspondent donc aux équilibres suivants :

[VO(ADA)] + His™ ~  [VO(ADA)(His)] 12,39 (0,12)
[VO(ADA)] +His +OH  «» [VO(ADA)(His)(OH)I> 4,09 (0,23)

La figure 4 représente la répartition des espéces pour ces deux équilibres. Le domaine de
pH pour le quel le complexe mixte est prédominant (4-7) est moins étendu gue dans le cas
précédent. L hydrolyse du complexe intervient & partir de pH = 7 donc pour un pH moins
basique que pour le complexe binaire.

Le vanadium(IV) forme des complexes binaires et ternaires plus stables que les complexes
homologues de cobalt, nickel et cuivre bivalents [15], et comme pour ces derniers, la
constante de stabilité du complexe ternaire est beaucoup plus élevée que celle du

complexe binaire.

1009-2-e, [VO(ADA)] o a-4—4-a_ pu-8-8-8
A \
sk /[VO(ADA) His)IA ./
\ [VO(ADA)(His)(OH)]*
60 +
=
40 | :
.| / \ / \
\
0 5 'é = _—'_\ :.n;;"‘-n":l-:{"_l‘n_‘_l'ut T S |
2 4 6 8 10 12

pH

Figure 4: Courbe de répartition des espéces du systéme ternaire V(IV)-H,ADA-His
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ETUDE A L'ETAT SOLIDE
Synthése du complexe mixte

A une solution d’éthanol (10ml) contenant 10 mmol de sulfate de vanadium(IV)
VOSOs, 5SH>O (2,37g) on ajoute une solution constituée de 10mmol du ligand H,ADA
(1,90g) dissoute dans 50ml d'un mélange eau-éthanol 3 50% en volume. Cette solution est
agitée énergiquement durant l'addition goutte & goutte d'une solution eau-ethanol (50% en
volume) contenant 20 mmol d' histidine (3,10g). Au cours de cette opération, la couleur de
la solution passe du bleu au vert. Ce mélange est agité pendant 4 heures afin d'atteindre le
meilleur rendement possible de la complexation.
Aprés filtration et lavage & I'éthanol pur, le complexe formé est séché a I'étuve a 50°C.

Caractérisation du complexe isolé
Analyse élémentaire et conductivité

Les résultats de l'analyse élémentaire du complexe isolé ont conduit 4 la formule :
Na[VO(ADA)(His)JH,O. La mesure de la conductivité dans l'eau a donné une valeur

correspondant a celle d’un électrolyte de type 1:1 (Tableau 1)

Tableau 1 : Analyse élémentaire et propriétés physiques du complexe ternaire.

C({lrﬂe;;r : Température de| Rendement Ayt

& décomposition (%) : (€Y em’mol™)
; C):
masse molaire :
Formule empirique 450 260 60 112
[VO(ADA)(His)[H0 Trouves (calculés) (%)
C]zH; 8 N509Na Vv

c H N Na v

31,5 4,5 15,6 5,0 11,1

(32,0) 4,0) (15,5) 5,1) (11,3)

2 dans H;0

Spectre électronique d'absorption
Le spectre électronique d'absorption du complexe dissout dans I'eau, enregistré dans le

domaine de longueur d'onde 500-1100 nom présente deux bandes d-d, situées 4 580 nm
(16949cm™) et 770nm (12820cm™) (Tableau 2) dont les énergies et les intensités sont
caractéristiques des complexes de Vanadium(IV) de symétrie C4v [16]. Ces deux bandes
sont attribudes respectivement aux transitions 2B,— ?B; et ’B, — ’E [16,17].

Tableau 2 : Spectre électronique d’absorption du complexe ternaire.

Transitions
Complexe Electroniques Attributions
v(cm”) ® g"
12820 9,3 ’B,—’E
Na[VO(ADA)(His)] (H20) 16949 52 “B.57R,
I

F . - v 1 =
* nombres d’ondes en cm™, ® coefficient d*absorption molaire en mol™. 1. cm
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Spectre Infrarouge

L'examen du spectre IR montre la disparition de la bande caractéristique du groupement
NH;" en raison de l'engagement de cette fonction dans une liaison métal - ligand.
Les vibrations d'élongation asymétriques v(COO") de I'H,ADA et de I'Histidine sont
repérées dans le spectre du complexe & des valeurs d'énergie plus élevées que dans les
spectres des ligands.
On observe également l'absence de la bande caractérisant l'azote quaternaire chargé de
I'H,ADA. :
Autour de 3500cm™ un large épaulement caractérise une molécule d'eau d'hydratation.
I'absence d'une bande autour de 1700cm™ suggére que les deux groupements carboxylates
de 'H,ADA ainsi que celui de I'histidine sont impliqués dans la coordination.
La bande intense a 960 cm™ est attribuée an groupement V=0 [18], d'autre part, les bandes
de vibration des liaisons métal-ligand apparaissent dans le domaine 620-580 cm™ pour les
liaisons V-O et 425 cm-1 pour l'unique liaison V-N.
Le tableau 3 regroupe les principales vibrations IR des ligands et du complexe.

Tableau 3 : Principales bandes IR des ligands et du complexe.

vIN-HY | v(N-H)® | v(CO0)* | v, (COO)*®

HhADA 3206 int 3400 int 1610m | 1320 int
His vINSE)Y [ v (COONY | v(C=
3100m 1578 m 1495 int
v (M-0)
complexe vO-H)hyd | v(N-H)® | va(CO0)* |v(CO0)"®|v(C=N)| 580 v (M-N)
CioHisNsOgNa V 3500 3400 1640 1590 m 1495 620 425m
630

2 ADA, ® Histidine , ® noyau Imidazole + Amide .
int: intense, m: moyenne, f: faible, ep: épaulement.

Spectres RPE
En solution et & température ambiante, un spectre isotrope constitué de huit raies

hyperfines est obtenu. Ceci montre qu'un seul atome de vanadium est présent dans la
molécule et que le complexe est un monomére. Trois raies superhyperfines garnissent les
raies hyperfines situées vers les faibles valeurs du champ, ce qui prouve qu'un seul atome

d'azote est lié an vanadium.
En solution gelée, le méme complexe présente un spectre RPE anisotrope avec une

symétrie axiale donnant lieu pour le facteur g 4 deux composantes g, et g dont les valeurs
sont proches de celle du spin seul ce qui implique une structure pyramidale & base carrée

[19] (voir tableau 4).
A Tétat de poudre le méme complexe donne un spectre qui comporte une seule raie

isotrope avec une faible résolution de la structure hyperfine qui n'est observée que vers les
faibles valeurs de champs.
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Tableau 4 : Paramétres RPE du complexe ternaire Na[VO(ADA)(His)] H,O

1,945 75 1,953 75

Poudre Solution aqueuse
77°K 298°K 77°K 298°K
£ iso Ay g iso A 2 iso A Liso Ay ay
gy g1 Ay Ay
: 1,993 100 20

1,963 | 1,967 | 175 65

Hypothése structurale
Sur la base des résultats précédents, une hypothése structurale, modélisée par

mécanique moléculaire & I'aide du programme EMO peut étre proposée pour le complexe
mixte isolé & I’état solide.

La géométrie optimisée du complexe ternaire est de type pyramidale a base carrée
(Figure 5). Le ligand acide N-(-2 acétamido imino diacétique) doublement déprotoné est
lié 4 Patome central d’une maniére bidentate par les oxygénes des deux groupements
carboxylates, I’histidine déprotonée étant liée elle également d’une maniére bidentate par
le groupement carboxylate et I’atome d’azote du groupement amine. L’angle diédre formé
par les deux plans de coordination de ’ADA (OVO) et de I'histidine (OVN) est de 1°ordre
de 160° et non de 180° pour un carré plan parfait. La liaison V=0 axiale de longueur 1,84
A fait un angle compris entre 80 et 96 ° avec les atomes du plan moyen équatorial. Cette
structure optimisée est comparable 2 celle déterminée par diffraction X pour les complexes

du vanadium (IV) avec des ligands similaires [20,21].

Figure 5 : géométrie optimisée du complexe mixte.
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