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L'éventail des applications de l'effet Raman, s'étend depuis les 
travaux fondamentaux sur la symétrie des molécules et des 
cristaux jusqu'à l'analyse in situ d'échantillons biologiques ou de 
matériaux industriels. Ses atouts majeurs sont fondés sur la 
possibilité d'analyse non destructive, d'une quantité très faible 
d'échantillon (par voie purement optique) et sur la richesse des 
informations moléculaires qu'il apporte. Grâce au 
développement d'instruments très performants, la spectrométrie 
Raman participe maintenant à de nouveaux domaines 
d'applications analytiques fondés sur l'identification des espèces 
moléculaires à partir des spectres vibrationnels. Les applications 
les plus courantes concernent l'analyse physico-chimique et la 
détermination des structures et des conformations de molécules 
polyatomiques en phase liquide ou solide. 

L'analyse, par spectrométrie Raman, et surtout par 
microspectrométrie Raman 

est employée pour une grande variété de matériaux dont ceux 
répertoriés ci-dessous : 

Roches I%lymt.res 

Minératix Matériaux 
Composites 

Verres 

Matériaux 
Amorphes 

CornposEs 
Biologiques 

Circuits Intégrés 

sous differents états et forines : 
Gaz Liquide Poudre Cristal Couche Mince 

sous différents environnements 
Température Pression 

( -250 OC - 600 O ( O - 30 Champ électrique et 
(eau, ...) 

C )  GPa ) 
magnétique 

http://pecdc.univ-lemans.fr/j f.. ./RAMANAPPLICATIONS.htm 2011 21200 1 
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INTRODUCTION 





Le paludisme reste de nos jours, une des pathologies dorniriarites des pays 

du tiers monde. Cette maladie parasitaire est due à un protozoaire, Plcismodium, 

dont une des phases du développement se déroule au niveau de llhérnatie. Le 

cliché ci-desssous, obtenu par microscopie électronique, présente cette phase 

du développement du parasite qui se fait au détriment du constitucirit rriajeur 

du globule rouge : l 'hémoglobine. 

1 !lm 

G: globule rouge, H: hémoglobine, P: parasite, V: wlcuole, Pg: pigment malarique 

Cet te  photographie met en évidence une structure pseudo-cristalline, 

appelée pigment malarique constituée de petits granulés rasseniblés dans la 

vacuole. A ce jour, la structure moléculaire ainsi que le rôle p11)~siologique exact 

de celui-ci ne sont pas connus. 



Notre étude a eu pour but d'apporter des éléments nouveaux sur la structure 

moléculaire du pigment à l'aide d'une technique appropriée qui nous permet de 

nous placer dans des conditions proches du in vivo. 

Un tel problème ne peut se résoudre en utilisant les techniques classiques 

d'analyse (RMN, UV, IR e tc  ... ) à cause de l'hétérogéinité de l'échantillon, en ef fet ,  

le pigment est en présence de parasite, d'hémoglobine et de nombreux résidus 

protéiques. Le choix de la technique Ù adopter s'est fait sachant qu'elle devait 

concilier les notions suivantes : microanalyse, spécificité, sensibilité. L'examen d'un 

frottis de globules rouges parasités montre que le pigment est facilement 

identifiable à des grains noirs et donc qu'un des constituants de celui-ci est un 

chromophore absorbant dans le domaine du visible. Cette évidence nous a donc 

incité à utiliser une technique spectroscopique optique. 

La spectroscopie Raman de résonance est à priori la technique de choix car 

elle permet de concilier les points cités précédemment et nécessaires Ù cette 

étude. 

- L'existence de microsonde à ef fe t  Raman permet d'envisager une étude 

à l'échelle microscopique. 

- L'e f f e t  Raman de résonance, qui se produit lorsque la radiation laser 

excitatrice coïncide avec une bande d'absorption du composé à étudier, 

assure non seulement la spécificité (chaque composé possède des band es 

d'absorption caractéristique) mais aussi d'analyser de très petites quantités. 

Bien qu'aucune étude ne soit reportée sur le pigment malarique in vivo, 

l'extraction de celui-ci, suivie de traitements chimiques permet d'isoler la 

ferriprotoporphyrine I X .  Seule la nature de la porphyrine est à prendre en compte 

car l 'état  physico-chimique du fer (état d'oxydation, état de spin, nature du ligand 

axial) sera affecté par la succession des traitements chimiques. La présence de 

cet te  porphyrine analogue à celle constituant le groupe prosthétique de 

1 'hémoglobine, génère une difficulté d'analyse. 

En e f fe t ,  la présence simultanée de cette même porphyrine, impliquée dans 

la struct~tre du pigment malarique et de l'hémoglobine, peut interférer en 

spectroscopie Raman, rendant l'analyse in vivo difficile. ,\v'ous avons préféré 

récupérer le pigment a partir de cultures in vitro. sans lui faire subir de 



traitements chimiques. On peut ainsi, en respectant l'intégrité structurale de 

celui-ci, s'affranchir du problème de l'hémoglobine présente dans l'hématie. 

D'autre part, le fait que la protoporphyrine IX de fer soit un des constituants 

du pigment malarique nous a conduit à effectuer une analyse bibliographique sur 

les processus de  dégradation de 1 'hémoglobine dans lequel le cycle porphyrique est 

conservée. Suite à cette analyse, les composés p-0x0 ferriporphyrines, caractérisés 

par la présence d'une 1 iaison Fe-O-Fe entre deux unités porphyriques, peuvent être 

proposés comme produit de dégradation de l'hémoglobine. Le chapitre I détaille 

cet te analyse et rappelle les données essentielles de la chimie des p-0x0 

f erriporphyrines. 

Les chapitres II et III sont consacrés à la caractérisation spectroscopique de 

deux composés p-0x0 modèles : la p-0x0 ferritétraphénylporphyrine dont la 

structure cristallographique est connue, e t  la p-0x0 ferrideutéroporphyrine 

diméthylester dont la structure est proche de la protoporphyrine IX. La p-0x0 

ferrideutéroporphyrine diméthylester est donc par conséquent un bon modèle pour 

élucider la structure moléculaire du pigment malarique. 

Le chapitre IV présente les spectres Raman du pigment malarique e t  permet 

de confronter ces résultats à ceux obtenus sur les composés modèles. 

L'interprétation du spectre Raman du pigment malarique ne pourra se faire 

par simple comparaison et nécessitera le développement d'un nouveau modèle qui 

permettra de mieux mimer les faits expérimentaux e t  qui sera exposé dans ce 

même chapitre. 
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Les porphyrines ont suscité depuis de nombreuses années un très grand intérêt. 
Les techniques structurales, mises à la disposition des physico-chimistes ont permis 
de réunir de nombreuses informations sur certains cornposés modèles, qui seront 
présentées dans ce chapitre. . 

Outre la description de l'hémoglobine, la porphyrine de fer la plus connue, 

sera posé le problème des espèces p-0x0 des porphyrines de fer, qui ont été étu- 
diées souvent dans le passé, non pas pour l'intérêt biologique qu'elles sont sriscep- 
tibles d'évoquer, mais dans un intérêt purement chimique afirt de modéliser des 

intéractions métal - métal au sein d'un complexe organorri~talliqrie. 

1 - GENERALlTES 

1). Nomenclature e t  structure 

Les porphyrines ( P )  sont des molécules dont la structure de base est constituée 

de quatre noyaux pyrroliques reliés entre eux par des ponts rnéthines (figure 1) .  

Les porphyrines, rencontrées dans les domaines biologiques et géologiques se distin- 

guent de la porphine par substitution des hydrogènes périphériques 1 6 8. La nomen- 

clature de tels composés depend de 18 nature des substituants. La tétmn~étl iy l  

1,3,5,8 - divinyle 2,4 - dipropionato 6,7 porphine, nommée protoporphyrine IS 

(PP lx), est un représentant de la famille des porphyrines que l'on rencontre dans 
le milieu biologique. Les dérivés s'obtiennent en substituant ~miquernerit les posi- 

tions 2 et  4. La figure 1  rése ente ces différentes niolécules, en précisant les 

abréviations utilisées dans ce travail. 

Outre la substitution des atomes d'hydrogène sttr les atornes pyrroliqiies, 

il est possible de substituer les hydrogènes en position rnéso (&,/3,5,8) pnr d'aritres 

groupements. Citons par exemple la mésotétrap/iénylporpliyririe ( T P P )  dans laqiielle 



TETRAPI~CNYLPORPHYRINE 

( TPP ) 
COOH C O O ~  

Deutéroporphyrine H H DP 

Protoporphyrine - C H  - CH2 - CH - CHZ P P  

Mdsoporphyrine - CH - CH3 - CH2 - CH3 MP 

Porphyrine A - CHOH - C H - CH - CH2 
14 29 

Porphyrine A 2 - CH2 - CH - CHOH - CH3 

Porphyrine C - CH - CH, R 4  = R 2  
I ,coo- 
S - CH2 - CH, 

NH- 

PHTALOCY ANINE 

Figura 3 : Porphyrines e t  déiivés macrocycliqrles voisins 



les hydrogènes sont substitués par des noyaux benzéniques, qui est une molécule 

synthétique largement utilisée dans la chimie des porphyrines. Les positions méso 

sont aisément substituables, on peut ainsi obtenir des porphyrines avec des proprié- 

tés physico-chimiques très différentes selon la nature des substituants, 

Citons enfin, trois dérivés macrocycliques, qui peuvent s'apparenter aux porphyrines 

que sont : 
- les chlorines, obtenues par réduction du cycle pyrrolique 

- les phtalocyanines, dans lesquelles les groupes pyrroles sont reliés par 

un atome d'azote 
- les corrines, caractérisées par l'absence d'un carbone rnéso 

Les types de molécules représentées en figure 1 ,  ont une caractéristique 

commune : leurs propriétés acido-basiques. La présence ou l'absence d'atomes 

d'hydrogène sur les noyaux pyrroliqiies permet d'obtenir différentes espèces que 

sont : 

- la base libre 

- la forme mono ou dicationique : fixation d'l ou de 2 atomes d'h~drogène, 
+ notée PH' e t  P H 2  

- la forme mono ou dianionique : perte d ' l  ou de 2 atomes d'hydrogène, 

notée P- e t  P 2- 

I l  est aisé de comprendre l'importance de la forme dianionique, car la porphy- 

rine sous cette forme est tout à fait apte à jouer le rôle de ligand en chimie 

de coordination par insertion d'un atome métallique en son centre. 

Les données structurales qui caractérisent le n o p u  tétrapyrrolique sont 

nombreuses. Malgré la symétrie importante de ces molécules, elles présentent 

certaines particularités. Le tableau 1 met en évidence les données cristallographi- 

ques de certains de ces composés tétrapyrroliques sous forme de base libre [1,2,3].  



Porphine M P D E  P P D E  TPP 

[II r21 131 11 1 
amino imino amino imino arnino imino arnino imino 

(A) 1,380 1,374 1,365 1,366 1,367 1,370 1,351 1,349 

' a X b  (A) 1,431 1,452 1,438 1,457 1,441 1,452 1,444 1,432 

Cb=b 
(A) 1,365 1,345 1,368 1,359 1,360 1,355 1,364 1,362 

N - C a x b  125,5O 125,0° 125,3O 124,7O 125,4O 124,11° 126,3O 125,8O 

N - Ca - Cb 107,g0 109,8O 107,S0 11 O,gO 106,g0 llO,gO 108,Z0 109,Z0 

Cb - Ca - Cm 126,g0 125,1 O 127,Z0 124,4O 127,7O 124,8O 124,S0 124,6O 

Ca - C m  - Ca 127,l O 127,7O 128,l O 125,Z0 

N - N  (A) 4,112 4,077 4,055 4,108 

N H  - N H  (A) 2,41 2,05 2,26 - 

écart au 
plan moyen (A) O, 025 

Tableau I : Données cristallographiques de porphyrines bases libres 

Les paramètres structuraux ne sont pas notablement a f fec tés  par la nature 

des différents groupements en position 1 à 8 comme le montre la comparaison 

des angles e t  des distances inter-atomiques pour la porphine, la rnésoporphyrine 

1X diméthylester (MPDE) e t  la protoporphyrine 1X diméthylester (PPDE). 11 est 

à remarquer que pour ces dernières, il peut exister une isomérie structurale due 

a la présence des groupements périphériques disposés de façon asymétrique. Dans 

chacun des cas, le même isomère (1) - a été caractérisé à l 'état solide, certainement 

favorisé à cause de l'encombrement des noyaux imino e t  amino (figure 2). 

Figure 2 : Isomères à l'état solide 



Dans le cas de dérivés substitués en méso, on pourrait s'attendre à l'absence 

d'un tel problème dû à la très grande symétrie de la molécule. Pourtant la struc- 

ture RX de la T P P  a mis en évidence que les noyaux benzéniques ne sont pas 

à la perpendiculaire du plan décrit par les 24 atomes du noyau pyrrolique (angle 

proche de 8 5 O )  Cl]. L'existence de cet angle introduit une isomérie qui a été mis 

en évidence en solution [3]. 

Bien entendu, la caractéristique de ces molécules est La pseudo planéité 

du noyau tétrapyrrolique. Dans le cas de la P P D E  ou la D P D E ,  le plus grand dépla- 

cement est de l'ordre de 0,07A par rapport au plan moyen de la molécule alors 

que dans la TPP, la distance est un peu plus importante, (0,38A), localisée sur 

les carbones méso 111. Une étude sur les écarts à la planéité dans ces porphyrines 
a montré que la porphine (ainsi que la T P P )  a une conformation centrosymétrique 

avec les noyaux pyrroliques al terna tivement au-dessus et en-dessous du plan du 

macrocycle, alors que dans le cas de D P D M E  ou P P D M E  la conformation est 

plus complexe . Dans ces molécules les noyaux pyrroliques sont inclinés dans le 

même sens conférant m e  structure bombée à la molécule. 

Ces résultats permettent de montrer que le noyau porphyrique a une struc- 

ture rigide. En ef fet ,  les déformations dans le plan conduisant à une modification 

des distances inter-azotes centraux sont énergiquement moins favorables que 

celles perpendiculaires au plan. Ainsi certains composés présenteront une struc- 

ture légèrement plissée ou bombée. 

L'estérification des groupements propioniques et la présence de groupe- 

ments saturés de nature différente sur le noyau tétrapyrrolique ne provoquent 

pas de grosses modifications géométriques. Par contre, le cas est peut-être 

di f férent ,  lorsque des groupements susceptibles de se conjuguer au cycle sont 

introduits. Dans le cas de la T P P ,  les cycles benzéniques sont quasi perpendicu- 

laires au cycle porphyrique ainsi la conjuguaison avec le cycle est minimale. 

Cette observation est renforcée par la longueur de la liaison entre le carbone 

méso (Cm) et le premier carbone benzénique (Cbenz) qui est de l'ordre 1,496'4, 

caractéristique d'un caractère a prononcé 111. Quant à la protoporphyrine 1S 

qui présente deux vinyles susceptibles de se conjuguer au cycle té trapyrrolique, 

ils approchent de la planéité avec le coeur plus que le font les grorcpements 

éthyles dans la M P D E .  Cependant des intiractions entre les protons vinyliques 



e t  1 'a tome d'hydrogène méso d'une part, e t  avec les groli~>errlciils iii6tliyls \.oisiiis 

d'autre part, font que les substituants vinyliques sont liors dti pIari. Le scf ién~a 
1 représente ci-ùessoi~s les distances moyennes, n~e t tan t  en chtidcrice le caractère 

v d c  la liaison Cb-C e t  r d e  la liaison C-C 

L-L  
Plan de la 5' 1.240A 
porphyrine 

1.4 58A 

schéma 1 : Les vinyles dans la protoporphyrine 1 X  

Excep té dans les régions spécifiques des di ff6rctits sitbsti ticarils, i l  n 'y a 
pas de différences profondes entre les diverses mol~cules.  Ce résu1 ta t senible 

I , 

contredire les résultats spectroscopiques e t  la réactivité de telles sttbstitictioiis. 

Le cycle pyrrolique peut, après la perte de  ses deux protoris ceritmtrs, 
coordonner un ion métallique conduisant à une rn~tallopo;.plipririe. Si de plus, 

ce t t e  molécule est associée à un protéine, on pclrlern de r1i6lalloprol6irie. Poiir 

une wlence  de l'ion métallique différente de deitx, il preiid iui  oc[ plusiezcrs 
contre ions assurant ainsi l'électroneutralité. 

Les métalloporphyrines (ainsi que les cornposes dérivés rn6tallocorrines, 

m~talIochlorines) sont des pigments très répandus dans le rnilieu na furel. Le 

tableau 11 donne quelques exemples : 

Va m i  la [loporphyrine milieu minéral p i  traole (poisori de cfl tfllycrlr- dlli)dro- 

traiterneri 1 )  

Fe mé ta l l~por~hyr ine  milieu animal hémoglobine, niyogIobine 

Co rnc'lallocorrine milieu animal vitarrline B 12 

h l g  nié lallochlorine milieu végé ta1 c~iloro~>liyllc 

Tableau II : Métalloporphyrines daru le r~iiIieic iint tirel 



Pour comprendre l'intérêt porté à l'étude de certaines de ces molécules, 

il est bon de revenir sur le rôle respectif de celles-ci. 

Les hé téroprot éines sont des pro téines qui con tiennent des amino-acides 

(cas des holoprotéines) el d'autres composés organiques ou inorganiques appelés 

groupement pros thét ique de la protéine. Les cytochromes, 1 'hémoglobine, sont 

des hétéroprotéines dans lesquelles le groupe prosthétique est un noyau porphyri- 

que ayant en son centre un atome de  Fe, appelé couramment hème (d'ail le 

nom hémoprotéine). L'hème constitue généralement le site actif de ces molécules, 

c'est-à-dire l'endroit où se déroule la réaction propre Ù l'hémoprotéine considérée. 

Sa spécificité est due non seulement à la nature de la porphyrine constituant 

le groupement prosthétique mais aussi à la nature même de la protéine qui 

joue un rôle protecteur en protégeant le site actif de réactions annexes, en 

l'enfermant dans une cage hydrophobe (ex : hémoglobine). A titre indicatif, 

le tableau 111 donne pour différentes hémoprotéines la porphyrine associée à 

1 'hème. 

Protoporphyrine hc'mogiobine, myoglobine, cytochrome b, cytochrome Pqs0 

Porphyrine C cytochrome C 

Porphyrine A cytochrome A 

Porphyrine A2 cytochrome A2 

Tableau 111 : Porphyrines associées aux hémoprotéines 

Enfin, il convient de citer rapidement les différents rôles physiologiques 

de ce type de molécules qui sont présentées de façon s~tccinctes dans le tableau 

IV e t  qui expliquent les nombreux tmvaux menés sur ces molécules. 

Cytochrome C migration d'e' par 1 'intermédiaire du groupe ~ e " / ~ e  111 

Hémoglobine transfert d'O2 de la chaîne respiratoire aux muscles 
hlyoglobine fixation de l'O2 apporté par l'liémoglobine au niveau 

des muscles 

Tableau IV : Rôle des hémoprotéines 



La chlorophylle qui n'est pas une hémoprotéine, mais dont le noyau est 

constitué par une chlorine, proche structuralement du noyau porphyrique, joue 

w7 rôle important dans le monde végé ta1 puisqu'elle est 1 'agent indispensable 

pour la photosynthèse (conversion de l'énergie lumineuse en énergie chimique). 

L'objet de notre étude étant d'analyser le pigment malarique, résidu de 

dégradation de l'hémoglobine, nous nous sommes intéressés plus particulière- 

ment aux porphyrines de fer, caractéristiques des groupes prosthétiques de 1 'hémo- 

globine et de ses analogues. 

II - LES PORPHYRINES DE FER 

L 'insertion d'un atome métallique dans une porphyrine est aisée. Une voie 

de synthèse généralisée a été mise au point par Adler et Longo qui permet 

d'obtenir la métalloporphyrine Ù partir de l'ion métallique sous forme de sel 

divalent e t  de la porphyrine désirée sous forme de base libre. La réaction suivante 

résume la voie de synthèse et souligne le potentiel de cette méthode en indiquant 

les métalloporphyrines pouvant être obtenues [SI. 

P H 2  
II MI'P + 2HL 

+ '2 reflux, D M F  

pro t oporphyrine sel de Zn, V 

deut éroporphyrine sel de Cu, Co 

tétraphénylporphyrine sel de Fe 

Les paramètres physico-chimiques de la métalloporphyrine ainsi obtenue, 

dépendent non seulement de la nature de la porphyrine mais aussi de l'ion métal- 

lique. En particulier 1 'atome de fer présentant différents degrés d'ox~dation 

et de spin, 1 'insertion de celui-ci pourra conduire à des porphyrines, aux propriétés 

très différentes. C'est d'ailleurs cette dualité (nombre d'oxqdation, valeur de 

spin) qui confère aux porphyrines de fer un rôle essentiel en biologie. 

1. ~ téréoch im ie des porphyrines 

L'atome de fer peut exister sous 2 états de lolence stable ~ e l l  et 

F e .  Ces deux degrés d'oxqdation conduiront à la synthèse respective de 



ferroporphyrines e t  de ferriporphyrines. L'état de wlence le1' permet les 

trois états  de spin, haut spin (S=2), spin intermédiaire (S=l), bas spin (S=O), 

notés respectivement HS ,SI ,BS, alors que l'état de valence le1'' permet 

les trois états de spin 5/2, 3/2, 1/2 (HS ,SI ,LIS ). Des modèles de ferri e t  

ferroporphyrines, dans lesquels le fer se trouve à l 'état HS ,lS ,BS , sont 

cités en figure 3. La stéréochimie du complexe, la nature du (des) ligands 

e t  le nom de la porphyrine de fer sont indiqués sur la figure 3. Ces données 

résultent de structures obtenues par R X  ( [6] à 1121 ). Le tableau V donne 

différents paramètres structuraux qui seront évoqués ci-dessous. 

nom du composé Ct - Fe Fe - N Fe - L C , - N  

III 
Fe 

IS ' TPPFeC1O4 0,270 (4) 1,997 (5) 2,025 (4) 1,989 (5) 

BS ( ~ i p ) ~ T P p F e  O 2,004 (3) 2,127 (3) 2,004 (3) 

Tableau V :  onn nées cristallographiques de porphyrines de fer 



(61 L = OCH mtithoxoprotoporphyrIne IX dirndlhyl csrer, . 3  ' 

[QI L n 2 rntthyl ~mldnzolc  , dlmCthylimldazolc TPP 

II 
(ZCH,~ITI)~TPPT~ , 

111 
[91 L = OC10 , perchlorota TPP , (TPPFa )CIO 
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(10) ------O , TPP , TPPfc 
II  

111 
L (111 L = L' = lmldarola , blslmldazole TPP , [lm (TPPFc )]+ 
I 

2 

i l 1121 L a 'LI a plptrldlne , blsplpdrldlne TPP , (pIpl2TPPTa II 

Figure 3 : Stéréochimie des  porphyrines de fer 



a). Les complexes haut spin 

La ferriporphyrine adoptera une structure pyramidale. En e f f e t ,  le 

rayon ionique du Fe1'* dans la configuration 1-1s étant supérieur au rayon 

du coeur d'une porphyrine non contrainte [13], celui-ci se situera hors 

du plan du noyau tétrapyrrolique. ~énéra lement  la distance qui sépare l'atome 

de Fe e t  le centre du niacrocycle, nommée Ct - Fe, est caractéristique 

de ces espèces. Elle est comprise en moyenne entre 0,45A et 0,48A. 

La ferroporphyrine adoptera la même structure que la ferriporphyrine 

HS. Cependant, on pourrait s'attendre à une augmentation de la distance 

Ct - Fe, due à l'augmentation de la densité électronique dans les couches 

d (1  e- supplémentaire). Le tableau prouve cependant le contraire. En e f f e t ,  

il est à remarquer que la distance Ct - Fe est inférieure d'environ 0,03A 

dans les complexes FeJ1 HS que dans les complexes Fe1'' US. Cette proxiniité 

de l'atome de fer induit deux phénomènes que sont 1 'extension du cycle (tra- 

duit par l'augmentation de la liaison Fe - N )  et une structure bombée. Le 

premier phénomène peu favorable à cause de la rigidité du cycle (voir para- 

graphe 1 -1) s 'accompagne de 1 'inclinaison des noyaux pyrroliques. La structure 
11 RX du Bméthylimidazole Fe TPP, a mis en évidence que le plan formé par 

les 4 azotes ( P N )  et les atomes de C ( P C )  ne sont pas superposables. La 

distance P N  - P est de l'ordre de 0,13A alors que généralement cet te  dis- C 
tance est inférieure à 0,05A dans les ferroporphyrines US. 181 

b). Les complexes à spin intermédiaire 

Avec un choix judicieux de ligands, on peut s'attendre à obtenir des 
- 

complexes à spin intermédiaire. La ( T P P F ~ ) + O C L ~  [12] est Ln exemple de 

ferriporphyrine qui se caractérise par une valeur intermédiaire de la distance 

Ct - Fe de 1 'ordre de 0,27A. 

La FeTPP est un exemple de ferroporphyrine à spin 1 caractérisée 

par une structure parfaitement plan carrée. 

c). Les complexes bas spin 

Dans ce type de complexe, l'atome de Fe est confondu ou peu éloigné 

du centre Ct  du coeur porphyrique d; à un rayon ionique du fer beaucoup 

plus faible. 



Outre ce phénomène, on peut s'attendre à voir les liaisons Fe-N moins impor- 

tantes dues Ù la compacité électronique de l'atome de Fe dans ces conditions. 

C 

La ( ( l m 2 ) ~ P P ~ e ) ' ~ i ,  est un modèle da  ferriporphyrine BS. L'atome 

de fer est situé légèrement au-dessus du plan déterminé par les atomes 

d'azote (0,009A). D'autre part, la distance moyenne Fe - N (1,989A) est 

significativement plus courte que ceux des complexes US. Ces deux faits 

expérimentaux confirment les hypothèses, énoncées ci-dessus, cependant 

une anomalie apparait. En e f fe t ,  les deux noyartx imidazoles dans cette molé- 

cule ne sont pas équivalents. Les distances Fe - N sont de 1,957A et 1,991.4. 

Ceci s'explique par la différence d'orientation des 2 noyaux imidazoliques 

par rapport au plan PN : l'un se situe dans un plan bissecteur au plan défini 

Par NporFeh'por, alors que l'autre est obtenu par rotation d' in angle de 
45O. La différence de longueur de liaison s'explique par l'intéraction stérique 

existant entre le H imidazolique avec l'azote porphyrique (figure 4). 

Figure 4 : lntémction stérique entre un ligand e t  Le noyai1 tétrapyrrolique 

Les ferroporphyrines sont centrosymétriques. En e f f e t ,  la ( p i~ )~ l 'PPFe  I I  

présente une distance Fe - Ct nulle et une distance Fe - L de l'ordre de 

2,127A. Cette valeur très élevée indique une forte intiraction stérique entre 

1 e cycle porphyrique et les H pipéridiques. 

Bien qu'une classification méthodique ait été adoptée pour présenter 

la stéréochimie des porphyrines de fer, il existe des cas particuliers qui 

ne s ' y  intègrent pas. 



Nous ne citerons que deux exemples. 

* La bischloro3-pyridine octaé thylferriporphyrine qui peut adopter d i  ffé- 

rentes géométries selon la température. I l  existe un équilibre thermique 

de spin qui conduit, à basse température, à une forme bas spin et à tempé- 

rature ambiante à une forme mal définie, appelée mixte (5/2 - 3/2) 1141. 

* La bisaquo-ferrité traphénylporphyrine est 1 'exception la plus in téres- 

sante 1151. En ef fet ,  dans cette molécule, le fer est à l'état HS et cependant 

adopte une conformation centrosymétrique. 11 est coordonné à 2 molécules 

d'eau, chacune d'elles liée par liaison hydrogène à un ion perchlorate et 

à l'atome d'oxygène du T H F  (solvant de cristallisation). Cette molécule se 

caractérise par une distance Fe - N (ou Ct - N )  de 2,045A, très importante 

par rapport aux dérivés ferri BS classiques, et par l'absence d'une structure 

bombée (le plus grand écart par rapport à la planéité est de 0,034A). Cette 

structure démontre que sous certaines conditions, le noyau té trapyrrol ique 

est susceptible de s'agrandir. 

Ce dérivé est très important car il sera évoqué dans les mécanismes d'agré- 

gation des porphyrines dans 1 'eau (paragraphe I l  - 3). 

En conclusion, la multiplicité de spin des ferroporphyrines et des ferripor- 

phyrines de fer conduit à différentes structures. Ces géométries dépendent 

non seulement du nombre mais surtout de la nature des coordinats axiaux. 

On peut s'étonner de l'orientation particulière de ceux-ci par rapport au 

plan porphyrique (ex : imidazole dans la (1m)2TPPFe) ainsi que de la présence 

favorisée d ' u n  isomère dans le cas des bases libres. Ces faits  expérimenta^^^ 

sont certainement le reflet de contraintes exercées au sein du cristal qui 

se tmduisent par des arrangements spatiaux favorisés. Ainsi, les caractéris- 

tiques de la porphyrine de fer à l'état solide pourront être différentes de 

celles qu'elle présente en solution. Ainsi, la comparaison spectroscopique 

à l'état solide et liquide sera indispensable pour percevoir les intéractions 

d'une unité porphyrique à une autre. 



Le point le plus important à souligner sur la stéréochimie des porphyrines 

de fer est certainement le fait que la transition d'un état de spin à un autre 

s'accompagne d'un déplacement de l'ion métallique vers le centre de la porphy- 

rine et vice versa (à une exception près). C'est cette commutativité de spin 

qui confère aux porphyrines de fer un rôle si important dans les processus 

réactionnels de certaines hémoprotéines comme par exemple 1 'hémoglobine. 

2. L 'hémoglobine 

a). Structure et rôle physiologique 

L Ihémoglobine est une protéine oligomérique dont la structure a été 

proposée suite à l'étude en RX de Perutz [161. Cette biomolécule est consti- 

tuée de quatres sous unités, deux à deux identiques désignées paraP et C Y ~ .  

Chacune de ces unités comprend une chahe polypéptidique (les chaines cr et 

p possèdent respectivement 141 et 161 aminoacides) et un groupement prosthé- 

tique qui est la protoporphyrine 1X de fer. 

Les chaines cu et P sont maintenues entre elles par des contacts non po!ai- 

res ainsi que par des intéractions de type électrostatique et des liaisons hydro- 

gènes. Cependant, il est à souligner que les intéractions sont minimes entre 

chaines de même nature et maxima entre les chaines de nature différente. 

Ainsi la structure quaternaire de l'hémoglobine, obtenue par cohésion des 

4 sous unités est généralement écrite sous la forme (@) (û/3). 

Sur chacune des unités a ,  /3 se si tue la pro toporphyrine 1X de fer qui est 

Liée à la chaine peptidique par un acide aminé. Il  s'agit d'une histidine (nommée 

histidine proximale ou F ) dont le noyau imidazolique coordonne l'atome de 8 
fer. 

Une autre histidine, appelée histidine distale, se situe à la verticale du 

site porphyrique, comme le montre la figure 5. 



Figure 5 : Une chaîne de l'hémoglobine 

Dans cet état présenté ci-dessus, l'atome de fer Ù une coordinance de 

5 avec, pour ligand axial, une base azotée (imidazole). Dans cette structure, 

le fer est Ù l'état II dans un état haut spin HS. La porphyrine de fer, dans 

cet &ta t plzysico-chimique au sein de 1 'hémoglobine, est appelé hème. 

L'atome de fer peut subir non seulement des changements de coordinance 

(nul  tiplicité de spin) mais aussi de degré d'oxydation. Ces faits permettent 

d'émettre deux hypothèses quant aux possibilités réactionnelles d 'me  telle 

espèce. 

II 111 * une réactio1-i d'oxqdation : Fe -, Fe 

II * Luie réaction d e  coordination : Fe L + L -  el' L L  1 



I .a). Réaction d'oxydation 

Les réactions d'oxydation de 1 'hémoglobine conduisent à des produits 

appelés méthémoglobine. Le fer est alors au degré III  e t  a pour nombre de 

coordinance 6. La structure stéréochimique du complexe obtenu dépendra du 

pouvoir du 6ème ligand axial. Le tableau VI suivant indique quelques exemples: 

1 igand Nom du complexe 

cl- 
- 

F 

c N- 

~hlorométhémoglobine 

~luorométhémoglobine 

Cyanométhémoglobine 

~zidornéthémoglobine 

Tableau VI : dérivés ferri de l'hémoglobine 

L'hémoglobine, qui est sous forme ferrique, a perdu ses propriétés fonction- 

nelles qui ne peuvent se manifester que par 'une réaction de coordination. 

2.a). Réaction de coordination 

L 'hémoglobine, qui possède 4 noyaux tétrapyrroliques, possèdent 4 sites 

vacants en position axiale du fer. On peut donc écrire une réaction du type: 

Une telle réaction peut être mise en évidence en étudiant l'affinité de 

l'OZ pour lfiiémoglobirie. En ef fet  lfhémoglobine, où le Fe est 6 l'état II ,  en 

HS, appelé usuellement désoxyhémoglobine, peut fixer une ou plusieurs molécu- 

les d'oxygène. st oxyhémoglobine (Hb02) ainsi obtenue peut elle aussi a son 

tour perdre les molécules d'O2 impliquant une réversibilité de la réaction 
(2).  On peut donc écrire : 



Ce processus réactionnel est mis en évidence par le fait suivant. L'hémo- 

globine oxygénée (rouge vif) devient désoxygénée (rouge violacé) au niveau 

des tissus et repart par la voie veineuse vers le système pulmonaire où elle 

se recharge en oxygène. L'oxygène ainsi apporté au niveau des tissus est fixé 

par la myoglobine (Myo) selon la réaction (4). 

Cette réaction met en évidence les différences structurales de ces 2 

molécules. Alors que l'hémoglobine est une molécule tétramère (2  chaines 

,2 chaines avec 4 noyaux porphyriques), la myoglobine est une monomère, 

constituée d'une seule chaine polypeptidique e t  ne contient qu'un seul site 

porphyrique. La stoéchiométrie de la réaction (4 )  est ainsi expliquée. 

On pourrait s'attendre à ce que l'hémoglobine et la myoglobine aient 

la même affinité vis-à-vis de la molécule d'oxygène sachant que dans l'hémo- 

globine les 4 sites porphyriques sont très éloignés les uns des autres permettant 

à l'hémoglobine de fixer une molécule d'O2 de façon équivalente sur chacun 

des sites. Cette réaction ( 5 )  peut s'écrire sous la forme : 

(mO2) 
En définissant le t auxde  saturations S p a r :  S =  , il est aisé 

d'obtenir S en fonction de P ( 0 2 )  par l'expression : 

La figure 6 représente les variations de S en fonction de P 
(Os) 



c o u r b e  de saturat;on 
dela myoglob;nc 

* 
20 40 60 O0 100 

Figure 6 : Courbes de satumtion par l'oxygène de 

1 'hémoglqbine et la myoglobine 

Alors que la courbe présente 1 'allure hyperbolique attendue pour la myoglo- 

bine, la courbe de l'hémoglobine présente une allure sigmoide, démontrant 

ainsi que les sites ne sont ni totalement indépendants, ni totalement dépendants. 

Ceci peut se traduire en disant qu'une molécule partiellement oxygénée a 

plus de chance de fixer une molécule d f 0 2  que n'en a une molécule compiè- 

tement déligandée. Ce phénomène caractéristique de certaines protéines est 

appelé phénomène de coopérativité. 

Après ce bref aperçu du rôle physiologique de l'hémoglobine, on peut 

s'étonner de voir que la présence d'un oxydant tel que l'oxygène ne conduise 

pas à une structure ferrique irréversible. C'est pour cette mison que de nom- 

breux t m v a u  ont été menés pour mimer l'activité physiologique de l'hémoglo- 

bine. 

b). Les modèles biomimétiques 

Les ferriporphyri~les de synthèse décrites précédemment conduisent géné- 

ralement à une ferriporphyrine de façon irréversible quand elles sont exposées 

à 1 'air. 

P F ~ '  - oz 
P Fe + O z -  .II) espèces ferriques (6) I 

111 
P ~ e l l  - 

PFe - O 2  

Complexe dioxo 



La réaction (6)  indique que l'oxydation ne peut avoir lieu que si le com- 

plexe dioxo est mis en présence d'une ferroporphyrine. 

Le problème posé par la nature de la liaison, Fe - Oz,  dans les héinoprotéines 

peut être appréhendé par la spectroscopie IR. En e f fe t ,  la vibration V O  - O 

dans 1 'hémoglobine est de 1 'ordre de 11 07 cm-', voisine de celle que 1 'on trouve 

dans des composés du type oz-, de l'ordre de 1100 à 11 50 cm'' 11 81. Ainsi 
Il 111 - 

peut-on assimiler la liaison Fe - O2 6 une liaison du type Fe - O2 (cet te  

notion sera renforcée par les résultats obtenus en spectroscopie Raman dans 

le chapitre 4). 

On peut s'étonner cependant, que l'hémoglobine en présence d'un agent 

oxydant tel que l'oxygène ne conduise pas à une espèce ferrique irréversible. 

La réaction ci-dessus indique que le complexe ferrique ne peut être atteint 

que si le complexe PFe02 est mis en présence d'une autre ferroporphyrine. 

Or, la structure RX de l'hémoglobine a mis en évidence que les sites hémiques 

sont très éloignés les uns des autres, chacun étant enfermé dans une cage 

hydrophobe crée par la chaine qui les supportent. 11 71. 

Les premiers travaux ont eut pour but de stabiliser un complexe Qioxo. 

Dans cet objectif, des substituants volumineux. sont placés sur la périphérie 

du cycle porphyrique, pour empêcher l'accès au coeur central de ligands 

axiaux trop gros et pour faciliter 1 'accès de petits ligands tel que l'oxygène. 

De plus ce modèle, lfpicket fenceff, stabilise le complexe dioxo en empêchant 

stériquement 1 'approche de 2 sites métalliques. La mésotétra (a&O:&) pivaloyl 

amidophényle fut un des premiers niodèles qui permis de fixer réversiblement 

l 'OZ 1191. La structure représentée figure 7 permet de se rendre compte 

de l'encombrement stérique généré par la substitution des noyaux phényles. 



Figure 7 : Le modèle "picket fence" 

La (1 méthyl imidazole) (TpivPP) Fe obéit à une équation du type : 

D'autres modèles par la suite, dérivés de celui-ci, ont 6th synthétisés, parti- 

culièrement ceux avec des domes, "capped modelrf, tels que celui représenté 

en figure 8. 

Figure 8 : Le modèle dom6 - "capped rnodelrf 



Bien que ces composés fixent réversiblement 1 'oxygène, le composé 

dioxo présente une mauvaise stabilité dans le temps. En e f f e t ,  celle-ci dépend 

de la concentration en base azotée. En l'absence d'un excès de h s e ,  le com- 

plexe dioxo a une durée de vie relativement courte conduisant à une espèce 

ferrique irréversible. Le mécanisme réactionnel présenté ci-dessus permet 

de mettre en valeur l'importance de l'excès de base (schéma 2). 

Schéma 2 : Mécanisme de fixation de l'O2 par un composé biomimétique 

 excès de base permet d'être sûr de saturer la position non protégée et 

ainsi déplacer l'équilibre vers la formation de A''. Le schéma 2 permet de 

plus, de comprendre 1 'instabilité dans le temps du cornplexe dioxo A' conduisant 

toujours à l'espèce ferrique C, par oxydation du complexe dioxo B',  peu stable 

à cause du non encombrement stérique autour de 1'0 2' 

Ainsi, ces travaux ont suscités deux voies de recherche, afin d'élucider 

le rôle de : 

* la base azotée 

ème * 1 'environnement physico-chimique de la 6 position d e  coordinat ion 



1.b). Influence d e  la base azotée 

Ces études tendent à s'intéresser au rôle de llliistidirie proxiniale et 
par la même,  de la protéine au sein de la rnoléculc. Un corriposé /crroporpli>- 

rine à 5 ou 6 coordinats sera obtenu selon l'intéraction stE~.iqiie tii!rc la base 

azotée B et le coeur porphyrique, Les 2 réactions scii\lar.itcs pcu\?ent être 
écrites : 

En utilisant des bases telles que la méthyl irnidazole, la pj)ridirie, I1oSten- 
tion d'une espèce ~ e "  B2 est prépondérante (1c6 1 1201. Cepcridarit, 

en augmentant l'intéraction stérique entre la Lnse et Ici ferropor/~liyririe, 
seule la réaction (5 )  a lieu (ex  : la 2 méthyl irnidazole). 

L'utilisation de modèle tel que la T ~ ~ ~ P P F ~ "  ite cci~dclit qir'à l'espéce 

5. Outre ta possibilité de faire wr ie r  t'iiitc'raction stériqile cri siibstituatit 

des groupements mé thyls sur 1 'imidazote, on peut par kit i l  isn t ion d'ilri lfpiqlie t", 

créer m e  liaison covalente entre l'atome métafliq~tc di! coctir porl!liyr.iqiie 

et  l'irnidazole tel que celui présenté en figure 9,  ( "tclilcd piclcet /er~ce" ) 

1211. 

Figure 9 : Le modèle "taited picke t /ericeu 



Les composés, cités ci-dessus, forment des complexes dioxo, cependant 

L'encombrement stérique se répercute sur l'affinité de l 'O2 La siihtitution 

du 1 CH31m produit une diminution d r u  facteur 10 de l'affinité de l'O2. 
De même,  le passage de la 2 CH31m à la 1,2 CH31rn diminue de noii\leau 
d ' u n  facteur 10 l'affinité [22]. Ainsi L'encombrement stériqiie a~ctour du noyau 
imidazol ique peut défavoriser la fixation d 'O2. 

Ces phénomènes observés permet tent de suggerer une explicatiori quant 

à la coopérativité de l'hémoglobine. Er1 e f fe t ,  la fixation d'oxygèrie s'accon~pa- 

gne d'une transition d'un état de spin élevé à un spi11 faible e t  corrélativement 

d 'un  déplacement de l'ion ferreux vers le centre du groupe prosttiétique. 

L 'im idazole e t  donc 1 'histidine proximale, accompagnera le déplacement du 

fer. Ainsi ce t te  déformation à courte distance induira des tensions au niveau 

de la chaîne protéique et donc provoquera une intéractiori à longue distance 

se traduisant par une variation des distances imidazoles-hèmes des 3 autres 

sites. Si cet te  variation diminue les intéractions stériques, la fixation d'une 

nouvelle molécule d'OZ sera aisée. Cette hypothèse senible reiiforcée p r  

les études récentes menées sur 1 'influence de 1 'orientation des rioyaur iniida- 

zoliques par rapport à la porphyrine [23]. 

Cependant, ces modèles, bien qu'ils permettent d'avoir Laie ~ i s i s h * ~ l u s  
précise du mécanisme de fixation de l'oxygène par l'hémoglobine, ne rendent 

pas compte de certaines propriétés. En particulier, la stéréocliimie des corn- 

plexes carbonylés est très différente entre les modèles synthétiques et  les ' 

hémoprotéines alors que pour les complexes dioxo il y a coïncidence parfaite 

(schéma 3). 

Modèles sjnthétiques 

schéma 3 : ~eprésentat ion des stéréochimies de l'liénioglobine e t  des rnocièles 

synthétiques avec 1' O2 e t  le CO 



Cet te  différence a conduit les chimistes à s'intéresser 6 1 'erlvironrieirien t 
ème pliysico-chimique de la 6 position de coordina tiori et airisi d1appr61iender 

le rôle joué par l'histidine distale. 

2.b). Influence de l'environnement physico-cliimique de la 6 è n ~  e 

position de coordination 

Afin de privilégier une orientation coudée de la molécule CO, icn encom- 

brement stérique est réalisé en créant un lien, "strap model", siir le coeur 

porphyrique [241. La création d'une liaison covalente transversale acc noyau 

tétrapyrrolique permet ainsi de modéliser la stéréocliimie de la fixation de 

CO (figure 10). Le modèle domé, présenté auparavant (figure 8 )  ne permet 
pas de mimer cette réalité et ,  démontre ainsi l'importance de la longueur 

de la chaîne covalente. 

C"3 

Figure 10 : Le modèle à lien - lfstmp modelfl 

De plus, en jouant sur la nature de la chaîne, sera modifié, non seulenient 

l'encombrement stérique mais aussi la polarité de la poche crée 1251. En pré- 

sence d'une chaîne où les premiers éléments sont des grouperrients arnides, 

1 'affinité pour l'O2 est augmentée. Ce fait expériniental perniet de confirmer 

l'hypothèse décrite précédemment quant 6 la nature de la liaisori Fe - 02. 

En e f f e t ,  en écrivant sous forme de dipole cet te liais or^, I:e Ir'+ - 0: -, elle - 
peut être stabilisée par une fonction amide (figure 11) .  



Figure 1 I : Stabilisa lion de la liaison Fe - O2 par une fonction amide 

Ceci permet de rendre compte du rôle de l'histidine distale qui permet 

de stabiliser la forme oxy, due à la nature même de la liaison Fe - Oz. 

Cependant, bien que ces modèles permettent d'obtenir des composés 

carbonylés semblables aux hémoprotéines, l'encombrement stérique créé dans 

ces molécules fait que les affinités pour le CO ou l'O2 sont très inférieures 

aux hémoprotéines. 

La solution finale proposée par Momentau en 1988 [ Z O ]  en syntliétisant 

un modèle s'inspirant du ''strap modell' et du 'picket fence'l, est préientée 
en figure 12. 

Figure 12 : composé modèle s'inspirant du ' f s t ~ n [ ~  ritodel" 
et du "picket fence model" 



La boucle diamide interdit l'accés au fer et les 2 piquets pivaloyls empêchent 

tout déplacement latéral du lien. Ce composé permet non seulement d'amélio- 

rer les affinités respectives de l'O2 e t  du CO mais aussi de respecter les 

géométries observées dans le cas des hémoprotéines. 

Outre l'utilité des modèles synthétiques, pour comprendre le rôle physio- 

logique de 1 'hémoglobine, ils ont permis de caractériser des intermédiaires 

réactionnels provenant de la réaction de dégradation des complexes dioxo. 

L'identification de 2 espèces a pu être réalisée. 

* les complexes peroxo 

Ils sont synthétisés de la façon suivante : 

II PFe - O 2  + PFe" - P F e m - O - O - P F ~  III ( 7 )  

Ces complexes caractérisés par R M N  [26], Raman [27], ne sont stables qu'à 

basse température. La réaction (7)  doit être comprise comme une réaction 

d 'oxyda réduction, mise en évidence par les équations (7a) et (7b). 

P F ~ "  - p~e*" + e-  (7a) 

- 
II (PFe - O2 - PF~'" - 0;) + e- III -, PFe - O2 2 (7b) 

Le dérivé péroxo peut être le premier composé ferrique intervenant dans 

l'oxydation du complexe dioxo (voir réaction 6 e t  schéma 2). Les équations 

(7a) e t  (7b), démontrent l'importance jouée par la protéine au sein de l'hémo- 

globine en éloignant les sites hémiques les LUIS des autres, conservant ainsi 

le rôle fonctionnel de chacun. 

Dans le cas ou la porphyrine est trop encombrée, l'unité peroxo est peu stable 

et conduit au dérivé 0x0. 

* les complexes 0x0 

Ils sont obtenus suite Ù la réaction suivante ou P représente une por- 

phyrine encombrée : 
pfell*- O -  0 -  P F ~ " ' ,  2 P F ~ " -  O (8)  

Ces composés isolés à basse température peuvent être stabilisés par 

la présence de base azotée. Des informations structurales ont pu être obtenites 



sur ces composés à l'aide de différentes techniques spectroscopiqites (RAIN 

[28], Raman [29]). 

Ils présentent un intérêt énorme car ils sont proposés comnie intermédiai- 

res réactionnels dans le mécanisme physiologique des cytociiromes (reaction 

d 'oxydo-réduc t ion). 

En conclusion, le schéma 4 suivant résume les différerites réactions 

que peut subir une ferroporphyrine en précisant, quand il y a lieu, l'espèce 

biologique. 

PF~"LL' 

L1 = &se azotée 

PFeL02 + FERROPORPIIYRINE 

\ OxyhCmoglobine 1 

:ombrke / /- + porphyrtne non encombrée ,I 

/ ~ 6 r i v é  o r o  pFerV- 0 

III P F ~ ~ " - O - O - F ~  P 

\ I en 
Cl l. 

1 1 solution 

schéma 4 : Réactions possibles pour une ferroporphyrine 



La nécessité d'utiliser des ferroporphyrines synthétiques, beaucoup plus élabo- 

rées que ne 1 'est la ferroprotoporphyrine ZX, pour mimer 1 'activité biologique 

de l'hémoglobine démontre l'importance jouée par la protéine. En e f fe t ,  par exem- 

ple la substitution d'un seul acide aminé conduit à une hémoglobine non fonction- 

nelle (ex : hémoglobine s). Ainsi, même une dégradation au niveau protéique, 

pourra se traduire au niveau de l'hème de l'hémoglobine par l'obtention d'un dérivé 

ferrique irréversible selon un processus réactionnel représenté sur le schéma 4. 

3. Les espèces p-0x0 

Les métalloporphyrines sont des molécules susceptibles de s'agréger, selon 

des modes d'intéractions très différents. Un de ces modes est la création d'une 

liaison de covalence mettant en jeu lrion(s) métallique(s) de delis (ou pl~csieclrs 

unités) porphyriques. t'existence d'une liaison de covalence mettant les deux ions 

métalliques de 2 unités porphyriques est appelée composé p, la nature de la liaison 

définissant la nomenclature de l'espèce obtenue. 

Dans le cadre des porphyrines de fer, le composé p-0x0 est le plus répandu, 

caractérisé par une liaison Fe - O - Fe (figure 13). 

Figure 13 : U n  complexe p-0x0 



Outre les composés p-0x0, il existe des composés p carbido et p nitrido carac- 

térisés par la présence d'une liaison Fe - C - Fe e t  Fe - N - Fe respectivement 

qui seront cités dans ce travail. 

Le dimère p-0x0 des ferriporphyrines, longtemps suggéré comme produit 

final de réaction d'hydrolyse de sel porphyrique halogéné, fut mis en évidence 

à l'état solide par obtention d'une structure RX [30], la (TPPFe)20. Cette structure 

est caractérisée par un déplacement du Fe hors du plan de l'ordre de 0,5A indiquant 

une structure haut spin (paragraphe II - 1). Une donnée importante de ces composés 
f i  

est 1 'angle (91, FeOFe,qui conférera selon sa tulleur, des propriétés particulières 

aux dérivés p-0x0. En e f f e t ,  de nombreux complexes p-0x0 de fer pentacoordonnés 

ont été caractérisés avec des angles différents pour des ligands qui peuvent être 

L1EDTA, etc... [31]. 

Bien que l'obtention de ces espèces à l'état solide soit bien maîtrisée, la 

chimie en solution aqueuse de telles espèces pose des problèmes qui seront évoqués 

par la suite. 

a). Synthèse des composés p-0x0 

~ i f f é r e n t e s  voies de synthèse s'offrent quant à l'obtention de tellés espèces 

qui sont : 

* soit une oxydation de la ferroporphyrine 

** soit une réaction de métathèse 

* le complexe p-0x0 peut être le dérivé final d'un schéma d'auto oxyda- 

tion d'une ferroporphyrine en présence d 'OZ (ou d'eau). Sans précautions, tous 

les systèmes du type Fe - O2 conduisent à la longue par oxqdation irréversible 

aux dérivés ferriques. Cependant, si la porphyrine possède un encombrement stéri- 

que suffisant, la formation du peroxo et à fortiori du p-0x0 est impossible. Le 

schéma 4 présente les voies de dégradation suivies, selon la nature de la porpliyrine. 

Dans des modèles très complexes, les étapes peroxo et p-0x0 sont éludées pour 

conduire au dérivé le plus simple : l'hématine. Dans celui-ci, le fer est coordonné 

à un ion hydroxy OH-. 

** les réactions de métathèse sont spécifiques à l'obtention du dimère 
porphyrique : 



2  el" P L  + H2 O -c 2(~e'" P)2 O + 2 HL L = Halogène (8) 

La réaction est catalysée par présence d'un excès de base (ou d'acide) qui 

déplace l'équilibre dans le sens 1 (ou 2). Cette méthode peut être appliquée non 

seulement en milieu aqueux mais aussi en milieu organique (réaction biphasique). 

Cependant, 1 'écriture d'une telle réaction suggère que 1 'on passe par un intermédi- 

aire du type hématine, PF~"' - OH ; l'existence ou non de cette espèce est à 

l'origine de nombreuses controverses dans la littérature. Les travaux récents menés 

sur les modèles biomimétiques ont permis d'isoler, m e  telle espèce (3), levant 

ainsi 1 'indétermination. 

Avant toute chose, nous allons expliciter une des propriétés physico-chimiques, 

caractéristique de ces complexes, qui est leur propriété magnétique. 

b). Propriété magnétique des complexes p-0x0 

placé dans un champ magnétique, la plupart des substances, acquièrent de 

façon réversible des propriétés d'aimantation. La susceptibilité magnétique 

est le rapport entre l'intensité d'aimantation et le champ magnétique. On'distingue 

alors des substances diamagnétiques e t  paramagnétiques selon que leur susceptibi- 

lité magnétique soit négative ou positive respectivement. Alors que le diamagné- 

tisme est toujours présent, le paramagnétisme est lié à l'existence d'un moment 

angulaire (d'origine orbitale ou (e t )  de spin), résultat de la présence d'électrons 

non appariés. L'absence de contribution d'origine orbitale permet d'obtenir la 

formule classique ci-dessous : 

Plus généralement on introduit le moment ef fect i f  par p = g S(S + 1) 
ef  f ou 

La valeur de est obtenue par l'expérience au moyen d'appareil (Balance de 

Ewns, Faraday, etc...), en fonction d e  la température. 

En fonction de la stéréochimie du complexe métallopor[~li~riq~~e,  l'état d e  



spin est déterminé et la formule ci-dessus permet de prévoir sa wleur théorique. 

Le tableau VI permet de voir l'anomalie présentée par les complexes p-0x0. 

I I I  
Fe = P~théorique = 5,92 pB  FeTPPCl T= 299K 5,95pB 141 

T= 195K 5,89pB 

T= 77K 5,81pB 

Tableau VI : Données magnétiques des porphyrines de fer 

Alors que l'expression exprimée ci-dessus permet de rendre compte des 
Ill moments magné tiques des espèces ferriporphyrines tel que ~ e ' l l ~ l ,  Fe C H 3 0 ,  

un fort écart est observé dans le cas des dimères p-0x0. La forte variation 

du moment magnétique en fonction de la température est caractéristique de 

lfintémction entre les deux atomes métalliques, nommée couplage antiferromaL 

gné tique. 

Une théorie a été élaborée permettant de rendre compte de ce phénomène, 

basée sur 1 'intémction spin-spin d'un site avec un autre. La solution s'obtient 

en mécanique quantique, non plus en utilisant le champ magnétique seul de 

la mesure, mais en ajoutant une contribution propre Ù l'espèce ( H  spin-spin) 

sous la forme 

H = Ho + H spin-spin avec H spin-spin = - 2 J S1 S2  [311,1331 

Le modèle conduit Ù définir S r  états de spin : 

S r  wriant de S1  + S2  Ù S I  - S2  

Les énergies sont données par la relation : 

E (S') = - J [S r  (S1+I )  - SI(Sl+l)  - S2(S2+l)] 



Dans les complexes poxo,  S I  et S2 ont pour valew 5/2 (voir I l  - 11, 

ce qui conduit au diagramme suivant : 

La population de chacun des niveaux 

est donnée par statistique de Boltzmann. 
S' = 4 

Ainsi en fonction de la température, 

on peuplera plus or1 ntoins les niveaux. 

s' = 3 Les 2 états magnétiques extrêmes 

seront : 
s1 = 2 * à basse température composé 

= l diamagné tique 
S' = O * à haute température composé 

pararnagné tique. 

Le tableau VU indique la population de chacun des niveaux pour une température 

T = 3001<, qui représentera la température à laquelle les études spectroscopiques 

seront faites. 

S' = O 57,3 % 

S f  = 1 34,7 % J =  - 125 cm-' 

S' = 2 7,7 % T = 300K 
-1 K-l 

S r  = 3 0,3 % k = 0,695 cm 

S' = 4 négligeable 

S' = 5 négligeable 

Tableau VII : Population des niveaux magnétiques dans le complexe p-0x0 

Les valeurs de J ,  déterminées expérimentalement varient entre 100 cm-' et 
-1 

150 cm pour différents complexes p-0x0. Ces résultats permettent de 

montrer que l'on ne pourra assimiler ces espèces à deux unités porphyriqiies 

isolées. L'occupation des niveaux 0,1,2 (en extrême limite le nii-eau 3) conduira 

à un doniaine d'énergie de l'ordre de 600 cm-'. 

Ce phénomène permet : 

* de comprendre l'absence de spectre RPE Ù basse ternp6r.at~ir.e 



* d'interpréter les spectres R M N  qui se caractérisent par des déplacements 

chimiques par exemple : 

- dans les modèles dérivés de la T P P  : les H pyrroliq~ies sont voisins 

de 14  ppm alors que dans les complexes paramagnétiques HS des ferriporphyri- 

nes ils se situent à 80 ppm 1321 

- dans les modèles dérivés de la P P  : les if méso sont voisins de 

10 ppm alors que dans les complexes paramagnétiques HS des ferriporphyrines 

ils se situent à 60 ppm 1331 

* de mettre en évidence la présence d'impuretés paramagnétiques 

II est à noter que cette technique peut permettre de déceler de l'eau, 

qui est soit coordonnée par liaison hydrogène à l'atome d'oxygène, soit de 

déceler de l'eau en position transaxiale. Ces 2 phénomènes se traduisent par 

une élévation du moment magnétique 1341. 

c). Agrégation des porphyrines de fer 

De nombreuses études ont été menées pour appréhender les mécanismes 

d'agrégation au sein des métalloporphyrines, aussi bien en milieu aqueux qu'en 

milieu organique. En e f fe t ,  ces molécules sont susceptibles de s'agréger selon 

des modes d'intérnctions bien différents que l'on peut classer de la manière 

suivante : 

- les intéractions dues au métal 

. création de liaison covalente entre porphyrines 

- les intémctions dues à la porphyrine 

. intiraction 71c-g importante dans les solvants organiques 

. intéractions hydrophobes qui régisserit les associations en 

milieu aqueux 

Dans le cas des porphyrines de fer, l'espèce ic-0x0 est généralement 

évoquée par tous les travaux, menés sur le tlième de l'agrégaliorl. Ceperidarit, 



de ceux-ci, émergent des conclusions su jettes à discussion. Un éclairage nouveau 

est survenu grâce à l'étude des modèles biomimétiques qui ont permis d'isoler 

des espèces nouvelles en milieu organique permettant d'interpréter les phéno- 

mènes en milieu aqueux. 

1.c). Porphyrines de fer en milieu organique 

11 est évident que toute diminution de concentration entraînera simul ta- 

nément une diminution des intéractions d - n. Cette intéraction mise en évi- 

dence en RMN, sur des bases libres se traduit par la formation de dimères 

pour des concentrations supérieures à ~ O - ~ Y  (3). 

Le facteur déterminant qui régit l'association est l 'encombrement stérique, 

point commun avec les nombreux complexes biomimétiques synthétisés. Une 

étude récente [35], a permis de caractériser l'espèce hématine e t  (ou) p-0x0 

selon la substitution des noyaux benzéniques, suite à une réaction de métathèse. 

Le tableau VI11 suivant résume les résultats obten~cs dans cette étude. 

Tableau Vlll : Influence de l'encombrement stérique sur la formation du complexe p-0x0 

L'espèce hydroxy peut être caractérisée par diverses techniques. Les 

plus significatives sont : 

* La R /\.f N : absence de couplage a11 ti ferrontagné tique se trnduisarit 

par la présence des H pyrroliques à 80 ppm 

* Susceptibilité niagné tique : moment effectif indépendant de la 

température voisin de 5,7pB 



* Infrarouge : présence de la mie 9 OH Ù 3600 cm-', caractéristique 

du groupement hydroxo, se déplaqant à 2700 cm-' après échange isotopiqiie 
16 18 

O, 0 )  

L'influence de la nature des groupements est évidente sur le schéma 5 

ci-dessous mettant en évidence les intéractions stériques que devraient entraîner 

la formation p-0x0. Ce résultat permet de soupçonner que l'énergie nécessaire 

à la rotation des phényles doit être très importante. 

Rayons de Van Der Waals 

schéma 5 : lntéraction stérique créee par substitution sur les noyaux phényles 

Un complexe hydroxy a été caractérisé dans le cas d'une substitution méso 

par des noyaux anthracènes, qui peut de plus fixer un noyau imidazolique pour 

donner une molécule modélisant l'hydroxyrn~th~moglobine [321. Dans ce cas, 

l'atome de fer, lié à l'histidine et à un ligand hydroxy, est au degré 111. 11 faut 

savoir que l'espèce hydroxy des porphyrines de fer semble peu stable à cause 

de la forte acidité du proton hydroxy (conjugaison du cycle pyrrolique), ce qui 

explique l 'intérêt porté à la caractérisation d 'une telle espèce. 

Ainsi, ces études récentes ont permis de montrer que la réaction de méta- 

thèse s'accompagne de la formation mpide du complexe Iiyiroxy, suivi de la 

formation du complexe p-0x0 plus ou moins rapide en fonction de l'enconibrement 

stérique. 



2.c). Porphyrines de fer en milieu aqueux 

Les porphyrines physiologiques sont stables en milieu basique grâce 

à La présence de groupements propioniques. Elles précipitent sous forme de 

sel à pH = 4. Les porphyrines synthétiques sont rendues solubles grâce à des 

substitutions sur le noyau benzénique : ~ 0 ~ ~ -  061, CO; [3 71. 

En solution aqueuse, deux phénomènes seront simultanés : d'une part 

la stabilité de 1 'espèce moléculaire en fonction des conditions physico-chimiques, 

d'autre part, la formation de micelles due à l'hydrophobie du noyau tétrapyrro- 

lique. Aucun mécanisme d'agrégation n'est proposé à ce jour en milieu aqueux. 

Cependant, à partir des nombreux travaux effectués, des résultats généraux 

peuvent être présentés. 

* Influence de la concentration : pour des concentmtions inférieures 

à 1 0 - ~  M ,  une forme monomère serait présente alors gil'wie forme dimère, 

voire tétramère, est proposée pour des concentrations supérieures sans préciser 

la nature du motif élémentaire [38]. 

* Influence de  la force ionique : plus elle augmente, plus l'agrégation 

est favorisée. phénomène expliqué par 1 'intéraction cation - groupement hydro- 

philes de la porphyrine (COO-) [39]. 

* Influence du pH : le pH permet de distinguer 2 formes prépondé- 

rantes (existence d'un point isobestique en spectroscopie UV,  études Mossbauer 

f401, [411 ). 

Ces résultats bien que généraux sont susceptibles de varier en fonction de 

la nature du cycle porphyrique. L'influence du pH sur la nature des espèces en 

solution constitue le point central des travaux dans ce domaine. C'est pourquoi, 

nous ne présenterons pas une liste exhaustive des équilibres acido-basiques, obtenus 

pour différentes porphyrines solubles en milieu aqueux. I l  faut savoir cependant, 

qu'un schéma unique simple ne peut rendre compte des équilibres acido-basiques 

pour différentes porphyrines de fer ( D P F ~ ' "  1421, P P F ~ ~ "  1421. T P P C O ~ F ~ ' "  

13 71, T P P S O ~ ' F ~ ' ~ ~  1361 ). 



En particulier, 1 'écriture d'une réaction du type : 

permet de rendre compte des points isobestiques observés dans le cadre de la 

P P F ~ ' "  [42],  e t  de modèles synthét igues [36]. Cependant, les dosages acido-basiques 

me t ten t en évidence des espèces intermédiaires qui ne peitven t et re expliquées 

que par la fixation d'eau d e  solvatation (schéma 6). 

espèce A 

~ c h é i n n  6 : Réactions possibles en niilieii acqlieiix poiir ime ferriporpliyririe 



La différentiation d'une espèce bisaquo par rapport Ù une espèce libre peut 

se faire sur la base de mesures magnétiques (voir paragraphe 11 - 3.b). En parti- 

culier, l'espèce A est proposée dans le cas de la T P P S O ~ ' - ,  sur la valeur du mo- 

ment e f f e c t i f ,  trouvé en solution (p = 3,02 à 40°C) plus élevé que pour des 
e f f  

p-0x0 non solvatés 1431. Un tel mécanisme est d'autant plus probable qtc'une espèce 

analogue à la molécule 3 a été caractérisée à l'état solide [15]. 

La mise en solution aqueuse d'une porphyrine de fer, dans un milieu basique conduit 

donc à un équilibre du type (réaction 10)  en fonction du pH 

Cet équilibre est modulé par la nature même de la porphyrine qui peut influencer 

non seulement sur l'espèce moléculaire (forme solvatée ou non), mais aussi sur 

les bornes acido-basiques d'existence de 1 'une ou 1 'autre des espèces. 

4. Les modèles choisis 

Deux espèces stables à température ambiante que sont l'hématine e t  le p-0x0 

peuvent constituer des produits finaux de dégradation de l'hénioglobine, conime 

1 'indique le schéma 4. La protoporphyrine I X  qui est le cycle porphyrique du groupe 

prosthétique de 1 'hémoglobine, est peu encombrée stériquement. Ceci laisse suppo- 

ser que la formation du dérivé p-0x0 ne soit pas particulièrement défavorisée. 

Cette analyse nous conduit donc à postuler 1 'existence de la p-0x0 protoporphyrine 

1X de fer dans le pigment malarique. 

11 nous faut caractériser cette espèce p-0x0 à l'aide de la spectroscopie 

Raman de façon à disposer d'une technique analytique pour identifier 1 'espèce 

moléculaire présente au sein de l'échantillon biologique. Pour ce faire, nous avons 

étudié le modèle synthétique, la (TPPFe)20, pour lequel on dispose de nombreuses 

informations (structure RX 1301, etc...). Ce modèle est comparé à la p-0x0 proto- 

porphyrine I X  diméthylester de fer (PPDEFeI2O. Cette dernière molécule, dont 

on ne dispose d'aucune donnée structurale, diffère du modèle naturel susceptible 

d'intervenir dans le problème biologique par la présence des groupements méthylés 

sur les chaînes propioniques. Le choix de travailler sur la forme estérifiée pour 

des commodités de manipulation (synthèse, isolement) s'est fait saclzant que : 

* L'influence géométrique créée par la substitution d'atomes d'H par des 

Cf1 est minime sur les caractéristiques structurales du coeur porphyriq~te. 3 



* Nous éludons les problèmes d'agrégation, liés à l'hydrophobie du coeur 
té trapyrrol ique. 

La dernière remarque est à ce stade, certainement la plus restrictive de 
notre étude, compte tenu du fait que le pigment malarique est en milieu aqueux, 

au niveau du globule rouge. 

Les fonctions vinyliques, présentes dans la (PPDEFe)20, montrent une cer- 

taine réactivité (possiblilité d'oxydation, etc... ). Afin d'examiner l'influence de 

tels groupements, la p-oxodeuteroporphyrine diméttiyl ester de fer, (DPDEFe)20, 

a été étudiée. La deutéroporphyrine, caractérisée par la présence d'atomes d'hy- 

drogène en position 2 e t  4 (figure 1 ), est synthétisée par fusion solide d'un mélange 

de chlorohémine e t  de résorcinol 1441. 

Les molécules p-oxo sont préparées, à partir des dérivés chlorés respectifs, 

par réaction de métathèse en milieu biphasique (chloroforme - solution basique). 

Bien que généralement une autre méthode, dérivée de la réaction de métathèse, 

est adoptée par d'autres auteurs qui consiste à éluer le dérivé chloré sur alumine 

basique 1361, nous avons choisi la première méthode car elle permet la synthèse 

de composé isotopique. 
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Les porphyrines et les métalloporphyrines sont des composés qui présentent 

une coloration très intense. Celle-ci est due à la présence c''un système 

électronique fortement conjugué qui conduit à la possibilité de réaliser de 

rlombreuses transitions électroniques dans le domaine du proche U.V. e t  du visible. 

Depuis les années 1960,  de nombreux travaux théoriques ont e u  pour brit de tenter 

l 'interpré ta tion de ces spectres. 

Nous nous proposons dans ce chapitre de rappeler les résultats essentiels de 

ces calculs théoriques qui permettent d'approcher la compréhensiori cles spectres 

UV.visiMe des porphyrines bases libres, des métalloporphyrines e t  des niétallopor- 

phyrines complexées. 

1 - LA PORPIIYRINE DEMETALLEE 

Les électrons de valence des atomes constituant le cycle télrapyrrolique 

peuvent être différenciés selon qu'ils appartiennent à des orbitales mo!&culaires a 

ou n , ou qu'ils conservent leur caractère atomique (orbitales n). 

Les orbitales o , formées par le  recouvrement d'orbitales hybrideas sp2,  sont 

situées dans l'axe interatomique. Les électrons o sont fortement liés et  ne seront 

plus évoqués dans ce chapitre car le domaine spectral des transitions auxquelles ils 
participent, ne coïncide pas avec le domaine du proche UV et  du visible. Les 

doublets électroniques ne participant pas à des liaisons subsistent dcns la forme 

base libre P sur les azotes pyridiniques. Ils ocwpent  des orbitales nori liantes qui 

pointent vers le centre du cycle (Figure 14a) 



7 - 
Le passage de la forme base libre à la forme anionique ou cationique, 1)- oil 

~ 1 1 : ' ~  conduit à une augmentation de symétrie du système. Le passoge du groupe 
de symétrie moléculaire D2h (base libre) à Dqh ou P$) se traduit par 

l'apparition de nouveaux axes de symétrie : axe C ( z )  (rotation de 17'4 autour de 4 
l'axe z), axe Cf (rotation de V2 autour de l'axe joignant deux carbones méso),etc ... 2 
Le choix des axes adoptés dans ce t te  discussion est indiqué sur la figure 14.  

ta 1 (b)  

Figure 14 : symétries moléculaires dans les porphyrines 

1. Les spectres expérimentaux 

La figure 1 5  représente les différents spectres d'absorption U\r.visible des 

différentes bases libres qui ont été utilisées au cours de ce travail. 



L.-* 
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Figure 1 5  : Spectres d'absorption UV-visible de bases libres 

Les spectres présentent des caractéristiques communes que l'on peut 
classifier de la façon suivante : 

5 -1 - système B : Une bande très intense (E -. 10  cm-'. l .  rnc!c 1, appelée 

bande de Soret, notée B (ou y), qui se situe dans le do- 

maine 380-430 nm. Elle est plus ou rnoins large selon la 

nature du cycle tétrapyrrolique. 



- système Q : 4 bandes, appelées Q e t  notées Q x ( O , O ) ,  Q,(O,l), Q (0.0). 
Y 

Q ( O , ] )  de l'infra-rouge Ù l 'UV,  qui possèderit cies iritensités 
Y 

relatives variables en fonction de la porphyrine. Daris tous 

les cas, elles restent faibles par rapport à l'intensilé 
4 - 1 de la bande B (E = 10 cm-'. 1. mole ) 

Dans le cas d'une molécule porphyrique, possédant une stnictiire Dg],  , les 

systèmes B e t  Q conservent leur distinction en intensité. Çe!>eri@at~t le système Q 

est simplifié car il n'est constitué que de 2 bandes notées a (QU 9,) et  f3 (OU Q J  

A (nml 

2+ Figure 16 : Spectre schématique d'un composé en  symétrie D4!, ; PHZ , pz- 

Le tableau I X  résume les observations faites Ù partir des spectres présentés 

figure 15. I l  met en  évidence le déplacement b(itIioclironiiq~ic d ~ s  bandes 

d'absorption observé lorsque 1 'on a substitué des grouperrients sitsceptibles de se 

conjuguer (vinyles, noyaux benzéniques) au noyau porphyrique. 



Deutéroporphyrine X = 399 X = 495 h = 525 h = 565  X = 6 1 8  

E =  175 e = 13,4 E = 10,l E = 8 , 2 1  E = 4,9 

Protoporphyrine X = 407 h = 505 X = 540 = 575 A = 626 

e =  171 E: = 14,3 E = 11,8 E = 7,8 E = 5 , 3  

TPP 

3 , A' en nm - E , t f  en  10 cm". 1. mole-l 

( A  , E) en solution dans CHC13 à température ambiante 

(A' , E ' )  en solution dans CS2 à température ambiante 

Tableau I X  : Données spectroscopiques de porpliyrirles bnses libres 

2. Interprétation des spectres 

Les transitions électroniques sont associées aux orbitciles n présentes dans les 
porphyrines. Ce1 les-ci peuvent être déterminées par des modèles relativement 

simples à cause de la très grande symétrie du noyau télrapyrrolique. 

a )  symétrie e t  énergie des orbitales n 

Les orbitales moléculaires n , construites par des combinaisons linéaires 

d'orbitales atomiques (méthode C.L.O.A.), sont antisymétriques par rapport au plan 

de la molécule (oh). En traitant le problème en symétrie Dqi, (figure 14.b), la table 

des caractères de ce groupe permet de déterminer la symétrie des orbitales n: on 

ne trouve le caractère -1 pour la réflexion par rapport au  plan a que pour les h 
représentations irréductibles que sont A I U  , AZU , I l l u  , Ba,, , B . Les orbitales n 

Q 
possèderont nécessairement la symétrie de l'une de ces représentations. 



Le nombre d'électrons .rr Ù considérer (e t  donc le nombre d'orbitales 

atomiques) est de 26 qui se répartissent de la façon suivante : 20 pz  des carbones 6 
2 2 l e -  , 2 sp des azotes à l e - ,  2 sp des azotes à 4ee. Le scliérrin 7.a représente le 

classement en énergie e t  la symétrie des orbitales obtenues par Longitet-l!iggins 

1451 en utilisant la méthode de Hückel simplifiée. Dans ce ccilcul l'atonie d'azote 

est assimilé à l'atome de carbone. 

P 
i MODCLE Cl.0.A. MODCLE DE LA BOITE 

Schéma 7 : modèles électroniques pour les porphyrines sous forme  PH^^^ ou P 2 - 

Ce modèle permet d'expliquer Ia présence de 2 bandes B e t  Q,  calculées Ù 

469nm e t  689nm respectivement. El les sont associées respectivenien t aux 

transitions a -r e e t  aZu -+ e conduisant à 2 états excités (olLteg)  et (a2iieg), de 
l u  g g 

même symétrie E Les orbitales, impliquées dans ces tr.arisitior:s, sorit représentées u' 
sur la figure 17. 



Figure 17 : Orbitales impliquées dans les transitions étectroriiques B et  Q 

De plus ce modèle permet d'interpréter les 2 bandes situées dans l'UV 

(260nm et 340nm), appelées L e t  N ,  attribuées allx transitions aZU + e et  b2U + e 
9 9 

respectivement. Pourtant le modèle C.L.O.A. qui prévoit deux é ta ts  ( B , Q )  de  mêrtie 

probabilité et  donc d'intensité d'absorption éq~iiva lente est eri désaccord avec 
l'expérience : E Sore t > >  L (figure 16). Q 

Cet te  di f férence d'intensité peut être expliquée en utilisant le n~odèle  dit de 
"l'électron libre dans la boiteu 1461, dans lequel les électrons TT sont associés à des 

fonctions d'onde du type $ = f (r) egNe,  où N désigne le nombre qiiantique e t  f(r) 

et  la fonction définissant la géométrie de la boite qui peut être, suitwnt le 

problème étudié, circulaire, rectangulaire, etc... Le modèle d e  la boite circulaire se 
2 - justifie dans le cas des porphyrines P ou PH;' si oii examine la figure 14. En 

e f f e t ,  9 doubles liaisons suffisent à décrire la conjrigaison e!i coilroririe du cycle 

porphyrique. Cet te  approximation est renforcée par le caractère étliylénique des 

liaisons Cb-Cb (paragraphe 1-1). L'énergie de chaciine des orbitales est fonction de 
2 N e t  conduit à la répartition électronique représerilée scliériia 7b. 1,a trarisitiori 

électronique mettra en jeu Les niveaux d'énergie ayant pour nombres quaritiqiies 



+ + associés N = - 4 e t  N = - 5. Le calcul permet de montrer que la variation du 
+ nombre quantique A N ,  conduit à une transition permise si AN = - 1 ,  interdite si 

+ 
A N  = - 9. Ce mqdèle conduit donc à l'existence de deux trniisitions (l'une intense, 

l'autre interdite) pour une même énergie. 

Ainsi la comparaison des deux modèles, cités ci-dessus, suggère donc que les 
particularités en intensité e t  en énergie d'absorption observées dans les spectres 

des porphyrines ne s'expliquent que par urie dégénerescence accidentelle des 

niveaux a e t  a2u. La quasi égalité des énergies des orbitales a l U  l u  e t  aZu conduira 
à : 

- 2 bandes B e t  Q présentant des absorptions distinctes (modèle C.L.O.A.) 

- une bande fortement permise (B) ,  une quasi interdite ((3) (modèle de la 

boite) 

L'analogie entre ces deux modèles se situe dans le décompte des plans 

nodaux (densité électronique nulle). En e f fe t ,  alors que les orb i ta l~s  n ( a l u ,  a2([)  ont 

4 plans nodaux (N=4), les orbitales e ont 5 plans nodaux (N=5), Pr? onlettant le 

plan de la molécule qui est par définition un plan nodal (les plans nodaux sont 
indiqués sur la figure 1 7). 

Le modèle de  Gouterman, rend compte des observations théoriques faites 

précédemment e t  est connu dans la littérature sous le nom de niodèle à quatres 
orbitales [4 71. 

b) Le modèle 6 quatre orbitales 

Le calcul effectué par Gouterman qui permet d'obtenir la dégénérescence 
accidentelle des niveaux a l u  et aeu s'est fait en disting~tant les atorries d'azote des 

atomes de carbone. Dans ce modèle les bandes d'absorption (IV-visible ne peuvent 
plus être attribuées à des transitions où un électron est excité d'une orbitale à une 

autre. Pour des raisons géométriques, Gouterman définit deux  nor~veaux états  à 

partir des quatres configurations élémentaires 1 (al  Llegx), ("L,~g.,), ( a l  Liegl), 

(a e ) 1 : un état fortement permis d'énergie élevée !? et un état Q quasi 
2u gY 

interdit de plus basse énergie. Du traitement mnthématique complexe, l'intéraction 

de configuration (IC)  est sans doute le paramètre le plus important car i l  quantifie 

la séparation énergétique des niveaux B et Q. Ce paramètre pourra influencer le 

spectre de la façon suivante : 



* si a l u  y asU sont exactement dégénérés (CI=O), la bande Q (0,O) disparait 
(modèle de la boite) 

* si a a sont quasi dégénérés, le rapport 1 /I dirriinue (modèle de l u '  2u fi Q 
Couterman) 

* si a l u  , a ont des énergies très distinctes (CI très grand), les bandes B e t  2 u 
Q sont d'égale intensité (modèle C.L.O.A.) 

Ces considérations permettent d'interpréter les o b s e r ~ ~ c t  ions faites sur les 

intensités respectives des bandes B et  (S. En e f fe t ,  lorsque l'or1 effectue une 

substitution symétrique sur le noyau porphyrique, les orbitales e seront affectées 
g 

de la même façon e t  donc conserveront les mênies énergies. 

Au contraire, une substitution, même symétrique, a f f e c t ~ r a  distinctivement 
a ou aZu  de la façon suivante : la présence d'un groupement susceptible l u  
d'augmenter la délocalisation électronique diniinitern I'éric?rgie de  l'orbitale 

considérée. Par exemple : 

* Le rapport 1 / I  diminue entre la porphine e t  la l,L,3,4,5,6,7,S, niét l~yle 
B Q 

porphyrine car la présence des groupements alkyles tIonneitrs* augmente 

l'énergie de a sans modifier l'énergie de a l u  (les 2 électrons n qui 2 u 
appartiennent l'orbitale a2U ont une probabilité niille de se troiiiYer 

au niveau des carbones Cb et  donc ne seront pas a f f ec t é s  par la nio- 

dification électronique provoquée par cet te  substitgtion locale). La di- 

minution de l'intensité de la bande de Soret traduit donc le fait qu'une 

telle substitution conduit 6 un état dans lequel a l l l  et a2Ll sont quasi 

dégénérées. 

* Les spectres des phtalocyanines mettent  en éviderice deux  systèrnes B et  Q 

d'égale intensité, traduisant une levée d e  dégénérescence totale des 

orbitales a l u  e t  a2u. En e f fe t ,  la substitution des ccrbones méso par 

des atomes d'azote (plus électronégatif) abaisse fo!*tenient l'énergie de 
a Ce fait expérimental démontre la validité du r~iodèle C.L.O.A. à 2 u* 
partir de ce t te  analyse ,bibliographique et  des obser\utions espérimen- 
tales que nous avons pu effectuer. 



Ainsi, nous pouvons proposer itne explication quant à la variation des 

intensités observées pour la P P D E ,  D P D E  e t  la TPP : 

- la substitution méso par des noyaux benzéniqiies affectera l'orbitale aZu e t  

non l'orbitale a l u  

- les groupements vinyliques dans la P P D E ,  ainsi que la substitution 

dissymétrique des Cb ( P P D E ,  D P D E )  devraient affecter a l u  e t  non aZii. 

On peut cependant s'étonner de la similitude des spectres de la TPP,  la 

P P D E ,  la D P D E ,  qui sont traités en symétrie Dqh  alors que lr6cart Ù cette symétrie 
s'observe de la façon suivante dans chacun des composés : 

- substitution dissymétrique et  structure bombée (voir l e r  chapitre 1-1) dans 

le cas de la P P D E  e t  de la D P D E  

- écart des positions méso par rapport au plan nioyen (voir 1"' chapitre 1-1) 

pour la T P P .  

11 faut en  conclure que d e  telles substitutions ne sont pas suffisamment 
importantes pour lever la dégénérescence. Au contraire, la présence de 2 protons 

sur les azotes conduit à une structure D Î h  (figiire 1 7  - 1 )  et se traduit par 

l'apparition de deux composantes Qx  (0,O) et  Q (0,O). Dans ce cas, l'orbitale e est 
Y 9x 

élevée en énergie et  non e De même l'orbitale aZU sera a f fec tée  e t  non 
gy' 

l'orbitale alu. Une telle levée de dégénérescence, qiii est aussi prévile par la table 
-. 

de corrélations Dqh -r D Z h  1481 (a lu  + au , aZu -+ blLl , e g  -+ b b ) devrait 
26 ' 39 

conduire Ù un système Ù 4 composantes Bx ( O , O ) ,  BY (0,0),  Q (0,0)  Q y  (0.0). Le 
X 

modèle est sans doute imparfait car il ne permet pasdlexpliquer la non 6ii la nloirls 
importante levée de dégénérescence de l'état 13. 

Au phénomène électronique, se superpose le phénomène vibrationne1 qiii se 
caractérise dans le spectre par des bandes dénonlmées, Q ( O , ] )  e t  Qy(O,l), daris le 

2+ cas des bases libres e t  Qv dans le cas des porphyrines 3- ou P H 2  . Le tableau 

suivant donne les différences d'énergie entre ies niveaux vibrationnels. 



D P D E  

P P D E  

T P P  

Tableau X : Valeurs des niveaux vibrationnels déterminées à partir 

des spectres UV-visible des porphyrines bases libres. 

Une différence notable apparait entre les porpliyrines pliysiologiques et  la 

T P P ,  qui laisse sous entendre que les géométries des états  excites erigertdrés par 

une absorption Q ou Q sont très di f férentes.  B'a~itre part, 1'6car.t entre la baride 
X Y 

Q(0.0) e t  Q est voisin de 1300 cm-' (cet écart vibratiorirtel correspond 6 v 
L'élongation des liaisons C - C e t  C - N).  1,'absorption 6lcctroniqile s'«ccor~ip<igne de 

changements géométriques faisant intervenir les liaisons C-C et  C-N. 1,'esistence 

de plusieurs liaisons C-C (Ca-Cm , Ca-Cb , etc...), au sein du macrocycle 
porphyrine, conduit à 1 'existence de différentes valeurs d'absorptioris ~ ~ i ù r a  tiorinelles, 

ce qui explique l'asymétrie de lq composante (3 ( O , l ) ,  observée à témpérattcre x 
ambiante. I l  en  est de même pour la bande B appelée Q, car plilsieurs modes 

vibrationnels sont impliqués dans la structure d e  celle-ci et on observe en fait que 

1 'enveloppe de ceux-ci. 

c )  Influence des groupements conjugués 

Bien que la présence de groupements conjugués disposés symétriquement ( ex  : 
TPP) ou asymétriquement ( e x  : vinyles dans la P P D E )  ne lève pas la dégénérescence 
des orbitales a l u  e t  a2u , elle stabilise l'énergie des états  excités et  provoque un 

déplacement du spectre vers le rouge. 

Les calculs cités précédemment permettent d'obtenir la répartition 
électronique dans l'état fondamental. 



Longuet 1451 O ,  96 1,07 1,08 1,22 

Ohno 1491 O ,  95 O ,  95 1 ,O3 1,6 

Couterman 1501 0,911 0,901 0,932 1,923 

Tableau X I  :   épar titi on électronique dans l'état A 
1 cl 

Le résultat obtenu par Gouterman, suite à son calcttl à 4 orbitales est 

certainement le plus proche de la réalité car il perrriet d e  conipr.er1dre que : 

- les sites méso soient des sites électrophiles donc facilement sctbstituables 

par les noyaux benzéniques 

- les sites Cb soient eux aussi, dans une moindre niesure, substititables par 
des groupements alkyles donneurs, des vinyles, etc... 

Nous pouvons en déduire que ce résultat sous entend une possible conjugaison 

de certains groupements avec le noyau tétrapyrrolique, ce qui est en contradiction 

avec les résultats de la radiocristallographie (chapitre 1 paragraphe 1).  Cependant 

il nous est possible de rendre compte de ce phénoniène à la vue de la 

représentation des orbitales e et  a l u  et  aZu 
g 

(figure 1 7 ) .  

En adoptant le modèle C.L.O.A., les transitions a l u  -+ e ( B )  e t  a2u + e (Q) g g 
s'accompagnent pour la première d'une augmentatiori de la dtrisité électronique sur 

les positions méso e t  pour la deuxième d'une atcgnientation de la densité 

électronique sur les atomes C pyrroliques. L'obtention de tels états  excités, b 
résultat de telles transitions, sera stabilisée par la prssence de groiipements 

susceptibles d'augmenter cet te  délocalisation électroniqiie. Ilrie telle es pli cati or^ 

devrait se traduire expérimentalement par : 



- un déplacement bathochromique des bandes Q et  Q pour la P P D E  
X Y 

- un déplacement bathochromique de la bande de Soret pour la TPP. 

Nos résultats (tableau IX) démontrent qtie les bandes B et  Q sont af fectées 
approximativement du même déplacement. Ainsi, notre analyse met  en évidence le 

défaut du modèle C.L.O.A. et  confirme le modèle de C;outerman dans lequel cliac~in 

des états B e t  Q sont construits à partir des cleux étals (a e ) et  (a e ) 
l u  !J 2u g 

I I  - LA METALLOPORPHYRINE 

L'insertion du métal au centre du noyau tétrapyrrolique coridctit à itrie 

molécule possédant une symétrie moléculaire Dql ,  (en assimilant les substituants 
périphériques ou méso à des groupements ponctuels). 

2 + Les spectres obtenus dans le cas des porpliyrines cIc nickel (Ni ), de 
2+ magnésium (Mg ), de zinc (zn2+) e t  de fer ( ~ e ~ ' ,  ex  ferrocytoclironie), ou la 

structure est voisine de la symétrie Dqh  , sont similaires à crliii présenté en figure 

16 si ce n'est une variation en longueur d'onde des rnaxinia et d e i  coef f icients  

d'extinction molaire, en fonction de la nature di1 métal. 

Les spectres d'absorption UV-visible des complexes de coordiriation peuvent 
être interprétés par la théorie des combinaisons linéaires entre orbitales du 

coordinat e t  orbitales de l'atome métallique. Ces derni6res à considérer sorlt 

généralement les orbitales 3d (dxl  , d X Z  , d 
Y Z  

9 dX2-y2)' 4s e t  4 p  (pz . P y  ' P,) 

1. ~ é t h o d e  des combinaisons linéaires d'orbitales molécu~aires 

appliquées aux métalloporphyrines 

Les symétries des orbitales d du  fer sont représentées sur la figure 18,  en 

conservant le repère choisi en figure 14. 



Les orbitales 4s , 4px , , 4p appartiennent respectivement aux symétries 4 p y  z 
a e e t  a 19 U 2u ' 

La complexation de la porphyrine par l'atome métallique se traduira par des  

intéractions du type : 

- a : Dans le plan de la porphyrine entre les orbitales molécitlaires formées à 

partir des orbitales sp2 des azotes centraux et  les orbitales 3 d x 2 - y ~  . 4s , 

4 p x  , 4p du fer. L'orbitale d Z 2  donne lieu à une faible intéraction. 
Y 

- n : entre les orbitales d et  c i  notées d n e t  les orbitales de plus basse énergie 
XY, Y= 

antiliante du cycle tetrapyrrolique ( IT* de symétrie e ) 
9 

Figure 18  : Symétrie des orbitales du f e r  en symétrie D4,, 

1,a construction des niveaux d'énergie dans une rrlétalloporpliyri~~e (en 

combinant les orbitales de même symétrie) cor~duit au diagramme sirriplifié suivant. 



Schéma 8 : Structure électronique d'ilne métalloporphyrine 

Le diagramme en  énergie des orbitales moléculaires ne peut être établi à 

priori. L'obtention de celui-ci nécessite des calculs approfondis [.19,50,51]. Pourtant, 

il est aisé de comprendre que la présence du métal n'affecte pas profondément la 

structure électronique du chromophore. En e f f e t ,  la similititde des spectres 

UV-visible obtenus pour les métalloporphyrines saris ligands axiaux e t '  les 

porphyrines sous forme cationique ou anionique démontrent que les orbitales d 

(généralement partiellement remplies) ont une énergie supérieure aux orbitales 

a l u  e t  a 2u ' ne modifiant pas ainsi les transitions IT -t .rr * (i?,Q) du cl~romophore. 

2. Influence du  métal sur le spectre UV-visible 

On devrait s'attendre à ce que l'insertion du métal au centre de la 

porphyrine af fecte  les orbitales e , e de façon identiqlte e t  ne rr~odifie pas 
gx gY 

l'orbitale alU (voir schéma 8). Au contraire l'orbitale aqu , qui présente iiiie densité 

électronique non nulle sur les atomes d'azote, doit être sensible a:l métal. La levée 

de dégénérescence entre les orbita les a et  a n'est ceperldcrit pas sicffisarite l u  2u 
pour éliminer le phénomène d'interaction de configuration : ce qui explique la 



différence d'intensité de la bande B par rapport à la bande Q, bien que moins 

prononcée dans le cas des porphyrines non complexées. 

A ce stade de la discussion, nous avons adopté le classenierlt en ériergie des 
orbitales a l u  et a Z U ,  calculé par Longuet Higgins dans la porphyrine. Ces orbitales 

ayant des énergies voisines, I l  se peut que dans d'autres porphyr+it~es ces orbitales 

soient classées énergétiquement en ordre inverse. Nous pouvons dès Ù présent 

proposer un ordre quant à la position de ces orbitales. En e f f e t ,  la TPPCo présente 

un spectre d'absorption UV-visible dans lequel la bande Q (0,O) est inexistante, 

indiquant ainsi que les orbitales alU et aZU sont exactenient dégénérés (niodèle de 

la  boite) [52,53]. Sachant que le & est électronégatif (et  donc stabilisera 

l'orbitale aZu)  et que seule l'orbitale aZU est affectée, nous poi~voiis conclure qu'au 

sein de la tétraphénylporphyrine l'orbitale aZU a une énergie sirpérieure à a l u  ' 
Dans le cas des porphyrines du type deutéroporphyrine le problème est plus 

complexe à cause de l'existence de 2 phénomènes : 

- l'absence de noyaux benzéniques fait que l'orbitale a n clne- énergie plus 2 u 
importante que dans les T P P  

- la présence des groupements alkyles augmente l'énergie rie l'orbitale a lu  

La comparaison entre la porphine et la 1,2,3,4,5,6,7,8 m6 thyle porphyrine 

nous a permis de démontrer que l'orbitale a lu  est d'énergie p f i s  élevée que a . 2u 
Ainsi le deuxième phénomène sera prépondérant au niveau de la d?utéroporphyrine. 

Notre analyse nous permet donc de mettre en évidence une différence notable 

entre ceux de la deutéroporphyrine et ceux de la tétraphénylporphyrirze, qui se 

situe au niveau de l'énergie respectives des orbitales a lu  et nZU . 

Le résultat de notre analyse trouve une justification dans Ies observations 

obtenues par insertion de métaux dfélectronégativité di f férente,  de la façon 

suivante : 

T P P  : plus l'électronégativité augmente, plus l'orbitale aZU sera stabilisée 

(baisse en énergie) : déplacement vers le bleu et extinction des 

bandes Q (modèle de la boite : scliénia 7.a et 7.b) 



D P D E - P P D E  : 

plus lfélectronégativité augmente, pliis l'orbitale aZil est st.abilisée : 

déplacement vers le bleu e t  intensification des bandes Q (on 

se rapproche du modèle CLOA) 

Dans le cas des métalloporphyrines, caractérisées par l'absence de ligands 

axiaux, la position des bandes Q e t  leurs intensités peuvent être relié à l'électroné- 

gativité réelle du métal. En présence des coordinats axiaux, on pourra juger de 

l'influence de ceux-ci sur l'atome métallique au  moyen du phénorrièrie décrit 

précédemment. 

3. Spectres d'absorption des complexes p-0x0 

La description moléculaire présentée ci-dessus s'applique dans le cas ou le 

métal complexant est le fer. L'état physicochimique du fer  se traduira par une 

variation de  la position en  énergie e t  du remplissage des orbitales métalliques. 

La figure 19  représente les spectres d'absorption des corirposés clilorés et  

p-0x0 de la deutéroporphyrine e t  de la tétraphénylporphyrine datis le chloroforme. 

DPDE 

TPP 

-------- Spectres des dérivés chlorés 

Spectres des dérivés p-0x0 

Figure 1 9  : Spectre d'absorption UV-visible des ferriporpl~yriiies 



Les donnkes expérimentales sont reportées dans le tableau X I I .  

DPDEFeC1 X = 3 75  500 5 3 O 630 
E = 10,8 l o 4  1,76 l o 4  1,81 104 1,13 l o 4  

PPDEFe Cl A = 385 510 5 4 O 640 

TPPFeCl X = 370 420 510 5 76 653 68 7 

E 
5 -1 -1 = 10 cm 1. 4 -1 -1 

Sore t €Q - 10 cm 1. mole-' 

Tableau X I I  :  onn nées spectroscopiques UV-visible de ferriporphyrines (dans CHCl 3 

La comparaison des spectres des dérivés chlorés e t  p-0x0 met en 
évidence la présence de bandes supplémentaires dans le rouge. A partir de la 

représentation schématique de la structure électronique d'ur-ie rnétaIloporphyririe 

présentée au schéma 8, ou le métal est  exempt de ligand axiaux, nous pouvons 

proposer une explication' quant à l'apparition de ces nouvelles bandes. En e f f e t ,  le 
5 fait  que le fer  soit Ù l 'état d'oxydation I I I  (d ) dans ces cornpleses, offre des 

possibilités de transition entre les orbitales IT du ligand porphyrique et  d du métal, 

ou bien entre les orbitales d du métal e t  TT * ( e  ) de la porphyrine. Be plus, la 
g 

présence du ligand axial (Cl ou 0)  peut, d'une part, modifier l'énergie des orbitales 

d e t  donc l'énergie des transitions citées précédemment, e t  d'autre part, permet 

d'avoir des transitions du type  métal + ligand axial ou vice versa. Les nombreuses 

études menées sur les porphyrines ont perrnis de classifier ces absorptions, dé- 

nommées bandes de  transfert de charge qui sont résuniées dans le tableaii suivant : 



630 - 840 nm porphyrine -t métal 

590 - 630 nm ligand + métal 

510  - 580 nm métal -t ligand 

410 - 510 nm ligand + métal 

Tableau XII1 : Energie des bandes de transfert de cliarge 

dans les métal loporphyrines. 

I l  est évident que dans les espèces 1-0x0, de telles bandes sont susceptibles 
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de trouver leur origine dans un transfert de charge du type O- +  el" et  

vice-versa. La similitude des spectres des composés p-0x0 (po~ i r  la P P D E ,  la D P D E ,  

la TPP) e t  des porphyrines p2-, PC (figures 16 et 1 9 )  loisse siipposer que 

celles-ci coïncident avec les bandes Q du système porphyrique. Au contraire, les 

bandes supplémentaires observées dans le domaine 630 - 730 nni pour les dérivés 

chlorés, sorit certainement attribuables à des transitions di1 type porpliyririe-rnétal. 

- Le tableau X I I  permet de mettre en évidence un dép1acer:ient bathocliromi- 

que lorsque l'on augmente la conjugaison, en substituant le riiocrocycle porpliyrique 

par des groupements vinyles (cas de la P P D E )  ou des noyaux benzériiq~ics (cas de ln 

TPP). L'explication proposée précédemment, pour les bases libres, reste valable 

dans le cas de ces composés. 

- La complexité du système B e t  Q dans les dérivés chlorés rend di f f ic i le  Ltne 

proposition d'attribution. Alors que dans les dérivés 11-0x0 1 'attribiction des 

composantes a e t  B est aisée, l'attribution du système Q est difficile dans les 

dérivés chlorés. En e f f e t ,  on pourrait proposer que dans ces derniers, le système Q 

subit un déplacement vers le bleu. Un tel glissement hypsoc/tromique serait 

synonyme d'une électronégativité apparente plus importante au niveau du fer (voir 

paragraphe I 2.b) e t  donc traduirait un e f f e t  donneur de l'atome de Cl,  ce qui est 

peu probable. 

- La bande de Soret présente une structure très complexe dans chacun des 

composés e t  l'on ne peut proposer dans cet te  étude une attribiition exacte. I l  est à 

remarquer que dans les complexes 11-0x0, le système 13 préserite une Iarge~ir de 

bande très importante. Un tel phénomène ne petit trouver une explication siniple 

quant à sa compréhension mais est certainement lié au co:lpIage excitonique 

(intéraction entre états électroniques excités des 2 uriitc;~ porpl~yriqiies qiii 

constituent le complexe 1-0x0). 



La spectroscopie UV-visible, appliquée aux porphyrines et  métal loporphyrines, 

met  en  évidence la complexité électronique du système dans de telles molécules. 

De plus, il est à noter que cette technique n'est pas très spécifique au niveau 

structural. En e f f e t ,  les spectres de l'hémoglobine, du cytoclironie C et  des espèces 

1-0x0 s'apparentent au spectre schématique présenté en figure 1 5  alors que le Fe 
est respectivement à l 'état d'oxydation e t  de coordination de 11-6 , 11-4 , 111-5. Au 

contraire, l'utilisation pour ces composés de la spectroscopie de vibration (Raman 

et  ln frarouge) nous permettra d'obtenir des in formations str~tcturales sur 1 'état 

fondamental e t  donc permettra de différencier les espèces citées précériemrnent. 

Cependant, i l  faut s'attendre à une diversité importante quant aux intensités des 

raies Raman de résonance, liée à la complexité du spectre d'absorption 

é l ectronique. 





CHAPITR E III 

SPECTROSCOPIE RAMAN 

DES COMPOSES p - 0 x 0  DES PORPHYRINES DE FER 
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La spectroscopie Raman a suscité un très v i f  intérêt, dans le domaine des 

hémoporphyrines, suite à l'obtention di1 spectre Ranian de l'hérnoglobirle en 1 9 7 4  

par T.G. Spiro et coll. 1541 Cette technique qui permet d'accéder à des 

renseignements sur les comportements électroniques et vibrationnels des états 

fondamentaux et excités était une voie nouvelle pour la cor~ipr~~liension des 

mécanismes impliquant 1 'hémoglobine et les hémoprotéines (coopérativit é, fixation 

d 'oxygène, etc. ..) 

La diversité des molécules biomimétiques synthétisées et caractérisées par 
radiocristallographie a permis d'établir de nombreuses corrélatior-is liant les 

nombres d'onde des modes normaux actifs en diffusion Ranlnrl et les paranrètres 

structuraux. La caractéristique visuel le essentiel le des méta I l  oporp/-iyriries est leur 

très forte coloration qui se traduit dans les spectres d'absorption électronique par 

des absorptions visibles e t  UV intenses. Ces absorptions permettent de bénéficier 

de l ' e f f e t  de résonance pour des longueurs d'onde excilatrices voisines des bandes 
d'absorption. 

Cet avantage se traduit pratiquement par la possibilité d'obtenir des spectres 

Raman de résonance (RR)  à partir de très petites quantités de matière e t  d'accéder 
ainsi à des informations vibrationnelles et électroniques sur les 6 fats inipliqiiés 

dans la transition électronique. Enfin, l'existence d'appareils adaptés aux études 
macroscopiques et microscopiques offre la possibilité d'étudier aussi bien des 

composés modèles que les microéchantillons biolagiques (cellitle, extrait cellulaire, 

etc ...) 

Pour l'étude envisagée au cours de ce travail, la spectroscopie Raman s'est 

révélée la technique de choix pour caractériser les composés niodèles tant eri 

solution qu'à l'état solide et les comparer aux spectres (RR)  des rnicroéchantillons 

biologiques. 



A partir des composés d'une porphyrine synthétique déjà bien connus par 

l eurs propriétés structural es, spectroscopiques et magnétiques (Fe TPP)Cl e t  

(FeTPP)20, l'étude spectroscopique comparative des composés homologues de 
porphyrines naturelles D P P E  et P P D E  a été entreprise. Elle permettra d'envisager 

l'identification chimique et l'élucidation de la str~tcturale moléculaire du 

chromophore du Ifpigment malarique'? 

I - SPECTRE RAMAN D'UNE METALLOPORPHYRINE 

L'attribution des modes normaux de vibration actifs en diffusion Raman est 

effectuée à partir de techniques expérimentales mais également par comparaison 

avec des attributions basées sur des calculs de champ de forces e f fec tuées  pour des 

molécules modèles. La spectroscopie d'absorption infrarouge sera mise à profit dans 

quelques cas particuliers pour conforter les résultats de spectroscopie Raman. 

1. Dénombrement théorique 

Dans le cas d'une métalloporphyrine exempte de coordinat axial (groupe de 

symétrie moléculaire Dqh)  comportant 37 atomes, on dénombre 105  modes normaux 

de vibration. Ceux-ci peuvent être classés en deux categories selon qu'ils 

engendrent des déplacements atomiques dans le plan ou hors du plan. 

I' dans le plan = 9 A + 
1 9 

modes) 

r hors du plan = 3 AIU + 6 AZU + 4 B l u  + 5 BZu + 8 E (34 modes) 
B 

Selon les règles de sélection, il y a mutuelle exclusion : les modes "gérade" 

(g)  seront acti fs  en diffusion Raman les modes "ungerade" (u) seront actifs en 

absorption infragouge. Parmi les modes Raman seul les modes A l g  , A Î g  , B l g  e t  

B seront sensibles au phénomène de résonance e t  auront des instensités 
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significatives sur les spectres RR. En e f fe t ,  les moments de transition correspondant 

aux absorptions électroniques B ou Q e t  le plan du macrocycle sont coplanaires, de  
même les déplacements atomiques intervenant entre l'état fondamental et les états 

excités sont dans le plan du macrocyle. On peut dire que les niodes vibrationnels 

exaltés en RR miment la distortion moléculaire dans l'état excité. 



Les nombreuses études RR des métalloporphyrines publiées [55 ,  561 montrent 

primo, qu'une excitation au voisinage de la bande B s'accompagne de l'exaltation 

des modes A 
l g  ' secondo qu'une excitation au voisinage de la bande Q 

s'accompagne de l'exaltation des modes A e t  dans un degré moindre des modes 
2g 

B e t B .  
l g  2g 

La détermination de la symétrie des modes de vibration correspondant aux 

modes R R  des composés étudiés est e f f ec tuée  par la mesure des taux de 

dépolarisation. 

Pour une symétrie idéale D4,, la théorie prévoit dans le cas d'une résonance 

stricte un taux p = Il/$, < 3/4 pour les modes A 
l g  ' p= 3/4 pour les modes B e t  

l g  
B e t  p > 3/4 pour les modes A . En pratique, les taux de dépolarisation 

2g 2g 
diffèrent sensiblement des valeurs théoriques. Ces disparités peu\lent avoir pour 

origine des écarts à la symétrie idéale D dues à la nature de la porphyrine ou à 4h ' 
la nature du complexe métallique (métal hors du plan, coordinats axiaux etc...). 

Néanmoins les mesures de  polarisation sont suffisamment précises pour distinguer 

les modes A et A des modes B et B qui ne peuvent être discriminés entre 
l g  2g Ig 2g 

eux. Il est possible de lever cette indétermination en cornpcrant les spectres 

polarisés de la nickelporphine (Dqh)  et de la base libre ( D Z h ) ,  la table de 

corrélation conduit à la correspondance B + A et  B -t B . L'absence dans la 
1g 1g 29 lcl 

base libre de modes dépolarisés B significatifs suggère une très faible intensité 
l g ,  en  RR des modes B dans les metalloporphyrines. 

2g 

Dans le cas des composés solides, les e f fe ts  de sites et de cristal seront 

considérés comme négligeables, ce qui sera vérifié à postériori. L'attribution des 

modes de vibration acti fs  en  RR sera e f f ec tuée  dans l'hypothèse d'une symétrie 

idéale Dqh , des écarts significatifs par rapport à cette symétrie entraineront une 

dénomination découlant de la corrélation entre le groupe Dqh  et le groupe de 

symé trie considéré. 

2. Attribution des modes de vibration 

Bien que de nombreux spectres Raman de métalloporpl-iyrines soient 

disponibles avant 1978, i l  a fallu attendre cette date pour disposer d'une 

attribution rationnelle des modes normaux de vibration sur la base d'un calcul de 

champ de force concernant la nickeloctaéthylporphyrine. Sur la base de ce travail, 

l'interprétation de nombreux spectres Raman de métalloporphyrines a é té  

e f f ec tuée  par analogie structurale e t  par échange isotopique. 



NIOEP UlPor 

Calc O h  

(pi aci lw rn I R  don, la NlOEp 

Tableau  XIV : Att r ibut ion  d e  la NiOEP (571 . Compara ison  avec l a  ~ i p o r p h i n e ,  NiTPP 



Le tableau X I V  présente les résultats obtenus par Abe f571. 11 indique la 

symétrie des modes normaux de vibration, leur description en énergie potentielle 

ainsi que la nomenclature qui sera utilisée dans la suite de ce travail. 

L'examen de ces résultats conduit à faire les remarques s~tivantes : 

* Très peu de modes sont purs : c'est-à-dire qu'un mode riormal fait intervenir 

sin.iultanément plusieurs coordonnées internes. La description des modes en terrne 

de vibration de groupe est donc très limitée. La description en coordonnées 

cartésiennes des modes normaux de vibration v , v , v 1 8  , V 2 S  de symétrie 

respective A B A l g  , l g 9  2 g 9  ' ~ C J  
permet de visualiser le déplacentent des atomes 

(Fig 20) 

Fig. 20 : Représentation en coordonnées cartésiennes 

des modes vq , v 1 0  ' '19 '28 

L'absence de modes purs a pour conséquence que toute modification locale 

du squelette porphyrique ( changement de substituants en position pyrrolique 

(position Y) ,  en position méso (X) ) se retrouvera répercutée dans le spectre Raman. 



Cependant, il sera possible d'associer par exemple le mode v principalement à 
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l'élongation C-N (5396 en énergie potentielle), le mode vlg 6 l'élongation Ca - Cm 
(67% en énergie potentielle). D ~ S  ce moment, il est aisé de comprendre que la 

moindre variation des données électroniques e t  structurales du coeur porphyrique se 

traduira par des variations des constantes de force (Dans un système conjug~cé une 

diminution de l'ordre d'une liaison s'accompagne simultanément d'une diminution 

de la constante de force donc de la fréquence de vibration et d'une augmentation 

de la longueur de liaison). En particulier, on peut s'attendre à ce que les modes 

quasi-purs soient des sondes pour certains des paramètres structuraux des 

métal loporphyrines. 

* Le tableau XIV est complété par les résultats concernant la N i T P P  et la Ari 

porphine 1561. 

La comparaison des résultats pour de tels composés met en évidence de 

nombreuses différences liées aux substitutions du type : 

NiOEP NiTPP Ni porphine 

Position X -'zH5 -C6H5 H 
Position Y -'2% -C6H5 H 

L'absence de raies (trop faible intensité) caractéristiques des modes internes 

des groupements éthyles et leur éloignement du cycle porphyrine permet de traiter 

ceux-ci comme des groupements ponctuels e t  suggère donc que le spectre sera 

dominé par les modes normaux du squelette porphyrique.   ré an moins, on peut 

s'attendre à observer, lorsque l'on substitue les groupenients alkyles, des 

modifications d'éventuels couplages avec les modes du cycle. 

* Les modes vibrationnels, faisant intervenir. le métal apparaissent en basses 

fréquences e t  généralement avec des faibles intensités. La caractérisation 

analytique du métal ne pourra se faire qu'indirectement, par son influence sur le 

noyau tétrapyrrolique. La nature du métal aura de plus une influence sur le spectre 

électronique e t  donc sur l'intensité des raies Raman. 



3. paramètres influençant le spectre de vibration d'une mé talloporphyrine 

a). La nature de la porphyrine 

Le tableau X I V  met en évidence les différences qui surviennent lorsque 

ltoctaéthy1porphyrine est remplacée par la porphine ou la tétraphénylporphyrine au 

sein du complexe organométallique de nickel [561. 11 est possible de penser que les 

modes impliquant les atomes C pour la porphine et les carbones C pour la T P P  b m 
soient fortement a f f ec tés  par rapport à la N i O E P .  

* influence des substituants pyrroliques : position Y 

La substitution du groupement éthyle par un atome d'hydrogène modifie 

énormément le spectre de vibration (ex  : vg  etc...). La faible activité des modes liés 

aux groupements CH en RR, explique l'absence de ces modes dans le tableau XIV .  

Comme nous l'avions constaté précédemment, les raies caractéristiq~tes des 

groupements éthyles ne sont pas observées. Cette remarque s'applique généralement 

à tous les substituants alkyles (CH3 , C2H5 , C3?f8 , ...) ainsi qii'niix groupements 

propioniques (estérifiés ou non). Cependant, certains substituants en position 2 e t  4 

( tels  que -CHO, CO-CH3 ,...) peuvent être caractérisés dans le spectre Raman grâce 

à une plus grande section efficace des modes Raman de ces groupen-ients 1581. Enfin 

des groupements susceptibles de se conjuguer tels  que les vinyles dans la P P  ont é té  

caractérisés dans le spectre Raman mais présentent néaiîmoins ilne intensité faible. 

Toutefois, il demeure une controverse quant à l'attribution des modes internes de 

tels  groupements qui sera explicitée ultérieurement [59-601. 

* influence des substituants méso : position X 

La substitution la plus classique des positions méso pcrr des cycles 

benzéniques conduit à la TPP. Comme nous l'avions vu précédemment, les 

modifications des spectres vibrationnels sont d'autant plus importantes que l ' e f f e t  

de masse est sensible. Ce qui explique les di f férences notables entre les modes de 

la NiOEP e t  de la NiTPP, différences plus prononcées entre la Niporphine e t  la 

NiTPP. Le calcul récent de Gladkov e t  Solovyov permet de montrer que les modes 

de vibration des noyaux benzéniques sont très peu affectés par addition sur le cycle 

porphyrique 46 11. 



b). La nature du métal 

L'influence du métal sur le spectre Raman trouvera son origine dans les deux 
phénomènes suivants : 

* Une modification de la structure électronique du coniplexe induira des 

variations d'intensité des raies Raman. 

* Une modification des paramètres structuraux du cornplexe induira des 

variations en nombre d'onde des raies Rarnan. 

I l  est impossible de dissocier ces 2 phénomènes, quant à leur e f fe t  sur le 

spectre d'une métalloporphyrine comme le démontre le résrilfat de Slielnutt [62]. 

Celui-ci a montré que les variations en fréquence des niodes v3 , et v 
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suivent I'électronégativité du rnétal lorsque l'on substitue l'atome métallique pcir du 

N i ,  Co, Cu, Zn, Mg (électronégativité décroissante) pour une menie porplzyrine. Par 

exemple, pour I'OEP, le mode v l o  varie de 1 G G O  cm-' Ù 161 0 crii-l eri nllarit du N i  

au Mg. Nous avons vu dans le chapitre I I ,  que l'électror~C?gati~ité du métal 

influençait la conjugaison de celui-ci avec le noyau tétrapyrrolique, par rc.coullre- 

ment entre une orbitale vide p ( 4 p ,  , schéma 8 )  dii métal et iine orbitale a (n) du . 3ii 
ligand. La diminution en énergie de cette orbitale (délocalisation d e  la cliarge de 

l'orbitale a2,) se traduit par une augmentation des énergies de liaison di1 ligand 
porphyrique et devrait donc entrainer une augmentation de certaines constantes de 

forces. Sachant d'une part que l'orbitale aZU (n) a sa deiisit6 électronique 

principalement sur les carbones méso e t  les azotes pyrroliques e t  que d'autre part, 
l'analyse en coordonnées normales (présentée auparavant) dérnoiitre que les modes 

v v I 0  , v19 sont associés essentiellement à une éloiigation Ca-Cnl fa corrélation 3 '  
non linéaire trouvée précédemment entre le rnétal et les modes v3 , v10 , v19 est 

expliquée et la position en nombre d'onde de ceux-ci reflète la stabilisation de 

l'orbitale aZU . 

On pourrait espérer dans un but analytique, que la nature d r ~  métal puisse 
être estimée Ù l'examen de certains modes vibrationnels. Cependant, les complexes 

cités ci-dessus sont exempts de coordinats axiaux. La présence d'uri (ou de deux) 
ligand (s)  axial (ux) influencera énorniément le spectre Raman. La coordination du 

ligand axial s'effectue par l'intermédiaire du recouvrenient d'itrte orbitale pleine d ~ i  



ligand avec l'orbitale dz2  mais également par la rétrocoordination des orbitales d xz 
e t  d sur les orbitales vacantes IT* du ligand. Par synergisme, les variations des 

yz. densites électroi~iques sont répercutées sur les orbitales n* du coeur porphyrique e t  

donc sur les co~îstantes de force e t  en définitive sur les fréquences de vibration. 

Ainsi noil seulement la nature de la porphyrine mais aussi la nature du 

niétal, peuverrt 6t.1.e déterminées Ù l'examen du spectre Raman. Ces déterminations 

se feront indirectement en utilisant certains modes spécifiques des changements 

structuraux e t  (ou) électroniques de la molécule. Outre l'étude en fréquences, les 

disparités d'inter~sité entre les complexes porphyriques permettront d'élucider la 

structure du complexe étudié par l'analyse des profils d'excitation dans le 

voisinage des biitîdes d'absorption électronique B et  Q . 

I l  - SPECTRES RAMAN DES COMPOSES MODELES : (TPPFe)20 , (DPDEFe)20 

En dépit d e  nombreuses études qui ont été menées sur les métalloporphyrines, 

peu d'entre-elles se sont intéressées aux espèces dimères pontées par ligands 

axiaux. Pourtant ces composés sont susceptibles d'être de très bons modèles non 

seulenient pour apprécier l'aptitude qu'a le noyau tétrapyrrolique à se déformer 

(liée aux contraintes stériques qui peuvent exister entre les deux unités) mais aussi 

pour mimer l'interaction électronique qui peut avoir lieu entre les deux unités. 

C'est poi~rqiroi il est nécessaire pour chaque famille de porphyrine étudiée ( T P P ,  

D P D E )  de comparer les spectres des monomères (dérivé chloré) e t  dimères (p-0x0). 

Les spectres RR de ces composés seront dominés par les modes liés aux 

déformations planes du coeur porphyrique. Cependant, l'abaissement de  symétrie 

provoqué par la présence d'un ligand axial ( ex  : Cl) ou bien par la dissymétrie de la 
substitution du coeur tétrapyrrolique (ex  : D P D E ) ,  active certains modes 

vibrationnels dans le plan de symétrie E (tableau XIV).  On peut s'attendre aussi Ù u 
pouvoir caractériser d'autres modes, qui ne sont pas attribuables au cycle 

porphyrique lui-même, mais qui font intervenir le ligand axial e t  le métal. C'est 

pourquoi, nous allons présenter d'une part les modes liés au squelette porphyrique 

e t  d'autre part, les modes vibrationnels liés à la présence de la liaison axiale e t  

plus particulièrement de la liaison p-0x0. 



1. Attribution des modes du  squelette porphyrique 

a). Les composés de la TPP 

Les figures 21, 22 représentent les spectres de la (TPPFe)20, en solution e t  à 

l 'état solide ainsi que les spectres du dérivé ch1or.é obtenus par une excitation B 

"exc 
= 457,gnm). De plus un spectre de (FeTPP)20, compare Ù celui du déri1.é 

chloré, est représenté en  figure 23 fiexc = 514,Snni). Nous ai-ons reporté dans le 

tableau X V ,  les nombres d'onde observés sur les spectres R R  des dérivés étudiés. 

L'attribution proposée, reprend les résultats de Spiro qui avait étitdié de 

façon très précise le spectre de la (TPPFe)20 ainsi que les composés deutérés 

correspondants 1631. Notre étude, qui se distingue de celle de Spiro, car effectuée 

en  phase solide, nous a permis de mettre en évidence plusieurs rnodes vibrationnels, 

peu intenses, non observés par celui-ci : 

* une série de 4 bandes d'intensité faible qui se situent à 11 24 cm-' , 720 cm-' , 
5 72 cm-' e t  335 cm-' 

* une raie relativement intense par excitation Q vers 1368 cm-' . 

Notre étude, ne nous permet pas de donner une attribution exacte des modes 

situés vers 1124 cm-' , 720 cm-' , 572 cm-' e t  335 cm-' . Remarquons cependant 

que les trois derniers ont é té  également observés dans les complexes p-carbido 1641 

e t  p-nitrido [651 de la T P P  et sont associés à des modes symétriques. Le calcul en  

coordonnées normales, effectué par Gladkov, a montré que le mode situé 6 390 
-1 cm est associé à une déformation angulaire Cm - Cbenz - 'benz ' dans le cas où 

les noyaux benzéniques sont perpendiculaires au plan porphyrique. Cette raie se 

déplace vers 337 cm-' (valeur calculée) dans le cas de la rotation d'un noyau 

benzénique (calcul fait avec un angle de 4S0) .  La présence siniultanée des modes à 

390 cm-' et 335 cm-' dans chacun des complexes étudiés indique que les noyaux 

benzéniques ne sont pas tous perpendiculaires au plan porphyrique. Ce résultat est 

en accord avec les résultats de la structure RX de la (TPPlie)20 1361 e t  est Urie 

donnée structurale nouvelle pour la TPPFeCl. Le mode dépolarisé, observé vers 

1368  cm-' par excitation Q, fut mentionné par Chottard C. 1661 e t  peut être 

attribué par analogie au mode v28 de la NiOEP, associé priricipalernerit 6 une 



Figure 21 : Spectres Raman de la (TPPFe120 à 457,9 nrn (Résolution 5 ~ 6 ' )  

a , b : en solution dans CS2 (mie d e  CS:, : * ) 

c : solide dans KBr . 
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Figure 22 : Spectres Raman de la TPPFeCl à 457,9 n m  ( Rdscliit ion : 5 o~i-' 1 

a , b : et1 soliil ion dans CS2 ( /nie de CS2 : * 
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Figure 23 : Spectres de  la (TPPFe)20  (solide dans [ < B r )  e t  de  la TPPFcCl 

(solide dans ]{CI ) 
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~ ' é t i c ù e  de ces composés met  en évidence des modes internes associés à des 
d é  fornia tioiis syi~iélriques du benzène. Les raies caractéristiques de cas groiipements 
peuvent être déduites du spectre Raman d'un benzène mo~~osubs t i tué  ou du 

biphényle. L'attribution proposée par Spiro . [ 6 3 1  f u t  confirmée par une étude 
systérr~atiqiie menée sur des  dérivés de  la TPP l 6 7 1  e t  par le calcul de champ de 
force de la CuTPP [Gl]. Signalons cependant, que d e  l'attribution originale que seul 

un mode fiit réaltribtié : celui à 886 cm-' (polarisé). En effet , 'cclui-ci disparaissait 

du spectre Lorsqite les noyaux benzéniques étaient deutérés e t  alnit  donc é té  
attribué naturellement Ù un mode du cycle benzénique bien que celui-ci ne 
présente pas de bande polarisée dans ce t te  région. II fut attribué par la suite à une 

dé forma tiorl syttiétrique du cycle porphyrique 1671. 

Enfin, de cet te  étude comparative entre composé chloré et  11-0x0, i l  faut 

retenir deux poirlts intportants qui sont : 

- Pas d'inleraction intermoléculaire Ù l 'é tat  solide : 

L'exanieti cies fiytcres 21 e t  22 démontre que les spectres en solution et  à l 'état 

solide sont analogues. Le plus grand écart en fréquence ne dépasse pas 3 cnt'' . 
Airisi peu t-oit a ffirnier que les interactions moléculaires dnns ces composés 

susceptibles de se traduire soit par des cliangernents géométriques du coeur 
porpliyrique ou des liaisons avec les ligands (voir exemples d'anomalies structurales 
ci tés  dans le chapitre 1) sont négligeables. 

- Analogie structurale entre la TPPFeCL e t  la ( T P P F C ) ~ O  : 

Le tableau SV ntet en évidence l'analogie qui exis te  entre les spectres des 

composés clilorés e t  p-0x0. En particulier, la coincidence des fréquences 

vibrationnelles, dans le domaine 1000 cm-' - 1700 cm-' dominé par les vibrations 

liées à la structure porphyrique (élongation C-C , C-N), sotcligne la similitude 

structurale de l 'entité porphyrique qui existe entre la TPPFeCl et la ITPPFe)20. 
Cependant la iiistinction très  marquée en intensité, traduit la présence d'états 
flectroniques exci tés  très di f férents  dans les deux complexes. 0 1 1  peut dire que Ic 

rôle joué par le ligand Cl ou  O est analogue sur Ilétat fondamental mais que les 

é ta ts  électroniques générés par la substitution Cl, O sont très  différents. 



Nous pouvons aff irmer enfin, que l'association des deux unités monomères 

dans le composé p-0x0 ne crée pas de contrainte au niveau des cycles porphyriques. 

Ceci était prévisible compte tenu de la distance (5,2 A)  qui sépare les deux unités 

porphyriques 1301. 

b). Les composés de la D P D E  

Avant d'entreprendre l'étude vibrationnelle de ces composés, nous nous 

sommes assurés de la nature exacte de la porphyrine par R M N  après démétallation 

des composés métalliques (annexe expérimentale). Les spectres Raman de la 

(DPDEFe)20 et du (DPDEFeCl) sont obtenus Ù l'état solide et liquide (solvant CS2) 

en  utilisant une excitation B e t  Q et sont représentés sur les figures 24, 25, 26. 

Comme prévu, le spectre R R  est dominé par des raies dans itn domaine de 

fréquences élevées (1000 cm-' - 1700 cm-') attribuables aux vibrations planes du 

squelette porphyrique. Cependant un certain nombre de raies en basses fréquences 

sont aussi observées dont quelques-unes seront attribuées Ù des modes vibra t ionnels 

hors du plan. L'attribution proposée dans le tableau X V I I  a été établie par analogie 

avec le calcul théorique mené sur la NiOEP [57] et par comparaison avec des études 

qui mentionnaient des composés analogues [58,59,68,69]. 

Cet te  attribution est confirmée par les mesures du taux de dépolarisation 

qui sont présentées sur les figures 24 et 25 respectivement pour le dérivé p-0x0 ( à 

' e  xc = 457,9 nm) e t  le dérivé chloré (Aexc = 530,8nm). Les mesures effectuées dans 

ce travail permettent de caractériser : 

* les modes totalement symétriques (A  ) qui sont polarisés et donnent naissance Ù 
1 g 

des raies intenses par excitation B : le mode Ù 1375 cm-' attribuable 

principalement à une vibration symétrique Ca-N 

* les modes ( B  B ), qui présentent un taux de dépolarisation voisin de 0,75. La 
' g '  29 

distinction B l g  , Bqg ne repose que sur l'attribution d'Abe [571 : le mode Ù 

1626 cm" (vlO) visible quelque soit la radiation excitatrice utilisée, est associé 

principalement Ù une vibration Ca-Cm . 

* Les modes anormalement polarisés, observés par une excitation Q, tel que le 



Figure 24 : Spectres Raman de la (DPDEFe120 à 457,9 nm (Résolution 5 cm-') 

a , b : en solution dans CS2 (mie de CS2 : * ) 
c : en solide dans K B r  



Figure 25 : Spectres Raman de la DPDEFeCl à 530,Z nni , en soliitiori doris 

CS2 ( mie de CS2 : * ) 



Figure 26 : Spectres Roman de  la (DPDEFe)20 (solide dons K B ~ )  e t  de  la 

DPDEFeCl  (solide dans I<Cl) - Résolution $cm-' 



solide ( a )  solution (a)  

1626 1625 

1586 1589 

1577 1577 

no 

Symétrie Attribution Caractère 
principal 

nd : non déterminé - no : non observé - p : polarisé - d p  : dépolarisé 

ap : anormalement polarisé 

(a )  A0 = 457,9 nm (b) A. = 530,9 nm 

Tableau .XVI : Attribution du spectre Raman de la (DPDEFe)20 et de ln DPDEFeCl 



mode situé vers 11 27 cm-'. La figure 25 met en  évidence deux modes présentant un 

taux de dépolarisation très grand situé à 1 5  72 cm-' (vl g )  e t  surtout à 1313 cm-'. 

La qualité du spectre de polarisation nous a permis de caractériser le mode v lg  , en 

observant la dissymétrie du massif obtenu dans la région 1500 cm" - 1700 cm-' 

alors que dans le solide, il n'est pas discernable car masqué par le rtiode vt très 

intense. 

Bien que la symétrie moléculaire s'abaisse lorsque l'on passe de la N i O E P  

aux composés étudiés, on peut adopter l'attribution proposée par Abe 1571 car le 

squelette conserve approximativement une symétrie D 
4h ' Cependant, les études 

spectroscopiques menées sur les composés de la N i O E P  et de la NiDP 1581 ou de la 

N i P P  1591 démontrent que la substitution asymétrique de la porphyrine peut altérer 

les données spectroscopiques de la métalloporphyrine au travers de deux 

phénomènes : 

- Les modes internes des substituants périphériques peuvent être visibles 

dans le spectre Raman, 

- Les modes d'élongation e t  de déformation de s~tbstituants disposés de  

manière asymétrique peuvent se coupler avec les modes du squelette 

porphyrique. En dernière limite, la substitution peut être suffisante 
pour activer des modes de symétrie E , par destruction du centre de u 
symétrie. 

Dans le cas de la D P D E ,  la première remarque est peu effective. En e f fe t ,  

seuls les modes internes des groupements propioniques seraient s~isceptibles 

d'intervenir mais ne sont jamais observés 1591. ~ é a n m o i n s  la nature de la D P D E  

induit cependant l'activité de modes de symétrie EU , dont le plus caractéristique 

est présent sous forme d'épaulement vers 1588 cm-' . 

De notre analyse vibrationnelle, on peut faire des observations analogues à 

celles faites pour les composés de la T P P  : 

- Les spectres obtenus à l'état solide ou en solution ne di f fèrent  au plus que 

de 3 cm-' , ce qui démontre que les interactions moléculaires à l 'état 

solide peuvent être négligées pour t'état fondamental. 
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- La reconnaissance analytique du composé p-0x0 ne 'peut se faire direc- 

tement à l'examen de la liste des fréquences vibrationnelles car la 

création de la liaison p-0x0 a f f e c t e  très peu la structure porphyrique. 

- L'interaction créée par la liaison p-0x0 se situe aci niveau des états 

électroniques excités (distinction des intensités des bandes entre le con?- 

plexe chloré et p-0x0). 

2. Attribution des modes de vibration de la liaison p-0x0 

Dans notre analyse précédente, nous avons vu qu'il était relativement aisé 

d'attribuer les raies des spectres R R  de nos composés, par analogie avec les 

nombreuses données bibliographiques. Cependant, l'identification du complexe 

p-0x0 ne peut se faire par examen de la liste des fréquences. Seules, des 

distinctions d'intensité des raies (figure 23) seraient cine méthode de caractérisation 

de ce type de molécules. En particulier, les spectres de la (DPDEFe)20 et du 

DPDEFeCl, obtenus avec une excitation Soret (figure 26), mettent en évidence une 

intensité accrue du mode v dans le complexe p-0x0. Cet argitnient a été utilisé 3 
récemment dans la littérature pour mettre en  évidence le produit de dégradation 

de ltoxyhémoglobine en S.E.R.S. (Surface Enhancement Raman Spectroscopy) 

[70,71]. 

Figure 27 : Spectres de la (DPDEFe)20 (solide dans K B r )  

e t  de la DPDEFeCl (solide dans KCI) - X = 413,6  nm 



~ é a n m o i n s ,  nous avons cherché à caractériser très précisément l'espèce 

moléculaire p-0x0 en identifiant les modes vibrationnels, intrinsèques d'une telle 

liaison. Ceux-ci peuvent être dénombrés de la façon suivante : 

- une élongation symétrique, notée vs (Fe-O-Fe) , attendr~e dans la région 
300 cm-' - 500 cm-'. 

- une élongation asymétrique, notée v (Fe-O-Fe) , attendue dans la région as 
800 cm-' - 1000 cm-'. 

- une déformation angulaire, notée 6 (Fe-O-Fe) , attendue dans la région 

100 cm-' - 300 cm-'. 

 activité de chacun de ces modes est liée à la géométrie de la liaison 
Fe-O-Fe. En particulier, si l'angle 8 (figure 13) est voisin de 180°, on approche 

d'une symétrie locale Cqv qui prévoit que v sera active en Raman e t  v sera s as 
active en  IR. La baisse de symétrie permettra d'observer sirniiltanément les deux 

modes à la fois en  diffusion Raman et en  absorption infrarouge. Le rôle joué par 

l'angle 8 explique notre choix d'avoir comparé le spectre de la (DPDEFe)20 dont la 

structure cristallographique est inconnue, à celui de la (TPPFe)20 dans laquelle 8 

est voisin de 1 7 5 O  1301. 

Pour attribuer ces modes dans les spectres Raman et IR, deux démarches 

sont possibles : 

- La comparaison des spectres entre dérivé monomère et dimère. 

- L'identification des modes propres au pont Fe-O-Fe par substitution 

isotopique, 5 6 ~ e  + 5 4 ~ e  ou 1 6 0  + 1 8 0  . 

L'originalité de ce travail est d'avoir synthétisé par réaction de métathèse, 
18 18 les composés isotopiques purs suivants : (TPPFe)2 O et (DPDEl2 O avec un taux 

d'enrichissement voisin de 100 %. Ce résultat se distingue essentiellement des 

travaux antérieurs par le fai t  que la substitution isotopique est quantitative e t  

a f f e c t e  le ligand p-0x0 lui-même. 



* Les études menées en spectroscopie RR, sur les composés pontés des 

porphyrines [63,64] ou de macrocycles analogues [72], se sont faites en  insérant 

l'atome de 5 4 ~ e  par la réaction d'Adler et Longo 151. En particulier, L'attribution 

de v (Fe-X-Fe) (X=O C631, X=N C651, X=C 1651 a été réalisée par cette méthode. 
S 

* Les spectres IR, qui ont permis de faire l'attribution de la déformation 

asymétrique ont été obtenus par auto-oxydation du composé ferreux en présence 

d'eau marquée à l i 1 8 0  ( T P P  1361, D P D E  1441 ), avec un taux dfenricliissemenf 

moyen. 

a). La liaison p-0x0 dans la (TPPFe)20 

l.a) Résultats 

La comparaison des spectres IR de ces composés, présentés en figure 28 met 

en évidence : 

- un doublet présent pour la (TPPFe)20 non observé dans la TPPFeCl , à 

890 cm" e t  874 cm-' , est la seule différence notable entre ces deux 

spectres (figure 28-a). 

- Après échange isotopique 1 6 0  + 1 8 0  le système des deiix bandes disparait 

au profit d'une bande unique (figure 28a-28b). C'est la seule modifica- 

tion notable entre les deux spectres IR. 

De la même façon, la comparaison des spectres Raman de ces composés 

conduit aux observations suivantes : 

- une bande intense vers 368 cm-' dans le spectre de (TPPFe)20, 

non observée dans le spectre du dérivé chloré (figure 23). 

- Après échange 1 6 0  -r "0  , aucun déplacement important n'est observé 

(figure 290) si ce n'est un épaulement situé vers 878 cni" qui disparait 

avec l'apparition concomittante d'une nouvelle raie vers 833 cm-' 

(figure 29b). 



Figure 28 : Spectres IR des tbrnporés TPPFeCI , ( T P P F ~ ~ ~ o ' ~ ,  ( T P P F ~ ) ~ O "  
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Figure 29 : Spectres Raman des composés I T P P F ~ ) ~ O ' ~ , ( T P P F ~ ) ~ O ~ ~  -457.9 nm 



- I l  est Ù noter la faible intensité du mode situé Ù 878 cm" , comparée 
-1 . à celle du mode situé vers 368 cm 

2.a) Discussion 

 alg gré le faible écart entre les nombres d'onde pour les dérivés 160 et 1 8 0 ,  

la bande située vers 368 cm-' est attribuable Ù vs (Fe-O-Fe). En e f f e t ,  elle a é té  

caractérisée après échange isotopique 5 4 ~ e  -+ 5 6 ~ e  par un glissement de 5 cm-' 

vers les basses fréquences dans un travail antérieur [63]. Par contre, l'échange 

isotopique 160 -+ 180 a permis la caractérisation de la vibration asymétrique, v a S 
(Fe-O-Fe), dans Le spectre Raman de la (TPPFe)20. Ce résultat apparaît inattendu 

car généralement ce type de composé est traité dans la littérature en symétrie C 4v 
(8 = I B O 0 ) .  I l  est Ù signaler qu'un écart à la symétrie C est perçu pour une valeur 4v 
de 8 voisin de 1 7 5 O  pour la (TPPFe) 0, par l'observation en diffusiori Raman du 2 
mode vas (Fe-O-Fe), strictement inactif en symétrie Cqv . ~éciproquement ,  on 

devrait observer dans le spectre IR de basses fréquences, une raie susceptible de 
-1 correspondre à la déformation symétrique. Une raie vers 365 crn est effectivenlent 

observée sur le spectre du composé (TPPFe)20 (figure 30). 

I t 1 
JO0 400 500 600 cm" 

Figure 30 : Spectres IR de la (TPPFe)20 et du (TPPFeCI) en  basses fréquences 



On peut cependant s'étonner que le doublet (870 cm-' , 874 cm") observé 

dans le spectre IR soit af fecté par l'échange isotopique. Ce phénomène a été 

observé également dans le cas des phtalocyanines de fer [731 e t  a 6th attribué à 

une résonance de Fermi. L'examen du spectre en basses fréqi~ences, signale 

effectivement l'existence d'une bande intense vers 4 3 4  cm-' , dont l'harmonique 

pourrait être en résonance avec le mode vas (Fe-O-Fe). Cet te  explication se 

justifie également par le fait que cette bande à 4 3 4  cm-' existe aussi dans la 

TPPFeCl (figure30) mais qu'aucune bande n'est observée dans la région 850 cm-' - 

920 cm-' (figure 28a). 

Pour les composés (TPPFe)2N et  (TPPFe)2C, dont la structiire radiocristallo- 

graphique du premier est connue 1741, les modes antisymétriques ne sont pas 
observés en diffusion Raman. Cette constatation est en accord avec une symétrie 

locale Clv e t  donc avec un angle très proche de 180'. 

Le mode vs (Fe-O-Fe) est apparu insensible à la substitution 1 6 0  -+ 180. Ce 

fait peut être expliqué par le modèle de Wing 1751. Un système d'équations simples 

permet d'estimer les modes vs e t  vas d'une structure C Z v  (angle 0) du type X I r 2  : 

kd , kdd sont exprimées en mdyn/A e t  représentent respectivement les constantes 

de force d'élongation e t  de déformation. 

Nous avons représenté sur la figure 31, la variation des fréquences v 
S 

( F ~ - ' ~ O - F ~ )  e t  vas ( F e - I 8 0 - ~ e )  en  fonction de l'angle 0 pour des masses 

ponctuelles de Y différentes. En e f f e t  dans les complexes 1-0x0 l'atome de fer est 

associé aux cycles porphyriques ce qui risque de modifier sa masse apparente. 



Mime effective da Y i ailOg, b=S6g ,.c=200g 

Figure 31 : Influence de la masse e t  de l'angle pour les modes 

v s ( ~ e - 1 8 0 - ~ e )  et vas (F'e-180-Fe) pour ICI (TPPFe)20 

Ces courbes permettent de rendre compte des résultats expérimentaux. Le 

glissement de fréquence du mode vas(Fe-O-Fe) attendu pour un Bctiange isotopique 

1 6 0  + 1 8 0  est proche de la valeur observée (3 cm"). Cette voleur est quasi 

indépendante de l'angle 8 . Par contre le glissement de fréquence du mode vs 

( F ~ - ' ~ O - F ~ )  dépend de l'angle 8 . Toutefois la valeur attendue (2 à 3 cm-') est 

faible pour des angles 8 compris entre 160° e t  180° e t  est en accord avec 

l'expérience. En résolvant le système d'équations, nous obtenons les valeurs 

suivantes : kd égal Ù 3,775 mdyn/A et kdd égal à 0,62 mdyn/A. 

Enfin, notre étude isotopique démontre de façon évidente : 

* L'absence de complexe hématine (absence de bande infraroicge Fe-OH à 3600 
- 1 cm , glissant Ù 2700 cm-' pour F ~ - ' ~ O H )  en  contradiction avec les résultats de 

l'étude citée en référence 1761. 

* Une très grande stabilité du complexe : pas d'échange observé, 1 8 0  -+ 1 6 0  . sur le 

composé isotopique qu'il soit exposé en atmosphère sèche ou humide, même après 

un temps relativement long (quelques semaines). 



* le mode 6 (Fe-O-Fe) n'est pas observé. 

En conclusion, notre substitution isotopique nous a permis de démontrer que 

la réaction de métathèse s'accompagnait de la formation seule du complexe p-0x0 
dont le spectre de vibration est caractérisé par la déformation syn~étrique Ù 368  

- 1 cm et par la déformation asymétrique vers 874 cm-'. 

b). La liaison p-0x0 dans la (DPDEFe)20 et dans la (PPDEFe) O 
2 

1 .b). Résultats expérimentaux 

La comparaison des spectres IR des composés DPDEFeCl e t  (DPDEFe)20 met  
en évidence : 

- une bande très large vers 849 cm-' dans la (DPDEFe)20, moins intense 

dans le cas du dérivé chloré. 

- Par échange isotopique 1 6 0  + 180 , cette bande s'atténue au profit d'une 

nouvelle raie (792 cm-') qui est le seul changement significatif (figures 

32a-32b). 

De la même façon, la comparaison des spectres Raman 'de ces mêmes 
composés démontre : 

- la présence d'une raie à 41 6 cm-' (large), d'intensité moyenne ainsi qu'une 

autre bande vers 842 cm-' (figure 27), non observées dans le spectre du 

dérivé chloré. 

- Par échange isotopique 1 6 0  -+ 1 8 0  la bande vers 835 cm-' se déplace 

dans la zone 790 cm-' - 800 cm-' (figure 33b). 

2.b). Discussion 

Nous attribuons la raie Ù 416  cm-' , Ù la déformation symétrique v 
S 

(Fe-O-Fe) par analogie avec le complexe (TPPFe)20. En e f fe t ,  son absence dans le 

dérivé chloré et sa valeur en nombre d'onde nous autorise à cette attribution. I l  est 

aisé de démontrer que l'absence du glissement significatif de la raie Ù 416 cni-l, 

après échange isotopique, par un calcul similaire à celui pour la TPP sous 

entend que l'angle 9 de cette molécule soit compris entre 150° et 180° (dans ce 



DPDEFeCl 

( D P D E F ~ ) ~ ~ ' ~  

DPDEFeCl 

Figure 32 : Spectres IR des composés DPDEFeCI , ( D P D E F ~ ) ~ O ' ~ ,  ( D P D E F ~ ) ~ ~ ~ ~  
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Figure 33 : Spectres Raman des composés ( D P D E F ~ ) ~ ~ ~ ~ ,  ( D P D E F ~ ) ~ ~ ' ~  - 457,9 nm 



domaine quelque soit la masse ponctuelle e f fec t ive  considérée, le déplacement 

isotopique n'est pas décelable). Nous avons corrélé l'angle 8 et le nombre d'onde de 

la vs (Fe-O-Fe) pour des composés p-0x0 dont les structures sont connues 1771. 

1 : p-oxo férritétraphénylporphyrine 

Figure 34 : corrélation entre vs(Fe-O-Fe) e t  L'angle 6 (Fe-O-Fe) 

lsd- 

lodl 

Le nombre d'onde de vs (Fe-O-Fe) décroit si l'angle Fe-O-Fe diminue e t  est 
indépendant de la longueur de liaison. De la valeur de 416 cm-', on détermine un 

+ angle voisin de 1 60° (-SO). Ce résultat se justifie de la façon suivante : 

- Cette proposition d'angle est en  accord avec les travaux théoriques menés 

par Tatsurni qui prévoit un angle de 150° pour un complexe porphyrique 

p-0x0 de Fe.  écart entre ces deux valeurs s'explique par une non prise 

en compte de l'interaction stérique des deux cycles porpliyriques dans le 

calcul théorique 1781. 
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- La présence de substituant peu volumineux sur le cycle tétrapyrrolique, au 

niveau des positions méso (H) doit faciliter l'inclinaison de la liaison 
Fe-O-Fe, au contraire du complexe (TPPFe)20 ou une forte interaction 

stérique est générée par la présence des noyaux benzéniques en position 

m éso. 

2 : p-oxo férriaquobisphénantroline 

3 : p-oxo (trichloroférri-p~ridinium) 

4 : Azidométhémérythrine 

5 : hléthémérythrine 

6 : p-oxo [férri(rri-1-pyr~zol~lborate)] - bis p-acétate 



- La valeur de l'angle permet de calculer le déplacement isotopique attendu 

en résolvant les équations de Wing. On obtient par le calcul les valeurs 

suivantes, vas (Fe-180-Fe) à 800 cm-' e t  vs (Fe-' 8 0 - ~ e )  à 41 3 cm-' , qui 

sont en accord avec les résultats expérimentaux (792 cm-' pour le vas et 

non observé pour v car cet te valeur est voisine de v (Fe-"o-Fe) à 
S S 

416 cm-'). De plus, ce calcul nous permet de déterminer les constantes 

de forces de la liaison Fe-O-Fe dans le complexe p-0x0 : kd = 3,86 

mdyn/A , kdd = 0,85 mdyn/A. 

- L'observation du mode asymétrique vas dans le spectre Raman confirme la 

structure C2v de la liaison Fe-O-Fe. 

Néanmoins, l'étude en basses fréquences de la (DPDEFe)20 en spectroscopie 
IR ne permet pas de mettre en évidence de raie susceptible de correspondre à 

vs(Fe-O-Fe) qui devrait être observable à cause de la baisse d e  symétrie de ce 

système (figure 3 5 )  

Figure 35 : Spectres IR de basses fréquences des cornposés 

DPDEFeCl e t  (DPDEFe)20 



La réaction d'échange isotopique permet de plus d'énoncer des conclusions 

analogues à celles faites pour la (TPPFe)20 : l'absence d'lin composé Iiématine du 

type Fe-OH (le facteur important est certainement l'excès de base qui conduit 

uniquement au dérivé p-oxo), l'absence de structure du type bisaquo, la très grande 

stabilité de ce composé dans le temps  (aucune évolution du rapport I 
18 vas 

(Fe- O-Fe) / lvas ( ~ e - l ' o - ~ e )  en atmosphère sèche ou humide après quelques 

semaines). 

De plus, a f i n  de juger de l'influence du squelette porphyrique sur la liaison 

p-0x0, nous avons étudié le complexe p-0x0 de la protoporphyrine dimétI~ylester ,  

(PPDEFe)20 , qui sa distingue du composé de la (DPDEFej20 par la présence de 

vinyles en position 2 e t  4 (structure vérifiée par R M N  : annexe expérimentale). La 

comparaison des spectres Raman ne met  en évidence aucune différence notable 

(Figure 36) ni sur le nombre d'onde de la vs (Fe-O-Fe) (voisin de 416 ciri-') ni siir 

les intensités respectives de ces bandes. 

I I ,  

200 100 400 100 

Figure 36 : Comparaison des spectres Raman de la (PPDEFeI20 

e t  de la (DPDEFe)20 - A, = 441,6 nm 

(* raie de KZS04) 



Cet te  étude comparative entre ces deux composés ne nous a pas permis de 

caractériser les modes des vinyles dont les deux raies caractéristiques se situent 
- 1 vers 1435 cm" ( 6 s  = CH2) e t  1622 cm vs (C=C) 1591. Ces raies ont une intensité 

très faible par rapport aux bandes du squelette porphyrique e t  ne sorit observées 

qu'en excitation B. 1591. La non observation de ces modes peut s'expliquer soit par 

l'oxydation locale des composés de la protoporphyrine IX en chlorine sous 

l'irradiation laser [79 ] ,  soit à la faible participation des groupenients vinyles dans 

le complexe 1-0x0 à la délocalisation donc à la résonance. 

La comparaison des spectres IR de la (PPDEFeCI) et de la (PPDEFej20 met 

en  évidence une bande attribuable 6 vas (Fe-O-Fe) voisin de 895 cm-' (figure 37). 

Figure 37 : Spectres IR de la PPDEFeCl e t  de la (PPDEFe)20 

La vibration asymétrique des composés présentant des groupements en 

position 2,4 volumineux (PPDE, M P D E ,  e t c  ...) [80] est observée dans le domaine 

885-930 cm-' alors que dans la (DPDEFe)20 elle se situe vers 842 cm-' . Ail 



contraire, la vibration symétrique semble peu a f f ec tée  par la nature du macrocycle. 

( P P D E , D P D E ,  ...) La variation observée pour les modes vas peut être attribuée à des 

interactions stériques créées par la substitution des positions 2-4, mais aussi dans 

une moindre mesure à un mélange d'isomères, lié à l'orientation mutuelle des 

macrocycles. Ce dernier e f fe t  est certainement à l'origine de la largeur anormale 

des bandes v et v~~ de l'entité p-0x0 dans la (DPDEFej2O par rapport à celles 
S 

correspondantes de la TPP (l'orientation des deux unités porphyriques est 

déterminée par la présence des phényles). 

En conclusion, notre analyse nous permet de caractériser une espèce p-0x0 

de porphyrine de fer (DPDEFe) par une bande Ù 416 cm-' attribriable à v 
S 

(Fe-O-Fe) et une bande Ù 842 cm-' attribuable Ù la déformation asymétrique, v a S 

(Fe-O-Fe). Cette dernière est affectée par la substitution des positions 2,4, c'est 

pourquoi dans le cas d'un produit résultant de la dégradation de l'hémoglobine, il 

faudra s'attendre à observer cette raie Ù 895 cm-' , caractéristique de la 

protoporphyrine lx, groupe prosthétique de l'hémoglobine. 

3. Bandes indicatrices de structure 

Les nombreuses études menées en spectroscopie Raman, ont permis de 

corréler de nombreux modes vibrationnels e t  des paramètres p!iysi~o-chimiques de 

la porphyrine. En particulier, nous présenterons dans cette partie, les corrélations 

qui s'appliquent aux métalloporphyrines naturelles (c'est-à-dire de la famille des 

porphyrines substituées en 2 et 4 figure l ) ,  dont les conclusions pourront 

s'appliquer à résoudre notre problème biologique. Cependant nous préciserons, 

quand il y a lieu, l'analogie qui peut être faite avec les molécules synthétiques 

porphyriques ( T P P ) .  

Deux types d'informations peuvent être extraits du spectre Raman d'une 

porphyrine de fer qui sont : 

- le degré d'oxydation du fer. 

- la dimension du coeur qui ne peut être dissociée de l'état de spin (et  donc 

du nombre et de la nature des coordinats axiaux). 



a). L'état d'oxydation du fer 

Le mode v4 polarisé observé de façon très intense par une excitation B, 

(figure 2 4 )  est attribuable à une élongation Ca-N et donc à une vibration de 

respiration du cycle. Les nombreuses données bibliographiques ont montré qu'il 

existait une dépendance importante entre le nombre d'onde de cette bande et le 

degré d'oxydation du métal qui se traduit de la manière suivante : 

Les différences observées s'expliquent par 1 'interaction qui existe entre les 

orbitales d.rr du métal et de l'orbitale e ( TT* ) du ligand porphyrique. En e f fe t ,  le 
6 g Fe" (d ) possède un électron supplémentaire dans ses couches d par rapport au 

5 ~ e " '  (d ) et par celà la rétrodonation du métal via ses orbitales d n dans les 

orbitales e ( n* ) de la porphyrine sera plus importante. L'augmentation de la 
9 

densité électronique dans les orbitales e (n* ), qui sont antiliantes au niveau de la 
9 

liaison Ca-N , se traduira par une diminution de la constante de force e t  donc Ltn 

abaissement en fréquence. 

Ainsi cet te raie serait caractéristique de la densité électronique de l'orbitale 

e ( IT* ). Ce résultat est confirmé par l'obtention de données Raman récentes sur 
9 

des radicaux anioniques ou cationiques. Par exemple, v est observé à 1379 cm-' 4 
dons la CoOEP et  à 1363 cm-' dans ( C O O E P P .  

Cependant, le résultat énoncé précédemment est à moduler de la façon 

suivante. En e f f e t ,  le mode v4 est observé vers 1370 cm-' dans le cas d'une 

ferroporphyrine dans laquelle il y a un ligand axial ir accepteur (CO, NO, O2 , 
etc...). La présence de celui-ci, avec des orbitales n* induit l'existence d'une 

compétition entre deux phénomènes, liée à une délocalisation électronique entre 

métal et ligand qui sont : un transfert d n-t n* (e ) porphyrine et (ou) un transfert d 
9 

n -+ n* (ligand axial). La position du mode v4 , observé dans ces composés, indique 

que le deuxième phénomène est prépondérant. 

Dans les composés de la D P D E ,  ce mode est observé à 1373 cm" et est 

caractéristique du degré d'oxydation ~ e ' " .  De la même façon, ce mode est observé 

dans le spectre des dérivés TPP (tableau XV et figure 3 6 )  vers 1363 cm-' . Une 

corrélation aussi précise que celle exposée précédemment ne peut être trouvée 

comme le démontre la figure 38. 
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Figure 38 : Corrélation du mode v dans les porphyrines synthétiques ( T P P  
4 

et naturelles ( D P D E )  1661 

On remarque que l'état de spin influe peu sur les dérivés naturels mais 

devient important dans les complexes de la T P P .  On pourra juger de l'influence de 
ce paramètre par l'examen d'autres modes. 

b). La taille du coeur porphyrique 

Les nombreux travaux menés en spectroscopie Raman, sur des porphyrines de 

fer de structures connues ont permis d'établir des relations entre d'autres modes 

vibra tionnels et certaines données physicochimiq~ies de la méta lloporphyrine 

considérée. Le tableau suivant résume les observations qui découlaient d'études 

systématiques [54,56,59]. 

v3 ' a cm  
Etat d'oxydation e t  de spin 

v 10  d p  ' a C ,  

V2 aP CbCb 
Etat de spin 

v19 ' acm  

v 1 1  d p  CbCb Nature de la porphyrine 

Les données rassemblées par la suite ont permis d'obtenir de très bonnes 

corrélations linéaires entre les modes de fréquences supérieures à 1 4 5 0  cm-' e t  la 

dimension du coeur porphyrique, mesurée par la distance Ct-N 1811. La figure 

ci-dessous présente ces résultats pour différentes métalloporphyrines de fer de  

structure connue. 



HS : Haut spin - BS : Bas spin - NC : Nombre de coordinance 

Figure 39 : corrélation entre fréquences et taille du coetcr porphyrique 

Alors que l'examen de la position du mode v4 , permettra de déterminer 

l 'état d'oxydation du fer, l'examen des modes de fréquences élevées permettra de 

déterminer la taille du coeur et par la même l'état d'oxydation et la coordinance 

du fer. 

- Etat de spin 

I I I  Selon l'état de spin, il est évident que le fer ( ~ e "  ou Fe ) dans une 

configuration bas spin aura une taille peu importante. En e f fe t  dans ces composés, 

l 'ion métallique aura ses orbitales d e t  d 2- vides et présentera une compacité z X Y  
électronique maximale. Au contraire, le passage à l'état haut spin se traduira par 

la présence d'un électron dans l'orbitale d e t  donc d'une répulsion plus 
x -Y 

importante entre l'azote et le métal induisant une augmentation du coeur 

porphyrique. La dimension de la cavité porphyrique sera plus importante dans les 

dérivés haut spin (HS) que bas spin (BS). 

L'examen de la figure 39 indique que ce phénomène est observé e t  se traduit 

par des variations en fréquences plus ou moins importantes. Toute Inriation du 



coeur porphyrique affectera essentiellement les liaisons Ca-Cm (pente do droite 

élevée) et dans une moindre mesure les liaisons Cb-Cb . Cependant, cet  e f f e t  sera 

perturbé par la présence de ligands axiaux. 

- nombre de coordination (NC) 

La PPFeCl et la PPFe ( D M S 0 1 2  sont deux ferriporphyrines à l 'état haut spin 

qui néanmoins présentent des distinctions très nettes en  fréquences, liées à la 
présence des ligands axiaux. En e f f e t ,  dans le cas d'un coniplexe !iexacoordiné, 

l'atome de Fe se situera dans le plan du cycle porphyrique (dimension du coeur 

maximale) alors que le cas d'un complexe pentacoordiné, l'atome de Fe se 

déplacera hors du plan (0,5 A). Ce déplacement entraine un moins bon recouvrement 

d IT - e ( IT* ) et  se traduira par une contraction du cycle. 
g 

II  On observe des écarts aux corrélations dans le cas de la 2CH31mFe (voir + 

sur la figure 39). En e f f e t ,  la structure du composé indique que les noyaux 

pyrroliques sont inclinés de 1 O 0  en direction de l'atome de fer et niodifieront les 

liaisons Ca-Cm et donc principalement les modes v v et v l g  . 3 ' 1 0  

Nos résultats obtenus pour la DPDEFeCl e t  la (DPDEFe)20 coïncident avec 

la dimension du coeur issu de l'hémine 171. Notre étude confirme la structure de ces 

composés : ~e"'  , haut spin. I l  est 6 noter que seul le mode v I 0  se retrouve 

systématiquement à un nombre d'onde inférieur dans le complexe p-0x0 par rapport 

au dérivé chloré (5 cm-'). Cette légère déviation peut être attreibuée à une 

orientation légèrement différente des noyaux pyrroliques. 

De la même façon des corrélations analogues ont été faites pour les 

composés de la T P P  [66,81,82]. Nos résultats confirment l'état de ~e'"  e t  de  

structure HS dans nos complexes. 

En conclusion, l'analogie structurale qui existe entre dérivé chloré et p-0x0 

est évidente quelque soit la nature de la porphyrine considérée. Néanmoins notre 

étude sur la comparaison des composés p-0x0 de la T P P  et de la D P D E  indique une 

dif férence structurale très nette au niveau de la géométrie de la liaison p-0x0. 

D'autre part, l'exaltation des modes symétriques de la liaison (Fe-O-Fe) dans ces 

composés est totalement différente et sera mis en évidence par l'étude des profils 

d'excitation. 



4. Profils d'excitation 

A partir de l'attribution des principaux modes de vibration actifs en  dif fusion 

Raman de résonance des composés p-0x0 de porphyrines de fer ( I I I ) ,  il va être 

possible d'interpréter les profils d'excitation pour des longueurs d'onde excitatrices 

couvrant un large domaine spectral d'absorption électronique des composés. En 

e f f e t ,  un profil d'excitation peut être obtenu pour chaque mode vibrationnel en 

reportant son intensité de diffusion en fonction de la longueur d'onde excitatrice. 

L'analyse des profils doit conduire à une interprétation plus fine des propriétés 

electroniques que les spectres d'absorption et en particulier des couplages, 

transition électronique - transition vibrationnel le. 

De nombreux travaux font état de profils de métalloporphyrines e t  

d'hémoprotéines, mais un nombre beaucoup plus restreint en donne une interprétation 

quantitative raisonnable. Ces derniers travaux, qui représentent un effort 

considérable pour établir des modèles théoriques de couplages vibroniques, 

d'interférences, etc... (Mortenser - O. Hamogone), concernent particulièrement le 

ferrocytochrome C e t  l'oxyhémoglobine, mais en  aucune façon les composés 

polymé ta1 1 iques des porphyrines. 

Les profils d'excitation des principaux modes RR ont é té  obtenus avec toutes 

les radiations disponibles expérimentalement pour les composés bimétalliques 

(TPPFe)20 e t  (DPDEFe)20 ainsi que des composés monométalligues correspondants 

(TPPFeJCI e t  (DPDEFe)Cl. Compte tenu du nombre limité de raies excitatrices 

pour le domaine de longueur d'onde étudié, nous nous sommes limités à une 

interprétation qualitative des profils des modes du macrocycle à partir d'un travail 

préliminaire de T.G. Spiro e t  coll. sur la (TPPFe)20. Toutefois, nous avons porté 

une attention particulière aux profils des modes vs (Fe-O-Fe) et vas (Fe-O-Fe) avec 

comme souci principal l'obtention de modèles pour l'élucidation de la structure 

moléculaire du "pigment malarique'' dans son environnement biologique. 

a). Profils d'excitation des modes du macrocycle 

La quasi identité des fréquences vibrationnelles des modes de la porphyrine 

entre les composés (TPPFe)Cl et (TPPFej20 (tableau X V )  d'une part e t  entre les 



composés (DPDEFee)Cl e t  (DPDEFe)20 (tableau X V I )  d'autre part, iriciiqire que les 

propriétés électroniques et vibrationnelles des états fondamentaux des entités 
macrocycl iques sont analogues dans les composés monométall iques et bimétall iques 

correspondants. Les interactions entre les deux unités porphyrines de fer ( I I I )  par 

l'intermédiaire du pont p-0x0 sont donc peu importantes à l'état foridamental. 
Cette faible interaction apparente à l'état fondamental ne prèjuge en rien des 

interactions à l'état excité qui pourront être estimées dans les coniposés p-0x0 à 

partir de l 'analyse comparative des spectres d'absorption électronique et des profils 

de résonance avec ceux des composés monométalliques correspondants. 

if intensité de la diffusion Raman Id (-8 ) à partir d'iirie radiation 

excitatrice Go d'intensité Io et pour une radiation diffusée ; est proportionnelle 
d '  

à l'expression suivante : 

- - 
avec G d = ;  - y v ,  

O 
v nombre d'onde de la transition vibra tion!ieIle O -. 1 à 

l'état électronique fondamental , 
EoP 

le champ électrique excitateur, Edo champ 
électrique dif fusé.  a est un élément du tenseur de diffusion, p et u se réfèrent au 

système d'axes x , y , z de l'édifice moléculaire. 

La dépendance de l'intensité diffusée en fonction de Co se retrouve dans 
4 deux facteurs ; vd qui est la loi classique de la diffusion, mais égaleri~ent polir le 

R R  dans l'expression des éléments cr du tenseur de diffusion. 
00 

Des expressions théoriques de ci sont données dans de nornbre~ix ouvrages 
Pa 

[831 et mises au point bibliographiques [84,85], leur complexité dépend de la nature 

du problème traité : interaction de configuration, couplages vibroniques, transitions 

non adiabatiques, interférences, etc... Les éléments du tense~rr de diffusion R R  

peuvent être considérés comme la somme de deux contributions dépeitdantes de io 
appelées couramment A et B. L'analogie quant à l'allure générale des profils 

d'excitation des spectres d'absorption électronique et des taux de dépolarisation 

des modes du macrocycle pour tous les composés étudiés avec les résttltats publiés 

pour le ferrocytochrorne C 1861 e t  de i'oxyhémoglobine [87] permet de transférer 

les principales conclusions de ces derniers à notre étude. Eli particulier les tenseurs 

des modes A l g  , Blg  , BZg et A ont des expressions arialogi~es. 
2 9  



Le cas le plus caractéristique est l'antisymétrie du tenseur associé au mode 

A qui confère à ce mode un taux de dépolarisation anormal p-CO . 
29 

Le modèle à quatre orbitales de configuration alU , a2U et e développé dans 
9 

le chapitre ( I I )  permet de rendre compte des caractéristiques principales des profils 

d'excitation des modes des porphyrines en considérant une symétrie locale Dqh . 
Dans le cas des métalloporphyrines une excitation au voisinage de la bande B 

(Soret) provoque une diffusion Raman de résonance exprimée principal ement par le 

terme A des éléments a . Les bandes Raman A sont alors exaltées 
P'J Ig 

sélectivement, il est à signaler toutefois que les modes B et B peuvent 
1g 2g 

participer à la diffusion par e f f e t  Jahn-Teller, cet e f f e t  est en outre intimement 

lié à l'interaction de configuration .(Chapitre II). Une excitation à une longueur 

d'onde voisine des absorptions Q ( a , B) provoque principalement une diffusion 

Raman de résonance exprimée par le terme B des éléments du tenseur. Le terme B 

exprime principalement la diffusion relative aux modes de vibration qui couplent 

(vibroniquement) les transitions B et Q c'est-à-dire B Ig B2g e t A  et d a n s u n  
29 

degré moindre A . 
Ig 

Le mode A couple les composantes Bx et B de la transition B (EU 4 A ) 
2g Y l g  

avec les composantes Q e t  Qx de la transition Q (EU + A ) respectivement. 
Y 



Les notations 11 et 1) sont relatives respectivement aux espaces électroniques 

et vibrationnels 1841. 

Tous les phénomènes qui compliquent 1 'interprétation des profils d'excitation, 
à savoir, interaction de configuration, couplage vibronique, transitiort non 

adiabatique, interférences électronique et vibrationnelle perturbent beaucoup les 

intensités relatives des maxima mais très peu les longueurs d'onde de ceux-ci sur 

les profils. 

Les profils d'excitation des modes vibrationnels les plus caractéristiques des 

spectres R R  du composé de (TPPFe)Cl sont représentés sur la figure J O  avec le 

spectre d'absorption électronique. Curieusement aucune étude complète en  R R  

n'existe pour le composé (TTPFe)Cl alors que des études préliminaires existent 

pour (TTPFe)20 qui est souvent comparé avec (TPPCr)CI . Les longueurs d'onde 

excitatrices disponibles expérimentalement permettent de couvrir les différentes 

bandes d'absorption B et Q ( a , j3 ). 

D'une façon générale, les profils indiquent que les maxima d'absorption à 

420 nm (23800 cm'') et 510 nm (19607 cm-') des spectres électroniques 

correspondent respectivement aux bandes B (0,O) e t  Q (0 , l ) .  La bande Q (0,O) est 

localisé à 530 nm (18870 cm-') ; cette bande très peu intense apparait comme un 

simple épaulement sur le spectre électronique. Le profil du mode anormalement 

polarisé A à 1333 cm-' est peu exalté dans les excitations B et Q e t  n'a pas é té  
29 

représenté sur la figure 40. Le mode dépolarisé B à 1486 cm-' apparait 
l g  

particulièrement dans la région Q (0,O). Les modes polarisés A à 1555,  1364 e t  
1 g 

391 c m  sont fortement exaltés comme prévu dans la région B (0,O). De plus, ces 

profils présentent des maxima dans la région Q (0,O) e t  Q ( 0 , l )  avec des intensités 

voisines qui peuvent indiquer un faible couplage vibronique par l'intermédiaire d'un 

mode A . I l  est à signaler que le trop faible nombre de points ne permet pas de 
1 g 

donner une estimation des fréquences à l'état excité pour les modes A e t  0 par 
l g  l g  

la mesure de la différence de nombre d'onde entre Q (0,O) e t  Q ( O , ] )  sur les profils 



!:igure 40 : Profils d'excitation de certains modes de  TPPFeCl 



Figure 41 : Profils d'excitation d e  certains modes de  (TPPFe)20 

( O : référence [63] ) 



d'excitation. Le maximum observé sur le profil du mode A 6 390 cm-' vers 480 
1 g 

nm ne correspond à aucune progression vibrationnelle raisonnable et peut être issu 

d'une absorption électronique peu intense vers 480 nm. Ce caractère est moins 

marqué pour les autres modes A . 
l g  

L'analyse des profils d'excitation du composé (TTPFe)ZO a été effectuée 

d'une façon très détaillée en excitation Q par T.G. Spiro et coll. [63]. Nous avons 

complété les profils d'excitation dans la zone de  la bande B (figure 41). Les 

résultats sont en première approximation, ceux attendus, les modes A sont 
l g  

exaltés par excitation B (0,O) alors que les modes A et B sont plus intenses en 
2g l g  

excitation Q (0,O) , Q (0 , l )  e t  Q (0,2). La structure des bandes d'absorption 

électronique du composé (TTPFe)20 est donc vérifiée, B (0,O) à 414 nm (24155 

cm-'), Q (0,O) à 612 nm (16340 cm-') , Q (0 , l )  e t  Q (0,2). 

Les profils d'excitation des modes A (1372, 1490 cm-l)  du composé 
l g  

(DPDEFe)Cl présentent une exaltation intense par une excitation B (figure 42). 

L'exaltation du mode B 6 1626 cm" est peu importante pour les longueurs 
l g  

d'onde excitatrices au voisinage de la bande B . Comme prévu, Lin résultat inverse 

est observé en excitation Q , toutefois, le couplage vibronique permet d'activer le 

mode A à 1374 cm*-' . La progession vibrationnelle Q (0,O) e t  Q ( O , ] )  est mise en 
1 g 

évidence pour la plupart des modes étudiés et est en accord avec le spectre 

d'absorption électronique B (0,O) à 400 nm (25000 cm-') et B (0 , l )  à 375 nm (26660 

cm-') ,Q (0,O) à 530 nm (18880 cm-') e t  Q (0 , l )  à 500 nm (20000 cm-'). 

L'analyse des profils d'excitation du composé (DPDEFe)20 ne permet pas de 

vérifier la progression vibrationnelle des spectres électroniques (figure 43). 

Néanmoins, nous avons pu vérifier que les modes A sont très intenses en l a  
excitation B alors que les modes B et A sont exal t i s  essentiellement par un 

1 g 2g 
processus vibronique en excitation Q. 

L'approximation de la symétrie locale Dqh pour l'entité porphyrine permet 

de rendre compte des principaux résultats, néanmoins un écart à cette symétrie 

idéale peut entrainer une levée de dégénérescence des états Q e t  B qui n'a pli être 

caractérisée. 

Bien que le spectre d'absorption électronique des composés de la protoporphy- 



Figure 42 : Profils d'excitation de certains modes de DPDEFeCl 



Figure 4 3  : Profils d'excitation de certains modes de (DPDEFe)20 



rine présente une différence d'environ 10 nm avec ceux de la de~ t é ro~orphyr ine  

( D P D E )  les résultats obtenus en RR pour ( P P D E F ~ ) ~ O  sont transposables 

directement au composé (DPDEFe)ZO quant aux excitations B e t  Q . Le cas de 

(TPPFe)zO apparait donc comme un cas particulier. 

b) Profils d'excitation des modes du pont p-0x0 

L'analogie des systèmes structuraux pour (TTPFej20 e t  (DPDEFe) O devrait 
2 

conduire à utle similitude des propriétés électroniques. Or une différence 

fondamentale est constatée au simple examen de l'allure des profils d'excitation 

des modes vs (Fe-O-Fe) et vas (Fe-O-Fe) pour les deux composés (figure 44).  

Poiir le cornposé (DPDEFe)20 , les modes vs et vas sont exaltés d'une même 

façon par une excitation B alors que la diffusion RR est négligeable pour ces 

modes par excitation Q. Un résultat inverse est constaté pour le composé 

(TPPFe)20 . En ef fe t ,  le mode vs est exalté de façon spectaculaire par excitation Q 

alors que son intensité reste tout 6 fait négligeable par excitation B. Le mode vas 

apparait faible tant en  excitation B qu'en excitation Q e t  son profil est 

inexploitable. 

Des travaux antérieurs sur (TTPFe)20 ainsi que sur (TTPFeIZN e t  (TTPFe)2C 

proposent des interprétations sur l'intensité Raman des modes de vibration des 

ligands axiaux pontants p , O , N e t  C [63,64,651. L'excitation d'une bande de  

transfert de charge voisine de la bande Q, transfert de charge ligand axial + métal 

ou métal + ligand axial serait la cause de l'exaltation du mode v pour le composé 
S 

(TPPFe)20. Cette explication parait improbable compte tenu du profil d'excitation 

v qui suit le contour de la progression vibrationelle Q(0,O) e t  Q(0,l) .  La 
S 

coïncidence de la bande Q(0,l) et de la bande de transfert de charge dans ce t t e  

zorie de longueur d'onde parait suspecte eu égard au degré d'oxydation du fer I I I  e t  

aux résultats obtenus sur le composé (DPDEFe)20 . 

Une autre explication a été proposée, l'intensité apparamment anormale du 

mode vs(Fe-O-Fe) dans (TPPFe)20 aurait pour cause une interaction de résonance 

vibrationnelle entre un mode de la porphyrine exalté exclusivement en bande Q e t  

le mode vs . Cette hypothèse peut être levée en utilisant la substitution 1 6 0  -c 1 8 0  

qui supprime théoriquement la résonance vibrationnelle impliquant le mode 



Figure 4'4 : Ptbfils d'excitation des modes p-0x0 . ( + référence [63] 1 



v (Fe-O-Fe). Or, aucune modifica tion significative autre que les gl issements en  
S 

fréquence vs et vas (Fe-O-Fe) n'est observée, i l  est Ù signaler toutefois un 

changement dans l'intensité relative des modes à 390 cm'' e t  vs à 363 cm-' lors de  

l'échange isotopique dont nous n'avons pu donner une interprétation cohérente à ce 

phénomène. 

 hypothèse de la symétrie locale idéale Dqh ou Cqv pour l'entité 

macrocyclique e t  C pour le pont p-0x0 ne permet pas d'interpréter valablement 2v 
les propriétés des composés p-0x0 (TTPFejZO et  (DPDEFeI20 i l  faut donc 

considérer la symétrie réelle du complexe bimétallique dans sa totalité. Celle-ci 

est au mieux D 2d ' Cs OU C1  . 

Le diagramme des orbitales moléculaires de porphyrine de fer I I  en symétrie 

locale Dqh et CqV est donné sur la figure 45 selon le travail pul~lié par Tatsunii e t  

Hoffmann 1771. Un simple écart du métal hors du plan peut provoquer une inversion 

des niveaux. Ce diagramme est à comparer Ù celui donné par les mêmes auteurs 

pour des composés p-0x0 du fer I I I  pour deux types de symétrie D e t  Cs (figure 2d 
46). Les calculs d'orbitales moléculaires montrent que l'énergie est minimale pour 

un angle Fe-O-Fe d'environ 150°. Toutefois ce minimum est très large et permet 

d'envisager que des contraintes stériques peuvent induire un angle de 1 &?O0 ce qui 

est ef fect ivement observé par radiocristallographie pour ( T T P F ~ ) ~ O  0 = 174.54 

Pour le composé (DPDEFeJ20 un angle Fe-O-Fe proche de 160° est suggéré 

par l 'étude spectroscopique au début de ce chapitre. Cette différence de structure 

est Ù notre avis la cause des allures v e t  vas (Fe-O-Fe) dans les composés 
S 

(TTPFe)20 et (DPDEFej20 . Les variations les plus importantes dans les niveaux 

énergétiques entre les symétries D Z d  et Cs concernent les niveaux e3 et el mais 

entraînent toutefois des mixages entre les différents niveaux qui dépendent 

exclusivement de leurs énergies. I l  est donc concevable qu'une différence 

structurale dans le pont p-0x0 entraîne des mixages différents quant aux 

configurations électroniques impliquées dans les transitions appelées B et Q. Les 

différents mixages entraînent des participations différentes du ligand axial p-0x0 

aux niveaux issus des niveaux a l u  aZU et e (non représentés sur la figure 46)  
9 

impliqués dans les transitions B e t  Q. 



Figure 4 5  : Niveaux d'énergie des orbitales moléculaires dans une porphyrine 

de  ~ e "  . ('D'après référence [77] ).. 

4 Q tae ta' 

'1 

Figure 46 : Influence de  l'angle Q sur les  orbitales moléculaires d'un complexe 

p-0x0 de F e  : ( D'après référence [77] ) . 



C I .  Interactions entre les deux entités porphyrines par le 

pont p-0x0 

I l  est aisé de constater que les interactions électroniques et vibra tionnelles 

entre les deux entités porphyrines sont faibles à l'état fondamental par la simple 

coniparaison entre les fréquences vibrationnelles des modes actifs en R R  du 

composé TPPFeCl et DPDEFeCl avec celles des composés (TTPFe)20 et 

(DPDEFe)pO respecti\sment. Toutefois une interaction antiferromagnétique 

spin-spiri à l'état fondamental transmise par le pont p-0x0 des deux ions est 

mise en évidence par des mesures magnétiques à l'état solide et par des mesures de 
6 R M N  en solution. L'état fondamental A de multiplicité de spin (2S+1=6 , S=5/2) 

se couple à un autre état fondamental 'A pour donner 6 états dans le composé 
l g  

bimétallique. 

qui sont peuplés selon la température et selon leur séparation en énergie. Dans le 
3 composé (TPPFe)20 la différence dlénergie entre le niveau ' A  e t  B I U  a été 

9 
trouvée de 265 c m  1871. 

Cette interaction spin-spin antiferromagnétique qui n'est pas négligeable est 

toutefois peu ressentie au niveau des fréquences de vibration du macrocycle. La 
spectroscopie d'absorption électronique et les profils de R R  permettent q~iarit à 

elles d'estimer les différences entre les interactions à l'état fondamental A e t  
l g  

les interactions dans les états excités E transmises par le pont p-0x0. C'est un 
U 

problème compliqué qui peut toutefois être abordé pour les états excités par une 

démarche analogue à celle sommairement décrite pour l'état fondamental. Elle 
implique nécessairement une étude Ù température variable [88]. 11 n'était pas dans 

notre intention d'aborder une telle étude mais de montrer plutôt la complexité des 

systèmes que l'on peut avoir à étudier en chimie bioinorganique. Néanmoins, on 

peut constater à l'examen des spectres UV-visible et des profils d'excitation des 

composés monométalliques d'une part e t  des composés polymétalliques d'autre part, 



que les bandes B e t  Q peuvent être indicatrices des différences d'interactions entre 

les états fondamentaux et excitoniques, toutefois leur interprétation reste sujette à 

caution 1711. 

Une étude récente d'absorption électronique après excitation picoseconde ne 

permet pas de mettre en évidence les spectres d'absorption des états  excités 

singulets invoqués dans ce travail mais plutôt des espèces issues de la conversion de 

l 'état excité initial [go]. 

 étude spectroscopique sur les composés p-0x0 des porphyrines de fer 111 

niontrent que les fréquences Raman des modes de vibration du n~acrocycle sont 

surtout caractéristiques de la nature de la métalloporphyrine mais ne permettent 

pas 1 'identification de 1 'espèce moléculaire. La présence de ligands axiaux peut 

être déterminée soit par l'observation de mode de vibration actif en RR propre aux 

ligands mais aussi par l'analyse des intensités relatives des modes du macrocycle en 

fonction de la longueur d'onde excitatrice. 

Les fréquences et 1 'intensité relative des bandes RR peuvent être utilisées 

comme sondes pour identifier les espèces chimiques possédant un chromophore au 

sein d'une matrice non absorbante. 
I 

En particulier, les résultats obtenus sur des composés modèles pourraient 

permettre l'identification de composé p-0x0 de porphyrine dans des échantillons 

inconnus. Une illumination de l'échantillon par une radiation laser proche de 

1 'absorption correspondant à la bande B (Soret) devrait perme tre l'exaltation des 

modes vs e t  v des liaisons p-0x0 conjointement avec ceux du macrocycle. I l  est à as 
signaler que les études sur les composés modèles ont été effectuées Ù l'aide d'une 

cellule tournante qui évite une dégradation photochimique sous l'impact laser ; une 
I I I  dismutation rapide a été observée sous irradiation pulsée pour (TPPFs J20 en 

I I  ~ e l l '  TPP=O et Fe TPP 1891. Dans la suite de ce travail consacré Ù des 

microéchantillons biologiques e t  chimiques sous irradiation permanente en  lumière 

focalisée, notre principal souci a été la non destruction du microéchantillon sous 

l'impact laser. Les précautions expérimentales utilisées sont développées dans le 

chapitre suivant. 





CHAPITRE IV 

ETUDE DU PIGMENT MALARIQUE PAR MZCROSPECTROMETRZE RAMAN 
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Le développement du parasite, responsable du paludisme, dans le globule 

rouge se fait au dépend du constituant majeur de cette cellule : l'hémoglobine. La 

dégradation de cette molécule conduit à la formation de grains (taille moyenne 

0,2pm) à apparence cristalline à l'intérieur du parasite, désigné par le terme 

pigment malarique. Celui-ci est facilement identifiable par un simple examen en  

microscopie. I l  se traduit par la présence de grains noirs sur un frottis d'hématies 

parasitées. 

La spectroscopie Raman, associée à des radiations excitatrices visibles, ne 

nous apportera des informations que sur le chromophore absorbant dans le visible 

(e f f e t  de résonance). Bien que la structure du pigment malarique ne soit pas connue 

à ce jour, la ferriprotoporphyrine I X  est proposée comme constituant majeur de 

celui-ci. Ainsi, l'existence simultanée du pigment malarique e t  de l'hémoglobine, 

possédant peut-être le même chromophore, a nécessité la prise de précautions afin 

de s'assurer que le spectre R R  de l'un n'interfère pas avec celui de l'autre. Cet 

impératif nous a obligé à utiliser un mode opératoire assurant une contamination 

faible du pigment malarique par l'hémoglobine e t  une méthode de ffpurificationM 

conservant son intégrité structurale. 

II - ETUDE DU PIGMENT MALARIQUE PAR SPECTROSCOPIE RAMAN 
1 

1. Le problème d'une t e l l e  analyse 

Le pigment malarique est le résultat de la dégradation enzymatique de 

l'hémoglobine par le parasite. Les seules données qui existent dans la littérature 

ont é t é  obtenues après de nombreuses réactions chimiques. En particulier, 

l'extraction du pigment et l'application de traitements chimiques (acidification, 

démétallation) permettent de mettre en évidence la présence de fer (sous forme 

ferrique) e t  d'isoler en quantité variable la protoporphyrine I X  [91]. Ce résultat 

semble logique car d'une part le groupement prosthétique de l'hémoglobine est la 

protoporphyrine I X  de fer e t  que de telles réactions ne peuvent conduire qu'au 

dérivé ferrique. Nous avons eu pour objectif dans cette étude de  nous rapprocher le 

plus près de l'état in vivo. 

En e f f e t ,  si la même métalloporphyrine est impliquée simultanément dans la 

structure du pigment malarique e t  de l'hémoglobine, l'analyse in vivo devient 

difficilement envisageable à cause de l'interférence susceptible de se présenter 

entre le spectre Raman de Ifhémoglobine et celui du pigment malarique. D'autre 



part, le fait que le pigment malarique se situe à l'intérieur du globule rouge (taille 

voisine de 7 Fm, épaisseur voisine de 1 pm) dans lequel coexiste un (ou plusieurs) 

parasite(s) accentue la difficulté de l'analyse in vivo. Cependant la spectroscopie 

Raman permet de contourner cette dernière difficulté. En e f f e t ,  les protéines ont 

généralement un spectre dans le domaine de l'absorption UV e t  donc seule 

l'utilisation de radiations excitatrices U.V. permettrait d'obtenir des informations 

sur celles-ci 1921. Notre étude a été réalisé en  n'utilisant que des radiations 

excitatrices visibles e t  c'est pourquoi les spectres Raman présentés dans ce 

chapitre ne seront que des spectres du chromophore visible et donc de la 

métalloporphyrine impliquée dans le phénomène de résonance. Les informations sur 

la (les) protéine(s) seront contenues dans le spectre Raman seulement si celle(s)-ci 

induit(sent) des changements structuraux et (ou) électroniques sur la métallopor- 

phyrine (ex  : liaison Fe - protéine via l'imidazole de l'histidine proximale, 

changement de coordinance (5+-6) lors de la fixation d'oxygène) 

Pour pallier à ces difficultés, nous avons choisi de travailler sur le pigment 

libéré lors de cultures in vitro de parasites. En e f f e t ,  le développement normal du 

parasite dans le globule rouge conduit Ù une multiplication du parasite dans cette 

cellule (en moyenne formation de 8 à 1 0  cellules filles) e t  à un éclatement du 

globule rouge pour libérer ces cellules dans la circulation sanguine. Au cours de ce 

processus, le parasite accumule le pigment malarique à l'intérieur du globule rouge 

dans une vacuole délimitée par une membrane, e t  celle-ci se retrouve ensuite dans 

la circulation sanguine. I l  est relativement aisé de récupérer cette structure à 

partir des boites de culture du parasite et de l'utiliser comme substrat d'étude, 

après décantation, centrifugation e t  lavage à l'eau. Ceci permet d'isoler une 

structure pigmentaire la plus proche possible de la structure in vivo. 

Les conditions d'analyse ainsi fixées, permettent d'envisager l'étude du 

pigment malarique par microspectrométrie Raman. Nous avons donc dans un 

premier temps compare le spectre du pigment au spectre de l'hémoglobine dans les 

globules rouges (produit initial), puis comparé celui-ci aux données collectées 

précédemment (chapitre I I I )  pour vérifier notre hypothèse de travail. En e f f e t  nous 

avions suggéré que toute altération de la chabe protéique (et  donc de l'hémoglobine) 

par le parasite pouvait permettre un rapprochement des sites hémiques e t  ainsi 

conduire à un dérivé p-0x0 selon un mécanisme présenté sur le schéma 4. 



2. Spectres Raman d u  pigment malarique 

La complexité du milieu dans lequel le pigment se trouve nous a imposé de 

nombreuses contraintes expérimenta les. C'est pourquoi nous présentons rapidement 

la démarche adoptée pour résoudre ces di f f icultés avant de présenter l'ensemble de 

nos résultats. 

a). Contraintes et précautions expérimentales 

En spectroscopie Raman, la densité photonique produite à l'échantillon est 

très importante et peut conduire à une dégradation de l'échantillon, surtout si 

celui-ci présente un spectre d'absorption avec des bandes coïncidantes avec les 

radiations excitatrices utilisées. Ce phénomène est encore plus prononcé dans le 

cas de la microspectrométrie. Deux techniques d'analyse s'offrent à nous pour 

atténuer ce phénomène : la diminution de la température à l'échantillon par 

lfutilisation d'une platine réfrigérée ou bien l'immersion du produit à analyser dans 

un milieu bon conducteur thermique. Cette deuxième solution a été adoptée dans 

ce travail en  utilisant un objectif à immersion à eau. Ce choix se justifie par les 

deux raisons suivantes ; il permettait lfobservation et l'étude spectroscopique du 

pigment malarique directement dans son milieu (décrit précédemment) e t  il était 

possible d'examiner lfhémoglobine au niveau des hématies. Le choix ;de cet  objectif 

est très important car il constitue le premier élément de la chaine de mesure e t  

c'est par lui qu'est collecté la lumière diffusée (e t  donc le signal). L'objectif adopté 

est llOlympus MSPL-APO 150/1,25, suite à une étude approfondie, décrite dans 

l'annexe expérimentale. Celui-ci possédant une distance frontale trop courte, il ne 

peut donc pas être utilisé avec une lamelle couvre objet. C'est pourquoi les 

hématies ont été examinées en microspectrométrie Raman, après avoir é té  fixées 

au méthanol. 

Le souci analytique, qui animait ce travail, nous a obligé de vérifier la 

reproductibilité des spectres de nos échantillons biologiques. Nous avons donc 

vérifié : 

- La reproductibilité temporelle : stabilité sous le faisceau laser ; spectres 

similaires obtenus d'un lot de culture à un autre. 



- La reproductibilité spatiale : spectres identiques en différents points de 

l'échantillon. 

Il était impératif de vérifier ces critères de reproductibilité, car à cause de 

la faible diffusion de nos échantillons, l'obtention de spectres Raman de ceux-ci 

nécessitait un nombre important draccumulations importantes avant d'obtenir un 

rapport signal sur bruit correct, et de détecter ainsi les bandes de faibles 

intensités. 

b). Les résultats 

La figure 4 7  présente le spectre d'hématies saines, comparé à celui du 

pigment malarique, obtenu par une excitation Q ( X = 514,5 nm). Dans le tableau exc 
X V I I I  les fréquences obtenues pour chacun de nos composés étudiés sont comparées 

aux données spectroscopiques Raman obtenues pour lroxyhémoglobine (Hb02) e t  la 

désoxyhémoglobine (Hb) [54,71,931, en dissolvant 1 'hémoprotéine correspondante en  

milieu aqueux. 

a Hb02 Hba Hématie Pigment malarique Attribution b 

a : référence [54]  - * : raie large - If : voir t ex te  
b : voir tableau X I V  

Tableau XVllI  : Attribution des spectres Raman des hématies 
e t  du pigment malarique 
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Figure 47 : Spectres Raman du pigment malarique et d'liérnaties sairies - A. = 51 1,s nrn 

( a ) : Po = 60 mW - Nbr Accu. = 7 - Résolution = 5 cm - 1 

( b ) : Po f 40 mW - Nbr Accu. = 13- Résolution = 5 cm - 1 - 



L'attribution proposée dans le tableau X V I I I  est faite par analogie avec les 

composés de la littérature et l'attribution de Abe 1571. Celle du pigment malarique 

sera discutée par la suite. 

l.b). Spectres Raman des hématies 

Le spectre des hématies fixées au méthanol est tout à fait analogue à celui 

de l'oxyhémoglobine. I l  était intéressant de comparer ces deux échantillons afin de 

juger de l'influence du méthanol sur le comportement de l'hémoglobine. 

Le mode v4 , caractéristique de l 'état  d'oxydation du métal central est 

observé vers 1377 cm-' dans Hb02. Celui-ci indique un état d'oxydation I I I  de 

l'atome de fer (figure 38)  e t  est analogue en fréquence dans les composés 

méthé moglobines (fluorométhémoglobine, cyanométhémoglobine, e tc  ...) 1541. 

Cependant ces dernières molécules ont perdues leur propriétés fonctionnelles au 

contraire de HbO (voir schéma 4). La position anormalement élevée du mode v4 2 
s'explique simplement par la présence d'un fer II  et du ligand O , n accepteur. 2 
Cet te  valeur révèle simplement une donation préférentielle des orbitales d du fer 

I I  dans les orbitales n* de l'O2 plutôt que dans les orbitales e ( n* ) du ligand 
g 

porphyrique. D'autre part, le passage de Hb02 à Hb s'accompagne d'un changement 

de coordinance (6 à 5). Si l 'état de spin restait le même, il faudrait s'attendre à 

une dimension Ct-N plus grande pour Hb02 que pour Hb e t  donc une diminution e n  

fréquence des modes supérieurs à 1459 cm-' (figure 39). En fait les valeurs 

observées dans le cas de HbO sont supérieures à celles de Hb. Un tel résultat ne 2 
peut se comprendre que par un changement d'état de spin de l'atome de fer dans 

II  ces composés. En particulier, la correspondance entre les valeurs du 2 CH ImFe P P  3 
e t  de la désoxyhémoglobine permet de proposer un é tat  HS dans ce dernier 

composé. Ainsi le spectre de ltHb02 doit être associée a une porphyrine ou l 'état 

d'oxydation d u  fer est de II, dans un état  BS. 

L'analogie entre le spectre des hématies fixées au méthanol e t  de Hh02 (la 

plus grande différence ne dépasse 5 cm-') nous permet d'affirmer que nous sommes 

en présence majoritairement dtHbO2 (il n ' y  a pas d'épaulement suffisamment net  

vers 1356 cm-' qui serait caractéristique de Hb). Ce résultat n'est pas étonnant 

pour les deux raisons suivantes : 

* Nous sommes toujours en  milieu où la teneur en oxygène dissoute est 



maximale, c'est-à-dire dans le palier supérieur de la courbe de saturation 

de l'hémoglobine : figure 6. 

* Le traitement au méthanol n'est pas destructeur au niveau de l'hème. 

En particulier les liaisons Fe-histidine proximale doivent être conservées 

ainsi que l'éloignement des sites hémiques entre eux. 

Dans la suite de notre travail nous associerons donc le spectre des hématies 

fixées au méthanol à celui de HbOq 

2.b). Spectres Raman du pigment malarique 

L'examen de la figure 4 7  met en évidence la similitude qui existe entre le 

spectre de Hb02 et celui du pigment malarique. Cette analogie démontre très 

rapidement e t  simplement que le chromophore impliqué dans la structure 

moléculaire du pigment malarique est une métalloporphyrine e t  plus précisément 

une porphyrine de fer. ~ é a n m o i n s  des distinctions évidentes apparaissent ; elles 

peuvent être classées de la manière suivante : 

- Glissement de certaines fréquences e t  plus particulièrement dans la zone 

- Existence d'une raie vers 1441 cm-', d'intensité forte, qui n'a pas de 

correspondance immédiate dans le spectre de HbOZ . 

Ces différences nous ont permis de mettre en évidence la présence 

d'hémoglobine résiduelle de culture. En particulier l'interférence des spectres 

Raman de l'hémoglobine et du pigment malarique se manifestait par un massif non 

résolu dans le domaine 1500-1650 cm-' . 

Ces variations en fréquence témoignent de différences structurales survenues 

au niveau de l'hème après action du parasite sur l'hémoglobine. Comme nous 

l'avons vu précédemment au chapitre I I I ,  il est aisé d'avoir des informations sur 

l'état physico-chimique de l'atome de fer en  analysant la position de quelques raies 

Raman spécifiques. En particulier, le mode vq observé vers 1370 cm-' , est 

caractéristique soit d'un état ~ e ' ~  , soit d'un état  el' en présence d'un ligand n 



accepteur du type CO ou O z  . Cette  dernière hypothèse peut être écartée par 

examen des modes v1 , v2 , v1 e t  v3 . En reportant ces valeurs sur la corrélation 

présentée en figure 39, on détermine la dimension du coeur de la porphyrine de fer 

: 2,015 + A. Cette valeur se situe dans le domaine correspondant à l'espèce ferrique 

avec une coordinance égale Ù 5. 11 convient de préciser que l'attribution des modes 

v 10  v 2 '  v l l  et v s'est faite a partir des spectres réalisés avec différentes 3 
excitations en sachant qu'en excitation B seul les modes polarisés (v2 , vg , vq)  

étaient exaltés alors qu'en excitation Q seul les modes non symétriques ( v  
1 0  v l l  ' 

v ) sont exaltés. Cependant i l  ne nous a pas é té  possible d'attribuer clairement le 1 9  
mode v ou v l g  exalté respectivement par excitation B e t  Q . Nous soupçonnons 2 
une coincidence de ces modes, phénomène classique dans le cas des dérivés 

ferriques HS. Seule une mesure de polarisation nous avait permis de distinguer ces 

2 modes dans le cas de la DPDEFeCl (figure 25). 

Cet examen très rapide du spectre Raman du pigment malarique met en 

évidence la présence d'une porphyrine (dont nous ne pouvons préciser actuellement 

la nature), complexée par un atome de fer III ,  dans un état  HS. 

Une tel le  structure sous entend la présence d'un ligand axial. Notre analyse 

bibliographique nous avait conduit à postuler l'existence d'une forme p-0x0 comme 

produit de dégradation de l'hémoglobine. Notre étude sur des composés modèles 

nous a permis de caractériser la présence d'une telle espèce moléculaire, en  

observant l'apparition de deux modes par excitation B, vers 41 6 cm-' [vs(Fe-O-Fe)] 

et 890 cm-' [vas(Fe-O-Fe)], si la porphyrine impliquée dans le complexe p-0x0 est 

la protoporphyrine I X .  Il suffisait donc d'obtenir le spectre Raman du pigment 

malarique avec une excitation B e t  d'observer les domaines de fréquences cités 

précédemment. Cependant cette détermination structurale directe n'a pu être 

obtenu sur le pigment malarique pour les raisons suivantes : 

- L'étude du domaine vers 400 cm-' , n'a pas permis de mettre en  évidence 

une raie attribuable à vs(Fe-O-Fe). 11 est aisé de comprendre que, bien que 

nous nous soyons placés dans les conditions optimales pour cette analyse 

(maximum du profil d'excitation), cet te caractérisation analytique tait 

difficile à cause de la faible intensité de ce mode (facteur 7 avec le 

mode vq : figure 26-36). 



- Pour la même raison, le mode vas n'a pu être détecté, d'autant plus qu'au 

problème d'intensité absolue s'ajoute un problème de résolution spectrale. 

En e f fe t ,  de nombreux modes apparaissent dans ce domaine et on observe 

une enveloppe assez large. 

Ainsi il ne nous a pas été possible de vérifier l'hypothèse du complexe p-0x0 

directement. Cependant, notre analyse menée par spectroscopie Ranian sur des 

composés modèles p-0x0 nous a permis de constater qu'une des caractéristiques de 

ces molécules est l'intensité du mode v observé par une excitation B. L'examen du 3 
spectre excité avec la radiation 413,lnm n'a pu être obtenu à cause de la 

dégradation rapide de l'échantillon sous le faisceau laser certainement due à la 

forte absorption des résidus protéiques au niveau de celui-ci. ~éanmo ins  le spectre 

avec une radiation moins énergétique (45  7 , 9 1 7 ~ 1 )  a été réalisé et est présenté figure 

4 8. 

Pigment mala rique 

( Po= 400 plY - Nbr Accu. 

!Ibo2 

( Po= 600 p1V - Nbr Accu. 

Figure 48 : Spectres du pigment malarique e t  de Hb02 - Aexc = 457,9 nrn 

Ce spectre met en évident l'intensité du mode v et corrobore ainsi le fait 3 
que le pigment malarique est bien une porphyrine de fer, ou celui-ci est à l'état 



v ) engagé dans une entité p-0x0. F~"'-HS ( v4 , v l O ,  

Cependant, bien que le spectre Raman du pigment malarique soit compris 

comme un spectre caractéristique d'une p-0x0 ferriporphyrine, une raie non prévue 

par l'étude des composés p-0x0 modèles [(PPDEFe)20 , (DPDEFe)20] apparait vers 

1441 cm-'. Son intensité est importante en  excitation Q (figure 4 7 )  e t  pratiquement 

nulle en excitation B. Un tel profil d'excitation est confirmé par le spectre Raman 

enregistré avec une radiation intermédiaire, 488,O nm (figure 4 9). 

Figure 4 9  : Spectre du Pigment malarique - X e x c  = 488,O nm 

( P o  = 600 pW - Nombre dfaccumulations : 13)  

Un tel processus d'exaltation ne peut être attribué qu'à un mode non 

totalement symétrique (chapitre 111-111.4). 11 est à signaler que dans la l ittérature 

sur les métalloporphyrines étudiées par spectroscopie Raman, une telle raie n'est 

jamais reportée. 

La présence de ce mode est donc caractéristique de la str~icture même de la 

porphyrine au niveau du pigment malarique. La non application directe de nos 

résultats sur nos molécules modèles met en évidence que d'autres paramètres 

doivent intervenir dans le problème biologique. En e f fe t  notre étude chimique sur 

des composés modèles se distinguent du problème biologique par les deux faits 

suivants : 



- Le pigment malarique est immergé en milieu aqueux (milieu physiologique). 

- Le pignient est  en présence d e  débris protéiques dont on sait qu'il n'in- 

terviendront que s'il existe une interaction entre ceux-ci et la ferri- 

porphyrine impliquée dans la structure du pigment. 

Afin de juger de l'influence du milieu aqueux sur le spectre d'un composé 

porphyrique, nous avons dissous de l'hémine en niilieu aque~ix alcalin (pH-13), 

obtenant ainsi niajoritairernent le composé p-0x0 correspondant. Le spectre obtenu 

dans les rnên~es coriditions d'excitation que le pigment malarique ne met en aucun 

cas en évidence u n  mode vers 1441 cm" (figure 50). 

Figure 5 0  : liémine en solution aqueuse - pH = 13 - X ' = 514,5 nm esc  

Dans une telle manipulation, nous travaillons Ù une conccritration voisine de 
1 0 - ~ h 1 ,  et donc dans des conditions physiques très différentes de celles du pigment 

malarique. En e f f e t ,  les clichés obtenus en microscopie électronique laissent 

. suggérer Urie structure pseudo-cristalline du pigment. C'est pourquoi nous avons 
développé un nouveau modèle, capable de mimer la situation existante dans le 
milieu biologique. 



II - ETUDE D'UN MODELE D'ASSOCIATION D E  PORPHYRINES 

EN MILIEU AQUEUX 

Une des particularités du noyau tétrapyrolique est son hydrophobie. I l  est 

connu qu'en dissolvant de telles molécules en milieu aqueux, elles s'orienteront les 

unes par rapport aux autres pour former une structure micellaire stable. Nous avons 

voulu appréhender l'influence d'une telle organisation en milieu aqueux, sur le 

spectre Raman e t  avons synthétisé un modèle permettant de mimer ce phénomène. 

1. Pr inc i~e  de ce modèle 

Le principe de ce modèle est basé sur une hypothèse quant à la structure du 

pigment malarique : un empilement d'unités p-0x0 porphyriques, maintenus par 

interaction hydrophobe et probablement associé avec des protéines. 

 idée est donc de réaliser un arrangement pseudo-cristallin des porphyrines 

en  amorçant cet arrangement à partir d'une première porphyrine fixée sur un 

support solide, puis de lui associer par liaison hydrophobe uniquement des unités 

p-0x0 porphyriques. 

La présence dans les porphyrines naturelles de fonction propioniques permet 

d'envisager la création d'une liaison covalente avec un support, via par exemple 

une liaison peptique. Celle-ci ne peut être réalisée que si le support présente une 

fonction amine. Nous avons choisi comme support des billes d'agarose sur lesquelles 

il est aisé de créer une fonction amine (voir annexe expérimentale). Ce choix est 

judicieux car l'examen d'une bille (diamètre moyen de 100 pm) même après 

greffage du bras diaminohexane (fonction amine) ne présente aucun spectre Raman 

détectable sous nos conditions. La fixation finale de la porphyrine se fait par 

réaction avec la carbodiimide. 

A f in  de pouvoir transposer les résultats de ce modèle au problème 

biologique, nous avons choisi la protoporphyrine IX de fer (hémine) qui est le 

groupement prosthétique de l'hémoglobine. L 'élution d'une solution d'hémine sur le 

système décrit précédemment conduit à un polymère de porphyrine de fer. 

L'observation en microscopie électronique d'une bille de gel ainsi traité met en  

évidence des petits cristallites à la surface de celle-ci (figure 51). 



C : gel d'agarose - P : porphyrine - 0.5 pm 

Figure 51 : Observation par microscopie électronique d'une bille de gel 

Une telle association n'est observée que si la liaison porphyrine-support a 

été réalisée, démontrant ainsi l'origine d'un tel phénomène : interaction 

hydrophobe. 

Les conditions opératoires de la préparation du gel sont telles (milieu 

basique) qu'il est raisonnable de penser que d'une part les unités moléculaires qui 

interviennent sont des complexes p-0x0, d'autre part, que l'association se fait par 

interaction hydrophobe entre unités p-0x0. La figure 52 représente le schéma d'un 

tel système. 



. . 

Figure 5 2  : Schéma du modèle d'association par interactions Iiydropl~obes 

La microspectrométrie Raman était dès lors, la technique de clioix pour 

analyser non seulement la nature exacte du motif élémentaire iritérsssarit dans 
ce t t e  association mais de voir sa répercution sur les données structitrales e t  ou 

é!ectroniques de ce motif. . 

2. Analyse d'une bille de gel 

L'analyse en  microspectrométrie' ~ o ' m a n ,  se' fait en obser~nrit icne bille de 

gel, immergée en milieu aqueux grâce Ù l'objectif utilisé pour l'analyse du pigment. 

L'obtention de spectre Raman sur un tel échantilon, témoigne d e  l'cidaptabilité de 

ce t te  technique à résoudre notre problème. Eri e f fe t ,  un calc~il tr.5~ sirrlplifié 

permet d'estimer que In quantité de matière analysée par cette technique de 
microanalyse est très inférieure au  microgramme. 

La figure 53 représente le spectre d'une bille de gel, coiripar6 à celui de la 
(DPDEFeI2O e t  de  HbOZ , obtenu avec une radiation excitntrice à 457,9 nm, en 

basses fréquences. 



( D P D E F e I 2 0  

( Po= 50 nllY - Nbr Accu. = 5 ) 

U n e  bille du gel 

( Po= 400 p W - Nbr Accu. '=  1 1  ) 

IlbOZ 

( Po = 600 pW - Nbr Accu. = 13 ) 

Figure 53 : Spectres d'une bille de gel, d'hématies, de la (DllDEFe)20 . 
l e  xc = 457 ,9  nm - . 

L'analogie du spectre de  la bille et de la (DPDEFe)20 est flagrante et met 

donc en  évidence la présence du mode à 416 cm-' , caractéristique d'un mode de 

vibration vs associé Ù une liaison Fe-O-Fe. L'attribution est renforcée par le fait 

que cet te  bande disparait sous excitation Q et suit donc le profil attendu dans un 

complexe p-0x0 de porphyrines naturelles (chapitre III).  

La figure 54 présente les spectres drune bille de gel et de Hb02 obtenues par 

une excitation B (413,l nm), pour le domaine 1300-1 700 cm-' . L'analyse du spectre 

de la bille permet de déterminer les valeurs des modes v v respectivement 2"3' 4 
à 1570, 1489 et 1373 cm-'. Ceux-ci sont caractéristiques d'une structure ferrique 

haut spin (le raisonnement est analogue à celui mené pour le pigment malarique). 



Une bille de gel 

( P o  = 600 p W  - Nbr Accu. = 1 2 )  

HbOZ 

( Po = 600 p\V - Nbr Accu. = 9 ) 

Figure 5 4  : Spectres d'une bille de gel et d'hématies - hexc = 4 1 3 , l  nm 

Le spectre d f H b 0 2  sert de témoin, et permet de se rendre compte des 
variations entre une structure BS-~e"  avec une structure HS-~e"!  En e f fe t ,  les 

modes vs  , v3 , v4 sont observés vers 1575, 1490,  1375 cm-'. Un dernier élément qui 

confirme la structure p-0x0 au niveau du motif élémentaire dans le gel est 

l'intensité du mode v a .  En e f f e t  nous avions mentionné qu'avec une excitation B, 

ce mode était exalté (voir figure 27) et c'est le cas en examinant la figure 54. 

Ainsi très rapidement, la microspectrométrie Raman nous permet d'affirmer 

la présence d'un p-0x0 dans ce gel. Aucun fait marquant n'est observé dans le 

spectre Raman par l'utilisation de radiations excitatrices dans le domaine B. 



Cependant, nous obtenons de nouvelles informations sur la métalloporphyrine en 

étudiant le spectre de la bille de gel, obtenue par une excitation Q (figure 55). 

Hb02 

( P o  = 60 mW - Nbr Accu. = 7 )  

Pigment malarique 

( Po = 40 mW - Nbr Acci .~ = 13 ) 

Une bille de 

( Po = 50 ml.V - Nbr 
gel 
Accu. = 9 

Figure 55 : Spectre d'une bille de gel comparé au spectre de Hb02 

et d u  pigment malarique - $x, = 514,5 nm 



D'une part ce spectre met en évidence les modes v lo  et v2 , respectivement 

6 1628 et 1569 cm-', qui corroborent La structure ferrique haut spin ; d'autre part 

une raie mal résolue est observée vers 1 4 4 6  cm'' dont la forme et le nombre 

d'onde rappellent étrangement la raie observée vers 1441  cm-' dans le pigment 

malarique. 

Alors que la comparriison des spectres Raman entre les modèles synthétiques 

(DPDEFe) O , (PPDEFeJ20 et du pigment malarique n'est pas probante, il semble 2 
que le dernier modèle développé mime mieux le spectre du pigment rnalarique, 
cependant avec une différence certaine sur l'intensité relative du mode vers 1 4 4 1  

- 1 cm . 

I I I  - LA STRUCTURE DU PIGMENT MALARIQUE 

A ce stade de la discussion, nous avons vu que le pigment malarique est 

constitué d'une porphyrine p-0x0 de fer. L'attribution du spectre Raman se fait 

aisément à l'aide des données présentées dans le chapitre III  ainsi que les données 

bibliographiques sauf pour une raie, visible en utilisant une excitation Q vers 1440 

cm-'. Une telle raie est observée dans le modèle du gel de porphyrine avec une 

intensité moindre. Nous allons tenter de présenter les différentes explications qui 

peuvent être évoquées pour expliquer 1 'apparition de ce mode. 

Jusqu'à rnairitenant nous avons associé le spectre du pigment malarique à une 

porphyrine de fer sans préjuger si un autre composé intervenait. Notre étude 

contredit les résultats obtenus suite à un travail sur le pigment malarique par 

spectroscopie Mossbauer dans lequel le fer est trouvé lié à une protéine et non Ù 

une porphyrine [94]. De plus, une telle entité moléculaire (~e-pro té ine)  se 

traduirait par des modes en basses fréquences (inférieures à 600  cm-'). D'autre 

part la possibilité que cette raie soit attribuable à la présence d'un autre 

chromophore du type de la chlorine, est à exclure. Dans un tel cas le spectre aurait 

été plus compliquée (à cause de la baisse de symétrie) et les profils d'excitation 

complètement différents [72]. Ainsi la bande 6 1441 cm-' ne traduit pas la 

présence d'une autre espèce mais est caractéristique de la porphyrine. 

L'apparition d'un mode dans le spectre d'une métalloporphyrine peut être 

due à des changements structuraux qui se traduisent par une baisse de symétrie 



(activation de mode E ) soit par la participation de  groupements susceptibles 
U 

d'intervenir dans le processus de  résonance. 

Les clichés obtenus en microscopie électronique témoignent de la structure 

organisée de la métalloporphyrine a u  sein du gel e t  du pigment. Un tel  é t a t  serait 

susceptible d'activer de nouveaux modes. Cependant la similitude des spectres 

Raman des composés modèles entre l 'état liquide e t  solide nous avait conduit à 

affirmer l'absence d'interactions intermoléculaires. ~ é a n m o i n s  des anomalies 

structurales sont reportées dans certaines structures radiocristallographiques de 

composés porphyriques 111,121. Ce raisonnement ne peut donc expliquer la présence 

d'un mode que si la modification qu'entraîne l 'é tat  cristallin met en jeu un 

groupement susceptible d'intervenir dans le processus de résonance. 

Il faut  exclure toutes les modifications structurales de l'hème qui pourraient 

avoir lieu aux positions méso ou pyrrolliques, en ef fe t  ceci semble peu réaliste du 

point de vue biologique. Cependant la présence des groupements propioniques est 

intéressante car elle permet d'envisager différents types d'interaction qui sont : 

- création d'une liaison covalente entre le f e r  e t  ses fonctions : un tel 

composé a é t é  synthétisé e t  étudié par spectroscopie RR, mais les spectres 

présentés dans ce t  article ne présentent pas d'anomalies spéciales 1951. 

- création d'associations via des interactions électrostatiques : plusieurs 

études ont t ra i té  du rôle joué par ces fonctions en milieu aqueux sur 

l'association d'espèces métallées ou non. En particulier Shenultt qui a 

étudié les uroporphyrines (fonctions propioniques sur les positions B 
pyrroliques) ne signalent aucune extra-bande dans les spectres Raman 

de ces composés [961. 

On peut donc penser qu'il ne faut  pas rechercher la solution de l 'interprétation 

du mode à 1441 cm-' par une déformation profonde du système porphyrique. En 

effet, nous avions vu que la simple substitution asymétrique du noyau porphyrique 

dans le cas de la DPDE, conduisait à l'apparition de  modes supplémentaires Eu (non 

observés dans les complexes de la TPP), a u  nombre de deux v37 e t  vJ8 

(épaulements à 1588 e t  1530 cm-' : figure 26). Récemment, lors d'une étude sur 

l'oxyhémoglobine, Smulevitch reportait l'observation d'un mode très faible vers 



1550 cm'' correspondant a u  mode v 39 , les modes v e t  v ne pouvant ê t re  37 3 8 
attribués à cause de l'intensité des modes v2 e t  v dans cet te  région 1711. 19 
L'examen du tableau XIV démontre qu'un mode EU vers 1454 cm-' est attendu, 

- 1 dénommé vd0 . Il n'est cependant pas raisonnable d'attribuer la raie à 1441 cm 

essentiellement à ce mode E car un tel fa i t  devrait ê t r e  transférable entre 
U 

composés analogues. En particulier, une étude récente par spectroscopie Raman sur 

l'hème, caractérisée par la position d'un vinyle en position 4 e t  d'un substituant 

volumineux en position 2, ne met en évidence qu'un mode E avec une intensité u 
comparable à celle obtenu dans nos échantillons 1971. Ainsi le mode observé à 1441 

- 1 cm n'est probablement pas attribuable à une baisse de symétrie profonde du 

coeur porphyrique, causée par des substitutions sur  les noyaux pyrroliques. 

Une hypothèse peut être  avancée concernant le rôle joué par les vinyles. En 

effet ,  les raies de  ces groupements ont é t é  caractérisés par  échange isotopique 

dont les principales sont vs (C=C) voisine de 1620 cm-' e t  6s (=CH) vers 1435 cm-'. 

On pourrait donc at tr ibuer la raie observée à 1441 à la déformation symétrique CH 

des  vinyles. Cependant ces modes sont généralement faibles e t  observés 

uniquement avec une irradiation B dans des composés modèles ou l'hémoglobine 

158,591. En effet, l'élucidation de la structure R X  de  l'hémine a mis en évidence 

que les vinyles é ta ient  hors du plan e t  donc peu conjugués au chromophore 
i 

porphyrique 171. Cependant en milieu aqueux, les fonctions vinyles peuvent ê t re  

forcées de  s'orienter dans le plan de la porphyrine e t  ainsi de  participer plus à la 

conjugaison du système. Un te l  argument a é té  proposé par  Desbois e t  coll. pour 

expliquer l'influence de la protéine sur l'orientation dans différents hémoprotéines 

des  vinyles e t  donc de la conjugaison de ceux-ci 1981. Cet argument ne contredit 

pas nos résultats obtenus sur la (PPDEFe)20 où nous avions signalé la faible 

influence de ceux-ci sur le spectre Raman, mais à l 'état solide. Cette explication 

est  certainement à l'origine du mode observé vers 1441 cm-' dans le spectre du gel 

e t  contribue partiellement dans le spectre du pigment rnalarique. 

En effet,  ce t  argument seul ne peut justifier l 'intensité du mode observé dans 

le cas du pigment rnalarique. En particulier une étude récente menée en 

spectroscopie Raman s'est intéressée à 1 'interaction entre oligoéléments e t  les 

fonctions vinyliques. Elle démontre de façon précise que la complexation du Cu(1) 

a u  niveau du vinyle provoque des glissements en fréquences mais non en intensité 

1991. Ainsi un tel mécanisme d'exaltation du mode vinyle est à écarter, d'autant 

plus que l'étude ci tée précédemment ne s'est f a i t e  qu'en excitation B. 



La principale différence entre les spectres des complexes p-0x0 de synthèse 

étudiés [(DPDEFejZO , (PPDEFe)ZO] e t  les échantillons en  milieu aqueux est 

l'intensité du mode observé vers 1441 cm-'. Nous avons essayé de discuter sur 

1 'origine de celui-ci, sans trouver une explication parfaite. Bien qu'il soit possible 

d'envisager une participation des vinyles plus importante a la délocalisation 

électronique dans ce type de composés, elle n'explique pas l'intensité observée dans 

le cas du pigment malarique. Un dernier aspect à envisager était les possibles 

interactions susceptibles d'intervenir entre l'hème e t  les protéines dans le pigment 

malarique. 

Pour appréhender le rôle possible joué par les protéines, on peut se référer 

aux données bibliographiques suivantes : 

- Les porphyrines de fer sont susceptibles de former des complexes n 1961. 

- Les complexes p-0x0 peuvent interagir avec des systèmes conjugués par 

interactions IT . De telles interactions sont évoquées pour la chloroquine, 

médicament utilisé contre la malaria 11 001, ou bien l'aniline [101]. 

Shelnutt a démontré que cette interaction se traduisait par des glissements 

en fréquence très faibles, des variations d'intensité très faibles. Cependant, celui-ci 

choisi lrurohémine car cette porphyrine est très soluble dans l'eau, .à cause des 8 

fonctions propioniques qui empêchent la formation du complexe p-0x0 (interaction 

électrostatique entre les deux cycles porphyriques). On ne peut donc en rien 

préjuger de l'influence du complexe %IT dans le cas d'une espèce p-0x0 à la vue du 

spectre Raman. En particulier la complexation aniline-(p-0x0) ne met en évidence 

que l'association des porphyrines en milieu aqueux peut être modifiée par la 

présence de dérivés protéiques possédant un système IT du type tyrosine, 

phénylalanine, etc... Une telle association a é té  d'ailleurs proposée comme 

mécanisme d'affinité entre la chloroquine et l'hémine en solution aqueuse [100]. 

Notre étude nous a permis d'obtenir des informations originales sur la 

structure du pigment malarique. Une structure p-0x0 peut être proposée à ta vue 

des résultats obtenus en spectroscopie Raman, en  se servant d'informations 

obtenues sur des composés modèles. ~éanmoins ,  le spectre de celui-ci présente une 

raie supplémentaire dont l'origine de l'exaltation ne peut être déterminée de façon 

exacte. Une orientation des vinyles dans le plan de la molécule, des interactions 

avec des résidus protéiques peuvent être proposées comme origine de mécanisme 

d'exaltation de ce mode. 









Notre étude menée sur l'analyse du chromophore constituant le pigment 

malarique par microspectrométrie Raman nous a conduit à étudier une famille de 

composés : les p-0x0 ferriporphyrines. Ces complexes peuvent être proposés comme 

produit de dégradation de l'hémoglobine. 

L'absence de données spectroscopiques Raman sur les p-0x0 ferriporphyrines 

a suscité un travail approfondi sur des composés modèles. Celui-ci s'est effectué en 

étudiant un complexe synthétique dont la structure radiocristallographique est 

connue, la (TPPFe)20 et un composé de structure inconnue, la (DPDEFe)20. 

Cette étude a permis de caractériser les modes vibrationnels spécifiques de 

l'entité moléculaire p-0x0, v (Fe-O-Fe) et v (Fe-O-Fe), après avoir réalisé les s as 
synthèses originales des composés p-0x0, enrichis à 1'180. Outre ces informations, 

des données structurales ont été obtenues dont les principales sont : dimension du 

coeur porphyrique (état d'oxydation, état de spin du fer), angle de la liaison 

Fe-O-Fe. En particulier, l'absence des substituants volumineux en position méso 

dans le cas du complexe (DPDEFe)20 permet à la liaison Fe-O-Fe d'adopter une 

structure coudée. Un angle voisin de 160° est proposé dans le cas du complexe 

(DPDEFe)20 , significativement différent de l'angle connu au sein du complexe 

(TPPFe)20 , égal à 174,64 

Cette différence géométrique importante modifie profondément les 

propriétés électroniques de ces complexes e t  se traduit en spectroscopie Raman par 

des profils d'excitation fort différents pour les modes caractéristiques de l'entité 

p-0x0. D'autre part, l'étude menée sur ces composés bimétalliques et des composés 

monométalliques (dérivés chlorés correspondants) met en  évidence que la 

dimérisation n'affecte pas les paramètres structuraux de l'état fondamental mais 

par contre génère des différences profondes sur les états électroniques excités. 

La (PPDEFe)20 dont la porphyrine est similaire au groupe pro~thétigue de 

l'hémoglobine (présence de deux fonctions vinyliques en position 2 e t  4), est 



comparée à la (DPDEFe)20 par spectroscopie Raman, I.R., U.V. Les résultats 

obtenus sur cette dernière sont transposables à la (PPDEFe)20. En particulier les 

données structurales, les profils d'excitation des modes p-0x0, la position en  

nombre d'onde de v (Fe-O-Fe) sont similaires dans ces complexes. Seule la 
S 

fréquence de la vibration vas(Fe-O-Fe) semble affectée par la substitution 2-4. 

Dès lors, i l  fut possible d'envisager l'analyse de telles structures dans des 

microéchantillons biologiques au moyen de la microspectrométrie Raman. En 

particulier l'obtention du spectre Raman du pigment malarique et son étude 

comparée aux données recueillies précédemment, démontre qu'une p-0x0 

ferriporphyrine est impliquée dans la structure moléculaire de celui-ci. 

~ é a n m o i n s ,  un mode vibrationnel supplémentaire est exalté dans le spectre 

Raman du pigment malarique qui n'a pas de correspondance dans le spectre des 

composés modèles. Pour mimer ce fait expérimental, une approche est proposée via 

la réalisation d'un modèle d'association de porphyrines en milieu aqueux. La 

microspectrométrie Raman démontre qu'une telle association est caractérisée par 

un empilement d'unités p-0x0, maintenues par interactions hydrophobes. Le mode 

observé pourrait être alors compris comme la manifestation d'une orientation 

priviligiée des fonctions vinyliques dans un tel système. 

Cependant cette explication seule est insuffisante pour interpréter le 

phénomène observé. En e f f e t  le pigment malarique est certes en milieu aqueux, 

mais aussi en  présence de débris protéiques. Une interaction peut avoir lieu entre 

ces derniers et le pigment malarique par interaction ITIT.  Le modèle développé en 

milieu aqueux dans ce mémoire est un point de départ pour juger de l'influence de 

ce phénomène. En ef fet ,  il est tout à fait envisageable de synthétiser des petits 

peptides possédant un système I T ,  de les mettre en  présence de ce modèle et de 

juger de l'influence de cette interaction sur le spectre Raman. La réalisation e t  

l'analyse de tels systèmes via la microspectrométrie Raman est la voie future de ce 

travail afin de mimer parfaitement le spectre Raman du pigment malarique. 
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Nous décrivons dans cette annexe, les d i f férents  appareils qui nous ont 

permis d'obtenir les données spectroscopiques présentées dans ce travail. Nous 

insisterons plus particulièrement sur les spectromètres Raman et les conditions 

d'échantillonnage spécifiques à notre étude ( forte absorption des composés, 

limitation des phénomènes thermiques ou photochimiques, manipulations de 

microéchantil lons). 

Les synthèses chimiques de nos composés seront décrites, en mettant un 

accent particulier sur la synthèse des composés p-0x0, l'échange isotopique ( 1 6 0  , 
1 8 0 )  ainsi que de la préparation du gel. 

Enfin, nous expliciterons les conditions expérimentales d'obtention des 

échantillons biologiques (hématies et pigment malarique). 

I - TECHNIQUES SPECTROSCOPIQUES 

1. Spectroscopie UV-visible 

Les spectres d'absorption UV-visible ont été réalisés à l'aide d'un spectropho- 

tomètre Beckman UV 5240 à température ambiante, les solutions sont contenues 

dans une cellule en quartz de trajet optique égal à lem. 

2. Spectroscopie R.M.N. 

Les spectres R.M.N. ont été obtenus sur un spectromètre Bruker AM.400, 

travaillant à 400 M H z  pour le proton et 100 MHz pour le carbone (13c). Les 

spectres ont été enregistrés à température ambiante, après dissolution des 

échantillons dans CDCl (référence T.M.S.) pour des concentrations voisines de 5 3 
1 o - ~ M .  

3. Spectroscopie I.R. 

Les données IR sont obtenues à l'aide d'un spectromètre Bruker I F S  113V, à 

transformée de Fourier, travail lant sous vide. Les spectres en moyen infrarouge 

(M.I.) sont obtenus avec un détecteur M.C.T. (refroidi à l'azote), alors que les 

spectres en  infrarouge lointain (I.L.) ont été enregistrés avec un détecteur D.T.G.S. 

(travaillant à température ambiante). La résolution adoptée est constante quelque 



soit le domaine considéré e t  égal à 2 cm'' . Les spectres sont obtenus après 96 

accumulations dans le domaine M.I., et  après 200 accumulations dans le domaine 

1.L. Les échantillons sont pastillés dans KBr pour la région 4000-500 cm-' et dans 

le polyéthylène pour la région 600-200 cm-' . 

4. Spectroscopie Raman 

Deux types d'appareils ont été utilisés permettant une analyse macroscopique 

ou microscopique. Les radiations excitatrices sont celles d'un laser à argon ionisé 

(raie UV à 351,lnm et raies visibles comprises entre 457,9 nm e t  5 1 4 , s  nrn), d'un 

laser à krypton ionisé (520,2 nm - 530,8 nrn - 568,2 nm - 647,1 nrn) et dfuri laser à 

Hd-Cd (441,6 nm). 

La forte irradiance produite par le faisceau laser au niveau de Iféchantillon 

peut induire des phototransformations de nature chimique ou physique, ainsi qu'une 

destruction thermique surtout si la longueur d'onde excitatrice coïncide avec une 

bande d'absorption de l'échantillon comme dans le cas des métal loporphyrines. Nous 

indiquerons les précautions prises pour minimiser ces phénomènes. 

a). Echantillon macroscopique 

Les spectres Raman de ce type d'échantillons ont été obtenus avec un 

appareil Dilor RT.30 à triple monochromateur. 

1.a). Etat solide 

Pour éviter les problèmes de dégradation, les métalloporphyrines sont 

diluées dans une matrice de KBr dans Ze cas des composés 11-0x0 ou de l(C1 pour les 

dérivés chlorés dans une proportion de 3 % en masse de produit. Cette dilution 

permet de minimiser l'absorption du faisceau laser e t  la réabsorption d e  la lumière 

diffusée. De plus, afin de diminuer le temps d'illumination de l'échantillon, nous 

avons utilisé le système du disque tournant. Le KBr ou I<C1, finement broyé avec 

l'échantillon, est introduit puis aggloméré par pression (4~ /crn ' )  ail forid d'une 

gorge circulaire comme indiqué sur le schéma suivant : 



Figure 58 : Schéma du disque tournant 

Pour déterminer les profils d'excitation des différents éctiantillons, un 

composé non absorbant, présentant une raie dont l'intensité sera prise comme 

référence in terne doit être introduit avec 1 'écliantillon. Nous avotis clioisi le 1; SO 2 4 
qui présente une raie intense à 981 cm-' , c'est-à-dire dans un domaine où les 

échantillons ne présentent pas de raies de diffusion. Le 1<2SOL, , introduit dans la 

proportion de 30  % est finement broyé avec le Ki3r (ou le !\'Cl) et  l'écliaritillort. 

Pour une longueur d'onde d'excitation ( X o  ) e t  une raie l?atnati dot i i i~e o l~se t .~~ée  o .Y 

cm-' , nous calculons la valeur K x  ( X o  ) qui représente le rapport d'intensité 

corrigé pour la raie Raman considérée. L'expression de I< ( X o  1 est dotinée par : 
X 

* (lx / 1g81)exp  est le rapport d'intensité mesuré 

* R ( hgBl ) et  R ( 5 ) sont des termes correctifs prenant en compte la réponse du 

détecteur et  la transmission du monochromateur aux nombres d'onde x e t  981 cm-'. 

La fonction R est déterminée après avoir enregistré le spectre d'lin mélange 

ternaire ( K 2 S 0 4  , K N O Q  , K C N )  présentant des raies caractéristiques à 981,  1050 ,  

2070 cm-' . 

Après avoir pris comme référence l'intensité de la raie de 1<2S04 avec la 

radiation excitatrice à 488 nm, les autres points de la courbe R = f ( X 1 sont 



déterminés par interpolation linéaire à l'aide des rapports I 1050 ' '981 et ' 20  70 ' 
'981' 

4 4 * Le rapport hx / hgsl  correspond à la correction de la loi en diffusion en v . 

* le terme A 
( X X )  Aa98j prend en compte l'absorption de l'échantillon à X e t  

X 

$81' 
Ce terme n'a pas pu être déterminé avec exactitude. Cependant l'obtention de 

spectres à différentes concentrations a montré que les intensités relatives étaient 

conservées. Ce fait expérimental témoigne soit de la faible absorption, soit de la 

quasi égalité d'absorption pour les longueurs d'onde X e t  X g a l  , par notre 
X 

échantillon. C'est pourquoi ce dernier facteur est négligé e t  pris égal à 1. 

2.b). Etat liquide 

L'enregistrement des spectres des échantillons en  solution demande les 

mêmes précautions que pour l'étude des solides. I l  s'agit de bien contrôler à la fois 

les phénomènes d'absorption et les échauffements provoqués par le faisceau laser. 

Une concentration voisine de 5 I O - ~ M  , c'est-à-dire inférieure à la concentration 

optimale que l'on peut estimer pour de tels composés, ainsi que l'utilisation d'une 

cellule tournante permet de s'affranchir des phénomènes indésirablek produits par 

le laser. 

Après dissolution des dérivés p-0x0 dans CHC13 et  exposition au faisceau 

laser, une modification des spectres d'absorption UV-visible a été observée, sans 

doute produite par une réaction photochimique. Au contraire, aucune modification 

n'a é té  observée en utilisant CS comme solvant d'analyse. 2 

En spectrométrie Raman, la mesure de polarisation peut s'effectuer de deux 

manières différentes : 

- modifier la polarisation du faisceau excitateur et faire l'analyse globale 

de la lumière diffusée. 

- maintenir constante la direction de polarisation du faisceau laser e t  

ef fectuer l'analyse de la lumière diffusée suivant les deux directions. 



Mesure de Il/ Mesure de IL 

Figure 5 9  : ~éterrninat ion du taux de dépolarisation 

C'est cet te dernière solution que nous avons utilisée en plaçant un analyseur 

devant la fente d'entrée du spectromètre. De plus un dépolariseur (rfScramblerrf) est 

placé derrière l'analyseur et permet de s'affranchir des problèmes de polarisation 

liés aux pièces optiques du monochromateur. 

b). Echant i l  lon microscopique 

Les spectres des échantillons microscopiques ont é té  obtenus sur Za 

microsonde Raman M.O.L.E. 11 02,103]. Le schéma de base de cet  instrument (figure 

60 )  comporte un microscope optique classique, un filtre optique à réseaux 

holograpl~iques concaves et d'un système de détection monocanale. 

. , 

Figure 60 : Schéma de la M.O.L.E. 



L'objectif du microscope focalise le faisceau laser sur l'échantil lon e t  

recueille la lumière diffusée qui est analysée par le filtre optique puis détectée par 

le photomultiplicateur. 

Les problèmes de dégradation de l'échantillon sont plus importants en  

microspectrométrie Raman qu'en Raman conventionnel. La possibilité de focaliser 

le faisceau laser sur une très petite tache voisine du micron, provoque une densité 

photonique très élevée. De plus il n'est pas possible, sous l'objectif du microscope 

de procéder à un renouvellement rapide des molécules par utilisation de cellules à 

circulation ou tournantes. Les techniques utilisant la déflection du laser dans le 

champ du microscope ne sont pas applicables si lféchantillon est hétérogène. Une 

estimation des phénomènes thermiques qui apparaissent quand une particule 

absorbante est irradiée par un laser, est difficile voire impossible. Elle nécessiterait 

une parfaite connaissance de la géométrie, des coefficients d'absorption, de la 

concentration e t  des propriétés thermiques (chaleur spécifique, conductivité 

thermique) de l'échantillon. Ces données ne sont pas toujours disponibles 

cependant, il est évident qu'un mauvais contact thermique e t  un support ou un 

milieu d'imprégnation de faible conductivité thermique peut conduire à une forte 

augmentation de température. 

Pour pallier à ces phénomènes, l'utilisation d'un objectif à immersion d'eau 

est une possibilité car l'eau, très bon conducteur thermique, permet de diminuer 

localement la température de l'échantillon. Ce choix est d'autant plus adapté à 

notre étude que nos échantil Ions microscopiques (biologiques ou chimiques) à 

analyser sont en  milieu aqueux. Nous avons donc entrepris dès lors, une série de 

tests  sur des objectifs à immersion afin d'optimiser ce paramètre de la chaîne de 

mesure. 

Cet objectif doit satisfaire à diverses conditions dont les principales sont 

énoncées ci-dessous : 

* I l  ne doit pas présenter ni de fluorescence intrinsèque, ni de signal (ux )  Raman. 

Ces phénomènes peuvent avoir comme origine la nature ou le traitement des 

pièces optiques constituant 1 'objectif. 



* I l  doit avoir une forte ouverture numérique afin de pouvoir collecter le maximum 

de signal sachant que le flux lumineux (I entrant dans le spectromètre peut 

être décrit par la relation 

(I = K.P .oz (1) K : constante caractéristique de l'échantillon 
O 

Po: puissance à l'échantillon 

O : ouverture numérique 

* IL doit avoir un grossissement important a f in  de visualiser de très petites zones 

d'analyses. 

A ces conditions peuvent s'ajouter, l'existence d'une correction de planéité 

pour avoir une image nette de la préparation ainsi qu'une correction achromatique 

suffisante pour avoir une bonne qualité photographique. 

Trois objectifs Ù immersion disponibles sur le marché ont été testés. Les 

caractéristiques de ceux-ci sont indiquées ci-dessous. 

Marque Longueur de tube Grossissement Ouverture Correction de lamelle 

T O M 0  ( 1 )  1 7 0  85 1 O UI 

LEITZ  1 7 0  100 14'  OUI 

OLYMPUS O 150 1,25 NON 

( 1 )  objectif URSS (Leningrad) OM-43 .rr 

Nous avons testé la fluorescence et (ou) la présence de raies Raman, propres 

Ù l'objectif en  examinant le spectre Raman d'une goutte d'eau déposée sur un 

miroir pour différentes radiations. La figure 60 représente les spectres obtenus 6 

514,5 nm (Po = 300 mW). 

Cet te  étude met en évidence que seul l'objectif Olympus ne présente ni 

diffusion Raman (raie pour l'objectif rom0 vers 950 cm-'), ni émission de 

fluorescence (cas du Leitz). 



1 7 0 0 c ~ i  
Nb de caip/s 

20000 LEITZ 

Figure 60  : Test de fluorescence et de Raman des objectifs 

Afin d'évaluer 1 'influence de l'ouverture numérique de chaque objectif sur le 

rapport signal sur bruit ( S / B ) ,  des mesures sont e f fec tuées  en un même point d'une 

lame de silicium, en  examinant la raie caractéristique de celui-ci à 520 cm-'. En 

e f f e t ,  dans les niêmes conditions d'analyse (même échantillon, même puissance Po) ,  

la formule ( I )  prévoit que la variation du rapport S/B d'un objectif à un autre est 

proportionnelle au carré de l'ouverture numérique. Le tableau ci-dessous résume 

nos résultats : 

Expérimental Théorique 

(S/B)Leit,  / (S/B)romo 1,s 1,44 

Alors qu'il y a un bon accord pour les mesures réalisées avec l'objectif Leit:, 

une vuleur expérimentale très supérieure est observée pour l'objectif Olympus. Ce 

gain de S/B témoigne de la bonne adaptabilité de celui-ci à la M.O.L.E. En e f f e t ,  

l'optique dru couplage microscope-spectromètre de la M.O.L.E. est prévu pour un 
objectif corrigé à l 'infini, ce qui est le cas' de l'objectif Olympus. 

L'objectif Olyrnpus MSPL AP0150/1,25WI a donc été choisi pour notre étude. 
11 a é té  utilisé avec de l'eau milli Q. Les conditions de puissance du laser indiquées 

sur nos figures seront non pas celles à l'échantillon (la distance frontale est trop 

courte pour faire une mesure), mais celles mesurées au niveau du révolver du 

microscope, c'est-à-dire a w n t  l'objecti f. 



II - SYNTHESE ET CARACTERISATION DES COMPOSES MODELES 

1. La chloroferritétraphénylporphyrine : TPPFeCl 

l g  de T P P H Z  (Fluka) et 400mg de chlorure ferreux (Prolabo), FeC12.4H20 , 
sont dissous dans 85  ml de D M F .  Le mélange est mis à reflux à 130°C-140°C 

pendant une heure. Le résidu solide, obtenu après évaporation du D M F  est 

chromatographié sur colonne de silice (70-23Omesh-50g) en utilisant CHC13 pour 

éliminer la base libre résiduelle. Ceci fait, on élue par addition de méthanol (596 

puis 1096 dans CHC13). Le produit recueilli est dissous dans 200 ml de CHC13 et 

mélangé avec 200 ml d'une solution dfHCl ( I N ) .  On s'est assuré qu'un tel traitement 

ne conduise pas à une démétallation partielle en C.C.M. La TPPFeCl est recueillie 

après lavage jusqu'à neutralité, séchage sur MgS04 et évaporation de la phase 

chloroformique. Le produit est séché sous vide à 60°C. 

2. Synthèse de la chloroferrideutéroporphyrine diméthylester : DPDEFeCZ 

4g de chlorohémine (Aldrich) e t  12g de résorcinol (Aldrich) sont intimement 

mélangés e t  placés au four à 220°C pendant 15 minutes. On laisse \e mélange se 

refroidir jusqulÙ température ordinaire puis on le lave avec 200 cc d'éther éthylique 

pour éliminer l'excès de résorcinol. Le mélange est dissous dans 500 cc de 

méthanol, auquel on ajoute 25 ml de H2SOq (36N). On laisse reposer une nuit, Ù 

température ordinaire, le mélange. Celui-ci est jeté sur la glace e t  neutralisé par 

du bicarbonate. Le produit obtenu après extraction au chloroforme, lavage jusqu'à 

neutralité de cette phase, séchage sur MgS04 , et chromatographié deux fois sur 

silice (130g) en éluant avec du chloroforme puis un mélange chloroforme-méthanol 

(99%-1%). 

3. synthèse de la chlroroferriprotoporphyrine diméthylester : PPDEFeCZ 

2g d'hémine (Aldrich) sont dissous dans 300 ml de méthanol et 15 ml de 



I I  SO (36N). Le mode opératoire est le même que celui décrit précétlen~rnent pour 2 4 
1 'estérif ication de la deutéroporphyrine. 

150 mg de  porphyrine de fer  sont dissous dans 1,5 ml de pyridine. 1,a solution 

est reprise par 15  ml de chloroforme e t  15 ml de méthanol, à laquelle on ajoute 3 g 

de sulfate ferreux (Peso4  - 7H O). On  agite sous courant gazeux dfllC1 peridarit 3/4 2 
heure. La solution est neutralisée par un mélange eau-ammor~iaquc (9006-1 000). Le 

résidu à sec, obtenu après évaporation, est chromatograpliié sur colonrie de silice 

(40g) en  utilisant les systèmes suivants : lOrnl de  C611û - 401111 de C6116 / CIIC13 

(90%-10%) - 60ml de C6H6 / CHC13 (50%-50%). 

[IV : - DPDE 394 nm - 495 nm - 525 rim - 565 r i r ~ i  - 618 rirli 

- PPDE 408 nm - 508 n m  - 546 nm - 5 7 7  nin - 630 rirri 

RMN : R2 = R4  = H D P D E  

R2 = R4 = -CH=Ctl P P D E  

78 <HZ FH2 60 

7C CO CO c c  
/ \ 

7 0  H,CO . OCH, r o  



' H  DPDE:  1A,3A : 3,35-3,41 ; 2A,4A : 8,79-8,92 ; 5A,8A : 3,43-3.53 ; 

6 A , 7 A :  4 , 1 7 - 4 , 2 ;  6 B , 7 B :  3 , 1 3 - 3 , 1 5 ;  6 D , 7 D :  3,60-3,61 ; 

a, B, V, 6 : 9,70-9,72-9,75 ; N-H : -4,36 

PPDE : 1A,3A : 3,45-3,46 ; 2A,4A : 8,18-8,13 ; 2B,4B : 6,13-6,30 ; 

5A,8A : 3 , 5 3 - 3 , 5 4 ;  6A,7A : 4 , 3 2 ;  6 B , 7 B :  3,23 ; 6D,7D : 3 , 6 4 ;  

a, (3, V, 6 : 9,88-9,99 ; N-H : -4 

1 3 c  DPDE:  1,3-2,4-5,8-6,7 : 139,8-128,4-136,3-138,2 ; 11 à 1 8  : 144( large)  ; 

a,B,v,6 : 99,9-99,l-96,7-95,6 ; 1A,3A : 13,s ; 5A,8A  : 11,4 ; 

6A,7A : 21,7 ; 6B,7B : 36,9 ; 6C,7C : 173,4 ; 6D,7D : 51,6 

PPDE : 1,2,3,4,5,6,7,8 : 137,8-137,3-139,2 ; 11 à 18 : 144( large)  ; 

a,B,v,6 : 98,7-98,3-97,2-96,6 ; 1A,3A : 12,7 ; 2A,4A : 130,4 ; 

2B,4B : 120,3 ; 5A,8A : 11,7 ; 6A,7A : 21,8 ; 6B,7B : 36,5 ; 

6C,7C : 173,8 ; 6D,7D : 51,8 

5. synthèse des composés p-0x0 : (PPDEFe)20 , (DPDEFeJ20 , (TPPFeJ20 

a). S y n t h è s e  normale  

200mg d e  chloroferriporphyrine sont  dissous dans  60ml d e  ch loro forme ,  50ml 

d 'une  so lu t ion  aqueux  d e  KOH (25% mass ique)  e s t  ajouté.  Le  m é l a n g e  est ag i t é  

pendant  1 /2  heure  à t e m p é r a t u r e  ordinaire. L ' ex t ra i t  sol ide est recuei l l i  après  

lavage,  séchage sur M g S 0 4  e t  évaporation d e  la phase chloroforme. 



b). Synthèse isotopique 

La préparation de soude enrichie par l f l80  , se fait par insertion de sodiuni 

dans de l'eau marquée à 1'180 . La prkparatioii de la soiide se fait  soiis otrriosplière 

d'argon sec, en présence de P 2 0 5  . 11 faut veiller à bien rincer le sodii~tii par de 

l'éther éthylique, préalablement séché sur tamis moléculaire, afin d'élimirier toute 

trace d'huile susceptible de générer un fond de fluorescerico en spectroscopie 

Raman. Le dérivé p-0x0 s'obtient par réaction de la soude ~ a ' ~ 0 1 1  (150nlg de Na 

sont mis dans 2g d'eau ~ ~ ' ~ 0 )  sur le dérivé chloré, soils atmosphère d'argon sec. Le 

chloroforme utilisé a été préalablement dégazé e t  passé sur alumine bcisiqile. La 

fin de réaction est suivie en  UV par disparition de la barlue du dérivé chloré à 6 3 0  

nm. 

833 cm-' 7 9 2  cm-' 

analogue aux composés à 1 f 1 6 ~  

c). Synthèse du gel 

a )  Fixation de l'hématine 

L'hématine est liée au ~épharose  4B (pharmacial par l'internlédiaire d'itn 

bras (hexane diamine -1,6) selon le protocole de Olsen [104]. 

L'agarose activé par CNBr (1,5g) est incubé en   rés en ce de diarrlinohesane 

(0,5g) dans un tampon bicarbonate de sodium (10  ni1 ; 0,2A-1 ; pH = 1 0 )  pendant 

15mn à 4OC. Après lavage, Le gel est mis en  suspension dans le DAIF (2Omll puis 

additionné d'une solution d'hématine (12,5rng) dans le DA4F (7,5n1!). Eri f ir i ,  on 

ajoute la carbodiimide [Ethyl - 1 (diméthylaniino - 3 propyt) - 3 carbodiirnidel 

(320mg) dans un mélange D M F  H20 (1/1). Le pH est maintenu à 4,7.  près 18 

heures, la réaction est arrêtée en  ajustant le pH à 7,5 et  Ie gel soigneitsement lavé 

avec du D M F  puis du  tampon phosphate (0,l M ; plI=7). 



b)  Préparation de l'empilement 

Ig de gel sec est repris dans 20ml de tampon phosphate (pH=7,4) .  Une 

solution d'hématine (5mg dans lm1 de soude 0 , O l N )  est ajouté à la suspension 

précédente, agitée doucement pendant 1/2 heure. Le gel est filtré, lavé jusqu'à pH 

constant et conservé dans un tampon phosphate (pH=7).  

111 - LES ECHANTILLONS BIOLOGIQUES 

1. Les globules rouges 

Les hématies, obtenues suite Ù des prélèvements de sang, sont fixées ail 

méthanol sur une lame de verre. Elles sont analysées ensuite, directement en 

microspectrométrie Raman, par immersion en milieu aqueux (eau milli Q). Les 

conditions opératoires seront spécifiées sur chacun des spectres car celles-ci 

dépendent énormément de la radiation excitatrice utilisée. 

2. Le pigment malarique 

Le pigment malarique, résidu de la dégradation de l'hémoglobine par le 

parasite est obtenu à partir de culture de Plasmodium ~ a l c i ~ a r u m  in vitro 

L'isolat FCR3 est entretenu in vitro selon la méthode de Trager et Jensen 

[105]. Cet entretien est effectué à l'aide de globules rouges 0' , e n  milieu de 

culture RPMI 1640 - HEPES (25mM) - NaHC03 (28,SmM) - Gentamycine ( 1  Omg/l) 
+ additionné de 10 % de sérum humain A . Les cultures sont placées à 37OC en 

atmosphère 5% O z  , 5% CO2 , 90% N 2  . 

Les cultures sont réalisées dans des flacons de 30ml à un hématocrite de 3 % 

lorsque la parasitémie atteint 1 0  % , le milieu de culture est récolté e t  centrifugé. 

Le culot obtenu Ù 20009, est lavé 3 fois Ù l'eau Milli Q e t  conservé congelé Ù -80°C 

(IOmg de résidu par boite). 



BIBLIOGRAPHIE 





111 Hamor M.J., Hamor J.A., Hoard J.L. : J. Am. Chem. Soc., 86-1 938-(1964) 

121 Little R.G., Ibers J.A. : J. Am. Chem. Soc., 97-5363-(1975) 

131 Caughey W.S., Ibers J.A. : J. Am. Chem. Soc., 99-6639-(1977) 

141 Tulinsky A, : Ann. NY. Acade. Sci., 4 7-(19 73) 

151 Adler A.D., Longo F. : J. Inorg. Nucl. Chern., 32-2443-(1970) 

161 Hamor M.J., Harnor J.A., Caughey W.S., Hoard J.L. : J. Am. Chem. Soc., 
8 7-231 2-(1965) 

171 Koenig D.F. : Acta. Cryst., 18-666-(1965) 

181 Hoard J.L., Scheidt W.R. : Proc. Nat. Acad. Scien. U.S.A., 70-3929-(1973) 

191 Scheidt W.R., Kastner M.E., Mashiko T., Reed A.C. : J. Am. Chem. 
SOC., 1 00-666-(19 78) 

11 01 Collman J.P., Hoard J.L., Kim N., Lang G., Reed C.A. : J. Am. Chem. 
SOC., 9 7-26 76-(19 75) 

1111 Countryman R., Collins D.M., Hoard J.L. : J. Am. Chem. Soc., 91-5166-(1969) 

1121 Radonovich L.J., Bloom A., Hoard J.L. : J. Am. Chem. Soc., 94-2073-(1972) 

1131 ~ c h e i d t  W.R., Reed A.C. : Chem. Rev., 81-543-(1981) 

1141 Scheidt W.R., Geiger D.K., Hayes R.G., Lang. G. : J. Am. Chem. 
SOC., 105-2625-(1983) 

11 51 Scheidt W.R., Cohen I.A., Kastner M.E. : Biochem., 18-3546-(19 79) 

11 61 Perutz : Nature, 228-226-(19 70) 

11 71 Jones R.D., Summerville D.A., Basolo F. : Chem. Rev., 796-139-(1979) 

1181 Melson G.A. : "Coordination chemical of macrocyclic compounds", 621-(1979) 

1191 Collman J.P., Gagne R.R., Habert T.R., Marcham J.C., Reed C.A. : J. Am. 
Chem. Soc., 95-7868-(1973) 

1201 Momentau M., Scheidt W.R., Eigenbrot C.W., Reed C.A. : J. Am. Chem. 
SOC., 11 0-1 20 7-(1988) 

1211 Collman J.P., Brauman J.I., Doxsee K.M. : J. Am. Chem. Soc., 102-4182-(1980) 

1221 Jameson G.B., Molinaro F.S., Ibers J.A., Collman J.P., Brauman S.I., 
Rose E., Suslick K.S. : J. Am. Chem. Soc., 109-3224-(1980) 



1231 Scheidt W.R., Chipman D.M. : J. Am. Chem. Soc., 108-1163-(1986) 

1241 Collman J.P., Brauman J.I., Doxsec K.M., Sessler J.L., Morris R.M., 
Gilson Q.H. : Inorg. Chem., 22-1 427-(1983) 

1251 Traylor T.G., Koga N., Dearduff L.A. : J. Am. Chem. Soc., 107-6504-(1984) 

1261 Balch A.L., Chan Y.W., Cheng R.J., La Mar G.N., Latos - Grazynski L., 
Renner M .  W. : J. Am. Chem. Soc., 106-7779-(1984) 

1271 Paeng I.R., Shiwaku H., Nakamdo K. : J. Am. Chem. Soc., 11 0-1 995-(1988) 

1281 Balch A.L., La Mar G.N., Latos-Grazynslci L., Renner M.W., Thannabal V. : 
J. Am. Chern. Soc., 10 7-3003-(1985) 

1291 Schappacher M., Chottard G., Weiss R. : J. Chem. Society. Chern. Commun., 
93-(1986) 

f301 Hoffman A.B., Collins D.M., Day V.W., Hoard J.L. : J. Am. Chem. Soc. 
94-3620-(19 72) 

1311 Murray K.S. : Coord. Chemist. Review, 12-1-(1974) 

f321 Felton R.H., Harel Y. : J. Chem. Society. Chem. Commun, 206-(1984) 

[33] Janson J.R., Katz : The Porphyrins, Volume IV-20-(1978) 

1343 Landrum J.L., Grumett D., Haller K.J., Scheidt W.R., Reed C.A. : 
J. Am. Chem. Soc., 103-2640-(1981) 

13-51 Cheng R.J., Grazynski L.L., Balch. A. : Inorg. Chem., 21-2412-(1982) 

f361 Fleisher E.B., Palmer J.M., Srivastava T.S., Chatterjee A. : J. Am. Chem. 
Soc., 93-31 62-(1971) 

13 71 Stong J.D., Hartzell R. : Bioinorg. Chem., 5-21 9 4 1  976) 

1381 Shibata K., lnada Y. : Biochem. Biophys. Res. Comm., 9-323-(1962) 

1391 Blauer G., Zvilichovsky G. : Arch. Biochem. Biophy., 127-749-(1968) 

1401 Silver J., Lukas B. : Inorg. Chim. Acta., 78-219-(1983) 

1411 Miller J.R., Taves J.A., Silver J. : Inorg. Chim. Acta., 138-205-(1987) 

1421 Brown S.B., Dean T.C., Jones P. : Biochem. J., 117-733-(1970) 

1431 Cohen I.A. : J. Am. Chem. Soc., 91-1980-(1969) 

[441 Sadasivan N., Eberspaecher H.I., Fuchsman W.H., Caughey W.S. : 
Biochem., 534-(1969) 

1451 Longuet-Higgins H.C., Rector C. W., Platt J.R. : J. Chem. Phys., 18-1 1 7441  950) 

1461 Simpson W. T. : J. Chem. Phys., 1 7-1 21 8-(1949) 

1471 Couterman M. : J. Chem. Phys., 30-1 139-(1959) 



1481 Rousseau D.L., Bauman R.P., Porto S.P.S. : J. Raman Spectrosc. 
10-281 -(1981) 

1491 Ohno K., Tanabe Y., Sasaki F. : Theoret. Chim. Acta., 1-378-(1963) 

1501 Zerner M., Gouterman M., Kobayashi H. : Theoret. Chim. Acta, 6-363-(1966) 

1511 Gouterman M .  : J. Mol. Spectrosc., 6-1 38-(1961) 

1521 Gouterman M., Hanson L.K., Khalil G.E., Buchler J.W., Dolphin D. 
Rohbock K., Dolphin D. : J. Am. Chem. Soc., 97-3142-(1975) 

1531 Spellane P.J., Gouterman M., Antipas A., Kim S., Liu Y.C. : 
Inorg Chem., 19-386-(1980) 

1541 Spiro T.G., Strekas T.C. : J. Am. Chem. Soc., 96-388-(1974) 

1551 ffSpectroscopy of biological, systemsff  Vol 13- Chap. 7-(1986) édité par 
Clark R.J.H., Hester R.E. 

1561 Spiro T.G. : "Biological applications of Raman spectroscopy", Ed : Wiley- 
Interscience, Vol 3-(198 7)  

1571 Abe M., Kitagawca T., Kyogoku Y. : J. Chem. Phys., 69 4526 (1978) 

1581 Willems D.L., Bocian D.F. : J. Am. Chem. Soc., 106-880-(1984) 

1591 Choi S., Spiro T.G., Langry K.C., Smith K.M., Budd D.L., la Mar G.N. : 
J. Am. Chem. Soc., 104-4345-(1982) 

1601 Sarkar M., Verma A.L. : J. Raman Spectrosc., 17-407-(1986) 

1611 Gladkov L.L., Solovyov K.M. : Spectrosc. Lett., 19-905-(1986) 

1621 Shelnutt J.A. : J. Am. Chem. Soc., 105-774-(1983) 

[631 Burke J.M., Kinkaid J.R., Spiro T.G. : J. Am. Chem. Soc., 100-6077-(1078) 

1641 Bocian D.F., Hofmann J.A. : Inorg. Chem., 23-11 77-(1984) 

1651 Bocian D.F., Schick G.A. : J. Am. Chem. Soc., 105-1830-(1983) 

1661 Chottard G., Battioni P., Battioni J.P., Lange M., Mansuy D. : Inorg. 
Chem., 20-1 718-(1981) 

1671 Stein P., Ulman A., Spiro T.G. : J. phys. Chem., 88-365-(1984) 

1681 Choi S., Spiro G. : J. Am. Chem. Soc., 105-3683-(1983) 

L691 Mitchell M.L., Li X.Y., Kinkaid J.R., Spiro T.G. : J. Phys. Chem., 
91-4690-(1987) 

1701 Hester R.E., Groot J. : J. Phys. Chem., 91-7-(1986) 

1711 Smulevich G., Spiro T.G. : J. Phys. Chem., 89-5168-(1985) 

[721 Boldt N.J., Bocian D.F. : J. Phys. Chem., 192-581-(1988) 
.- 



1731 Ercolani C., Giordani M., Murray K.S., Pennesi G., Rossi G. : Inorg. Chem., 
23-1 972-(1986) 

1741 Scheidt W.R., Summeville D.A., Cohen I.A. : J. Am. Chem. Soc., 98-6623-(1976) 

1751 Wing R.M., Callahan K.P. : Inorg. Chem., 8-871-(1969) 

1761 Fielding L., Eaton G.R., Eaton S.S. : Inorg. Chem., 24-2309-(1985) 

1771 Plowiman E.P., Loehr T.M., Loehr S.T. : J. Am. Chem. Soc., 106-4051-(1984) 

1781 Tatsumi K., Hoffman R. : J. Am. Chem. Soc., 103-3328-(1981) 

1791 Anderson L.A., Loehr T.M., Chang C.K., Marck A.G. : J. Am. Chem. Soc., 
1 O 7-1 82-(1985) 

1801 K e e f f e  D.H., Barlow C.H., Smythe G.A., Fuchsman W.H., Caughey W.S. : 
Bioinorg. Chem., 5-1 25-(1975) 

1811 Pathasarthi N., Hansen C., Yamaguchi S., Spiro T.G. : J. Am. Chem. Soc., 
1 09-3865-(198 7)  

1821 Stong J.D., Spiro T.G., Kubaska R.J., Shupack S.I. : J. Raman Spectrosc. 
9-3 1 2-(198 O )  

1831 Sonnich Mortensen O., Hassing S. : "Advances in infrared and Raman 
Spectro~copy '~ ,  vol. 6 -Chap. 1-(1980), édité par Clark R.G.H. and Hester R.E.. 

1841 Hamaguchi H. : "Advances in infrared and Raman Spectroscopy", vol. 12 - 
Chap. 6-(1985) édité par Clark R.G.H. e t  Hester R.E. 

1851 Clark R.G.H., T.G. Dines : Angen. Chem. Int. Ed Engl., 25-131-(1986) 

1861 Schweitzer - Stenner R., Dreybrodt W. : J. Raman Spectrosc., 16-1 11 -(1985) 

1871 Zgierski M.Z. : J. Raman Spectrosc., 19-23-(1988) 

1881 Helms G.H., Ter Haar L.W., Hatfield W.E., Harris D.L., Jayaroy K., Toney C.E., 
Gold A., Mewborn T.D., Pemberton G.R., : Inorg. Chem., 25-2334-(1986) 

[891 Rieson H., Güdel H.U. : Inorg. Chem., 25-3566-(1986) 

1901 Guest C.R., Straub K.D., Hutchinson G.A., Rentzepis P.M. : J. Am. Chem. Soc., 
11 0-52 76-(1988) 

1911 Chou C.A., Chevli R., Fitch C.D. : Biochem., 19-1543-(1980) 

[921 Harada 1, Takeuchi H. : uSpectroscopy of Biological Systems", vol. 13 - 
Chap.3-(1986), édité par Clark R.J.H. et  Hester R.E. 

1931 Spiro T.G., Burke J.M. : J. Am. Chem. Soc., 98-5482-(1976) 

1941 Bauminger E.R., Yagon A., Ofer  S. Ginsburg H. : Hyperfine Interact., 
15/16-885-(1983) 



1951 Mitchell M.L., Campbell D.H., Traylor T.G., Spiro T.G. : Inorg. Chem., 
24-96 7-(1983) 

1961 Shelnutt  J.A. : Inorg. Chem., 22-2535-(1983) 

1971 Choi S, Lee  J.J., Wei Y.H., Spiro T.G. : J. Am. Chem. Soc., 
105-3692-(1983) 

1981 Desbois A., Mazza G., Stetzkowski F., Lutz M. : Biochem. Biophys. Acta. 
785-1 48-(1984) 

1991 Sibet t  S.S., Loehr T.M., Hurst J.K. : Inorg. Chem., 25-307-(1986) 

Cl001 Moreau S., Perly B., Chachaty C., Deleuze C. : Biochem. Biophys. Acta., 
1 O 7-1 16-(1985) 

11011 Adams P.A., Adams C., Baldwin D.A. : J. Inorg. Biochem., 28-441-(1986) 

11021 Delhaye M., Dhamelincourt P. : J. Raman Spectroc., 3-33-(1975) 

11 031 Dhamelincourt P. : Thèse dfEtat-Lille-(1 979) 

LI041 Olsen K. : Anal. Biochemi., 109-250-(1980) 

11051 Trager W., Jensen J.B. : Science, 193-673-(1976) 




