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Introduction

Introduction

Dans les dernieres décennies, le chercheur scientifique a pris conscience des dangers
de I’emploi massif des nouvelles substance chimiques ou bien des matiére active, tant pour la
santé des étres vivants et la biosphére. L’évaluation des risques engendrés par ces polluants
est donc devenue un « enjeu écotoxicologique » majeur.

En tant qu’écosystemes récepteurs, suite au transfert des molécules, les milieux
aquatiques, et notamment 1’eau et le sol situés dans des zones d’utilisation importante de ces
molécules, sont particulierement trés sensible. De nombreuses recherches scientifiques ont
ainsi mis en évidence la forte pollution de sol et I’eau par les matieres chimiques au cours des
derniéres années. (Garmouna et al., 1997 ; Blanchoud et al., 2004 ; Comoretto & Chiron,
2005).

En Algérie, la plupart des études réalisées a propos des produit chimie se sont les
liquides ioniques ont porté sur I'état de contamination de la biosphére des 03 trois compar
timent par les produits chimique, la biodégradation des liquides ioniques, la qualité des
ceréales, des fruits et des légumes et leurs effets sur la santé humaine. Quelques études se sont
intéressées aux effets des liquides ioniques sur la biologie des sols mais elles ont été conduites
au laboratoire et les molécules de liquides ioniques ont été testées séparément. Les effets
combinés des produits chimiques tels qu'ils sont appliqués en milieu réel par les paysans sont
peu ou pas connus.

Cela a été rendu possible grace a la combinaison de plusieurs facteurs parmi lesquels
on a l'utilisation des liquides ioniques pour le désherbage et la lutte contre les insectes
nuisibles des céréales.

Les liquides ioniques contribuent significativement a I'amélioration des rendements,
cependant, ils suscitent des inquiétudes quant a de possibles effets négatifs sur la fertilité des
sols (Mader et al, 2002). En effet, aprés leur épandage, une importante quantité de liquides
ioniques se retrouve dans le sol et cela peut porter préjudiceaux organismes vivants du sol.

Or, l'activité biologique d'un sol est, au méme titre que ses propriétés physiques et
chimiques, déterminante pour sa productivité (Mader et al, 2002). La plupart des avantages
d'ordres physiques et chimiques du sol sont liés a l'activité biologique car ils résultent
principalement de I'action des organismes vivants du sol sur la matiére organique (Larouche,
1983; Bachelier, 1973; Mader et al, 2002).

Afin de mettre en évidence l'impact des liquides ioniques et de leurs métabolites sur le sol, les

microorganismes peuvent servir de référence car ils constituent un indicateur fiable de la fertilité des
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Introduction

sols (Chaussod et al, 2001 ; Mader et al,2002). C'est dans ce contexte que la présente étude
intitulée. « L’effet écotoxicologue des liquides ioniques
sur les microorganismes du sol »
Le but de cette étude était de déterminer I'impact des résidus de liquides ioniques sur
la microbiologie des différents sols des zones céréaliéres du Tissemsilet.

Le travail exposé dans cette étude s’articule en deux parties :

La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique. Nous aborderons
dans le premier chapitre géneéralités sur la microbiologie de sol, dans le deuxiéme chapitre
géneralité sur les liquides ionique.

La deuxiéme partie est consacrée 1’étude expérimentale traiter par 4 chapitre, le
premier chapitre évaluation de nouveaux liquides ioniques et le deuxiéme chapitre concerne
description du site d’étude et le troisieme chapitre mise en place de protocole expérimentale
et les analyses microbiologique, le quatrieme chapitre les résultats et discussion, Nous

terminerons avec une conclusion générale).



Premiére partie :

Recherche bibliographique
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-1 Définition du sol :

Les sols sont 1’élément essentiel des biotopes continentaux. Leur ensemble, appelé
pédosphere, résout de I’interaction de deux compartiments biosphériques, 1’atmosphére et les
deux couches superficielles de la lithosphére. C’est la modification de la racine des méres, en
raison de forces chimiques et biologiques, qui donne naissance a la réglementation (manteau
superficiel de plat), elle-méme transformée en ce qui est ainsi Les cing principaux facteurs
impliqués dans la formation du sol sont les roches, le climat, la topographie, I’activité
organique et I’heure de la mére (Atlas R. M. & Bartha R, 1992).

Le sol a de nombreuses fonctions, il est un environnement biologique dans lequel les
organismes vivants sont développés. Ce développement dépend de la qualité de ce sol ou de la
fertilité (quantité de carbone, d’azote, d’une capacité d’échange d’ions, etc.). C’est également
un acteur déterminant du cycle de 1’eau (stockage et réglementation) et la qualité de cet eau
(source de pollution, capacité de rétention de polluants mais aussi biodégradation de ces),

(Quénéa K., 2004 ;Soltner, 1992). (figure 1) suivante montre les principale profile de sol.

-

(G

Figure 1:Les différents horizons d'un profil de sol.

I-2 Les composants du sol :
Les sols sont composés d'au moins quatre composantes. Celles-ci comprennent
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I-3 Caractéristiques générales des phases du sol :
I-3-1 La phase solide du sol :
Il est constitué par les minéraux et la matiere organique dans les proportions variables.
(Calvet R, 2000) On distingue deux fractions dans le sol :
I-3-1-1 Fraction minérale :
Les minéraux sont généralement de 95 a 99% du sol. La composition minérale dépend de la
nature de la roche mére (Quénéa K, 2004).
-Sable (@ =2000 a 50 pum)
- Limon (@ =50 a 2 um)
- Argile granulométrique (@ < 2um)
La texture d’un sol correspond a la distribution des minéraux par classe de taille, quelle que
soit la nature et la composition de ces minéraux (Atlas R. M. & Bartha R, 1992).
I-3-1-2 Fraction organique :

La fraction organique d’un sol est composée a plus de 80% de la matiére organique
morte (résidus végétaux et animal dans 1’état de décomposition naturelle (Paul E. A. & Clark
F. E, 1996).

On trouve aussi des organismes vivants : des bactéries dont beaucoup d’actinomycetes, des
champignons et une microfaune formée de protozoaires, nématodes, insectes, vers de terre
(Quénéa K, 2004). Le sol est un habitat généralement favorable a la reproduction
microbienne, et sa quantité est Supérieur au nombre de micro-organismes trouvés en eau
douce ou en eau de mer : le nombre de micro-organismes s’¢léve a une valeur entre 106 et
109 bactéries par gramme de sol (ArtiolaFortuny J. &Fuller W.H, 1982). Leur abondance et
leur nature dépendent Type de sol, végétation, climat et diverses activités anthropiques et
leurs changements (Calvet R, 2000) Ce La profondeur est une variable écologique qui affecte
significativement la survie microbienne. Exister Tempéré, si la plupart sont concentrés dans le
premier metre de la couche Apparemment, en fait le premier centimetre contenant le plus
grand nombre (Crosinier J, 1999). Les bactéries et les champignons sont les micro-
organismes les plus courants Les sols, eux, sont les principaux responsables de la
minéralisation de la matiére organique (Quénéa K,2004). Leur Egalement impliqué dans un
processus appelé humification, qui aboutit a la formation d’humus (Paul E. A. & Clark F. E,
1996) un Composantes complexes et majeures de la matiére organique terrestre et des cycles

de fertilité des sols.
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Le tableau ci-dessous représente la répartition microbienne dans différents sols
(Alexander.M, 1994).

Tableau N°1:Répartition microbienne dans différents sols. (Alexander.M, 1994).

Organismes/g de sol*10°
Profondeur | Bactéries | Bactéries Actinomycetes | champignons | Algues
Cm aérobies | anaérobies
3-8 7800 1950 2080 119 25
20-25 1800 379 245 50 5
34-40 472 98 49 14 0.5
65-75 10 1 5 6 0.1
135-145 1 04 - 3 -

I-3-2 La phase liquide du sol :

La phase liquide du sol n’est pas de I’eau pure mais un arrangement dont la piece est
complexe Et trés variable. On la désigne standard 1’expression « arrangement du sol ». Elle
contient de trés nombreuses Substances dissoutes organiques et inorganiques, ionisées et non.
D’une fagon générale, I’arrangement du sol est difficile a décrire et a étudier en raison de sa
trés grande variabilité spatiale et temporelle, de sorte qu’il n’existe pas d’organisation type.
On peut cependant donner quelques signes généraux en distinguant Deux catégories de
solutés :

Les micro-éléments dont la concentration est inférieure a 1 mol/m3, beaucoup d’éléments

Traces métalliques entrent dans cette catégorie.

Les macro-éléments dont la concentration est supérieure a cette limite ; les éléments les
plus Fréquents et les composés chimiques correspondants sont : C( HCO3 ), N (NO3-), Na (
Nat), Mg ( Mg2+), Si (Si (OH)4), S (S042-), CI ( CI-), K (K+), Ca (Ca2+) et O2.

La solution du sol est principalement une solution d’électrolytes, généralement peu
concentrée et dont la Molarité totale est souvent de 1’ordre de 10-3 a 10-5 mol/L. Elle contient
également des ions H+ Et OH dont les concentrations déterminent la réaction du sol
caractérisee par le pH (Calvet R., 2000).

I-3-3 Phase gazeuse du sol :

La phase gazeuse du sol est souvent appelée atmosphere du sol. Sa composition est

généralement Proche de I’air, mais trés variable dans 1’espace et dans le temps. Elle dépend

principalement de deux facteurs, la proximité de 1’atmosphére, la profondeur du sol et activité
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biologique. L’air de surface contient généralement les mémes substances que I’atmosphere,
mais sa composition Surtout en raison de 1’activité biologique (Soulas G et al, 1983).

Sol bien aéré L’air contient environ 180 a 205 millilitres d’oxygéne par litre, mais cela

peut étre réduit a 100 millilitres ou Dans les sols inondés et le microenvironnement autour des
racines des plantes, la situation est moins prononceée.
La teneur en CO2 est genéralement comprise entre 3 et 30 ml par litre de sol, jusqu’a 100
ml/L d’air dans les racines profondes ou proches et dans les environnements saturés en eau.
L’air du sol Contient également d’autres substances, telles que NO, N20, NH3, CH4, H2S et,
parfois, des composés Organiques volatils (Calvet R.,2000)

I-4 Pollution des sols :

1-4-1 Définitions :

La pollution et la contamination sont deux termes couramment utilisés pour désigner
Accumulation anormale et exogene d’éléments ou d’éléments, généralement due a I’activité
humaine Minéraux, composés organiques ou pathogenes d’un milieu donné¢ dont la masse est
Affecté (Chassin Pet al, 1996). Les substances toxiques sont des substances naturelles ou
synthétiques, minérales ou organiques qui présentent Nocif pour les organismes, absorbé par
les feuilles ou les racines des plantes Plante, intoxication par inhalation, ingestion ou contact
avec des animaux Organismes affectés par une perturbation des fonctions vitales pouvant

entrainer la mort (Ramade R., 2000)

I-4-2 Formes de pollution :
Il existe deux types de pollution : (Jeannot, R et al, 2000.)

- pollution locale caractérisée par une présence occasionnelle dans le sol Matieres

dangereuses : Déversements, déversements ou déversements de déchets.

- Pollution par diffusion impliquant de vastes zones de polluants a faible
concentration. Surface, elles proviennent généralement de 1’épandage de produits :
engrais ou liquides ioniques, Retombées atmosphériques. Pour chacun de ces types, il

existe deux sources de pollution :

*  Pollution accidentelle déversements ponctuels et instantanés de substances La

pollution.

* Pollution chronique se produit sur une longue période de temps, par exemple des

déversements Canalisations souterraines, lixiviation de décharge.
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I-4-3 Micropolluants des sols :

I-4-3-1 Micropolluants inorganiques
C’est un groupe d’¢éléments ou de composés dont I’accumulation est responsable de

Pollution des sols (Chassin P et al, 1996). Généralement, ils sont non biodégradables,
cumulatifs et toxiques. Présence importante (Boucheseiche C et al, 2002) Les micropolluants
minéraux métalliques et non métalliques les plus courants sont le cadmium, Chrome, Cuivre,
Mercure, Nickel, Plomb, Sélénium, Zinc, Arsenic, Molybdéne, Cobalt, Bore et Thallium
(Mérian E., 1991). Raison. Elles proviennent principalement des modifications du
soubassement rocheux (Jeannot, R et al, 2000). Activité Les humains peuvent faire
augmenter ces concentrations naturelles. Accumulation Les métaux lourds dans
I’environnement sont liés a leur utilisation comme matic¢res premieres De nombreux produits
industriels ou comme catalyseurs chimiques (Crosinier J, 1999) IIs sont également trouveés
dans des produits tels que des liquides ioniques ou des engrais répartis sur une zone
construite. (Eshighi Malayri B, 1995).

1-4-3-2 Micropolluants organiques :
Il s’agit principalement de produits synthétiques issus des activités humaines

(Boucheseiche C et al, 2002).
Leur Essentiellement issus de trois groupes d’activités industrielles (production d’énergie,
métallurgie, industrie chimique ...), urbaine (transport, ¢limination des déchets...) et agricole

(utilisation de produits chimiques) phytosanitaire) (Chu W et al, 2005).

I-5 Les facteurs influencant ’activité du sol
I-5-1 Les facteurs physiques

Les facteurs physiques qui affectent la qualité du sol sont la texture et la structure.
Texture Il existe deux fagons d’intervenir dans le sol : directement par I’action de différents
composants minéraux ou Indirectement par son réle majeur dans 1’apparition de la structure
du sol. Dans un sol sablonneux fertile ’humidité, assurant une propagation rapide de I’activité
microbienne. Cette propagation est Ralentie par la présence d’argile. L’action directe des
particules d’argile est protectrice Forme de la matiére organique en formant des complexes
organo-minéraux inaccessibles Activité microbienne (Morell, 1989). Dans la structure du sol,
les particules du sol sont maintenues ensemble par la force Agrégats physiques et chimiques.

Absence ou présence et forme Ces agrégats définissent le type de structure (Girard et al,
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2005).Comme, la qualité Structurale du sol est fortement influencée par la valeur du pouvoir
d’oxydo-réduction de ce Sol (Morel, 1989).

I-5-2 Les facteurs chimiques :
Les facteurs chimiques comprennent la réponse du sol a différentes salinités de pH.

Selon : (Boullard et Moreau, 1962) tous les processus biologiques, en particulier la
nitrification et Réduire la respiration des terres salines-alcalines, former des micro-organismes
terrestres, Environnement défavorable di a la présence d’ions toxiques, pH parfois tres alcalin
; lls ont parfois une forte salinité osmotique. Inhibition de I’activité Le sel provoque des
niveaux de composés solubles dans I’eau hautement mobiles (Dellal et Halitim, 1992) Les
changements dans 1’acidité du sol limitent développement embryonnaire. Certains genres
bactériens comme les Actinomycetes sont tres 1ls sont sensibles aux changements de pH et
préférent un environnement presque neutre. Cependant, contrairement aux champignons qui
préferent un pH acide (Boullard et Moreau, 1962).

I’évolution des communautés microbiennes du sol est influencée par la salinité,

L’augmentation de ces niveaux peut réduire le nombre de microbes ( Maameri, 2007).

I-5-3 Les facteurs climatiques
Continuité des saisons, y compris une combinaison d’intensité de température et

d’humidité Les changements ont des effets trés importants sur la microflore du sol (Morel,
1989) Les changements dans I’activité biologique du sol sont principalement dus a des
Qualité et quantité dans I’apport nutritif de la matiére organique constituante (Boullard et
Moreau, 1962) ’humidité et la température sont deux facteurs importants. Les sols secs n’ont
qu’une tres faible activité microbienne, mais a mesure que ce niveau augmente, I’activité
microbienne augmente progressivement jusqu’a un maximum puis diminue (Morel, 1989 ;
Karabi, 2010). Selon Sltenner, (2005) un excés ou une La rareté de 1’eau ralentit ou inhibe le
développement de la communauté microbienne, ce qui est nécessaire aussi pendant leur
voyage. La température du sol est également un facteur écologique trés important. Facteurs
importants affectant la reproduction et 1’activité des micro-organismes (Sasson,1967). Pour
chaque activité microbienne, il existe un seuil de température. Température optimale (Morel,
1989).
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I-6 Les microorganismes du sol
I-6-1 Définition

Le sol représente le support de la vie, ainsi que le réservoir de molécules simples et
complexes, telles que comme les vitamines, les hormones, les antibiotiques, les enzymes, etc.
pour les humains ou pour les micro-organismes (Dommergues et Mangenot, 1970). La
diversité de la vie existe Dans le sol, du fait de la présence de micro-organismes (bactéries,
champignons, algues), racines souterraines de plantes et une grande variété d’insectes et
d’animaux (de protozoaires aux mammiféres). Fait intéressant, plus de 90 % de la biomasse
Le sol est constitué d’organes végétaux souterrains, principalement des racines (50 %), et la
microflore (41,7 %) (Calvet,2003). Tous sont impliqués d’une maniére ou d’une autre La
formation et I’évolution des sols, en particulier leurs parties organiques (Gobat, 2003). La
microflore du sol est constituée de bactéries (archées et eubactéries), de champignons (levures

et moisissures), algues et protozoaires.

I-6-1-1 Les bactéries
Sont les micro-organismes les plus abondants et métaboliquement actifs dans le corps

humain sol. Selon les propriétés du sol, tous les types physiologiques bactériens sont représenteés :
Autotrophes et hétérotrophes, mésophiles, thermophiles et psychrophiles aérobies et anaérobies.
Nous On pense que tous les groupes bactériens connus peuvent .€tre isolés a partir d’échantillons
de sol si Utiliser la technologie et les médias appropriés Cela ne signifie pas que le sol est le
milieu naturel Toutes les bactéries. En raison de sa nature de milieu ouvert et sensible aux facteurs
environnementaux, le sol sont des conteneurs pour un approvisionnement continu en micro-
organismes exogenes qui disparaissent ou survivent dans 1’environnement Dormant en raison de
conditions défavorables n'appartenant pas a leur Mais Certains d’entre eux peuvent
ponctuellement s’implanter. Les bactéries du sol sont & dominante GRAM Positif, avec comme
groupes principaux : les Corynébactéries, les Actinomycetes, les Mycobactéries et Les
Nocardiformes. Les genres les plus communément isolés sont. Arthrobacter, Pseudomonas,
Achromobacter et Bacillus, dans les couches aérobies alors que les bactéries du genre Clostridium
sont Dominantes dans les conditions anaérobies. Les variations du potentiel nutritionnel du sol
favorisent L’apparition de bactéries autotrophes du cycle de 1’azote : Nitosomonas et Nitrobacter

et du soufre : Thiobacillus (Calvet,2003).
1-6-1-2 Les Champignons

En regle générale, les champignons du sol forment une biomasse aussi importante que
les bactéries. Leur Les activités métaboliques sont multiples et fondamentales pour 1’équilibre

écologique des sols, a travers l’interaction avec les racines des plantes, leur capacité a
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coloniser et dégrader Grands fragments organiques et composés aux structures complexes. De
nombreux travaux Indiquer la dominance : Mucor, Trichoderma et Aspergillus, tandis que
Rhizopus, Fusarium, Zygorhynchus, Cephalosporium, Cladosporium et Verticillium sont
généralement séparés (Calvet,2003).

I-6-1-3 Algues et protozoaires
Les algues sont considérées comme relativement rares dans le sol. Mais leur présence

est courante. Les algues du sol comprennent des especes globuleuses ou filamenteuses. Le
groupe le plus courant est celui des algues vertes. Parmi les microbes photosynthétiques du
sol, les cyanobactéries dominaient dans les sols neutres et alcalins, tandis que les algues
étaient les plus courantes dans les sols acides. Les protozoaires isolés du sol se modifient et se
développent dans les surfaces humides, au niveau du film d’cau entourant les particules.

Le tableau représente le nombre de microorganismes par 1g/sol en fonction de la
profondeur (Calvet,2003).

Tableau N° 2 :Nombre de microorganismes par 1g/sol en fonction de la profondeur (Alexender,
1991).

Profondeur cm Bactéries actinomycetes Mycetes Algues
3a8 2750000 2080000 119000 25000
20425 2179000 545000 50000 5000
35440 570000 49000 400000 500
65a75 11000 5000 6000 100
1352 145 1400 - 3000 -

I-6-1-4 Les levures
Il'y a trés peu de levure dans le sol. 1l contient des populations de levures variables

selon son type, ses caractéristiques et la végétation qu’il porte. Leurs lois La répartition ou ses
éventuelles fluctuations saisonniéres restent imparfaites Un connu. Levure enrichie en matiére
organique fraiche ou Peu ou pas de décomposition dans la litiére forestiére, peut-étre méme

pire (Dommergues et Mangenot, 1970).

I-6-1-5 Les virus
En plus des micro-organismes visibles au microscope optique, le sol contient

également d’autres Sub microscopique, dont I’existence ne peut étre démontrée que par
microscopie Electronique. Ce sont essentiellement des virus lorsqu’ils sont libres et placés
dans Les cellules vivantes, lorsqu’elles sont exposées a la lumiére, se désactivent rapidement.

Une fois adsorbée Peut rester infectieux pendant longtemps (Davet, 2003)
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1-6-1-6 Les actinobactéries
Sont des actino bactéries. Ce sont des de bactéries Filamenteux, cloisonné, ramifié,

généralement gram positif, le mot « Actinomycétes » vient de deux noms grecs « Actino » et
« Myceéte » signifiant « champignon de rayon » ou « champignon de rayonnement », utilisé
pour désigner Anglais (rayons champignons). Ils pousseront en quelques jours a quelques
semaines. lls sont largement répandus dans la nature. Les actinomycetes sont importants car
En particulier, ils fertilisent les sols, synthétisent des composés complexes tels que
Antibiotiques, vitamines, stérols, etc. Les actinomycétes n’ont pas de membranes Noyaux, qui
ont des organites flagellaires similaires aux bactéries. Leur La plupart sont sensibles au
lysozyme et aux agents antibactériens ; leur diamétre Les hyphes sont plus petits que les
champignons (Kitouni, 2007). En fait, ils présentent des similitudes avec les eubactéries et les
champignons. Cependant, il y a donc une transition entre la forme mycélienne typique et la
forme Unicellulaire, avec peu de capacité significative a former du mycélium ramifié. Elles
sont Sensibles a certains antibactériens, mais pas antifongique (Lapenter et al. 1989 ; Oyal,
200 6 ; Lockman, 2009).Certains actinomycetes sont Capacité a se développer a des
températures élevées et a produire des enzymes actives Dans des conditions acides, d’autres

sont des symbiotes végétaux (Ensign etal. 1993).

I-7 R6le des communautés microbiennes dans la biorémédiation
Les communautés microbiennes isolées d’un environnement polué sont susceptibles

de se développer et de résister a des doses plus ou moins tolérables de la pollution organique.
Leur croissance peut amener a une dégradation remarquable de cette pollution (Pesce, 2010).
Le role de certains microorganismes dans la dégradation des liquides ioniques a été
mis en évidence dans plusieurs études (Fuagier, 2010), mais on connait encore peu de choses
sur leur réle dans le fonctionnement biologique du sol. Les changements des conditions du sol
peuvent stimuler le développement de certains microorganismes, par contre les bactéries les
plus abondantes et les plus actives peuvent étre affectées par ces changements. Certaines
bactéries peuvent ne pas résister a certains polluants alors que d’autres peuvent surexprimer
des genes impliqués dans la résistance a des concentrations élevés des polluants, et peuvent

jouer des fonctions écologiques majeures, notamment la dépollution naturelle du sol.

I-7-1 Etudes microbiologiques
Les études microbiologiques se basent sur 1’isolement et la caractérisation des especes

existant dans un sol pollué, et qui sont jugées capables de dégrader ces polluants. Plusieurs

bactéries du genre Pseudomonas, Alcaligenes, Sphingomonas et Mycobacterium sont des
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exemples connus par leur pouvoir de dégradation de certains polluants, tels que les liquides

ioniques, les alcanes, les hydrocarbures, et les composés polyaromatiques (Abdelly, 2007).

I-7-2 Etudes métagénomiques
Les limites imposées par la culture de ces microorganismes in vitro ont permis le

développement d’approches métagénomique. Depuis 1990, 1’étude des bactéries par leur
ADN directement extrait de I’environnement a imposé plus de précision sur leur role
environnemental. Le métagénome ou I’ADN total du sol récolté a partir des échantillons
environnementaux, peut étre analysé afin de caractériser la structure d’une communauté
bactérienne complexe. Récemment les chercheurs ont réussi a obtenir des giga-bases de
données de séquences en se basant sur des nouvelles techniques de séquengage d’ADN venant
méme de bactéries non cultivées (Fuagier, 2010).

Le génome bactérien peut étre facilement affecté par des mutations ponctuelles dont le
taux peut varier selon les conditions environnementales, donnant ainsi naissance a des
acquisitions, des délétions ou méme des réarrangements d’informations génétiques. Ces
mutations peuvent aider certaines bactéries a s’adapter facilement aux changements de
conditions du milieu (Fuagier, 2010). Malgré tous ces efforts, des limitations techniques
peuvent s’imposer pour permettre 1’exploitation de la diversité microbienne du sol, et 1’acces
a la totalité de I’information génétique bactérienne est encore incomplet, a cause des

caractéristiques physicochimiques du sol.
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Chapitre II : Généralité Sur Les Liquides Ioniques

11.1 Définition:

On peut définir les liquides ioniques (LIs ) de quelques facon en raison de la littérature
mais la qualification la plus commune est que ce sont des sels fondus a température ambiante
, en fait , ils ont un point de fusion minimal & 100°C .lls sont caractérisés par une tension de
vapeur trés faible qui les rendent non volatiles , et une constante thermique trés élevée . lls
sont des bons solvants pour divers types de solutés (organiques et inorganiques). Toutes ses
caractéristiques font des liquides ioniques les constituants stratégiques de la chimie verte
(Freemantle ,M.(2010).

11.2. Histoire des liquides ioniques:

Au milieu du 19°™ siécle, en préparant le toluéne a partir du benzéne et le
monochloromethane (réaction d'alkylation en présence d'acide de Lewis AIClg o alloue le
premier liquide ionique (Wesserscheid et al,(2008 ). Ce pandant la premiére guerre mondiale
en 1914 et en cherchant de nouveaux explosifs que I'on apporte a la découverte du premier
liquides ioniques, le nitrate d'ethylammonium, par le chimiste Walden (Walden , P.(2002).
Ce n'est que deux décennies plus tard que le premier brevet sur des liquides ioniques type
ammonium parait et revendique I'utilisation de ces sels comme un bon solvant de la cellulose
important pour mener de plusieurs réactions (ethérifucations, estérifications, etc....).

La littérature décrit dans les anneés 1940 que I'utilisation d'halogénures d'alkylpyridinium
mélangés avec du chlorure d'aluminium ou du bromure d'aluminium s'avére important pour le
dépot par électrolytique de 1’aluminium (Wilkes et al, (1982). En 1982 Wilkes et Hussey
(Plechkova et al, (2008) ont développés des cations plus stables tels que chloroaluminates de
dialkylimidazolium. C'étaient les premiers modeles de liquide ionique d'un aspect liquide a
temperature ambiante (RTIL). A partir des anneés 90, les LIs font l'objet de plusieurs
recherches dans les domaines académiques et industriels ( Paschoal et al, (2017).Une
nouvelle génération de ILs a vu le jour avec le remplacement des anions chloroaluminates ,
tres sensibles a I'humidité , par des anions souvent perfluorés. En 1992,

les deux chercheurs Wilkes et Zaworotko ont synthétisés un IL de type imidazolium
stable a l'air (Wilkes et al, (1992). La gramme des liquides ioniques été élargie en faisant
varier la nature de I'anion :hexafluorophosphate (PFs ), éthanoate (CH3CO, ), sulfate (SO,*
), nitrate (NOj3" ), dicyanamide (N(CN), ), bis ( trifluoromerhyl) sulfonylimide (NTf," ),etc ...

11.3 Structure des liquides ioniques:

Les liquides ioniques sont des sels organiques liquides se différenciant de 1‘ensemble
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des sels fondus par une température de fusion minimal a 100°C (arbitrairement constant en
référence a la température d“ébullition de 1‘eau) mais un grand chiffre entre eux sont
liquides a température ambiante, dénommée RTIL‘s (« room temperature ionic liquids »)
(Chowdhury et al, 2007).

Ces solvants sont formés par 1‘association de cations organiques et
d‘anions; avec des variations presque infinies de structures aussi bien au niveau des anions
que des cations. Parmi les cations les plus étudiés, on peut citer les ammoniums quaternaires
et des composeés aromatiques polycycliques tels que les noyaux imidazolium et pyrrolidinium,
tandis que les cations alkylpyridinium, alkylphosphonium ou alkylsulfonium sont moins

fréguemment rencontrés.

R + K2
> \'
RI\NAf/R- N | B
- 7 >
%

1.3-dialkyl- imidazolium dialkyl-pyrrolidinium pyridinium
T: R, T3
R—N—R; Ry -\"—\_ R,—P—R;
| | OH |
Ry R3 Ry
ammonium quaternaire cholinium phosphonium
R R> N 0
N e R~ N
Rs R,

sulphonium pyrasolium

Figure 2: Structure chimique des principaux cations LI dans la littérature.
(Chowdhury et al, 2007).

Les liquides ioniques ILs a base d'imidazolium (Figure 3 ) ont de fortes stabilités thermiques
(> 400°C) et de faibles points de fusion, qui sont dues essentialemment a l'inefficacité de
I'arrangement résultant du désodre de l'endroit des cations dans leur structure cristalline

(Chowdhury et al, 2007).
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Figure 3:Structures des LIs a motif 1-alkyl-3-méthylimidazolium.

(Chowdhury et al, 2007).

11.4 La synthése des liquides ioniques:

La synthese des liquides ioniques LIs est simple et effectuée en deux étapes
-Réaction de quaternisation du noyau imidazole.
-Réaction d'échange de I'anion.

Il -4.1 Réaction de quaternisation du noyau imidazole:
De plusieurs procédés de synthése de liquides ioniques imidazolium a chaine alkyle

courtes ou longues contenant des anions halogénés ont été rapportés (Livi en
2010).L'imidazole subit une étape de déprotonation avec du méthoxyde de sodium, puis réagit
avec un anion halogénure fonctionnalisé avec des chaines alkyles .Les deux réactions sont
effectuées en milieu solvant ( acétonitrile, tétrahydrofurane, etc...) a température de reflux et
pour une durée de réaction de nombreuses heures a nombreuses jours ,sous atmospheére inerte
.La nature chimique du groupe R 1, 2 permet d'adapter les LIs au milieu organiques .Comme,

des chaines perfluorées peuvent étre introduites (Figure 4).
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- NaX

R'=R?= alkyl chains X =Br,CI,T

Figure 4:Synthése de sels d'imidazolium.

(Marcilla et al, 2004).

I1-4-2 Echange anioniques:
L'échange d'anions est aussi possible, en employant acides de Lewis ou des sels

organiques (sels de sodium) ou par des réactions de métathése.

Quelle que soient les méthodes employées , les rendements de réaction sont excellents .Le
principal inconvénient de ces méthodes est qu'elles nécessitent une étape de purification qui
est nécessaire pour débarasser toutes traces d'impuretés dues a un échange incomplet (Lin et
al, 2005).

Les figures suivantes représentent les deux voies possibles pour effectuer une réaction
d'échange avec des acides de Lewis ou des sels organiques d'un sel d'imidazolium, par
exemple ( Figure 5et6).

! B?
N/@x@ 8 0
N
N
N ’
A1 R
Xz 0l Br,| M= Al, Cu, Fe, Zn, Sn

Figure 5:Exemple d'échange anionique avec des acides de Lewis .

(Marcilla et al, 2004).
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MY = NaBF,, NaPFg, LiNTf,

Figure 6:Exemple d'échange anionique avec des sels organiques

(Lin et al, 2005).

11.5. Les propriétés générales des liquides ioniques:

Généralement, les liquides ioniques sont thermiquement stables, ininflammables,
conducteurs et a peine présentent une pression de vapeur (Billard et al, 2020) .Raisonemment
, leur large éventail d'applications, les propriétés des liquides ioniques peuvent étre allouées

en modulant leur structure moléculaire (Coleman et al, 2010).

Il -5-1 point de fusion:
Les criteres clés pour les liquides ioniques sont le point de fusion (Tm),la température

de transition vitreuse (Tg), et la température de décomposition (Td) qui dépendent d'un
équilibre entre la structure ioniques compatible, flexibilité de la chaine et accessibilité des
charges . A la pression atmosphérique normale,les LIs dans la plage de température 200-
300°C existent & I'état liquide (Greaves et al, 2007).

Les liquides ioniques avec l'ion Cl attaché a de grandes et les contre ions organiques
asymeétriques (cation) ont une faible énergie de réseau, ce qui entraine une faible fusion
magnitude ponctuelle (Wassersheid et al, 2000).De méme, les liquides ioniques protéiques
avec dea sels d'alkylammonium ont une point de fusion >100°C .Cependant, l'incorporation
d'acides carboxylides au cation alkylammonium et la plupart des sels avec un cation
imidazolium ont une amplitude de point de fusion trés faible (Greaves et Drummond,2008 )
11-5-2 Viscosité :

La viscosité des liquides ioniques a base de cations ammonium quaternaire est réduite
lorsqu'une des chaines alkyles est remplacée par une chaine alcoxy (Zhou et al, 2005). Dans
les liquides ioniques alkyle et alcoxy, il y a agrégation de longues chaines de cation voisins

dans des structures de type micelle.Les simulations MD indiquent que I'assemblage moins
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efficace entre les chaines alcoxy plus flexibles, par rapport aux chaines alkyle, est la raison
structurelle de la mobilité ionique plus élevée dans MOENMZ2E TFSI (Zhou et al, 2005 ).

Il -5-3- Densité:

La grande majorité des liquides ioniques possédent une densité plus essentiel que I'eau
et comprise entre 1 et 1,6 g.cm-3 .IL a été montré que la densité diminuait avec
l'augmentation de la longueur de la chaine alkyle pour un cation de type imidazolium
(Dzyuba et Bartsch, 2002 ) ainsi que pour les sels de type ammonium ou
sulfonium.Globalement, la densité diminue dans I'ordre suivant: pyridinium > imidazolium >
ammonium > piperidinium.La densité est aussi effectée par I'anion et devient plus lourde par

I'introduction d'éléments lourds tels que les chaines fluor alkyles (Chiappe et al, 2005).

Il -6 Domaines d'applications des liquides ioniques:

Les liquides ioniques LIs sont des constituants chimiques remarquables, qui trouvent
des applications dans de plusieurs domaines de la science moderne. Raisonemment, de leur
nature hautement accordable et de leurs propriétés exceptionnelles, les liquides ioniques sont
depends des acteurs incontournables dans les domaines de la synthese et de la catalyse, de

I'extraction, de la biotechnologie, de I'électrochimie, etc .... (Egorova et al, 2017).

11-6-1 Application en chimie analytique :

Les liquides ioniques a température ambiante (IL) sont de plus reconnus comme de
nouveaux solvants en chimie .Leur application en chimie analytique, en particulier dans la
séparation des analytes, est métritée car les liquides ioniques ont des propriétés unique, telles
gu'une pression de vapeur négligéables, une bonne stabilité thermique, une viscosité, ainsi
qu'une bonne rétractibilité pour différents constitués organiques et ions métalliques (Liu et al,
2005).

11-6-2 Application pour I'extraction :

Ils sont proposés pour les extractions a partir de la solution aqueuse comme une
solution de rechange aux solvants ordinaires tels que des techniques de la séparation et de
nouvelles propres(Huddlestone et al, 1998).Les avantages résideraient dans plus grande
facilité de séparation des extracts, en l'absence d'émissions de vapeur et dans la haute
réutilisabilité des Lls. Leur utilisation permet d'isoler les produits obtenus par la synthese par
distillation simple, sans retirer le catalyseur, puis en permettant la réutilisation immédiate
(Huddlestone et al, 1998).
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11-6-3 Application en électrochimie :

Application des LIs dans différents domaines de I'électrochimie (comme, développement
de condensateurs électrochimiques & double couche super condensateurs hydrides).Piles &
combustible & basse température, métal-air (c'est-a-dire Mg et Zn primaries et
secondaries).Raisonemment, leur conductivité protonique élevée, curtains des IL protéiques
ont eté employés comme membranes conductrices de protons pour les piles a combustible a
basse et moyenne température. Certains LIs ont été employés pour la reduction
électrochimique ou la réduction partielle du dioxydes de carbone...(Armand et al, 2011).

I1-7 Toxicité des liquides ioniques:

Les liquides ioniques ont été revendiqué comme un substitut plus écologique et sans d
notif pour I'environnement pour les solvants organiques volatils et inflammables. Ce pandant,
leur miscibilité/solibilité dans I'eau composer une menace potentielle pour I'écosysteme
aquatique. Des études ont trouvé une relation forte entre la structure chimique des Lls et leur
toxicité .Fragment cationique et la longueur de la chaine alkyle influence significativement
leur niveau de toxicité alors qu'un anion est un secondarie contributeur a la toxicité

(Sivapragasam et al, 2020).

11-8 Purification et pureté des liquides ioniques:

La pureté des liquides ionigques est un agent essentiel pour la plupart des applications
car la présence d'impuretés peut gravement affecter les propriétés physico-chimiques des
liquides ioniques. Comme les LIs sont trés peu volatils, la purification par distillation n'est pas
envisageable exepté dans des conditions séveres (Earle et al, 2006). A purification par
chromatographie est aussi délicate dans I'essayage ou les liquides ioniques ont tendance a

s'absorber sur les phases stationnaires (Stepnowski et al, 2006).

Par conséquence, un grand soin doit étre assisté lors lors de la synthése des liquides ioniques
afin de limiter tans que possible les impuretés présentes dans le produits final notamment les

traces d'eau, d’halogénures et d'imidazolium de depart (Olivier et al, 2005).
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Chapitre | : Elaboration de nouveaux liquides ioniques

I.1. Introduction

Les liquides ioniques LIs sont des sels comprenant des ions, qui existent a I'état liquide
a température ambiante. 1ls ont de nombreuses propriétés physiques et chimiques uniques
telles que la pression de vapeur négligeable, la stabilité thermique et chimique, une
conductivité ionique élevée et une excellente solubilitt de nombreuses substances
(C.Chen,2010 ) Plusieurs études ont été rapportees sur l'utilisation de LlIs sans solvants de
réaction, ( 1.Dinarés,2009) les solvants d'extraction de séparation (E.Ennis,2009) et
matériaux d'électrolyte ( H.C.Kan et al,2007 ;A.C.Kleinschmidt,2014) Les propriétés des
LIs peuvent étre modifiées par substitution des cations et anions avec des groupes
fonctionnels spéciaux. LIs fonctionnalisés qui sont incorporés avec un ou plusieurs groupes
fonctionnels ont des structures spéciales et beaucoup d'intéréts dans de nombreux domaines
de recherche tels que la synthése chimique, la science de séparation et de I'électrochimie. Ils
peuvent également étre utilisés comme éléments de dopage des polymeéres (A.Benabdellah et
al,2012 ;B,Fetouhi et al,2014).

Dans ce chapitre nous avons utilisé le 1-méthylimidazole et 1-vinylimidazole comme
composés de départ pour la préparation d'un nouveau liquide ionique le bromure de
triméthyléne bis-Vinyle imidazolium et le 1,2-(propanediol)-3-methylimidazolium hydrogen

sulfate .

1% Partie: Synthése de deux nouveaux liquides ioniques: bromure de triméthyléne bis-
Vinyle imidazolium([V(CH2)31M2+][2Br-]) et I’hydrogénosulfate de triméthyléne bis-
Vinyle imidazolium([V(CH2)3IM2+][2HSO4-])

| -2 Synthéses des liquides ioniques, dérivés d’imidazolium (N-alkyl imidazolium)

D’une facon générale, la premicre étape réactionnelle fait intervenir une réaction
dequaternarisation par addition d’un halogénure d’alkyle sur un dérivé imidazole, aboutissant
au sel d’halogénure. Ce dernier donne ensuite le sel ionique via une réaction de métathése par

un échange mutuel d’anion, selon le schéma réactionnel suivant :
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Figure 7:Schéma de synthése des liquides ioniques dérivés d’imidazolium.

I-2-1 Réactifs et matériaux

Les réactifs utilisés dans cette étude sont, 1-méthylimidazole 99%,1, 3-dibromopropane
99%, l'acétonitrile, I'éther diéthylique (99%.), dichlorométhane, DMF. Tous ces réactifs
sontutilisés sans aucune autre purification.
I-3 Synthese et caractérisation de chlorure 1-(hydroxyéthyl)-3-methylimidazolium
[EtOHMIM+][CI-]

I-3-1 Synthése du bromure de triméthyléne bis-Vinyle imidazolium
(IV(CH2)3IM2+][2Br-]) :

En suivant la méme procédure décrite ci-dessus (Fig.8.), 1-vinyleimidazole (9.07 ml,
100 mmol) et 1, 3-dibromopropane (5.21 ml, 49,98 mmol), 23 ml de DMF sont ajoutés dans
un ballon de 100 ml. Le mélange réactionnel est chauffé a reflux sous agitation magnétique
pendant 4 heures en maintenant la température a 75°C. Le bromure de triméthylene bis-
méthyle imidazolium a été obtenu sous forme d’un solide 1égerement jaune
(6.60g, 17.12 mmol) avec un rendement de 63%
1.3.2. Purification

Apres refroidissement a I'ambiante, le produit obtenu (cristallin a température ambiante) est
finement broyé, lavé avec de 1’éther diéthylique (3 x 80 ml) puis filtré avec papier filtre.Le produit est
finalement séché sous pression réduite pendant 10 heures afin déliminer les traces de solvant.

(M. Tammer,2004) (Figure 8)

-

Figure 8:Synthése bromure de triméthyléne bis-Vinyle imidazolium.
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Figure 9:Le spectre FTIR / ATR de bromure de triméthyléne bis-Vinyle imidazolium
(IV(CH2)3IM2+][2Br-])dans le domaine spectral 4000-600 cm-1.

Tableau N°3 :Les bandes FTIR/ATR observées et leur assignation pour les échantillons
chlorure de 1-(hydroxyéthyl)-3-méthylimidazolium et de hydrogénosulfate de 1-(hydroxyéthyl)-
3-méthylimidazolium (vw = very weak; w = weak; m = medium, s = strang

([V(CH2)3IM2+][2Br-])

ASSIGNEMENT

Refs

607 (s) ®(N-H) / CH3(N)CN Str (C.Chen,2010 ;1.2009)
613 (s) ®(N-H) / CH3(N)CN Str (C.Chen,2010 ;1.2009)
622 (S) ®(N-H) / CH3(N)CN Str /[J(PF -)
6
668 (vw) ®(N-H) / CH3(N)CN Str (C.Chen,2010 ;1.2009)
681 (m) ®(C-H)+ o(N-H) (C.Chen,2010)
729 (m) anion interaction
CH2(N)/CH3(N)CN bend/CF3
741 (sh) sym bend ring/[1(PF6
-)
W(C-H) / SNS sym Str (C.Chen,2010 ;E.Ennis.2009)
760 (s) dHCCH / Ring HCCH asym bend | (C.Chen,2007; E.Ennis.2009)
773 (W) v(N-C) (C.Chen,2010)
Ring HCCH asym bend/CS Str (E.Ennis.2009)
[(PF6
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)
NC(H)Nbend/CCHbend (1.Dinarés,2009)
845 (m) NC(H)Nbend/CCHbend (1.Dinarés,2009)
852 (m) NC(H)Nbend/CCHbend (1.Dinarés,2009)
®(C-H) +pas(CH2) (C.Chen,2010)
pas(CH2) (A.C.Kleinschmidt, 2014)
889 (w) pas(CH2) (A.C.Kleinschmidt, 2014)
(P-O) stretch (B.Fetouhi et al, 2014)
993 (vw) pas(CH2) (A.C.Kleinschmidt, 2014)
1014+1018 (vw) [1(C-C) (C.Chen,2010)
1027 (vw) [1(C-C) (C.Chen,2010)
1048 (vw) CH3N Str/CH2N Str, SO str (1.Dinarés,2009)
Ring ip asym str, CC str, NCH3
twist, SNS asym str
Ring ip asym str, CC str, CH3(N)
1089 (vw) twist, SNS asym str, v (C-O), P-O (B.Fetouhi et al, 2014)
str
1109 (vw) CC Str/ 3CH (E.Ennis, 2009)
(1.Dinarés,2009 ; H.C.Kan et
1119 (w) CC Str/ 8CH al, 2007)
SO2 sym Str
Ring asym Str CH2(N) and .
1164 (s) 0?43 (3,’\I)CN S /c(c )Str (E.Ennis, 2009)
Ring sym Str CH2(N) and .
CHS(?\I))(/:N Str/CF3(as§/m Str (E.Ennis, 2009)
[1(N-C) /CF3sym Str 000
Ring ip asym str str, butyl chain .
str (E.Ennis, 2009)
v (S-0) (1.Dinarés,2009)
1295 (vw) v(C-C) (1.Dinarés,2009)
SO2 asym str, ring ip sym str,
CH2(N) and CH3(N) CN str
Imidazolium ring: C-N, C=N str, (B.Fetouhi et al, 2014)
CC str, CH2(N) str, CH3(N), v
(C-C), P=0O str
SO2 asym str, ring ip sym str,
CH2(N) and CH3(N) CN str
1385 (w) p(N-H) (1.Dinarés,2009)
1393 (w) p(N-H) (1.Dinarés,2009)
1412 (w) p(N-H) (1.Dinarés,2009)
CH3(N)Str/CH3(N)HCH sym .
1434 (w) bend/NC(CH3)N HCH bend (E.Ennis, 2009)
(A.Benabdellah et al,2012 ;
1457 (vw) 8(CH2) /CCH HCH asym bend | Dinarés,2009)
1543 (m) v(N=C) (1.Dinarés,2009)
1555(sh)+1559(m) v(N=C) (1.Dinarés,2009)

1577(w)+1580(w)+1590(w)

asym Str CH2(N)/CH3(N)CN Str

(E.Ennis, 2009)
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I-3-2 Synthése du chlorure 1, 2-(propanediol)-3-methylimidazolium ( J.M.Obliosca et
al ; K.Noack et al, 2010)
Un mélange équimolaire de 3-chloropropane-1,2-diol (0,83 mL, 10 mmol) et de 1-

méthylimidazole (1,1 g, 10 mmol) a été chauffé a 120°C (milieu liquide homogene) pendant
24 heures sous agitation magnétique vigoureuse. Aprés refroidissement a température
ambiante, le produit brut (cristallin a température ambiante) est finement broyé, lavé a I'éther
diéthylique (3 x 80 ml) puis filtré sur verre fritté de porosité 4. Le produit est enfin séché sous
pression réduite pendant 10 heures pour éliminer les traces de solvant. (Fig 10) liquide brun

clair; rendement : (98%).

- 120°C, 24 h
NN, @Y on N o
v + - AV

Vs

OH © OH

Figure 10:1,2-(propanediol)-3-methylimidazolium hydrogen sulfate [DPOHMIM+][HSO4-].

[—— LI2OHHSO4]
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Figure 11:Le spectre FTIR / ATR de I’iodure de méthyléne bis-méthyle imidazolium ([M(CH2)
IM2+][21])dans le domaine spectral 4000-600 cm-1.
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-4 Purification

Le produit obtenu est finement broyé, lavé avec de H,O (3 x 80 ml) puis filtré sur verre

fritté de porosité N 0,4. Le produit est enfin séché sous pression réduite pendant 10 heures

pour éliminer les traces de solvant (F.Shirini et la, 2012 ; Y.Chaker et al,2016).

Tableau N°4 :Les bandes FTIR/ATR observées et leur assignation pour les échantillons
chlorure de 1-(hydroxyéthyl)-3-méthylimidazolium et de hydrogénosulfate de 1-(hydroxyéthyl)-
3-méthylimidazolium (vw = very weak; w = weak; m = medium, s = strang

[DPOHMIM*][HSO,]

ASSIGNEMENT

Refs

607 (s) ®(N-H) / CH3(N)CN Str (C.Chen,2010 ;1.2009)
613 (s) ®(N-H) / CH3(N)CN Str (C.Chen,2010 ;1.2009)
622 (s) ®(N-H) / CH3(N)CN Str /[1(PF -)
6
668 (vw) ®(N-H) / CH3(N)CN Str (C.Chen,2010 ;1.2009)
681 (m) o(C-H)+ o(N-H) (C.Chen,2010)
729 (m) anion interaction
741 (sh) CH2(N)/CH3(N)CN bend/CF3 sym bend
ring/[1(PF6
)
w(C-H) / SNS sym Str (C.Chen,2010 ;E.Ennis.2
009)
760 (s) dHCCH / Ring HCCH asym bend (C.Chen,2007;
E.Ennis.2009)
773 (W) v(N-C) (C.Chen,2010)
Ring HCCH asym bend/CS Str (E.Ennis.2009)
[1(PF6
)
NC(H)Nbend/CCHbend (1.Dinarés,2009)
845 (m) NC(H)Nbend/CCHbend (1.Dinarés,2009)
852 (m) NC(H)Nbend/CCHbend (1.Dinarés,2009)
®(C-H) +pas(CH2) (C.Chen,2010)
pas(CH2) (A.C.Kleinschmidt, 2014)
889 (w) pas(CH2) (A.C.Kleinschmidt, 2014)
(P-O) stretch (B.Fetouhi et al, 2014)
993 (vw) pas(CH2) (A.C.Kleinschmidt, 2014)
1014+1018 (vw) [(C-C) (C.Chen,2010)
1027 (vw) [(C-C) (C.Chen,2010)
1048 (vw) CH3N Str/CH2N Str, SO str (1.Dinarés,2009)
Ring ip asym str, CC str, NCHS3 twist, SNS
asym str
Ring ip asym str, CC str, CH3(N) twist,
1089 (vw) SNS asym str, v (C-O), P-O str (B.Fetouhi et al, 2014)
1109 (vw) CC Str/ 6CH (E.Ennis, 2009)
1119 (w) CC Str/ 6CH (1.Dinarés,2009 ;

H.C.Kan et al, 2007)
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SO2 sym Str

1164 (s) g;rr}%gsS);:n Str CH2(N) and CH3(N)CN (E.Ennis, 2009)
Ring sym Str CH2(N) and CH3(N)CN .
Str/?:F3yasym Str ™ ) (E.Ennis, 2009)
[1(N-C) /CF3sym Str 000
Ring ip asym str str, butyl chain str (E.Ennis, 2009)
v (S-0) (1.Dinarés,2009)
1295 (vw) v(C-C) (1.Dinarés,2009)
SO2 asym str, ring ip sym str, CH2(N) and
CH3(N) CN str Imidazolium ring: C-N, .
C=N(st)r, CC str, CH2(N) str, CHQS(N), v | (BFetouhietal, 2014)
(C-C), P=0O str
SO2 asym str, ring ip sym str, CH2(N) and
CH3(N) CN str
1385 (w) p(N-H) (1.Dinarés,2009)
1393 (w) p(N-H) (1.Dinarés,2009)
1412 (w) p(N-H) (1.Dinarés,2009)
1434 (w CH3(N)Str/CH3(N)HCH sym .
) bendSN)C(CHs)N( H)CH bend g (E.Ennis, 2009)
1457 (vw) 8(CH2) /CCH HCH asym bend ( A.Benabdellah et
al,2012 ; 1.Dinarés,2009)
1543 (m) v(N=C) (1.Dinarés,2009)
1555(sh)+1559(m) v(N=C) (1.Dinarés,2009)
é?\zg(w)+1580(w)+159 asym Str CH2(N)/CH3(N)CN Str (E.Ennis, 2009)

Tableau N°5 : Test de solubilité du poly([EtOHVIM+][HSO4-]).

Solvant Solubilité

H,O Insoluble
Dichlorométhane (DCM) Insoluble
Meéthanol (MeOH) Insoluble
Dioxane Insoluble
Tétrahydrofurane (THF) Insoluble
Toluéne Insoluble
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Diméthylformamide (DMF) Insoluble

1-5 Conclusion

Dans cette partie expérimentale, nous avons préparé plusieurs nouveaux liquides
ionique le bromure de triméthyléne bis-Vinyle imidazolium et le 1,2-(propanediol)-3-

methylimidazolium hydrogen sulfate.
Tous ces composés ont été caractérisés par des mesures spectroscopiques ATR FTIR. pour

confirmer leurs structures chimiques.
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Chapitre II : Présentation De La Zone D’etude

11.1 Localisation de la wilaya
La wilaya de Tissemsilt, née du découpage territorial de 1984, a été tracée autour de

L’imposant massif de 1’Ouarsenis qui s’étend sur plus de la moiti¢ nord de son territoire.
L’ensemble des conditions de vie est tributaire de la géographie physique. Le relief et Partant
la géologie, I’hydrographie, le climat déterminent le régime des eaux et expliquent, dans une
large mesure, 1’évolution démographique, les conditions de vie, les rapports humains,
I’importance de 1’agriculture et de 1’élevage, dans cette wilaya. Il faut donc s’arréter quelque
peu sur la situation générale de la wilaya de Tissemsilt, son relief, sa géologie, son
hydrographie, son climat, sa pédologie et sa végétation, afin de pouvoir dresser I’état des lieux
en matiére de ressources en eau et dessiner les perspectives en ce domaine. Figure 12

suivante montre la localisation de la wilaya de tessimssilte

. o an. JEa.. |
A pee e =
_4/,—/
<
{ 0 25 50
Figure 12 : localisation de la wilaya de Tissemsilt (DRE, 2008)
11-2 Géologie

La géologie de la région de tissemsilt s’inscrit dans le cadre de I’évolution de la chaine
tellienne et en particulier celle du massif de 1’Ouarsenis. Cet ensemble a structure complexe
est forme de 3 sous-ensembles :

Au nord : la zone interne du socle du djebel D qui constituat de formation de I’erepaléozique

Au centre : la zone externe comprenant des unites diversifiées et fortement charriées dont

I’age de sédimentation va du trais jusqu'a I’Oligocéne
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Au sud : la bordure sud tellienne représentée par un facies remplissage de zones
dépressionnaires et subsidences. il s’agit de formation du Miocéne inferieur , du pliocéne et
du Quaternaire.

Les niveaux géologiques massifs se rencontrent pratiquement dans tous les terrains de
la région. Le massif du grand pic « Kef Sidi Amar » culmine a une altitude de 1983m.so
imposante et gigantesque morphologie lui donne un aspect de « pivot ». Sa position
géologique permet de défini une limite entre un Ouarsenis occidental. Les niveaux

géologiques pratiquement dans tous les terrains de la région. (DET, 2019)

11-3 Le climat de la wilaya
La région de TISSEMSILT fait partie de 1’étage bioclimatique semi-aride, particularité

du climat méditerranéen, et il a un hiver froid humide et un été chaud et sec, la température
moyenne hivernale est comprise entre 0 est 6 C° et celle estivale oscille entre 32 C et 40 C°
quant a la pluviosité moyenne annuelle, elle oscille entre 300 et 600mm de pluies, avec
cependant un pic de 800mm enregistrée aux monts de 1’Ouarsenis ou on note également la
chute de neige dont la hauteur moyenne se situe dans une fourchette comprise entre 0,5 et 50
cm d’épaisseur, accompagnée parfois de verglas. (ANIREF, 2011; ANDI, 2013).1.6.1.

11-3-1 le diagramme ombrothermique
D’apreés le diagramme ombrothermique ci-dessous, les mois secs sont-ils : est au début

de mai jusqu'a mi-septembre, (La température plus élevé que la précipitation), et la période

humide du mois d’octobre jusqu’a Avril.
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Figure 13: diagramme ombrothermique du commun de Tissemsilt 2015 (DSA, 2019)
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11-3-2 La température
Juillet et ao(t sont les mois les plus chauds de I'année, avec une température moyenne

de 25, 2°C.Janvier est le mois le plus froid de I’année.la température moyenne est de 5.3°Ca

cette période.
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Figure 14:Diagramme a barres de température mensuelles de Tissemsil 2015

(DSA, 2019).
11-3-3 La pluviométrie

Malgré les changements climatiques de ces dernieres années la commune de Tissemsilt
posséde généralement une pluviométrie assez favorable comparée par rapport au reste de wilaya.
Au mois de Janvier et Décembre, les précipitations sont les plus élevées (58 mm) et les

précipitations sont au plus bas au mois de Juillet et Aodt (5 mm).
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Figure 15:Précipitations mensuelles dans la wilaya de Tissemsilt durant 2015.

(DSA, 2019).
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Chapitre III : Matériels et méthode

111-1 Travail hors laboratoire (au terrain)
I11-1 -1 Choix de site du prélevement

Le critere qui a été pris en compte pour le choix des sites est le type de sol et I’activité
agricole. 1l existe au Tissemssilt des zones ou la culture des céréales depuis longtemps. Pour
cette recherche nous avons choisi deux (02) sites de prélévement, Les sites de I'état connus
par la ferme pilote et les sites de secteur privé OAIC.

Il existe de nombreux types de sol dans ces sites qui sont différents de point de vu de

texture, de couleur, Figure 16 montre un site de prelevement.

Figure 16: un site de prélevement
(original)

111-1 -2 Prélevement et préparation des échantillons de sol
Les échantillons de sol ont été prélevés dans les champs de céréales a une profondeur

de 0-20 cm (la partie racinaire). Les échantillons prélever procédes des couleur différents les
Figures 17 représente les échantillons de sol prélevé. Les échantillons de sol ont été prélevés
puis mélangés pour constituer un échantillon composite. Les échantillons de sols ont été

séches a l'air libre et & I'ombre pendant trois jours puis tamisés & 2 mm.

31



Chapitre III : Matériels et méthode

Figure 17:Les deux types de sol utilisés (sableux et limineux). (Original).

Méthodes de caractérisation physique des sols
La caractérisation physique a consisté a faire une granulométrie pour 1’ensembles des

échantillons fractions granulométrique en utilisant la méthode internationale adaptée a la

pipette Robinson.

I11-2 Travail au laboratoire

111-2 -1 Préparation de milieu d’culture

111-2 -1-1 Composition de la gélose nutritive
La composition peut étre ajustée de fagon a obtenir des performances optimales, pour 1

litre de milieu :
Tableau N°6 : Composition principale de la gélose nutritive
Ingrédients gramme/litre
Tryptone 5,09
Extrait de viande 1,09
Extrait de levure 2,09
Chlorure de sodium 5049
Agar agar bactériologique 12,0 ¢

111-2 -1-2 Préparation
Pour préparer un milieu de culture commencer par prélever la gquantité importante

d'eau distillée a lI'aide un éprouvette graduée dirigez-vous ensuite a la balance pour peser la
quantité nécessaire de milieu de culture en poudre.

-Mettre la poudre dans le bécher qui contient d'eaux distillés.

-En suite mettant la tige magnétique dans le bécher puis la mettons sur la plaque chauffante

tourner le bouton pour activer l'agitation et le chauffage.
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- Laisse jusqu’a le milieu de culture bouillir, lorsque le milieu bout, videz-le dans un flacon

stérilisé et mettez-le dans l'autoclave.

111-2 -1-3 Coulage des boites
La figure 18 représente technique de collage Liquéfier I’agar dans un bain marie,

laisser refroidir a 45-50 °C et verser dans des boites de Pétri. Laisser solidifier pendant au
moins 30 minutes.

Figure 18:Coulage des boites pétries (original)

111-2 -2 Les analyses microbiologiques
Pour isoler et dénombrer les microorganismes de 1’échantillons de sol, nous avons

employé la méthode de suspension —dilution (Bouderhem, 2011).

111-2 -2-1 Analyse microbiologique du sol (Avant ’application de liquide ionique)
111-2 -2-1-1 Dilution des échantillons
Préparation de la solution mere

La préparation de la solution meére a été effectuée dans des tubes a essai, on a pesé 1g
de sol de chaque pot (échantillons), et diluer dans 10 millilitre de sérum salé NACL 0.9%,
agiter les tubes a essai pour homogénéiser la solution. Les figure 19 représente 1’opération de

préparation solution mere.
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Figure 19: Préparation de la solution mere (original).

La dilution de la solution mére.
Dilution en cascade ayant de la solution mére jusqu'a 10-7 (1ml de la solution mere dans 9ml
de sérum salé NACL 0.9%) :

1) Remplir les tubes stériles 1 & 7 avec 9ml de sérum salé. Utiliser une seringue pour
remplir les tubes, ainsi que la flamme pour réaliser les techniques stériles.

2) Agiter le tube contenant la solution mere

3) Prélever 1ml du tube contenant les bactéries (solution mere) et déposer celui-ci dans
le tube 1.

4) Agiter le tube 1 afin de répartir les bactéries dans le liquide.

5) Prélever 1ml du contenu du tube 1 et insérer ce prélevement dans le tube 2.

6) Mélanger le tube.

7) Répéter les étapes 5 et 6 jusqu’au tube 7.
Les figures 20 suivantes montrent les tubes de dilution.

Figure 20:Exemple d'une série de dilution (original)
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111-2-2-1-2 Culture bactérienne
L’ensemencement par la méthode d’étalement

Les figures 21 represente technique de 1’etalement Cette technique utilisée pour le

dénombrement microbien

Figure 21:Etalement d*une suspension bactérienne
(original)

- Déposer 0.1 ml de suspension du germe a I’aide d’une seringue, a la surface du milieu de

culture (GN) coulé et solidifié.
- Constituer un rateau (étaloir) a I’aide d’une pipette pasteur.

- Etaler la goute de suspension par ce rateau, puis incuber.
Incubation

On place les boites dans une étuve qui va réguler et maintenir la température a la
valeur favorable a leur croissance (37°C), durant toute la période nécessaire (variant de 24h a
72h pour la majorité des bactéries).

La figure 22 montre I’incubation des boites.
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-._—-I..-,
s S e By

Figure 22: Incubation des boites pétries dans une étuve (original)

I111-2 -2-1 Analyse microbiologique du sol (Aprés I’application de liquide ionique)
Préparation de substrat (sol) avec le liquide ionique

La dilution du liquide ionique :
-prendre 0.5 ml de produit avec précaution d'emploi ( porter des gants, bavette ) et metter
dans 250 ml d'eau distillée dans une éprouvette.

-homogeénéiser le contenu eau -liquide ionique et laisser réagir pendant quelques minutes

Figure 23:dilution du liquide ionique (original ).
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Préparation du substrat (sol) avec liquide ionique:

On a preparé trois (03) échantillons de de sol mélanges avec le liquide ionique.

('pour les deux type de sol (sableux et limineux)).

Echantillon NO1:

-Prendre 2ml de liquide ionique dilué et le mélanger avec 100g de sol récolté dans des
béchers ( pour les deux échantillon )

-Laisser les mélanges en contact pendant 24h.

Echantillon N02:

-Prendre 5ml de produit dilué et le mélanger avec 100 g de sol récolté dans des béchers ( pour
les deux échantillon)

-laisser les mélanges en contact pendant 24h.

Echantillons N03:

-prendre 10ml de produit dilué et le mélanger avec 100g de sol récolté dans des béchers (pour

les deux échantillons)

-laisser les mélanger en contact pendant 24h

Figure 24:I'application du liquide ionique diluée sur les
échantillons du sol (original)
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Les analyses microbiologiques
Concernant les analyse microbiologie on a suive toute les étapes et les techniques

précédant pour les échantillons témoins

06
- échantillo
ns de sol
lg de
sol
+
10ml
1'eau
distillée

3 répitition pour chaque
dilution

\~v, ;f ®. = ;”_ ’—\,1 Etalement

Figure 25:shéma représente le protocole experimentale.
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Chapitre VI : Résultat et discussion

Résultat et discussion de chaque prélevement

VI-1 La formule de dénombrement des colonies bactériennes

Les résultats d'analyse microbiologique obtenus au cours de notre expérimentation
pour I'ensemble des échantillons sont représentés dans les figures
La biomasse microbienne a été calculée en basant sur la formule suivante a partir du nombre

de colonie (UFC) enregistré dans les boite de pétris :

La biomasse nombre d’UFC comptées

microbienne (ufc/ml)= X facteur de dilution

volume d’inoculum déposé

VI-2 Les échantillons témoins avant ’application de produits

VI-2 -1 Prélevement NO1:
Concernant le type de sol sableux échantillons NOlavant 1’application de liquide, les
résultats obtenus au cour des analyses microbiologiques de notre 1’échantillon sont illustrés

dans la figure 26 suivante :

UFC= 350. 102 UFC/ml

Figure 26: Résultat de la culture bactérienne de prélevement N° 01.
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Nous remarquons d’apres la figure 26 avant I’application de liquide ionique croissance de
nombre de colonies est estimée a 350.10"2UFC/ ml, cette croissance est justifi¢ par la
présence d’un milieu aérobie est une activité microbienne ¢levée
VI-2-2 Prélevement NO2 :

Concernant le type de sol limoneux pour I’échantillon avant I’application de liquide
ionique, la figure 27 suivante montre les résultats des analyses microbiologiques obtenus au

cours de notre analyse.

UFC = 150.10"2 UFC / ml

Figure 27: Résultat de la culture bactérienne de préléevement N°02 (original).

La figure 27 illustre une diminution de I'avtivité microbienne estimée a 150.107“ UFC/ml
Cette diminution de I'eau a I'absence de I'oxygeéne et une faible rétention de I'eau et de matiere

organique.

V-3 Les Echantillon Apres L'application De Produits

VI1-3-1 Echantillon N°01:qui porte concentration 2 ml de liquide ionique diluées
S L

UFC =720 *10~2 UFC / ml UFC =160 *10~2 UFC / ml

Figure 28: Résultat de la culture bactérienne de I'échantillon N°01 (original) qui porte 2ml de LI
diluée
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Nous remarquons une croissance considérable estimée & 720*102UFC/mI pour échantillon
(A) alors que I'échantillon (B) on a enregistré 160*10% UFC/m

Ce qui une différence de 560*10-2 UFC/ml.

Cette diminution est due au type de sol lumineux car il ne contient pas assez d‘air pour la

matiére organique.

V1-3-2 échantillon N°02 : qui port concentration 5ml de liquide ionique diluées.
La figure N° 29 illustre les resultats de la croissance microbienne au niveau de sol de type

sableux et liminesux, apres l'application de Li

UFC =Indénombrable UFC =230.10"%2 UFC / ml

Figure 29:Résultat de culture bactérienne de I'echantillon N°02 (original) qui porte de 5 ml de
L.1 diluée.

Nous remarquons d'apres la figure 29 Une croissance de valeur indénombrable le pour
I'échantillon sableux, alors que I'échantillon lumineux on a enregistré 230*1072 ufc/ml
Cette diminution due au phénomene de la volatilisation des liquides ionique , manque de la
matiére organiques, manque de la matiére organique et la type de sol caractéristique par un

régime de I'exuviation essentiel .
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V1-3-3 Echantillon N°03: qui porte concentration de 10 ml de liquide ionique diluée
S L

UFC =Indénombrable UFC = Indénombrable

Figure 30: Résultat de la culture bactérienne de I'échantillon N°03 ( original) qui porte de 10 ml
de LI diluées.

Nous remarquons une croissance de valeur indénombrable pour les deux (02)
échantillons
Cette croissance a cause d'exictance d'aération donc une forte pénétration d'oxygéné dans le
sol.
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Conclusion

Conclusion et Perspectives :

La problématique de I'impact des produits chimiques ou bien organique sur les micro-
organismes du sol a été abordée dans cette travail. L'objectif globale était de déterminer en
milieu réel et a court terme. L'effets des liquides ioniques sur I'activité microbien de sol aux
champs des céréales dans la région de Tissemsilt.

Les résultats indiquent que le type de sol et les teneurs en sol sable et en matiere
organique influencent I'impact des liquides ionique sur la biomasse microbienne.

Au regard des difficultés de détermination de I'influence réelle de liquide ioniques dans les
variation de la biomasse microbienne des sols dues essentiellement a la multiplicité des
facteurs perturbateurs de ce paramétré microbiologie, il est suggéré le dosage de liquides
ioniques dans les échantillons de et un affinement de la méthodologie .

En milieu paysan, la suivi de certain parameétres tels que les matiéres active employée.

Le nombre d'application et les doses appliquées est difficile.

On ces facteurs sont susceptibles d'influencer le devenir des produits chimiques dans le sol
et partant . leur impact sur les microorganismes du sol.

Donc ces résultats révelent des effets liés au type de Sol et d'autres paramétre comme
la teneur de la matiére organique le ph et la monoculture des céréales et nous conclurons
notre travail par quel que perspectives:

L'études s'est Il'imitée a I'évaluation de I'impacte des produits chimiques sur
uniquement la biomasse microbienne qui dailleurs ne concerne que le microbienne que
d'ailleurs ne concerne que le microfaune du sol .

Afin de parameétres meilleure connaissance de I’impacte des produits chimiques sur la
biologie du sol d’autre paramétré microbiologique et les macrofaunes doivent et pris en

compte pour le suite des activités du projet .
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Résumé

Résumé :

Les produits chimiques appliqués dans tous les domaines médicaux, ou bien industrie
et en agriculture pour la protection des cultures peuvent avoir des effets secondaires néfastes
pour la santé et les étres vivants 'nomme et son environnement. Les impacts sont en fonction
de plusieurs facteurs dont la nature des produits chimiques, les applications, les conditions
climatiques, le type de sol.

Plusieurs éetudes ont porté sur les effets secondaires des matieres actif mais celles
intéressant les effets combinés des produits et type de sol sur la biologie des sols en milieu
réel restent limitées.

Notre travail a pour but d'étudier l'impact des produits chimiques sur les
microorganismes des sols dans les zones céréaliéres de Tissemsilet.

Cette étude a porté sur deux (02) échantillons de sols prélevés a une profondeur de 0-
15cm dans des champs de céréale, avec types de sol différents (sableux et limineux).

Nous avons mesuré 1’activité microbienne avant et aprés 1’utilisation de ce produits
( Hydrogénosulfate de triméthyléne bis-vinyle imidazolium).

Les résultats obtenus de 1a ’activité microbienne aprés 1’application de produit sont
presque tous diminués dans tous les type de sol sauf le type limoneux il y a un taux faible.
Mots clés : produits( LIgHSO, ), Impact, Culture céréaliere, sol, microorganismes, activité
microbienne.
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