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Introduction générale

Depuis une dizaine d’années, les liquides ioniques représentent un domaine en plein
€ssor pour ce qui est de leurs applications comme solvants en synthése organique, en catalyse
et en électrochimie.

L’ association de ces sels fondus aux enzymes telle que la glucose oxydase (GOD) se

révéle étre une méthodologie de choix pour la synthese de nouveaux biocapteurs.

L’ objectif de ce travail est d' é&udier et de faire une préphase de réalisation dun

biocapteur a base d’ un liquide ionique et de glucose oxydase.

Ce travail sera dédié en trois parties dans les quelles seront abordés les point

suivants ;

Le chapitre | sera dédié aux rappels bibliographiques concernant les biocapteurs,

leurs descriptions, et leurs applications.

L e chapitrell sera consacré pour des rappels bibliographiques concernant les liquides
ioniques et leurs structures, syntheses, propriétés et leurs applications dans différents

domaines.

Le chapitrelll décrit le mode opératoire de la synthese de |a phase liquide ionique, et

nous interprétons les résultats obtenus par la spectroscopie, RMN et spectromeétre de masse.

On finalise ce manuscrit par une conclusion générale soulignant I’ essentiel de ce

travail de recherche.
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Chapitre | : Les Biocapteurs

. Introduction

La détection d’une espece chimique ou biologique ainsi que 1’évaluation de sa quantité ou sa
concentration ont été l'objet de nombreuses recherches ces derniéres années du fait de leurs
nombreuses applications dans des domaines tres variés (biologie, biochimie, médecine, sécurité,
agriculture et environnement) [1]. Les instruments classiques d’analyse pour la détection d’une
espece chimique ou biologique sont généralement complexes, colteux, volumineux et souvent
difficiles a mettre en ceuvre. Les biocapteurs sont considérés comme une solution alternative
particuliéerement intéressante, aux techniques analytiques traditionnelles telle que la
chromatographie ou la spectrométrie. De plus, leur petite taille, leur facilité d’utilisation ou
encore la possibilit¢ de réaliser des mesures sur site, font des biocapteurs des outils
particulierement intéressants [2]. L’évolution de ces instruments a commencé depuis une
cinquantaine d’années, sous la pression de trois facteurs principaux [3].

Le besoin en capteurs fiables qu’entraine la croissante sévérité des normes dans le domaine
biochimique (pharmacie, monitoring médical)

e La généralisation de I’automatisation dans le génie des procédés

e La recherche du moindre colt dans le domaine de I’analyse biomédical ou

environnemental.

Dans ce chapitre, nous présentons des généralités sur les biocapteurs ainsi que les différentes
méthodes de transduction et les différents types de biorécepteurs utilisées dans la conception des

biocapteurs, en mettant [’accent sur les biocapteurs enzymatiques.

Il. Histoire des biocapteurs

L’histoire des biocapteurs a débuté dans les années 1950 grace au développement par L.C
Clark d’une 1’¢électrode permettant de mesurer I’oxygene dissous dans le sang des patients ayant
subi des interventions chirurgicales [4]. Par la suite, Lyons et Clark [5] ont proposé de coupler
cette ¢lectrode a une enzyme en vue d’une application dans le domaine de la chirurgie
cardiovasculaire. Dans ce premier biocapteur, I’enzyme glucose oxydase (GOD), immobilisée sur
I’¢lectrode a oxygeéne via une membrane de dialyse, catalysait 1’oxydation du glucose en
consommant 1’oxygene. Dans les années qui ont suivi, de nombreuses études ont été réalisées afin
de mieux comprendre le fonctionnement de ce premier biocapteur a glucose [6] ou dans le but
d’appliquer son principe au développement d’autres biocapteurs enzymatiques. Guilbault et
Montalvo ont réalisé un biocapteur potentiométrique en 1969 pour la détection de 1’urée [7], mais

ce n’est qu’en 1975 que le premier biocapteur a glucose basé sur la détection ampérométrique du
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Chapitre I : Les Biocapteurs

peroxyde d'hydrogene (H,O,) fut commercialise par la société Yellow Springs Instrument (Ohio,
Amérique). Depuis, I’engouement pour ce type d’outil n’a cessé de croitre, conduisant a des
évolutions considerables. Les enzymes ont été remplacées par des bactéries dans les biocapteurs
proposés par Divies [8] dans la derniére moitié des années 70. L’incorporation du biocapteur a
glucose électrochimique dans le pancréas a pu étre réalisée par Clemens et al [9]. A la méme
période, un biocapteur enzymatique utilisant le lactate déshydrogénase (LDH), a été commercialisé
par Roche (Suisse) pour la détection du lactate. Il a été le précurseur d’une nouvelle génération de
biocapteurs employant un médiateur soluble, les sels de ferrocyanure, dont le role est d’améliorer
le transfert des é€lectrons issus de la réaction enzymatique entre les biomatériaux et 1’¢lectrode.
L’utilisation de ces sels et de leurs dérivés a été ensuite ¢tendue aux capteurs utilisant des
oxydoréductases, telles que la GOD [10] en 1984. Des anticorps ont également été employés pour
la construction d’immuno-capteurs [11]. De nouvelles techniques de détection permettant le suivi
en temps réel des réactions d’affinité, telle que la Résonance plasmonique de surface (SPR), ont
été développées dans les années 90. C’est également a cette époque qu’ont été commercialisées par
la société MediSense’s les premiéres électrodes de carbone sérigraphiées. Enfin, les progres
réalisés dans le domaine des biocapteurs depuis le début du 21°™ siécle ont été possibles grace a
I’évolution des micro- et des nanotechnologies, des sciences des matériaux, de la biotechnologie
ou de l'informatique. Les chercheurs sont maintenant. Capables d’isoler et de manipuler des
structures, telles que I’ADN ou les récepteurs, de les associer avec des nanotubes de carbones ou
des nanoparticules d’or ou d’argent. Les transducteurs sont par ailleurs de natures trés variées et de
tailles de plus en plus petites.Les performances et la simplicité de fonctionnement des biocapteurs
ont été fortement améliorées. Les techniques de traitement du signal deviennent plus rapides et
précises. La possibilité de combiner une large gamme d’entités biologiques et de transducteurs
permet la résolution de probléemes analytiques tres variés dans le domaine de la santé, de

I’agroalimentaire ou encore de 1’environnement.

I11. Définition

Un biocapteur est un outil ou systeme analytique congu pour transformer une réponse
biologique en un signal électrique [12]. Ce dispositif est basé sur 1’accouplement spatial direct
d’un composé biologiquement actif immobilisé, appelé « biorécepteur » ou « éléments de
reconnaissance biologique », avec un transducteur qui agit en tant que détecteur et un
amplificateur électronique [13]. Le biocapteur emploie les systémes biologiques a différents

niveaux d’intégration pour identifier spécifiquement la substance a déterminer. La premiére étape
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de cette interaction est la formation d’un complexe spécifique de la substance active immobilisée
avec |’analyte.
La figure (1-1) représente le principe de fonctionnement d’un biocapteur permettant d’obtenir,

a partir de I’espéce a détecter dans 1’échantillon, toute information utile a son évaluation.

Figure. 1.1. Représentation schematique du principe de fonctionnement d'un biocapteur

IV. Qualités métrologiques du biocapteur

Un biocapteur, comme tout outil d’analyse, est un organe de saisie d’informations. Les
performances des biocapteurs sont généralement évaluées expérimentalement par leur sensibilité,
leur limite de détection (LD), leur gamme linéaire et dynamique, leur reproductibilité et/ou leur
sélectivité. Les autres parameétres évalués incluent le temps de réponse, la stabilité opérationnelle
et de stockage du capteur. ldéalement, la surface de détection est régénérée pour que le
transducteur soit recyclable. Toutefois, dans certains cas, notamment dans le domaine de

I’analyse clinique, I’usage unique peut étre plus adapté.

V. Description du biocapteur

V.1 Le biorécepteur

Le biorécepteur constitue le premier maillon du biocapteur. Il permet I’identification de
I’espeéce a détecter grace a son site particulierement sélectif. Le biorécepteur assure ainsi la
reconnaissance moléculaire, associée ou non a la transformation de I’espéce a mesurer. Cette
modification, trés localisée, de 1’espéce présente dans 1’échantillon, se fait généralement par
I’intermédiaire d’une molécule active (par exemple : enzyme, anticorps, ADN, cellule entiere,
micro-organisme) immobilisée qui transforme ce substrat en un produit détectable par le
transducteur. Dans un biocapteur, le biorécepteur offre une spécificité et une sensibilité élevée

Page 4



Chapitre | : Les Biocapteurs

pour un groupe particulier d’analyte, ainsi qu’une réponse rapide. Plusieurs types de
biorécepteurs ont été utilisés comme moyen de reconnaissance moléculaire pour le
développement de biocapteurs. Parmi ces biorécepteurs on cite par exemple les biocapteurs a
enzymes qui utilisent généralement des enzymes spécifiques pour la capture et la génération
catalytique d’un produit qui est alors directement mesuré grace a une large gamme de
transducteurs (électrochimiques, optiques, thermiques, acoustiques...).

Ce type de biocapteurs a été souvent utilisé pour la quantification de contaminants tels que
les pesticides, herbicides ou antibiotiques .... Le biorécepteur microorganisme est utilisé comme
biocapteur pour la synthése pharmaceutique, le traitement des eaux usées et 1’industrie

alimentaire.

Figure. 1.2. Représentation schématique des différents biorécepteurs

Comme I’illustre la figure (1-2) ci-dessus, ils existent diffeérents types de biorécepteur :

e Les enzymes [14] qui sont les plus utilisées et les plus commercialisées. En effet,
elles présentent un grand nombre d’avantages notamment la reproductibilité des
lots mais par contre il peut y avoir une instabilité de leur fonctionnement et la
nécessité d’utiliser un cofacteur ou plusieurs enzymes associées pour un méme
biocapteur.

e Les microorganismes [15] (cellules entieres) principalement utilisés en cas de
systemes réactionnels complexes puisque les enzymes et cofacteurs essentiels y
sont intrinséquement présents.

e Lestissus et [16,17] (structures spécialisées contenues dans les cellules) aussi bien
d’origine animale que végétale. Ils sont surtout utilisés pour la détection des

aminoacides de par leur robustesse et leur bonne cohésion.
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e Les immunorécepteurs et les chémorécepteurs [18,19] fonctionnant sur le principe
de réaction antigéne/anticorps qui induit genéralement une faible variation de
signal (variation de potentiel par exemple). Cette modification est trés difficile a
détecter, c’est pourquoi il faut amplifier le signal (en utilisant par exemple un
marquage de I’antigéne ou de D’anticorps) qui catalysera la production d’un
composé détectable.
Ainsi, selon la nature de 1’¢1ément biologique immobilisé, plusieurs types de biocapteurs Peuvent
étre cités
e Les biocapteurs microbiens,
e Les biocapteurs immunologiques,

e Les biocapteurs enzymatiques.

V.2 Le transducteur

Le transducteur représente 1’autre élément du biocapteur. Il sert a exploiter la modification
biochimique du substrat par le biorécepteur pour la transformer en signal exploitable. Dans le
sens général, on peut dire que le transducteur assure la conversion d’un type d’énergie dans un
autre. Suivant le type de réaction et les substances libérées ou consommées, on choisira le
transducteur correspondant. Le choix du transducteur dépend aussi de D’application du
biocapteur. Différents systémes de transduction, basés sur des principes différents, sont
généralement utilises afin de convertir la reconnaissance moléculaire en un signal exploitable.
d’une part, des transducteurs non spécifiques et applicables peuvent étre employés, indiquant des
parametres généraux tels que 1’enthalpie de réaction (thermistance), le changement de la masse
(cristal piézoélectrique), ou 1’épaisseur de la couche (réflectométrie). D’autre part, une indication
spécifique peut étre réalisée avec les électrodes potentiométriques pour des espéces comme H,
OH’, NH3, CO; ou H;0..

V1. Différents types de biocapteurs

V1.1 Biocapteurs manométriques
Les biocapteurs manométriques reposent sur la détection des changements de pression. En
effet, une  variation de la concentration d'un gaz dans une cavité close peut étre considérée
comme un changement de la pression partielle du gaz. Le ligand est, en général, une enzyme qui
permet de transformer I’espéce a  détecter en gaz [20]. Ce type de capteur présente 1’avantage

de ne jamais étre en contact direct avec 1’échantillon a analyser comme I’illustre la figure (I-3).
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Figure. I. 3.Exemple d’un biocapteur manometrique : biocapteur a glucose développé par
Jenkins & Delwiche [20] (précision du biocapteur 0.2 mM, gamme de travail : de 0 a 5 mM).

V1.2 Biocapteurs piézoélectriques

Ces biocapteurs sont basés sur la mesure de l'oscillation d'un cristal de quartz sur lequel
est immobilisé le composé biologique (figure 1-4). En effet, un cristal de quartz présente
L’avantage de pouvoir osciller sous I’effet d’un stimulus électrique lorsqu’il est plongé
Partiellement ou totalement dans un milieu liquide. Cette caractéristique permet de quantifier tout
changement de masse a la surface du cristal de quartz a condition que les propriétés physico
chimiques du milieu soient connues. Effectivement, une modification de la masse va entrainer un
changement quantifiable de la fréquence de résonance. Ces biocapteurs Présentent 1’avantage de
donner des réponses rapides mais ont une selectivité qui dépend de la Couche active et peuvent

manquer de sensibilité en fonction du systeme oscillant utilisé.

Anticorps

- Cristal piézoélectrique

Figure. I. 4. Exemple d’un biocapteur piézoélectrique [21].
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V1.3 Biocapteurs thermiques

Ces biocapteurs, développés dans les années 1970, permettent de transformer un signal
biochimique en un signal thermique. Un microcalorimétre ou une résistance thermique, raccordé
au composé biologique, permet de mesurer les modifications d’enthalpie ou de température dues
a une réaction entre le biorécepteur et I’espéce a détecter (figure 1-5). Lorsque ces biocapteurs
thermiques sont immunochimiques, on les appelle « TELISA » [22]
(Thermometric Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Ces biocapteurs ont été utilisés
notamment dans la détection d’insuline. Les principaux avantages de ce genre de biocapteurs
sont leur rapidité de réponse, leur reproductivité, I’absence d’interférence des produits dérivés et
d’interférence électrochimique ou optique et la stabilité des colonnes d’enzymes.
Cependant, leur co(t est relativement élevé du fait de la lourde instrumentation nécessaire a
Leur mise en ceuvre, 1’obligation d’un prétraitement pour des échantillons spécifiques et

I’avilissement (encrassement) pour une utilisation prolongée.

Chambre adiabatique

Colonne d’enzyme Chambre préchauffage

Entrée

=

Sortie

Plexiglass

Aluminium thermistance

Figure. I. 5. Exemple d’un biocapteur thermique [23] (gamme de travail : de 0,5 & 16 mMol.L™).
V1.4 Biocapteurs optiques

Les Biocapteurs optiques a enzymes, appelés parfois ‘optodes’ ou ‘optrodes’ par analogie
avec les électrodes, sont en général des capteurs optochimiques qui exploitent la variation des
propriétés optiques du milieu ou d’un récepteur immobilisé¢, en présence d’une grandeur
chimique ou physico-chimique a mesurer (figure 1-6).

De nombreuses techniques optiques ont ¢été adaptées afin d’€tre utilisées pour
I’¢laboration de biocapteurs. Les principales méthodes sont : la mesure de 1'absorbance, de la
chemiluminescence, de la fluorescence, de la résonance plasmonique de surface ou encore de

I'onde évanescente.
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Echantillon

Guide d’'onde
(a)

Support

Lumiére incidente Lumiere réfléchie

< o ()

o
P o
_ \u"‘- .\»--\.\«
< @D E.coli

- < Y Antigene
Spectromeétre Fibre optique

Figure. I. 6. Exemple d’un biocapteur a onde évanescente [24].

V1.5 Biocapteurs electrochimiques

Les biocapteurs electrochimiques ont pour principe de transformer la réponse
biochimique en signal électrique qui peut étre amplifié et mesuré. Les biocapteurs
électrochimiques ont pour principaux avantages leur simplicité, leur colt de revient relativement
faible et leur rapidité de réponse. En revanche, ils peuvent manquer de sélectivité.
En effet, quand le potentiel appliqué est éleve, si I'échantillon a analyser contient des substances
électroactives contaminantes ou des protéines, celles-ci vont avoir tendance a s'agglomérer
sur I'électrode.Ces biocapteurs peuvent étre ampérométriques, potentiométriques ou

conductrimétriques.

VI1.5.1 Biocapteur conductimetrique

La conductimetrie est une technique €lectrochimique alternative a I’ampérométrie et a la
potentiométrie [25]. La conductimétrie permet de mesurer les variations (consommation ou

production) d’espéces chargées générées au cours des réactions enzymatiques, figure (1-7).
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@
=
s

K’: Cation
A : Anion

Figure. I. 7. Migration d’ions, résistance

La conductance d’un corps est donnée par I’équation (I-1)

G=y A/,1 (1-1)

La constante y (en S.cm™) qui est la constante caractéristique d’un produit connu, est la
conductance ou conductivité spécifique; A/A (en cm) est la constante geométrique de la cellule; A
est la surface de I’¢lectrode et A est la longueur de 1’¢lectrode. La mesure de la conductance d’un
¢lectrolyte s’effectue en immergeant dans la solution une cellule de mesure comprenant deux
électrodes dont la surface A et la longueur & sont données. L’¢étalonnage ou le contrdle de la
cellule sont effectués en mesurant sa conductance Ge pour un électrolyte de conductivité ye
connue : k = Ge / ye. Lorsque 1’on connait la constante de conductivité de la cellule k,
on peut déterminer la conductivité y d’un électrolyte quelconque, en mesurant la conductance
G de la cellule immergée dans cet électrolyte :  y=G/ k.

V1.5.2 Biocapteur potentiométrique

Le potentiométre permet de mesurer I’accumulation de charge sur une électrode

indicatrice (électrode de mesure), (figure 1-8).

2lectrode de calomel

-l 4+ -l + 3 )
+ ¥ ¥
K BT [

Figure. I. 8. Accumulation de charge, potentiel
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La potentiométrie est une méthode électrochimique basée sur la mesure de la différence de
potentiel entre une électrode de mesure et une électrode de reférence (figure 1-09). La
détermination des potentiels des électrodes permet de mesurer directement la concentration de

I’analyte a doser [26].

e l\
Electrode
Electrode de -“—
Electrode réeféarence langue
Référence interne
Solution de
référence interne .
Séparateur poreux ) | Membrane
Membrane Solution a analyser
sélective sélective

Figure. I. 9. Schéma d’une électrode ionique et de la chaine de mesure.

Dans ce type de systéme, un équilibre local est établi a la surface du capteur et conduit &
la génération d’un potentiel proportionnel au logarithme de la concentration (activité) de
I’échantillon selon le model Bernstein :

ol - Ep :onﬁ'eda +RT/?TF$]HHGI/HRE&’

Ep : représente le potentiel du couple redox.

E%x / red : le potentiel normal standard du couple redox.

R : la constante des gaz parfaits (8,314 J. K -1.mol ™).

a ox/ageq : le rapport de ’activité de 1’espéce déterminant le potentiel a 1’état oxydé et a 1’état
Réduit.

T : la température absolue en Kelvin.

F : constante de Faraday = 96500 C.mol™.

V1. 5. 3 Biocapteurs ampérométriques
Les biocapteurs ampérométriques [27-29] font partie des dispositifs les plus répandus et
les plus commercialisés. La biotechnologie analytique a débuté par ces biocapteurs suite aux
travaux de Clark en 1956. Par la suite, un grand nombre de travaux ont été réalisés par différentes

équipes. Ces dispositifs reposent sur la mesure du courant produit lors d’une réaction chimique.
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De ce fait, ce type de capteur nécessite un biorécepteur qui consomme ou produit une espece
électroactive. La détection d’un substrat en solution est alors réalisée via 1’oxydation ou la
réduction de cette espece directement a la surface de [’électrode (potentiel constant et
enregistrement de 1’intensité).

On distingue trois groupes de biocapteurs ampérométriques: les biocapteurs de premiére

génération, les biocapteurs de deuxiéme génération et les biocapteurs de troisieme génération.

VI1.5.3.1 Les biocapteurs de premiére génération

La premiere génération de biocapteurs ampérométriques (figure 1-10) a été développée
par Leland Clark [4]. Dans ces systémes, I’analyte, obtenu suite a la réaction avec I’enzyme, est
directement oxydé ou réduit au niveau de I’¢électrode. En prenant I’exemple d’un biocapteur a
glucose utilisant la glucose oxydase comme enzyme (le biorécepteur),
Nous avons les réactions rédox suivantes :
(équations I-3-a et 1-3-b).
GOx(FAD) + glucose ==>» GOx(FADH,) + gluconolactone (a)

(1-3)

GOx(FADH;) + O, —» GOx(FAD) + H,0, (b)

Par la suite, ce principe a été amélioré et développé notamment par Updike et Hicks qui,
en 1967, ont mis au point un systeme a deux électrodes a oxygene, dont une recouverte
d’enzyme, ce qui permet de mesurer une différence de courant par rapport a I’électrode référence
[6]. En 1973, Guilbault et Lubrano [30] ont finalisé une électrode enzymatique quantifiant le
glucose par la mesure du courant résultant cette fois de 1’oxydation du peroxyde d’hydrogéne

produit par la réaction enzymatique, sur une anode polarisée, selon 1’équation (I-4) :

H,0, =20, +2H" + 2¢" (I-4)

Dans ce type de systeme, deux cas de figure se présentent donc. On peut mesurer soit la

Consommation de dioxygene (figure 1-10. a) soit la production d’eau oxygénée (figure 1-10. b).
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Figure. 1.10. Principe des biocapteurs ampérométriques de premiére génération pour la

Détection de la consommation de dioxygéne (a) et la production de peroxyde d’hydrogene (b).

Quel que soit le mode de détection choisi des limitations existent. Effectivement, les
biocapteurs a glucose, basés sur la détection de la consommation de dioxygene, sont assujettis
aux fluctuations de la pression partielle en oxygene et a la limitation stoechiométrique d'oxygene
(concentration en oxygéne dissous bien inférieure a la concentration physiologique en glucose).

De ce fait, la réponse de ces biocapteurs perd en linéarité vis-a-vis de la concentration de
glucose dans le milieu. De méme les biocapteurs a glucose, bases sur la détection de la
production de peroxyde d’hydrogeéne, présentent également des limitations. En effet, un grand
nombre de substances « électroactivesy, telles 1’acide ascorbique, 1’acide urique, le glutathion ou
encore les catécholamines présentes dans les organismes vivants, sont susceptibles d’étre
oxydées au potentiel d’oxydation du peroxyde d’hydrogene (+0,65V / ECS). De ce fait, cela va
créer des interférences dans la réponse du biocapteur vis-a-vis du glucose rendant la mesure non
sélective. Bien d’autres pistes ont été proposées afin de s’affranchir de telles interférences, mais
une nouvelle génération de biocapteurs ampérométriques a également été développée dans le but

d’augmenter la sélectivité de 1’¢électrode.

V1.5.3.2 Les biocapteurs de deuxiéme géneération
La seconde génération de biocapteurs ampérométriques (figure 1-11) est constituée de
transducteurs qui utilisent d'autres especes oxydantes, appelées médiateurs, comme transporteurs

d'électrons entre 1’¢électrode et le centre rédox de 1’enzyme (équation 1-5).
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Figure. 1.11.Principe des biocapteurs ampérométriques de deuxiéme génération.

Par conséquent cette catalyse enzymatique mettant en jeu un troisiéme couple redox
(M (ox) / M (red)) permet de travailler a des potentiels plus faibles, ce qui diminue sensiblement
Iinfluence de l'oxygene et les interferences dues aux substances contaminantes. Un grand
nombre des especes présentes naturellement dans les organismes vivants, ont un potentiel redox
faible et souvent inférieur a celui de I’oxygene. On comprend donc bien la nécessité d’abaisser le

potentiel de travail des biocapteurs, en utilisant un médiateur (figure 1-12), afin de s’affranchir
des interférences dues a ces substances.

Os3+ GOx FAD Gluconolactone

-0,56 V

Carbon Electrode, ~0.02 V

Os?+ GOx FADH; Glucose

Figure. 1.12. Echelle des potentiels standards des couples rédox mis en jeu dans une bioanode
(/ Ag/AgCl) dédiée a I’oxydation du glucose.

Les mediateurs sont, en général, des especes de faible poids moléculaire. Le cofacteur de
I’enzyme lui-méme peut étre utilisé en tant que médiateur. Malheureusement celui-ci ne peut se
régénérer spontanément a un potentiel convenable a I’anode. Les médiateurs peuvent étre utilises
soit en solution, soit de préférence en I’immobilisant a la Surface de 1’électrode. En solution, la
mise en ceuvre est plus facile mais n’est pas Technologiquement viable en tant que biocapteur in
vivo. En effet, certains médiateurs sont toxiques et les immobiliser permet de limiter leur impact

sur I’organisme. De plus,
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L’immobilisation du médiateur permet une utilisation sur la durée et donc baisse les cofits
ce qui est un facteur non négligeable. Cependant, ces biocapteurs ampérométriques présentent
L’inconvénient d’avoir une stabilité assez réduite. De plus, un certain nombre de criteres doivent
étre respectés afin de sélectionner le médiateur :

e La tension appliquée ne doit pas dépasser le potentiel de réduction de I’oxygene.
e Le médiateur réduit ne doit pas réagir avec l'oxygene.
e Le transfert des électrons entre le médiateur et I'enzyme doit étre trés rapide.
e Le médiateur ne doit pas étre influencé par le pH.
e Le médiateur doit étre non toxique.
Ces systemes sont donc soumis a un grand nombre de contraintes et donc une troisieme

génération de biocapteurs a été étudiée.

V1.5.3.3 Les biocapteurs de troisieme génération

Dans la troisiéme génération de biocapteur, le principe est ici d’avoir un transfert
d’¢électron direct entre I’enzyme et 1’électrode via le site actif de I’enzyme (figure 1-13). Ceci se

fait tout en gardant une séparation spatiale minimale entre les deux sites (accepteur et donneur

/,on a2

d’¢électrons).

\%\\\\\

=

Figure. 1.13. Principe des biocapteurs ampérométriques de troisieme genération.

Ces systémes présentent I’avantage de limiter fortement les interférences que 1’on peut
rencontrer lors de dosage dans des milieux complexes [31], et ce du fait que le potentiel de
travail est trés bas, proche du potentiel rédox de I’enzyme. Cependant trés peu d’enzymes
permettent le transfert direct des électrons avec des électrodes dites conventionnelles. Cet état de
fait fut a Porigine de la nécessité¢ de développer de nouveaux matériaux d’électrode. Les
biocapteurs ampérométriques de troisieme génération présentent théoriguement une bonne
sélectivité et de ce fait possedent un fort potentiel de développement. Néanmoins, trés peu de
biocapteurs ampérométriques de troisieme géneration le sont réellement. En effet, la plupart des
technologies développées, hormis certaines a base de nanotubes de carbone qui Permettent une
connexion intime avec le site actif de I’enzyme [32], nécessitent 1’incorporation de médiateur

dans le matériau d’électrode.
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acide citrique,
fructose,
glucose, acide
glutamique

Acide caféique,
eriodictyol-7-O-
glucoside,
hesperetin,
hesperidin,

Choline
Acide
ascorbique
acide urique

peroxidase

polyphénol
oxydase

Peroxydaz

Nujol

choline

glassy
carbon

electrode
(GCE)

Ag/Ag ClI

carbon paste
electrode
(CPE)

ChOX/Ni-
PB/BG/GC
NTs/IL/GC
BCNTs/GC
BG/GC
PB/BG/GC

differential
pulse
voltammetry
(DPV)
Cyclic
voltammetry
(CV)

SWvV

TEM

UV-visible
SWV
Square-wave

voltammetry.

SWv
X-ray

Raman
FTIR

Tableaul.l.récapitulatif des caractéristiques de quelques biocapteurs

microperoxidase-11
(MP-11)

Ir-BMI.PF6 +
polyphénol oxydase

peroxidase-BMI-Tf,N

Nujol:Pt.BMIPF6

Choline +
ChOx/Ni-PB/BG/GC

Jun Wan et al
/Analytical
Biochemistry
386 (2009)
256-261

Suellen C.
Fernandes et
al/Talanta 79
(2009) 222—
228

Kamila dos
Santos
Maguerroski
et al /Enzyme
and
MicrobialTech
nology 44
(2009)
Daniela
Brondania et
al /Sensors
and Actuators
B 140

Amir
Homayoun
Keihan et al

/ Sensors and
Actuators B
204
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VII. Applications des biocapteurs

Les biocapteurs font partie de I’instrumentation qui touche un grand nombre de secteurs
d’activité industrielle, notamment le secteur médical en domaine hospitalier ou a domicile, le
secteur agro-alimentaire pour le contrdle des processus de fabrication, le secteur de la protection

de ’environnement et le secteur de la défense.

VI1I-1 Le secteur biomédical

A T’heure actuelle, ce sont les capteurs enzymatiques les plus utilisés en raison de la
spécificité du dosage et de la facilit¢ de mise en ceuvre. Les enzymes et les transducteurs
correspondants sont aussi disponibles en général dans le commerce. Dans le domaine médical,
c’est I’¢lectrode a glucose oxydase qui retient 1’attention, a cause de I’intérét qu’elle présente pour
le dosage du glucose dans le sang et dans 1’urine pour le diagnostic du diabéte. Cependant,
I’utilisation du biocapteur in vivo demande la résolution des problémes de biocompatibilité. Outre
I’électrode de glucose, d’autres biocapteurs sont capable de doser les métabolites en milieu
biologique : 1’¢lectrode d’urée et de créatinine permet le contrdle de la fonction rénale, 1’¢lectrode
de cholestérol pour le dépistage et la prévention de ’artériosclérose, 1’électrode d’acétylcholine
pour le suivi du neurotransmetteur en relation avec la transmission chimique au niveau des

synapses et 1’électrode de lactate pour I’évaluation de 1’effort musculaire [38].

VI1.2 Le secteur agroalimentaire
Dans I’industrie alimentaire, les applications des biocapteurs sont multiples, grace a leur
sensibilité aux produits biologiques. Les biocapteurs se prétent au dosage des ingrédients, additifs
alimentaires, contaminants ou toxines. L’utilisation de I’¢lectrode de glucose permet de déterminer
la fraicheur de la viande par la consommation du sucre par les microbes présents a la surface [39].
De méme, il est possible d’avoir une indication de 1’¢tat de fraicheur des poissons par un capteur

sensible a I’hypoxanthine, a linosine et a I’inosine 5 monosphate  [40, 41].

VI11.3 Le secteur environnemental
Afin de répondre aux nouvelles dispositions Iégislatives concernant le contrdle des rejets de
polluants, les biocapteurs présentent des avantages certains sur les techniques d’analyses
chimiques conventionnelles méme si elles sont extrémement précises, n’en demeurent pas moins
coliteuses et nécessitent une main d’ceuvre qualifiée. Les biocapteurs sont, pour leur part, trés

sensibles et peuvent détecter de trés faibles concentrations de toxiques [42]. Ils peuvent également
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opérer dans des matrices complexes directement prélevées dans le milieu naturel, les délais de
réponse sont donc courts puisque la préparation des échantillons est rapide. Ceci permet alors
d’envisager 1’emploi de tels outils pour instrumenter des sites et obtenir des informations en
continu et en temps réel quant a la présence de polluants. Depuis une vingtaine d’années,
de nombreux biocapteurs destinés au contrble environnemental ont été développés, et dans
certains cas commercialisés, pour détecter les grandes familles de substances susceptibles de

polluer les écosystemes aquatiques.

V11.3.1 Les pesticides
Différents types de biocapteurs ont été développés afin de détecter les pesticides [42]. Un
grand nombre de ces biocapteurs repose sur 1’inhibition des enzymes cholinestérases par des
composés organophosphorés et carbamates et utilisent des capteurs électrochimiques comme
transducteurs. Cremisini et al. (1995) proposent, par exemple, un capteur ampérométrique a
acetylcholinestérase pour la détection de paraoxon dans la gamme 1 a 15ppb [43]. On trouve
également des capteurs conductimétriques ou ISFET pour la détection de méthyl-parathion ou de
méthyl-paraoxon avec des limites de détection (Ld) inférieures a 25 ppb [44, 45]. L’utilisation de
systémes FIA 11 (le systéeme d’analyse par injection en flux continue) permet de se rapprocher de
la configuration la plus adaptée aux mesures sur site et a été utilisée par Pogacnik et Franko (2001)
pour étudier ’inhibition de cholinestérases de différentes origines par du paraoxon (Ld inférieure
a 0,5ppb) et du carbofuran (Ld inférieure a 5ppb) afin d’optimiser le choix du biorécepteur [46].
Quelques immunocapteurs ont également fait L’objet de recherches. La plupart est basée sur

des détections optiques et permet la mise en évidence d’atrazine, de s-triazines et de carbaryl [47].

Enfin, des capteurs a cellules entieres sont apparus récemment et reposent généralement
sur la mesure de 1’activité photosynthétique de cellules algales perturbée en présence d’herbicides.

En mesurant la fluorescence chlorophyllienne, Frense et al. (1998) ont mis en évidence la
présence d’atrazine jusqu’a 1ppb [48]. Les travaux menés par Védrine (2003) ont débouché sur la
mise au point d’un biocapteur a cellules algales sensible a des concentrations inférieures a 0,25
ppb en atrazine, a 0,025ppb en diuron et isoproturon et a 0,5 ppb en simazine [49].

D’autres auteurs se sont intéressés aux variations de la consommation d’O;
ou de la production de CO; lors de la photosynthése pour détecter la présence d’herbicides
[50 - 52].
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VI11.3.2 Les métaux lourds

Pour la détection de métaux lourds, des enzymes purifiées ont permis la mise au point de
biocapteurs adaptés pour la détection des métaux lourds notamment ’uréase [53, 54] et la
phosphatase alcaline [55, 56]. Des biocapteurs optiques utilisant des algues Chlorella
vulgariscomme biorécepteurs ont permis de suivre ’activit¢ des phosphatases alcalines
membranaires ainsi que leurs perturbations en présence de divers métaux lourds avec des limites
de détection d’environ 10 ppb pour Cd?** et Pb** [57]. D’autres capteurs basés sur la fluorescence
chlorophyllienne d’algues immobilisées peuvent également servir a la détection du mercure et

du cuivre comme I’ont montré Campanella et al. (2000) [51].

V11.3.3 Autres pollutions

Les phénols sont des molécules dont 1’usage est tres répandu (pesticides, plastiques,
surfactants, médicaments...).L’enzyme tyrosinase utilisant des dérivés phénoliques comme
substrat a permis de développer de nombreux capteurs. Mai Anh et al. (2002) ont ainsi proposé
des capteurs ISFET a tyrosinase pour la détection de phénol dans I’eau avec une limite de
détection de 20 ppm pour le 4-chlorophénol [58]. De nombreux autres capteurs électrochimiques
avec des limites de détection inférieures a 0,5ppb ont également fait 1’objet d’études [42, 59].
Enfin, I’évaluation de la pollution organique globale peut étre réalisée grace a des biocapteurs
basés sur la mesure de la DBO de bactéries immobilisées. La dégradation de molécules organiques
par les microorganismes s’accompagne en effet d’une augmentation de leur consommation en

Oxygéne modifiant le signal mesuré par le capteur [12].

VIII. Glucose oxydase

VIIlL.1 Définition

La glucose oxydase (GOx, GOD) est uneenzyme oxydo-réductase (EC 1.1.3.4)
qui catalyse I'oxydation du glucose en  peroxyde  d'hydrogéne et  en D-glucono-3-lactone
(figure 1-14). Dans lescellules, elle participe a cliver les sucres (oses), notamment les
accharose (Glc-Fru) en métabolites. La GOx est largement utilisée pour déterminer la
concentration en glucose libre dans les fluides corporels (diagnostic), et dans les aliments
(industrie). Elle a de nombreuses applications en biotechnologies, typiquement les tests
enzymatiques de biochimie [60]. Elle est le plus souvent extraite d'Aspergillus niger. Structure La
GOx est une protéine dimerique contenant des glucides, dont la structure tridimensionnelle est

élucidee. Le site actif ou le glucose se lie est une poche profonde.
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Glucose oxydase

3D structure de la GOx

Caractéristiques générales
Fonction enzyme oxydo-réeductase
Symbole GOx, GOD

Identifications & données physiques,
biochimiques et biologiques

Numéro CAS 9001-370&
Nomenclature EC 1134&

Figure. 1.14. Structure et caractéristiques générale de la glucose oxydase.

VII1.2 Activité

La glucose oxydase se lie spécifiquement au B-D-glucopyranose (forme hemiacetal
du glucose). 11 n'agit pas sur l'a-D-glucose, mais est capable d'agir sur le glucose, car en solution le
glucose est sous forme cyclique (& pH7: 36.4 % de a-D-glucose et 63,6 % de B-D-glucose, 0,5 %
sous forme linéaire) et car I'oxydation déplace I'équilibre vers | B-D-glucose [61].

La GOx catalyse l'oxydation du p-D-glucose en D-glucono-1,5-lactone, qui ensuite
s’hydrolyse en acide gluconique. (Km = 33-110 mM; 25 °C; pH 5.6).

La catalyse requiert un cofacteur, la Flavine Adénine Dinucléotide (FAD, un composant
majeur d'oxydation-réduction dans les cellules. Le FAD sert d'accepteur d'électron initial, il est
réduit en FADH,qui sera re-oxydé en FAD (régénération) par l'oxygéne moléculaire

(02, plus réducteur que le FAD). L'O, est enfin réduit en peroxyde d'hydrogene (H,0,).
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VI111.3 Applications

La glucose oxydase est largement utilisée, couplée a une réaction de
la péroxydase (POD, HRP) qui visualise la formation d'H,0,, et donc permet de doser le glucose
libre, ceci dans le sérum ou le plasma en diagnostique clinique [62].Le test spectrométrique
du dosage par la glucose oxydase est manuel ou automatisé, et existe en tests rapides au chevet du
patient.Ce test est aussi réalisé par des méthodes nanotechnologiques, avec des biosenseurs: ces
capteurs détectent le nombre d'électrons qui passent au travers de l'enzymeconnectée a
une électrode. Ceci peut servir le control qualité en industrie comme le suivi médical du diabéte.

En fabrication par ailleurs, la GOx est utilisée comme additif pour son potentiel d'oxydo-
réduction : en boulangerie, il rend la pate plus ferme, remplacant des oxydants comme
le bromate et l'acide ascorbique. Il sert aussi a eliminer I'oxygéne en emballage alimentaire, et le
D-glucose du blanc d'ceuf pour éviter le brunissement (Réaction de Maillard). La glucose oxydase
est présente dans le miel ou il agit comme agent naturel de préservation, réduisant I'oxygene
atmosphérique en peroxyde d'hydrogéne, qui détruit les bacteries. On retrouve cette
activité bactéricide dans diverses cellules (champignons, cellules immunitaires). Cette enzyme
peut étre aussi utilisée dans une biopile enzymatique. L'oxydation du glucose libére deux électrons
qui peuvent étre transférés a un médiateur RedOx, puis a l'anode de la pile ce qui génere un
courant électrique. La réaction couplée (deuxieme demi-pile) peut étre la réduction du dioxygéne
en eau par labilirubine oxydase ou lalaccase. Enzymes apparentées: Notatine et autres
la Notatine, extraite de Penicillium notatum, fut initialement appelée Penicilline A, mais
rénommée pour éviter la confusion avec la penicilline [63]. A présent, la notatine est considérée

identique a la Penicilline B et la glucose oxydase [64].
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l. I ntroduction
Au début des années quatre-vingt-dix, pour la grande majorité des chimistes, le terme

liquide ionique était obscur et peu connu. Depuis 2000, le nombre de publications et de
brevets traitant de ce domaine de recherche a augmenté de maniere exponentielle
(Figure .1.1). Cependant, on peut se demander pourquoi les liquides ioniques suscitent un tel
engouement au sein de la communauté scientifigue. La réponse se trouve dans la structure
méme de ces sels organiques. En effet, leurs propriétés physico-chimiques sont tres
intéressantes et variées, et les multiples applications possibles dans la chimie organique font

de ces entités des composés de choix comme solvants de substitution pour la catalyse et la

synthese supportée.
Nombre de
publication sur 12000 ~ 10576
les liquides
ioniques 10000 -
8000 -+
6000 -
4000 +
2000 -+
24 47 116
0 _— _— _—~
T T T T 1
1900-1980 1980-1990 1990-2000 2000-2016

Figure. Il .1. Nombre de publications sur les liquides ioniques.

Les solvants usuels de la chimie organique sont parfois toxiques et peu compatibles
avec |’environnement. En raison de leur faible tension de vapeur, les liquides ioniques se
révelent ére une nouvelle aternative a leur utilisation. Les nouvelles normes en matiere de
protection de I’ environnement incitent les industries chimiques et pharmaceutiques a mettre
en ceuvre des procédés permettant la minimisation ou I’ élimination de tout rejet toxique. En
conséquence les liquides ioniques commencent a intéresser activement ces industries [1].La
société Solvant Innovation [2], créée par le chercheur académique Peter Wasserscheid, la
compagnie Merck [3] et le groupe BASF [4] commerciaisent depuis peu une grande variété

deliquide ionique.
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Nous étudierons dans ce chapitre I" historique des liquides ioniques, leurs propriétés

physico-chimiques et leurs applications dans la chimie organique et |a synthése sur support.

1.  Historique
Historiquement, le premier liquide ionique a é&é découvert en 1914 par Walden [5] :

C' était le nitrate d ammonium d éthyle [EtNH3] [NO;3] et ce sl liquide a 12°C n'avait pas
attiré I’ attention des chimistes du début du siecle. Ce n'est qu’ apres la Deuxieme Guerre
mondiale qu’ une application de ces sels a été rapportée. Hurley a ainsi décrit I’ utilisation de
chloroaluminates de pyridinium comme éectrolytes dans |’ é ectrodéposition de I’ aluminium.
Ces travaux ont ensuite éé repris durant les années quatre-vingt par Hussey [6]
et Osteryoug [7]

Les liquides ioniques se sont progressivement immiscés dans lachimie organique
«classique» notamment grace aux sels de dialkylimidazolium associés a leurs anions
chloroaluminates qui sont utilisés comme catal yseurs dans les réactions de Friedel -Crafts [8].

Néanmoins ces sels ont un inconvénient majeur : ils sont peu stables a I’air ambiant,
trés hygroscopiques et ce qui limite leurs applications industrielles, en particulier pour les

réactions de substitution éectrophile aromatique.

Le premier liquide ionique stable alI’air et al’ eau, le tétrafluoroborate d’ éhyle et de
méthyle imidazolium, a été décrit par Wilkes [9] en 1992. Il a été utilisé avec succes en
catalyse homogene. Cette découverte peut étre considérée comme le point de départ le plus

significatif del’ utilisation des liquidesioniques en chimie organique.

[11. Définition
Liquides ioniques sont des substances avec des points de fusion en-dessous de 100 °C,

ce compose seulement par desionset le classique desselsfondusa hautes températures ne

sont pas inclus dans cette définition.

Lapremiére génération Ilsbasée sur des chloruresa fait ne pas exécuter en

raison bon de leur sensibilité dhumidité et d'oxygéne. [10].
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V. Structuredesliquidesioniques

V.1 Cations
Les cations sont en général volumineux et ont une faible symétrie. Les plus utilisés ont

une structure de type : ammonium [11], sulfonium [12], phosphonium [13], pyridinium [14],
imidazolium [15], pyrrolidinium [16], thiazolium [17], triazolium [18], oxazolium [19],

pyrazolium [20] et le 2,3-triméthylenimidazolium [21] (Figure.l. 2).
L’imidazolium est le cation le plus fréguemment représenté dans |l es publications.

Les cations N, N’ diakylimidazolium, de par leur asymétrie, possedent des propriétés
physico-chimiques intéressantes, notamment un faible point de fusion. Il est a noter que les
hexafluorophosphates d’imidazolium substitués par des groupements alkyles de maniére

symétrique restent liquides a température ambiante [22].

De nombreux liquides ioniques comportant un cation imidazolium ont éé modifiés
pour des applications en tant que solvant de réaction ou pour des taches spécifiques. Aingi,
certains de ces cations ont été fonctionnalisés par des fonctions éther [23], amine [24], urée

[25], ou par des chaines perforées. [26]

[ NRxH(4-X)l l SRXH(4—X)] [ PRXH(4-X)I
Ammonium Sulfonium Phosphonium
1 2 3
R4
R R L
\N/ S @N/ 3
<®N—R R\N@N/R <®7
\_/ R1 R2
Pyridinium Imidazolium Pyrrolidinium Thiazolium
4 5 6 7
/R3 ’R3 Rs\(g/R3 <\N
NN DN ® )
>¥N\ /N_N\ ,\l
R1 R2 R1 Rz R1 R2 R
Triazolium Oxazolium Pyrazolium 2,3 Triméthyleneimidazolium
8 9 10 1

Figure. 11.2. Structures des cations les plus utilisés.
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Des polycations [27] de type d’imidazolium, diammonium et N-alkylisoquinolinium
ont été décrits récemment. Le choix du cation est important. || peut dans certains cas orienter

une sélectivité et influencer le rendement de la réaction.

Ainsi, Lancaster et coll. [28] ont effectué une étude sur I’influence du cation dans le
cas d'une réaction de nitration aromatique en milieu liquide ionique. Comme le montre le
tableau 1, des différences de réactivité et de sélectivité sont constatées en fonction du cation
utilise. Le substrat est le toluéne et les différentes réactions sont effectuées dans des
conditions similaires, & 25 °C. Les cations étudiés sont le butylméthyl imidazolium ([bmim])
12, le 1-butyl-2,3-diméthylimidazolium ([bmyim]) 13 et le 1-butyl-1-methylpyrrolidinium
([bmpy]) 14, associés avec I'anion le bis ((trifluorométhyl) sulfoniez) imide ([NTf;])
(Figure .1.3).

Me Bu  Me
AN )\ N
Me\N®N/Bu Me\N®N/Bu @
)/ -/ /\_\/
12 13 14

Figure. 11.3. Influence du cation dans |e cas d’ une réaction de nitration aromatique.

Liquideionique Conditions de | Rendement Temps (en | Ratioao-/p-
réactions (%) heure)

[bmim][NTf,]12 HNO3z-Ac,0O 42 24 15

[bmymim][NTf;] 13 HNO3z-Ac,0O 63 1 14

[bmpy][NTf,] 14 HNOs-Ac,0 93 1 1.3

Tableau.ll.1. Réactivité et sélectivité du cation utilisé.

Méme s le cation semble jouer un rdle prépondérant dans certains facteurs

réactionnels, c’est avant tout |’association cation-anion qui est a I’origine des différences

physicochimiques des liquides ioniques. Le choix de |'anion est en conséguence aussi

primordial.
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V.2 Anions
Les anions sont communément classés en deux catégories :

Les anions polynucléaires a caractere « acide de Lewis » : Al,Cl7, AlsCly, AuCl7, FeCly

Ces anions sont formeés par réaction de |’acide de Lewis et de I'ion CI". Ains selon
I’éguation 1, I’acide de Lewis AICI3; réagit avec I'ion chlorure pour former un mélange
d’anions suivant un équilibre acido-basique classique. Ces anions ont surtout été utilisés dans
des réactions d'alkylation [29], d'acylation [30] et de sulfonation [31] de systémes

aromatiques.

Cependant les liquides ioniques ayant ce type d anion induisent certaines limitations : ils sont
tres sensibles a |’ eau et sont peu stables al’air ambiant. Les chloroaluminates sont considérés

comme la premiére génération de liquide ionique.

Cl + ACl; =——= ACl,

AlCl, + ACl3 — . AlLCl

Al,Cl; +  AICIs AlsClg etc...

Equation 1
L’ autre catégorie concerne les anions inertes. Les plus représentatifs sont décrits dans la
figurell.4.
BF, PFg SbFg zncl§
€] S} E] Sl
SnClj N(CF3S05), N(FSO5)» C4FgSO3
4 4
INTf]" NfO]°
o S] [S] o
CF3CO, MeSO3 C4FgSO3 C(CF3S05)3
(@) (@)
Q¢ O
[S) [S] o B
\‘/COZ \5/002 CBi1Hi2 S o
g - ! °© 1 ©
lactate carborane Orthoborate

Figure.ll.4. Structures des anions les plus utilisés.
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Il existe de grandes différences de stabilité et de propriétés physicochimiques entre
tous ces anions. Les anions qui conduisent aux plus faibles viscosités et aux points de fusion
les plus bas sont les anions fluorés bis ((trifluorométhyl)sulfonyl) imide [NTf;],
bis(méthylsulfonyl)imide [Ms;N] et le dicyanamide[32] [N(CN),].

Ces caractéristiques peuvent s expliquer par la délocalisation de la charge négative qui
minimise I'intéraction cation-anion. Notons que I'anion [NTf,] est stable a trés haute
température (>400°C) [33] . Les carboranes34] et les orthoborates[35] sont considérés

comme étant les anions | es plus stables thermiquement et chimiquement les plus inertes.

V. Synthesedesliquidesioniques
Les liquides ioniques possedent des propriétés inhabituelles et leur synthese se révele

étre trées ssimple. La synthese de ces sels est généralement effectuée en deux étapes (figure.l.5).

L’ étape initiale est une réaction de quaternisation de I’ atome d’ azote (de phosphore ou
de soufre) par un halogénure d akyle. Typiquement cette réaction s effectue au reflux de
I"agent alkylant pendant plusieurs heures ou plusieurs jours [36]. L’utilisation des micro-
ondes permet de réduire considérablement ce temps de réaction [37]. Cette qu’ arénisation

peut auss s effectuer grace aux ultrasons sans solvant [38].

Les halogénures d’imidazolium sont peu utilisés en tant que tel en chimie organique
car ils sont trés hygroscopiques. L’ halogéne ayant un caractére tres coordinat, il peut induire
des réactions parasites. Ces sdls sont ensuite modifiés lors de la deuxiéme étape par la
métathése anionique.

PAN '
. . R\NCDN/R .
Acide de Lewis MX, \ /

ex: AICls, CuCl ... v MXy4q

Ry \n—R'
Oy

1) Sel métalliqgue MA
(précipitation de MX)

N
ex : NH,BF,4, KPFg, AgBF, R\N® n—R .
/A

2) Acide de Bronsted HA
(évaporation de HX)

PN R'X
\—/

Quaternisation

Figure.ll.5. Synthese des liquides ioniques
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Il existe deux méthodes différentes pour cette deuxieme étape :

La premiere méthode est la métathese anionique : c'est I’échange d'anion dun
halogénure avec soit un sel d argent, soit un sel d’un métal du groupe | : Li, Na, K, soit un sel

d’ammonium de |’ anion choisi (ex : NH4BF,).

La métathese est une réaction simple a mettre en ceuvre. Sa force motrice réside dans
la précipitation des sels MX généralement insolubles dans le solvant de réaction. Cette
réaction s effectue principaement dans les solvants classiques (acétonitrile, acétone) ou dans
I’eau (ex : pour LiNTf, [39]). Cette réaction a aussi été décrite sous irradiation micro-onde
[40].

Historiquement, Wilkes est le premier a avoir décrit en 1992, la synthese du
tétrafluoroborate d’éthylméthylimidazomium ([emim] [BF,4]), par métathése anionique du
[emim][I] avec un s&l d’'argent (AgBF,). La métathese s effectue dans le méthanol. Elle peut

également se faire dans |’ acétone avec le NH4BF..

Il existe a ce jour de nombreux exemples de métatheses anioniques effectuées avec des

anionstresvariés[41]
La deuxieme méthode est la neutralisation acide :

La métathese par voie acido-basique consiste en un échange d’ anion du sel de départ
avec un acide fort tel que [I'acide nitrique, I'acide sulfurique ou [I'acide
hexafluorophosphorique[42]. Les liquides ioniques obtenus sont lavés plusieurs fois a I’ eau
afin d’ éiminer toute trace d’ acide. 1l convient de souligner que I’amélioration de la qualité du
liquide ionique par des lavages successifs a I’eau entraine parfois une chute notable du

rendement.

Les sels d halogénoaluminates [43], et chlorocuprates[44] sont préparés a partir de
I"halogénométal correspondant. Ces liquides ioniques sont connus pour leur trés grande
sensibilité al’eau, al’air et alalumiére. Ces réactions de métathése doivent par consequent

étre effectuées sous atmosphere inerte.
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VI. Propriétésgénéralesdesliquidesioniques
Le nombre croissant de publications sur les liquides ioniques montre I’intérét des
chimistes vis-avis de ces composés en raison de leurs propriétés peu communes. Les

principaux avantages de ces sels organiques sont les suivants :

Ce sont des sels organiques liquides a température ambiante ou ayant une température

defusion inférieure a100° C.

Leur tension de vapeur est négligeable, ce qui est un avantage pour éiminer les

composes volatils présents dans des liquides ioniques.

Ce sont de bons solvants vis-avis d'un grand nombre de composés organiques et

inorganiques, permettant d effectuer des réactions catal ytiques en milieu homogéne.

IlIs ne sont pas solubles dans la plupart des solvants organiques usuels, d’ou la

possibilité de réaliser des réactions catal ytiques en milieu biphasique.
IIs peuvent étre utilisés comme solvant et catal yseur.

IIs sont généralement composes de cations et d anions peu coordinats, ce qui est un
avantage important pour les industries qui utilisent des catalyseurs dérivés de métaux de

transition.
Leur synthése est généralement peu colteuse et facile a mettre en ceuvre.
Il est possible de les recycler en utilisant un solvant adéquat.

Un simple changement de leur structure, de |’association anion-cation permet de
moduler toutes ces propriétés.

V1.1 Propriétés physicochimiques
Précédemment, nous avons montré que la structure des liquides ioniques, I’ interaction

cations-anions, induisent des variations de propriétés physicochimiques. La viscosité, le point
de fusion, la coordination, la conductivité ou la solubilité sont également des facteurs
essentiels a prendre en considération pour la mise au point d'une réaction. Méme s
I’empirisme reste le seul moyen de choisir au mieux le liquide ionique adéquat, de
nombreuses études ont été réalisees afin de rationaliser les propriétés générales des liquides

ioniques en fonction de la combinaison des cations et des anions mis en jeu.
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V1.2 Viscosité, Densité et Température defusion
Les liquides ioniques sont des composeés tres intéressants en raison de leur grande

stabilité thermique. Comme les liquides ioniques n’ont pas de tension de vapeur, il en résulte
gue I’ éévation de température entraine leur dégradation. Généralement elle se produit a des

températures égales ou supérieures a400°C [45]

La température de fusion des liquides ioniques est directement liée a I’ interaction du
cation et de I’anion. Ces sels sont tres peu coordinants, ceci explique leur faible point de
fusion. Le cation organique étant volumineux, sa charge n’est pas localisée ce qui minimise
les possibles interactions éectroniques. Les points de fusion de différents liquides ioniques

[Rmim] [X] sont représentés dans le tableau.l. 2 ci-dessous [46].

R X Point de fusion/°C
Me Cl 125

Et Cl 87

n-Bu Cl 65

Et NO3 38

Et CFsS0s -9

Et BF,4 6

Et (CF5S03),N -3

Et CF3CO; -14

n-Bu CF3S0O3 16

Tableau.ll.2. Les points de fusion de différents liquides ioniques [Rmim] [X]

La viscosité des liquides ioniques provient de leur tendance a former des liaisons
hydrogénes et des interactions de Van der Waals [47] Ains, les chloroaluminates
d’imidazolium possédent des viscosités importantes dues aux liaisons hydrogenes formées
entre les atomes d’ hydrogéne du cation imidazolium avec I’ion chlorure.

Laviscosité des liquides ioniques semble étre également reliée au choix de |’ anion [48].

Ains pour un méme cation la viscosité diminue selon |’ ordre décroissant suivant :
Cl" > PFs > BF,> NTf,, le cation correspondant est le butylméthylimidazolium [bmim] *
(Tableau .1.3).
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Anions Densité (g.cm°) Viscosité & 20°C (cp)
PFs 1,37 (30°C) 330
BF, 1,24 (30°C) 330
TfO 1,29 (20°C) 90
NTT, 1,43 (20°C) 52
Eau 0,99 (20°C) 1
Tableau.l1.3. Densité et viscosité de [bmim] *
V1.3 Polarité

Les liquides ioniques sont des sels organiques a caractere tres polaire. De nombreuses
études sur la polarité des liquides ioniques ont été effectuées [49]. A titre d' exemple, le
[bmim] [PFg] possede une polarité voisine du 1-butanol [50], et celle du [bmim] [BF,] est
proche du méthanol [51].

Leurs propriétés de solvatations sont arelier ala propension qu’ont ces sels a agir en
tant que donneur et accepteur de liaison hydrogene [52] .En faisant varier la longueur des

chaines des groupements alkyles, on peut augmenter la lipophilie de ces liquides ioniques [53]

Et ainsi moduler les propriétés de ces composeés.

V1.4 Solubilité
La variation de la solubilité des liquides ioniques vis-aVvis des solvants est un facteur

tres important en synthese monophasique ou biphasique. Dans un systeme catalytique
multiphasique, la maitrise de ce paramétre se révele primordiale pour |'application des
liquides ioniques en tant qu’ équivalent synthétique de la chimie combinatoire.

Olivier-Bourbigou et coll. [54] ont éudié I'influence de la longueur de chaine du

cation et de lanature de |’ anion pour la solubilité de I” hexéne dans divers liquides ioniques.

Il apparait alors que pour un méme anion, I’allongement de la chaine alkyle de
I’imidazolium augmente la solubilité dans |I” hexene. Pour un méme cation, la solubilité dans

I’ hexene augmente selon I’ ordre suivant : NTf, >CF;CO, >TfO>PFs >BF, .

De nombreuses études ont été réalisées sur I’ hydrophobicité et | hydrophilie

des liquidesioniques. [55]Les anions qui présentent |a plus grande hydrophobicité [56]
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Sont les anions PFg et NTf,. La figure.l.6 [57] résume les propriétés hydrophobes et

hydrophiles des anions et cations les plus utilisés.

II'y aen revanche peu d’ études faites sur | hydrophobicité des cations. Selon un brevet
de Vestergaad et coll [58], les cations aromatiques de types imidazolium et pyridinium se
sont rével és étre des composés de choix en tant qu’ éectrol ytes hydrophobes non agueux. Tres
récemment, la société Merck [59] a commencé a commercialiser des liquides ioniques
hydrophobes. Ces sels sont composés de cations soit d’imidazolium soit de pyrrolidinium
avec comme contre anion [PFg], [NTf,] ou [(C.Fs)3PF3]. Sanjay et coll [60] ont synthétisés un
nouveau liquide ionique qui a fourni une solubilité et une séectivité élevées dans la

benzoylation du nucleosides.

/ \ R1\®/R2 R1\®/R2
TR e

R4 R3 R4

Hydrophobe Hydrophile

S) ©

PFq BF, CH4CO,
© [S)
N(CF5S05)s CF3SO,
o CF3SO4 °

B(OR;OR,0R30R,) NO;
o e oo
(C2F5)3PF3 Cl Br |

Figure.ll.6. Hydrophobicité des cations et des anions

V1.5 Toxicitédesliquidesioniques
Long temps les liquides ioniques ont éé décrits comme solvants aternatifs

respectueux de |’environnement par rapport aux solvants classiques. Un grand nombre de
chimistes | es classaient méme dans |a catégorie des solvants de la « chimie verte ». Certes, ces
composes possedent des tensions de vapeur négligeables, ils ne s évaporent donc pas dans
I"atmosphére, mais certains de ces sels sont solubles dans I’ eau. Or d’ apres le concept de la
« chimie verte » aucune substance toxique ne doit subsister dans I’ environnement. Le terme

de « solvant vert » est donc a proscrire.
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A ce jour peu d études relatent la toxicité de ces produits. Ce n'est qu’au début des
années 2000, soit 10 ans apres |’ apparition des premiers liquides ioniques de deuxiéme
génération, que des chimistes et des biologistes ont commencé a s'intéresser a la toxicité de

ces sels organiques.

Ains en 2001, Pernak et coll [61].0Ont publié une étude toxicologique de divers sels
de pyridinium ayant une forte activité antimicrobactérienne. Les auteurs ont montré que le
changement d’anion a une réelle incidence sur la toxicité. Ces liquides ioniques possedent en

revanche unetres faible toxicité vis-a-vis de |’ homme et des mammiféres.

Maginn et coll [62] ont décrit un modéle de relation-structure-propriété
(QSPR = Quantitative Structure Property Relationship) permettant d’évaluer la toxicité de
divers liquides ioniques vis-avis de la bactérie Vibrio fischeri et de la daphnie Daphnia

magna.

Dans cette étude, il a éé montré que I’anion a peu d'incidence sur la toxicité. En
revanche cette derniére semble étre dictée par le choix du cation et de lalongueur des chaines.
Ains la toxicité des cations augmente dans I’ordre suivant pour une chaine analogue:
Imidazolium>Pyridinium>Ammonium. Ces liquides ioniques ont une toxicité supérieure au
méthanol et a |’acétonitrile. D’autres éudes du modéle (QSPR) d'un nouveau cation

guanidinium ont été faites[63].

Méme si ces études peuvent paraitre aarmistes, il faut néanmoins rester critique face a
ces résultats. En effet contrairement aux solvants classiques, les liquides ioniques ont une
faible tension de vapeur et ne peuvent s évaporer. Avec de simples précautions, tel que le port

de gants, le risque d’intoxication reste donc faible.

De plus, le nombre de données concernant la toxicologie des liquides ioniques et les
études QSPR ne cessent d’augmenter. 1l reste de nombreuses études a effectuer sur la
transformation et la métabolisation de ces sels organiques, ceci afin d’ obtenir dans un avenir

proche un liquide ionique respectant |les principes de la « chimie verte ».
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VII. Applicationsen synthese organique
Depuis quelques années, les liquides ioniques ont beaucoup été utilisés dans la chimie

organique dite classique (réaction nucléophile, éectrophile...) et la chimie catalysée par les
métaux de transition. Les liquides ioniques possedent, comme nous |’ avons vu précédemment,

d’intéressantes propriétés qui peuvent étre un réel avantage dans le domaine de |la catalyse.

En effet, ces sel's peuvent dissoudre aisement les réactifs et les catalyseurs, permettant
ains d effectuer les réactions en milieu homogeéne. Les propriétés des liquides ioniques
permettent dans certains cas de séparer aisément par décantation les produits de la réaction et
le catal yseur soluble dans ces sel's organiques. Cela permet de recycler le catalyseur et d’ éviter
toute purification fastidieuse.Si les produits sont miscibles avec le milieu ionique, aors il est
possible, soit de faire une distillation de ces produits, soit de faire une extraction avec un

solvant non miscible avec le liquide ionique.

VI1I.1 Lesréactions nucléophiles
Les liquides ioniques sont des milieux trés polaires qui permettent de stabiliser les

espéces ioniques présentes dans le milieu. L'utilisation de ces sels parait donc convenir
parfaitement aux réactions faisant intervenir des intermédiaires cationiques ou anioniques.
Seddon et coll [64] ont décrit en 1998, I'alkylation régiosélective d'indole et de
2-naphtol dans le [bmim] [PFg]. Les produits obtenus avec une tres bonne régiosélectivité et

d excellents rendements sont séparés du milieu ionique par extraction al’ éher diéthylique.

Zheng et coll [65] ont publié la synthése d’a-aroyloxycétone 17 par réaction de
substitution nucléophile du carboxylate de potassium 16 sur [’a-tosyloxyacétone 15

(figure.l.7).

O O
i o [bmimlBF]
)J\/OTS + )Jvo ® )J\/OCOAr'
Ar Ar' Ar

K ta
15 16 17

Figurell.7.la réaction de substitution nucléophile du carboxylate de potassium 16 sur 1’a-

tosyloxyacétone 15

VI1.2 Lesréactionsde condensation
Santos et coll [66] ont montré en 2001 que la réaction de Baylis-Hillman dans le [bmim] [PFg]

serévéle étre 33 fois plus rapide que dans I’ acétonitrile. Puis en 2004 d’ autres auteurs [67] ont

décrit cette méme synthese dans | hexafluorophosphate de butyl diméthyl imidazolium
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[bdmim] [PFg] au lieu du [bmim] [PFg]. En milieu basique, le [bdmim] [PFg] réagit avec
I’aldéhyde 18 et conduit a un produit secondaire, comme |'avait précédemment décrit
Agrawal [68] en 2002. L'utilisation du [bdmim] [PF] augmente considérablement le
rendement de la réaction vis-avis de I’acétonitrile et il peut étre recyclé plusieurs fois
(figure.l.8).

[bdmim][PFg]
24 h, ta 20

i 0 Al OH O
, [n]
R H \)LOCHg R)WHLOCHQ,

18 19
Figure.ll.8. laréaction de condensation

Récemment, Morrison [69] a décrit la réaction de Knoevenagel dans I’ hexafluorophosphate
d hexylméthyl imidazolium [hmim] [PFg]. La réaction d’ un aldéhyde aromatique 21 avec le
dimalonitrile22 conduit, avec la glycine comme catalyseur, au benzylidene23 avec de bons

rendements (figure.l. 9).

i CN Glycine (0,2 éq) R CN
R "W 7 i
CN [hmim][PF¢] 45-55°C CN
’1 - 23

Figure.ll.9. laréaction de condensation comme la glycine catal yseur

VI1I1.3 Lesréactions électrophiles
Les réactions d alkylation [70], de sulfonation et d acylation [71] ont éé beaucoup

étudiées dans les liquides ioniques. Les anions utilisés sont généralement des
chloresaluminates (AICl,, AI2Cl; etc...) qui sont obtenus par addition d’AICI 3 dans le

milieu.

Ainsi, Yang et coll. [72] ont décrit |’acylation de I’indole 24 en position 3 par un chlorure
d’ acide 25 dans le chlorure d éhylméthylimidazolium [emim] [CI] en présence d AlCI3
(figure..10). Les réactions s effectuent avec de bons rendements pour les cycles in doliques
pauvres en électron. Cette synthese permet d’ obtenir une grande variété de cycles in doliques

acylés en position 3 et ceci avec divers groupements fonctionnels.
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R
O
= i
rl ‘ N\ . )L [emim][CI] = N
\ N c” TR AICl3, ta R— |
H ~ N
24 25 26

Figure.ll.10.laréaction éectrophiles

V1.4 Lesréactions catalyseées par lesmétaux detransition
Le recyclage du catalyseur et du ligand sont, bien souvent, dans les réactions utilisant

les métaux de transition, un facteur difficile a maitriser mais primordial, car ces espéeces sont

généralement coliteuses.

Il apparait donc intéressant de trouver une méthode qui permette d'isoler le catalyseur
des produits de réaction. Les liquides ioniques permettent de répondre a cette exigence. En
effet, ils peuvent se comporter comme des ligands et ainsi chélate |’ espéce métallique. Le

systeme liquide ionique—catal yseur peut alors étre recyclé.

Ainsi, Wang et coll. [73] ont récemment rapporté une éude du couplage de Suzuki dans le
[bmim] [PF6] (figure.l.11). Cette réaction s effectue sans utilisation de phosphine en présence
de Pd(OAC) ». Les sous-produits de la réaction de Suzuki sont éiminés par lavage al’ eau. Les
sels d'imidazolium [74] sont connus pour former des espéces carboniques pouvant se lier au
métal. Les auteurs affirment que plusieurs cycles catalytiques peuvent étre effectués sans

perte d’ activité.

R./— o) [bmim][PFg], Eau o —R
X R' B(OH '
\_/ ' i : ®  18%Pd(OAC), C \C /\/

K,CO3, 100°C

85-95 %

Figurell.1l. Lerapporté une étude du couplage de Suzuki dans|e [bmim] [PF6]

D’ autres études des couplages de Suzuki et Heck ont été réalisées dans les liquides
ioniques en |'absence de ligand [75]. De nombreuses synthéses, utilisant divers métaux de
transition telle que le fer [76] et e ruthénium [77], ont été étudiées en milieu diphasique dont
une des phases contient un liquide ionique. Grace a ce dernier, le catalyseur peut étre recyclé,
ce qui permet d effectuer plusieurs cycles catalytiques sans perte d activité. La réactivité des

liquides ioniques en tant qu’ acide ou base de Bronsted, réactifs, catalyseurs, ... etc. [78]
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[.7.5. Applications en synthése enzymatique
L’utilisation des liquides ioniques en synthése enzymatique est tres récente. Le

premier exemple a éé publié en 2000 par Erbeldinger et coll. [79].

Cet auteur décrit I’ utilisation de [bmim] [PFg] comme alternative a |’ acétoacétate dans
la synthese du dipeptide Z-aspartame avec des thermolysines. Les rendements sont similaires,
mais la stabilité de |’ enzyme semble supérieure en milieu liquide ionique. Seddon et coll [80].
ont publié I'utilisation de [bmim] [PFg] et [bmim][BF4 comme milieu réactionnel dans
diverses réactions catalysées par une lipase (Candida Antartica). Le rendement des réactions
de transestérification se révelent étre |égerement supérieur dans les liquides ioniques vis-avis
du t-BuOH. L’emploi d' un tel type de solvant polaire est donc compatible avec un systeme
enzymatique.De nos jours, de nombreuses synthéses enzymatiques ont été décrites dans les

liquidesioniques. [81].
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Chapitre Il : Partie expérimentale

s Appareillage

Au cours de ce travail, |’ appareillage suivant a été utilisé :

1. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) :

1.1. Principedela méthode:

L a spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est basée sur les propriétés
magnétiques de certains noyaux atomiques. Tous les noyaux atomiques possedent une charge en
rotation, décrite par son terme de spin nucléaire. Certains noyaux ne sont pas observables en
RMN car ils n'ont pas de propriétés magnétiques. Lorsqu'on soumet une molécule & un champ
magnétique externe, ce champ agit non seulement sur les spins nucléaires, mais en méme temps
il induit dans un plan perpendiculaire a sa direction, une circulation des électrons autour du
noyau. D'ou I'existence d'un champ magnétique interne. Ce dernier peut sadditionner au champ
extérieur: c'est le phénomeéne de déblindage ou sopposer au champ extérieur: c'est le phénomene
de blindage ou d'écran. Plus le blindage est intense, plus le noyau doit étre soumis a un champ
extérieur fort pour que se produise la résonance. Ceci se traduit par un déplacement des pics de
résonance vers la droite du spectre. L’inverse dans le cas du déblindage. L'intensité du blindage
ou du déblindage dépend donc de l'environnement du noyau. Si les protons ont le méme
environnement chimique ils résonnent ala méme valeur du champ : ils sont dits équivalents. Et il
y arésonance s la fréquence appliquée correspond a la fréguence propre du noyau. Le signa
(énergie absorbée en fonction de la fréquence) se traduit sous forme d’ un pic. Certains noyaux ne

sont pas observables en RMN car ils n‘ont pas de propriétés magnétiques.

Cette méthode nous renseigne sur le squelette de la molécule en atome de carbone C et en
atome d’ hydrogene H, ¢ ad obtenir les vraies structures des produits de réaction.

Nous avons utilisé laRMN *H et laRMN **C pour la caractérisation de nos échantillons.

Les spectres RMN *H, C ont été enregistrés & 300 MHz, a I'aide d'un appareil a
transformée de Fourier BRUKER ARX 300 (Université d ORAN). Le solvant utilisé pour
I" enregistrement des spectres de RMN 'H et *3C est indiqué pour chague spectre. Toutes les
valeurs des déplacements chimiques sont exprimées en partie par million (ppm) pour laRMN du
proton H * et du carbone C™. Les constantes de couplages sont exprimées en Hertz (Hz). Les
abréviations suivantes ont été adoptées quant a la multiplicité des signaux:
ssingulet, sl singulet large, d doublet, t triplet, g quadruplet, m multiplet.
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1.2 Spectrométriede masse a Impact éectronique (El) :

Principe dela méhode

Son principe réside dans |e bombardement des molécules par impact é ectronique obtenant
un ion moléculaire M ™ qui sera fragmenter par la suite donnant la naissance des fragments fils en
mode positif avec des valeurs m/z différents. Le spectre de masse moléculaire contient un
ensemble de pics de fragments qui nous renseigne sur la structure moléculaire et un pic

important « pic parent »qui nous précise la masse moléculaire de I’ échantillon analysé.

La Spectrométrie de masse Haute Résolution a double focalisation est réalisée avec un
VARIAN MAT 311 (géométrie BE de NIER-JOHNSON inversee) du Centre Régional de
Mesures Physiques de I’ Ouest. L’énergie du faisceau électronique est de 70 eV, I'intensité du
courant d’émission de 300 pA et la tension d’accélération de 3 kV. Les composés sont
généralement introduits al’ aide d’ une canne d'introduction directe, la température du creuset est
indiquée dans chaque cas. La précision obtenue sur la mesure de la masse précise desions est de

5 chiffres significatifs.

e SourceLSIMS (Liquid Secondary lon Mass Spectrometry) :

Le Spectrométre de Masse Haute Résolution MS/MS ZAB Spec TOF Micro mass, du
Centre Régional de Mesures Physiques de (I’Ouest université de Rennes 1), possede une
géométrie EBE T OF (secteurs magnétiques et électriques avec Temps de Vol orthogonal).

e Précision delamatrice et du mode positif ou négatif :

Les spectres de masse haute et basse résolution ont été réalisés en ionisation LSIMS
(Spectrométrie de Masse des lons Secondaires en phase Liquide) en mode positif a lI’aide d’un
canon césium Cs’. L’alcool métanitrobenzylique (MNBA) a été employé comme matrice, les

ions sont accélérés avec unetension de 8 kV et latempérature de la source est de 40°C.
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% Synthese dela phaseliquideionique:

1. Synthesede chlorure de 3-(2-carboxyethyl)-1-methylimidazol-3-ium
Lasynthése du liquide ionique a été réalisée en respectant le protocole suivant :

e Réaction de quaternisation d’amine:

/—\ 120°C, 24 h
. o~ COOCH

©)

~ NN ~cooH
)

cl

Un mélange équimolaire de 3-chloropropancique acide (10 mmol, 1,08 g) et de
1-méthylimidazole (10 mmol, 0.97ml) est porté a 120°C pendant 24 h sous vive agitation
magnétique. Une fois la réaction terminée, e brut réactionnel est lavé avec de I’ éher diéthylique
(3x 25 ml), puis séché a pression réduite pour éliminer toute trace de solvant.

4 5

fe)
NN ~cooH

2 ©
Cl

La caractérisation par RMN *H (300 MHz, DM SO) n’a pas donnée la structure du produit

deséré.

T T T T T T T T T T T
10.0 5.0 0.0
ppm (t1)

Spectre: RMN *H de chlorure de 3-(2-carboxyethyl)-1-methylimidazol -3-ium
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Nous nous somme orienté vers une synthése d’ un autre liquide ionique.

2. Synthese de chlorure de 1,3-bis (2-hydroxyethyl) imidazol-3-ium

e Réaction de quaternisation d’amine:

[T\ 120°C, 24 h —~\
'S + U/A\/OH > HO/\\/Ng;N\J/\OH

(2 éq) o

Un méange de 2-chloroéthanol (50,4 mmol, 3,4 ml) et de I'imidazole (25,2 mmol, 2 ml)
est porté a 120° pendant 24 heures sous vive agitation magnétique. Aprés refroidissement a
['ambiante, le produit obtenu (cristallin a température ambiante) est finement broyé, lavé avec de
I’éher diéthylique (3 x 80 ml) puis filtré sur verre fritté de porosité N°4. Le produit est

finalement séché sous pression réduite pendant 10 heures afin d'éiminer |es traces de solvant.

4 5
=\
HO NN ~oH
2 S)

Cl

Chlorure de 1,3-bis (2-hydroxyethyl) imidazol-3-ium

La caractérisation par RMN *H (300 MHz, DM SO) et RMN *C (300 MHz, DM SO)
n’a pas donnée la structure du produit déséré.

Le pic qui est a 9.20 ppm est triplet, et on doit avoir un singulet pour le proton H2 de
I’imidazolium.

La méme chose la RMN *3C puisque le nombre de ‘C’ dans la molécule est 07 carbone
,qui ne colle pas avec le spectre.
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Chapitre Il : Partie expérimentale
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Spectre: RMN *H de chlorure de 1,3-bis (2-hydroxyethyl) imidazol-3-ium
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Spectre: RMN *°C de chlorure de 1,3-bis (2-hydroxyethyl) imidazol-3-ium
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Chapitre Il : Partie expérimentale

Une autre synthése d’ un liquide ionique a été réalisée par la suite.

3. Synthése de chlorure de 1-methyl-3-(4-vinylbenzyl)imidazol-3-ium

e Réaction de quaternisation d’amine:

—\ = 70°C,12h hKN\\ \V/J::::r/1§>
//N\7N * Cl ” =N

©
Cl

. J

Un méange eéquimolaire de chlorométhylstyrene (10 mmol, 1,42 ml) et de
1-méthylimidazole (10 mmol, 0.97 ml) est porté & 70°C pendant 12 h sous vive agitation
magnétique. Une fois la réaction terminée, e brut réactionnel est lavé avec de I’ éher diéthylique

(3x 25 ml), puis séché a pression réduite pour éliminer toute trace de solvant.

Chlorure de 1-methyl-3-(4-vinylbenzyl) imidazol-3-ium

Pour chague molécule on doit présenter les protons ou carbones, multiplicité des signaux, les

valeurs de déplacement chimique (ppm).
Rdt (%): 98

Aspect physique : Solide beige

T: (°C): 175

RMN *H (300 MHz, D-O) : & = 8.58 (s, 1H, H-2); 7.42 (s, 1H, H-4 ou H-5); 7.40 (s, 1H, H-4 ou
H-5); 7.31; 7.28; 7.24; 7.21 (s, 1H, H-2’, H-3', H-5', H-6' ); 6.61 (t, 1H, CH=CH,); 5.77 (d, 1H,
CH=CH,); 5.22 (d, 1H, CH=CH>); 5.22 (s, 2H, NCH5); 3.72 (s, 3H, NCH3).

Page 52



Chapitre Il : Partie expérimentale

Type de proton Multiplicité des signaux (m) Déplacement chimique (ppm) (8)
(1H, H-2) Singulet 8.58

(1H, H-4 ou H-5) Singulet 7.42

(1H, H-4 ou H-5) Singulet 7.40

(1H, H-2", H-3',H-5 ,H-6' ) Singulet 7.31;,7.28; 7.24; 7.21

(1H, CH=CH,) Triplet 6.61

(1H, CH=CH,) Doublet 5.77

(1H, CH=CH,) Doublet 5.22

(2H, NCH),) Singulet 5.22

(3H, NCHy) Singulet 3.72
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Spectre: RMN *H de chlorure de 1-methyl-3-(4-vinylbenzyl)imidazol-3-ium
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Spectre: RMN *°C de chlorure de 1-methyl-3-(4-vinylbenzyl) imidazol-3-ium

Le spectre RMN *3C ne donne pas les pics du produite, celui-la est expliqué par la petite

guantité qui a été utilisée pour la caractérisation de |’ échantillon

Compte tenu de la difficulté de bien purifier le produit, nous avons réalisé une autre synthése

d’ un liquide ionique.
4. Synthésede chlorure de 3-(2-hydroxyéthyl)-1-méthylimidazol-3-ium

a) Réaction de quaternisation d’amine:

[T\ 120°C, 24 h

/~\
/N@ N\/;OH

Cl

Un mélange équimolaire de 2-chloroéthanol (0.0252 mol, 1,7 ml) et de 1-méthylimidazole
(0.0252 mol, 2 ml) est porté a 120°C (milieu homogene liquide) pendant 24 heures sous vive
agitation magnétique. Apres refroidissement a I'ambiante, le produit obtenu (cristallin a
température ambiante) est finement broyé, lavé avec de I’ éther diéthylique (3 x 80 ml) puisfiltré
sur verre fritté de porosité N°4. Le produit est finalement séché sous pression réduite pendant 10

heures afin d'@iminer les traces de solvant.
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Chapitre Il : Partie expérimentale

b) Réaction de métathese anionique:

=\ H3PO,4 , MeCN ~\
/N@N\/\OH /N@N\/\OH
CI@ 24 h, ta )
H,PO,

Un mélange de chlorure de 1-(2-hydroxyéthyl)-3-méthylimidazolium (5 g, 0.0252 mol) et
de I’ acide ortho_ phosphorique (08 ml, 0.062 mol) dans 20 ml d’ acétonitrile est agité pendant 24
heures a température ambiante et a I’abri de I’air, Le brut est concentré a |'évaporateur rotatif
sous pression réduite, puis le résidu d'évaporation est séché sous pression réduite pendant 3

heures a 25°C puis stocké sous atmosphere inerte.

4 5

/N©N\/\
2 ©
Cl

OH

Chlorure de 3-(2-hydroxyéthyl)-1-méthylimidazol-3-ium
Rdt (%): 98
Aspect physique : Solide beige
Tf (°C): 57-59

RMN H (300 MHz, DMSO) : § = 9.14 (s, 1H, H-2); 7.73 (s, 1H, H-4 ou H-5); 7.70 (s, 1H, H-4
ou H-5); 5.28 (t, 1H, J = 5 Hz, OH); 4.21 (t, 2H, J = 5 Hz, NCH,); 3.86 (s, 3H, NCH3); 3.72 (q,
2H, J= 5 Hz, CH,OH).
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Chapitre Il : Partie expérimentale

Type de proton Multiplicité des signaux (m) Déplacement chimique (ppm) (8)
(1H, H-2) Singulet 9.14
(1H, H-4 ou H-5) Singulet 7.73
(1H, H-4 ou H-5) Singulet 7.70
(1H, J=5Hz, OH) Triplet 5.28
(2H, J=5Hz, NCH)) Triplet 421
(3H, NCH3) Singulet 3.86
(2H, J=5Hz, CH,0H) Quadruplet 3.72

RMN 3C (300 MHz, DMSO) : & = 137.0 (C-2); 123.3 (C-4); 122.7 (C-5); 59.3 (NCHy); 51.5

(CH,0); 35.7 (NCHs).

Types de carbone Déplacement chimique (ppm) (8)
©2) 137.0
ca 1233
c5) 122.7
(NCH>) 59.3
(CH,0) 515
(NCH>) 35.7
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Chapitre 1l : Partie expérimentale

SMHR, m/z: 126.8 trouvé (calculé pour C¢H11N,O, C*, 127.0871).

Spectre de spectrométrie de masse de chlorure de 1-(2-hydroxyéthyl)-3-méthylimidazolium
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Dihydrogénophosphate de 3-(2-hydroxyéthyl)-1-méthylimidazol-3-ium
Rdt (%): 98.
Aspect physique: Liquide jaune.

RMN *H (300 MHz, DMSO) : 6 = 9.21 (s, 1H, H-2); 7.75 (s, 1H, H-4 ou H-5); 7.71 (s, 1H, H-4
ou H-5); 6.70 (sl, 1H, OH); 4.22 (t, 2H, NCH,); 3.85 (s, 3H, NCH3); 3.69 (g, 2H, CH20H).
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Chapitre Il : Partie expérimentale

Type de proton Multiplicité des signaux (m) Déplacement chimique (ppm) (6)
(1H, H-2) singulet 9.21
(1H, H-4 ou H-5) singulet 7.75
(1H, H-4 ou H-5) singulet 7.71
(1H, OH) singulet large 6.70
(2H, NCH)) triplet 4.22
(3H, NCHy) singulet 3.85
(2H, CH,0OH. quadruplet 3.69
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Spectre: RMN 'H de Dihydrogénophosphate de 3-(2-hydroxyéthyl)-1-méthylimidazol-3-ium
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Chapitre Il : Partie expérimentale

RMN *3C (300 MHz, DMSO) : § = 137.2 (C-2); 123.7 (C-4); 123.0 (C-5); 59.7 (NCH,); 51.9
(CH,0); 35.9 (NCHa).

Type de carbone Déplacement chimique (ppm) (6)
(C-2) 137.2
(C-4) 123.7
(C-5) 123.0
(NCH,) 59.7
(CH,0) 51.9
(NCHs) 35.9

I I
100 50
ppm (t1)

Spectre: RMN *3C de Dihydrogénophosphate de 3-(2-hydroxyéthyl)-1-méthylimidazol -3-ium
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SMHR, m/z: 126.7 trouvé (cal culé pour CgH11N,O, C*, 127.0871).

Spectre de spectrométrie de masse de Dihydrogénophosphate de 3-(2-hydroxyéthyl)
-1-méthylimidazol-3-ium
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Conclusion générale

Conclusion genérale

Dans ce travail de recherche nous avons réalisé une grande partie de la recherche
bibliographique concernant I’ objectif de ce travail. Nous avons également synthétisé des
liquides ioniques a base d’'imidazolium qui ont été caractérisé par la suite avec des techniques
de caractérisations telles que la RMN'H, RMN™C et la spectrométrie de masse. Ces
techniques nous a permis de vérifier les structure des liquides ioniques syntheses et ainsi leurs

puretés

En effet, la structure des liquides ioniques choisis et leurs puretés sont indispensables

pour les introduire comme biocapteurs.

Pour cela, des éudes ont montrés que I'association des liquides ioniques a des

enzymes pourraaméliorer les propriétés d’ un biocapteur (perspective).
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Résumé:
L'application des enzymes associées aux liquides ioniques pourra améliorer les

performances d' un biocapteur.
Les liguides ioniques synthétisés seront caractérisés individuellement.

Les techniques de caractérisation la RMN'H, RMN*C et |a spectrométrie de masse

seront utilisées pour la caractérisation des produits.

Motsclé : Liquide ionique-glucose oxydase-biocapteur.

Abstract :

The application of enzymes associated with ionic liquids can improve the

performance of a biosensor.
The synthesized ionic liquids will be characterized individually.

characterization techniques the RMN'H, RMN*C and mass spectrometry to be used for the

characterization of the products.

Keywords: ionic liquid - glucose oxidase - biosensor.
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