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Abstract

In this study, we were interested, first, in the synthesis of new phenolics compounds from a natural substance R-(-)-
carvone and second, the study their impact on the mycelial growth of the three fungal strains (Penicillium expansum,
Alternaria sp and Rhizopus stolonifer), isolated from rotten apples in post-harvest. These diphenolcs compounds are
obtained by condensation of the R-(-)-carvone with arylaldehyde in the presence of p-toluene sulfonic acid and reflux
during 24h. The structures of these new compounds were identified by the usual spectral methods 'H, ?C NMR and IR.
Furthermore, an X-ray cristalographic study was carried out on the single crystal of the product 2,2’-dimethyl-5,5’-
dipropan-2-yl-4,4’-(phenylmethylene)diphenol 3a.

Keywords: R-(-)-carvone, arylaldehyde, Penicilium expansum, Alternariat sp, Rhozopus stolonifer, apple.

Synthése de nouveaux produits phénoliques a partir de la R-(-)-carvone et
I’étude de leurs impacts sur certains champignons responsables de la
pourriture de la pomme en post-récolte

Résumé

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, a la synthése de nouveaux composés phénoliques
a partir d’une substance naturelle la R-(-)-carvone et dans un second temps, a 1’étude de leurs impacts sur la croissance
mycélienne de trois souches fongiques (Pénicilium expansum, Alternariat sp et Rhizopus stolonifer), isolées des pommes
pourries en post-récolte. Ces composés diphénoliques sont obtenus par condensation de la R-(-)-carvone avec
I’arylaldéhyde en présence de 1’acide p-toluéne sulfonique (APTS) et a reflux pendant 24h. Les structures de ces
nouveaux composés sont identifiées a 1’aide des analyses spectroscopiques usuelles a savoir RMN 'H, "°C et IR. Par
ailleurs, une étude radiocristallographique a été réalisée sur le monocristal du produit 2,2’-diméthyl-5,5’-dipropan-2-yl-
4,4’-(phénylméthylene)diphénol 3a.

Mots clés : R-(-)-carvone, arylaldéhyde, Pénicilium expansum, Alternariat sp, Rhozopus stolonifer, pomme

1. Introduction

Les polyphénols contiennent au moins un groupe hydroxyphénolique relié¢ directement au composé aromatique
a anneau phénolique a base de carbone. Cette structure leurs confére la capacité de piéger les radicaux libres.
D’apres la littérature, des études ont monté que Dactivité antimicrobienne des composés phénoliques
(carvacrol, thymol, eugénol) peut étre attribuée a la présence d’un noyau aromatique et d’un groupement
hydroxyle OH, connus par leurs activités en engendrant des liaisons hydrogénes avec le groupe —SH dans les
sites actifs des enzymes dans les champignons [1, 5]. Les terpénes phénoliques agissent aussi en se fixant sur
les groupes amines et hydroxylamines des protéines membranaires de la cellule microbienne en provoquant
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I’altération de la perméabilité et la fuite de contenus intracellulaires [6, 7]. L’importance du groupement
hydroxyle des phénols a été confirmée par la faible activité qui a été observée avec des composés contenant
uniquement un cycle aromatique substitué par des groupements alkyles tel que le p-cyméne [8]. Il est a noter
que I’importance du noyau aromatique dans ce type de composés a été démontrée par 1’absence d’activité de
menthol [5].

Les polyphénols constituent une grande classe de substances présentes dans le régne végétal. Ils existent sous
forme de molécules monomeres et de polymeres condensés et sont synthétisés par les végétaux en réponse a
un stress environnemental comme les rayons ultra-violets ou encore certains champignons pathogenes.

Les métabolites secondaires dont fait partie les composes phénoliques contiennent des substances tres
recherchées par les industries des cosmétiques, de la pharmacie et de la phytothérapie [9]. De nombreuses
substances naturelles contenant les polyphénoles, présentent des propriétés antioxydantes [10] et
antibactériennes contre Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Aspergillus niger et Penicillium
digitatum [11, 16]. Ainsi des études ont montré que les composés phénoliques sont utilisés pour I’amélioration
de la production agricole [17].

C’est dans ce contexte, que nous nous somme intéressés a la synthése de nouveaux composés phénoliques a
partir d’une substance naturelle trés abondante la R-(-)-carvone et d’explorer leurs activité antifongique vis-a-
vis de certains champignons responsable de la pourriture de la pomme dans les entrep6ts de stockage.

2. Matériel et méthodes

2.1. Syntheése des composés phénoliques [2,2 -diméthyl-5,5 -dipropane-2-yl-4,4 - (arylméthyléne)diphénol)] 3a-c

Dans un ballon surmonté d’appareil de Daen-stark, on mélange dans 60 cm’ de toluéne 3 g (0,02 mol) de la R~(-)-carvone,
1,06g (0.01mol) de I’arylaldéhyde et 0,24g (0,001mol) de I’acide p-toluéne sulfonique. Le mélange réactionnel est porté a
reflux pendant 24h. La réaction se manifeste par 1’apparition d’une couleur rouge. Apreés avoir rincé le mélange
réactionnel avec I’eau distillée, on récupere la phase organique. Aprés séchage par Na,SO,, on évapore le solvant et on
purifie le produit obtenu par chromatographie sur colonne de gel de silice (¢liant : hexane/dichlorométhane : 60/40). Les
produits désirés 3a-c sont récupérés avec des rendements de 3a= 85%, 3b= 82%, 3¢= 70% (Schémal).

O
0 H
2 Toluéne/ APTS
+ —_—
R Reflux
R-(-)-carvone arylaldéhyde
1 2
3a-c
R=H, CH;3, O-CH;

Schéma 1

Schéma 1: 3a. R=H, 3b. R= CH3;, 3¢. R= O-CH;

2.2. Préparation des agents phythopatogenes ou (Isolement des souches fongiques)

Les isolats de Penicillium expansum, I’Alternariat sp et Rhizopus stolonifer dans cette étude ont été obtenus a partir des
plants des pommes présentant des pourritures. Ces derniers sont prélevés des entrepots de stockage. L’identification des
espéces fongiques est basée sur plusieurs clés de détermination [18- 21].

2.3. Activité antifongique des [2,2’-diméthyl-5,5 -dipropane-2-yl-4,4 (arylméthyléne)diphénol)] 3a-c vis-a-vis des trois
souches de champignons P. expansum. Alternariat sp. et R. stolonifer.

L’activité antifongique a été étudiée par la méthode de contact direct dans le milieu de culture PDA [22, 23]. Cette
technique consiste a placer un disque mycélien (2mm de diamétre) au centre d’une boite de Pétri contenant le milieu PDA
mélangé avec le produit phénolique a tester qui est solubilisé dans DMSO (a 0.05 % dans de ’eau distillée stérilisée).
Trois concentrations en produits phénoliques on été testé (107 mol/l, 10 mol/l et 10™*mol/l comme concentration
minimale).
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L’incubation est réalisée a 25°C pendant sept jours. Des notations concernant I’inhibition de la croissance du diamétre de
la colonie P. expansum. Alternariat sp. et R. stolonifer par le produit phénolique incorporé dans le milieu de culture sont
effectuées chaque jour.

Le témoin est formé par superposition de deux boites, [’une contenant le milieu PDA et le produit phénolique, alors que
I’autre ne contient que le milieu PDA (figure 2).

La mesure du diamétre moyen des colonies traitées est réalisée lorsque les filament mycéliens atteigne la périfirie de la
boite dans les lots témoins.

L’évaluation de I’inhibition est estimée par le calcul du poucentage d’inhibition de la croissance mycelienne selon la
formule suivante :I (%) = [(D; - D,)/D;] x 100

Avec D; : le diamétre de la colonie sur le milieu de culture sans produit et D, : le diamétre de la colonie sur le milieu de
culture avec produit [24].

3. Résultats et discutions

3.1. Identification des produits synthétisés

Avant d’entamer 1’étude biologique, nous avons synthétisé une série des composés diphénoliques par
condensation de la R-(-)-carvone avec une série d’arylaldéhydes. Ce protocol opératoire nous a dommé des
nouveaux composés diphénoliques 3a-c avec des rendements remarquables.

Les structures des ces nouveaux composés ont été établies sur la base de leurs données spectroscopiques a
savoir : la RMN du proton, du "C et infra-rouge ainsi par une étude radiocristalographique réalisé sur le
monocristal du composé 3a (figure 1).

Figure 1: Structure moléculaire donnée par le monocristal du produit [25] 3a

3.1.1. Ildentification du produit 2,2’-diméthyl-5,5 -dipropan-2-yl-4,4’-(phénylméthyléne)diphénol (C,;H3,0;)
3a

Rdt = 85%, Pf=202°C, Couleur : Jaune claire.

RMN 'H (300 MHz, CDCls), 8 (en ppm) : 1.00 — 1,03 (m, 12H, *'*°"'CH,); 2.08 (s, 6H, "' CH); 2.99 - 3.04
(m, 2H, **CH); 4.53 (s, 2H, "' OH); 5.81 (s, 1H, ''CH); 6.43 - 7.26 (m, 9H, CH aromatiques).

RMN "C (75 MHz, CDCls) 6 (en ppm) : 15.8 — 23.9 — 24.4 — 28.7 — 47.9 (C saturés); 112.6 — 120.3 — 126.2 —
128.4 —130.0 — 132.7 — 133.7 — 145.5 — 146.4 — 152.7 (C aromatiques).

IR (KBr), (v en cm™) : 3397 (O-H); 3030 (Csp2-H); 2960 (Cyp3-H); 1645 et 1588 (Cgpr-Csp2 aromatiques) ;
1027(C-0).

3.1.2. Ildentification du produit 2,2 -diméthyl-5,5 -dipropan-2-yl-4,4 - (p-tolylméthylene)diphénol (C,sH3,0;)

3b
Rdt = 82%, Pf=190°C, Couleur : Jaune claire
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RMN 'H (300 MHz, CDCl3), & (en ppm) : 0.9 — 1,06 (m, 12H, *'**'”CH;); 2.0 (s, 6H,”” CHs); 2.25 (s, 3H,
8CH;); 3.6 - 3.73 (m, 2H, *¥ CH); 4.75 (s, 2H, ™" OH); 5.73 (s, 1H, ''CH); 6.4 - 7,0 (m, 8H, CH aromatiques).
RMN "C (75 MHz, CDCl3) & (en ppm) : (15.50 — 23.58 — 24.09 — 28.31 — 49.10 — 58.0 (C saturés); 112.23 —
120.40 — 128.79 — 129.49 — 132.33 — 133.61 -135.1 — 141.95 — 146.01 — 152.30 (C aromatiques ).

IR (KBr), (v en cm™) : 3466 (O-H); 2960 (Csp3-H); 1618 et 1508 (Cgpo-Cspz aromatiques); 1027(C-0).

3.1.3. Identification du produit 2,2’-diméthyl-5,5 -dipropan-2-yl-4,4’-(p-méthoxy phényl méthylene)diphénol
(C1sH3,03) 3¢

Rdt = 70%, Pf=240°C, Couleur : Jaune claire

RMN 'H (300 MHz, CDCL3), & (en ppm) : 1.05 - 1.13 (m, 12H, *'**"'"CHj3); 2.11 (s, 6H, 7" CH3); 3.05 - 3.2
(m, 2H, **CH); 3.85 (s, 3H, "®CH;); 4.59 (s, 1H, ""CH;); 5.82 (s, 2H,""OH); 6.49 - 7.40 (m, 8H, CH
aromatiques).

RMN C (75 MHz, CDCl5) & (en ppm) : 15.50 — 23.58 — 24.09 — 28.31 — 47.10 — 58.59 (C saturés); 112.23 —
120.40 — 128.79 — 129.49 — 132.33 — 133.61 — 135.22 — 141.95 — 146.01 - 152,30 (C aromatiques).

IR (KBr), (v en cm'l) : 3382 (0O-H); 2965 (Cy3-H); 1603, 1507 et 1407 (Cypr-Csp2 aromatiques).

3.2. L’impacte des nouveaux produits phénoliques sur les trois souches de champignons

Les résultats obtenus dans la présente étude montrent bien que la série des produits [2,2’-diméthyl-5,5’-
dipropan-2-yl-4,4’-(arylméthyléne)diphénol)] 3a-c est dotée d’une activité antifongique efficace sur la
croissance mycélienne des trois phytopathogenes testés P. expansum. Alternariat sp. et R. stolonifer. dont le
pourcentage d’inhibition atteint 100% méme a faible concentration 10*mol/l. Cette efficacité est due a la
structure moléculaire phénolique caractérisant ces nouveaux produits (figure 2, 3).

P. expansum Alternaria sp., R. stolonifer

Figure 2: Croissance mycélienne des trois phytopathogénes sans incorporation du produit a étudier apres sept
jours d’incubation (Témoin)

&
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Figure 3: a) Effet des produits 3a (10*mol/l) sur le développement des trois souches de champignons aprés
sept jours d’incubation
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b) Effet des produits 3b (10™*mol/l) sur le développement des trois souches de champignons aprés sept jours
d’incubation

A4

¢) Effet des produits 3¢ (10™*mol/l) sur le développement des trois souches de champignons aprés sept jours
d’incubation

Un bon nombre d’auteurs ont rapporté 1’effet antifongique des composés phénoliques. En effet, Il a été
rapporté que la croissance mycélienne des quatre pathogénes de la pomme, nommés Vagabundaphlyctema,
Penicillium expansum, Botrytis cinerea et Moniliniafructigena, ont été compleétement inhibés quand ils sont
exposés a 150 pl/l d’eugénol a différentes températures [26]. Des études antérieurs ont montré que, le
carvacrol est utilisé comme agent de protection contre : les champignons phytopathogenes, les
microorganismes attaquant les denrées alimentaires et il est utilis¢é comme antiseptique et antibactérien [27,
28].

Conclusion

D’apres les résultats de cette étude, on peut conclure, que les produits diphénoliques synthétisés a partir de la substance
naturelle la R-(-)-carvone, présentent une activité inhibitrice trés importante sur les trois souches de champignons
attaquant la pomme dans les entrepots de stockage a savoir P. expansum. Alternariat sp. et R. stolonifer dont le
pourcentage d’inhibition atteint 100% a faible concentration 10™*mol/I.

Cette étude biologique, aura le mérite d’étre surement une nouvelle piste de la lutte chimique contre les maladies
fongiques de la pomme en post-récolte. Il reste a souhaiter que les travaux ultérieurs apporteront des précisions sur la
toxicité et I’effet de ces produits sur la qualité du fruit (organoleptique, aspect, odeur...).
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