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Introduction générale

La protection de I’environnement est devenue une des questions majeures du XXIéme
siecle (Jobine, 2009). Les origines des pollutions sont trés variées, Parmi elles nous pouvons
citer I’utilisation dans 1’industrie chimique des substances volatiles (Jacquemin, 2006).
La tension est de plus en plus focalisée sur les composés organiques volatils (COV). Ces
composés sont néfastes pour I’homme car ils présentent des risques directs sur la santé et en
se dégradant dans 1’atmosphere, ils perturbent les équilibres chimiques et constituent ainsi
les principaux précurseurs de la pollution photochimique de la troposphére en contribuant
¢galement a 1’effet de serre (Bouziane, 2009).

Dans le contexte de la chimie verte et du développement durable, Les chimistes sont
découvert une nouvelle classe de solvants, moins polluants et moins volatils : « les liquides
ioniques » (Moutiers et Billard, 2005 ; Chauvin et Olivier-Bourbugou, 1995).

Les LIs sont considérés comme des solvants respectueux de l'environnement, du fait
qu'ils présentent des propriétés physico-chimiques remarquables, dont une grande stabilité
thermique et chimique, une pression de vapeur négligeable, une bonne résistance a la flamme,
une polarité élevée, et surtout ils sont recyclables (Reetz et al, 2002). lls permettent
¢galement une amélioration de la sécurité puisqu’ils sont pour la plupart, quasiment
ininflammables, non-explosifs et non-volatils, selon la paire d’ion sélectionné (Chatel, 2012).
Le terme « LIs » est couramment utilisé pour les sels ayant un point de fusion au-dessous
de 100 °C (Boumediene, 2012).

Les imidazoles représentent la premiere classe d'agents antifongiques synthétiques,
généralement leurs noyau peut efficacement empécher la biosynthése de I'ergostérol
empéchant de ce fait la croissance des mycetes (Boulebd, 2016). De méme, ils représentent
la classe de fongicides la plus utilisée dans le domaine de I’agriculture. Tres actif contre
les champignons pathogénes et non pathogenes (Reis et al, 2013), ils sont utilisés comme
ingrédients efficaces pour lutter contre les plantes nuisibles, dans le contrdle
des microorganismes responsables de l'altération des plantes ou organismes potentiellement
dangereux pour I'homme, dans la protection du bois contre les champignons, et aussi dans
le stockage de la nourriture (Zama, 2015).

Parmi les champignons phytopathogénes, on trouve des champignons telluriques
appartenant au genre Fusarium présentant une spécificité parasitaire pour une large gamme
de plantes hotes d’intérét économique et responsables des maladies connues sous le nom
de fusarioses (Ozenda, 1990). Il existe de nombreuses especes de Fusarium, dont certaines

seulement sont pathogenes et/ou sont susceptibles d'émettre des mycotoxines, posant
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problémes en agriculture ou en médecine humaine et pour l'industrie agroalimentaire. De ce
fait, la lutte biologique contre ces moisissures s'avéere tres importante (Ghorri, 2015).

Certains produits naturels d’origine végétale sont devenus des alternatives efficaces
aux composés chimiques qui ont plusieurs effets indésirables sur la santé (Fernnell et al,
2004). Les plantes aromatiques représentent un réservoir immense de composes potentiels
attribue aux métabolites secondaires qui ont I’avantage d’étre d’une grande diversité
de structure chimique possédant un trés large éventail d’activités biologiques (Zeghad, 2009).
Parmi ces métabolites secondaires, on retrouve dans une grande mesure les huiles essentielles
(Ferkous, 2016).

L’une des plantes médicinales et aromatiques les plus utilisées en phytothérapie est
Mentha spicata « Menthe verte », son HE est caractérisé par une forte activité antifongique
contre différents champignons pathogénes (Mohammed, 2017), Cette activité est liée par des
composants chimiques de Mentha qui causent la rupture des membranes fongiques et inhibent
le développement des champignons. Les HEs permettent également la protection contre
les champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant les denrées
alimentaires (Zambonelli et al, 2004).

Dans ce contexte s’inscrit I’objectif principal de notre travail qui se focalise a
« tester I’effet antifongique d’un nouveau liquide ionique synthétisé sur des champignons
pathogenes ».

e Nous nous sommes intéressées a la synthése chimique de deux LlIs a base d’imidazole; en
jouant sur la longueur de la chaine alkyle «l-ethyl imidazolium bromide et 1-
butylimidazolium bromide »; afin de mieux comparer leurs influences vis-a-vis les Fusarium.
e Outre cela, nous avons ajouté a notre travail ’extraction d’huile essentielle de M. spicata
pour comparer et enrichir les résultats obtenus.

Le travail présenté dans ce manuscrit est initié par une introduction générale, et il se
divise en trois parties :

e La premiere partie est consacrée a une synthese bibliographique qui comporte deux
chapitres principaux:

— Le premier chapitre ; nous avons commencé par des généralites sur les liquides ioniques,
leurs synthéses, leurs propriétés et leurs applications.

— Le deuxiéme chapitre ; nous avons rapporté des généralités sur les champignons et évoqué
I’étude du genre étudié « Fusarium », et une étude bibliographie sur I’activité antifongique.

e Ladeuxieme partie comporte deux chapitres :
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— Chapitre matériels et méthodes ou nous présentons les protocoles expérimentaux avec
les différentes étapes de synthése et de réactions par 1’utilisation des réactifs et le matériel
nécessaire pour mener bien ce travail.

— Le chapitre des Résultats et discussion est consacré a la présentation des résultats obtenus
et donner toute explication par une discussion scientifique qui prouve le travail réalisé
et s’impose 1’objectif étudié.

e En fin, une conclusion qui cloture ce travail donne une description des résultats trouvés
et valide les différentes perspectives a ’utilisation des liquides ioniques comme nouveau

milieu en domaine biologiques.
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I.1. Généralités

En 1914, Walden a rapporté la synthese et la caractérisation du premier LI, le nitrate
d’éthylammonium, un sel dont le point de fusion est de 12°C (Walden, 1914).

Les LIs sont une nouvelle classe de solvants, uniquement composés d’ions, et faisant
partie de la famille des sels fondus. Ces composés se différencient des sels fondus classiques
(Lantelme et Groult, 2013) par leur température de fusion qui a été définie comme inférieure
a 100 °C, La grande majorité est liquide a température ambiante (RTILS) « Room
Temperature Ionic Liquids ». IIs sont constitués d’un cation le plus souvent organique, associé
a un anion organique ou inorganique (Wasserscheid et Welton, 2008).

Les cations rencontrés sont généralement volumineux et dissymétriques. Ils font
partie le plus souvent de la famille des ammoniums, imidazolium, pyridinium, pyrolidinium,
sulphonium et phosphonium (Figure n° 01), Les plus étudiés sont les sels d’imidazoliums. Les
chaines Ry, Ry et R3 sont le plus souvent des chaines alkyles. On parle de LI a tache
specifique ou LI fonctionnalisé. Ce concept a été initialement décrit par Davis et al en 2000
qui les définit comme des LIs possédant un groupe fonctionnel attaché de maniére covalente
soit a 1’anion, soit au cation. On peut trouver des groupements amines, alcools ou éthers,

acides carboxyliques ou esters, thiols et allyl, alcynes ou encore nitriles. Des cations chiraux
ont également été synthétisés (Revelli, 2010).
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R2 R2 RZ R3
Ammonium Phosphonium Sulphonium

Figure n° 01 : Structures de quelques Cations des LIs

La nature des anions qui composent les LIs (Figure n° 02) peut étre divisée en trois

groupes:

— Les anions polynucléaires (le plus souvent CI" /AICI3) qui constituent la classe de «

premiére genération ».
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— Les anions mononucléaires inorganiques comme les anions halogénures (CI, Br ..), I’anion

nitrate (NO3), I’anion hexafluorophosphate (PFg) et I’anion tetrafluoroborate (BF4 ), trés
utilisés en chimie organique ou organométallique.

— Enfin, plus récemment, les anions mononucléaires organiques tels que 1’anion dicyanamide

(N(CN) 2), les dérivés sulfoniques : trifluoromethanesulfonate (OTf) (ou triflate), 1’anion

bis(trifluoromethylsulfonyl)imide (NTf, ) (Boumediene, 2012).

Qo Qe ®
FsC-$-N-S—CFs3 FaC-$=0 RSO,
(@)
bis(trifluorométhanesulfonyl)amidure triflate alkylsulfate
[NTf] ™ [OTf]~
©
F_© F
NC\N.CN F'F"‘F é‘F
o F g F F F
dicyanoamidure hexafluorophosphate tétrafluoroborate
IN(CN)2] - [PFel” AN

Figure n°2: Structures de quelques anions des LlIs.

I.2. Synthese

La premiere étape (réaction de Menschutkin) est une réaction de quaternisation de
I’atome d’azote (de phosphore ou de soufre) par un halogénure d’alkyle. Typiquement cette
réaction se fait au reflux de I’agent alkylant pendant plusieurs heures ou plusieurs jours. Cette
¢tape permet d’accéder aux LIs de premiere génération. Le temps et la température de
réaction dépend principalement de I’halogénure d’alcane utilisé. La réactivité des halogénures
d’alcanes dépend de I’halogene, de la longueur de la chaine alkyle (généralement la réactivité
décroit avec la longueur de la chaine carbonée) et de I’encombrement stérique de
I’hétéroatome a substituer (Chatel, 2012). L’utilisation des micro-ondes, permettent de
diminuer considérablement ce temps de réaction. Cette quaternisation peut aussi se faire grace
aux ultrasons sans solvant.

Les halogénures sont peu utilisés en tant que tel en chimie organique car LIs sont trés
hygroscopiques. L’halogene a un caractére trés coordonnant, et peut induire des réactions
parasites. Pour cela, ces sels sont ensuite modifiés lors de la deuxiéme étape par la métathése

anionique (ou I’échange d’anions) (Fraga-Dubreuil et al, 2002).
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1.3. Propriétés physicochimiques

Les LIs présentent des propriétés physico-chimiques intéressantes qui font d’eux une
classe de solvants trés convoitée pour de nombreuses applications. De plus, la possibilité
d’ajuster leurs caractéristiques physico-chimiques par variation de la nature de 1’anion ou du
cation est un atout majeur.

De nombreuses propriétés tres intéressantes ont éte attribuées aux Lls :
e Une pression de vapeur négligeable, une excellente stabilité chimique et thermique, une
conductivité ionique élevée, un pouvoir de solvatation élevé: Les Lls utilisent une large
gamme d’interactions de solvatation telles que les ponts hydrogeénes, les interactions ,
les interactions dipdle-dipdle, les forces de dispersion de London, Une excellente solubilité
dans de nombreuses substances (Vidal, 2013).
e A l'exception de toute une famille de LI inflammable appelée énergétique et composée
d'ions de nitrate et de picrate, les LIs sont en général non-inflammables.
e Ce sont de bons solvants vis-a-vis d’un grand nombre de composés organiques et
inorganiques, permettant d’effectuer des réactions catalytiques en milieu homogene.

e [cur synthése est généralement peu cotlteuse et facile a mettre en ceuvre.

e Un simple changement de leur structure, de I’association anion-cation permet de moduler
toutes ces propriétés (Chaker, 2016).
1.3.1. Stabilité thermique et point de fusion

Le point de fusion est un paramétre essentiel, sa valeur dépendrait a la fois du cation
et de I’anion. Les LIs caractérisés par des températures de fusion relativement basses
et des températures de décomposition élevées (350 — 400°C), possedent un tres large domaine
de température dans lequel ils sont a 1’état liquide (de 1’ordre de 200 — 300°C) et un domaine
de stabilité thermique trés grand (Guezzen, 2014).
| .3.2. Densité et viscosité

Les LIs sont en général denses et visqueux. Ils ont une viscosité qui peut atteindre dix
fois celle des solvants organiques ordinaires. La viscosité peut egalement changer avec la
composition moléculaire de I’anion, ainsi elle augmente quasi-linéairement avec la langueur
de la chaine alkyle du cation. La densité est aussi fonction de la nature de 1’anion, une
fonction décroissante de la langueur de la chaine alkyle portée par le cation comme par

exemple pour I’imidazole est une fonction décroissante de la température (Aoun, 2010).



Chapitre — I — Les liquides ioniques

1.3.3. Solubilité

Elle dépende de la nature du solvant (eau ou les solvants organiques). La solubilité des
LIs dans I’eau est gouvernée par la nature de I’anion et la longueur de chaine alkyle fixée sur
le cation. Les chaines alkyles sont hydrophobes, donc une augmentation de celles-ci diminue
la solubilité de LIs a anion identique, alors que les anions sont en principe hydrophiles et
peuvent former des liaisons hydrogéne avec 1’ecau (Zhang et al. 2007). Les solvants
organiques polaires comme les alcools a courte chaine, les dichlorométhane ou 1’acétonitrile
dissolvent bien les LIs. Cette miscibilité dépend également de la nature du cation et de I’anion
formant le LI (Sajjadi, 2013).
| .3.4. Stabilité chimique

La plupart sont stables vis a vis des substances organiques et inorganiques. Les LIs de
deuxieéme génération aussi appelés LIs « stables a I’air et a I’eau », sont beaucoup plus faciles
a utiliser et a stocker. Néanmoins, certains de ces LIs , notamment ceux associés a des anions
de types PFg et BF4, s’hydrolysent partiellement pour former de I’acide fluorhydrique (HF),
composé tres corrosif et toxique (Jobin., 2009). Aggarwal et coll. ont aussi souligné que
les LIs de type imidazolium qui portent un proton en position B (entre les deux azotes) se
déprotonent en milieu basique pour donner un carbene instable (Guezzen, 2014).
1.3.5.Toxicité et biodégradabilité

Les LIs sont souvent présentés comme des solvants de la chimie verte. Jusqu’a
aujourd’hui la toxicité est mal connue. Des études systématiques, s’intéressant principalement
aux Lls a base d’imidazolium, ou ammonium quaternaire ont été entreprises assez récemment
(Ranke et al, 2004). Ranke et coll démontrent que plus la chaine alkyle latérale du cation est
longue, plus la toxicité du LI est grande. L’introduction d’une chaine polaire réduit leur
toxicité et augmente leur biodégradabilité. En revanche, aucune tendance n’a pu étre dégagée
quant a Dlinfluence de la nature du cation: imidazolium, pyridinium, ou ammonium
quaternaire, méme si les cations non-aromatiques paraissent moins toxiques que les cations
aromatiques (Jobin, 2009).
1.4. Applications

Les LIs Etant des solvants organiques non polluants leurs utilisations a été étendue a

un nombre croissant d'applications dans divers domaines (Figure n° 03).
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Figure n° 03 : Principaux domaines d’applications des LIs (Boumediene, 2012).
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I1.1. Généralités sur les champignons

Les champignons ou mycétes constituent un regne trés important, dont seul un petit
nombre de représentants sont pathogenes pour I'Homme. Ce sont des organismes immobiles,
ne possédant ni feuilles, ni tiges, ni racines, dépourvus de chlorophylle et hétérotrophes pour
le carbone. C'est a dire, qu'ils doivent se nourrir de constituants organiques préleves sur
d'autres organismes par absorption, et non par phagocytose a la différence du régne animal
(Brans, 2015).

11.1.1. Description du genre Fusarium

Selon Link en 1809 et Booth, 1984, le genre Fusarium tire son nom du latin fusus car
ses macroconidies sont en forme de fuseau. Il est bien connu pour son réle important en
phytopathologie, présentant une spécificité parasitaire pour une large gamme de plantes hétes
et responsables des maladies connues sous le terme de fusarioses (Messiaen, 1981; Lepoivre,
2003).

Les Fusarium sont des moisissures largement répandus sur les végétaux et dans les
sols. lls se trouvent dans la mycoflore normale des produits de base, comme le riz, le haricot,
le soja et d'autres cultures (Pitt et al, 1994). Ces genres sont un thalle a croissance
généralement rapide. Les conidiophores parfois trées ramifiés forment sur le thalle des
coussinets (sporodochies) et portent des masses de spores d'aspects graisseux. Les phialides
sont plus ou moins allongées et peuvent produire deux types de conidies:

e Des macroconidies fusiformes, souvent courbées, pluriseptées, avec une cellule basale
pédicellée, portant une sorte de talon;
e Des microconidies petites, généralement septées, piriformes, fusiformes ou ovoides.

Certaines espéces produisent les deux types de spores, d'autres ne forment que des
macroconidies. Les chlamydospores sont présentes ou absentes, terminales ou intercalaires,
différenciées par le mycélium ou par les conidies (Botton et al, 1985).

11.2.2. Position taxonomique

La taxinomie ou taxonomie a pour objet de décrire les organismes vivants et de les
regrouper en entités appelées taxons afin de les identifier, les nommer et enfin les classer.

Le genre Fusarium appartient au phylum des Ascomycota, a la classe des
Sordariomycetes. Il s’agit d’un genre polyphylétique a la taxinomie complexe (Debourgogne,
2013).

-12-
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Tableau N° 01 : Taxonomie du genre Fusarium.

Régne Fungi
Division Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Sous-classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreales
Famille Nectriaceae
Genre Fusarium

11.1.3. Potentiel toxinogene de Fusarium

Les moisissures du genre Fusarium produisent plusieurs types de mycotoxines
regroupees sous le terme de fusariotoxines: la zéaralénone, les fumonisines,
les trichothécénes, la moniliformine, la beauvéricine, la fusarine C et l'acide fusarique.
Les trois premieres sont les ; plus étudiées actuellement. Ces toxines contaminent surtout
les céréales (Jeunot, 2005).

Les mycotoxines synthétisées par les espéces du genre Fusarium leur conférent un
pouvoir pathogéne important vis-a-vis des végétaux ou des mammiferes dont I’Homme
(Ghorri, 2015).

11.1.4. Pouvoir pathogéne de Fusarium

Les Fusarium sont, principalement, des phytopathogénes. Ces champignons
contaminent les céréales, les Iégumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies nommées
fusarioses. lls sont généralement impliqués dans la pourriture des racines, tiges et fruits ; dans
la dégradation du systéme vasculaire. Le pouvoir pathogéne chez L’homme et les animaux
sont varié. Certaines especes sont a 1’origine des kératites et endophtalmies. D’autres espéces
(F. solani, F. moniliforme) sont impliquées dans des infections systemiques (Ghorri, 2015).
11.2. Activité antifongique

Un antifongique est une substance capable d'inhiber spécifiqguement les différents
champignons isolés en mycologie et responsables de mycoses. On distingue les molécules
fongicides qui vont détruire le champignon pathogene et les molécules fongistatiques qui vont

limiter le développement du mycete, qui sera ensuite éliminé lors du renouvellement
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tissulaire. La majorité des antifongiques utilisés sont des fongistatiques (Chabasse et al,
1999).
11.2.1. Mécanisme d'action

La membrane fongique est constituée de protéines, de phospholipides et de stérols, dont
I’ergostérol est le principal. Certains antifongiques auront pour cible cette membrane
(polyénes) ou bien ses constituants (azolés, allylamines). L’ergostérol est important pour la
fluidité et I’intégrité membranaire, mais aussi pour les fonctions d’enzyme liées a
la membrane, jouant un rdle dans la croissance et la division cellulaire. La chitine synthétase
fait partie de ces enzymes (Granier, 2003).

Pour qu'un antifongique puisse agir sur la cellule fongique, il doit traverser la paroi du
champignon. La plupart des antifongiques agissent sur les stérols de la membrane
cytoplasmique du champignon et principalement sur l'ergostérol, qui en est le constituant
essentiel, par inhibition des enzymes participant a la synthése de ce dernier ou par
la formation avec I'ergostérol de complexes insolubles, altérant ainsi la perméabilité
membranaire. Le réticulum endoplasmique est le siege des inhibiteurs de la biosynthése de
I'ergostérol. Certains antifongiques vont inhiber la croissance du champignon en agissant sur
le métabolisme intracellulaire en bloquant la division cellulaire en métaphase ou en inhibant
la chaine respiratoire dans les mitochondries grace a des propriétés chélatrices. Des
résistances aux antifongiques peuvent survenir. Elles proviennent souvent d'une modification
du champignon: existence de biotypes différents; modification de la perméabilité
membranaire par un changement de la composition en phospholipides et en stérols ce qui
induit une diminution de la pénétration de I'antifongique; modification de la cible par une
mutation sur une enzyme du cytochrome P 450 entrainant une diminution de son affinité pour
les azolés (Viguié -Vallante, 2001).

I1.2.2. Différentes familles d’antifongiques

Parmi les antifongiques actuellement utilisés, on dispose de molécules soit d'origine
naturelle soit de synthese.
11.2.2.1. Antifongiques d'origine naturelle

On distingue la griséofulvine qui interfére avec la synthése des acides nucléiques et
également avec la formation des parois des hyphes et les polyénes, qui sont des molécules
d'origine naturelle extraites a partir de cultures d'actinomycetes du genre Streptomyces.
(Viguié-Vallante, 2001).
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11.2.2.2. Antifongiques de synthése

Parmi les plus importantes sont les dérivés azolés, qui ont I'avantage d'avoir un large
spectre d'activité et sont utilisés dans le traitement des infections locales et systémiques. Ils
sont actifs sur I'ensemble des champignons impliqués dans les mycoses superficielles:
dermatophytes, levures (genre Candida et Malassezia) et moisissures. De plus, cette classe
pharmacologique renferme de nombreux composés utilisés soit en topique soit par voie
génerale (Sibrac-pelayo, 2013).
11.2.3. Fongicides

Pour limité les pertes dues aux affections parasitaires des veégétaux causé les
champignons, les traitements chimiques demeurent et nécessaires, a coté des méthodes de
lutte génétiques culturales ou biologiques (Semale, 1989).

La lutte chimique contre les champignons phytopatogenes consiste a appliquer des
biocides appelés fongicides, classiquement définis comme étant des substances chimiques ou

biologiques qui tuent ou neutralisent les champignons pathogenes.
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I11.1. Objectif de travail

L’objectif de notre travail porte sur deux axes importants :
e La synthése chimique de deux LIs a base d’imidazole; en jouant sur la longueur de la
chaine alkyle « éthyl et butyl » afin de mieux comparer leurs effets antifongiques vis-a-vis les
Fusarium.
e OQutre cela, nous avons ajouté a notre travail I’extraction d’HE du M. spicata pour
comparer et enrichir nos résultats obtenus.
111.2. Date et lieu de travail

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau des Laboratoires de recherches
« Microbiologie N°01 et Technologie Agro-alimentaire » de Département des Sciences de
la Nature et de la Vie de I’Université Ibn Khaldoun-Tiaret, dans la période s’étalant du 25
février 2020 au 15 mars 2020.
111.3. Matériel

Il comporte tout ce que nous avons utilisé comme matériel soit biologique ou non
biologique.
111.3.1.Matériel biologique

Il contient le matériel fongique et végétal.
111.3.1.1. Matériel fongique

Les souches fongiques appartiennent a la collection de Laboratoire de Microbiologie
Appliquée, Université Ahmed Ben Bella, Oran 1. Les informations nécessaires sont indiquées
sur le tableau N° 02.

Tableau N° 02 : Souches fongiques utilisées.

Code Espéce GenBank Accession n°
WY2 Fusarium solani MG973089
WY6 Fusarium redolens MG973092
WY18 Fusarium oxysporum MG973096
WY19 Fusarium equiseti MG017437

111.3.1.2. Matériel vegétal
La plante choisie dans cette étude ; c’est une plante aromatique vivace, herbacée,
indigene et trés odorante qui est Mentha spicata. Son nom vernaculaire arabe « Naanaa », en

francais « menthe verte » et en anglais « spearmint ».
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Figure n° 04 : Plante de la menthe verte a 1’état frais.

A. Classification
La classification botanique établie par (Cronquist, 1981) pour cette espéce est la
suivante.

Tableau N° 03 : Taxonomie de M. spicata.

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiale
Famille Lamiaceae
Sous famille Nepetoideae
Genre Mentha
Espece Mentha spicata

B. Origine et période de récolte

La plante a été achetée au marché local de Tiaret qu’elle été introduit a 1’état frais au
mois de février. Parmi les criteres de choix de cette espece : la disponibilité, son importance
majeure en médicine et dans 1’usage quotidien en cuisine Algérienne d’une part, et le manque
de travaux de recherche sur les propriétés biologiques, en particulier le pouvoir antifongique
de leur HE d’autre part.
111.3.2. Matériel non biologique

L’ensemble de verrerie, produits et appareils utilisés au cours de cette étude est

récapitulé dans le tableau suivant :
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Tableau N° 04 : Récapitulatif du matériel utilisé.

Verrerie et instruments

— Bécher

— Eprouvette graduée
— Entonnoir

— Boite de Pétri

— Tube & essai

— Ampoule a décanter
— Flacon stérile

— Ballon a fond rond
— Spatule

— Papier filtre

— Verre de montre
— Pipette pasteur
— Pince stérile

— Anse de platine
— Micropipette

— Embouts

— Barreau aimanté

111.4. Méthode

Afin de réalise cette étude, nous avons utilisée trois méthodes :

Appareillage dispositif
— Balance électronique
— Agitateur

— La hotte

— Bain marie

— Etuve

— Four pasteur

— Bec bunsen

— Autoclave

— Evaporateur rotatif

— Montage d’hydrodistillation

de type Clevenger

1. Synthese chimique des LlIs ;

2. Extraction d’HE de M. spicata ;

3. Evaluation de I’effet antifongique.

Produits et milieu de culture
—L’cau distillée

— Imidazole

— Bromoéthane

— Bromobuthane

— Ether diéthylique

— Acétate d’éthyle

— Acétone

— Milieu PDA

— Le fongicide Flint
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Les différentes étapes de ce travail sont résumees dans la figure n° 05.

Méthodologie de travail

Extraction d'HEpar
hydrodistillation

Synthese chimique des LIs

HE de M. spicata

er

15 LI 26me | |
, . y N
» Préparation des « Préparation des
solutions meres y, différentes concentrations
J
4
* Incorporation dans 20ml de « Ajustement & 50ml par
PDA PDA
¢ J
) ) ™ - ™
» la mise dans des boites » La mise dans des
boites (15ml/boite)
y J

Figure n° 05 : Schéma résumant la méthodologie de notre travail (originale).

111.4.1. Synthese chimique des LIs
Notre stratégie de synthése a permis d’accéder a des LIs de premiére génération
contenant 1’anion halogénure (Br ) en jouant sur la longueur de la chaine alkyle porté par le

cation (imidazolium).
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111.4.1.1. Choix de produits de base

Le choix d'un solvant appropri¢ est important pour la réussite d’une synthése. Au cours

de notre expérience, nous avons utilisé 1’imidazole comme composé de départ (Figure n° 06)

et d’autres produits chimiques (Tableau N° 06).

Figure n° 06 : Imidazole.

Tableau N°05 : Les produits chimiques utilisés et leurs formules brutes.

Produit chimique Formule brute

Imidazole (1,3-diazole), C3H4N>
(1,3-diaza-2,4 cyclopentadiéne)

Bromoéthane (bromure d’éthyle) CoHsBr
Bromobutane (bromure de butyle) C4HgBr

Ether diéthylique (éther éthylique) C4H100
Acétate d’éthyle (éthanoate d’éthyle) C4HgO2
Acétone C3HgO

111.4.1.2. Purification

C’est 1'étape la plus importante avant toute synthése. La présence des impuretés dans

un LI va affecter ses performances et ses propriétés physicochimiques. Il faut veiller a
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éliminer toutes traces de produits de départ, de solvant, de sous-produits utilises ou obtenus
lors de la synthese.
Les produits chimiques sont complétement purifiés avant leur synthése.

e Les BtBr et EtBr sont d’abord lavés avec des portions de HoSO4 (acide sulfurique)
concentré jusqu’a ce qu’il ne modifie plus la couleur dans la couche acide, puis neutralisés
avec une solution de Bicarbonate de sodium (NaHCO3) et de I’eau, enfin ils sont distillés
avant leur utilisation.
e [’imidazole est mis dans une quantité de soude (NaOH).
e Tous les solvants sont distillés avant leur utilisation comme I’ AcOEt et I’EtoO ou chacun
est mis avec une quantité de PoOs et distillé.
111.4.1.3. Equivalence de produits de départ

Il est nécessaire de déterminer les volumes d’EtBr et de BtBr avant la synthése a partir
de d’imidazole (Tableau n°® 06) pour atteindre aux deux mélanges équimolaires (imidazole «
5¢/0.044mol »/EtBr « 3ml/0.44mol » et imidazole « 59/0.044mol »/BtBr « 5ml/0.44mol »)
(Annexe n°03)

111.4.1.4. Réaction de quaternisation du noyau d’imidazole
Nos LlIs sont préparés par une réaction de Menschutkin, qui est la quaternisation d’un

noyau de 1’imidazole afin d’obtenir le cation souhaité par substitution nucléophile de type 2

(SN2) sur un halogénure d’alcane (BtBr ; EtBr).
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Procédé de synthése
Nous avons procéde a la préparation des LIs selon le mode opératoire suivant :

1- La verrerie ordinaire et de mesure utilisée est séchée rapidement avec 1’ Acet, apres lavage
a I’eau distillée et étuvée en quelques minutes ;

2 —A I’aide d’une balance électronique, peser une quantité¢ d’imidazole de 5g dans un verre de
montre (cette opération est répétée deux fois);

3-Introduire les quantités pesées dans deux erlenmeyers a I’aide d’une spatule;

4-Verser dans le ler erlenmeyer un volume d’EtBr de 3mlet 5ml de BtBr dans le 2éme
erlenmeye

5 — Ajouter 100 ml d’AcOEt pour les deux mélanges et soumettre sous agitation magnétique
avec une température ambiante pendant 24h ;

6 — Filtrer les produits obtenus « cristallins & température ambiante » avec un papier filtre

pour ¢liminer I’ AcOEt et laver avec 60 ml d’Et,0;

7 — Agiter les deux solutionsa T.a/1h ;

8- Récupérer les produits dans deux ballons de 500 ml et les traces du solvant sont éliminées

par évaporateur rotatif pendant 1h a 40°C (Figure n°7)

Figure n° 07 : Elimination du solvant par évaporateur rotatif.

Le temps d’agitation dans chaque étape est nécessaire pour atteindre I’équilibre de

mélange.
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111.4.1.5. Caractérisation et dynamique des LIs

L’étude de la dynamique et la caractérisation des mouvements moléculaires des ions
d’un LI est aussi importante que la structure. Une des difficultés inhérentes a 1’étude de la
dynamique des LIs est I’existence d’une grande gamme de mouvements moléculaires avec des
temps caractéristiques qui s’étendent de la femto-seconde jusqu’a la nanoseconde
(Weingartner, 2008).

De nombreuses techniques expérimentales ont été utilisées pour étudier la dynamique
des Lls, telles que la relaxation diélectrique, la RMN, la résonance de spin électronique, la

fluorescence résolue dans le temps (Weingartner, 2008 ; Kobrak, 2008).
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111.4.2. Technique d’extraction des HEs par hydrodistillation

L’extraction a été effectuée au niveau du laboratoire de protection des végétaux (PV)
du « Département de Biologie-Université lbn Khaldoun », par hydrodistillation (water
distillation) dans un appareil de type Clevenger. C’est 1’'une des plus anciennes méthodes et
techniques pour produire des HEs, elle est trés facile a mettre en ceuvre.
I11.4.2.1.Préparation de I’échantillon de M. spicata

L’appareil sécréteur des HEs des feuilles de M. spicata est externe, comme dans le cas
de la majorité des Lamiaceae. Il est localisé sur I’épiderme de la feuille. Il s’agit de trichomes
glandulaires capités spécialises qui accumulent les HEs dans des compartiments de stockage
intracellulaire et rejettent a I’extérieur de la surface du végétal au niveau de la cavité sub-
cuticulaire des cellules sécrétrices (Talab-toudent K, 2015).

Apreés la récolte, les échantillons ont été nettoyés et égouttés puis étalés sur le papier.
Le séchage des feuilles est effectu¢ a 1’air libre, a I’abri de la lumiére et de I’humidité. IIs sont
étendus sans superposition, et retournés de temps en temps afin d’éviter tout risque de
fermentation, sous la température ambiante, pendant 10J. Ils ont été mis dans des sacs propres

jusqu’au jour de I’extraction (Figure n° 08).

Figure n° 08 : Les feuilles séchées de M. spicata.
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Principe de la méthode
La méthode consiste a immerger la plante dont on souhaite extraire 1I’essence végétale
directement dans un récipient rempli d’eau placé sur une source de chaleur. Une fois
I’¢ébullition s’effectue, les cellules éclatent et se liberent les molécules odorantes. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant par un condenseur froid qui les transforme en liquide. Ce
qui résulte I’apparition de deux phases non miscibles : ’'une est organique (HE) en surface et
I’autre est aqueuse en dessous. L’HE étant plus 1égére que 1’eau, surnage a la surface, elle est
récupérée, mesurée et pesée pour déterminer le rendement en fonction de la matiére seche
(Bruneton J, 1999 ; Scimeca D, 2007).
Le montage de I’hydrodistillation comprend essentiellement les parties suivantes :
e Chauffe ballon « permet la distribution homogéne de la chaleur » ;
e Un ballon en verre de 500 ml : il sert a contenir la matiére végétale immergée dans 1’eau
distillée ;
e Une colonne de condensation de la vapeur « réfrigérant : ’entrée d’eau froide (dans ce cas,
on a utilisé un seau d’eau avec la glace) et sortie d’eau chaude » ;

e Un collecteur « bécher ».

Ampoule a
Gecanter

Refriggrant( ou condenser)

Thermometre ——

Hule

Efenmeyer

Chaufe-ballon Hull essentielle +

gal

Stpport élevateur

Figure n° 09 : Dispositif de 1’extraction d’HE par hydrodistillation.
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Mode opératoire

Dans notre travail, I’extraction se faite sans prétraitement de 1’hydrodistillation (ni
broyage, ni laminage du matériel végétal), 1’opération dure trois heures a partir du début
d’ébullition.
a. Chaque échantillon de 40g de feuilles de M. spicata séchées a été introduit dans un ballon
en verre a fond rond d’une capacité de 500 ml puis submergé avec 250 ml de 1’eau distillée ;
b. A I’aide d’un Chauffe-ballon (source de chaleur), le mélange est porté a une température
de 100°C;
c. Les vapeurs transformées en liquides sont récupérées dans une ampoule a décanter ;

d. Le distillat obtenu est laissé au repos en quelques min.

Figure n° 10 : Appareillage d’hydrodisilltion au niveau de laboratoire.
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111.4.2.2. Détermination de rendement en HEs

Le Rdt est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’huile essentielle obtenue et
la masse du materiel végetal seche utilisé en pourcentage (Afnor, 2000),Apres récupération
des huiles essentielles, le Rdt est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule

suivante :

mh
Rdt % = — x 100
mv

Rdt : rendement en huile essentielle en %.
mh : masse d'huiles essentielles récupérées en gramme (g).
mv : masse d'essai du matériel végeétal seche en gramme (g) (Selvakumar et al, 2012).
111.4.2.3. Conservation de PHE

La conservation de I’HE exige certaines précautions indispensables (Burt, 2004).
C’est pour cela nous avons conservé I’HE du M. spicata a une température voisine de 4°c,
dans un flacon en verre stérile fermé hermétiquement pour la préserver de ’air et de la
lumiere (en utilisant le papier aluminium).
Caractéristiques organoleptiques d’HE de M. spicata

Chaque HE est caractérisée par ces caractéres organoleptiques telles que : I’odeur,
I’aspect physique et la couleur (Hameurlaine, 2009).
A. L'odeur

L'odorat est un sens chimique tres sensible et I'habilité des parfumeurs a classer et
caractériser des substances chimiques parvient a doser les produits naturels et perception peut
aller jusqu'a dix millioniemes de grammes par litre d‘air.

B. La couleur
La couleur de l'huile essentielle peut étre déterminée a 1'ceil nu.
C. L'aspect physique
L'aspect d'une essence végétale change selon les produits qui la constituent ; cette

essence peut apparaitre sous forme solide, liquide ou semi-solide.

-28-



Chapitre — 111 — Matériel et méthodes

111.4.3. Evaluation de I’activité antifongique

Dans cette étude invitro, on a tenté de comparer 1’influence des deux LlIs et d’HE de
M. spicata sur la croissance myceélienne des souches fongiques.
e Repiquage et revivification des souches fongiques

Cette étape est nécessaire car 1’activité biologique des souches fongiques « F. solani,
F. redolens, F. oxysporum, F. equiseti » est nulle a 1’état conservé (congélation), la
revivification a pour objectif I’obtention d’une culture jeune et pure.
Pour chaque souche fongique, deux repiquages successifs ont été effectués afin de purifier et
de revivifier les souches.

Le procédé est comme suite :

1- Dans une zone stérile, couler les boites de Pétri par le milieu de culture PDA et laisser

refroidir ;

Figure n° 11 : Coulage des boites de Pétri par le milieu de culture PDA.
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2- On preéleve aseptiquement a I’aide d’une pipette Pasteur stérile un disque de colonie pour
chaque souche. Puis, on le dispose avec une anse de platine stérile au centre des boites de
Pétri contenant le milieu PDA préalablement preparé (Annexe n° 01). Enfin les boites de Pétri

sont ensuite fermées et laissees diffuser sur la paillasse ;

Figure n° 12: Prélévement et inoculation des colonies.

3 - Les boites ont ét¢ incubées dans I’étuve a une température de 28°C pendant 7J.

111.4.3.1.Protocol d’évaluation de I’activité antifongique des LIs

1. Dans un premier temps, nous avons préparé des solutions meres comme suit : 0,05ml d’un

liquide ionique est dissoute dans 1ml de 1’eau distillée pour atteindre une concentration de
5.104ppm ;
2. Ensuite des volumes de 20ul, 40ul, 80ul, 160pl de la solution mere sont incorporés dans

des tubes a essai préalablement stériles contenant 20ml du milieu PDA pour obtenir les
concentrations finales de 50 ; 100 ; 200 et 400 ppm respectivement et agiter pendant 5min ;

o Chaque concentration est répétée trois fois et comparee avec son propre témoin négatif (-)
et son témoin positif (+).
3. Couler le mélange dans des boites de Pétri, en triplicate (3 boites) ;

4. Un disque mycélien de 5Smm de diamétre issu de la marge d’une culture agée de 7J (les
souches fongiques repiquées précédemment), a été prélevé dans des conditions stériles et
déposé au centre de chague boite en raison de 1 disque par boite ;

5. Incubation a 30°C pendant 24/48/72h.
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e Les témoins négatifs (-) sont réalisés dans les mémes conditions sans LIs « seulement
PDA».
e Les témoins positifs(+) « on solubilise 0,05g du fongicide Flint (Annexe n° 02) dans 1ml

de 1’eau distillée » sont réalisés dans les mémes conditions.

e " éme R ..
— Ces operations sont répétees pour le 27~ LI dans les mémes conditions.

111.4.3.2. Protocole d’évaluation de ’activité antifongique d’HE de M. spicata

Pour la réalisation de I’activité antifongique de I’HE de M. spicata on a adopté la
meéthode de contact direct.
Protocol expérimental
1- Pour préparer les différentes concentrations, on préléve des quantités d’HE du M. Spicata
de 25, 125 et 250 pl et ajuster a 50 ml par PDA puis on agite pendant 5 min afin
d’homogénéiser le milieu de PDA avec I’HE. Ces valeurs sont corresponds a 0.05%, 0.25% et

0.5% respectivement (Tableau N° 06).

Tableau N° 06 : Valeurs des dilutions utilisées.

Rapport de dilution (HE /PDA) 0 1/2000 | 1/400 | 1/200
pl HE/SOmIPDA 0 25 125 250

Concentrations d’HE(%) 0 0.05 0.25 0.5

2- Apres la dispersion de ’HE dans le milieu de culture, 15ml de ce mélange est versé dans
des boites de Pétri puis laissé jusqu’au refroidissement sur la paillasse ;

3- On préleve a partir de la marge d’une culture agée de 7J (les souches fongiques repiquées
précédemment), un disque mycélien de 5mm et ensuite a été inoculé au centre de chaque
boite (1disque/boite) ;

4- Les boites sont incubées a 1’étuve 144h /20°c, cette période a été retenue car il correspond
a la date a laquelle le témoin rempli trés nettement la boite de Pétri.

— Chaque essai est répété trois fois, et comparé avec son propre témoin négatif (-) qu’il est

réalisé dans les mémes conditions sans HE « seulement PDA».
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111.4.3.3. Evaluation de la croissance mycélienne

Dans le but d’estimer 1’évolution de la croissance mycélienne qui est effectuée
quotidiennement par la mesure du diameétre de la colonie mycélienne du champignon.

Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec celles des témoins, qui sont
démarrés dans les mémes conditions et le méme jour du test. La croissance mycélienne est
estimée lorsque le témoin a envahi la boite de Pétri.

Toute pousse méme légere de chaque champignon sera considérée comme action
négative c'est-a-dire que les LIs et I’HE en question n’sont pas inhibiteurs vis-a-vis de la
croissance fongique.

e Détermination de TI

D’apres (Doumbouyaet al, 2012) les taux d’inhibition de la croissance par rapport au

témoin, sont ensuite calculés selon la formule suivante :

TI(%) = 2<=22x100

TI(%) = Taux d’inhibition de la croissance du mycélium exprimé en pourcentage (%).

D¢ : Diamétre de la colonie fongique du témoin (en mm).
Do: Diametre de colonies fongique en présence de LIs ou HE (en mm).
e Détermination de la CMI

La CMI correspond a la plus faible concentration en LIs ou HE pour laquelle on
n’observe pas de pousse visible a I’ceil nu sur le milieu solide (Ouraini et al, 2005).

Elle mesure donc, un effet fongistatique et ne renseigne pas sur I’état de la population
du champignon, ne permettant notamment pas de préciser si elle a été tuée en partie ou
totalement ou si elle a seulement cessé se multiplier.

Les boites de Pétri dont les concentrations ayant montré une absence totale de la
croissance mycélienne ; ont été sélectionnées pour déterminer les CMI.

e Deétermination de la VC
Selon (Cahagnier et Molard, 1998), la vitesse de la croissance mycélienne de chaque
concentration est déterminée par la formule :
VC = [D1/Te 1] + [(D2-D1)/Te 2]+ [(D3-D2)/Te 3]+... + [(Dn-Dn-1)/Te n]
D: diameétre de la zone de croissance du chaque jour.

Te: temps d’incubation (jour).
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IV.1. Synthése chimique de nos LIs
Apres la synthése chimique, nous avons obtenus deux LlIs & base du cation souhaité

+ . - . . .. .
«IM " » et d’anion « Br » par la quaternisation du noyau d’azote de I’imidazole (Figure n° 13)

et la modification de la longueur de la chaine alkyle (ethyl et butyl).

Br N +
Imidazole [/ \ Br
jj — N)
K/\CH

CH3 3
Bromobutane éme

Figure n° 13 : Schéma général de 1’étape de quaternisation.
Les caractéristiques de ces LIs synthétisés sont détaillées dans le tableau N° 07.

Tableau N° 07: Caractéristiques des LIs obtenus.

Nomenclature Formule | Acronyme Aspect
brute

1-ethyl imidazolium bromide | CsHgoBrNz | [EIM][Br] Liquides

visqueux

1-butyl imidazolium bromide | C;H13BrN2 | [BIM][Br] jaunes claires

IM: imidazolium, E: éthyl, B:butyl, Br: bromide.

e Propriétés physicochimiques de nos LIs
Les deux LlIs « [BIM][Br] et [EIM][Br] » ont un certain nombre de propriétés

physicochimiques remarquables, ils sont :

— Stables a T.a ; car ils se composent d’un cation d’imidazolium qui est chimiquement plus

stable.
— Visqueux ; cette viscosité augmente lorsque la longueur des chaines alkyles portées par le

cation augmente. Donc : [BIM][Br] plus visqueux que [EIM][Br].
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— Solubles dans l’eau ; grace a leurs caractéres hydrophiles qui sont déterminés
principalement par la nature de I’anion, ces LlIs constitués d’ions halogénures (Br) qui sont
miscibles a 1’eau en toute proportion. Aussi sont partiellement miscibles dans 1’acétone.
e Evaluation de I’activité antifongique de nos LIs et d’HE de M. spicata

L’objectif recherché est de tester et comparer 1’effet antifongique de trois produits
obtenus « [EIM][Br], [BIM][Br] et I’'HE de M. spicata ». Aprés les repiquages successives
des souches fongiques « F. oxysporum, F. redolens, F. equisiti, F. solani », nous avons

observé la croissance mycélienne dans toutes les boites de Pétri (Figure n° 14).

Figure n° 14 : Aspect macroscopique des souches fongiques obtenues aprés 5J de repiquage

L’utilisation de 1’eau comme milieu réactionnel pour la préparation des solutions
meres (5.104 ppm) a fin d’évaluer I’activité antifongique des [EIM][Br], [BIM][Br] semble un
excellent choix; car nos LIs ont un caractére hydrophile qui vont étre trés soluble dans 1’eau,
et d’autre part les avantages sont nombreux. D’abord, il s’agit d’'un composé abondant, non-
toxique, non-corrosif et ininflammable, qualités qui le rendent plus sécuritaire que les solvants
organiques traditionnels. De plus, 1’eau posséde une pression de vapeur trés élevée en
comparaison a ses homologues organiques, ce qui aide a prévenir efficacement les fuites.

IV.2. Travaux antérieurs

On nous basant sur des travaux antérieurs qui englobent I’ensemble des sous titres
cités ci-dessous. Concernant 1’activité antifongique des LIs, on a pris en considération
seulement les LIs a base de dérivés d’imidazolium et autres testés sur quelques souches
fongiques pour atteindre aux résultats proches a propos I’intitulé et I’objectif de notre travail.
IV.2.1. Propriétés physicochimiques des LIs

Les interactions cations-anions induisent des variations des propriétés physico-
chimiques bien sélectives permet de distinguer les LlIs des sels fondus ordinaires. (Torresi et
al, 2017).
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A. Point de fusion

Les LIs sont caractérisés par des Tgys basses et des Tggc tres élevées (350°C-400°C).

Le tableau n° 09présente les valeurs de Ty obtenues pour des LIs a base imidazolium. Les

parametres qui influencent le point de fusion des LIs sont : la distribution de charge sur les
ions, la possibilité de liaison hydrogéne, la symétrie des ions et les interactions van-der Waals
(Katrizky et al, 2002).

Tableau N° 08: Température de fusion de quelques LIs (Tokuda et al, 2005 ; Ngo et
al, 2000).

LI Tsus (°C)
1-methyl-3-methylimidazolium NTf2 26
1-butyl -3-methylimidazolium NTf2 -3

1-ethyl -3-methylimidazolium PF6 62
1-propyl -3-methylimidazolium PF6 40

B. Densité

La densité des LIs a T.a est en général plus grande que celle de I’eau. La densité
augmente en augmentant la longueur de la chaine alkyle dans le cation IM (Neidermeyer et
al, 2012), et aussi elle est contrdlée par la nature de 1’anion et augmente linéairement lorsque
la température diminue (Dzyuba et al, 2002). Le tableau n° 10indique les valeurs de densité
de quelques Lls.

Tableau N°09: Valeurs de la densité de quelques LIs a T=25°C.

LI d (g/ml)
[Bmim] [PF6] 1.373(30°C)

[Bmim] [CF3CO2] 1.209(25°C)
[Emim] [NT#2] 1.52 (25°C)
[Hmim] [NT2] 1.37
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C. Viscosité
La viscosit¢ n des LIs dépendent de leurs interactions inter ioniques, la liaison
d’hydrogeéne et les interactions de van der Waals qui provoquent 1’augmentation de la

viscosité a cause de 1’augmentation de la longueur de la chaine alkyle (L. Wu et al, 2013).

a) 100 - b}
$00
80 - 200
f 1 600
60+ e 5004
”’w "J wr
400
40 -
300 4
.l' m L] 1 L L L] m | L L) L}
2 4 6 8 10 4 6 8 10
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Figure n°® 15 : L’influence de la chaine alkyle sur la viscosité de a) ComimTF,N et
b) ChymimPFg a 35°C.

Par conséquent, n des LIs varient considérablement avec la composition, T et la
structure chimique. Elle semble étre reliée choix de I’anion. Ainsi pour un méme cation la
viscosité évolue dans le sens :

Cl- > PFg->BF-> (NTf)-
D. Stabilité thermique

La température maximale de fonctionnement de ces sels est déterminée par la Tgec

(Niedermeyer et al, 2012). Généralement, les cations d’IM ont des Tggc Supérieure a celles

des cations ammonium, permettant leur utilisation a des températures supérieures a 250°C et
dans certains cas supérieur a 400°C (Bonhote, 1996). La stabilité thermique pour un LI

constitu¢ d’un cation IM dépend essentiellement de la structure de 1’anion. Ainsi, les anions
engendrent les plus faibles interactions intermoléculaires induisent les Tygc les plus élevées,
avec I’ordre :

PFg- > TH,N- > BF4- > I- >Cl- (Ngo, 2000).
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Tableau N° 10 : Les valeurs de la température de décomposition de certains LIs.

LI Taec (°C)

[Emim] [CI]
285 (sec)
[Emim] [BF4] 391

[Emim] [TF2N]
417/ 455 (sec)

[Emim] [TF2N] 254 (sec)
[Bmim] [CI]

i 403 (sec) 400/
[Bmim] [TF2N] 439 (sec)

Sec : LI séché sous vide

E. Solubilité

Les LIs possédent un grand pouvoir solvatant qui leur permet de solubiliser la majorité
des composés organiques ou inorganiques (Yang, 2017).

e Solubilité dans I’eau

Les LIs a base d’IM sont généralement hygroscopiques mais ils peuvent étre
totalement miscibles avec 1’eau (LIs hydrophiles), soit partiellement miscibles et forment un
systeme biphasé (LIs hydrophobes). Ce comportement est principalement gouverné par la
nature de 1’anion qui forme des liaisons hydrogénes avec 1’eau.

Selon une étude utilisant 1’anion Bis (trifluoromethylsulfonyl) amide et variant le
cation a montré que la solubilité des LIs dans I’eau diminue dans ’ordre (Pandey et al,
2017):

Imidazolium>pyrolidinium>puridinium>piperidinium
e Solubilité dans les solvants organiques

Les LIs sont entierement ou partiellement miscibles avec des solvants organiques
polaires tels que méthanol, acétone, tétrahydrofurane, dichlorométhane, acétonitrile, mais non
miscibles avec les solvants non polaires ou de basse polarité, y compris les éthers et les

alcanes.
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F. Conductivité
Les LIs présentent une grande conductivité ionique généralement de I’ordre de (10 1

-1 . Sy .. . . .
S.m 7), qui est liée a la variation de la taille des anions et les cations ; lorsque la o augmente

la taille de I’anion augmente par contre elle diminue par I’augmentation d la taille de cation.
Une nouvelle étude a permet de constater que parmi les 500 LIs en trouvent 8 LlIs de

bonne conductivité ionique (Les valeurs de la conductivité des trois premiers LIs sont
prédites).

Tableau N° 11 : Les valeurs des LIs qui ont une bonne conductivité ionique.

LI o (S/m)
1-methyl-4amino-1-2-4-triazolium azide 1,482
1-ethyl-3-methlimidazoliumhexafluorophosphate 1,26
1-ehtyl-3-methylimidazolium nitrate 1,459
1-ethyl-3-methylimidazolium dicyanoamide 2,7
1-ethyl-3-methylimidazolim hydrofluororide 12
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IVV.2.2.Extraction de ’HE de M. spicata

L’extraction de I’HE des feuilles séchées de M. spicata par 1’ydrodistilation permet
d’obtenir un liquide limpide, jaune claire qui se caractérise par une forte odeur (agréable).
Et le rendement a été calculé dans le tableau N° 12 (Aoun, 2019).

Tableau N° 12: Rendements calculés pour I’HE de M. spicata.

Quantité de la biomasse (g) | Quantité d'HE de M. spicata (Q) Rdt (%)

293,7 2,8 0,93

e Composition chimique d’HE de M. spicata

La composition chimique de I’'HE de M. spicata obtenus par Roldan et al, montre
que le carvone est le composée majoritaire (61.53 %) suivis par limonene (12.58%) tandis que
B -Myrcéne (4.71 %) et le Germarene D (4 .23 %), les résultats obtenus sont présentes

dans le tableau n° 13:
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Tableau N° 13 : La composition chimique de I’HE de M. spicata (Roldan et al, 2010).

Composés (%) Composés (%)
a-Pinéne 0.86 Linalol 0.41
Camphre 0.16 Bornéol 0.39
Sabinéne 0.52 Transdihyrocarvone 0.92
B —pinéne 0.91 Dihydrocarvone 0.64
B -Myrceéne 4.71 Transcarveol 0.46
3 —Octanol 0.19 Carvone 61.53
Limoneéne 12.58 Isopulegol acétate 0.19
1,8 Cinéeole 3.37 B-Bourbonéne 1.05
B —Transocimiéne 2.1 B-Caryophelléne 1.68
B —Cis ocimeéne 0.48 (2)- B-Farnéséne 0.29
B-Cubene 0.51 Germarene D 4.23
Eliméne 0.48 Calaménéne 0.19

IVV.2.3. Evaluation de ’activité antifongique des LIs

a). Demberelnyamba et al (2004). D’écrit I’activité antifongique de neuf Lls de
I’imidazolium et pyrrolidinonium « 3 séries » contre C. albicans qui a été choisi comme
représentant champignons, et les valeurs de CMI (ug/ml) de chaque composé apres 1J

d’exposition sont indiquées dans le tableau N° 14.



Chapitre — IV — Résultats et discussion

Tableau N° 14 : La CMI des sels d’imidazolium et de pyrrolidinonium.

Composants substituent | Anion | CMI (ug/mL)
R1 C.albicans

Séries(A)
1-methyl-3-octylimidazolium bromide (1a) CsHaz Br 250
1-methyl-3-decylimidazolium chloride (1b) CioH21 Cl 250
1-methyl-3-dodecylimidazolium bromide (1c) Ci2H2s Br 32
11-methyl-3-tetradecylimidazolium chlorides (d) CiaH29 Cl 8
1-methyl-3-tetradecylimidazolium bromide (1e) C14H20 Br
1-methyl-3-hexadecylimidazolium bromide (1f) Ci6Hs3 Br

Series (B)
1-hydroxyethyl-2-methyl-3-tetradecylimidazolium CiaH29 Cl 64
chloride (2a)
1-hexadecyl-3-hydroxyethyl-2-methylimidazolium CieHa3 Cl 8
chloride (2b)

Série(C)

N-dodecyl-Nhydroxyethylpyrrolidinonium Ci2Hzs Cl

chloride (3b)

e [Les Sels d’imidazolium des séries A et B a longue chaine alkyle avaient une trés bonne

activité antifongique contre C. albicans (Annexe 06).

b). Cornellas et al (2011). Ont Synthétisé deux séries de LIs a base d’imidazolium et de
pyridinium a longue chaine « Séries 1: 1l-alkyl-3-methylimidazolium bromide (CymimBr),
Séries 2 : l-alkylpyridinium bromide (C,PyrBr) », pour étudier I’effet de la longueur de la

chaine alkyle et la nature de cation sur I’activité antifongique
Parmi les microorganismes étudiés : C. albicans et les résultats obtenus sont indiqués

dans le tableau n° 15.
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Tableau N° 15: Valeurs de CMI de 1-alkyl-3-methylimidazolium bromide (C,mimBr)
et 1-alkylpyridinium bromide (CnPyrBr).

CMI (uM)
CymimBr
CnhPyrBr C8 C10 C12 C14
R R R 178
C.albicans R R 395

R : Micro-organisme résistant a la concentration la plus élevée (256 mg/L).

Le plus court homologue de chaque séries testées CgmimBr et CgpyrBr ont montré

une faible activite (CMI >256 mg/l) contre C. albicans. Seulement le LI avec une longue
chaine alkyle a 14 atomes de carbone C14mimBr et C14pyrBr ont une activité antifongique
contre C. albicans (Annexe 07).

Contrairement a 1’effet de la longueur de la chaine alkyle sur I’efficacité et tant qu’agents
antimicrobiens, il convient de noter que la nature du groupe hydrophile « imidazolium » ou
cation « puyridinium », n’a pas des effets significatifs sur leur activité biologique.

c). Luczak et al (2010). Ont étudié la relation structure-activité « SAR = Structure-activity
Relationship » et évalué I’activité antifongique de 30 composés, ces variétés des LIs a base
imidazoliumsont présentées dans le tableau N° 16.

Tableau N° 16 : Abréviation et nom de tous les ions.

Cation Anion
[EMIM] 1-ethyl-3-methylimidazolium [CI] Chloride
[BMIM] 1-butyl-3-methylimidazolium [BF4] Tetrafluoroborate
[HMIM] 1-hexyl-3-methylimidazolium [MeOSO3] Methyl sulfate
[OMIM] 1-methyl-3-octylimidazolium [OctOSO3] Octyl sulfate
[DMIM] 1-decyl-3-methylimidazolium [Tf2N] Bis(trifluoromethylsulfonyl)imide

[TDMIM] 1-methyl-3-tetradecylimidazolium [TEMS] Trifluoromethanesulfonate
[HDMIM] 1-hexadecyl-3-methylimidazolium | [pTs] p-Toluenesulfonate
[ODMIM] 1-methyl-3-octadecylimidazolium 1-Methyl-3 octadecylimidazolium

- Les moyens de CMI de quelques souches fongiques sont présentés dans le tableau N°17.

-44-



Chapitre — IV —

Résultats et discussion

Tableau N° 17 : Activités antifongiques des LIs d’imidazolium mesurées en CMI [mM].

LI

[BIM]
[EMIM][CI]
[BMIM][CI]
[HMIM][CI]
[OMIM][CI]
[DMIM][CI]
[TDMIM][CI]
[HDMIM][CI]
[ODMIM][CI]
[EMIM][BF4]
[BMIM][BF4]
[HMIM][BF4]
[OMIM][BF4]
[DMIM][BF4]
[EMIM][MeOSO3]
[BMIM][MeOSO3]
[BMIM][Tf2N]
[BMIM][TEMS]
[OMIM][TFMS]
[EMIM][OctOSOs]
[BMIM][OctOSO3]
[OMIM][OctOSO3]
[BMIM][pTs]

Candida
albicans
ATCC
10231

11
>26.8
207.5
31.2

0.5
0.06
0.02
0.01
49.3
62.5
314
4.3
2.1
>267.5
92
>2
250
114
60.2
62.5
1
62.5

Candida
glabrata
DSM
11226

14.7
261.8
20.7.5
7.8
0.5
0.2
0.03
0.02
0.01
61.95
31.25
15.7
4.3
2.1
>267.5
>02
>2
62.5
15.2

62.5
1
125

Candida
tropicalis
KKP 334

14.7
261.8
207.5
15.6

0.5
0.2
0.12
0.004
124
62.5
314
4.3
2.1
>267.5
>92
>2
125
114
45.25
31.25
1

125

Geotrichum
candidum

14.6
261.8
207.5
15.6
0.5
0.1
0.003
0.0015
0.004
45.9
15.63
7.8
4.3
3.2
>267.5
62.5
>2
125
15.1
29.7
15.7
0.5
62.5

Rhodotorula
mucilaginosa

14.6
261.8
207.5

0.5
0.015
0.0015
0.01
7.7
15.36
7.8
1.6
1.6
267.5
62.5
>2
62.5
15.1
22.3
15.7
1
62.5

- Les valeurs CMI présentes étaient liés au nombre d’atomes de carbone des LIs (Figure n°

18).
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(#) C. glabrata, (0) R. mucilaginosa.

Figure n° 18 : Relation entre les activités antifongiques des 1-alkyl-3-methylimidazolium
chloride et la longueur de la chaine alkyle du cation imidazolium.

-Les résultats démontrent qu’une augmentation de la chaine alkyle entraine une diminution
des CMI, ce qui signifie que I’allongement du substituant alkyle augmente fortement 1’activité
antifongique des Lls, ’activité la plus élevée été observée pour des longues chaines alkyles
avec 16 ou 18 atomes de carbone. Dans les chaines latérales alkyles trés longues 1’efficacité
biologique ne peut plus étre augmentée. Ce phénomene a été mentionné comme un « effet de

coupure = cut-off effect ».

-Les sels d’imidazolium a chaine courte EMIM BMIM avec anion chloride présentent une
faible activité, 1’échange de 1’halogénure par d’autres anions a entrainé une augmentation de
cette activités pour ces cation. Par exemple BMIM et différente anions sont présentés dans la
figure n°19.

TfoN >0OctOSO3~BF4~pTs> MeOSO3> Cl > TFMS

300

250

THEN OctOSO; BFE,;  pTs MecOSO; ClI TEFMS

Figure n° 19 : Activités antifongiques des composés cationiques BMIM et divers types
d’anions déterminés pour C. albicans.
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-Le large éventail d’anions utilisés sans I’enquéte a révélé que la structure cationique

et le type d’anion ont des effets sur I’activité biologique (Annexe 08).

d). D’apres Feder-Kubis et Tomczuk (2013). Ils ont fait une observation de la sensibilité des
microorganismes aux chlorures avec un substituant (1R, 2S, 5R)-(-)-menthoxymethyl.

Composé 1a : [(1R,2S,5R)-(-)-Menthoxymethyl] dimethylundecylammoniumchloride
dérivé d’ammonium ;

Composé 2a : 3-Decyl-1-[(1R, 2S, 5R)-(-)-menthoxymethyl]imidazolium chloride dérivé
d’dalkylimidazolium ;

Composé 3a : 1-[(1R, 2S, 5R)-(-)-Menthoxymethyl]-3-nonyloxymethylilmidazolium
chloride dérivé d’alkoxymethylimidazolium ;

Composé 4a : 1-[(1R, 2S, 5R)-(-)-Menthoxymethyl]-4-dimethylaminopyridinium chloride
dérivé de pyridinium.
Les chlorures 1a, 2a et 3a peuvent étre considérés comme hautement actifs contre
les champignons testés (Figure n° 20), alors que le composé 4a restait inactif contre
C. albicans et R. rubra (Annexe 09).

Les chlorures d'alkylimidazolium et d'alkoxyméthylimidazolium présentent également des
activités plus élevées que celles du chlorure de benzalkonium.

Les résultats suggerent un énorme effet de la structure cationique sur l'activité biologique.

B = monium derivative (1a)

B ='<ylimidazolium derivative (2a)

B ='<oxymethylimidazolium derivative (3a)
B pyridinium derivative (4a)

| . BAC

MIC, 4M

Candida albicans Rhodotorula rubra

Figure n° 20 : Les valeurs de CMI de champignons.

IV.2.5. Evaluation de I’activité antifongique d’HE

Kadia et al (2010). Ont évalué I’effet de I’'HE de M. spicata sur la croissance et la production

d’aflatoxine B1(AFBI1) par la souche Aspergillus flavus (Tableau n° 18) et
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¢tudié I’effet de cette huile sur la teneur en ergostérol dans la membrane plasmique de cette

souche.

Tableau N° 18 : Effet de différentes concentrations d’HE de M. spicata sur la croissance et la

production de I’aflatoxine B1 par la souche A. flavus LHP ©-D6.

Concentration | Diametre de | % inhibition Contenu de

(ul ml'l) colonie (Cm) mycélienne AFBL1 ((ug kg-l)
CNT 5.96 + 0.06° ~ 2096.0 +36.10°
0.1 5.42 +0.03" 9.06 1901.4 + 32.01°
0.2 4.86 +0.03° 18.46 1752.5 + 28.20°
0.3 4.02 +0.08° 32.55 1612.0 + 35.97°
0.4 3.32+0.07° 44.30 1459.3 + 20.55°
05 212+021" 64.43 1184.1 + 42.43"
0.6 200+ 0.14" 66.44 1044.4 + 29.44°
0.7 1,80+ 0.06' 69.80 642.38 + 29.14"
0.8 1.37 +0.02° 77.01 214.68 + 21.86'
0.9 0.90 £ 0.03" 84.90 0.00 + 0.00

1.0 0.00 + 0.00' 100 0.00 + 0.00
CNT, Control

% inhibition de

contenu AFB1

9.28
16.39
23.09
30.38
43.51
50.17
69.35
89.76
100
100

L’HE de M. spicata provoque une inhibition de 100% de la croissance mycélienne a 1 p

1/ml, et ’inhibition complete de I’AFBI1 par I’huile a été enregistrée a 0.9 pl ml-

L’effet de I’'HE de M.spicata sur la teneur en ergostérol (2 282nm) dans la membrane

plasmique d’A. flavus est illustrée a la figure n°® 21.

3.5 4

Control
0 4 | sssneases 0.2 ul mi-1
—_———— 0.4 yl mi-1
— 0.6 ul mi-1
- 0.8 pyl mi-1

25 A

Absorbance
;

240 260 280
Wave length (nm)

Figure n° 21 : Effet de différente concentration

d’HE de M. spicata sur la teneur en ergostérol dans membrane plasmique d’4. flavus.

-48-



Chapitre — IV — Résultats et discussion

Le présent résultat a révélé que I’huile de M. spicata peut induire une altération de la
biosynthése de 1’ergostérol par A. flavus et diminution subséquente de la biomasse avec
I’augmentation des concentrations d’HE.

Kedia et al (2014). Ont également étudié 1’activité antifongique de I’HE de M. spicata
contre 19 moisissures biodégradables (Tableau n° 19).

Sauf pour A. luchuensiset A. terreus, 1’huile a provoqué 100% d’inhibition de la croissance

de tous les champignons (Annexe 10).

Tableau N° 19 : Sensibilité et la nature de toxicité de I’HE de M. spicata vis a vis de

différentes souches fongiques.

Espéce fongique % d’inhibition Nature de toxicité

Absidia ramosa 100 + 0.00 Fongistatique
Alternaria alternata 100 + 0.00 Fongicide
Aspergillus fumigatus 100 + 0.00 Fongistatique
Aspergillus glaucus 100 + 0.00 Fongistatique
Aspergillus luchuensis 91.72_0.36

Aspergillus niger 100 + 0.00 Fongistatique
Aspergillus terreus 75.67 _0.74

Aspergillus unguis 100 + 0.00 Fongistatique
Cladosporium cladosporioide 100 + 0.00 Fongicide
Curvularia lunata 100 + 0.00 Fongicide
Fusarium oxysporum 100 + 0.00 Fongistatique
Mucor sp 100 + 0.00 Fongistatique
Mycelia sterilia 100 + 0.00 Fongicide
Penicillium citrinum 100 £0.00 Fongistatique
Penicillium italicum 100 £0.00 Fongistatique
Penicillium luteum 100 + 0.00 Fongistatique
Penicillium purpurogenum 100 + 0.00 Fongistatique
Rhizopus stolonifer 100 + 0.00 Fongistatique
Spondylocladium australe 100 + 0.00 Fongistatique
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Les agents pathogenes fongiques sont un probleme de santé majeur causant plus de
1,6 millions de décés par an, ils provoquent aussi de nombreuses maladies chez les vegétaux
et de la détérioration des aliments. Les antifongiques, les pesticides et les désinfectants
commerciaux ne sont pas suffisants, ils ne sont assez actifs contre certaines souches
fongiques. Dans le but de développer de nouveaux composés hautement actifs d’origine
végétale et chimique, respectueux de I’environnement ; des études sur de nouveaux agents
antifongiques ont été un domaine de recherche actif.

Le travail présenté dans ce mémoire est basé sur la synthése de nouveaux LIs a base
d’imidazolium en changeant la chaine alkyle (ethyl/butyl) porté par le cation, et tester leurs
efficacités vis-a-vis quatre souches appartenant au genre Fusarium.

e Comme une premiére étape, nous avons synthétisé deux LIs par la quaternisation de
I’atome d’azote de 1’imidazole, cette étape permet d’accéder aux LIs de premicre génération.
Notre expérience s'est terminée avec succes et par la formation de « [BIM][Br] et [EIM][Br] »
qui ont le méme aspect (liquide jaune claire visqueux).

e COutre cela, nous avons ajouté I’extraction d’huile essentielle par hydrodistillation des
feuilles séchées de la menthe verte « Mentha spicata »pour mieux comparer leur effet avec les
résultats obtenus.

Les propriétés physicochimiques des LlIs sont modifiées par variation des
combinaisons anion/cation et ils sont souvent considérés comme solvants modifiables.

Pour I’évaluation de 1’effet antifongique des LIs et d’HE de M. spicata on nous basant
sur des travaux antérieurs.

D’apres les résultats de « Cornellas, Demberelnyamba, Luczak, Feder - Kubis; et
al», il est évident que les propriétés antifongique des LIs dépendent de certains parameétres,
principalement de 1’élongation de la chaine alkyle. On conclut que :

— Les LlIs a chaines alkyle courts généralement ne sont pas actifs contre les champignons.

— Les LIs a longue chaine latérale présentent un effet elevé contre toutes les souches
fongiques testées, 1’augmentation de cette chaine entraine une diminution des CMI, ce qui
signifie que I’allongement du substituant alkyle augmente fortement 1’activité antifongique
des Lls.

— La dépendance entre I’augmentation de 1’activité biologique ne tiennent plus vrai pour les
chaines latérales alkyles trés longues, a une certaine longueur de chaine, 1’efficacité

biologique ne peut plus étre augmentée « effet de coupure = cut-off effect ». Pour ce
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phénomeéne de coupure plusieurs explications ont été postulées sur la base soit d’une solubilité
insuffisante, soit d’une perturbation ou aspect cinétique.

— La pluparts des études analysant I’activité antifongique des LIs ont étudié I’effet du cation
qui est variable selon sa nature, tandis que la connaissance de 1’effet de 1’anion est limitée.
Cependant il faut noter que I’influence des anions était relativement faible.

L'activité antifongique des HEs peut étre due a la présence des terpenes qui causent la
rupture des membranes fongiques et inhibent le développement des champignons. L’HE de M.
spicata dont le principe composé est la carvone (61,53%) qui est bien connue pour son
activité antifongique. D’apres kedia, et al. L’HE de M. spicata ; a été testé comme pesticide
d’origine végétale. Il est montré que :

— Une efficacité contre les moisissures biodégradables, cette huile provoque une inhibition de
100% de la croissance des champignons et la nature de leur effet est marquée comme

fongicide ou fongistatique (Fusarium oxysporum).

— Une bonne activité antifongique sur la croissance et la production d’aflatoxine Bl ; le
présent résultat a révélé que 1’huile de M. spicata peut induire une altération de
la biosynthese de 1’ergostérol de A. flavus et une diminution subséquente de la biomasse avec
I’augmentation de concentration d’HE. L’inhibition de la production d’AFB1 peut étre due a
I’inhibition du catabolisme des glucides chez A. flavus par une action sur certaines enzymes.
Les LIs et ’'HE de M. spicata sont des biocides efficaces, actuellement considérés
comme un atout prometteur pour lutter contre les infections fongiques. Le mécanisme
d’action exact des sels d’imidazolium reste encore inconnu a ce jour, toutefois, il a été
suggére que les sels d’imidazolium agissent comme des détergents, du fait de leur caractére
amphiphile et de la dépendance de 1’activité biologique envers 1’¢longation de la chaine
carbonée. En générale, les Lls caractérisés par leurs potentiels en "chimie verte",
principalement di a leurs faibles tensions de vapeur et la bioactivité d’HE est influencée par
leur composition chimique, qui peut varier selon les parties de la plante, les saisons, les

méthodes d’extraction, les conditions écologiques et le moment de 1’extraction.
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ANNEXE - 01-
Milieu de culture (PDA)

Le milieu de culture PDA (Figure a) (Potato Dextrose Agar) est favorable pour la

croissance des champignons phytopathogenes.

A. Constituants :

200g de pomme de terre ;

e 159 de dextrose ou de sucre blanc de cannes ;
e 20g d’agar-agar, gélose ou de gélatine ;

e llitre d’eau distillée.

B. Préparation :

[EY

. Dissoudre 20g d’agar-agar dans 300ml d’eau distillée, homogénéiser la solution.

N

. Peser 200g de pomme de terre (lavée et bien découpé), et mélanger cette quantité avec

300ml d’eau distillée, bouillir a 100°C pendant 20 a 25 min, ensuite recueillir ’eau de la

pomme de terre environ 300ml.

3. Le 300ml de I’eau venant de la pomme de terre est mélangé a 300ml de la solution agar-

agar.
4. Ajuster ensuite le volume du mélange au moyen de 1’eau distillée jusqu’a 1000ml.
5. Autoclaver le mélange a la température de 125°C, la pression de 1,4 bar pendant 15min.

6. Laisser refroidi. Dans une zone stérile, couler la solution obtenue sur des flacons stériles.

Figure a: Milieu de culture PDA.



ANNEXE - 02 -
Fongicide « Flint »

La lutte chimique contre les champignons phytopatogénes consiste a appliquer des
biocides appelés fongicides, classiqguement définis comme étant des substances chimiques ou

biologiques qui tuent ou neutralisent les champignons pathogenes.
A. Définition

Flint est un fongicide (Figure b) pour grandes cultures, arboriculture, viticulture, petits
fruits, légumes et plantes ornementales. Qui agit en génant la respiration des champignons
pathogeénes des plantes. 1l est un puissant inhibiteur de la germination des spores et de la

croissance mycélienne.

Figure b : Le fongicide Flint.

B. Informations sur le produit
Homologation: W 5994 ;

Formulation: Granulé dispersible dans I'eau (WG) ;

Matiére active: 50 % Trifloxystrobine ;

Groupe de résistance FRAC: 11 ;

Coformulant & déclarer: Sodium dibutylnaphthalenesulphonate (CAS 25417-20-3).
C. Mode d'action

Fongicide a large spectre a base de Trifloxystrobine. Grace a ses propriétés
mésostémiques, Flint forme a la surface des végétaux un dépot fongicide persistant qui résiste
au lessivage. La fixation du produit dans la couche cireuse de la cuticule et sa diffusion par
voie gazeuse dans les tissus et parties végétales adjacents assurent au Flint un effet fongique

de haut niveau.



ANNEXE - 03-

Tableau N° a : Détermination des valeurs nécessaires de produits de départ.

Les lois Les données Les calculs et les valeurs
58

M=112,17g/mol n=———;.— n =0,044 mol

n(C3H4N n= E J 112'17757
M m =5¢g
2)
v m p=1,47g/cm® - 0,044 mol x 108,97g/mol
LB P=YV  M=10897g/mol 1,47g/cm3
(CoHsBr) V=326ml ~3ml
nx M

v = 5 p=1,27g/cm® Ve 0,044 mol x 137,018g/mol

M=137,018g/mol 1,27g/cm3
(C4HgBr)

V =4,74 ml =5ml



ANNEXE - 04-

Procédé de syntheése des liquides ioniques

Figure e : Ajout d’AcOEt et Agitation des mélanges.

ﬁ1'
g

Figuref: Filtration et ’ajout d’E20/ Agitation des mélanges.



ANNEXE - 05-

Caractérisation des LlIs

Comme un exemple de caractérisation des LIs, on a choisi la caractérisation de
[BMIM][BF3] par la technique de RMN( Dharaskar et al, 2013).

® Résultats de I'analyse RMN du 1H de [BMIM][BF4]

1H NMR (300 MHz, CDCls): o(ppm) 8.857 (2, 1H, t), 7.417 (3, 1H, t), 7.257 (3, 1H, 1), 4.191
(6, 2H, 1), 1.864 (7, 2H, m), 1.358 (8, 2H, m), 0.959 (9, 3H, t), 3.962 (10, 3H, s).

Figure g : Spectres RMN du 1H de [BMIM][BF4].

e Resultats de I'analyse RMN du 13C de [BMIM][BF4]
13C NMR (76 MHz, CDCI3): ¢ (ppm) 135.99 (C2), 123.80 (C4, d), 126.5 (C5, d), 49.57 (C6,
d), 31.86 (C7), 19.25 (C8), 13.27 (C9), 36.04 (C10).

Figure h : Spectres RMN du 13C de [BMIM][B
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Abstract—For the purpose of developing new disinfoctants and antiseptics, we scarched for compounds having high bactenicadal
aclmtyagmmtgmm—poutmbaaau.mmplmmwfumnmdﬂumlmdqnuwymmhmud
pyrrolidinonium salts were synthesized: series A (1-alkyl-3-methylimidazolium chlorides and bromides); serics B (1-alkyl-2-methyl-
3-hydroxyethylimidazolium chlorides); and series C (N-alkyl-N-hydroxyethylpyrrolidinonium). Series B and C were newly designed.
These three serics were tested to evaluate their antibacterial and antifungal propertics for the first time. Seven microbial strains were
used in the study: Escherichia coli KCTC1924, Salmonella typhimurium KCTC1926, Staphylococcus awreus 209 KCTC1916, Sta-
phylococeus aureus R209 KCTC1928, Bacillus subtilis KCTC1914, Candida albicans KCTC1940, and Chlorella regularis. The anti-
microbial cfficicncy was measured by bacterial and fungal growth inhibition up«:md as minimal mhhlofyoommuon (MIC)
values. Series A and B imidazolium salts had very good antimicrobial activity against the examined Gram-negative bactenia, Gram-
positive bacteria, and fungi. Also the pyrrolidinonium salt was found to have low MIC for some of tested microorganisms. The
antibacterial and antifungal active pmpenns of the salts depend upon the structure of functional groups and the alkyl chain Ienglh
in the iidazohum and pyrrohdinonium ring. Among the synthesized quaternary imidazohum and pyrrolidinonium salts, the mi-
dazolium salts containing a long alkyl chain and the introduction of a hydroxyethyl chain and methyl group into the imidazolium
ring structure leads to broad spoctrum active antimicrobial agents which not only have bacteriostatic propertics but could be
powerful bactericides.

) 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The history of modern antiseptics and disinfectants
dates back several decades. The chronological list
includes benzalkonium chlonide (BAC) and cetylpyr-
idinium chloride (CPC), both of which are quaternary
ammonium compounds and are still now broadly used.
Quaternary ammonium compounds (QAC) arc gen-
erally known to be bioactive substances and are used
mainly for environmental disinfection, disinfection of

Keywords: Antimicrobial agents; Antimicrobial activity; Quaternary

N-alkylh- N-methylimadazolium haldes; N-alkyl-N-hydroxy-

cthylimidazolium habdes; Quaternary N, N-alkylhydroxyethylpyrrol-

wdinonium halides.

* Corresponding author. Tel: + 82428693917, fax: + 82428693910,
emal: h_lec@kaist.ac kr

0968-0896S - s mllu @ 2004 Elsovier Lid. All nghts reserved.
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medical equipment, and disinfection in hospitals. In
1938, Domagk' introduced the first QACs based on the
disinfectant known as Zephird. In 1926, Browning et al®
described the antibacterial and antifungal activity of
heterocyclic QACs derivatives. In 1983, Preston’
detailed the effect of a number of structural features on
the cfficiency of dialkyl QACs; total carbon atom con-
tents of 22 24 were expected to be the most effective. In
1985, Kourai et al.* investigated the heterocyclic QACs
and reported that for bacteria there was a quantitative
relation between MIC (minimum inhibitory concen-
tration) and water octanol partition coeflicient P, on the
basis of N-alkylpyridinium iodides. In 1995 and 1996,
Pernak™® reported, for quaternary alkylthiomethylimi-
dazolium chlorides, the existence of a quantitative rela-
tion between CMC (critical micellar concentration) and
MIC against bacteria and the hydrophobicity index
(HI).
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Asticle history: Two series of long-chain imidazolium and pyridinium based ionic liquids (1-alkyl-3-methylimidazolium
Received § September 2010 and 1-alkylpyridinium bromides) were synthesised and the effect of the alkyl chain length and the nature
Accepted 20 November 2010 of the cationic head group on micellization and antimicrobial activity of the loaic liquids (ILs) were inves-
Availible online 25 November 2010 tigated. Tensiometry, conductometry, spectrofluorimetry and PGSE-NMR were applied to study the self-
aggregation of the amphiphilic ILs in agueous solution. The ILs investigated displayed surface activity and
Keywords: the characteristic chain length dependence of the micellization process of surfactants, The antimicrobial
o o activity was evaluated against Gram-negative and Gram-positive bacteria and fungl. ILs containing more
m’ than elght carbon atoms in the alkyl chain showed antimicroblal activity. Their efficiency as antimicroblal
Biological activity agents increased with the hydrophobicity of the amphiphilic cation being the C,4 homologous the most
active compounds.
© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction and consequently possess an inherent amphiphilic nature. It can

lonic liquids (ILs) are organic salts with melting points under
100 “C, often even lower than room temperature which represent
a new class of non-molecular jonic solvents with potential for
use in sustainable processes as solvents, catalysts and clectrolytes
[1-4]. ILs are outstanding good solvents as they are non-volatile,
non-flammable, have a high thermal stability and favourable sol-
vating properties for 2 broad range of organic, inorganic and poly
meric materials. Although earlier applications of ILs were mainly in
chemical separations [5,6), organic chemistry [3,7] and electro-
chemistry [8], the scope of their application is now much broader
and covers their use in blocatalysts 9], polymer science [10] sen-
sors [11], solar cells [12), fuel cells [13] and biomass processing
[14] and as thermal fluids [15), ionogels [16] and lubricants [17]
Most widely studied ILs | 18,19] are comprised of bulky, asymmet-
ric N-containing organic cations in combination with any wide
variety of anions, ranging from simple inorganic anions to more
complex organic species. Changes in the cation and anion combi-
nations or the nature of the moleties attached to each ion allow
the physical properties of ionic liquids to be tallored for specific
applications [1,6).

Long-chain imidazolium and pyridinium based ionic liquids
consist of a charged hydrophilic head group and a hydrophobic tail

* Comesponding author. Fax: +34 32045904
E-mail address: teresa garciaigac csices (MT. Garcla).

002197978 - see oot matter © 2010 Elsevier Inc. Al rights reserved.
dol:10.1016{) kis 2010.11 063

be, therefore, anticipated that these compounds will exhibit an
interfacial and aggregation behaviour analogous o that displayed
by conventional cationic surfactants. Thus, the ability to form
sell-assembled structures may have consequences in a variety of
arcas such as the extractions of products from IL-containing
systems, the synthesis and purification of bulk ILs, the solvation
properties of the ILs molecules, the formation of dispersed or
phase-separated systems, etc. Simple changes in the hydrophobic

ity of ionic liquids by varying the alkyl chain length, the type of
head group or the nature of the counter ion allow a fine tuning
of the structure and dynamics of the micellar aggregates for spe-
cific purposes.

Most of quaternary ammonium based surfactants (QACs) are
known to possess, in addition to interfacial activity, prominent bio
logical activity against bacteria and fungi. Kopecky [20] analyzed
micellization of QACs in aqueous solutions in connection with their
antimicrobial activity. They found that antimicrobial activity of
them is closely related to their surfactant properties. Due to the
structural resemblances between QACs and long chain pyridinium
and imidazolium s i is expected that this type of Ils may ako
exhibit antimicrobial activity, This anticipation has been confirmed
by different authors for some ILs [21,22]. Likewise recent toxicol-
ogy data indicate a strong correlation between the length of the al-
kyl chain appended to the IL cation and the resulting toxicity
[23,24]. The association phenomena in aqueous solutions of long
chain ILs may affect substantially the available concentration of
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Knowledge of the structure activity refationship (SAR) allows for the possibility to design and
synthesize new cationic amphiphiles with optimized antimicrobial activities for future
development of new disinfoctants, sanitizers or preservatives. The nood to design and identify new
compounls, possessing antimicrobial propertics, results from the emergence of more resistant
micro-organisms in our globalized society. Hitherto, most studies which analyse the biological
activity of ionic liquids (11.s) investigate the effect of the cation, whereas the knowledge of the
effect of the anion is limited. The present study confirms the existence of a strong relationship
among structure, surface activity and biological action of imidazolium ionic liquids on bacteria
and fungi. The dependence of the antimicrobial activity on chemical structure chain length and
anion type of 30 compounds was determined. The anion is an important structural element which
partakes in the definition of the phyiscochemical properties of the 1L, and in consequence the
technological applications and mode of action of the compound. The introduction of a longer
substituent on the imidazolium cation results in a lower minimal inhibitory concentration (MIC).
Thus, antifungal and antibacterial activities were found to increase with chain length, very often
up to a point exhibiting a cut-off effect at chain lengths of 16 or 18 for the imidazolium cation and
the [C1) anion. The efficiency of surface tension reduction circumscribed by the pCy and the
relationship between antimicrobial activity and pCsy is described herein. The relationship indicates
an antimicrobial mode of action dependant on the surface activity of the molecule, inferring that

surface activity may contribute to the cut-off effect in the biological activity of IL.s

Introduction
The properties of certain ionic liquids (ILs) such as high ex-
tractive selectivity, negligible volatility, inflammability, thermal
stability efe. allow 118 to play a promising role as alternative
media in diverse areas These can include synthesis and cat-
alytic chemistry,' separation’ and clectrochemical’ processes,
and combined reaction-scparation processes. One of the main
aspects gaining attention in IL research is the enormous range
of cation-anion combinations, which results in a large potential
for adjustability of structure/propertics. ILs are often called
‘designer solvents’ or considered “task-specific’ because of their
possibility to be tailored to fulfil the technological demands of
a variety of applications.

In previous research, it has been shown that the toxicity is
nol only comparable to common molecular solvents, but also

‘Department of Chemical Tecknology, Chemical Faculty, Gdaksk
Universiiy of Techmology, wi. Narviowicza 11712, 56.233, Gdansk,
Poland. E-mail: cakj@chem py.gda pl; Fax: +48 SS3472065; Tel: 148
583472334

*Depariment of Pharmaceutical Technology and Biochemistry, Chemical
Faculty, Gdaksk University of Technology, ul. Narutowicza 11/12,
80.233, Gdansk, Poland

‘Department of Sustainable Chemistry - Cenire for Environmental
Research and Sustainable Techmology (UFT), University of Bremen,
Leobener Strafie, )-25359, Bremen, Germany

1o highly toxic biocides The structure activity relationships
(SARs) of ILs have indicated in almost all investigated test-
systems (in vitro assays** organism studics comprising e.g
bacteria,® carthworms” water fleas* zebrafish,' and algac"')
that the length of the side chain is the most significant indicator
of biological activity.

A number of studics were published which analyse also the
microbial inhibition of ILs Demberelnyamba ef al. described
antimicrobial activity of nine ILs from the imidazolium and
pyrrolidinonium families against seven strains of bacteria and
fungi."” The antimicrobial ellects of butyl-, hexyl- and octylimi-
dazolium and pyridinium bromide ILs on the growth of a group
of microorganisms (Escherichia colt, Staphylococeus aureus,
Bactllus subttlts, Pseudomonas fluorescens and Saccharomyces
cerevistae) was investigated by Docherty ef al™ Both groups
presented biological activity dependence on the chain length in
the investigated cations of 1Ls Cieniecka-Roslonkiewicz ef al
tested a broad range of phosphonium ILs with diverse anions,
revealing that the biological activity of phosphonium salts
depend on both cation structure and anion type. Replacement
of halide anions with other, more complicated, moictics was
found to decrease the antimicrobial properties™ Pernak ef al.
established the correfation between MIC (minimal inhibitory
concentration) and hydrophobicity (octanol waler partition co-
efficient) of N-alkoxymethylpyridinium and alkylthiomethylim-
idazolium derivatives®* where it was found that the higher

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2010

Green Chem., 2010, 12, 593-601 | 593
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In this study the significant effect of the cationic structures of jonic liquids on their antimicrobial efficacy
has been shown. An analysis has been made for the structure of ammonium, alkylimidazolium, alkox-
ymethylimidazolium, and pyridinium chiral ionic liquids. The cationic structures of the discussed chiral
ionic liquids and commonly used benzalkonium chloride were ranked in terms of antimicrobial activity,
The broadest and the strongest spectrum of activities against microbes repeesent ammonium chlorides.,
Alkylimidazoliom and alkoxymethylimidazolium chlorides exhibit activities also higher than the ones
shown by benzalkonium chioride. These compourds can be successfully applied in antisepsis and dis
infection. Contained in the structures of discussed chlorides chiral pool of (1R25,58) () menthol has
significant impact on strengthening the biological activity of Clls, Several chlorides with ( + )-menthol
derivative have been synthesized and their blological activity has been estimated. The racemic coun-

terparts are much less effective than the optically active chiorides.

© 2013 Elsevier Lid. All rights reserved.

1. Introduction

lonic liquids (ILs), currently defined as salts with melting points
below 100 °C, have been known for almost a century.” Interest in Il.s
comes from their extraordinary physicochemical properties, such
as: low vapor pressure, high polarity, high thermal stability, high
ionic conductivity, tunability and non-flammability. They have
been found to produce unique selectivities and reactivities, when
used as solvents. Because of these singularities, lonic liquids have
become promising alternatives to volatile organic solvents in nu
merous industrial chemical processes? ILs have been shown to
deliver improved reaction rate and yield a number of chemical
reactions. Extraordinarily important is the fact that they might be
appropriate replacements for toxic catalysts, facilitate product re-
covery and have the potential for recyclability. They have been
found o be extremely advantageous in various applications, not
only in synthetic, separation, extraction chemistry, but also
a number of biological processes,” © €O, absorption,” synthesis of
nanoparticles,® and also utilization of ionic liquids as active phar-
maceutical ingredients (AP1s).?

Biological issues such as stability, toxicity, biodegradability, and
recyclability have become ever more important considerations in
the subject matter of jonic liquids, Appropriate design but also well

* Comresponding author. Tel: 148 71 320 29 75; tac 148 71 328 04 75; c-madl
address: joanea foder- kubis®pwr wroc pl (). Feder Kubis).

004040205 - see froat matter © 2013 Elsevier Lad. All nighes reserved.
http:/jdx dol oag/ 101016/ 20t 2013.03.07

thought-out use of ionic liquids having antimicrobial activity scems
to be extremely important and, what is more, can deliver significant
benefits in infection control through improved disinfectants, anti-
septics and biocides. The antimicrobial activities of various classes
of ionic liquids against both environmental and dinically important
microorganisms have been shown in various studies.”® ™ In gen-
cral, it was shown that antimicrobial activity is related to the length
of the substituent chain™ " The compounds with short func-
tionalised side chains have weaker biological efficacy than those
with long chain in all organisms and strains tested. Gilmore and co
workers reported for the first time the in vitro antibiofilm activity
of a series of 1-alkyl-3-methylimidazolium chloride jonic liquids
against clinically relevant pathogenic bacteria (including MRSA)
and fungi®™ using the Calgary Biofilm Device (CBD).™ They have
presented a comparison of antimicrobial activity against planktonic
bacteria and established biofilms. 1-Alkyl-3-methylimidazolium
chlorides possess potent, broad spectrum antibiofilm activity. The
potential of jonic liquids as antibiofilm agents could lead to a range
of clinical and industrial applications. tauczak et al. correlated the
efficiency of surface tension reduction for imidazolium salts with
the MIC to quantify the surface activity of investigated com-
pounds.”® The relationship indicates an antimicrobial mode of ac
tion dependant on the surface activity of the molecule, inferring
that surface activity may contribute to the cut-off effect in the bi-
ological activity of ILs. Malhotra and co-workers have determined
for the first time the anti-cancer activity and cytotoxicity of phos-
phonium, ammonium,”' and imidazolium?®®-based ionic liquids via
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article hstory. This study reports on the chemically characterized essential ol (EO) from Menthe spicata L which was
Received 30 Aped 2013 tested as 2 plant-based pesticide in because @ showed efficacy against food-deteriorating molds, afla-
Received in revised focm toxm production, bped peroudation. and the msect pest (alfoscdruchus chmensss. The chemacal charac:
"°“"""s”" - terization of this EO through CC/CC-MS analysis depicted 13 compounds comprising 97.09% of the £O,
m*umm carvone bemng the myor component (59.6%). The EO nbsbited and aflatoxin By
production by the toxigenic strain of Aspergilius flovus [LH(C)-D6] 2 10 and 0.9 ul mi *levels, respec-
X ” tively. The EO also had 2 broad fungitaxic effect against 19 food mushlrdmdm
Menthe spicats mortality to C chinensss during 3 fumigation test with an LCsp value of 0.003 gl mi " air after 24 hof
Essential o treatment and 1002 repellency at 0.025 ul mi " air concentration. The EO of M. spicats 2t 0.1 gl ml ' air
Aatfungal concentration was recorded as the effective fumigant, showing SS.46X oviposition deterrency. 100X
Alitoxn B, ovicdal activity, $884% Lrwiadal activity, 7291% pupaecidal actwty, and 1002 antifeedant actvity
Ceflonobrucius (et aganst . chinensis. The phytotaxicty assay showed 1002 germination of EO-treated chickpea seeds. The
Plint based pestacade EO had 2 low mammalian toxicity with an LDsg of 8342 33 ul kg " for oral toxicity on mice. The 50X
inhibitory concentration (ICso) value of EO was 1855 3l ml ' during 2 DPPH (2. 2.diphenyb-1.

prerylbydraryt) assay.
© 2014 Elsevier Ltd. All nghts reserved.
1. Introduction | Kumar et 2l 2011). In addition to insects, food-borne molds and

Stored food commodities in major parts of the world are
vulnerable to biodeterioration by fungal and insect attack. It has
been estimated that around 30-35X of the yearly damage to
agricultural food commodities takes place during post-harvest
storage (Prakash et al, 2012a). World population is projected to
increase to 9 billion by 2050, so we can ill afford such losses.
Callosobruchus chinensis L (Coleoptera: Bruchidae), the adzuki
bean weevil, is a biodeteriorating insect pest of legumes that
causes serious losses—damaging up to 32-64X of stored legumes
in Asia and Africa (Shukls et 2l 2011} Weight loss due to insect
feeding leads to quantitative damage and loss of nutritional and
aesthetic value leads to qualitative damage of stored products

* Corvesponding Juthoc. Tel: +91 9415295765,
E-mal sdduses nkdudey2Ovediffouiloom, shdubeybbodpmad com (N
K Dudey)
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rioration of nearly 25% of agricultural food items throughout the
world (Pittet, 1998; Prakash et al, 2012b). Mold infestation leads
to change in color and texture, increase in free fatty acids, and
reduced nutritional value and germination ability (Dhingra et al,
2001). In some cases insect infestations accelerate mold infesta-
tion and also create favorable conditions for mycotoxin secretions
by mycotoxigenic storage fungi (Fennell et 2l 1978). The domi-
nance of Aspergillus species, particularly Aspergillus floves, in
stored food items is 3 matter of great concern, as these species
have the capability to secrete aflatoxing in Mfected food items
(Wagacha and Muthomi, 2008) Aflatoxicosis can induce hep-
atocarcinogenesis, teratogenesis, mutation, and immunosup-
pression in humans as well as in livestock, causing food safety
concerns (Mishea et 2l 2012; Passone et al, 2012) In addition to
due to the chain reaction of free radical oxidation in food items is
another major problem for food industries because the oxidized
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Résumé :

Ce présent travail a pour but de tester I’effet antifongique d’un nouveau liquide ionique sur
des champignons phyotopathogenes appartient au genre Fusaruim.
— En premier temps, nous avons synthétisé deux liquides ioniques a base d’imidazolium en
changeant la longueur de la chaine alkyle. Par la quaternisation de 1’atome d’azote, qui résultant
I’obtention de 1-butyl imidazolium bromide et 1-ethyl imidazolium bromide.
— Et en deuxiéme temps, I’extraction d’huile essentielle a partir des feuilles séchées de Mentha
spicata par hydrodistillation a été ajoutée.

Pour mener bien a cette étude et afin de comparer ’effet antifongique de ces trois composés on

a basé sur les résultats des travaux antérieurs. Ils s’avérent qu’ils ont une bonne activité antifongique.

Les mots clés : liquides ioniques, imidazolium, quaternisation, Fusarium, huile essentielle, Mentha

spicata.

Abstract:

The purpose of this work is to test the antifungal effect of a new ionic liquid on
phytopathogenic fungi belonging to the genera Fusaruim.
— Firstly, we synthesized two imidazolium based ionic liquids by changing the alkyl chain length. By
the quaternization of the nitrogen atom, resulting in the obtaining of 1-butyl imidazoliumbromide and
1-ethyl imidazoliumbromide.
— Secondly, extraction of essential oil from the dried leaves of Mentha spicata by

hydrodistillation was added.

To compare the antifungal effect of these three components, the results of previous work were

used. They are found to have good antifungal activity.

Keywords: lonics liquids, imidazolium, quaternization, Fusarium, essential oil, Mentha spicata.



