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Avant Propos

Nous avons fait le choix de rédiger cette thése sous la forme d’un recueil de publication parues
ou soumises dans des revues a comité de lecture et seul le chapitre | de bibliographie, la partie

8 du chapitre 1l et la partie 4 du chapitre 111 ont été rédigées classiquement.

Ainsi, nous prions le lecteur de faire preuve d’indulgence et nous excusons par avance des

redondances qu’il pourrait rencontrer lors de sa lecture intrinseéques a ce mode de rédaction.
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Au cours du 20°™ siécle, le développement de la science et de la technologie a principalement
été axé sur l'utilisation des ressources fossiles tandis que le 21°™ siécle est quant a lui orienté
vers la valorisation des bioresources. Bien que le concept de bioéconomie soit apparu dés les
annees 70, il est longtemps resté réservé au domaine académique mais constitue a présent une

préoccupation de la sphére politique et des institutionnels européens.

La bioéconomie est définie par I’OCDE comme « un ensemble d'activités économiques liées a
I'innovation, au développement, a la production et a l'utilisation de produits et de procédés
biologiques ». Elle tente ainsi d’apporter des solutions attendues a la problématique mondiale
que constitue notre dépendance aux énergies fossiles et la réduction des émissions de carbone,
tout en assurant les besoins alimentaires et primaires d’une population mondiale en constante
croissance et estimée a environ 9 milliards d’habitants en 2050. C’est ainsi que le terme
«développement durable» a été introduit par la Commission Brundtland (1987), avec la
définition de « Développement qui répond aux besoins du présent sans compromettre la
capacité des générations futures pour répondre a leurs propres besoins ». Dans une volonté de
répondre a cet objectif, les scientifiques, mais également les industriels, ont développé de
nouvelles méthodologies plus efficaces et favorables a I'environnement utilisant des ressources
renouvelables.

Recourir aux bioressources, comme alternative aux ressources fossiles pour la synthése de
matériaux polymeres tout en valorisant des procédés appropriés (« verts ») constitue un axe
majeur de ce travail de thése. En effet, les matériaux d’origine pétrosourcée font partie de notre
vie quotidienne (emballage, transport, batiment, cosmétique...) du fait de leurs faibles co(ts,
leurs disponibilités et leurs mises en ceuvre aisées. Néanmoins, face aux contraintes sociétale et
environnementale actuelles il est devenu presque une nécessité de trouver une alternative

réaliste a ces matériaux.

Les polyméres renouvelables, c'est-a-dire dérivés principalement ou entierement de la biomasse
représentent quant a eux moins de 1% (environ 360 000 tonnes) de la production annuelle de
plastiques dans le monde. L’association European Bioplastics prévoit une production de 3,45
Mt en 2020. Le terme biopolymeéres, souvent confondu avec le néologisme industriel des

bioplastiques, regroupe différents concepts : I’utilisation directe, ou aprés modification, de



polymeres naturels comme la lignine, la cellulose, ’amidon etc., la polymérisation de blocs
extraits de la biomasse par déconstruction ou extraction, ou bien la polymérisation par
bioconversion impliquant un processus de fermentation a partir de substrats naturels. La
remarquable usine chimique que constitue la photosynthése est a 1’origine chaque année de plus
de 120 milliards de tonnes de carbone dans la biomasse, dont environ 5% sont actuellement
utilisés par I'nomme. Si la chimie ne met a profit que 10% des ressources issues de la biomasse,
la volonté affichée est d’accroitre cette fraction a 20% d’ici 2025 (Kearney, Etude PIPAME,
2010).

Parmi les composants de la biomasse, les terpenes et les dérivés phénoliques sont des composes
extrémement attractifs en raison de leurs colts modérés et de leurs disponibilités. En effet, en
raison de leurs abondances naturelles et de leurs réactivités, ils peuvent tout a fait étre utilisés
pour la production de polymeres qui pourraient parfaitement se substituer ou au moins en partie,
aux materiaux fossiles actuellement sur le marché.

De plus, ces composés posseédent des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes naturelles.
Cette particularité nous a particulierement intéressé pour orienter notre sujet vers une
application d’intérét. Nous avons ainsi cherché a développer des matériaux biosources bioactifs
capables d’apporter une solution au probleme de santé publique que constituent les infections
nosocomiales associées aux matériels utilisés dans le milieu hospitalier.

Ces infections contractées dans les hopitaux sont souvent liées a la présence d'un biofilm et sont
tres difficiles a éradiquer. En conséquence, le développement de stratégies de prévention
empéchant la formation de biofilm en inhibant l'adhérence des microorganismes est une
approche prometteuse a développer et qui est en pleine expansion dans la littérature. Au ceeur
de contexte de valorisation des caractéristiques originales du végétal, nous avons sélectionné
deux synthons présents dans les huiles essentielles : le linalol, monoterpéne relativement
abondant dans I’huile essentielle de lavande et qui n’a fait ’objet a ce jour d’aucune de
recherche dans le domaine de la synthese de matériaux ; mais également 1’eugénol, composé
phénolique présent dans I’huile essentielle de clous de girofle, sélectionnés pour leurs propriétés
antibactériennes élevées et reconnues (lacobellis, J. Agric. Food Chem., 53, 2005 ; Kubo, J.
Agric. Food Chem., 52, 2004 ; Habibi, Chem. Nat. Compd., 46, 2010 ; Lo Cantore, J. Agric.
Food Chem., 52, 2004 ;Park, Anaerobe, 18, 2012 ; Chen, Biotechnol. Bioeng., 104, 2009 ; Burt,
Int. J. Food. Microbiol., 94, 2004). De plus, I’eugénol est a ce jour considéré par la FDA comme

non cancérogéne et non mutagéne.



Le principal objectif de notre travail a été d’élaborer de nouveaux matériaux réticulés sous
rayonnement lumineux a partir de dérivés terpéniques et phénoliques par réaction thiol-éne

d’une part et par polymérisation cationique des époxydes d’autre part.

Le premier chapitre sera consacré a la présentation des différentes sources de biomasse
(saccharidique, lignocellulosique, composés phénoliques etc.), ainsi que les principales voies
de modifications permettant une valorisation dans le domaine de la chimie. Cet état de 1’art se
focalisera ensuite sur I’utilisation des ressources renouvelables comme précurseurs biosourcés
pour le design de réseaux photoinduits. Nous terminerons enfin par une présentation rapide des
différentes stratégies actuellement développées pour élaborer une surface antibactérienne.

Le manuscrit s’articulera ensuite autour de deux parties, la premiere, constituée de 5 sous-
chapitres, sera consacrée aux différents systemes développés par réaction thiol-éne photoinduite.
Cette partie sera principalement présentée sous forme d’articles publiés. Enfin, le troisieme
chapitre sera dédie a la synthese de réseaux par polymeérisation cationique de dérivés époxydés
sous illumination. Les performances thermo-mécaniques et biologiques de ces différents

matériaux seront déterminées et discutées dans la conclusion de ces travaux.
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Chapitre | : Etude bibliographique sur ’utilisation des ressources
renouvelables comme précurseurs biosourcés pour le design de

réseaux photoinduits

1.1 Introduction

L’utilisation des ressources naturelles n’est pas un concept novateur puisque, depuis 1’ Antiquité,
I’homme a toujours su exploiter les ressources de carbone dont il disposait afin de répondre a
ses besoins vitaux (se nourrir, se chauffer etc.). Cette utilisation qualifiée par Colonna® comme
I’ére du « pré-carbone fossile » se caractérise par 1’utilisation de cette biomasse sans réelle
modification (Figure 1). Par la suite, 1’exploitation des ressources fossiles s’accompagne d’une
amélioration des procédés de transformation adossée au développement de 1’industrie chimique.
Cependant, a partir des années 90, une premiére prise de conscience conduit & 1I’apparition du

concept de la chimie verte largement vulgarisée par Warner et Anastas?.

Parmi les 12 principes de la chimie verte (Figure 2), on retrouve 1’utilisation des bioressources
(principe n°7) correspondant au carbone végétal offrant un bilan carbone beaucoup plus

favorable que le carbone fossile.

1998: 12

Aire du pré- principes de la
carbone fossile chimie verte

(laine, coton, (Anastas et

lin, bois etc.) Warner)

Carbone fossile Transition
et dérivés énergétique et
mutation vers la
chimie verte

Figure 1: Evolution de I'exploitation du carbone végétal®.

En effet, il existe deux grandes sources de carbone : le carbone d’origine fossile qui provient
de gisements (gaz naturel, pétrole, charbon) et qui, par conséquent, est épuisable, et celui

d’origine végétal issu des cultures (céréales, oléagineux, sucres, produits tropicaux, tabac,
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plantes aromatiques, bois, caoutchouc naturel) ou de 1’élevage (animaux, laine, cuir) et

présentant 1’avantage d’étre renouvelable.
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\I'énergie
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—
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solvants non

toxiques
—

6. Economiser

Figure 2: Les 12 principes de la chimie verte selon Paul Anastas et John Warner 2.

L’exploitation du carbone fossile a permis une explosion de la pétrochimie et de ses dérivés.

Ainsi, au quotidien, nous sommes amenés a utiliser des matériaux d’origine pétrosourcée du

fait de leur omniprésence. En effet, ils présentent de nombreux avantages a la fois en termes de

(]




colt mais aussi de disponibilité ou de facilité de mise en ceuvre. De plus, ces matériaux peuvent

étre utilisés dans des domaines d’applications trés variés et sont souvent recyclables.

Or, suite a I’apparition de diverses contraintes a la fois environnementale (réchauffement
climatique, impact sur la biospheére, préservation de I’environnement), économique (raréfaction
du carbone fossile, reglementation, colts) et sociétale (prise de conscience, demande du grand
public), il est apparu comme une nécessité de trouver une alternative durable au carbone
d’origine fossile en élaborant de nouveaux matériaux a partir de synthons biosourcés ou en
valorisant les polymeéres naturels. Les matériaux entiérement ou partiellement dérivés du

carbone végétal sont compostables et sont également plus respectueux de I’environnement.

Avec une production atteignant plus de 220 x 10° tonnes par année, et une exploitation ne
dépassant pas 5%, la biomasse (matiére organique produite par des microorganismes vivants
ou leurs décompositions) constitue donc une source prometteuse et abondante de carbone
végétal. Ces ressources nettement sous exploitées offrent une alternative réaliste a 1’exploitation
du carbone fossile et permettent de limiter la production de déchets et I’émission de composés

organiques volatiles grace a la mise en place de procédés plus respectueux de I’environnement®.

Depuis le développement du concept de la chimie verte et I’exploitation des bioressources, trois
générations de bioraffineries se sont succédées. La premiere génération tire profit de la
biomasse d’origine alimentaire. Ainsi, I’exploitation des huiles végétales a permis de produire
du biodiesel et celle de I’amidon et du glucose la fabrication de bioéthanol. La seconde
génération de bioraffineries valorise la biomasse non alimentaire comme la biomasse
lignocellulosique et les déchets urbains (70% de la biomasse terrestre) pour la synthése de

biocarburants, synthons pour la chimie fine et I’industrie des polymeres.

Actuellement, 1’accent est porté sur I’exploitation des bioraffineries algales utilisant les
microalgues, levures et bactéries cultivables hors sol comme biomasse. Cette troisieme

géneration ne mobilise pas de surface agricole ou forestiere et offre une productivité élevée.

Ainsi, de par son extréme diversité a la fois en termes de ressources (Figure 3), de structures
chimiques mais aussi de domaines d’applications (chimie, matériaux, énergie, alimentaire), la

biomasse constitue une alternative réaliste au carbone fossile.
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Malgré sa grande diversité, seules certaines grandes familles de composés issus de la biomasse
sont aujourd’hui exploitées pour la synthese de matériaux biosourcés du fait de leur
disponibilité : les huiles, les dérivés d’acides gras ou d’alcools gras, les sucres et les synthons
dérivés, le caoutchouc naturel, les déerives terpéniques et plus rarement les polymeres et autres
synthons biosourcés (tels que les dérivés phénoliques, acides amineés, bases nucleiques etc.). Il
est important de préciser que I’exploitation non alimentaire des ressources fossiles et végétales
est principalement consacrée a la valorisation énergétique (chaleur, carburants) alors que la
fraction de biomasse consacrée a la chimie du végeétal est marginale (< 2% des surfaces

cultivées).

Contrairement aux dérivés d’origine pétrosourcée riches en carbone et hydrogene, la
particularité des dérivés issus du carbone végeétal réside dans la présence d’oxygéne. Cette
richesse en fonctions oxygénées rend difficile la transposition des procédés de transformation
des raffineries pétrolieéres. Malgré cette difficulté, la valorisation de la biomasse dans le
domaine des matériaux est en plein essor comme I’illustre le nombre de publications croissant

de 1990 & 2016 (Figure 4).

7000
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Hmatériaux Hrevétements

Figure 4: Evolution du nombre de publications mondiales relatives aux revétements et matériaux d’origine biosourcée
depuis 1990 (source : Web of science).
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Ces matériaux biosourcés peuvent alors étre utilisés dans différents domaines d’applications
tels que la construction (matériaux composites), le biomédical (reconstruction tissulaire,
vectorisation de médicaments, matériaux bioactifs), I’emballage ou encore les encres ou le

stockage d’énergie etc.

Parmi les quelques 6000 publications ayant pour sujet la synthese de matériaux biosourcés pour
diverses applications, tres peu sont obtenus par photochimie. En effet, ¢’est a partir du début
des années 2000 que ’on constate 1’apparition de travaux mettant en jeu un mécanisme
photoinduit et ceux-ci représentent seulement 1% des publications entre 2000 et aujourd’hui.
Pourtant, cette voie de synthése est a ce jour considérée comme un procédé de chimie verte
puisqu’elle peut étre menée dans des conditions douces (a température ambiante, avec ou sans
solvant et sans avoir recours a des catalyseurs métalliques) et possede par ailleurs une cinétique
particulierement rapide (de I’ordre de la minute). Ainsi, cette méthode simple et efficace
permettant la synthese de matériaux aux propriétés modulables, s’inscrit parfaitement dans cette

volonté de s’orienter vers une chimie plus respectueuse de I’environnement.

Differentes méthodes de photopolymérisation ou de fonctionnalisation ont donc été transposées
aux bioressources a partir des années 2000 afin d’obtenir des matériaux biosourcés. Les voies
de synthése principalement exploitées par photochimie sont la voie radicalaire et la voie
cationique en particulier la polymérisation par ouverture des époxydes (Figure 5).

Cationique
24%

Cyclodimérisation —
8% Radicalaire

64%

Photo-oxydation
4%

Figure 5: Répartition des différentes méthodes de photopolymérisation permettant le design de biomatériaux.
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L’utilisation de la photochimie concerne principalement la synthese de revétements et peu de
travaux portent sur 1’¢laboration de matériaux. Néanmoins, cette thése étant consacrée a la
synthése de matériaux biosourcés par photochimie, 1’étude bibliographique sera restreinte aux
matériaux biosourcés de type réseaux photoréticulés. Celle-ci ne sera donc pas exhaustive mais
axée sur les différentes bioressources fonctionnalisables (le plus souvent polyfonctionnelles)
permettant la synthese par photochimie de matériaux ou revétement réticulés. Apres un rappel
bibliographique des principales réactions, mécanismes et photoamorceurs utilisés en
photochimie, nous présenterons dans un second temps les différentes catégories de constituants
issus de la biomasse utilisés pour la synthese de matériaux biosourcés photoréticulés ainsi que
leurs modifications chimiques et pour terminer, les différentes voies de synthése de matériaux
biosourcés photoinduits. Finalement, un bref rappel sur la structure des bactéries et le processus
de colonisation bactérien suivi des différentes stratégies permettant 1’¢laboration de matériaux

antibactériens sera décrit.
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Les réactions de photopolymérisations sont régies par le principe de Lazareff expliquant qu’un
photon doit étre absorbé pour que celles-ci soient efficaces. Cette efficacité est par conséquent
directement liée au spectre d’émission de la lampe et au spectre d’absorption de la substance
active qui doivent se recouvrir. Actuellement, le maximum du spectre d’émission des sources
lumineuses est compris entre 300 et 400 nm, longueur d’ondes auxquelles peu de monomeres
absorbent. Ainsi, il est nécessaire d’avoir recours a des molécules capables d’absorber dans
cette gamme de longueur d’onde : les photoamoceurs. Ces espéces, sous 1’action d’un
rayonnement lumineux permettent d’initier la polymérisation par la création de radicaux ou

d’espéces ioniques.

Généralement, les espéces a polymériser sont des monoméres ou des oligomeres
monofonctionnels. Dans le cas ou ceux-ci sont de nature polyfonctionnelle, la

photopolymérisation conduit alors a la formation d’un matériau réticulé.

La réaction de photopolymérisation se décompose en trois étapes successives : I’amorgage
permettant la production des espéces actives (seule réaction de type photochimique), la
propagation durant laquelle les chaines de polymeéres croissent et enfin la terminaison (par
recombinaison, dismutation ou occlusion) qui permet d’arréter les réactions de propagation par

la réaction entre deux radicaux de polymeres.

Dans ce type de photopolymérisation, les espéces actives de type radicalaire induites par la
photolyse des photoamorceurs radicalaires entrainent la formation de la chaine de polymere.
Divers photoamorceurs peuvent étre utilisés pour ce type de photopolymérisation. lls différent
par le mécanisme de décomposition qui est généralement la coupure directe (type 1) ou bien le
transfert d’hydrogéne entre le photoamorceur et le co-amorceur (type Il). Celui-ci entraine la
production de centres actifs (radicaux) susceptibles d’amorcer la polymérisation du ou des
monomere(s). La nature des especes réactives dépend de la fonctionnalité du (ou des)

monomere(s) mis en jeu.
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Les photoamorceurs les plus couramment utilisés pour la photopolymérisation radicalaire sont

présentés dans le Tableau 1.

Tableau 1: Exemple de photoamorceurs conventionnels de types | et 11 utilisés pour la photopolymérisation
radicalaire

Photoamorceurs de type |1
Photoamorceurs de type | P

Dérivés de
P’acétophénone Ethers de benzoine Benzyle Thioxanthone et ses Benzophénone et ses
(DMPA, Hl)DMA, dériveés Dérivés
DEAP
radicalaire 0 (0] o
OR it
: ® L (J O
OR; - A S
R

La coupure de type Norrish | est la réaction photochimique la plus répandue pour la création de
radicaux libres. Généralement, dans le cas des cétones aromatiques, une coupure homolytique

de la liaison en a du carbonyl donne lieu a la création de deux radicaux libres (Figure 6).

0
o | CH,
CHj; CHs °
X - hiv —» X — —» ° X
CHs
CHs CH,
‘ Radical Radical
benzoyle alkyle

Figure 6: Mécanisme de photolyse des photoamorceurs de type | (coupure en a du carbonyle).

Le radical benzoyle ainsi formé est particulierement réactif vis-a-vis des monomeres de type

acrylique. Les éthers de benzoyles font parties des photoamorceurs de type | les plus efficaces.

Dans le cas de certaines cétones, c’est la coupure en f qui prédomine lors de la photolyse

(Figure 7).
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La photolyse de certaines cétones aromatiques telles que le benzyle, les benzophénones ou bien
les thioxantones (type II) conduit a ’arrachement d’un hydrogéne d’une molécule donneuse qui
induit a la formation de deux radicaux. Cet arrachement peut se faire soit par voie directe dans
le cas d’un donneur d’hydrogene (DH) (éther ou alcool) soit par transfert d’électron suivi d’un
transfert de proton généralement dans le cas amines avec la formation d’un exciplexe et plus

rarement des thiols (AH) (Figure 8).

0 o * AH*

AH

DH +D° (&)

DH= éther ou alcool
AH= amine ou thiol

Le mécanisme de la polymérisation en chaine par voie radicalaire photoamorcée est donné en
Figure 9. Lors de la propagation, les radicaux produits lors de I’amorgage réagissent avec les
monomeres et forment un nouveau radical enrichi d’un motif monomére. La répétition de cette
réaction permet la croissance de la chaine. La diminution de la concentration en monomere
ainsi que 1’augmentation de la viscosité du milieu entrainent un ralentissement de la croissance
des chaines. En fonction du type de monomeére, on peut distinguer deux types de terminaison :
la terminaison bimoléculaire des radicaux® ou bien la terminaison par occlusion mettant en jeu

un seul radical®’. Dans le cas des terminaisons bimoléculaires, la chaine en croissance réagit
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avec un radical soit par recombinaison soit par réaction de transfert (dismutation). Lorsque le
site réactionnel se retrouve piégé dans la matrice de polymeére, la polymérisation se termine a
cause de la vitrification du milieu on parle alors de terminaison par occlusion. Ces radicaux
¢tant stables et d’une durée de vie pouvant dépasser les mois, la polymérisation peut se

poursuivre lentement en 1’absence d’oxygene.

T, :

=" L

amorgage propagation ll
!

A

terminaison

par recombinaison AWOKMA_» AMA
® @@ © ® ® ® ©
;o H
par dismutation AW WA_. N .
® ® ® ® ®

A: amorceur
au solvant
Q D H
A ° H A °
solvant — solvant
® ® -
au monomere
Al
A e
® \/?R)

a l'amorceur
A
A O rDA A

R —

R (R ®

réactions de transfert:

Figure 9: Etapes de la polymérisation radicalaire.

Parmi les polymérisations de type radicalaire, on peut citer la réaction de thiol-ene. La premiére
étape consiste en la création d’un radical thiyl (amorgage). Par la suite, ce radical réagit avec la
double liaison carbonée du monomeére insaturé pour créer un nouveau radical libre susceptible

d’arracher I’atome d’hydrogéne d’une seconde molécule du thiol (propagation). Apreés plusieurs
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cycles, la polymérisation finit par une étape de terminaison lors de laquelle deux radicaux

réagissent entre eux et se recombinent (Figure 10).

amorcage Am’b& 4+ R—SH —» R—S’>+ autres produits

m\ﬂ)
it
R——S
propagation - N
-
R——SH
- R—S H

[ R—S R—sS ——» R—S
\
S—R
R—¢S R—S —  » R—s s—R
]
terminaison — \
R' R R
\
)
R—s R—S —  » R—S R
\ ° \—.\
(- - R' R'

Figure 10: Mécanisme de la réaction de thiol-éne photoamorcée.

1.2.2 Polymérisation par voie cationique

Diverses familles de photoamorceurs cationiques existent, les photoamorceurs les plus

couramment utilisés sont présentés dans le Tableau 2.
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Tableau 2: Exemple de photoamorceurs conventionnels utilisés pour la photopolymérisation cationique

Fluorure Sel
de bore daryl-onium (Ar, X*Y")
b
. N A Vi
cationique 7 | rq ‘o
‘ Ar: aryl N Ar1—S—Ar2—®S)? F:e
BF, ArnX*Y'f‘ X:Spl y X Ar i
1
Y- BF,, PRy, ASF, | -
\/\
Ry
Sel diaryliodonium Sel triarylsulfonium Sel ferrocenium

L’utilisation des sels de diaryliodonium comme photoamorceurs cationique est la plus courante
mais reste limitée car ceux-ci possedent une faible absorption dans le domaine des longueurs
d’ondes des lampes couramment utilisées®. Pour y remédier, on peut avoir recours aux
photoamorceurs radicalaires classiques qui induisent la formation de radicaux oxydés par la
suite par les sels d’iodonium. Ceux-ci vont alors générer des cations pouvant amorcer la
polymérisation. On parle alors de plolymérisation cationique sensibilisée par des radicaux

(Figure 11). Parmi les photoamorceurs les plus couramment utilisés on peut citer les éthers de

benzoine.
PA ~hy
\\\‘ R2|+ Hes Ph . .
°o » Phi+Phl + R* »  Polymeére
A

RH = donneur d’H
PA= phtoamorceur
M= monomere

Figure 11: Mécanisme de photopolymérisation cationique sensibilisée par les radicaux.

Le mécanisme complexe de la photolyse d’un sel d’onium®° (Ar2Y*MtXy) est donné dans la
Figure 12.
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\—' Polymérisation

Il se forme un acide de Bronsted qui initie 1’amorcage et qui induit la propagation de la
polymérisation des époxydes. Il est a noter qu’un autre radical cationique ArY ™" peut également

jouer le role de I’amorceur en réagissant avec un monomere M formant un deuxiéme radical

cationique permettant la propagation (Figure 13).

ArY ™"+ M- ‘ArY-M*

ArY-MY +nM D “ArY-Mustt

La polymérisation par voie cationique, tout comme la polymérisation par voie radicalaire, se
compose d’une étape d’amorgage suivie d’étapes de propagation, de transfert et de terminaison.
L’amorgage est souvent induit par la présence d’un acide de Bronsted ou de Lewis parfois
associé a un co-amorceur de type AICIz ou TiCls. Différents monoméres possédant des

groupements électro donneurs peuvent ainsi étre polymérisés par voie cationique (Figure 14).

24



Cette polymérisation présente I’avantage d’étre insensible a I’oxygene et d’avoir un caractere
vivant puisqu’elle ne se termine que lorsque tout le monomére a été consommé néanmoins, des

terminaisons précoces peuvent avoir lieu en présence d’impuretés ou de composés nucléophiles.

styréne 2-méthylpropene Dérivés vinyliques

T Z >0R

>

N o 0]
)]\ dérivés époxydes
7/ \ R DR Q
O cétones )

N
:( Hétérocycles

= oxepan-2-one
dérivés du avec X= O, S ou ester p

2,5 dihydrooxalone

Figure 14: Différents groupements polymérisables par voie cationique.

L’¢étape de propagation est amorcée par les acides de Bronsted obtenus apres la photolyse du
sel d’onium qui provoquent 1’ouverture de cycle des époxydes et la formation de chaines de
polyéther. La polymérisation par ouverture de cycle des époxydes selon le mécanisme d’Active
Chain End ou HMtXn est I’acide de Bronsted de type HBFa4, HPFs, HASFs ou bien HSbFe
présentée en Figure 15.
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Figure 15: Polymérisation photoamorcée des dérivés époxydes suivant le mécanisme d’Active Chain End.

25



La premicere étape (a) permet la protonation du cycle époxyde qui conduit a la formation d’un
oxonium secondaire noté I. Par la suite (b), I’espéce I subi une SN» et forme un oxonium tertiaire
noté II obtenu par 1’ouverture du cycle époxyde. L’étape suivante (c) consiste en une nouvelle
attaque du monomere époxyde sur 1I’espece Il pour former I’espece II1. Enfin, aprés plusieurs
attaques nucléophiles des monomeres époxydes sur les oxoniums tertiaires, la propagation a
lieu (d).

Les réactions de terminaison ont lieu généralement suite a la présence d’impuretés nucléophiles
par transfert (réaction avec un alcool, un contre-ion ou par cyclisation intramoléculaire) ou par

occlusion (Figure 16 et Figure 17).
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1.3  Bioressources utilisées pour I’élaboration de matériaux biosourcés par

photochimie

Dans cette partie seront présentés les différents polymeres et synthons issus de la biomasse
végétale et animale actuellement utilisés a 1’état naturel ou aprés fonctionnalisation pour la
conception de matériaux photoréticulés. Ceux-ci seront regroupés par principales catégories de
bioressources : la biomasse oléagineuse, la biomasse saccharidique et lignocellulosique, le
caoutchouc et les terpénoides, les composes phénoliques et enfin les autres macromolécules

biosourcées.

1.3.1 Huiles et acides ou alcools gras dérivés

Les huiles et produits dérivés constituent une fraction majoritaire de la biomasse valorisée par
I’industrie chimique. En effet, I’oléochimie représente pres de 11 MT/an (7% du marché) et la
production de biodiesel environ 19 MT/an correspond a 12% du marché!!. La forte
augmentation observée pour I’huile de soja est majoritairement imputable au développement
du biodiesel (Figure 18).
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Figure 18: Production mondiale d'huiles végétales entre 1986 et 2016213,
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Les corps gras extraits des plantes oléagineuses sont principalement constitués de triglycerides
d’acides gras (Figure 19) mais aussi de diverses molécules telles que les acides gras ainsi que
des phospholipides. Ces huiles sont utilisées pour la production de tensio-actifs, lubrifiants ou
de revétements. La longueur de leurs chaines carbonées mais aussi le nombre de doubles
liaisons sont variables (C10 & C22 et 0 a 3 doubles liaisons). Les huiles végétales saturées sont
les plus abondantes mais il existe quelques rares variétés d’huiles végétales fonctionnalisées.
Ainsi, I’huile de Vernonia galamensis possede un groupement époxyde et une double liaison et

I’huile de ricin une fonction hydroxyle et une double liaison carbone-carbone.

e So

|
\W§ H//glyCérOI

o

Différents acides gras de compositions diverses (acides carboxyliques a chaine aliphatique Cs
a Cas et leurs dérivés méthylés, hydroxylés, hydropéroxydés etc.) sont produits a 1’échelle
industrielle a partir des ressources renouvelables (Cis-C22 ou Cg-C1sg selon la nature du climat
respectivement tempéré ou tropical). De méme il est possible d’obtenir différents alcools gras
(alcools a longues chaines carbonées) a partir des triglycérides contenus dans la biomasse.
Comme on peut le constater sur la Figure 20 qui représente les différents acides gras exploités
a ce jour pour la synthese de biomatériaux photoréticulés, ces dérivés sont principalement

obtenus a partir de la saponification des huiles végétales.
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Figure 20: Acides gras obtenus a partir des huiles végétales d'olive, de ricin et de Vernonia galamensis.

1.3.2 Sucres (polysaccharides) et synthons dérivés

Les polysaccharides ou polyosides sont des polymeéres de formule générale : [Cx(H20)y] n (avec
d’ordinaire y = x-1) constitués de plusieures unités separées par des liaisons osidiques. Ces
polymeres se retrouvent en abondance dans la biomasse. Les plus répandus : la cellulose et
I’amidon, sont constitués d’unités glucose différant par la nature des liaisons osidiques
impliquées. Le classement des polysaccharides peut se faire soit selon la structure soit selon

leur fonction.

En fonction de leur composition chimique, on distingue les homopolysaccharides (ou
homoglycanes) constitués de la méme unité monomeére (cas de la cellulose, 1’amidon, des
fructanes, glucanes ou galactanes) et les héteropolysaccharides (ou hétéroglycanes) qui sont des
copolymeéres composes de différents monosaccharides (par exemple les hémicelluloses). Ils
sont également classés en fonction de leur réle dans la cellule. Dans ce cas, on parlera soit de
polysaccharides de réserve qui constituent une source d’énergie (c’est le cas du glucose issus
de I’amidon) ou de polysaccharides de structure constituant la paroi des cellules vegétales (tels

que la cellulose) ou la chitine constituant la carapace des crustacés.

L’amidon (Figure 21), extrait des céréales (ble, mais, riz) ou des tubercules (pomme de terre,

manioc etc.), se compose d’un polymére linéaire : I’amylose (homopolymeére de glucose lié par
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des liaisons a-(1-4) et d’amylopectine (homopolymére de glucose ramifié en B-(1-6)) dont le
rapport dépend de 1’origine botanique. A 1’état natif, il posséde une forme granulaire et est

facilement hydrolysable en glucose qui permet la synthése de différentes molécules plateformes.

La paroi végétale est constituée de divers biopolyméres qui sont la cellulose (40 a 45%), les
hémicelluloses (15 a 20%), la lignine (15 a 25%) et les extractibles (5 a 10%). La cellulose est
le polymeére le plus abondant sur la terre et peut exister sous deux formes : pure (coton) ou
combinée (cellulose, hémicelluloses, lignine, cendres, extraits). La cellulose différe de
I’amylose de par la nature de ses liaisons osidiques (B-(1-4)). L’hémicellulose, deuxiéme sucre
le plus abondant sur terre est un mélange hétérogene de différents biopolymeres branchés tels

que le xylose, le galactomannane ou le xylane (majoritaire) (Figure 22).
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CH,OH

Le chitosane (Figure 23) est quant a lui un polyoside d’origine animal constitué¢ d’unités D-
glucosamine liées par des liaisons B-(1-4) et d’unités N-acétyl-D-glucosamine. Issus de la
désacétylation chimique ou enzymatique de la chitine (composant de 1’exosquelette des
crustacés ou I’endosquelette des céphalopodes ou bien de la paroi de certains champignons), ce
polysaccharide biodégradable et biocompatible présente des propriétés bactériostatique (qui

inhibe la croissance bactérienne) et fongistatique en raison de la présence de fonctions amine.
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Les glycoaminoglycanes sont des macromolécules glucidiques qui composent les matrices
extracellulaires des tissus conjonctifs. Il s’agit de chaines linéaires sulfatées constituées de la
répétition de deux disaccharides: un diholoside contenant une hexoamine et un ose. L’héparine
ou I’acide hyaluronique appartiennent a cette famille de polysaccharides. L héparine dont la
structure est complexe et mal connue est composée d unités disaccharides trisulfatées : ’acide
L-iduronique-2-O-sulfate et la D-glucosamine-N-sulfate-6-O-sulfate. L’acide hyaluronique est
quant a lui constitué¢ d’acide D-glucuronique et D-N-acétylglucosamine liés par des liaisons
glycosidiques B-(1-4) et en B-(1-3) (Figure 24).
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La grande particularité de ces sucres est qu’ils peuvent étre dépolymérisés afin d’en extraire le
glucose a partir duquel différents synthons sont obtenus. Ceux-ci peuvent étre valorisés en tant
que petite molécule ou étre polymérisés. Le saccharose (Figure 25) extrait principalement de
la betterave sucriére ou de la canne a sucre est trés largement utilisé dans 1’alimentation (« sucre
de table »). Ce diholoside est composé d’unités glucose et fructose liées par une liaison osidique
de type a (1-2) B.
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D’autres synthons peuvent étre obtenus a partir du glucose extrait de la cellulose ou d’autres
bioressources telles que les grains de café, la betterave sucriére ou la canne a sucre. En effet, a
partir de I’hydrolyse enzymatique ou de la fermentation des sucres en Cs et Ce, il est possible
d’obtenir un grand nombre de molécules d’intérét telles que le sorbitol, le glycérol, le xylitol

etc. (Figure 26).
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Figure 26: Synthons issus de la biomasse saccharidique.

1.3.3 Caoutchouc naturel et terpénoides

isosorbjgé

Obtenu apres transformation du latex issu de certains végétaux tel que I’hévéa, ce polymere

naturel est un polyisoprénoide (Figure 27).




Les terpénes sont une classe d’hydrocarbures trés présente dans les huiles essentielles et
largement répandue dans la nature puisqu’ils constituent une classe de métabolites secondaires
synthétisés par les plantes, les champignons et certains insectes et microorganismes marins,
IIs sont aussi présents dans les phéromones de certains insectes et rentrent dans la composition
des parfums, arémes et nutriments. Certains d’entre eux possedent des propriétes thérapeutiques
et sont exploités dans I’industrie pharmaceuticque pour le traitement de nombreuses maladies®®

telles que le cancer® ou les maladies respiratoirest’.

La résine de térébenthine extraite des coniféres et du térébinthe ainsi que les huiles essentielles
d’agrumes constituent la plus grande ressource de terpénes’®. La production mondiale d’essence
de térébenthine est environ égale a 330 000 tonnes* alors que celle des agrumes avoisine les
115 500 000 tonnes®. Ainsi, les terpénes représentent une ressource renouvelable

particuliérement intéressante puisqu’elle est peu colteuse et tres abondante.

Ces hydrocarbures possedent un enchainement régulier téte a queue du motif de répétition 2-
méthyl-1,3-butadiene appelé isopréne (Figure 28).

Selon le nombre de motif isopréne n, il existe différents types de terpénes (Tableau 3). Les
terpénoides présents dans de nombreuses huiles essentielles correspondent a des terpénes ayant
subi une modification chimique. Certains terpenes présentent une structure cyclique et des

fonctions oxygéneées (alcool, carbonyle etc.).
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Tableau 3: Classification des terpénes en fonction du nombre d'unité isopréne

Nombre de motif Classification

isoprene

1 hémiterpene
monoterpene
sesquiterpéne
diterpéne
sesterpenes
triterpene

tétraterpene

50 00 o o1 A W DN

polyterpéne

De plus, la réactivité intrinseque de ces hydrocarbures insaturés naturels rend possible leurs
modifications chimiques ce qui permet d’élargir la gamme de synthons organiques dérivés des
terpénes naturels. Ainsi, de nombreux terpénes ou terpénoides peuvent étre facilement obtenus
par isomérisation, hydrogénation, oxydation, hydratation, condensation, cyclisation etc. Corma
et al. ont tres largement décrit les différents produits pouvant étre obtenus a partir du pinéne,

du limonéne, du caréne, du camphéne et du citral*® (Figure 29 et Figure 30).
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Figure 29: Dérivés du limonene.
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Figure 30: Dérivés du pinene.

1.3.4 Composés phénoliques

La biomasse est également une source de divers composeés phénoliques. Les constituants
aromatiques représentent une source de synthons stratégiques directement substituables aux
synthons pétrosourcés pour la production de polyméres de commodité. Les molécules
phénoliques présentées par la suite ne sont pas produites en grande quantité mais sont des
molécules spécifiques pour des applications a haute valeur ajoutée comme il le sera décrit dans

la suite du manuscrit.
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On peut citer I’urushiol, composé phénolique extrait des plantes de la famille des

Anacardiaceae (Figure 31).

OH R=(CH,),,CH,
(CH,),CH=CH(CH,);CH
(CH,),CHCH,CH=CH(CH,),CH,
(CH,),CHCH,CH=CHCH=CHCH,
(CH,),CHCH,CH=CHCH,CH=CH,

Urushiol ou autre

Figure 31: Formule chimique de I'urushiol.

La curcumine (Figure 34), pigment principal du curcuma est un polyphénol connu pour ses
propriétés biologiques. En effet, il a été démontré que cette molécule inhibait la prolifération
des cellules cancéreuses ainsi que ’angiogenése a différentes étapes du développement du
cancer 2°. De plus elle posséde des propriétés antioxydante, antibactérienne, antiseptique et anti-

inflammatoire 21,

Curcumine

Figure 32: Formule chimique de la curcumine.

La quercétine est un flavonoide jouant le role de métabolite secondaire chez les plantes. Un
grand nombre de plantes medicinales doit son efficacité a la présence de quercétine en grande

quantité. Dans les plantes, on la retrouve sous la forme d’hétéroside. Le groupement hydroxyle
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présent en o du carbonyle peut étre substitué par un rhamnose, un glucose, un galactose ou un
rutinose pour donner respectivement le quercitroside, 1’isoquercitroside, 1’hypéroside et la
rutoside. Elle a été reconnue pour ses propriétés antiinflammatoire et antioxydante 22,

antimutagénique? et a une action contre la sarcoidose?*.

o}
quercétine

Figure 33: Formule chimique de la quercétine.

Il est en outre possible de synthétiser différents acides aromatiques a partir de 1’acide benzoique
obtenu aprés oxydation par I’acide nitrique de I’amygdaline extraite de I’amande amére (Figure
34).
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Figure 34: Composés phénoliques dérivés de I'acide benzoique.

L’acide salycilique, isomere de 1’acide hydroxybenzoique est synthétisé par certains végétaux
tels que le saule ou la reine des prés. Ce composé a longtemps été utilisé comme antipyrétique
et possede des propriétés analgésique et antiseptique. De plus, c’est le précurseur de I’acide

acétylsalicyligue communément appelé aspirine.

L’acide gallique, dérivé de 1’acide trihydrobenzoique est largement répandu dans les plantes
(noix de galle, sumac, hamameélis, feuille de thé, écorces de chéne etc.) sous sa forme libre ou
comme composant des gallotanins dont il en est facilement extrait par hydrolyse en présence
d’acide sulfurique. 11 posséde des propriétés anti et pro-oxydantes, antibactérienne, antivirale?

et cytotoxique contre les cellules cancéreuses (leucémie, cancer de la prostate, poumon etc.)?®.

La lignine représentant 15 a 25% de la lignocellulose est composée de trois monomeres d’alcool
cinnamyle différents (1’alcool p-coumaryle, 1’alcool coniferyle et I’alcool sinapyle) (Figure 35).
Selon son origine botanique, sa structure est trés variable. Elle est tres abondante dans les parois
secondaires des cellules végétales et constitue une source potentielle de synthons aromatiques
pour la chimie (Figure 36) mais sa structure complexe freine considérablement sa valorisation.

C’est pourquoi, seul un exemple?’ de matériau photopolymérisé a partir de cette bioressource a
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été décrit a notre connaissance a ce jour méme si de nombreux travaux portent sur sa

valorisation?/28:28-33,

OH OH OH
F F F
o/ \o o/
OH OH OH
Alcool p-coumaryle Alcool coniféryle Alcool sinapyle

Figure 35: Formules chimiques des alcools cinnamyles constituant la lignine.
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Figure 36: Transformation commerciale de la lignine®2.
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Les protéines sont egalement des macromolécules biologiques présentent dans toutes les
cellules des étres vivants. Elles sont constituées d’une ou plusieurs chaines polypeptidiques
formées de résidus d’acides aminés liés par des liaisons peptidiques. Elles possedent diverses
fonctions structurelles ou autres ainsi, les protéines enzymatiques induisent la catalyse de
réactions chimiques, de synthése et de dégradation nécessaires au métabolisme de la cellule.
On peut distinguer deux types de protéines : les protéines d’origine animale telles que la caséine,
la gélatine (composée d’un mélange de protéines obtenu par hydrolyse partielle du collagene
extrait de la peau, des os ou bien encore des cartilages), le collagéne ou encore les protéines du
lait et celles d’origine végétale comme la zéine du mais, le gluten du blé ou bien les protéines

de soja ou de tournesol.

Parmi les protéines végétales, la peptidase a cystéine catalyse 1’hydrolyse de certaines liaisons
peptidiques des protéines. Elle est généralement présente dans divers fruits (papaye, ananas,

kiwi etc.) et dans un grand nombre de végétaux.

L’albumine, I'une des rares protéines non glycosylée, est constituée d’environ 580 acides
aminés. Chez les mammiféres, cette protéine plasmatique est produite par le foie mais elle est

également présente dans les végétaux (haricots, asperges ou graines des plantes oléagineuse).

Contrairement aux différents polymeres et synthons extraits de la biomasse présentés
précédemment, les poly(hydroxyalcanoate)s (PHAS) bien que synthétisés naturellement par les
bactéries, sont obtenus en plus faible quantité et ce dans des conditions de culture bien

particuliéres.

En effet, lorsque certaines bactéries sont soumises a des conditions de stress telles que la
privation d’oxygene, d’azote ou de nutriments essentiels, celles-Ci vont bio synthétiser un
matériau intracellulaire jouant le réle de réserve énergétique®*=° : le PHA (Figure 37). Cette

production est d’autant plus importante que I’appauvrissement en facteurs nutritifs (azote, fer,
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manganese ou potassium) est important. De méme, un exces de carbone ou 1’absence de certains

ions (ammonium ou phosphate) peut entrainer la synthése de PHAs®"%,

Fonditions normales de croissance \

COZ ‘ .
Composés cellulaires

Source Acides nucléiques
. , . Protéines
d’énergieetde  Oxygene, @ =) Lipides
carbone Azote
(Conditions de croissance limitantes L!m!tat!on en 0, \
Limitation en azote

Limitation en PO,>
| Limitation en SO,*
I Accumulation

Composés cellulaires de PHA

Figure 37: Conditions de culture normales et limitantes conduisant a I'accumulation intracellulaire du PHA.

Selon la nature du substrat et de la souche bactérienne utilisée, la longueur des chaines latérales
R différe. Trois types de PHAs peuvent alors étre distingués : les PHAs a courtes chaines
latérales (scl-PHAS), ceux a moyennes chaines latérales (mcl-PHAS) et ceux a longues chaines
latérales (Icl-PHAS) (Figure 38).

Du fait de leur synthese enzymatique par les PHAs polymérases, enzymes stéréospécifiques, le
polymere de configuration R est parfaitement isotactique et semi-cristallin. Les propriétés du
polymere sont étroitement liées a la longueur de la chaine latérale ainsi les scl-PHASs sont des

semi-cristallins rigides et cassants alors que les mcl-PHAS sont plutdt des élastomeéres.
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scl-PHAs : R= CH; a C;H,

mcl-PHAs : R=C,Hy a CgH,q

OH  JCl-PHAS : R= CygHy; & CouHag

Figure 38: Formule générale des poly(3-hydroxyalcanoates).

In vivo, les PHAS se retrouvent a I’intérieur du cytoplasme de la bactérie sous la forme de

granules dont le diamétre peut varier de 0,2 a 0,5 um (Figure 39).

Figure 39: Image de microscopie électronique a transmission de granulés de PHB chez la souche Azobacter
Chroococcum (Bunicourt, Express polymer Letters, 2014).

Ces granulés sont constitués d’un cceur amorphe et hydrophobe de PHA entouré d’une
membrane contenant des phospholipides  associés a des protéines polymérases et
dépolymérases, structurantes (PHA-oléosines ou « phasines ») et de régulation (Figure 40).
Ces différentes protéines ont des roles distincts : la phasine est une protéine amphiphile non
catalytique qui sert a la formation et la stabilisation des inclusions alors que la protéine de

régulation a pour role le contréle de la synthése des granulés de polymeére®.

45



O PHAs polymérase

m Phasine

' Protéine de régulation

™ PHAs dépolymérase

- Phospholipides

200-500nm

Figure 40: Schéma d'un granulé de PHA.




1.4 Modifications chimiques

Les matériaux synthétisés a partir de bioressources sont obtenus préférentiellement par
polymérisation radicalaire ou par polymérisation par ouverture de cycle des époxydes* ce qui
peut étre expliqué par la facilité de la mise en ceuvre. Cependant, il est nécessaire de modifier
préalablement les synthons d’intérét. Ainsi, de nombreuses stratégies ont été envisagées pour
introduire des motifs (méth)acrylates, allyliques ou époxydes a partir des fonctionnalités

présentent dans la biomasse afin de pouvoir les polymériser (Figure 41 et Figure 42).

huile de ricin

Figure 41: Fonctionnalités intrinséques des principaux constituants de la biomasse.
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Figure 42: Exemple de fonctionnalisation des principaux constituants biosources.

L’introduction d’unités acrylique ou méthacrylique se fait le plus souvent par estérification ou
transestérification grace a la fonctionnalité intrinseque de la biomasse saccharidique ou
lignocellulosique®®>> (présence de nombreuses fonctions OH) ou bien par post-
fonctionnalisation par ouverture de cycle des époxydes de la biomasse oléagineuse*5-%* et

plus rarement du caoutchouc et ses dérivés®>,

Ces réactions d’estérification ou de transestérification, le plus souvent effectuées en présence
de solvant organique aprotique et apolaire, sous atmospheére inerte s’effectuent en conditions
stoechiométriques ou avec un exces de (méth)acrylate par rapport aux fonctions hydroxyles.

Des catalyseurs tels que 1’acide tétrafluoroborique (HBF4) ou I’hydroquinone et/ou des
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composés amineés (capteurs de protons) tels que la triethylamine, la diméthylaminopyridine ou
la pyridine sont également utilisés lors de ces réactions. Les formules chimiques des dérivés

(méth)acrylates couramment utilisés sont données dans les Tableau 4 et Tableau 5.

Tableau 4: Fonctionnalisation des principaux constituants de la biomasse par des dérivés acrylates.

_ Derives utilisés pour la .
Type de bioressource ) o Références
fonctionnalisation

Cl 40,43
0 45,50,54,55
Chlorure d’acryloyle
Biomasse saccharidique et | H
N OH
- - \/
lignocellulosique 46
(@]
HO—- N-méthylolacrylamide

YN
/\i\/\ ”

2-éthylhexylacrylate

57,60,64
\)kOH

Acide acrylique

Biomasse oléagineuse ‘

Cl
o] 40,61
O
O: \O' Chlorure d’acryloyle

1/
R—C—O O
\__

O—C—R \)k OH 62,63
[ D N

O

2-hydroxyéthylacrylate

\)ko/\/\/\o)k/ 67

1,6-héxanediol diacrylate




) Dérivés utilisés pour la o
Type de bioressource ) o Réferences
fonctionnalisation

(0] (0]
\)ko OJ\/

Biomasse oléagineuse 67
(o) oﬁ(\
o E ; ; (6]
O O
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\—O—Cl—R

; i jb
59
\)J\O

Norbornylacrylate

Composés phénoliques

R | cl
R R 65
(0]
R R Chlorure d’acryloyle

OH
| cl
H‘/ 65

Coutchouc et terpénoides o]

R Chlorure d’acryloyle
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Tableau 5: Fonctionnalisation des principaux constituants de la biomasse par des dérivés méthacrylates.

Type de bioressource

Dérivés utilisés pour la

fonctionnalisation

Références

Biomasse saccharidique et

lignocellulosique

o

OH

O
Acide méthacrylique

41

o
" NH,
o]
2-aminoéthylméthacrylate

42

Cl

o}
Chlorure de méthacryloyle

44,50

J\H/O\/\NCO
(0]

2-isocyanateéthyle de méthacrylate

48

X !

2-éthyl-2-hydroxyméthyl-1,3-
propandioltriméthacrylate

51

Biomasse oléagineuse
o)

) va

0 0 0
N/
R—C—O

\—O—C—R

O

OH

O
Acide méthacrylique

Anhydride méthacrylique
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L’époxydation de la biomasse oléagineuse®® " et plus rarement des caoutchouc et dérivés’®
ainsi que des PHAs'’ s’effectue par oxydation des doubles liaisons a I’aide d’un peracide (acide

métaperchlorobenzoique (MCPBA)) (Figure 43) ou du péroxyde d’hydrogéne (H202).

L’introduction d’unités allyliques se fait quant a elle, a partir des fonctions OH particulierement
abondantes dans les composeés de la biomasse saccharidique ou lignocellulosique ainsi que dans
les composés phénoliques, a 1’aide de molécules vinyliques ou de molécules allyliques
(bromure d’allyle ou alcool allylique) qui peuvent également étre d’origine biosourcée comme
I’acide ricinoléique. Dans le cas des huiles, la fonctionnalisation s’effectue sur le composé

époxydé par ouverture de cycle (Tableau 6).
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Tableau 6: Fonctionnalisation des principaux constituants de la biomasse par des dérivés allyliques.

Dérivés utilisés pour la

Type de bioressource ) o Références
fonctionnalisation
Br
/\/ 78-80
Biomasse saccharidique et Bromure d’allyle
lignocellulosique 9
=
Ho— g :
Acide ricinoléique
Biomasse oléagineuse
O,
OH
0 /\/ 82
|/ ° .
R—C—0Q Alcool allylique
\—O—(ﬁ—R
O
Composés phénoliques
R
Br
R R /\/ 83-86
Bromure d’allyle
R R
OH

Macromolécules biologiques

(protéines)

NN\

OH

AN

Acide 4-vinylbenzoique
NH,

AN

4-vinylaniline
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Parmi les monomeéres vinyliques, les acrylates et méthacrylates sont les espéces les plus
réactives*. Ainsi, de nombreux travaux portent sur la fonctionnalisation des
huiles?0:57:606364.8687 o) fibres végétales® 4688 alcools gras®’, protéines*’, polyesters®*° ou
encore des sucres?0:424347.48617590-92 nar des fonctions vinyliques réactives telles que les

acrylates ou méthacrylates.

Parallelement aux réactions de polymérisation radicalaire classique, les réactions de thiol-éne
photoamorcées connaissent un intérét grandissant du fait des nombreux avantages. En effet,
dans des conditions douces, ce type de réaction conduit a des taux de conversion élevés et
présente une grande régiosélectivité et ce, méme en présence d’oxygene®4. Ainsi, ce mode de

polymérisation peut étre particulierement attractif.

Les molécules d’intérét extraites de la biomasse étant généralement polyfonctionnelles, les
matériaux obtenus sont le plus souvent réticulés comme nous le verrons dans les sous-chapitres

suivants.
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I1.5.1 Matériaux photoréticulés a partir des huiles et d’acides ou d’alcools gras dérivés

Les matériaux obtenus a partir des huiles végétales (méth)acrylatées présentent des
applications nombreuses et variées (Figure 44).

Figure 44: Domaines d'applications (encres®, biomédical®®, composites®®®*, revétements®1.6367.95 stockage d’énergie®)
des huiles végétales acrylates

Selon la chimie mise en jeu et la fonctionnalité du ou des précurseurs biosourcés, différents
types de réseaux peuvent étre obtenus. Lorsque les deux oligomeéres présentent la méme
fonctionnalité ils réticulent ensemble en formant un co-réseau en revanche ; s’ils ont des
fonctionnalités différentes, ils forment chacun un réseau dont les chaines peuvent étre
entremélées : on parle alors de réseau interpénétré. Enfin si seul un des deux oligomeres posséde
des fonctions réactives, celui-ci va former un réseau dans lequel les chaines du deuxiéme vont

étre piégées, on parle alors de réseau semi-interpénétré (Figure 45).
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Figure 45: Différents types de réseaux obtenus par photoréticulation.

Ainsi, de nombreux co-réseaux de polyméres ont été synthétisés a partir d’huiles végétales
acrylatées en particulier I’huile de soja. En 2013, Jang et al. ont associés des huiles de soja ou
de ricin acrylatées au 2,5- diacrylate de furane (obtenu par déshydratation oxydative des sucres
Cs) pour synthétiser un co-réseau biosourcé novateur®®. Ce co-réseau a été obtenu en faisant
varier le ratio massique d’huile trifonctionnalisée avec celui du 2,5- diacrylate de furane
(bifonctionnel) en utilisant le DMPA comme photo amorceur a température ambiante. Les
propriétés mecaniques obtenues ont pu étre modulées grace a la nature de 1’huile utilisée mais
aussi par la quantité du composé cyclique apportant de la rigidité au réseau obtenu. Ainsi la
résistance a la traction a été multipliée par 1,4 voire 4,2 selon la nature de I’huile et le

pourcentage massique du diacrylate de furane introduit®.

L’ huile de soja a également été modifiée par des groupements acrylates (AESO) ou par des
anhydrides méthacryliques (MMSOQO) par Akesson et al. afin de synthétiser des nanocomposites
biosourcés. L’addition d’argile a entrainé une augmentation du module de conservation (11 a
61 MPa) mais une diminution de la Tv des matériaux>®. D’autres travaux ont porté sur la
syntheése de réseaux élastomériques dérivés de I’huile de ricin et du glycérol obtenus par
photoirradiation de poly(glycérol-co-sébacate) acrylate. La encore, les propriétés mécaniques

obtenues (module de Young entre 0,05 et 1,38 MPa et élongation a la rupture entre 42 et 189%)
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sont liées au degré d’acrylation du polymére. Celui-ci étant relativement faible (0,17 a 0,54),

les propriétés mécaniques se sont avérées peu élevées®.

De plus, de nombreux auteurs ont consacré leurs recherches a 1’élaboration de divers
revétements ou encres a partir d’huiles végétales modifiées. Ainsi, des co-réseaux a base
d’huiles de soja acrylatées ont été synthétisés par photoamorcage®®®3. La diversification de ces
modifications chimiques a permis d’élaborer des revétements novateurs biosourcés pouvant
étre utilisés dans divers domaines d’applications °1®2, En particulier, Ma et al. ont modifié
I’acide gallique avec le bromure d’allyle afin d’obtenir une molécule tétrafonctionnelle
biosourcée (Figure 46). Celle-ci a par la suite été associée a de I’huile de soja acrylatée (AESO)
afin d’obtenir par photoréticulation un revétement a haute performance®®. Des revétements
associant ces huiles végétales a des polyméres ont également été synthétisés®” . De plus, des
matériaux hydrophobes ont été synthétisés a partir d’huile de lin modifiée avec 1’anhydride

maléique puis I’hydroxyéthylmétacrylate sous irradiation UV sans photoamorceur ni solvent®.

COOH o

3,3%
= o) o]
1 eq . 2 Cq Br/\/ 4,4 €q ch(ig, CI .
reflux 2h 40°C 12h X o o F
HO OH acetone

OH O\ﬂ/\

Quelques revétements réticulés ont aussi été obtenus par réaction de type thiol-éne
photoamorcées®?85, Ainsi, un co-réseau de polymére a base d’huile de ricin acrylate et
d’oligoméres polyédriques de silsesquioxane (POSS-OA/SH) a éte synthétisé par Luo et al.
(Figure 47). Celui-ci n’a démontré aucune séparation de phase. De plus, la stabilité thermique
des matériaux obtenus (> 335°C) a pu étre améliorée en augmentant la proportion de POSS
dans le réseau®®. Des revétements obtenus a partir d’ester gras insaturés dérivés des huiles

végétales ont également été synthétisés par irradiation UV sans photoamorceur en présence de
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peroxydes et d’espéces zwitterioniques qui participent favorablement a la réaction de

photoréticulation®’.
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Des recherches se sont aussi portées sur 1’élaboration de réseaux de type semi-interpénétrés.
Ainsi, des composites supramoléculaires ont été synthétisés a partir d’huile de soja acrylatée
(AESO) combinée au N-carbobenzyloxy-L-isoleucylaminooctadecane (CIA) ou a I’acide (R)-
12-hydroxystéarique (HSA). Apreés irradiation, un composite formé d’une matrice réticulée a
base d’huile de soja et de fibres de CIA auto-assemblées a été obtenu dans le cas du mélange
AESOI/CIA alors que le mélange AESO/HSA entraine une cristallisation du HSA dans la
matrice. Ces matériaux ont été caractérisés par microscopie optique et leurs propriétés
mécaniques et thermiques ont été déterminées. Les analyses confirment la formation d’une
phase mésogenique de CIA et une phase cristalline de HSA induisant un impact de nature
differente sur les propriétés thermiques et mécaniques des composites. En effet, I’introduction
de CIA conduit a un renforcement des propriétés mecaniques (augmentation du module de
conservation E’ et de la contrainte ¢ par rapport au réseau réticulé a base d’huile seule) dd a la
présence du réseau fibreux tridimensionnel de CIA fortement réticulé et parfaitement miscible
a la matrice. En revanche, la cristallisation hétérogéne du HSA dans la matrice conduit a une

diminution des propriétés mécaniques du composite®.

D’autres réseaux biosourcés photoréticulés de type semi-interpénéetrés aux propriétés de

changement de phase ont été élaborés par Bastirk et al. a partir d’huile de soja acrylatée et
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divers alcools gras (Figure 48). L’introduction de ces alcools dans la matrice a permis une
amélioration des performances thermiques. De plus, les températures de changement de phase
et d’enthalpie de fusion ou de cristallisation ont pu étre modulées par la taille des chaines alkyles
de I’alcool. Ces matériaux sont prometteurs pour des applications de stockage d’énergie

thermique®’.

P N P N e P aa

P e N U N N N e

Tout comme les huiles végétales, d’autres synthons dérivés comme les acides gras ont subi des
(méth)acrylation afin de synthétiser des matériaux biosourcés photoréticulables. Ainsi, des co-
réseaux biosourcés diacrylatés issus du glycidol et de I’acide gras undécylénique ont été
synthétisés par photopolymérisation concomitantes des fonctions époxyde et acrylate en
présence d’un sel d’iodonium comme photoamorceur de polymérisation cationique et
radicalaire (Figure 49). Une étude portant sur la cinétique de photopolymérisation a démontré
la rapidité de la conversion des acrylates (95% au bout de 100 s). De plus les mesures du taux
de gonflement relativement faibles (4,3%) et celle de la dureté de Konig trés élevée (177 £ 3 s)

ont confirmé la forte densité de réticulation des matériaux obtenus®’.
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Figure 49: Synthese des réseaux biosourcés a partir de I'acide undécylénique.

D’autres co-réseaux de polymeéres biosourcés de poly(thioéther-co-carbonate) ont été
synthétisés a partir de 1’acide quinique trifonctionnalisé par le chloroformiate d’allyle puis
associé a des thiols polyfonctionnels (Figure 50). Ces co-réseaux ont démontré de bonnes

propriétés mécaniques (T4 comprise entre -18 et 65°C et module de conservation dans le plateau
caoutchoutique de 3,8 a 20 MPa)8L.

O
\ﬂ/ V\
/('j/ Amberlyte (H *) T )k
, Benzene DMF HO .
reflux -5°C / OH
on 16h Rdt: 74%
Rdt 96%
Acide quinique HS o OMSH HS~~~sH
(o]
HS OX o

HS ~gH

HSJ\fSH

Réseaux poly(thioether-co-carbonate)

ou

o o
HS~0~0-~0~O~p*'~sH

Figure 50: Formation des réseaux hybrides a partir de I'acide quinique.
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Finalement, Prandato et al. ont synthétisé par polymérisation radicalaire a partir de derives
acrylates biosourcés et multifonctionnels, des revétements de protection pour les substrats en
polycarbonate (Figure 51) et ont étudié leurs propriétés mécaniques®.

‘ o} | o} ‘ 0o | o Meélange DiPEPHA: penta-acrylate de dipentaérythriol +
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Figure 51: Co-réseaux a partir de dérivés acrylates en partie bisourcés.
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1.5.2 Matériaux photoréticulés a partir des sucres (polysaccharides) et de synthons

dérivés

Une large gamme de matériaux a été élaborée par photopolymérisation radicalaire des sucres et

de leurs synthons dérivés (méth)acrylates ou allyliques (Figure 52).

Figure 52: Applications des matériaux a base de sucres.

En effet, la modification des sucres et en particulier de la cellulose a fait
I’objet de nombreuses recherches. Ainsi, plusieurs auteurs ont axé leurs travaux sur la
modification de cette bioressource. Krumar et al. ont développé des dérivés de cellulose
photoréticulables a partir d’acétate de cellulose et du N-méthylolacrylamide (Figure 53) et ont
étudié leurs propriétés de surface. Ces dérivés associés a des monomeres acryliques
multifonctionnels (le triacrylate de triméthylolpropane, le N,N-diméthylacrylamide et des
oligoméres commerciaux époxyacrylatés EBECRYL 600) ont conduit, en présence d’irgacure
l184 (Erreur ! Source du renvoi introuvable.) a I’obtention de co-réseaux présentant un haut taux

de gel ainsi qu’une bonne adhésion au bois*®.
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La méme stratégie a été adoptée pour la synthése d’encre en associant un dérivé acrylaté
d’éthylcellulose au chlorure d’acryloyle. Le polymére ainsi obtenu a ensuite été associé au

terpinéol (Figure 29) et photoréticulé en présence de Darocure 1173%,

Des copolymeres thermoplastiques photoréticulables par UV ont été synthétisés par Wang et
al. a partir de la lignine fonctionnalisée. En effet, un macroamorceur obtenu a partir de la lignine
graft a été synthétise par estérification bromoisobutyrile des groupements hydroxyles de type
aliphatique et pheénoliqgue de la lignine. Des copolymeres lignine-g-PS et lignine-g-
poly(styréne--co-ABP) ont ensuite été obtenus par ARGET et ATRP et ceux-ci ont été
photopolymérisés par UV pour donner lieu dans le cas des copolyméres de lignine-g-
poly(styréne--co-ABP) a un réseau de polymeére pouvant étre utilisé pour 1’élaboration de
matériaux possédant une forte dureté de surface, une résistance aux solvants ainsi qu’une

stabilité thermique?’.

De plus, des composites formés d’une matrice de cellulose réticulée et d’acrylate de

poly(uréthane) (PUA) ont été élaborés par irradiation UV afin d’augmenter I’hydrophobicité
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des films de cellulose (Figure 54). La caractérisation de ce co-réseau transparent et flexible a
montré que I’introduction de la résine de PUA permet de diminuer fortement le caractere
hydrophile de la cellulose. Ce changement s’est accompagné d’une diminution de I’absorption
d’eau par la cellulose et de sa perméabilit¢ a la vapeur d’eau. Les meilleures propriétés
mécaniques, de perméabilité aux gaz et d’hydrophobicité ont été obtenues pour une quantité de
PUA comprise entre 2 et 13 % en masse. Cette modification est par conséquent une voie de

synthése prometteuse pour 1’élaboration de matériaux imperméables®’ .
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D’autres polysaccharides ont également été modifiés chimiquement pour élaborer des réseaux
biosourcés photopolymérisables. Certains auteurs ont fonctionnalisé 1’héparine, 1’acide
hyaluronique et le chitosane par condensation avec des groupements fonctionnels de type
vinylique de la 4-vinylaniline ou méthacrylate du 2-aminoéthylméthacrylate afin de synthétiser
des matrices pour la reconstruction tissulaire. Ces polysaccharides vinyliques ont par la suite
été associés a de la gelatine fonctionnalisée par 1’acide 4-vinylbenzoique pour aboutir par
photocopolymerisation a des photo gels. Ces matrices biocompatibles, bioabsorbables, non
toxiques et de surfaces luminales imperméables sont donc des candidats de choix pour la

reconstruction tissulaire*?.

Ferdous et al. ont quant a eux comparé les propriétés mécaniques de réseaux semi-interpénétrés
issus de la photoréticulation du 2-éthyl-2-hydroxymeéthyl-1,3-propanedioltriméthacrylate et du

2-éthylhexylacrylate amorcée par le Darocure 1664 en présence de films de chitosane et
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d’alcool poly(vinylique) (PVA) a celles de films PVA/ poly(oxyde d’éthyléne) (PEO). Cette
étude a démontré que les films issus du chitosane présentaient des propriétés mecaniques
supérieures a celles contenant le PEO (Tableau 7).

Composition des films PVA/chitosan PVA/PEO
R (MPa) 5a20 4314
er (%0) 5a75 5a47

Taux de charge du . .
10a 25 3al8
polymere (%)

L’amidon comme la cellulose a également fait 1’objet de nombreuses recherches pour des
domaines d’applications variés. Delville et al. ont élaboré une nouvelle famille d’amidon
réticulés par irradiation par UV. Selon le temps d’exposition aux rayons UV la densité de
réticulation a pu étre modulée. De plus la réticulation a permis une augmentation des propriétés
mécaniques (augmentation de 70% du module d’Young et une diminution de 107% de
I’élongation a la rupture). Leurs propriétés mécaniques ont légerement été améliorées par
rapport aux films non réticulés mais sont restées relativement faibles comparées aux
thermodurcissables synthétiques obtenus par UV en raison du faible taux de réticulation (celui-
ci pouvant étre modulé par la durée d’irradiation). Du fait de la présence de nombreuses
fonctions OH intrinseques aux polysaccharides, la réticulation bien que relativement aisée
donne lieu a des réseaux de type hydrogel. Ces matériaux novateurs pourraient donc trouver

des applications dans le domaine de la vectorisation de médicaments®*’.

Viera et al. ont quant a eux modifié I’amidon avec des fonctions uréthane en I’associant au 2-
isocyanatoéthyl méthacrylate pour produire par irradiation UV des films réticulés permettant la
vectorisation des médicaments ophtalmologiques. En effet, un béta-bloguant (Timolol) et un
anti-inflammatoire (Flurbiprofen de sodium) ont été adsorbés a la surface des films et leurs
profils de diffusion ont été évalués. Les réseaux biocompatibles et biodéegradables (en environ
6 semaines) ainsi obtenus ont déemontré un profil de libération prolongée sur plusieurs semaines
et un taux de charge de 4,7 mg par mg de polymére sec en faisant ainsi des candidats de choix

pour les systémes thérapeutiques de libération prolongée de médicaments ophtalmologiques®®.
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Enfin, la surface de feuilles d’amidon de mais a pu étre modifiée par réticulation sous irradiation
UV en utilisant le benzoate de sodium. Cette modification a permis 1’augmentation significative
de la résistance a I’humidité des feuilles ainsi qu’une diminution de leur hydrophilie élargissant

leurs domaines d’applications*.

Nous avons jusqu’ici détaillé tous les matériaux photoréticulés obtenus a partir de synthons
dérivés du glucose mais il existe également des matériaux obtenus a partir de polymeéres dérivés
des sucres. C’est le cas de I’acide polylactique (PLA) synthétisé par polycondensation de I’acide

lactique obtenu par fermentation de 1’amidon ou polymérisation par ouverture de cycle du

lactide (Figure 55).
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Divers travaux ont été axés sur 1’élaboration de matériaux élastomeéres a partir du copolymeére
caprolactone- acide lactique pour la vectorisation de médicaments ou la reconstruction tissulaire.
Un film élastomére thermosensible et biodégradable utilisable dans le domaine de la
vectorisation de médicaments a été synthétisé a partir d’un copolymere en étoile acrylaté a base

de caprolactone et d’acide lactique sous irradiation UV en présence de DMPA®,

De méme, Amsden et al. ont synthétisé un élastomere photoréticulable biodégradable (aprés 12
semaines) et thermosensible a partir d’un pré-polymere en étoile de poly(e-caprolactone-co-
lactide) pour la vectorisation de médicaments dont les propriétés mecaniques peuvent étre
modulées par la masse molaire du pré-polymére ainsi que par sa concentration en solution®. Ils
ont ensuite étudié sa dégradation in vivo ainsi que 1’évolution de ses propriétés mécaniques et
ont démontré que deux types de dégradation avaient lieu en fonction de la masse molaire du

pré-polymere : un mécanisme d’érosion de surface dans le cas des masses molaires faibles
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(matériaux fortement réticulés) et un mécanisme d’érosion en masse dans le cas des matériaux

faiblement réticulés®.

Shen et al. se sont inspirés des travaux publiés en 2004 par Amsden et al. et ont quant a eux
synthétisé  une série de poly(e-caprolactone-co-lactide-co-glycolide)  diacrylates
photopolymérisables de composition et de masse molaire différentes. Aprés une irradiation sous
UV, des reseaux fortement réticulés transparents et caoutchouteux ont été obtenus. Les
propriétés mécaniques ont pu étre modulées en ajustant la composition et la masse molaire des
polyesters diacrylatées. Ainsi, des réseaux rigides ou étirables ont été synthétisés et, pour une
masse moléculaire élevée (9300 Da) et un faible pourcentage massique de e-caprolactone (20%)
une élongation de 176% et un module de Young de 1,66 MPa ont été mesurés alors que la
diminution de la masse molaire (1800 Da) et ’augmentation du pourcentage massique de -
caprolactone (60%) entraine une diminution de la valeur de 1’élongation (divisée par 8) tandis
que le module est multiplié par 7. Ces matériaux possedant une excellente biocompatibilité avec
les cellules musculaires et une vitesse de biodégradabilité controlable peuvent étre congus sur
mesure pour s’adapter au mieux aux besoins spécifiques en particulier dans le cas de

I’ingénierie des tissus mous>*.

La polymérisation radicalaire par réaction thiol-ene a eégalement été utilisée afin d’obtenir des
matériaux réticulés a partir d’acides naturels dérivés des sucres. En effet, ’acide glycolique a
été polymeérisé par ouverture de cycle avec le D,L-lactide et le POSS diol afin d’obtenir un
copolymeére POSS-PLGA diol. Un macromonomere a été obtenu apres réaction avec le chlorure
d’acryloyle en présence de triéthylamine et de benzéne. Le réseau co-réseau POSS-PLGA a été
synthétisé par réaction thiol-éne avec un trétrathiol sous irradiation (Figure 56). Celui-ci
pourrait étre utilisable en tant que matériau biodégradable (aprés 14 semaines) et a mémoire de

forme en modulant la cristallisation du groupement hydrophobe dans la chaine de polymére®?.
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Seuls quelques travaux ont été dédiés a 1’élaboration de matériaux a partir de monosaccharides
fonctionnalisés par des dérivés allyliques. Ortiz et al. ont notamment décrit la synthése de
réseaux photoréticulés obtenus par 1’association d’un polymere novateur issus du sucrose
fonctionnalisé par des groupements allyliques avec des thiols multifonctionnels (tri ou tétra).
Les matériaux ainsi obtenus ont démontré une bonne résistance thermique (supérieure a 230°C
et 1égérement supérieure dans le cas du tétrathiol). De plus, la forme étroite du pic de tan & a
permis de démontrer I’homogénéité de ceux-ci et de déterminer la valeur de la Ty (environ
58°C). Ce mode de modification pourrait étre appliqué dans la synthése de divers biopolymeres
porteurs de fonctions thiol tels que les peptides ou acides aminés ou bien en modifiant d’autres

molécules d’intérét pour des applications dans le domaine du biomédical®.

Differents synthons dérivés des polysaccharides ont aussi été (méth)acrylatés ou allylés afin de
synthétiser des materiaux biosources par polymerisation radicalaire photoamorcée. Ainsi, une
résine diméthacrylique a été synthétisée par Lukaszczyk et al. a partir de I’isosorbide (Figure
57). L’introduction de cycles tétrahydrofurane dans le réseau induit une bonne résistance

thermique ainsi que d’excellentes propriétés mécaniques (module de flexion compris entre 2,6
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et 5,557 GPa) égalant celles obtenues pour les matériaux commerciaux équivalents. Cette résine

pourrait donc étre utilisée dans les systémes de reconstitution dentaire®.
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De méme, des revétements ont été élaborés a partir de cet hétérocycle associé a différents
monomeres de dérivés (méth)acrylatés (ISDA) possédants des segments de poly(caprolactone)
(CAPDA) ou poly(tétraméthyléne glycol) (PEGDA). L’homopolymérisation de 1’isosorbide
modifié a permis la formation de réseaux cassants et rigides ne pouvant pas étre utilisés comme
revétement. En revanche, associé a la CAPDA ou au PEGDA, des revétements dotés de
propriétés thermiques et meécaniques élevees ont été obtenus. De plus, dans le cas des
revétements ISDA-PEGDA une meilleure affinité a I’eau est également & noter®.

L’isosorbide a également été fonctionnalisé avec des composeés allyliques (bromure d’allyle)
(Figure 58) afin d’obtenir des réseaux photoréticulés. En effet des matériaux réticulés et
souples possédant des propriétés antibactériennes ont été synthétisés par Lorenzini et al. grace
a une réaction de thiol-éne photoamorcee en présence d’un trithiol et d’héxafluoroantimonate
d’argent (AgSbFs) permettant d’obtenir des films contenant des nanoparticules (NPs) d’argent
généreés in situ lors de I’irradiation par réduction du sel d’argent. La répartition homogene des

NPs a la surface et a l’intérieur du matériau permet d’induire une réduction de 98% de
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I’adhésion des bactéries de type S. aureus et E. coli. De plus, les capacités d’adhésion et de
prolifération des cellules fibroblastiques de type NIH 3T3 ne sont pas modifiées par la présence
des NPs ce qui rend ces matériaux potentiellement utilisables dans le domaine biomédical®.

N9,
O/\/

(¢}

L’influence d’un post-traitement thermique a été étudiée par Kristufek et al. > sur des
formulations a base d’isosorbide carbonaté et de trithiol. Apres une étape d’irradiation de 1 min,
la post-réticulation a été suivie durant une période de 0 a 24h. L’étude des propriétés
mécaniques de ces matériaux a démontré que la post-réticulation par voie thermique n’était pas
nécessaire puisqu’elle induisait trés peu d’influence sur les propriétés (mis a part une
augmentation du module de conservation a 25°C de 79 a 550 MPa pour 0 et 18h de post-
réticulation respectivement). Ces matériaux a haute stabilité thermique (supérieure a 320°C)
ont démontré une Ty comprise entre 14 et 18°C et un module d’Young de 6 a 7.1 MPa.

Un autre hétérocycle issu du glucose fonctionnalisé par I’anhydride méthacrylique a €té réticulé
par des rayons issus de diodes électroluminescentes (LED) pour synthétiser un matériau
biosourcé alternatif au bisphenol A. Ses propriétés de dureté sont voisines de celles du Bis-
GMA et les matériaux ont démontré de meilleures propriétés d’adhésion et de résistance a la

traction de cisaillement (8 MPa)*.

Zhang et al. ont utilisé la réaction thiol-ene photoamorcée pour synthétiser une cuticule de
plante biomimétique a partir de I’acide poly(ricinoléique) hyperbranché¢ (HBPRA) et de films
de cellulose en présence de trithiol et de DMPA. Des analyses par micrographie électronique a
balayage ont démontré que ce film transparent était composé de 2 couches parfaitement liées
entre elles : une couche hydrophile c6té cellulose (angle de contact égale a 44°) et une couche
hydrophobe c6té HBPRA avec un angle de contact egale a 91°. De plus, les bonnes propriétés
mécaniques (élongation a la rupture égale a 44% et une contrainte a la rupture avoisinant les 29
MPa) obtenues laissent envisager que ce matériau pourrait étre utilisé pour 1’emballage ou

comme matériau d’affichage’®.
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Des surfaces de polymeres aux propriétés d’antifouling ont également été obtenues par
polymérisation radicalaire de précurseurs du cis-1,4-oligoisopréne dicarbonaté (obtenu par
dégradation du cis-1,4-oligoisoprene) (CTPI). Le premier précurseur est diacrylaté (diacrylate
PI), le deuxieme est également diacrylaté et porteur de trois fonctions ammoniums
(catiomomére diacrylate Pl) et enfin le troisieme est un monoacrylate possédant une fonction
ammonium (catiomeére acrylate PI) (Figure 59). Selon la proportion de chaque précurseur
divers revétements ont été élaborés et leurs propriétés antifouling ont été évaluées contre
différentes souches bactériennes, fongiques et de micro ou macroalgues. D’excellents résultats
ont été obtenus quel que soit le revétement. Comme attendu, la présence d’ammonium

quaternaire renforce de maniére significative leurs activités antisalissure®.

\

D’autres travaux ont été consacrés a la synthése de réseaux tridimensionnels par
photopolymérisation de groupements acrylates greffés (par ouverture de cycle en présence
d’acide acrylique) sur les chaines de caoutchouc naturel époxydées. Ceux-Ci pourraient avoir

des applications dans le domaine de ’imagerie®®.
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Figure 59: Synthése des différents oligoisoprénes a partir du carbonyltéléchelique poly (cis-1,4-isopréne) (CTPI)
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Le limonene, monoterpéne dérivé et présent en grande quantité dans les agrumes est largement
utilisé dans la parfumerie, les industries cosmétique, agroalimentaire et pharmaceutique. 1l est
également utilisé comme solvant ou insecticide et possede des propriétés anticancéreuses. De
plus, cette molécule chirale posséde deux doubles liaisons carbonées de réactivité différente
pouvant étre mobilisées dans des réactions thiol-éne. Finalement, la présence d’un cycle

cycloaliphatique permet également I’introduction d’une rigidité.

Ainsi, des réseaux réticulés biosourcés ont été recemment synthétisés par Claudino et al. en
associant cette molécule au trithiol en présence de DMPA (Figure 60)!°. D’autres matériaux
élaborés en utilisant un tétrathiol et leurs propriétés thermo-mécaniques ont été étudiées. Selon
la composition le module de conservation dans le plateau caoutchoutique varie entre 0,4 et 8,9
MPa, la largeur du pic tan 6 entre 14,4 et 33,3 °C tandis que sa hauteur est comprise entre 0,73
et 2,10 et la Tv entre -2 et 12,4°C1%,

SH

3 V$ Y

73



Divers composés phénoliques ont été (méth)acrylatés ou allylés afin d’obtenir des réseaux par
photopolymérisation radicalaire. Ainsi, des réseaux biosourcés pouvant étre utilisés comme
revétements ou adhésifs ont également été synthétisés par une réaction thiol-ene photoamorcee
a partir de deux acides phénoliques naturels : I’acide salicylique et 1’acide 4-hydroxybenzoique
allylés et du tétrathiol en présence de DMPA. Les matériaux présentérent une haute résistance
thermique (340 °C) et de bonnes propriétés mécaniques®.

D’autres co-réseaux de polymeres ont été synthétisés a partir de dérivés allyliques ou acrylates
de I’acide gallique et du pyrogallol (Figure 61)1%, Les performances des réseaux obtenus a
partir des dérivés acrylates sont supérieures a celles obtenues pour les composeés allyliques
(augmentation de tan & de -7,1 a 48,3°C et de la température de dégradation thermique a 5% de
315 a 371°C).
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Enfin, I’eugénol, a été fonctionnalisé en utilisant le bromure d’allyle afin d’obtenir des dérivés
di ou trifonctionnels. Ceux-ci ont par la suite été associés a différents thiols (tétra ou tri
fonctionnels) afin d’obtenir par réaction thiol-éne photoamorcee des réseaux transparents dont

les propriétés thermique et d’élongation varient avec la nature et le nombre de groupements
/ J/
O
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Figure 62: Réseaux réticulés a base de dérivés de I'eugénol.

1.5.5 Matériaux photoreéticulés a partir d’autres macromolécules biosourcées

Divers matériaux ont été synthétisés a partir de  poly(hydroxyalcanoates) (PHAS)
fonctionnalisés. Ainsi, Ishida et al. ont synthétisé des nano composites & memoire de forme a
partir du poly(3-hydroxyalcanoate-co-3-hydroxyundécenoate) (PHOU) greffé avec des

oligomeéres polyédriques de silsesquioxane (POSS) (Figure 63) par réaction thiol-éne
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photoamorcée. Cette nanostructure hybride a été caractérisée par sa propriété a changer de

configuration en raison de 1’agrégation réversible des unités de POSS covalentement liées au

réseau de PHOU. De plus ces co-réseaux présentent des propriétés d’élastomére souple'®.

POSS thiol

Un copolymeére de poly[(R)-3-hydroxybutyrate-co-(R)-3-hydroxy-10-undécénoate] (PHBU) a
également été fonctionnalisé avec des thiols (alcool, acide ou molécule tétra fonctionnelle) afin
d’obtenir par photoamorgage une réticulation des copolyméres permettant d’augmenter les
propriétés physiques et d’élargir la gamme d’applications potentielles des PHAS. Les propriétés
mécaniques (module de Young et contrainte a la rupture) de ces nouveaux copolymeres
réticulés augmentent, alors que I’hydrophobie décroit grace a I’introduction de groupements

fonctionnels polairest®®.

Enfin, Condat et al. ont modifié par réaction de thiol-ene photoamorcée le poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate) (PHBHYV) par un procédé de grafting-from en milieu
aqueux afin de lier covalentement du fluor ou des groupements polyéthylene glycol (PEG)
thiolés pour lutter contre les infections nosocomiales (Figure 64). Une activité antibactérienne
atteignant 98% contre Escherichia coli (E. coli) and Staphylococcus aureus (S. aureus) a été
obtenue dans le cas du PHBHYV greffé avec des groupements PEG. De plus, ces surfaces ont
démontré qu’elles permettaient 1’adhésion et la prolifération des fibroblastes humains et ce,

sans cytotoxicité!®’,
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Figure 64: Schéma du photografting des dériveés thiolés sur le PHBHV.

1.6 Synthese des matériaux biosourcés par polymérisation cationique

photoinduite

1.6.1 Reésines époxydes photoréticulées a partir des huiles et acides ou alcools gras

dérivés

La polymeérisation cationique des huiles époxydées puisque peu sensible a 1’oxygene, apparait
particulierement intéressante et ce dans de nombreux domaines tels que les adhésifs ou les
revétements. Ainsi, différents auteurs ont modifié I’huile de soja avec des fonctions époxyde
afin d’obtenir par polymérisation cationique des matériaux réticulés. Shibata et al. ont
synthétisé des nanocomposites biosourcés en associant cette huile époxydée (ESO) a des
nanofibres d’acide hydroxystéarique (HSA) (Figure 65) en présence d’Irgacure 250. Ils ont
ainsi démontré que ’introduction d’une quantité croissance d’HSA entraine un renforcement
des propriétés mécanique et thermique des composites ainsi obtenus®® comme nous I’avons vu

pour les dérivés a base de méthacrylate.
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HSA

Figure 65: Formule chimique de I'acide hydroxystéarique (HSA).

De méme, des matériaux réticulés utilisables comme revétements d’origine biosourcée ont été

obtenus en faisant réagir cette méme huile époxydée (ESO) en présence de I’huile de soja
dihydroxylée (DSO) (Figure 66). L’introduction du carboxylate de 3,4-

époxycyclohexylméthyl-3,4-époxycyclohexane (ECHM) jouant le role de plastifiant, a permis

une augmentation de la flexibilité des films?2.

(ﬁ HO OH
O\WWN
o]
O
DSO o) OH O OH O
O OH OH™ OH OH>™ OH OH

O/\©>

ECHM O o)

a v R
H O OH He o) ']'

. o ‘0

Polymérisation par ouverture de cycle photoamorcée du
copolymere époxyde-hydroxyle
N avec E = ESO et ECHM et D = DSO J

Figure 66: Formation des réseaux a base d'huile de soja époxydée et hydroxylée par polymérisation cationique
photoinduite.

L’huile de lin a également été fonctionnalisée par des groupements époxydes’® (Figure 67) ou
norbornyle®® (Figure 68). Ainsi, Chen et al. ont photopolymérisé de I’huile de lin modifiée par

des groupements norbornéne qui sont ensuite époxydes afin d’obtenir en présence de dérivés
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divinyléther des revétements biosourcés. Ils ont démontré que la nature mais aussi la

concentration des composés de divinyléther avaient une influence sur la vitesse de réticulation.
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Figure 67: Fonctionnalisation de I'huile de lin avec les groupements cyclohexéne (CLO) puis avec les groupements
époxyde (ECLO).
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Figure 68: Formation des revétements a partir d'huile de lin fonctionnalisée époxynorbornene.

D’autres revétements a base d’huile de lin époxydée (ESO) associée a différents réactifs
(Figure 69) ont également été élaborés par Remeikyte et al®®. De méme, des revétements
transparents obtenus a partir de 1’huile de graines de coton époxydée puis fonctionnalisée de
maniére réversible avec un dérivé de coumarin ont été synthétisés'® ainsi que des revétements

antibactériens a base de curcumine!®.
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Figure 69: Formules des différents réactifs multiépoxydés.

Enfin, des composites a base d’huile de lin époxydée (ESO) associée au poly(chlorure) de
vinyle (PVC) (vinyl plastisol) et de bois ont été synthétises par Torres-Giner et al. afin
d’augmenter 1’adhésion interfaciale entre la surface du bois et les dérivés de vinylplastisol

(Figure 70).
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Figure 70: Formation des composites bois/vinyl plastisol par photoactivation UV.

Méme si la fonctionnalisation par époxydation porte essentiellement sur les huiles végétales,

quelques travaux concernent la fonctionnalisation de leurs dérivés (acides ou alcools gras).
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Ainsi, des réseaux transparents ont été synthétisés a partir d’un dérivé époxydé de 1’acide
oléique (acide gras dérivé de I’huile d’olive) associé a divers diols aliphatiques (1,3-propanediol
au 1,12-dodecanediol) par polymérisation cationique photoamorcée (Figure 71). Les
différentes architectures et compositions des diols ont donné lieu a une grande variété de

nouveaux matériaux de polymeéres issus des ressources renouvelables’™.

0O (o)
MWVM +n(l+y) HO\H/OH
HO OH -2
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Figure 71: Formation des polyesters photoréticulés a partir de I'acide oléique.

D’autres réseaux tridimentionnels ont aussi été synthétisés a partir de dérivés de I’acide
vernolique par polymérisation cationique photoamorcée’. L’acide vérnolique présente la
particularité d’avoir une double liaison de configuration Z en Co-C1o et n fonction époxyde (C12-
13-0).

1.6.2 Matériaux photoréticulés a partir des sucres (polysaccharides) et synthons dérivés

fonctionnalisés par des époxydes

Différents dérivés du glucose ont également été fonctionnalisés avec des groupements époxydes
afin d’obtenir des réseaux réticulés par photopolymérisation. En effet, Kasetaite et al. ont

synthétisé des polyméres réticulés a partir de 1’éther diglycidylique de glycérol associée a
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differents diluants (Figure 69). Ces matériaux, biodégradables en milieu naturel, ont montré de
bonnes propriétés mécaniques et thermiques. Il a été démontré que leurs biorésistances au
développement des champignons était dépendante a la fois de la structure des polymeres mais

aussi de I’activité physiologique des souches'™*

Des revétements ont également été synthétisés par polymeérisaion cationique dans le visible puis
spin-coating a partir de gycérol et de quercétine utilisée comme agent antibactérien et

sensibilisateur!?.

Lorenzini et al. ont complété leurs travaux de 20157 sur le dérivé allylique de I’isosorbide en
le fonctionalisant avec des fonctions époxyde par réaction avec un peracide. Des réseaux
partiellement biodégradables enzymatiquement ont été formés en présence d’oligoméres de
PHBHYV diepoxydés et de I’irgacure 250. Ils ont démontré que les réseaux ainsi obtenus étaient
fortement réticulés (densité de réticulation comprise entre 9000 et 9100 mol.cm™) et que
I’introduction des chaines de PHAS permettait une augmentation de leurs flexibilités (Figure
72).113
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1.6.3 Matériaux a partir du caoutchouc naturel et de terpénoides epoxydés

Des particules de caoutchouc naturel ont été recouvertes d’un revétement a base de carboxylate
de 3,4-époxycyclohéxylméthyl-3’,4’-époxycychlohexane (ECC) et de méthacrylate de

glycidyle (GMA)® et photopolymérisés donnant lieu & la formation de co-réseaux (Figure 73).
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Figure 73: Formation des co-réseaux ENR/GMA/ECC.

A partir du dérivé CTPI déja présenté dans la partie sur les réseaux obtenus a partir du
caoutchouc naturel et de terpénoides, les auteurs ont préparés différents précurseurs, 1’un
portant une fonction ammonium IV terminale et I’autre deux fonctions alcool terminales. Ces
deux précurseurs ont ensuite été¢ époxydés partiellement, ce qui a permis 1’élaboration d’une
série de revétements en fonction du taux d’époxydation et de la nature des extrémités du
percuseurs (Catiomonomeére Pl époxydé) et (HTPI époxydé) (Figure 74). Si I’hydrophobicité
de surface est comme attendue, inférieure aux dérivés obtenus par polymérisation radicalaire
des précurseurs insaturés fonctionnalisés ammonium IV, ils n’ont pas montré d’activité contre
I’adhésion des spores ou des gamétes de microalgues ni contre la croissance des gametes et des
champignons. Seul le dérivé catiomonomeére Pl époxydé a démontré une meilleure propriété

d’antifouling®.
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Figure 74: Formation des oligoisoprenes époxydés a partir du caoutchouc naturel dicarbonylé (CTPI).




1.7 Autres voies de synthese pour la synthése de matériaux photoinduits
1.7.1 Matériaux photo-induits a partir des sucres (polysaccharides) et synthons dérivés

Bien que les polymérisations par voie radicalaire ou cationique soient largement utilisées pour
synthétiser des matériaux par photoréticulation, quelques travaux portent sur des voies de
synthese différentes. Nagata et al. ont préparé par cycloaddition [2+2] en I’absence de
photoamorceur un réseau a base de poly(lactide)dihydroxylé fonctionnalisé par des
groupements cinnamates (Figure 75). Malheureusement, aucune augmentation des propriétés

mécaniques des réseaux ainsi synthétisés n’a été mesurée'?4,

H{OHOVOH O Acide 5-cinnamoyloxyisophtalique
o + 0) S R
Poly(L-lactide) (PLLA) ~ C! m Rdt: 77%
(0]

1eq

1eq

Cl

O
O
O/ \© 175°C, 2h

O—PLLA—Q

Figure 75: synthése des réseaux a base de poly(L-lactide).

Des matériaux aux propriétés cicatrisantes a base de dérivés du chitosane ont également été
synthétisés par photooxydation. En effet, Na et al. ont modifié le chitosane O-carboxylméthyle

(O-CMC) avec des groupements d’éther glycidylique de furfuryle (O-CMC/FGE) par
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photooxydation en passant par la formation d’un cycle endoperoxyde (Figure 76). Des études

in vivo ont démontré une bonne biocompatibilité, un effet cicatrisant et 1’absence d’adhésion

cellulaire a la surface de ces matériaux. Ainsi ils sont d’excellents candidats en tant que
matériaux actifs antiadhésifs dans le domaine biomédical'®®.
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Figure 76: Formation des réseaux a base de chitosane par photooxydation.
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1.7.2 Matériaux photoinduits a partir des composes phenoliques

Des films ultra-fins a base d’urushiol (toxine organique contenue dans certains végétaux)
adsorbés a la surface d’une plaque de quatrz modifiée par des fonctions NHz, ont été synthétisés
par Zheng et al. a partir d’un assemblage couche par couche (Figure 77). Apres une irradiation
a 365 nm un réseau tridimensionnel reticulé, structuré, résistant aux bactéries et anti-corrosif a
été obtenu'?®,
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Figure 77: Synthése de la multicouche & partir du dérivé d'urushiol




1.7.3 Matériaux photoinduits a partir de macromolécules biologiques et synthons

dérives

Certains auteurs se sont intéresses a 1’¢élaboration de dérivés a base de gélatine photoréticulables
afin d’obtenir des gels aux propriétés intéressantes. Ainsi, Un matériau novateur pouvant étre
utilise comme pansement en dentisterie a été synthétisé a partir de la gélatine fonctionnalisée
par des groupements furfuryl. La rose de Bengale a été utilisée comme photosensibilisateur afin
d’induire, apres irradiation, la formation d’endopéroxyde de furane permettant la réticulation.
En effet, apres irradiation de la solution sous un photomasque, une microstructure est obtenue

par lithographie (Figure 78)*/
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Figure 78: Réticulation des dérivés de gélatine par photooxydation et lithographie des dérivés de gélatine induite par
photoirradiation

De méme, Garcia-Astrain et al. ont modifié la gélatine en introduisant des groupements furane
contenant des molécules chromophores photosensibles afin d’obtenir une photo réticulation

grace a la formation de cycle cylobutane sans avoir recours a un amorceur (Figure 79)*8,
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Figure 79: Schéma de synthése des réseaux réticulés a base de gélatine obtenus par cyclodimérisation

Des réseaux tridimentionnels ont été obtenus par réaction de donneur-accepteur en
fonctionnalisant des oligomeres de lysine polymérisés par polycondensation thermique avec
deux molécules insaturées : I’acide maléamique et 1’éther allylglycidylique (Figure 80). Les
films jaunes et transparents ainsi obtenus ont montrés de bonnes propriétés thermiques (Tv

proche de 130°C et une température de dégradation supérieure & 300°C**°.
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Figure 80: Formation des réseaux a partir des dérivés de la lysine par réaction de donneur-accepteur.

De méme, des nanofibres de poly(vinylbenzyl) fonctionalisées avec des groupements uracil ont
été photoréticulées. Celles-ci pourraient étre utilisées dans les domaines tels que la vectorisation

de médicaments ou I’adsorption d’ions métalliques?°.
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Comme nous ’avons vu, 1’utilisation des bioressources n’est pas une nouveauté mais, avec
I’apparition de nombreuses contraintes, il est apparu comme une nécessité de trouver une
alternative durable au carbone d’origine fossile qui présenterait I’avantage d’étre renouvelable,

compostable et plus respectueux de I’environnement.

La biomasse, particulierement abondante mais sous exploitée par rapport a sa production
annuelle représente donc une alternative prometteuse au carbone fossile permettant de limiter

la production de déchets et I’émission de gaz a effet de serre.

Bien que la diversité de la biomasse soit relativement élevée, seules certaines grandes familles
du fait de leur abondance sont a ce jour exploitées pour la synthese de matériaux biosourcés.
Ainsi, la plupart des travaux portent sur les dérivés oléagineux ou saccharidiques ou bien encore
des dérivés issus du caoutchouc. Riches en oxygeéne, ils doivent étre chimiquement modifiés

afin d’€étre utilisés comme brique constitutive des matériaux.

Depuis la derniere décennie les recherches portant sur la synthese de matériaux biosourcés est
en pleine essor méme si seul 1% d’entre elles sont consacrées a la photochimie. Deux grandes
voies de synthése émergent de ces travaux : la polymérisation radicalaire et la polymérisation
cationique des époxydes. Les travaux portant sur les huiles végétales ou les sucres et leurs
dérivés sont particulierement nombreux contrairement a ceux concernant les dérivés du

caoutchouc, les composés phénoligues ou les biopolymeres.

Néanmoins, il existe trés peu d’études concernant les matériaux photoréticulés a base de
terpenes et aucune étude sur la conservation de leurs propriétés antibactériennes n’a été menée.
Pourtant, il a été démontré que ces composes porteurs de fonctionnalités intrinseques (doubles
liaisons, OH) facilitant leurs fonctionnalisations possédent également des activités

antibactériennes et antifongiques qui peuvent étre valorisées dans des matériaux (Tableau 8).

Ainsi, cette these portera sur la synthese de réseaux biosourcés photopolymérises afin d’obtenir
une large gamme de matériaux antibactériens et/ou antioxydants allant du thermoplastique au
thermodurcissable. Ceux-ci seront élaborés par polymérisation radicalaire et notamment par
thiol-éne ou par polymérisation cationique des époxydes a partir de composés terpéniques,

phénoliques ou de PHAs fonctionnalisés.
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Cependant, avant toute chose, un bref rappel présentant le processus de colonisation bactérienne
ainsi que les différentes stratégies permettant 1’élaboration de matériaux antibactériens (actifs

ou passifs) sera décrit.
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4+ Constitution des bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires dont la taille varie entre 1 et 10 pum,
Elles existent sous différentes formes : sphérique (coques), cylindrique ou en batonnet (bacilles)
ou spiralée (tréponéme). On distingue deux classes de bactéries, celles a Gram-positif et celles

a Gram-négatifs qui different de par la structure de leur paroi cellulaire (Figure 81).

Gram’ Gram’
Polysaccharides capsulaires
Porine

Protéihes capsulaires

Lip oprotéines \

__ g @

Bicouche lipidigque

- . ——— Peptidoglycane et
Espacepériplasmiqgue @ == Acides téchoiques ——

Chromosome

http://mesanneespourdevenirinfirmier.over-
blog.com/les-bacteries.html

Les bactéries & Gram-négatif ont une paroi de 15 a 20 nm d’épaisseur constituée de 3 couches
(la membrane externe, I’espace périplasmique et la membrane cytoplasmique). La membrane
externe est constituée d’une double couche de phospholipides, de lipopolysaccharides et de
protéines de transport (porines). L’espace périplasmique situé entre les membranes externe et
cytoplasmique, est quant a lui un lieu de stockage des nutriments et des enzymes. Finalement,

la membrane cytoplasmique est semblable a I’externe mais differe par [’absence de
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lipopolysaccharides. Elle contient des complexes protéiques vitaux a la bactérie tels que I’ATP

synthase jouant un réle prédominant dans le métabolisme bactérien.

Les bactéries a Gram-positif sont constituées d’une paroi de 20 a 100 nm d’épaisseur
comprenant la couche de peptidoglycanes, 1’espace périplasmique et enfin la membrane
cytoplasmique. La couche de peptidoglycanes est composée en majorité de polymeres de N-
acethylglucosamine et N-acétylmuramique alternés en série. Celle-ci est traversée par les acides
teichoiques et lipoteichoiques qui assurent sa stabilité. L’espace périplasmique, beaucoup plus
mince que dans les bactéries a Gram-négatif, possede la méme constitution. Enfin, la membrane
cytoplasmique est constituée de protéines poreuses reliées a I’espace périplasmique et est

semblable a celles des bactéries a Gram-négatif.
+ Mécanisme d’adhésion sur une surface

Ce mécanisme de survie peut étre décrit en deux phases distinctes: une premiere étape
instantanée et réversible pendant laquelle les bactéries vont s’attacher a la surface et vont
pouvoir y adhérer par des liaisons physicochimiques (interactions électrostatiques ou de Wan
der Walls) ainsi que par des interactions dues au mouvement brownien ; suivie d’une seconde
étape irréversible liée a la physiologie des bactéries (les liaisons entre les bactéries et la surface

crées précédemment sont consolidées) et permettant 1’adaptation de la bactérie a la surface.

Differents facteurs peuvent influencer ce processus comme la nature (chargée ou non) ou la
rugosité de la surface et I’environnement (pH, température, temps d’exposition, présence
d’antibiotique, concentration bactérienne etc.). Aprés cette adhésion, les bactéries vont pouvoir
proliférer en formant une « communauté bactérienne » ou biofilm. Elles deviennent ainsi plus

résistantes aux agents antimicrobiens.

Lors des étapes 1 a 3, les bactéries sécretent des polysaccharides, des protéines, de I’ADN ou
des lipides formant une matrice extracellulaire les liants entrent-elles. C’est la formation des
colonies. Cette matrice trés organisée est pourvue de canaux aqueux permettant 1’apport en
nutriments et oxygene nécessaires a la survie ainsi que du matériel génétique accroissant leur
résistance aux hétes hostiles. Lors des étapes 4 et 5, les colonies se réunissent en formant un

biofilm puis ces bactéries migrent afin de coloniser d’autres milieux (Figure 82).
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Figure 82: Formation d'un biofilm : (1) diffusion des bactéries vers la surface, (2) attachement réversible, (3),
adhésion, (4) développement et formation des colonies, (5) formation du biofilm et libération puis diffusion des
bactéries (Gervais, Blade, Eyeang-Be http://slideplayer.fr/slide/9520001/).

Ces biofilms pathogénes sont responsables de graves problemes sanitaires dans les milieux

hospitaliers.

Stratégie pour I’obtention de matériaux antibactériens

Avec le développement des maladies nosocomiales et la résistance aux antibiotiques des
différentes souches responsables de ces infections le développement de matériaux
antibactériens est devenu une réelle nécessité. Différentes stratégies peuvent étre envisagées
pour la synthése de matériaux antibactériens limitant ou inhibant la prolifération des bactéries

ainsi, diverses revues ont été publiées a ce sujet.
= Composés organiques ou inorganiques utilisés comme agents antibactériens

Certains auteurs ont eu recours a 1’utilisation de composés organiques ou inorganiques en tant
qu’agents antibactériens. On peut par exemple citer I’imprégnation du matériau par des

antibiotiques'?* afin de lutter contre les infections ou bien 1’incorporation de composés

s




métalliques connus pour leur activité antibactérienne (argent, cuivre, mercure, nickel ou
zinc)!?2123 Cette stratégie présentant I’inconvénient de relarguer dans 1’environnement et/ou le
corps humain des molécules antimicrobiennes et de provoquer une résistance aux antibiotiques,
une nouvelle stratégie visant a lier covalentement des polymeres biocides (entrainant la mort
des microorganismes en solution ou en surface) ou antiadhésifs (évitant 1’accumulation des

microorganismes en surface) au matériau a fait son apparition.
+ Polymeres biocides

Parmi le polymeéres de type biocides on peut citer les polymeéres cationiques porteurs de sels
d’ammonium, de phosphonium, de sulfonium ou de pyridium quaternaire ainsi que les sels
mono et biguanidinium*?* capables de s’adsorber sur la bactérie et d’endommager sa membrane
cellulaire entrainant la lyse de la cellule. D’autres, non chargés sont également utilisés comme
le N-halanines (biocides relargant du chlore), ou bien les composés phénoliques'? ou les acides

ou halogénes aromatiques*?®.
+ Polymeres anti-adhésifs

Dans le cas des polymeéres antiadhésifs, le poly(éthyléne glycol) est I’un des plus repandu.
Certains travaux ont démontrés que certains polysaccharides tels que I’hydroxyéthylcellulose,
la méthylecellulose’®” ou le chitosane présentaient des propriétés antiadhésives et

antithrobotiques.
+ Stratégies de greffage des surfaces

Le greffage de polymeéres a la surface est en plein essor. Il peut étre effectué par « grafting-
from » (depuis la surface) ou par « grafting-onto » (réaction du polymeére avec des fonctions
réactives greffées a la surface du matériau). Ceux-ci peuvent s’effectuer par
photopolymérisation en présence de benzophénone par UV*?® par activation plasma puis
polymérisation (thermique ou irradiation UV 1%11%) par polymérisation induite par plasma, par

activation plasma et greffage ou par polymérisation radicalaire contrélée.
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des huiles essentielles.

Activité antibactérienne

Tableau 8
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Dans le chapitre précédent, il a été démontré combien la biomasse et les différentes
macromolécules ou synthons biosourcés qu’elle renferme pouvaient étre une alternative

prometteuse et realiste au carbone fossile.

De plus, cet état de I’art a mis en évidence que bien que cette biomasse soit d’une extréme
diversité, seule une faible partie de celle-ci est a ce jour exploitée pour la synthese de matériaux
biosourcés. En effet, seules les plantes lignocellulosiques et les végétaux a réserve glucidiques
ou lipidiques, du fait de leurs disponibilités et de leurs abondances sont réellement valorisés.
Dans ce chapitre, nous nous sommes donc intéressés a la synthese de matériaux biosourcés par
réaction thiol-éne photoamorcee. En effet, la réaction de thioléne est a ce jour reconnue comme
une voie de synthese qui s’inscrit parfaitement dans les principes de la chimie verte puisqu’elle
est particulierement rapide (ici moins de 300s), qu’elle n’utilise aucun catalyseur métallique et
qu’elle ne nécessite que peu ou pas de solvant (Lowe, Polym. Chem, 48, 2010 ; Jing,
Macromolecules, 43, 2010). Elle peut également étre réalisée sans photoamorceur (Cramer,
Macromolecules, 35, 2002) mais ceci induit une cinétique de réaction extrémement lente ainsi,
I’utilisation d’un photoamorceur tel que le 2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone (ou DMPA)

est plus intéressante puisqu’il permet 1’obtention de réseaux en quelques minutes.

Parmi les différents composés de la biomasse, les huiles essentielles connaissent un essor
fulgurant depuis une dizaine d’années puisqu’elles sont désormais reconnues comme ayant des
propriétés antimicrobiennes et antifongiques (Nostro, Appli. Microbiol. Biotechnol., 97, 2013 ;
Lang, Flavour and Frangrance J., 27, 2012 ; lacobellis, J. Agric. Food Chem., 53, 2005 ; Kubo,
J. Agric. Food Chem., 52, 2004 ; Shah, J. Biosci. Bioeng., 115, 2013). Diverses études ont éte
menees sur des materiaux renfermant ces huiles essentielles pour produire des matériaux actifs
par polymérisation (Arrieta, Eur. Polym. J., 50, 2014 ; Mourtzinos, J. Food Sci., 73, 2008 ;
Robertson, ACS Appl. Mater. Interfaces, 3, 2011 ; Sanchez-Gonzalez, Food Control, 22, 2011 ;
Tackenberg, J. Food Eng., 135, 2014) ou en mélange avec une matrice (thermoplastique) de
polymére (Pa, Macromol. Rapid Commun., 1, 2013 ; Holmberg, Soft Matter, 10, 2014 ; Barros,
Eur. J. Org. Chem., 2007, 2007 ; Firdaus, Eur. J. Lipid. Sci. Technol., 116, 2014 ; Singh, J.
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Appli. Polym. Sci., 125, 2012). Cependant, leurs propriétés antimicrobiennes et antifongiques
ne sont que temporaires et s’estompent avec la diffusion des composés volatiles. De plus, le
procédé de mise en ceuvre, principalement thermique, induit également une perte de ces

COMpOseés.

En outre, les huiles essentielles sont un mélange extrémement complexe de différents
composants (monoterpenes, sesquiterpenes, alcools, esters, aldehydes, oxydes etc.) mais, les

propriétés biologiques de chacun d’entre eux ne sont pas clairement définies.

Il apparait cependant dans la littérature que les dérivés terpéniques porteurs de fonctions
oxygénées semblent avoir une activité plus importante que leurs homologues carbonés (Zygadlo,
Curr. Top. Phytochem. 3,2000) et que les dérivés phénoliques sont impliqués dans le
mécanisme d’action contre les bactéries (Akiyama, J. Antimicrob. Chemother, 48, 2001;
Funatogawa, Microbiol. Immunol. 48, 2004; Pyla, Int. J. Food Microbiol., 137, 2010 ; Chen,
Biotechnol. Bioeng., 101, 2009 ; Burt, Int. J. Food Microbiol., 94, 2004).

Par ailleurs, il n’est pas a exclure qu’un effet synergique entre les différents composés des huiles
essentielles soit a I’origine d’une exacerbation de ces propriétés antimicrobiennes. En tenant
compte de cette relative complexité, nous avons décidé de sélectionner différents monoterpénes
et/ou composés phénoliques extraits des huiles essentielles dont les propriétés antibactériennes
sont clairement reconnues : le linalol (lacobellis, J. Agric. Food Chem., 53, 2005; Kubo, J.
Agric. Food Chem., 52, 2004; Habibi, Chem. Nat. Compd., 46, 2010; Lo Cantore, J. Agric.
Food Chem., 52, 2004; Park, Anaerobe, 18, 2012), monoterpéne linéaire porteur d’un
groupement hydroxyle présent dans la plupart des huiles essentielles notamment celle de
lavande ou de bois de rose ; I’eugénol, composé phénolique extrait de 1’huile essentielle de clou
de girofle (Chen, Biotechnol. Bioeng., 104, 2009 ; Burt, Int. J. Food. Microbiol., 94, 2004). Ces

derniers sont présentés dans la Figure 83.

OH

linalol eugeénol

Figure 83: Synthons issus des huiles essentielles sélectionnés dans le cadre de cette étude.
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Comme nous I’avons vu dans le chapitre I, le linalol et ’eugénol possédent une ou plusieurs
insaturations qui peuvent étre engagées dans des réactions de type thiol-ene. De plus, ces
composes possédent des propriétés de solvant particuliérement intéressantes dans le cadre de
’élaboration de matériaux biosourcés ainsi, aucun solvant additionnel ne sera nécessaire a la
synthese de nos matériaux sous illumination ce qui est en parfaite adéquation avec les principes

de la chimie verte.

L’objectif de cette étude est donc 1’¢élaboration de matériaux photoréticulés biosourcés et de
démontrer que I’activité antibactérienne de ces dérivés est conservée malgré I’immobilisation
des molécules bioactives. A ce jour, une seule étude a été menée sur les propriétés antiadhésives
d’un revétement obtenu par polymérisation plasma du terpinéne-4-ol (Bazaka, Polymers, 3,
2011). D’autres matériaux ont également été tres récemment synthétisés par une réaction de
thiol-éne photoamorcée a partir du limonene mais aucune étude sur une potentielle activité
antibactérienne n’a été reportée (Claudino, Polymer Chem., 5, 2014). D’autre part, aucune étude
n’a ét¢é menée a notre connaissance sur des matériaux obtenus par réaction de thiol-ene

impliquant le linalol.

La premiere partie de ce chapitre porte sur une étude préliminaire relative aux réseaux 100%
linalol puis nous détaillerons la formation de co-réseaux isosorbide-linalol. La deuxieme partie
sera consacrée a la synthese de co-réseaux a partir d’un dérivé de ’eugénol et du linalol ou de
I’eugénol natif. Les parties 1.3 et 1.4 porteront sur 1’¢laboration de réseaux hybrides a base de
nanoparticles (NPs) d’oxyde de zinc (ZnO) ou de systémes réservoirs a base de carvacrol ou
d’acide tannique. Enfin, la derniére partie présentera les premiers résultats sur la synthese de

co-réseaux a base de PHBHYV et de linalol.

Les propriétés mecaniques et thermiques des réseaux prépares, ainsi que leurs activités
antibactériennes contre deux souches bactériennes Escherichia coli (E. coli) Gram négatif et
Staphylococcus aureus (S. aureus) Gram positif et leurs propriétés antioxydantes ont été

évaluées afin de faire émerger les systemes les plus prometteurs.

Une ¢étude préliminaire a d’abord été effectuée sur I’élaboration de réseaux 100% terpenes.
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Les réseaux sont préparés par réaction entre le linalol et un agent réticulant, le
triméthylolpropane tris(3-mercaptopropionate) (Trithiol). Afin d’atteindre une conversion
totale, une steechiométrie SH/C=C a été conservée lors de 1’¢laboration des réseaux (Figure
84). Apres irradiation en présence du DMPA comme photoamorceur, des réseaux extrémement
souples du fait de la flexibilité de la liaison thioéther (Claudino, Polym. Chem, 5,2014 ;
Carlsson, ACS Sympossium Series, 847, 2003 ; Sangermano, React . Funct. Polym ., 69, 2009)
et transparents ont été obtenus.
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Figure 85: Photographie d'un film 100% linalol sur lame de verre

En raison de leur caractére adhésif tres prononcé (Figure 85), les réseaux sont difficilement
manipulables, et de ce fait n’ont pu étre caractérisés que partiellement. Les résultats obtenus

sont rassemblés dans le Tableau 9.

Tableau 9: Caractérisations du film 100% linalol

Angle de contact® (°) 93+2
Taux de conversion des fonctions C=C?
98 + 2
(%)
Extractibles® (%) 4+3
T (°C) -25
T (°C) 113

dDéterminé par mesure de 1’angle de contact avec de I’eau ; ®Déterminé par spectroscopie InfraRouge ;
9Déterminé par gravimétrie ; YDéterminé par DSC

Contrairement aux résultats attendus, la présence de fonctions OH sur le squelette carboné
n’induit pas une diminution de I’angle de contact de nos réseaux. En effet, la valeur mesurée
pour I’angle de contact est caractéristique d’une surface hydrophobe. Ceci peut étre expliqué
par une internalisation des groupements hydroxyles qui, n’étant pas tous orientés a la surface

du matériau, ne permettent pas une augmentation de I’hydrophilie de la surface.

L’analyse par spectroscopie Infra Rouge par Transformée de Fourier (FTIR) en mode ATR du
mélange réactionnel avant et apres irradiation a permis la détermination du taux de conversion
des fonctions C=C apres une normalisation des spectres sur la bande carbonyle des esters a

1735cm! via I’équation suivante:
Equation 1

Ro—R Ic= . .. Ic= N s .
o = (OR—t) X 100 Avec R, = IC—C , avant irradiation et R, = IC—C , apres irradiation
0 c=0 Cc=0
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Comme on peut le constater sur la Figure 86 avec la disparition quasi totale de la bande
caractéristique de la déformation de la double liaison carbonée a 725cm™, une conversion
proche de 100% a été obtenue (Tableau 9). De plus, on constate la présence de fonctions OH

du linalol.

La caractérisation thermique des réseaux a été effectuée par calorimétrie différentielle a
balayage (DSC). La valeur de la température de transition vitreuse (Ty) relativement faible (-

25°C) est en accord avec la grande souplesse des matériaux obtenus (Tableau 9).

Finalement, la détermination par gravimétrie du taux d’extractibles effectuée dans 1’éther di-

éthylique confirme les résultats obtenus pour la conversion puisque celui-ci est inférieur a 5%.

Malheureusement, du fait de la linéarité du linalol et la flexibilité du réseau due a la souplesse
de la liaison thioéther et du caractere adhésif (le film a tendance a coller sur lui-méme) du
matériau, son utilisation semble compromise. Il pourrait, cependant étre valorisé pour une
application de type revétement. Compte tenu de I’objectif recherché pour ce travail de thése, a
savoir une orientation matériau, nous avons cherché a augmenter les propriétés mécaniques des
réseaux. L.’augmentation de la rigidité du matériau peut étre obtenue par I’augmentation de la

densité de réticulation en sélectionnant des molécules de fonctionnalité supérieure ou bien par
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I’introduction de monomeres plus rigides. C’est cette derniere stratégie que nous avons choisie

pour la suite de cette étude.
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L’étude préliminaire effectuée sur les films 100% linalol, monoterpéne oxygéné, a démontré la
nécessité d’associer ces synthons biosourcés a d’autres synthons cycliques afin d’augmenter les

propriétés mécaniques des films obtenus par réaction thiol-ene.

Ainsi, le choix d’une molécule cyclique et donc relativement rigide s’est avéré particuliérement
intéressant.  L’isosorbide (1,4:3,6-dianhydro-D-sorbitol), synthétisé par la double
déshydratation du sorbitol s’inscrit parfaitement dans notre thématique puisqu’il est issus de
ressources renouvelables mais est aussi disponible en quantité industrielle. De plus, sa rigidité,
sa chiralité, sa non-toxicité et son origine biosourcée font de ce synthon une molécule tres
attractive (Stoss, Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry, 1991 ; Thiem, Polym.
Bull., 11, 1984; Chatti, J. Macromol. Sci., Part A: Polym. Chem., 51, 2013; Kricheldorpf,
J. Macromol. Sci Rev. Macromol. Chem. Phy., 37, 1997; Kricheldorpf, J. Macromol. Sci., Part
A: Polym. Chem., 44, 2007).

La premiére partic de ce chapitre sera donc dédiée a 1’élaboration de co-réseaux a bhase
d’isosorbide difonctionnalisé par une réaction de Williamson afin d’obtenir un composé porteur
de deux doubles liaisons carbonées allyliques a 1’aide du bromure d’allyle. Ce dérivé de
I’isosorbide associé¢ a un polythiol (identique a 1’étude préliminaire précédente) et au linalol
également porteur de deux insaturations ont conduit a la synthése de matériaux souples et
transparents dont les propriétés mécanique et thermique ont été étudiées. De plus, la
conservation de 1’activité antibactérienne du linanol li¢ de fagon covalente au réseau a été
déterminée contre deux souches bactériennes Escherichia coli et Staphylococcus aureus. En
effet, ces deux bactéries sont les souches les plus communément utilisées dans la littérature
pour I’étude des propriétés antibactériennes puisqu’elles font parties des souches responsables

des infections nosocomiales (OMS, http://www.who.int/gpsc/background/fr/; B. Coignard, D.

Rahib, Infections a Staphylococcus aureus résistant a la meéticilline (Sarm) dans les
établissements de santé, France, 2005 2008 — Analyse épidémiologique des données transmises
dans le cadre des bilans standardisés des activités de lutte contre les infections nosocomiales,|

(2009) 40 ; H. Aubry-Damon, A. Carbonne, N. Marty, V. Jarlier, Staphylococcus aureus de
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sensibilité diminuée aux glycopeptides (GISA) dans les hopitaux en France, 2000-2001, (2004)
35.).

Les résultats de cette étude seront présentés dans I’article suivant : Antibacterial networks based
on isosorbide and linalool by photoinitiated process publié dans ACS Sustainable Chemistry &
Engineering (3, 2015, 1094-1100).
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In this study, we used photo-induced thiol-ene reactions to design bio-based crosslinked
networks from diallyl derivative isosorbide, a crude monoterpene as linalool and a trithiol. The
aim of this study is to prepare new antibacterial UV-cured networks by using a thiol-ene
formulation with covalent immobilization of monoterpenes as antibacterial agents and without
any organic solvent thanks to the solvent like properties of linalool. The challenge was to
demonstrate the advantage of using linalool as a chemical platform molecule and at the same
time as an antibacterial agent. The incorporation of linear linalool to the rigid isosorbide moiety
generates flexible networks. Different networks were prepared by varying the mass ratio of

linalool (from O to 100 % w/w) mixed into the coating and then characterized.

Their antibacterial activities were investigated in vitro against two pathogenic bacteria strains:
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The results have shown a promising anti-
adherence for S. aureus without any diffusion of linalool which will allow potential applications
of terpenes coatings for anti-bacterial adhesion.

During the last decades, the development of bio-based molecules to replace petroleum based
resources has been constantly increasing. This global effort from the scientific community is in
perfect agreement with the social demands of sustainable management to reduce our reliance
on fossil resources and decrease the environmental impacts of the petroleum chemistry. The
development of bioplastics from renewable resources is expected to reach the one million tons
in 2017%. Among the renewable molecules of the chemical platform, terpenes represent a wide

range of cheap and abundant hydrocarbons made of isoprene units (C5) which will not affect
agricultural resources. Pure or crude terpenes are usually used as perfumes and fragrances.

Furthermore, they are excellent solvents and diluting agents for dyes and varnishes. Even
though terpenes are involved in numerous catalytic chemical processes, only a few of them
(especially a-pinene, B-pinene, limonene) have been the subjects of studies related to their use

as polymeric unit?®. Terpenes are known as components of essential oils with antibacterial and
antimicrobial activities”*. Such significant impacts have been observed for essential oils

incorporated by blending!?%® in polymer matrix. The presence of microbial biofilm on
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polymeric surfaces represents a serious problem with substantial implications in industrial and
health care processes. Several recent publications talk about the use of essential oils as additives
to films or polymer matrices to produce active packaging*?'41"18 However, the activity of these
active polymeric materials lies in the terpenes ability to diffuse out of the materials, which raises
the issue of the sustainability of its activity over time. To overtake this drawback, we suggest
to bind covalently terpenes inside a network and to evaluate the potential preservation of their
specific antibacterial properties. To the best of our knowledge, there is only one study about
this topic'®. The authors report the synthesis of a polyterpineol film derived from terpinen-4-ol
using radio frequency polymerization. The aim of our research is to prepare new antibacterial
UV-cured networks by using thiol-ene process with covalent immobilization of monoterpenes
as antibacterial agents and without using any organic solvent. We want to demonstrate the
advantage of using linalool as a chemical platform molecule and at the same time as an

antibacterial agent.

Thiol-ene reactions involving cyclic monoterpene, limonene, and multifunctional thiols®® as
promising bio-based template molecules, have been previously described without any
biological investigation. Several reports on the antimicrobial activity of some monoterpenes
have shown that the number of double bonds in the structure and acyclic, monocyclic and/or
bicyclic structures have no significant influence on their activity?*?2. The relative inactivity of
hydrocarbons like myrcene is associated with their low aqueous solubility while the formation
of hydrogen bonds is associated with high antimicrobial activity. However, oxygenated
terpenoids show distinct activities and characteristic patterns towards microorganisms?.
Moreover, the essential oils that contain alcohol possess higher activity than those with the
corresponding carbonyl compounds?2. Based on these previous results, linalool was selected for
its antibacterial properties®%2*-% Thanks to the presence of two unconjugated double bonds,
it can also be used as an efficient building molecule for the preparation of networks by thiol-
ene chemistry in presence of a multifunctional thiol. Due to its linear structure and the very
flexible thioether bond?%26-2°, the association with a rigid segment is therefore essential to grant
the mechanical properties of the resulting network. The biobased rigid unit selected in the
present study is isosorbide (1,4:3,6-dianhydro- D-sorbitol) which is prepared by a double
dehydration of sorbitol and is available in industrial quantities. The attractive features of
isosorbide are linked to its rigidity, chirality, non-toxicity and renewable origin®®-3*, Moreover,

the two hydroxyl groups of isosorbide can be used directly for polycondensation or for chemical
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modification to prepare reactive precursors. Isosorbide can also constitute a serious alternative
of diglycidyl ether bisophenol A (DGEBA) in epoxy networks as reported lately. Isosorbide
derivatives were used to prepare bio-based epoxy networks and the resulting structures were
evaluated and compared to a conventional epoxy network based on DGEBA cured by amine
curing agent, isophorone diamine®®. In spite of the increasing interest in isosorbide, its

association with terpenic molecules has not been studied yet.

In order to remain consistent with an eco-friendly process, UV initiated thiol-ene chemistry was
chosen. This chemical route is now widely considered as a green process since it can proceed
under mild conditions (room -temperature, solvent free, without metal catalysis) and fast
kinetic®®3". This procedure is an easy and modular synthetic methodology for the preparation
of networks with variable properties. The thiol-ene is an extremely versatile reaction reacting
at its internal and terminal double bonds. The terminal ones are the more reactive one. These
properties provided by thiol-ene UV system make it attractive for a wide range of applications:
medical systems, advanced coatings or adhesives... The thiol-ene can be used with linalool but
required the synthesis of isosorbide diallyl derivatives, 1ISODIAL, as illustrated in Figure 87. An
optimized crosslinked formulation is obtained by combining it with a trithiol-functional
crosslinking agent (trimethylolpropane tris(3-mercaptopropionate)) to vyield the desired
network. Thermal and mechanical properties of the new bio-based networks are reported and
their actions against the adhesion of both pathogenic bacteria species (Staphylococcus aureus

and Escherichia coli) are evaluated and discussed thoroughly.
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Figure 87: Synthesis of ISODIAL and Formation of the ISODIAL-LINA Networks by Thiol-ene Reaction

11.3.4 Experimental Part

11.3.4.1 Materials

Trimethylolpropane tris (3-mercaptopropionate) > 95% (Trithiol), linalool 97% and sodium
hydroxide Sigma Ultra minimum 98% were purchased from Aldrich. 2,2-dimethoxy-1,2-
diphenylethan-1-one (DMPA) was provided by BASF company. Allyl bromide 99% stab. with
300-1000 ppm propylene oxide was obtained from Alfa Aesar. Tetrabutylammonium bromide

> 98% (TBAB) was purchased from Fluka. Isosorbide was provided by Roquette.
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Dichloromethane and diethylether used were of analytical grade. Other chemicals for this study

were analytic reagents obtained from Aldrich and used without purification.

0,0 isosorbide diallyl was synthesized by Williamson reaction®°, Isosorbide (3 g, 20.5.1073
mol) and tetrabutylammonium bromide (300 mg, 9.3.10* mol) were dissolved in 12 mL of an
aqueous NaOH solution (6 g, 1.5.10 mol, 2.10° g.L%). Allyl bromide (10 mL, 1.2.10** mol)
were added to the mixture as an alkylating agent. The mixture was heating at 75°C for 4 h 30
and then extracted with dichloromethane. The organic phase was washed with 100 mL of HCI
1 M to neutralize the solution. Afterward, several water washes were carried out to remove the
salts. The organic layer was then dried under MgSO4 and evaporated to give the crude product
with a yield of 80-90%.

As an example, the synthesis of 70-30 (w/w %) a,® isosorbide diallyl-linalool network (leq
SH/C=C) is described here. Linalool (103pL, 90 mg, 5.8.10* mol) and DMPA (1.5 wt% of total
mixture) were dissolved in a,0 isosorbide diallyl (210 mg, 9.3.10* mol). Trithiol (398 mg,
9.9.10* mol, SH/C=C = 1) were added to the solution. The formulation was deposited into a
silicone mold (1.8 x 4 cm) and irradiated 5 min at room temperature with a Hamamatsu
Lightning LC8 (L8251). It was equipped with a mercury-xenon lamp (200W) coupled with a
flexible light guide. The end of the guide was placed at 11cm of the sample’s surface. The
maximum UV light intensity at the sample position was measured by radiometry (International
Light Technologies ILT 393). It was 180 mWcm™ in the 250-450 nm. A transparent network

was obtained.

'H NMR (400 MHz) spectra were recorded on a Brucker AV 400M in CDCls at 25°C. FT-IR
spectra were recorded on a Brucker Tensor 27 spectrometer with 32 scans equipped with an

ATR apparatus.

Kinetics of the photo addition reactions were followed by Real-Time Fourier Transform Infra
Red Spectroscopy (RT-FTIR) using a Thermo-Nicolet 6700 instrument and a 80uL of a liquid
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mixture composed of IsoDIAL, linalool and trithiol. The photoinitiator (DMPA) was dissolved
to a 3% w/w dilution. This sample was applied to a BaF> chip by a calibrated wire-wound
applicator. The thickness of the UV- curable film was evaluated at 4 um. The RT-FTIR analyses
were carried out under laminated conditions: a polypropylene film was deposed on the top of
the photosensitive layer to prevent oxygen diffusion. Samples were simultaneously exposed for
few seconds to both the UV beam, which starts the photoreaction, and the IR beam which
analyzes the extent of the photoreaction in situ. The mixture was irradiated at room temperature
with the Hamamatsu lightening cure LC8 (L8251), equipped with a Mercury-Xenon lamp (200
W) coupled with a flexible light guide. The end of the guide was placed at a distance of 11 cm
of the sample’s surface. The light intensity on the surface of the sample was about 180 mwW/
cm2. The thiol-ene photo-addition was monitored by the disappearance of the C=C bonds of (1)
at 1647 cm and of the SH bonds of the trithiol at 2560 cm™.

Measurements were performed on a Horiba Xplora confocal Raman microscope (Horiba Jobin
Yvon) equipped with an external excitation source (638 nm He-Ne laser). The objective lenses
used in the study were 50x long-working distance (Long Working Distance M Plan Semi-
Apochromat, LMPLFL50x, Olympus) and 10x (M Plan Achromat, MPLN10x, Olympus),
operating in air. Spectral acquisition was obtained using LabSpec software (Horiba Scientific,
Edison, New Jersey). Raman spectra were recorded at a resolution of 1 cm™ in the range
between 4000 and 200 cm™. The Raman analyses were performed on a dark background at
20°C. Repeated acquisitions using the highest magnification were accumulated to improve the
signal-to-noise ratio. Spectra were calibrated using the 520.5 cm™ line of a silicon wafer.
Spectral details were as following; objective: x 50, filter: 100 %, exposition: 10, slit: 50, hole:
500. Spectra were averaged from two to five accumulations, each with an acquisition time
ranging from 15 s to 5 min. The conditions of measurement were adjusted depending on the

type of the matrices to obtain a good signal-to-noise ratio.

The extent of conversion was measured via FT-Raman spectroscopy from the band 2600 cm*
corresponding to the SH bonds after the normalization of the spectrum to the ester carbonyl
peak at 1735 cm™. The relative conversion was calculated according to the Erreur ! Source du

renvoi introuvable.:

o = (%)x 100

0
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. I e I .
With R, = - S before irradiation and R, = - SH_ | after irradiation
Cc=0 C=0

Water contact measurements were performed with the Drop Shape Analysis system Kriss Easy

DROP Contact Angle measuring system apparatus controlled by the DSA software.

The thermal properties of the networks were measured by Differential Scanning Calorimetry
(DSC). The measurements were conducted on Perkin EImer Diamond DSC apparatus according
to the following heating programs: heating from —60 to 170°C at 20°C.min, cooling to —60°C
at 200°C.min* holding at 60°C for 5 min and heating to 170°C at 20°C.min! to determine the

glass transition temperatures.

Thermogravimetric analyses (TGA) were performed on a Setaram Setsys Evolution 16

apparatus by heating from 20°C to 800°C at 10°C.min"! under argon atmosphere.

Prior to the water uptake measurements, the samples were dried under vacuum. They were
placed in a conditioning closed chamber over a saturated solution of NaCl to obtain a water
saturated atmosphere of 75% at room temperature. The percentage uptake of moisture into the
material was measured by a coulometric method at t = 0 s and after 18 h. The 831 K F

Coulometer Metrohm was equipped with a 728 Stirrer and an 860 K F Thermoprep Metrohom.

The samples were treated with 10 mL of diethyl ether stirred in a flask during 1h at room
temperature. The remaining residue and the film were weighed after the solvent evaporation

under vacuum.

The anti-adherence activity of the networks was evaluated using two pathogenic bacterial
strains: Staphylococcus aureus ATCC6538 (Gram- positive) and Escherichia coli ATCC25922
(Gram- negative) which were grown aerobically at 37°C overnight on LB medium (Lysogeny

Broth) before the bacterial adhesion tests. LB medium was purchased from Aldrich.
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The samples of 1ISODIAL-LINA networks were immersed 1h at 37°C and stirred in the bacterial
suspension of the two different strains (Abseoonm = 0.05). The non-adherent bacteria were then
removed from the network surface by several washes with a physiological saline buffer. The
networks were then submitted to vortex and ultrasounds in a minimum volume of saline buffer
to unhook fasten bacteria. Finally 100 uL of this resulting viable bacteria suspension were
inoculated onto the surface of a PCA agar (Plat Count Agar) Petri dish. After 24h of incubation
at 37°C in aerobic conditions, the antibacterial activity was measured by counting CFUs for the

different strains. Each experiment was performed in six replicates.

The software R was used to analyse the data. At least, six replicates of the experiments were
conducted in order to allow a significant statistical analysis. The ANalysis Of the VAriance
(ANOVA) statistical test was used and significant differences (p <0.05) among antibacterial

properties of the networks were detected thanks to the multiple range test of Duncan.

The present work focuses on the photoinduced thiol-ene crosslinking involving different
components (Figure 87): linalool, an unsaturated monoterpene, isodial, an allylic derivative of
isosorbide, the trithiol and 3 wt% of DMPA. The first step consisted in the synthesis of isodial
by reaction of isosorbide with allyl bromide under phase-transfer catalysis conditions as
described in a previous report*. The chemical structure of isodial is confirmed by *H NMR
(Figure 88) with the appearance of new signals at 5.2-5.3 and 5.8-5.9 ppm characteristic of
unsaturated allyl groups. Fourier Transform InfraRed spectroscopy (FTIR) was used to confirm
this. Different peaks indicate the presence of =CH bond (3079 cm™), C=C bond (1647 cm™),
C-O bond from aliphatic ether (1059 cm™) and -CH- bond (2930, 2870 cm™ and 1460, 1360

cm™).
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Figure 89 shows the FT-IR spectra of linalool, isodial and a 70/30 isodial/lina mixture before
irradiation. The absorption of SH groups can be identified at 2560 cm™ and the stretching band
of C=C groups for both isodial and linalool appears at 1647 cm™. After irradiation, the
absorbance of the SH and C=C groups should decrease, thus assuming the success of the thiol-
ene reaction. Figure 90 represents the kinetic profiles (disappearance of the SH bonds) of three
compositions of isodial (from 100 to 50%) and of linalool (from 0 to 50 %), to highlight the
thiol-ene process. High SH conversions are obtained after 100 s of irradiation in the case of the
isodial-based network while a slight decrease has occurred when the linalool content was
increased. In the samples series with 30 and 50 % of linalool, the SH conversion reached 90
and 85% respectively. Furthermore, it can be noticed that the thiol conversion appears slightly
lower when the linalool percentage increases. This is likely due to the different reactivity of the
double bonds of linalool as previously reported for limonene*! . However, it appears that a rapid

free-radical thiol-ene crosslinking occurs for all the studied compositions.
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Figure 89: FTIR spectra of (a) linalool, (b) ISODIAL and (c) 70-30 ISODIAL-LINA in the presence of trithiol before

irradiation.
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Figure 90: Real -time FTIR kinetic profiles of the formation of ISODIAL-LINA networks 100-0, 70-30 and 50-50 with
DMPA in laminated conditions Xe-Hg lamp 1=100%b).

At the same time, Raman spectroscopy has been used to follow the cross-linking process of our

systems. When tested, the FT-Raman spectra of the 1SODIAL-LINA mixtures showed strong

characteristic peaks for polarisable SH bonds and low characteristic peaks for the polar carbonyl

groups (1700 cm™Y). It led to easier conversion

measurements (Figure 91).
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To assess the influence of the linalool content on the network properties, a series of photocured
samples containing 0, 30, 50 and 100 % of linalool were prepared. All compositions produced
homogeneous viscous solutions which were then introduced into a silicone mold and induced
the formation of soft networks after UV irradiation. As illustrated in Table 1, the colourless
status of crude linalool combines with its intrinsic properties as cyclic structure and chirality of
isosorbide caused the transparency of the resulting isosorbide-diallylic-linalool bio-based
networks. Furthermore, all the compositions with isosorbide produced transparent and soft
networks, demonstrating the interest of the insertion of this rigid unit to process materials. The
thickness of the samples increased from 0.29 mm to 0.44 mm with the ratio of linalool, which
suggests a variation of the density of these networks. The 100% linalool formulation led to a
very sticky network which can be removed from the silicon mold but which cannot be

manipulated because of its stickiness.

As reported in Table 1, the conversion of SH bonds was lower than 80 % in comparison with
the one measured in laminar conditions (90%). The lack of observed final conversion could be
explained by the high viscosity. A larger amount of components decreases the mobility of
reactive groups and consequently decreases the final conversion. Whatever the stoichiometry
used, a total conversion was not achieved. However, the soluble fraction measured
gravimetrically after extraction in appropriate solvent was lower than 5%, which indicates a
high crosslinking density. These results are in agreement with the high conversion values. It
can be assumed that the decreases in mobility at high final conversion restrict the accessibility

of the reactive groups.

60000 -
50000
40000

30000

Intensity (a.u)

20000

10000 -
(a)

(b)
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Raman shifts (cm™)

134



Table 1: Composition and Properties of the Networks

ISODIAL-LINA
100-0 70-30 50-50 0-100
(wiw %)
Thickness (mm) 0.29 £ 0.07 0.44 £0.07 0.43£0.09 nd
SH Conversion® (%) 77 292 75 73
Soluble extract” (%) 1 2 3 nd

—

E ISODIAL-LINA
\ _— -

@Determined by RAMAN, PDetermined by gravimetry

| ISODIAL-LINA

11.3.5.2 Characterization of ISODIAL-LINA Networks

Surface properties of the networks were examined by water contact angle measurements (Table
2). As it was expected, the water contact angle increased with linalool addition due to the
presence of apolar linalool. Furthermore, the water sensitivity of networks from hygroscopic
isosorbide was investigated by measuring the amount of water taken up by conventional Karl
Fisher titration. After 18h exposition to an atmosphere with about 75% of relative humidity, the
water uptakes remained lower than 5%, which indicates that samples were not sensitive to
humidity. This information is important concerning the conservation of mechanical integrity

when exposed to aqueous medium and also, for potential degradation reactions.

The thermal and mechanical properties investigated were reported in Table 2. The glass
transition temperature is below 0°C, indicating that the structure is very flexible due to the
formation of flexible thioether linkages as reported previously?%#243 The Tg values decrease
from -2 °C to -25 °C which can be attributed to the chain flexibility afforded by the higher
linalool fraction. Thermal degradation was calculated at temperature corresponding to 5% mass
loss. The thermal degradation temperatures of ISODIAL-LINA networks were between those of

linalool and 1soDIAL networks. The presence of isosorbide units increases the thermal stability.

Results obtained from stress-strain curves are presented in Figure 92 and listed in Table 2. The
mechanical properties of the ISODIAL-LINA networks were tested to determine Young’s modulus
(E), the strain (¢) and tensile stress (or). An increase in stiffness of the materials is observed
thanks to the increase in crosslink density and rigid isosorbide amount which provides
manipulable networks. In addition, similar trends were observed in the tensile properties of the

materials, reflecting the interplay between the linear soft linalool units and the crosslink density.
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The physical properties should be attuned with pre-synthesis of a polyfunctional resins
combined with thiol cross-linkers and linalool as reported recently with
limonene?® ENREF 9 ENREF 9 ENREF 9. However, the major focus of our present report

is to demonstrate the potential benefit of the incorporation of linalool in the network formulation

to inhibit the bacterial adhesion.

2.5 (a)
207 (b)
© 154
2
© 1,01
(c)
0,5+
010 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
€ (%)
ISODIAL- Water
) ) ) d
LINA Tg¥  Te”  OF E o & uptake?
(Wiw %) (°C) (°C) ()  (MPa) (MPa) (MPa) (%)
100/0 -2 315 54 54+02 20%04 43+8 0.5
70/30 -8 292 94 30%04 14%02 52 +7 0.7
50/50 -12 277 94 17401 0801 59 +7 0.7
0/100 -25 274 94 nd nd nd nd

ADetermined by DSC, PDetermined by TGA: Tse: temperature of 5% weight loss of the networks, 9Determined by water
contact angle measurements, Determined by tensile measurements, ¥Determined by coulometry after 18h of exposure
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The adherence ability of each studied bacteria on active networks was measured after
incubation within a bacterial suspension for 1 h. The number of viable bacteria adhering to the
surface (CFU/cm?) was calculated by performing an ANOVA and a StatAdvisor post-test
(Figure 93). First, it is worth noting that the results obtained with 100% linalool are delicate to
analyze in comparison with the other composition because of the sticky feature of the surface.
The bacterial adhesion measurements were enhanced by the fact that bacteria remained adhered.
However, the influence of the chemical composition networks on bacterial adherence was
different for both bacterial strains. E.coli was not affected by the presence of linalool since the
percentage of adherence of E. coli was not significantly different when we compared the
adherence assay performed on 100% Iso, 70/30 1SODIAL-LINA and 50/50 1SODIAL-LINA (p > 0.05).
In the case of 100% linalool networks, the adherence of E. coli is significantly higher than these
other ones (p < 0.05). These results could be explained in part by the sticky feature of linalool
promoting the adhesion of cells on its surface. On the other hand, significant differences (p <
0.05) were observed with S. aureus. The adhesion of S. aureus depends on the quantity of
linalool: a reduction of 45 to 85 % in the bacterial adhesion was observed with proportions of
respectively 30 % and 50 % of linalool. The CFU/cm? values in the case of E. coli were
systematically lower than those obtained with S. aureus. It indicates that the systems based on
isosorbide alone or associated with linalool present intrinsic antifouling properties. The
structure of the cell wall of E. coli is much more complicated than the one of the Gram-positive
species. There is an outer membrane mainly made of phospholipids, proteins, and
lipopolysaccharides (LPS)*°. One of the key functions of this outer membrane is to protect
the bacteria from attacks by foreign substances such as antibacterial agents. In addition, the
hydrophobicity of an antibacterial polymer agent containing long alkyl chains makes it difficult
to eliminate E. coli because of the lower interactions between the bacteria and-its outer
membrane. It can also be assumed that the hydrophobicity of the surface is the main cause of
the weaker attraction between E. coli and the surface of the network. In case of S. aureus which
exhibits a preference for attachment on hydrophobic surfaces'®*, the anti-adherence activity
can be induced by the linalool. Our results agree with previous reports which incorporate
essential oils into quince mucilage films’. The authors showed that their active packaging were
more effective against Gram-positive bacteria than Gram-negative ones. Nevertheless, most of
the results reported in the literature vary considerably according to the nature of the essential
oils and the bacterial strains. Indeed, some essential oils containing linalool have exhibited

antibacterial activity against both Gram-negative bacteria and Gram-positive bacteria®*’. The
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mechanism of action of essential oils has not been clearly identified but it seems to be related
to the hydrophobic nature of the terpenes®. Furthermore, the numerous components of the oils
could have synergic or additive effects on the bacterial activity*”#%. Our study presents the
advantage of highlighting that the linalool crosslinking coatings represent a promising route to

be more resistant to the colonization of microorganisms.
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In conclusion, the efficiency and abilities of thiol-ene reaction were used to prepare new bio-
based antibacterial materials. This very fast and easily performed reaction occurs under room
temperature conditions and is solvent free which is in line with green chemistry. New bio-based
materials from sustainable isosorbide moieties and natural terpene were successfully
engineered according to thiol-ene photoinitiated process. ISODIAL-LINA networks exhibit
attractive thermal properties and furthermore the highest inhibition observed against S. aureus.
Moreover, these new bio-based materials are not affected by water penetration under high
moisture conditions. Using natural terpenes as crosslinking units represents a promising route
for the preparation of new efficient bioactive materials. It will allow further investigations with
varying terpenes units and rigid co-monomers in order to develop antifouling applications.
However, in the future it may be appropriate to associate different terpenes to the combination

to obtain synergic effects on various bacteria strains.
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Dans cette premiere partie du chapitre Il, des co-réseaux d’origine biosourcée a base
d’isosorbide fonctionnalisé et de linalol ont été élaborés par réaction thiol-ene photoamorceée.
Grace aux propriétés de solvant du monoterpéne, aucun solvant n’a été utilisé pour
homogénéiser le mélange réactionnel initial ce qui s’inscrit parfaitement dans les principes de
la chimie verte. Des matériaux souples et transparents, aux propriétés thermiques prometteuses

(résistance thermique >280°C) ont été obtenus aprés 300 s d’irradiation UV.

L’étude des propriétés antibactériennes de ces réseaux a permis de confirmer les propriétés
antiadhésives intrinséques du linalol et ce méme lorsque celui-ci est lié de facon covalente au
réseau. En effet, dans le cas de la souche S. aureus, I’introduction de 30% en masse de linalol
dans les matériaux entraine une réduction de 38% de 1’adhésion des bactéries allant jusqu’a
83% lorsque le pourcentage massique du linalol atteint 50%. Dans le cas de la souche E. coli,
tous les co-réseaux ont démontré une activité antibactérienne prometteuse méme dans le cas
des réseaux ne contenant pas de linalol ce qui peut s’expliquer par le caractére hydrophobe de

la surface.

L’introduction d’une molécule cyclique a comme attendu augment¢ la rigidité des réseaux qui,
contrairement aux premiers essais sur les réseaux 100% linalol, sont manipulables. Il serait
intéressant a présent d’étudier si la nature du cycle utilisé peut avoir une influence sur les

propriétés thermo-mécaniques et biologiques des matériaux obtenus.

139



1)
)
©)
(4)

()

(6)

(7)

(8)

9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

EuropaBio | We promote an innovative and dynamic environment for the biotech
industry in Europe http://www.europabio.org/ (accessed Dec 2, 2016).

Pa, W.; Chu, F.; Tang, C. Progress in renewable polymers from natural terpenes,
terpenoids, and rosin. Macromol. Rapid Commun. 2013, 1 (34), 8-37.

Holmberg, A. L.; Reno, K. H.; Wool, R. P.; Epps, T. H. Biobased building blocks for the
rational design of renewable block polymers. Soft Matter 2014, 10 (38), 7405-7424.
Barros, M. T.; Petrova, K. T.; Ramos, A. M. Potentially biodegradable polymers based
on a- or B-pinene and sugar derivatives or styrene, obtained under normal conditions and
on microwave Irradiation. Eur. J. Org. Chem. 2007, 2007 (8), 1357-1363.

Firdaus, M.; Meier, M. A. R.; Biermann, U.; Metzger, J. O. Renewable co-polymers
derived from castor oil and limonene. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2014, 116 (1), 31-36.
Singh, A.; Kamal, M. Synthesis and characterization of polylimonene: polymer of an
optically active terpene. J. Appl. Polym. Sci. 2012, 125 (2), 1456-1459.

Nostro, A.; Ribaltone, S.; D’Arrigo, M.; Botta, L.; Filucamo, A.; Antrazzoli, M.;
Bisignano, G. Development and characterization of essential oil component-based
polymer films: a potential approach to reduce bacterial biofilm. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2013, 97 (21), 9515-9523.

Lang, G.; Buchbauer, G. A review on recent research results (2008-2010) on essential
oils as antimicrobials and antifungals. A review. Flavour Frangrance J. 2012, 27 (1),
13-39.

lacobellis, N. S.; Lo Cantore, P.; Capasso, F.; Senatore, F. Antibacterial activity of
Cuminum cyminum L. and Carum carvi L. essential oils. J. Agric. Food Chem. 2005, 53
(1), 57-61.

Kubo, I.; Fujita, K.-I.; Kubo, A.; Nihei, K.-1.; Ogura, T. Antibacterial activity of
Coriander volatile compounds against Salmonella Choleraesuis. J. Agric. Food Chem.
2004, 52 (11), 3329-3332.

Shah, A. A.; Wang, C.; Chung, Y.-R.; Kim, J.-Y.; Choi, E.-S.; Kim, S.-W. Enhancement
of geraniol resistance of Escherichia coli by MarA over expression. J. Biosci. Bioeng.
2013, 115 (3), 253-258.

Arrieta, M. P.; Lopez, J.; Hernandez, A.; Rayon, E. Ternary PLA-PHB-Limonene blends
intended for biodegradable food packaging applications. Eur. Polym. J. 2014, 50 (1),
255-270.

Mourtzinos, I.; Kalogeropoulos, N.; Papadakis, S. E.; Konstantinou, K.; Karathanos, V.
T. Encapsulation of nutraceutical monoterpenes in b-cyclodextrin and modified starch.
J. Food Sci. 2008, 73 (1), 89-94.

Robertson, M. L.; Paxton, J. M.; Hillmyer, M. A. Tough blends of polylactide and castor
oil. ASC Appl. Mater. Interfaces 2011, 3 (9), 3402-3410.

Sanchez-Gonzalez, L.; Chafer, M.; Hernandez, M.; Chiralt, A.; Gonzalez-Matinez, C.
Antimicrobial activity of polysaccharide films contaning essential oils. Food Control
2011, 22 (8), 1302-1310.

Tackenberg, M. W.; Marmann, A.; Thommes, M.; Schuchmann, H. P.; Kleinebudde, P.
Orange terpenes, carvacrol and a-tocopherol encapsulated in maltodextrin and sucrose
matrices via batch mixing. J. Food Eng. 2014, 135 (1), 44-52.

Jouki, M.; Yazdi, F. T.; Mortazavi, S. A.; Koocheki, A. Quince seed mucilage films
incorporated with oregano essential oil: Physical, thermal, barrier, antioxydant and
antibacterial properties. Food Hydrocoll. 2014, 36 (1), 9-19.

140



(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)
(24)
(25)
(26)
(27)
(28)
(29)
(30)
(31)

(32)

(33)

(34)

(35)
(36)

(37)

Bolton, J. M.; Hillmyer, M. A.; Hoye, T. R. Sustainable thermoplastic elastomers from
terpene-derived monomers. ASC Macro Lett. 2014, 3, 717-720.

Bazaka, K.; Jacob, M. V.; Truong, V. K.; Crawford, R. J.; Ivanova, E. P. The effect of
polyterpenol thin film surfaces on bacterial viability and adhesion. Polymers 2011, 3 (1),
388-404.

Claudino, M.; Mathevet, J.-M.; Jonsson, M.; Johansson, M. Bringing D-limonene to the
scene of bio-based thermoset coatings via free-radical thiol-ene chemistry:
macromonomer synthesis, UV-curing and thermo-mechanical characterization. Polym.
Chem. 2014, 5 (9), 3245-3260.

Zygadlo, J. A.; Maestri, D. M.; Lamarque, A. L.; Guzman, C. A.; Velasco Negueruela,
A.; Pérez-Alonso, M. J.; Garcia-Vallejos, M. C.; Grosso, N. R. Essential oil variability
of Minthostachys verticillata. Biochem. Syst. Ecol. 1996, 24 (4), 319-323.

Zygadlo, J. A.; Juliani, H. R. Bioactivity of essential oil components. Curr. Top.
Phytochem. 2000, 3 (1), 204-214.

Habibi, Z.; Yousefi, M.; Mohammadi, M.; Eftekhar, F.; Biniyaz, T.; Rustaiyan, A.
Chemical composition and antibacterial activity of the volatile oils from Artemisia
turcomanica. Chem. Nat. Compd. 2010, 46 (5), 819-821.

Lo Cantore, P.; lacobellis, N. S.; De Marco, A.; Capasso, F.; Senatore, F. Antibacterial
activity of Coriandrum sativum L. and Foeniculum vulgare Miller Var. vulgare (Miller)
essential oils. J. Agric. Food Chem. 2004, 52 (26), 7862—7866.

Park, S.-N.; Kyong Lim, Y.; Oliviera Freire, M.; Cho, E.; Jin, D.; Kook, J.-K.
Antimicrobial effect of linalool and a-terpineol against periodontopathic and cariogenic
bacteria. Anaerobe 2012, 18 (3), 369-372.

Lecamp, L.; Houllier, F.; Youssef, B.; Bunel, C. Photoinitiated cross-linking of a thiol—
methacrylate system. Polymer 2001, 42 (7), 2727-2736.

Nilsson, C. Genetic Studies of Psoriasis and Psoriatic Arthritis; 2008.

Nilsson, C.; Malmstrom, E.; Johansson, M.; Trey, S. Dendrimers in thiol-ene crosslinked
networks and the effect of subsequent generations on thermoset properties. J. Polym. Sci.
Part Polym. Chem. 2009, 47 (2), 589-601.

Nilsson, C.; Malmstrom, E.; Johansson, M.; Trey, S. M. Methacrylated dendrimers in
thiol-methacrylate networks and the effect of conversion on the thermoset properties. J.
Polym. Sci. Part Polym. Chem. 2009, 47 (21), 5815-5826.

Stoss, P.; Hemmer, R. Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry; 1991.
Thiem, J.; Ldders, H. Synthesis of polyterephthalates derived from diahydroxitols.
Polym. Bull. 1984, 11 (3), 365-369.

Chatti, S.; Weidner, S.; Fildier, A. Copolyesters of isosorbide, succinic acid and
isophtalic acid: biodegradable hight Tg engineering plastics. J. Polym. Sci. Part Polym.
Chem. 2013, 51 (11), 2464-2471.

Kricheldorf, H. R. “Sugar diols” as building blocks of polycondensates. J. Macromol.
Sci. Rev. Macromol. Chem. Phys. 1997, 37 (7), 599-631.

Kricheldorf, H. R.; Behnken, G.; Sell, M. Influence of isosorbide on glass-transition
temperature and crystallinity of poly(butylene terephtalate). J. Macromol. Sci. Part Pure
Appl. Chem. 2007, 44 (7), 679-684.

Chrysanthos, M.; Galy, J.; Pascault, J.-P. Preparation and properties of bio-based epoxy
networks derived from isosorbide diglycidyl ether. Polymer 2011, 52 (16), 3611-3620.
Lowe, A. B. Thiol-ene “click” reactions and recent applications in polymer and materials
synthesis. Polym. Chem. 2010, 48 (1), 17-36.

Jing, X.; Yue, J.; Li, X.; Mo, G.; Wang, R.; Huang, Y. Modular functionalization of
amphiphilic block copolymers via radical-mediated thiol—ene reaction. Macromolecules
2010, 43 (23), 9645-9654.

141



(38)

(39)

(40)

(41)

(42)
(43)
(44)

(45)
(46)

(47)

(48)

Feng, X.; East, A. J.; Hammond, W. .; Zhang, Y.; Jaffe, M. Overview of advances in
sugar-based polymers. Polym. Adv. Technol. 2011, 22, 139-150.

Lorenzini, C.; Versace, D. L.; Gaillet, C.; Lorthioir, C.; Boileau, S.; Renard, E.; Langlois,
V. Hybrid networks derived from isosorbide by means of thiol-ene photoaddition and
sol-gel chemistry. Polymer 2014, 55 (17), 4432—-4440.

Lorenzini, C.; Renard, E.; Bensemhoun, J.; Babinot, J.; Versace, D.-L.; Langlois, V.
High glass transition temperature bio-based copolyesters from poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate) and isosorbide. React. Funct. Polym. 2013, 73 (12), 1656-1661.
Meier, M. A. R.; Firdaus, M.; Montero de Espinosa, L. Terpene-based renewable
monomers and polymers via thiol-ene additions. Macromolecules 2011, 44 (18), 7253—
7262.

Carlsson, I.; Harden, A.; Lundmark, S.; Manea, A.; Rehnberg, N.; Svensson, L.; Belfield,
K. D.; Crivello, J. V. Photoinitiated Polymerization; 2003; Vol. 847.

Sangermano, M.; Colucci, G.; Fragale, M.; Rizza, G. Hybrid organic—inorganic coatings
based on thiol-ene systems. React. Funct. Polym. 2009, 69 (9), 719-723.

Franklin, T. J.; Snow, G. A. Biochemistry of Antimicrobial Action; Chapman & Hall
LTD: London, 1981.

Sussman, M. Escherichia Coli: Mechanisms of Virulence; 1997.

James, N. R.; Jayakrishnan, A. Surface thiocyanation of plasticized poly(vinyl chloride)
and its effect on bacterial adhesion. Biomaterials 2003, 24 (13), 2205-2212.
Koutsoudaki, C. K., Martin and Rodger, Alison. Chemical composition and antibacterial
activity of the essential oil and the Gum of Pistacia lentiscus Var. chia. J. Agric. Food
Chem. 2005, 53 (20), 7681-7685.

Aiemsaard, J.; Aiumlamai, S.; Aromdee, C.; Taweechaisupapong, S.; Khunkitti, W. The
effect of lemongrass oil and its major components on clinical isolate mastitis pathogens
and their mechanisms of action on Staphylococcus aureus DMST 4745. Res. Vet. Sci.
2011, 91 (3), 31-37.

142



1.4 Synthese de co-réseaux a base d’isosorbide fonctionnalisé et de linalol

11.4.1 Introduction du sous-chapitre

Comme nous I’avons montré dans la partie précédente, 1’incorporation d’une molécule bi-

cyclique dans un réseau permet d’augmenter ses propriétés mécaniques.

Dans cette deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés a 1’introduction d’un synthon
aromatique, I’eugénol, qui constitue le composé phénolique majoritaire de I’huile essentielle de
clou de girofle afin de I’associer au linalol. En effet, ce composé phénolique est particulierement
intéressant puisqu’il est facilement accessible en termes de colt et de disponibilité

(http://www.presidence.gov.mg/inauguration-de-lusine-natema-du-groupe-givaudan-

confiance-des-investisseurs-et-decentralisation-economique/).

De plus, les propriétés biologiques de cette molécule sont depuis longtemps reconnues
puisqu’elle est largement utilisée en dentisterie pour la préparation de résines dentaires (Sticht,
J. Dent.bRes., 6, 1971 ; Laekeman, Phytoter. Res., 4, 1990 ; Kaplan, Dent. Traumatol., 15,
1999; Feng, Neuropharmacology, 26, 1987).

Outre les propriétés antibactériennes de cette molécule, 1’eugénol présente 1’avantage d’étre
fonctionnalisé ce qui permet la synthése d’un dérivé difonctionnel par réaction Williamson de
type SN2. De plus, la présence d’une double liaison sur 1’eugénol natif permet de ’associer au

réseau tout en conservant la fonction phénol.

Cette partie sera par conséquent consacrée a la synthése de co-réseaux a base d’eugénol
fonctionnalisé et de linalol comme dans la premiére partie du sous-chapitre 2 en vue de
comparer I’influence de la nature du composé cyclique sur les propriétés thermo-mecaniques
et biologiques du matériau. De plus, des co-réseaux associant 1’eugénol fonctionnalisé a
I’eugénol natif ont également été élaborés afin d’introduire des fonctions phénol susceptibles
d’exacerber les propriétés antibactériennes et antioxydantes des matériaux obtenus. Ces
réactions ont permis l’obtention de matériaux souples et transparents dont les propriétés

thermique et mécanique ont été caractérisees.

Les résultats de ces travaux seront présentés dans I’article intitulé : Antibacterial and
antioxidant bio-based networks derived from eugenol using photo-activitated thiol-ene reaction

paru dans Reactive and Functional Polymers (101, 2016, 47-53).
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Bio-based networks derived from eugenol and linalool were prepared with an eco-friendly
process by photoactivated thiol-ene reactions. Allyl derivative Eugenol, AE, prepared by a
nucleophilic substitution was combined with linalool, L, a monoterpene presents in the lavender
essential oil, well known to its antibacterial activity or with Eugenol, E, a sustainable
antioxidant molecule major component of the essential oil of clove. The photoactivated thiol-
ene reaction is a quick room temperature straightforward way to obtain renewable crosslinked
networks. Two bacteria strains were used in vitro to evaluate the resistance to bacterial adhesion
and the DPPH method was used to determine the antioxidant properties of the networks. As
expected, the results showed a promising anti-adhesion activity against S. aureus and E. coli
due to the presence of eugenol moieties. Moreover, the phenol groups of eugenol provide an

antioxidant activity characterized by a radical scavenging activity of 90%.

Nowadays, industrial chemicals and materials are mainly derived from fossil resources that are
both less available and a major source of undesirable greenhouse gas emissions. The challenges
of reducing the emissions of CO., and more generally, the impacts on the environment, weigh
more and more in balance of the governments, industries and consumers. The share of
renewable carbon in the products of the chemical industry should raise 15% in 2017 against 7%
today?. In the same way, American studies estimate that 90% of organic chemical products will
come from renewable resources by 20902, Therefore, it is crucial to propose new renewable
resources as an alternative of petrochemical products especially for the polymer industry.
Various bio-based monomers derived from bio-sourced raw materials (starch, cellulose, vegetal
oils...) are already used for the production of polymers® but the sustainable bio-based
monomers obtained by bio-refinery process are aliphatic or cycloaliphatic. Bio-based aromatic
compounds can be extracted from the lignin or tannins but their industrial valorisation is limited
by their structural complexity. Currently, only vanillin is industrially extracted from the lignin.
A variety of high performance resins*® and polymers®’ have been recently developed with the
derivatives of vanillin. Furthermore, essential oils constitute another source of free mono-

aromatic compounds with a large spectrum of chemical structures. Among them, Eugenol is a
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very interesting phenolic compound extracted from the clove oil, readily available which can
be considered as an inexpensive functional monomer. The presence of two functional groups,
vinyl and phenol groups, allowed the preparation of polyacetylenes®®, aromatic copolyesters'®
or multiblock copolymers't. A variety of eugenol derivatives including bisphenol*?, bisepoxy*?,
allyl-etherified eugenol***® or methacrylic derivatives have also been used to prepare renewable
resins®®, The biological properties of eugenol have long been used in dentistry!’-?° to prepare
dental resins. The terpenes are also abundant and inexpensive bio-based molecules. Several
recent publications report the incorporation of essential oils as additives to prepare active
packaging®~2*. Linalool, L, is an oxygenated terpenoid, which also provides very attractive
antibacterial properties?®>2°,

In this context, we prepared UV-cured networks by using thiol-ene formulation with allyl
eugenol, (AE), Eugenol (E) or Linalool (L) as shown in Figure 94. To overcome the problem
of the disappearance of antibacterial molecules over time, it is therefore worth considering to
covalently-link the active molecules to ensure a more sustainable antimicrobial property. The
main challenge of our study is, on the one hand, to probe the preservation of the antibacterial
property of the cross-linked eugenol and, on the other hand, to enhance the activity by using
eugenol (E) and linalool (L). The covalent insertion of native eugenol in the network should
upgrade the antibacterial adhesion and the antioxidant properties thanks to the presence of
phenol groups. Moreover, the introduction of an intrinsically anti-bacterial acyclic monoterpene,
linalool, should modulate the mechanical properties of the material. Thermomechanical
properties of the resulted materials were investigated and the effects of the composition on these
properties are discussed. Their antioxidant activity and bacterial adhesion against the both
pathogenic mono-species, Staphylococcus aureus and Escherichia coli are studied.
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Figure 94: Synthesis of the allyl-eugenol AE and the formation of the allyl-eugenol /eugenol AE/E or allyl-eugenol
/linalool AE/L networks by thiol-ene reaction.

11.4.4 Experimental Section

11.4.4.1 Materials
Trimethylolpropane tris(3-mercaptopropionate) > 95% (Trithiol), linalool (L) 97% and

potassium carbonate (K2CO3) 99% were purchased from Aldrich. Eugenol (E) 99% and allyl
bromide 99% stab. with 300-1000 ppm propylene oxide were obtained from Alfa Aesar. 2,2-
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dimethoxy-1,2-diphenylethan-1-one (DMPA) was provided by BASF company. N,N-
dimethylformamide anhydrous, methanol and ethyl acetate were purchased from Carlo Erba
Reagents. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and Lysogeny Broth, Miller (LB medium)
were purchased from Aldrich. Other chemicals for this study were analytic reagents obtained

from Aldrich and used without purification.

'"H NMR (400 MHz) spectra were recorded on a Bruker AV 400M in CDCl; at 25°C. FT-IR
spectra were recorded on a Bruker Tensor 27 spectrometer with 32 scans equipped with an ATR
apparatus. Measurements were performed on a Horiba Xplora confocal Raman microscope
(Horiba Jobin Yvon) equipped with an external excitation source (638 nm He-Ne laser). The
objective lenses used in the study were 50x long-working distance (Long Working Distance M
Plan Semi-Apochromat, LMPLFL50x, Olympus) and 10x (M Plan Achromat, MPLN10x,
Olympus), operating in air. Spectral acquisition was obtained using LabSpec software (Horiba
Scientific, Edison, New Jersey). Raman spectra were recorded at a resolution of 1 cm™! in the
range between 4000 and 200 cm™!. Repeated acquisitions using the highest magnification were
accumulated to improve the signal-to-noise ratio. Spectra were calibrated using the 520.5 cm™!
line of a silicon wafer. Spectral details were as following; objective: x 50, filter: 100 %,
exposition: 10, slit: 50, hole: 500. Spectra were averaged from two to five accumulations, each
with an acquisition time ranging from 15 s to 5 min. The conditions of measurement were
adjusted depending on the type of the matrices to obtain a good signal-to-noise ratio.

X-ray photoelectron (XPS) measurements were made with a Thermo Scientific K-Alpha
apparatus. Survey scans were done using a monochromatic Mg Ka X-ray source (12 KeV, 2
mA) with a spot diameter of 25 mm? operated in a low power mode (24 W). A pass energy of
10 eV was used for the detailed XPS scans. XPS spectra were obtained with an energy step of
0.05 eV with a dwell time of 200 ms. Data acquisitions have mainly been focused on the Cls,
Ols core level lines. The spectra obtained were treated by means of the “Avantage” software
provided by ThermoFisher. The Cls and Ols envelopes were analyzed and peak-fitted using
Gaussian line shapes. The binding energy scale was fixed by assigning a binding energy of
284.8 eV to the—CH— carbon (1s) peak.

Water contact measurements were performed with the Drop Shape Analysis system Kriiss Easy

DROP Contact Angle measuring system apparatus controlled by the DSA software.
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The thermal properties of the networks were measured by Differential Scanning Calorimetry
(DSC). The measurements were conducted on Perkin Elmer Diamond DSC apparatus according
to the following heating programs: heating from —60 to 170°C at 20°C.min"!, cooling to —60°C
at 200°C.min"" holding at 60°C for 5 min and heating to 170°C at 20°C.min"' to determine the
glass transition temperatures. Thermogravimetric analyses (TGA) were performed on a Setaram
Setsys Evolution 16 apparatus by heating from 20°C to 800°C at 10°C.min"' under argon
atmosphere. Mechanical properties were conducted at room temperature on an Instron 5965

apparatus equipped with a 20mN sensor at a crosshead displacement rate of lmm.min.

Synthesis of allyl-eugenol (AE)

Allyl-eugenol was synthesized by the Williamson reaction. Eugenol (2 g, 1.2.102 mol) was
dissolved in 20 mL of N,N-dimethylformamide and 2 eq of K»CO3 were added. The mixture
was cooled in an ice bath. The solution became yellow and turned green. Allylbromide (2 eq)
were added dropwise by a funnel and the solution was stirred for 72h. Then, a large volume of
water was added and the solution was stirred 30min. Finally, the solution was several extracted
with ethyl acetate and the organic layer was washed with water, then dried under MgSO4 and
concentrated to give the final yellow liquid product with a yield of 90 %. The "H NMR spectrum
(Figure 95) shows the appearance of new signals at 5.96, 5.39 and 5.26 ppm characteristic of
unsaturated allyl groups derived from etherification reaction of eugenol which confirms the
success of the reaction. The etherification reaction was quantitative as indicated by the ratios

of both alkene groups.
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Allyl-eugenol/eugenol networks preparation, AE/E networks

As an example, the synthesis of 70-30 (w/w%) AE/E network (SH/C=C = 1) is described here.
E (84 uL, 90 mg, 4.4.10* mol) and DMPA (3% w/w) were dissolved in AE (210 mg, 1.3.10°
mol). Trithiol (429 mg, 1.1.10 mol, 1eq. SH/C=C) were added to the solution. The formulation
was poured into a silicone mould (1.8 x 4 cm) and heated at 60 °C during at least 1 h then
irradiated 5 min at room temperature by Lightning LC8 (L8251) from Hamamatsu equipped
with a mercury-xenon lamp (200W) coupled with a flexible light guide. The end of the guide
was placed at 11cm of the sample to give the transparent and flexible resulted material. The
maximum UV light intensity at the sample position was measured by radiometry (International
Light Technologies ILT 393) to be 180 mW.cm™ in the 250-450 nm. The extent of conversion
was measured via FT-Raman spectroscopy from the band 2600 cm™' corresponding to the SH
bonds after the normalization of the spectrum to the ester carbonyl peak at 1735 cm™'. The

relative conversion @ was calculated according to the Equation 2:
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a= (R"R—‘OR‘) x 100

. I e I C
With Ry = Ii , before irradiation and R; = Ii , after irradiation
Cc=0 Cc=0

Water uptake determination

Prior to the water uptake measurements, the samples were dried under vacuum. They were
placed in a conditioning closed chamber over a saturated solution of NaCl to obtain a water
saturated atmosphere of 75% at room temperature. The percentage uptake of moisture into the
material was measured by a coulometric method at t = 0 s and after 18 h. The 831 K F

Coulometer Metrohm was equipped with a 728 Stirrer and an 860 KF Thermoprep Metrohom.

Soluble extract determination
The samples were treated with 10 mL of diethyl ether stirred in a flask during 3h at room
temperature. The remaining residue and the film were weighed after the solvent evaporation

under vacuum.

Real Time Fourier Spectroscopy kinetics of allyl eugenol AE conversion in network
formed by photochemistry

Kinetics of the photo-addition reactions were followed by Real-Time Fourier Transform Infra
Red Spectroscopy (RT-FTIR) using a Thermo-Nicolet 6700 instrument and 80 pL of a liquid
mixture composed of AE, L or E and trithiol. The photoinitiator (DMPA) was dissolved to a 3
% w/w dilution. This sample was applied to a BaF> chip by a calibrated wire-wound applicator.
The thickness of the UV curable film was estimated to be 4 um. The RT-FTIR analyses were
carried out under laminated conditions: a polypropylene film was deposed on the top of the
photosensitive layer to prevent oxygen diffusion. Samples were simultaneously exposed for a
few seconds to both the UV beam, which starts the photoreaction, and the IR beam which
analyzes the extent of the photoreaction in situ. The mixture was irradiated at room temperature
with the Hamamatsu lightening cure LC8 (L8251), equipped with a Mercury-Xenon lamp (200
W) coupled with a flexible light guide. The end of the guide was placed at a distance of 11 cm
of the sample’s surface. The light intensity on the surface of the sample was about 180 mW.
cm2. The thiol-ene photo-addition was monitored by the disappearance of the C=C bonds of

(AE) at 1647 cm™ and of the SH bonds of the trithiol at 2560 cm™.
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Bacterial adhesion

The anti-adherence activity of the networks was evaluated using two pathogenic bacterial
strains: Staphylococcus aureus ATCC6538 (Gram-positive) and Escherichia coli ATCC25922
(Gram-negative) which were grown aerobically at 37°C overnight on LB medium before the
bacterial adhesion tests. The samples of AE-based networks were immersed lh at 37°C and
stirred in the bacterial suspension of the two different strains (Abssoonm = 0.05). The non-
adherent bacteria were then removed from the network surface by several washes with a
physiological saline buffer. The networks were then submitted to vortex and ultrasounds in a
minimum volume of saline buffer to unhook fasten bacteria. Finally, 100 pL of this resulting
viable bacteria suspension were inoculated onto the surface of a PCA agar (Plate Count Agar)
Petri dish. After 24 h of incubation at 37 °C in aerobic conditions, the antibacterial activity was
measured by counting CFUs for the different strains. Each experiment was performed in six
replicates. The software R was used to analyse the data. At least, six replicates of the
experiments were conducted in order to allow a significant statistical analysis. The ANalysis
Of the VAriance (ANOVA) statistical test was used and significant differences (p < 0.05)
among antibacterial properties of the networks were detected thanks to the multiple range test

of Duncan.

Antioxidant Activity

The antioxidant activity of the networks was determined according to the DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) method®*3*2, About 100 mg of the network were immersed in 4 mL of 0.1
mM DPPH solution (in methanol). This solution was then left in the dark for 60 min at room
temperature. The radical scavenging activity was measured by using a Varian Cary 50 Bio UV-
Visible spectrophotometer controlled by the CaryWinUV software. The DPPH solution is well
known to have a maximum absorption band at 517 nm. The antioxidant activity was therefore
determined by monitoring the decrease of the absorbance at this wavelength. The radical

scavenging activity was calculated according to the Equation 3:

Radical scavenging activity (%) = (AZPAS

) x 100 Equation 3

ref

where Aref corresponds to the absorbance of the 0.1 mM DPPH solution without network and

As corresponds to the absorbance of the 0.1 mM solution of DPPH with the network at 517 nm.
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This study entails the design of photoinduced thiol-ene networks based on allyl-eugenol (AE),
eugenol (E) or linalool (L) in presence of DMPA (Figure 94). The first step consisted in the
synthesis of allyl eugenol (4E) by reaction of eugenol with allyl bromide. The eugenol
networks were prepared by thiol-ene reaction of unsaturated AE with the trithiol in presence of
DMPA as photoinitiator under UV irradiation. This procedure is an easy and modular synthetic
methodology for the preparation of networks with variable properties as it was previously
described*. For this study, materials containing different percentage of AE, from 50 to 100 %,
were prepared. For all compositions studied, the initial stoichiometry C=C/SH was maintained
to 1/1. Figure 96 shows the FT-IR spectra of E, AE and AE/E (70/30) mixture before
irradiation. The stretching band of C=C groups for both AE and E appears at 1647 cm™ and the
absorption of the SH groups can be identified at 2560 cm™!. The success of the reaction was
confirmed by the decrease of the SH bond after irradiation. The kinetics profiles of the
disappearance of the SH functions was determined (Figure 97). After 50 s of irradiation, high
conversations (80-85%) of SH were obtained, confirming the efficacy and the speed of the
reaction. Raman spectroscopy has been also used to follow the cross-linking process of our
different compositions. Figure 98 shows a characteristic peak at 1700 cm™ for the carbonyl
group and a strong characteristic peak at 2570 cm™! for the SH group facilitating the calculation
of the conversion in comparison with FTIR results. Different samples were prepared by varying
the percentage of linalool from 0 to 100%.

In the case of the monofunctional eugenol, only 30% can be added since higher amounts led to
insufficiently cross-linked materials. Nevertheless, the weight percent of linalool can increase
50% thanks to the presence of the two double bonds able to react by thiol-ene reaction. As
reported in Table 3, the conversion of SH group, determined by Raman spectroscopy was
higher than 90 % in comparison with the one measured in laminated conditions by FTIR (80-
85 %). This difference can be explained by the difficulty to monitoring the SH band by Real-
Time FTIR due to the weakness of the SH band. However, despite the stoichiometry, a total
conversion was not achieved. By contrast, the study of the soluble extract (< 5%) highlighted a
high cross-linking density. The non-quantitative conversion may due to the decrease of the

molecules mobility at high conversion that diminishes the access to reactive groups.
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Figure 96: FTIR spectra of allyl-eugenol (AE), linalool (L) and allyl-eugenol/linalool (AE/L) (70/30) in presence of
trithiol before irradiation.
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Figure 97: Real -time FTIR kinetic profiles of the formation of allyl-eugenol AE networks with trithiol in presence of
DMPA(3w1%) in laminated conditions Xe-Hg lamp (1=100%b).
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Figure 98: RAMAN spectra of AE/L (70/30) (a) before and (b) after 300s of irradiation.

Table 3: Characteritics of allyl-eugenol/eugenol AE/E or allyl-eugenol/linalool AE/L networks

Composition
AE/L (100/0) AE/L (70/30) AE/E (70/30) AE/L (50/50)
(w/w %)
Thickness
0.25+0.01 0.43+0.01 0.24 +£0.03 0.34 +£0.03
(mm)
SH Conversion®
95 92 93 92
(%)
Soluble extract®
3 1 3 3
(%)

ADetermined by RAMAN, YDetermined by gravimetry

11.4.5.2 Characterization of the networks

As expected, the water contact angle diminishes from 73° to 62° with the decrease of the
aromatic moieties amount from 100 % to 50 % (Table 4). To investigate the presence of
functional groups outsourced to the surface of the networks, XPS analyses were performed. The
deconvolution of the Cls band (Figure 99) reveals that AE/L (70/30 and 50/50) and AE/E
(70/30) are composed of five peaks. Table 5 presents the values of binding energy and relevant

content of functional groups. Based on binding energy, the characteristics peaks at 284.3, 284.8,
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285.7, 286.4 and 289.2 eV are attributed to C-C aromatic (A), C-C/C-H aliphatic (B), C-OH

phenolic and aromatic ether (C), C-OH and aliphatic ether (D), and C=0 (E) respectively. The

34-37

assignments are in agreement with the literature and the C-S peak cannot be distinct in the

spectra due to the overlap by the C-C peak®. For 100% AE, an additional peak appears

corresponding to m-t* transitions in the aromatic carbon at 289.5 eV (F).
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As reported in the Table S, the intensities of the peaks C and D corresponding to both C-O
(aromatic and aliphatic) are higher for AE network than these obtained in the case of the AE/E
(70/30) network. This is in line with the chemical structure of AE that contains two types of
Caromatic-O-Caliphatic bonds. The Cls peaks of AE/L are quite similar to those of the AE/E, but
the ratio D/C in AE/L networks is higher than those obtained in the AE/E material. This ratio
increases slightly with the linalool content suggesting that the hydroxyl groups from linalool
are located on the surface. In the same way, for an equal proportion of eugenol (Figure 99 b et
¢) the peak C is higher for the 4 E/E network in comparison with the AE/L meaning that phenol
groups are present on the surface which should play a valuable role in the biological properties.
Furthermore, the water sensitivity of the networks was investigated by measuring the amount
of water taken up by conventional Karl Fisher titration. The water uptakes remained lower than

5 % after 18 h exposition to an atmosphere with about 75 % of relative humidity indicating that
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the samples were not sensitive to water. These results can be explained by the presence of
aromatic moieties deriving from the eugenol. Thus, the mechanical integrity will be preserved
after being exposed to an aqueous medium and no degradation reactions will be occurred.

Mechanical and thermal properties were investigated and reported in Table 4. The formation
of flexible thioether linkages induces low glass transition temperatures (< 0°C) as reported
previously***!. The Tg values do not vary significantly with the composition of the networks
suggesting that the cross-linking density is similar. Thermal degradation was determined by
TGA at the temperature corresponding to 5 % of mass loss. The thermal degradation
temperatures of AE/L and AE/E networks were between those of linalool and AE networks.
The presence of AE aromatic units increases the thermal stability. The determination of the
Young’s modulus (E), the strain (€) and the tensile stress (cr) was performed. Mechanical results
obtained from stress-strain curves are listed in Table 4 and presented in Figure 100. Similar
trends were observed in the strain and the tensile stress values of the materials, reflecting the
interplay between the linear soft linalool units and the crosslink density. The introduction of the
monofunctional eugenol in the formulation leads to a reduction in the mechanical properties

due to a decrease of crosslinking.

o Water up
Composition ~ Tg? Ts06?) Q° EY or? er? rakee)
ake
(wiw %) (°C) (°C) (®) (MPa)°  (MPa) (%) )
0
AE/E (100/0) -1 323 73 51+04 21+£01 48+4 0.2
-5
AE/L (70/30) 301 70 3.7+03 27+03 506 0.4
AE/L
-5 271 62 31+£02 23%0.1 50%3 0.5
(50/50)
AE/E
-4 305 83 1.1+01 0.7+£002 92+10 0.3
(70/30)

ADetermined by DSC, " Tsy : temperature of 5% weight loss of the networks determined by TGA, 9Determined by water
contact measurements, 9Determined by tensile measurements, ®Determined by coulometry after 18h of exposure
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Peak A B C D E F

c=C C-C/C-H C-O/C-OH C-O/C-OH C=0 -

Composition aromatic aliphatic

P 28426V 28486V o\ 282 Loy 2885eV  2893eV
AE/E (100/0) 8.6 24.7 23.1 29.1 5.8 8.6
AE/E (70/30) 17.1 46.5 16.2 12.6 7.6
AE/L (70/30) 54 60.7 9.9 14.5 9.4
AE/L (50/50) 6.2 58.5 9.6 16.2 9.4

G (MPa)

(d)

T T 1
100 150

The anti-adhesion properties of the networks were studied with the two strains of bacteria after
1h of incubation in the bacterial suspension. Figure 101 shows the number of adhered bacteria
(CFU/cm?) calculated by the ANOVA and StatAdvisor post-tests. The bacterial adhesion
depends on the strains of the bacteria. The CFU/cm? values of S. aureus were systematically
lower than those obtained with E. coli. These results indicate that the systems based on AE
alone or associated with eugenol or linalool present intrinsic antifouling properties. Indeed, the
adhesion is lower with eugenol derivatives, indicating that the presence of the aromatic moieties

induces an increase of the antibacterial efficiency. It can be assumed that the decreasing of the
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bacterial adhesion can be related to the higher hydrophobicity of the AE networks. The presence
of linalool led to a lower efficiency towards the bacteria adherence. Presumably, these results
are partly linked to the presence of the aromatic derivatives and are independent-from the
hydroxyl amounts. S. aureus exhibits a preference for the attachment on hydrophobic

surfaces®*

and, the anti-adherence activity showed here can be explained by the aromatic
moieties of the eugenol. Furthermore, the phenol group in the AE/E 70/30 networks showed an
improving anti-adhesive property as it was reported in the case of free eugenol***>. The
presence of 30 wt % of eugenol in the AE networks decreased the CFU/cm? values of 57 % for
S. aureus strains but there was no statistically significant difference for E. coli according to the

ANOVA statistical test since the AE networks exhibit a promising anti-adhesive property which

was not significantly improved by introducing 30 wt % of eugenol (Figure 101).
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Figure 101: Antibacterial tests of allyl-eugenol/eugenol AE/E and allyl-eugenol/linalool AE/L networks.

11.4.5.4 Antioxidant activity

DPPH is a free radical widely used to determine the antioxidant activity of molecules®*3%-31:46:47,
Indeed, when this radical having a maximum of absorption at 517 nm, reacts with an hydrogen
donor such as antioxidant, the absorbance decreases*® and consequently there is a discoloration
of the solution from purple to pale yellow. The results of the antioxidant activity of the networks
are shown in Figure 102. An increase in the presence of phenol groups in the networks led to

an increase of the activity from 23 % to 90 % for the AE and AE/E (70/30) networks
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respectively. These results were confirmed by the discoloration of the DPPH solution showing

the importance of the presence of phenol group to keep an antioxidant activity.

100 (@ (b) (c) (d)

90 + : .
80 +

70 +

60 +
50 +

40 ¢

30

20 +
10 +
0|
AE (100%) AEIL (70/30) AEIL (50/50) AEE (70/30)

(a) (b) (c) (d)

Figure 102: Antioxidant activity of the networks.

Radical scavenging activity (%)

11.4.6 Conclusion

The powerful of thiol-ene addition was used to design solvent-free bio-based networks from
eugenol and linalool. Transparent networks from sustainable compounds were successfully
synthesized. The photoinitiated thiol-ene addition of allyl-eugenol AE and linalool L or eugenol
E is a straightforward and efficient route to design renewable networks with a high crosslinking
density. Moreover, the anti-adhesion properties against S. aureus and E. coli were particularly
significant for the AE/E (70/30) network. The presence of 30 % of native eugenol with free
phenol moieties promotes the anti-adhesion activity and leads to anti-oxidant properties. Finally,
the new bio-based materials are not affected by water penetration under high moisture
conditions. Eugenol represents a very promising compound for the elaboration of new bio-
based networks. The intrinsic antibacterial and antioxidant properties of this compound could

be very interesting in many fields such as food packaging
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Dans cette deuxieme sous-partie, 1’étude des propriétés antibactériennes contre E. coli et S.
aureus a démontré que les propriétés antiadhésives du linalol et de 1’eugénol étaient conservées
malgré les liaisons covalentes. Celle-ci a également mis en lumiére ’efficacité de 1’eugénol sur
les deux souches par rapport a I’isosorbide puisqu’une diminution de I’adhérence des bactéries
atteignant 93% dans le cas du staphylocoque doré et 80% dans le cas d’Escherichia coli est

observée pour les réseaux 100% eugénol par rapport aux réseaux 100% isosorbide.

De plus, la fonctionnalisation du phénol de 1’eugénol natif n’a pas entrainé de diminution des
propriétés antiadhésives des réseaux. En effet, dans le cas de la souche E. coli, aucune différence
significative des propriétés antiadhésives des réseaux n’a été observée en présence d’eugénol
natif. En revanche, dans le cas de la souche S. aureus, la présence de 30% d’eugénol natif
permet une diminution de 57% de I’adhérence des bactéries. Ainsi, ces deux premiéres parties
du chapitre II ont démontrées I’importance de la présence des fonctions alcool ou phénol, a la
surface des matériaux qui sont responsables de I’interaction avec les membranes des bactéries,

dans I’activité biologique des matériaux.

Outre ses propriétés antibactériennes, 1’eugénol natif posseéde une forte activité antioxydante.
En effet, I’é¢tude des propriétés antioxydantes des matériaux a démontré que la présence de 30%

massique d’eugénol natif dans les matériaux permettait de piéger 90 % des radicaux.

De plus, cette étude a démontré que la nature du cycle (bicyclique dans le cas de I’isosorbide
ou aromatique dans le cas de I’eugénol) n’avait pas d’influence majeure sur les propriétés
thermo-mécaniques des matériaux obtenus par réaction thiol-éne photoamorcée. En effet, les
réseaux 100% isosorbide ou 100% eugénol fonctionnalisés ont des propriétés mécaniques
équivalentes. Néanmoins, la fonctionnalité du co-monomeére (mono ou difonctionnelle) influe
sur les propriétés mécaniques des co-réseaux obtenus. La comparaison entre les co-réseaux
AE/L (70/30) et AE/E (70/30) montre que la présence d’un composé difonctionnel tel que le
linalol permet une augmentation des propriétés alors que celle d’un composé monofonctionnel
comme ’eugénol entraine une diminution de la rigidité caractérisée par 1’augmentation de
I’allongement a la rupture (multiplié par 1,8) et une diminution du module d’Young (divisé par

3,3) et de la contrainte a la rupture (divisée par 4).
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Méme si les propriétés biologiques des matériaux ont été améliorées en substituant I’eugénol a
I’isosorbide, les propriétés thermo-mécaniques des matériaux n’ont pas été significativement
impactées par ce changement dans le cas des réseaux 100% eugénol. En revanche, la
fonctionnalité du co-monomere entraine des différences thermo-mécaniques significatives dans
le cas des co-réseaux. Néanmoins, la nature du cycle utilisé dans la synthese des matériaux ne
semble pas jouer un réle assez important pour pallier a la flexibilite élevée des réseaux due a la
formation de liaisons thioéther particuliérement souples. Ainsi, il serait judicieux d’étudier si
I’incorporation d’un renfort de type minéral pourrait induire une augmentation des propriétés

thermo-mécaniques.
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Dans la deuxieme partie de ce chapitre, nous avons démontré que la nature du cycle (bicyclique
ou aromatique) avait peu d’influence sur les propriétés mécanique et thermique des matériaux
obtenus par réaction thiol-éne puisque les co-réseaux a base d’eugénol fonctionnalisé a partir
du bromure d’allyle présentent des propriétés similaires aux réseaux a base d’isosorbide.
Néanmoins la fonctionnalité du co-monomere joue un rdle important, et I’introduction d’un
composé difonctionnel permet une augmentation de la résistance du matériau consécutif a

I’augmentation de la densité de réticulation.

De plus, la présence de fonctions phénol améliore de maniére significative les propriétés
biologiques des matériaux obtenus. En effet une diminution de 57% de 1’adhérence des
bactéries ainsi qu’une forte activité antioxydante sont observées dans le cas des co-réseaux

possédant 30% de fonctions phénol.

Diverses études ont démontré que certains composés inorganigques présentaient des propriétées
antibactériennes (argent, cuivre, mercure, nickel ou zinc)*2. Parmi eux, I’oxyde de zinc (ZnO)
peu colteux, efficace méme en tres faible quantité (quelques milligrammes) et présentant une
stabilité physique et chimique connait un intérét grandissant ces derniéres années (Corrales,
Innovations in Food Packaging, ch.7, 2014 ; Eskandari, Phys. B, 406, 2011 ; Kairyte, J.
Photochem. Photobiol., B, 128, 2013; Sharma, Ceram. Int., 41, 2015).

Les complexes d’oxyde de zinc-eugénol sont depuis longtemps utilisés en dentisterie dans la
fabrication de ciments dentaires antibactériens (Cummins, J. Dent. Res., 71, 1992, 1439-1449 ;
Cummins, J. Dent. Res., 68, 1989, 1702-1705). Ainsi, certains auteurs ont étudié le mécanisme
de formation de ces complexes (Copeland, J. Res. Nat. Bureau of Standards, 55, 1955, 133-
138). Des analyses par diffraction des rayons X et microscopie électronique ont montré qu’il
s’agissait d’une complexe chélaté de formule brute (C10H1102)2Zn (eugénolate de zinc) (Figure
103). Ce composé, est donc susceptible d’améliorer la dispersion des NPs de ZnO dans la
matrice. Ainsi, nous avons choisi les systémes a base d’eugénol pour cette étude (et non ceux a

base d’isosorbide) afin d’y piéger des biocides.
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Figure 103: Structure du complexe chélaté d’eugénolate de zinc (Copeland, J. Res. Nat. Bureau of Standards, 55, 1955,
133-138)

Cette troisieme partie portera donc sur le design de réseaux hybrides a base d’eugénol et de
nanoparticules (NPs) de ZnO. Pour ce faire, les NPS seront dispersées dans la formulation allyl
eugenol et trithiol avant la photoréticulation. Ces NPs de morphologie quasi-sphérique et de
diametre moyen égale a 12 nm ont été synthétisées par précipitation dans 1’eau distillée activée
par microondes (Rodriguez-Tobias, J. Mater. Sci., 49, 2014, 8373-8385 ; Barreto, J. Mater,
2013,2013, Article 1D 478681). Leur analyse par diffraction des rayons X a démontré qu’elles
possédaient une structure hexagonale de type zincite (Wang, Gao, Inorganic Chemistry
Communications, 6, 2014, 877-881) (Figure 104).
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Figure 104: Spectre de diffraction des rayons X des NPs de ZnO(a) et image de microscopie électronique a balayage
des NPs de ZnO (Rodriguez-Tobias, J. Mater. Sci., 49, 2014, 8373-8385) (b).




L’impact de la présence de NPs dans le réseau sur les propriétés thermique et mécanique, sur
la transparence des matériaux ainsi que sur I’activité antibactérienne contre les souches E. coli

et S. aureus a été déterminé.

Les résultats de ces travaux seront présentés dans 1’article UV-cured thiol-ene eugenol/ZnO
composite materials with antibacterial properties publié dans le journal RSC Advances (6, 2016,
88135-88142).
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New UV-cured allyl-eugenol networks have recently been developed as efficient antibacterial
materials by using “click” chemistry. In recent years, multifunctional zinc oxide nanoparticles
(ZnO NPs) have increasingly been used as effective antimicrobial inorganic compounds. The
originality of this work lies in combining ZnO NPs with eugenol-based networks so as to
enhance their antibacterial properties. This investigation highlights a straightforward one-step
route to sustainable hybrid materials whose antibacterial properties against Staphylococcus
aureus and Echerichia coli are improved without altering the network properties. These new

hybrid materials with bioactive surface could be used for many biomedical applications.

Nosocomial infections constitute a major healthcare issue. The bacteria Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa are the main microorganisms that are
responsible for the largest part of these infections contracted in the hospital. Consequently, there
is a need for the development of antibacterial materials meant for many applications, such as
medical and hospital devices, health care products, water purification systems, dental surgery
equipment as well as textiles or food packaging materials. Different technologies have been
developed to prevent bacteria colonization on the materials surface through the use of specific
modified polymer coatings, including hydrophilic polymers, zwitterionic polymers, super-
hydrophobic polymers, and amphiphilic coatings®®. An alternative straightforward strategy
consists in adding a chemical additive having antibacterial properties to a polymer matrix. There
are two categories of antibacterial agents, i.e. organic vs. inorganic ones®’. Among inorganic
components, zinc oxide (ZnQO) appears very attractive due to its environmental friendliness,
relative low cost and antimicrobial activity coupled to UV-blocking properties®*t. The
advantage of using inorganic oxides as antimicrobial agents is their strong antibacterial activity
even when they are administered in small amounts?. ZnO represents one of the multifunctional
inorganic nanoparticles that has drawn increasing attention in recent years, thanks to its
significant physical and chemical stability, high catalytic activity, effective antibacterial and
bactericidal function, as well as intensive ultraviolet and infrared absorption®®. Incorporating
ZnO powder into formulation is currently used in the dentistry field, as filling, cement material®

or oral hygiene product’*26, Several examples described antibacterial polymer coatings
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combining ZnO with polymers, such as poly(vinyl pyrrolidone)*’, poly(vinyl chloride) films®8
or chitosan®®. Such studies confirmed interest in ZnO polymer composite materials to achieve
efficient antimicrobial surface for packaging or textile applications.

The main thrust of the present investigation is to combine ZnO nanoparticles (ZnO NPs) with
bio-based networks to enhance their stability and antibacterial efficiency. Recently, we have
developed UV-cured networks by using thiol-ene chemistry with allyl-eugenol derivatives®.
Eugenol extracted from clove oil is a very interesting phenolic compound, readily available,
which may be considered as an inexpensive functional monomer. The reactivity of the phenol
function provides the ability to obtain easily allylic derivatives, which can be used to prepare
crosslinked materials by thiol-ene reaction. Thiol-ene crosslinking is a very attractive method

to obtain high-density networks with good mechanical and physical properties?22,

Such crosslinked eugenol-based materials showed promising antiadhesive properties against E.
coli and S. Aureus. Although the chemical process is very attractive because of its simple
implementation and the low cost of precursors, there is some real challenge in enhancing the
antimicrobial properties of the networks to reach a full bactericidal activity. To increase their
antibacterial properties, it appears attractive to embed ZnO NPs within the networks derived
from eugenol. Herein, we describe the preparation and characterization of thiol-ene crosslinked
eugenol-based materials containing ZnO. The influence of ZnO on thiol-ene kinetics and
network mechanical properties is carefully studied. The antibacterial activity of eugenol/ZnO
composite networks is tested against one Gram-negative bacterium (Escherichia coli) and one

Gram-positive bacterium (Staphylococcus aureus) commonly found in human pathogenesis.

Trimethylolpropane tris(3-mercaptopropionate) > 95% (Trithiol) and tryptic soy broth (TBS:
casein pepton (pancreatic) 17 g/L, dipotassium hydrogen phosphate 2.5 g/L, glucose 2.5 g¢/L,
sodium chloride 5 g/L, soya peptone (papain digest) 3 g/L, pH = 7.3 + 0.2) were purchased
from Aldrich. 2,2-dimethoxy-1,2-diphenylethan-1-one (DMPA) was provided by BASF
company. The other chemicals were analytical reagents obtained from Aldrich and used without

purification.
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ZnO nanoparticles were prepared according to a previous report?. The nanoparticles had an
average particle diameter of 12 nm. Their X-ray diffraction peaks exhibited a typical crystalline
pattern with peaks corresponding to a hexagonal wirtzite structure (results not shown).

Allyl-eugenol (AE) (300 mg, 1.47.10° mol) that was synthesized according to a previous
report?®, and DMPA (3wt%) were dissolved in Trithiol (391 mg, 1.09.10° mol, 1eq. SH/C=C).
The formulation was poured into a silicone mold (1.8 x 4 cm) and heated at 60°C during at least
1h, then it was irradiated for 5 min at room temperature with a Lightning LC8 (L8251) device
from Hamamatsu equipped with a mercury-xenon lamp (200 W) coupled with a flexible light
guide. The end of the guide was placed at 11 cm of the sample to give a transparent and flexible
material. The maximum UV light intensity was measured by radiometry (International Light
Technologies ILT 393) and was equal to 180 mW.cm™ in the 250-450 nm range. The extent of
conversion was measured via Raman spectroscopy from the 2560 cm™ band corresponding to
the SH bonds after normalization of the spectra with the ester carbonyl band at 1735 cm™. The

relative conversion a was calculated according to the Equation 4:

a = (=) x 100

0

With R, = IISH , before irradiation and R, = IISH , after irradiation
c=0 c=0

AE/ZnO hybrid networks were prepared in a similar way. For example, AE/5% ZnO was
prepared by mixing 300 mg of AE, 391 mg of Trithiol, and 5 wt % ZnO nanoparticles as
compared to the amount of AE. After ultrasonic treatment for 15 min at room temperature, the
formulation was poured into a silicon mold (1.8 x 4 cm) and heated during at least 1h at 60°C.
The sample was then irradiated for 5min at room temperature with a Lightning LC8 (L8251)

device. The distance between the sample and the end of the guide was 11 cm.
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Spectroscopic analyses

FT-IR spectra were recorded on a Brucker Tensor 27 spectrometer between 4000 and 450 cm-
1 using the ATR mode. For each spectrum, 32 scans with a resolution of 4 cm™ were averaged.
Raman spectra were recorded at a resolution of 1 cm™ in the spectral range between 4000 and
200 cm. Measurements were performed on a Horiba Xplora confocal Raman microscope
(Horiba Jobin Yvon) equipped with an external excitation source (638 nm He-Ne laser). The
objective lenses used in the study were 50x long-working distance (Long Working Distance M
Plan Semi-Apochromat, LMPLFL50x, Olympus) and 10x (M Plan Achromat, MPLN10x,
Olympus), operating in air. Spectral acquisition was obtained using LabSpec software (Horiba

Scientific, Edison, New Jersey).

Repeated acquisitions using the highest magnification were accumulated to improve the signal-
to-noise ratio. Spectra were calibrated using the 520.5 cm™ line of a silicon wafer. Spectral
details were as following; objective: x 50, filter: 100 %, exposition: 10, slit: 50, hole: 500.
Spectra were averaged from two to five accumulations, each with an acquisition time ranging

from 15 s to 5 min.

Water contact angle measurements

Water contact angle measurements were performed with a Kriiss goniometer using the Drop

Shape Analysis system.

Water uptake determination

Prior to the water uptake measurements, the samples were dried under vacuum. They were
placed in a conditioning closed chamber over a saturated solution of NaCl to obtain a water
saturated atmosphere of 75% at room temperature. The percentage uptake of moisture into the
material was measured by a coulometric method at t = 0 s and after 18 h. The 831 K F

Coulometer Metrohm was equipped with a 728 Stirrer and an 860 KF Thermoprep Metrohom.
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Soluble extractable determination

Crosslinked materials were cut in pieces with an approximate size of 1 cm x 0.5 cm
corresponding to 30 mg and then soaked over 3h in 10 mL of diethyl ether. The film were
washed with diethyl ether, then dried overnight under vacuum and weighed. Diethyl ether
extraction solution was evaporated and weighed. The soluble extractable content was
determined from both the weight loss of network material and the amount of organic extractable

fraction.

Turbidity measurements

The turbidity of materials could be characterized by UV spectroscopy with a Varian Cary 50
Bio UV-Visible apparatus according to a method reported previously?*. The turbidity t was
calculated by the Equation 2:

_ Asoo

e

where Agq, IS the absorbance at 600 nm and e is the film thickness (mm)

Thermal and mechanical analyses

The glass transition temperatures of the networks were measured by Differential Scanning
Calorimetry (DSC). The measurements were conducted on a Perkin Elmer Diamond DSC
apparatus according to the following heating programs: a heating from -60 to 170°C at
20°C.min, a cooling to -60°C at 200°C.min"* holding at 60°C for 5 min and heating to 170°C
at 20 °C.min. Thermogravimetric analyses (TGA) were performed on a Setaram Setsys
Evolution 16 thermobalance by heating the samples (10 mg) under argon atmosphere from 20°C
to 800°C at 10°C.min-L.

Dynamic mechanical analysis (DMA) was performed on a TA instrument Q800 analyzer in
tension film mode equipped with a gas cooling accessory. Samples (length 2 cm, with 0.5 cm,
thickness 0.5 mm) were clamped, and the strain applied was 0.04 % with an atmosphere of air,
a frequency of 1 Hz and a heating of 5°C.min"* from -50 °C to 80 °C. The glass transition

temperature was determined from the maximum value of the tan ¢ peak. The crosslink density
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was estimated from the rubbery plateau storage modulus at Tg + 40°C according to the theory
of rubber elasticity® :

El

Ve = 3RT

where E' is the rubbery plateau storage modulus at Tg + 40°C, R is the gas constant, T is the

temperature in K corresponding to storage modulus at Tg + 40°C.

Tensile measurements (mechanical testing) were performed at room temperature using an
Instron 5965 apparatus equipped with a 20 mN sensor at a crosshead displacement rate of 1

mm.min.

Scanning electron microscopy (SEM)

The surface morphology of the networks and ZnO particles was examined using a LEO 1,530
SEM microscope equipped with an InLens detector with an accelerating voltage of 1 kV. Prior
to analysis, the samples were coated with 4-nm layer of palladium/platinum alloy in a
Cressington 208 HR sputter-coater for a better conductivity during the imaging. The surface
elemental composition of the samples was also determined by energy-dispersive X-ray (EDX)
spectroscopy with a 10 mm? germanium diode as an X-ray detector (lumix, Princeton Gamma-
Tech) attached to the SEM equipment. EDX analyses were thus performed to detect the
presence of zinc in the samples. Sample surfaces were analyzed for 5 min at 10 kV and a

magnification of 1,000.

Transmission electron microscopy (TEM)

The size and morphology of ZnO nanoparticles (NPs) were determined from cryo-TEM images.
The networks were deposited on a “quantifoil”® (Quantifoil Micro Tools GmbH, Germany)
carbon membrane. Before evaporation, the excess of liquid on the membrane was blotted out
thanks to a filter paper. Afterwards, a thin vitreous ice film was formed by quenching/freezing
the membrane in liquid ethane. The samples were mounted in a Gatan 626 cryo-holder cooled
with liquid nitrogen, and then transferred in the microscope so as to be observed at low
temperature (-180 °C).
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Inductively coupled plasma (ICP) analyses

Crosslinked materials were cut in pieces with an approximate size of 0.9 cm x 1.4 cm
corresponding to 78 mg. The samples were treated with concentred HCI during 48 h. The
concentration of solubilized Zn?* ions was probed by an inductively coupled plasma optical
emission spectrometer (ICP-OES) (Varian Vista Pro) with a plasma temperature between 8000

and 9000°C. The detection limit was within the order of 10 pg.L ™.

The anti-adherence activity of the networks was evaluated using two pathogenic bacterial
strains:  Staphylococcus aureus ATCC29213 (Gram-positive) and Escherichia coli
ATCC25922 (Gram-negative) which were grown aerobically at 37°C overnight on TSM as
growth medium before the bacterial adhesion tests. The samples of AE-based networks were
immersed in sterile vials containing 4 mL of the bacterial suspension of the two different strains
(105 CFU/mL) and placed at 37°C for 24h. The cell counting was realized after the incubation
following the norm I1SO 22196. The software R was used to analyse the data. At least, Six
replicates of the experiments were conducted in order to allow a significant statistical analysis.
The ANalysis Of the VAriance (ANOVA) statistical test was used and significant differences
(p < 0.05) among antibacterial properties of the networks were detected thanks to the multiple
range test of Duncan.

Based on recent results, we prepared eugenol-containing networks from allyl-eugenol
derivative by “click” chemistry?®. As depicted in Figure 105, the eugenol networks were
prepared by thiol-ene reaction of unsaturated eugenol (AE) with the trithiol crosslinker in the
presence of DMPA as a photoinitiator under UV irradiation. This procedure was an easy one
pot synthetic methodology. The challenge to prepare eugenol/ZnO hybrid networks lay in
homogeneous dispersion of ZnO particles. ZnO NPs were dispersed in acetone in which the
suspension was stable over 15 min. Then, the mixture of eugenol, trithiol, and ZnO was strongly

dispersed under sonication.
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In addition, the chemisorption of thiol groups on zinc oxide could improve the dispersion
stability of ZnO and increase the interfacial adhesion throughout the crosslinked systems?6?”.
The UV-cured thiol-ene reaction was extremely fast, which could prevent a strong
agglomeration of inorganic particles. We first investigated the effect of ZnO on the kinetics of
the thiol-ene reaction under laminar conditions.
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Figure 106 shows the real-time FTIR kinetic profiles associated with the AE single network
and the AE/5% ZnO hybrid system. The conversion of both reactive groups (SH at 2560 cm™
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and C=C at 1647 cm™) can be easily monitored. After 50 s of irradiation, high conversion values
(90 %) of SH groups were obtained, confirming the efficiency and the high rate of the thiol-ene
reaction. The final conversion of SH groups, and the reaction kinetics were not influenced by
the presence of the photocatalytic ZnO NPs, probably due to their low content?®?°, Thicker
films were prepared by irradiation of mixtures with identical compositions than those used for
the kinetic study, leading to bulk photo-crosslinking. To calculate the conversion of SH groups,
Raman spectroscopy provided a convenient alternative to FTIR, thanks to the occurrence of the
highly sensitive marker of the S-H stretching vibration (Figure 107). In each case, the
conversion was around 95 % in agreement with the FTIR results obtained in laminar conditions
(Table 6). Furthermore, Raman analysis performed on several points of the film surface and on
both film sides led to constant conversion values, thus indicating that homogeneous crosslinked
systems were obtained.
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Figure 106: Real -time FTIR Kinetic profiles of the formation of AE networks without ZnO (a) and with 5 wt% ZnO
NPs (b) in laminated conditions (Xe-Hg lamp, 180 mW.cm); solid line: conversion of allyl functions; dash line:
conversion of thiol functions.
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Figure 107: Raman spectra of AE/5% ZnO network (a) before and (b) after 300 s of irradiation.

Table 6: Characteristics of the AE networks

Zn0O Extractable SH
Thickness Turbidity Water uptake ® 09 )
content (mm) () content? ) (0) Conversion?
(Wt%) (Wt%) (%)
0 0.29+0.1 004+£002 29+10 0.34+0.15 83+10 94
3 0.38+0.11 0.26+0.10 26%x1.0 0.17+0.07 77x10 95
5 0.33+£0.2 027+0.06 25+1.0 0.15+0.04 83+8 95

dDetermined by gravimetry, PDetermined by coulometry after 24h of exposure at 37°C, 9Determined by water contact angle
measurements, 9Determined by real-time FTIR in laminated conditions

The conversion values were consistent with soluble extractable contents lower than 5 % (Table
6). It could be assumed that all eugenol moieties were covalently linked but it remained a small
fraction of bifunctional eugenol monomer, which reacted by only one alkene function.
Interestingly, incorporating ZnO NPs did not affect the hydrophobicity of the materials (Table

6), which were not sensitive to water but might swell in organic solvents.
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Only the turbidity of the materials was significantly affected by the presence of white particles
of ZnO, which were distributed throughout the networks (Figure 108). However, the SEM
images revealed that ZnO particles had tendance to agglomerate into larger aggregates
regardless of their concentration, despite ultrasonic treatment, thus increasing the turbidity of
the hybrid networks. Moreover, the EDX analysis of the hybrid materials detected the presence
of Zn on the surface (Figure 108).

AE/5 % Zn0O AE
800 4CKa_2 %at
C 646
o 171
Zn 13.2
6001 4, Lal_2 S 5.1
@
5
3 400 OKp1 2
0 Kal
200+ S Kal Zn Kal
oML
2 4 6 8 10
2000 1
] %at
12znLa1_2 c 719
1500 7 O 139
4] E Zn 123
'E £ Kap S 1.9
S ]
3 1000 }
© ]
50 1P KL
0 ] SKal Zn Kal
0] i
0 2 4 6 8 10
KeV

Figure 108: Photographs of UV-cured AE films containing 0 and 5% ZnO. SEM images and corresponding EDX
spectra of AE/3% ZnO (a) and AE/5% ZnO networks (b).

The thermal properties of AE networks were investigated by DSC and TGA (Table 7). Taking
into account that the ZnO nanoparticles are not chemically bound to the network but just

dispersed within the material, and due the low content of nanoparticles, only the results obtained
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for the two extreme concentrations (0 and 5 wt % ZnO) are shown in Table 7 and in the
following figures. Typical TGA thermograms are displayed in Figure 109. The evolution of
the weight loss of AE/ZnO networks showed a single degradation step starting at a temperature
slightly higher than that corresponding to the AE single network. Furthermore, there was a

noticeable residue of about 5 wt %, which was consistent with the ZnO weight content in the
initial formulation.

ZnO content (wt %) 0 5
T¢? (°C) -3 0
Tsw 2 (°C) 326 338
Tsow ® (°C) 382 400
Tan § 9(°C) 17.50 % 1.00 20.60 + 0.90
La9(°C) 14.60 + 1.00 14.10 + 0.90
ne (mol.cm™) x 10°° 0.90 + 1.14 1.09 £ 0.70
EY (MPa) 6.99 +0.20 8.01 +£0.90
¥ (MPa) 1.53+0.20 1.10£0.10
&? (%) 29.00 + 3.20 18.00 +2.70

3Determined by DSC; ) Tsy or Tsow: temperature of 5% or 50% weight loss of the networks as determined
by TGA, 9 Determined by DMA, La: width at half height; 9 Determined by tensile measurements
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The Tg of the crosslinked materials was lower than room temperature, thus corresponding to
flexible materials, due to the presence of thioether functions?:*3!, The T4 and the thermal
stability were slightly higher for the AE/ZnO hybrid networks that could be attributed to the
presence of inorganic nanoparticles. The same trend was observed with the tan & peaks as
determined by DMA (Table 7 and

Figure 110). Moreover, the network crosslink density calculated according to the theory of
rubber elasticity?®, the higher value of the storage modulus in the glassy state and the higher
rubbery plateau of the AE/ZnO networks suggested that the incorporation of ZnO led to a slight
increase in the crosslinking degree. These results confirm that the introduction of ZnO NPs
plays the role of reinforcement by inorganic fillers. However, this finding cannot be interpreted
as the result of a significant difference in the network structure because of the absence of
chemical linkage between the organic network and ZnO nanoparticles, which is consistent with
similar SH conversions (Table 6). Furthermore, the tan & peaks of AE networks with and
without ZnO were monomodal and symmetrical, indicating the formation of homogeneous
crosslinked materials®?3, The half max widths of tan § peaks (Lo)) were similar in both cases
(0 and 5 wt % Zn0), thus indicating a comparable degree of homogeneity of the chains mobility
in the two types of networks (i.e., organic vs. hybrid). Finally, the lower height of the tan & peak
of AE/ZnO hybrid networks indicated a decrease in the dissipation, due to the network
reinforcement thanks to ZnO NPs. However, it could be assumed that ZnO particles were
distributed throughout the network and cooperated to the rigidity of the crosslinked materials.
A similar dispersion was observed regardless of the ZnO concentration (Figure 108), therefore
it could be assumed that the mechanical properties were similar which would not be the case if
the dispersion differed between the two concentrations. The mechanical properties of the
networks were probed by tensile tests. The AE/ZnO networks exhibited a slightly higher tensile
modulus (E) compared to the pure AE network, while slightly lower tensile strength (or) and
elongation (&) at break (Table 7).
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The antibacterial efficiency of the eugenol-based networks was evaluated against two
pathogenic bacteria species. The networks were immersed during 24 h in a culture broth
comprising a cell content of (10° CFU/mL) for two strains of bacteria, i.e. Gram-negative
bacteria E. coli and Gram-positive bacteria S. aureus. It is noteworthy that the pure AE network
reached its maximum activity against S. aureus?. Such a result was linked to the presence of
the aromatic moieties within the eugenol derivatives, since S. aureus exhibits a preferential

attachment on hydrophobic surfaces3*%,

The incorporation of ZnO dramatically reduced the viabilities of both S. aureus and E. coli
(Figure 111). Especially against E. coli, the AE composite networks prepared with 3 wt % and
5 wt % ZnO brought 99.9 % and 99.6 % reduction of bacteria viabilities, respectively, and
95.4 % and 96.6 % in the case of S. aureus, compared to neat AE networks. Interestingly, the
different efficiency against E coli in comparison to that against S. aureus could be attributed to
the presence of ZnO. The effect on the Gram-negative bacterium E. coli was higher than that
on the Gram-positive bacterium S. aureus. This fact supported previous reports using ZnO
nanoparticles that also showed a much stronger antibacterial effect on Gram-negative bacteria®®.
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However, this is in contrast to other results which exhibited a much stronger antibacterial effect

on Gram-positive bacteria®1323%,
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Figure 111: Antibacterial tests of AE networks.

These conflicting results about the sensitivity of ZnO toward the bacterium strains illustrate the
strong complexity of the cellular response to ZnO exposure. The antibacterial activity
mechanism of ZnO is still under discussion. Generally, the bactericidal effect is explained by
releasing oxygen reactive species and/or Zn?" ions. The first one is based on the photocatalytic
properties of ZnO, which may occur even under normal lighting (ambient light). The hypothesis
based on the activity of Zn (1) may be explained by the formation of Zn?* ions in aqueous
medium due to the dissolution of the nanoparticles surface. The concentration of Zn?* jons was
measured by ICP after 24 h of immersion in water. These conditions were identical to those of

the antibacterial tests.
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Assays achieved by ICP did not demonstrate Zn?* jons in concentrations higher than 10 pg/L.
According to the literature, a Zn (1) concentration lower than or equal to 25 mg/L has no effect
on E. coli and S. aureus®. Among the assumptions reported in the literature, the electrostatic
forces between ZnO and bacteria®® could play a role in the antibacterial effect. The bactericidal
action on S. aureus could be explained by the greater electronegative charge in comparison with
E. coli*®. S. aureus was therefore drawn more strongly by ZnO. It could be assumed that the
measured antibacterial activity was not due to the Zn (I1) release or the action of reactive oxygen
species, but rather resulted from the surface properties, as it was recently reported*. Indeed,
the accumulation of the nanoparticles (NPs) within the cytoplasm or on the surface of bacterium
cells could lead to an inhibition of cell growth or even to bacterium killing. It was previously
demonstrated that the antibacterial activity of ZnO NPs was inversely proportional to the size
of NPs, in the case of the S. aureus strain*’. Likewise, ZnO NPs were able to induce a
disorganization of the E. coli membrane, since they led to an increase of the membrane
permeability, and consequently to an accumulation of these NPs in the cytoplasm®2. Some
authors have shown that the size and concentration of ZnO NPs have a direct influence on the
E. coli inhibition, which could account for the difference observed in our study between the two
ZnO contents in AE/ZnO hybrid networks (Figure 111)*%. Indeed, Yamamoto demonstrated
that the higher the concentration and the size of ZnO NPs, the lower the E. coli inhibition. As a
matter of fact, we showed by TEM (Figure 112) that the dispersion of 3 wt % ZnO led to
smaller sizes of aggregates, while the dispersion of 5 wt % ZnO led to a stronger aggregation
of ZnO NPs that significantly decreased the antibacterial inhibition toward E. coli (Figure 111).
These results were in agreement with the literature data, since the sensitivity of E. coli to the
size of ZnO NPs resulted in a reduction of the antibacterial activity when the ZnO content

increased.
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200 nm

Figure 112: TEM images of AE/3% ZnO (a) and AE/5% ZnO (b) networks.

11.6.5 Conclusion

The present work highlights a one-step elaboration of new composite materials with
antibacterial properties. Thiol-ene networks were synthetized through the photo-initiated
reaction between allyl-eugenol and a trithiol, in the presence of ZnO nanoparticles. The
presence of inorganic nanoparticles did not modify the conversion of both thiol and alkene
functions. Moreover, the presence of ZnO did not alter the network properties. However, the
presence of ZnO enhances significantly the antibacterial properties of the material. This fast
and efficient thiol-ene reaction provides a feasible approach to elaborate bioactive surfaces,
which could serve as suitable antibacterial surfaces for a wide range of applications, including

medical and hospital devices.
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Méme si I’introduction de NPs de ZnO semble avoir un impact sur I’activité antibactérienne,
celui-ci pourrait-étre augmenté si les nanoparticules n’avaient pas tendance a s’agréger pour les

matériaux contenant 5% de NPs.

Nous avons cherché a évaluer I’activité antibactérienne contre une autre souche bactérienne.
Cette étude a été réalisée par microscopie confocale a balayage laser sur des lames de 76 x 26
mm. La coloration des cellules par le mutant GFP (Green Fluorencent Protein gene) de la
souche Pseudomonas aeruginosa PAO1 permet I’observation de celles-Ci puisque ce marqueur
diffuse au travers des membranes cellulaires afin de se fixer sur les acides nucléiques tels que
I’ADN et I’ARN. Aprés 3h d’adhésion, les lames sont rincées et recouvertes d’une lamelle de
60 x 24 mm. La longueur d’onde d’excitation du laser Helium/Neon est de 633nm et 1’émission
de fluorescence est collectée entre 650 et 750 nm. Aprés un traitement des images par le logiciel
Image Tools, le pourcentage de recouvrement bactérien a pu étre déterminé. Une réduction
significative (p < 0,05 test statistique avec correction de Welch) de 57% du recouvrement

bactérien a été obtenue avec I’incorporation de 5% massique de NPs de ZnO (Figure 113).
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Cette étude réalisée au laboratoire LBCM de "université de Lorient confirme :

1) I’activité antibactérienne des réseaux a base d’eugénol contre une autre souche

bactérienne.

2) que les NPs piégées dans et a la surface du réseau permettent d’augmenter ’activité

antibactérienne.

Méme si Dactivité antibactérienne des NPs de ZnO est depuis longtemps reconnue, le
mécanisme d’action reste extrémement complexe et soumis a diverses hypothéses. Certains
auteurs ont démontré que la surface spécifique des particules était un critere important dans les
propriétés antibactériennes et notamment dans le cas de la souche E. coli (Yamamoto, Inter. J.
Inorg. Mater, 3, 2001, 643-646). En effet, les bactéries de type Gram-négatif ont une membrane

cellulaire constituée d’une couche de lipopolysaccharides li€s a une couche de peptidoglycanes
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par des lipoprotéines alors que celles de type Gram-positif est constituée d’une couche plus
épaisse de peptiloglycanes. Ainsi les souches de type Gram-négatif sont plus sensibles aux
especes réactives oxygénées. De méme, il a été démontré que 1’augmentation de la taille des
particules de ZnO entraine une diminution des propriétés d’inhibition bactérienne puisque
qu’une particule de 1,2 um (taille relativement élevée) induit une faible inhibition de la souche
E. coli (40%) (Chaurasia, J. Macromol. Sci. Part A : Pure and Applied Chem, 47, 2010, 309-
317). Certains ont démontré que 1’activité n’était plus bactéricide mais bactériostatique lorsque
le diametre de la NPs était supérieur a 100 nm car celle-ci était alors moins active. C’est ce qui
est observeé dans le cas de nos matériaux dont le diametre moyen des agrégats est de 2000 + 810

nm pour les réseaux 70-30 AE-E/ 5% ZnO et de 2200 + 1000 nm mais qui restent antibactériens.

Malgré le procédé d’ultrasonication, on constate que les NPs ne sont pas parfaitement
dispersées dans la matrice réticulée mais ceci peut s’expliquer par la distribution de la taille des
agrégats des NPs déja présents lors de la solubilisation dans 1’acétone et lors de la sédimentation

pendant le prétraitement thermique (Figure 114).

Frequency
e e om N oW
5 &5 83 B 8

@

0
6 8 10 12 14 16 18 20 \

NPs de ZnO prmetrom) 100% AE/ 1% ZnO

Figure 114: Images et distribution du diameétre des NPs de ZnO obtenues par microscopie électronique a transmission
(Rodriguez-Tobias, J. Mater. Sci., 49, 2014, 8373-8385) (a), photographie d'un réseau AE/ 1% ZnO (b).

De plus, nous avons constaté une différence entre les 2 faces du matériau. La face en contact
du moule lors de I’irradiation apparait plus mate que la face supérieure. Cette différence est
d’autant plus prononcée que la teneur en NPs de ZnO augmente. L’analyse par microscopie
apporte une interprétation a cette hétérogénéité. En effet, il apparait clairement que les NPs se
trouvent préférentiellement du coté de la face mate, correspondant a celle en contact du moule.

Les NPs ont donc tendance a sédimenter ce qui explique cette différence. L’effet est d’autant
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plus marqué que les matériaux sont épais (0, 36 mm d’épaisseur). Le procédé de mise en ceuvre

impliquant une étape de prétraitement thermique a 60°C favorise la sédimentation des NPs
(Figure 115).

Figure 115: Image MEB de la surface des réseaux 70-30 AE-E/ 5% ZnO face brillante (a) et face mate (b).

D’autres auteurs ont supposé que 1’action antibactérienne du ZnO était due a des forces
¢lectrostatiques d’attraction entre les bactéries et les oxydes métalliques (McWinter, Colloids
and Surfaces, B., Biointerfaces, 26, 2002, 365-371 ; Parikh, Langmuir, 22, 2006, 8492-8500).
Ainsi, il a été proposé que les NPs et les bactéries étaient soumises a une adhésion
électrostatique entrainant la mort instantanée des bactéries suite a une rupture de leurs
membranes cytoplasmiques (Stoimenov, Langmuir, 18, 2002, 6679-6686). Cette force étant
d’autant plus grande que la différence de potentiel zéta entre les NPs (5 mV) et la souche
bactérienne est élevée. Ainsi, I’effet sur la bactérie S. aureus de potentiel zéta supérieur a celui
de la souche E. coli (7-20 mV) serait plus important. C’est ce que 1’on observe pour nos

matériaux.

D’autres travaux ont montré que 1’action abrasive des NPs de ZnO était a I’origine de I’activité
antibactérienne. Celle-ci induirait une desorganisation de la paroi bactérienne et de la
membrane cytoplasmique (Padmavathy, Sci. Technol. Adv. Mater., 9, 2008, 035004).
L’hypothese d’une internalisation et une accumulation des NPs en suspension dans I’eau dans
le cytoplasme de certaines bactéries entrainant leur mort a également été émise (Brayer,
Nanomater. Let., 6, 2006, 866-880 ; Huang, Langmuir, 24, 2008, 1619-1625). Finalement,
certains ont affirmé que I’internalisation était consécutif a la rupture de la membrane (Neal,

Ecotoxicology, 17, 2008, 362-371 ; Jiang, Environmental Pollution, 157, 2009, 1619-1625).
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Cette action abrasive des NPs pourrait étre impliquée dans notre cas. Pour cela, il faudrait

démontrer la rugosité du matériau et plus particulierement celle de la face mate riche en NPs.

D’autres études mettent en avant I’action des ions Zn?* dans I’activité antibactérienne. En effet,
lorsque le ZnO est en suspension dans I’eau, il existe toujours des ions Zn?* dissous (équation
ci-dessous) formes a partir de la solvation du CO> atmosphérique conduisant a la formation
d’acide carbonique (H2CO3).

ZnO + 2 H" = Zn?* + H,0

En outre, il a été montré qu’une concentration de 25 mg.L™! en Zn?" n’avait aucun effet sur les
souches E. coli ou S. aureus (Applerot, Adv. Funct. Mater., 19, 2009, 842-852). Ceci est en
accord avec les résultats des analyses d’ICP qui ont montré que les quantités d’ions étaient
relativement faibles (< 10 mg. L) et n’avaient donc un effet moindre sur ’activité

antibactérienne.

Finalement, certains travaux ont montré que la production, grace a 1’action photoacatalytique
du ZnO, d’especes réactives de I’oxygene et notamment de radicaux hydroxyles HO ou
d’oxygene singulet 1O, suite a une irradiation UV était a I’origine de I’activité antibactérienne
de ZnO due a un stress oxydatif létal pour les bactéries généré par ces especes réactives
(Daneshvar, Separation and Purification Technol., 58, 2007, 91-98 ; Applerot, Adv. Funct.
Mater., 19, 2009, 842-852).

Dans I’hypothese ou la surface spécifique de la particule influe directement sur les propriétés
antibactériennes, il est attendu qu’une meilleure dispersion de celle-ci a travers la matrice ou a
sa surface permettrait d’augmenter les propriétés antibactériennes des matériaux finaux. De
méme celle-ci permettrait une meilleure dissolution des NPs et donc la formation d’une quantité

plus importante d’ions Zn?" permettant d’exacerber ’activité antibactérienne.

Nous avons donc tenté d’optimiser la dispersion en réalisant des réseaux par complexation avec
les fonctions phénol de I’eugénol. En effet, comme nous 1’avons vu dans I’introduction, le

complexe cristallin chélaté de formule brute (C10H1102)2Zn (eugénolate de zinc) (Figure 103)
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est susceptible d’améliorer la dispersion des NPs de ZnO. Des réseaux 70-30 AE-E ont donc

été synthétisés en incorporant différents pourcentages massiques de NPs (0 a 5%).

L’observation de la surface des films AE/ 5% ZnO et 70-30 AE-E/ 5% ZnO par microscopie
électronique a balayage (MEB) a permis de démontrer que la formation du complexe chélaté
d’eugénolate de zinc grace a la présence des fonctions phénol, diminue la taille des agrégats
des NPs de ZnO au sein du réseau. En effet, pour les réseaux 70-30 AE-E/ 5% ZnO le diameétre
moyen calculé a partir de la moyenne effectuée sur 10 agrégats est de 2000 + 810 nm contre
2200 + 1000 nm dans le cas des films 100% AE/ 5% ZnO (Figure 116).

100% AE 100% AE/ 5% ZnO 70-30 AE-E/ 5% ZnO

Figure 116: Image MEB de la surface des réseaux 100% AE (a) 100% AE/ 5% ZnO (b) et 70-30 AE-E/ 5% ZnO (c).

Si les NPs ont toujours tendance a sédimenter, I’analyse par microscopie électronique a
balayage des coupes cété moule montre une meilleure dispersion des NPs au sein du matériau
(Figure 117)

100 pm
)

AE/ 5% ZnO 70-30 AE-E/ 5% ZnO

Figure 117: Images MEB des coupes des réseaux AE/ 5% ZnO (a) et 70-30 AE-E/ 5% ZnO (b) (observation de la
surface coté moule).
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11.6.6.3 Activité antioxydante des réseaux AE-E/ ZnO

La synthese de reseaux 70-30 AE-E permet néanmoins I’introduction d’une activité
antioxydante comme nous 1’avons vue dans la partie I1.3. de ce chapitre. Malgré les propriétés
photocatalytiques du ZnO (Raghupathi, Langmuir, 27, 2011, 4020-4028) nous n’observons pas
d’augmentation de cette activité lorsque le pourcentage massique de ZnO passe de 0 a 5%
(Figure 118). L’efficacité des phénols apportée par I’introduction de 30% massique d’eugénol
(E) est tellement importante qu’il est raisonnable de penser que I’influence des NPs de ZnO

n’est pas visible ici.
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Figure 118: Activité antioxydante des réseaux AE-E/ ZnO.
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Dans cette étude des NPs de ZnO ont ¢été introduites au sein d’un réseau réticulé & base
d’eugénol afin de moduler les propriétés thermo-mécaniques et/ou biologiques des matériaux.
L’introduction de 5% massique de NPs de ZnO dans les réseaux augmente sensiblement les
propriétés thermo-mécaniques. En effet, ’augmentation de la Ty et de la valeur de tan &
démontrent que I’introduction des NPs entraine un renfort puisque la hauteur du pic (he),
caractéristique de la capacité du matériau a dissiper 1’énergie, diminue avec I’introduction des
NPs. De plus, la distribution monomodale du pic de tan 0, ainsi que le maintien de la valeur de
L. (largeur du pic tan 6 & mi-hauteur, caractéristique de I’homogénéité du matériau) indique que
les NPs sont dispersées de fagon homogeéne a I’intérieur du réseau méme si les images de

microscopie indiquent qu’elles ont tendance a s’agréger.

D’autre part, 1’étude de 1’activité antibactérienne des réseaux a démontré que la présence des
NPs conduisait a une diminution de ’adhérence des bactéries en particulier avec E. coli. Ces
résultats sont en accord avec la littérature puisqu’il a été démontré que les NPs de ZnO étaient
plus efficaces sur les souches de type Gram-négatif (Nair, J. Mater. Sci., 29, 2006). Il a
également été prouvé que la taille des agrégats de NPs jouait un rdéle dans 1’activité
antibactérienne, ainsi, I’augmentation de la proportion de NPs introduites dans la matrice de
3% a 5% entraine une diminution de I’activité antibactérienne due a I’augmentation de la taille

des agrégats dans le cas de la souche E. coli (Yamamoto, Int. Inorg. Mater., 3, 2001).

Faute de temps, I’optimisation de la dispersion n’a pas pu étre réalisée mais il serait intéressant
a présent de voir si une meilleure dispersion des NPs par exemple par dép6t de vapeur ou encore

par une fonctionnalisation de surface

1) améliorerait des propriétés mecaniques des matériaux.

2) augmenterait les propriétés biocides des matériaux.
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Dans ce chapitre, nous présenterons la synthése de réseaux a base d’eugénol fonctionnalisé en
tant que systéme réservoir intégrant du carvacrol ou de 1’acide tannique. Ces cOmposés ne
possédant aucune double liaison, vont donc simplement étre piégeés dans la matrice lors de la
formation du réseau et vont pouvoir diffuser a travers celui-ci. En effet, la souplesse intrinseque
du réseau devrait permettre la diffusion des molécules phénoliques. En outre, le carvacrol est
une molécule organo-soluble de petite taille se présentant sous la forme d’un liquide jaune
orangé alors que 1’acide tannique est une macromolécule solide et hydrosoluble (solubilité dans
I’eau de 1g/0,35 mL). Ainsi, ces molécules phénoliques différant de par leur taille et leurs
propriétés physico-chimiques, il est attendu que leurs profils de diffusion a travers la matrice

soient différents.

Le carvacrol, monoterpénoide phénolique présent dans 1’huile essentielle de thym ou d’origan
(Guarda, Int. J. Food. Microbiol., 146, 2011 ; Keawchaoon, Colloids Surf. B, 84, 2011 ; Lopez,
J. Agric. Food Chem., 55, 2007) et I’acide tannique (Figure 119) (Liu, Ind. Eng. Chem. Res.,
53, 2014 ; Pranantyo, Biomacrolecules, 16, 2015 ; Narayanan, Polymer, 76, 2015 ; Shibata, J.
Polym. Sci., Part B : Polym. Phys ., 48, 2010 ; Shutava, Macromolecules, 38, 2005), composé
polyphénolique extrait des tannins présentant les avantages d’étre biosourcés, disponibles en
grande quantité et peu codteux, non toxiques et antibactériens, devraient exacerber les

propriétés antibactériennes de ces nouveaux matériaux.
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acide tannique carvacrol

Figure 119: Structures chimiques de I'acide tannique et du carvacrol

Outre I’influence sur ’activité antibactérienne et antioxydante des matériaux, nous étudierons
I’influence de la présence de ces molécules non covalentemment liées dans la matrice réticulée.
L’état physique différent des deux composés sélectionnés est susceptible d’impacter fortement
le comportement des matériaux puisque le carvacrol pourrait jouer le rdle de plastifiant alors
que I’acide tannique, insoluble dans la matrice pourrait jouer le réle de renfort mécanique. Ces
charges auraient alors un double effet, d’une part sur les propriétés antibactériennes et d’autre

part sur les propriétés mécaniques.

Différents matériaux de proportions massiques variables en acide tannique ou carvacrol ont
donc été élaborés a partir des réseaux a base d’eugénol fonctionnalisé et leurs propriétés thermo-
mécaniques ont par la suite été étudiées. De plus, leurs activités antibactériennes (contre E. coli
et S. aureus) ainsi que leurs propriétés antioxydantes ont été déterminées. Enfin, le profil de

diffusion du carvacrol et de I’acide tannique a été évalué.

Les résultats de ces travaux sont regroupés dans I’article suivant: Design of Antibacterial and
Sustainable Antioxidant Networks based on Plant Phenolic Derivatives Used as Delivery
System of Carvacrol or Tannic Acid paru dans ACS Sustainable Chemistry & Engineering (5,
2017, 2320-2329).
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Bio-based release networks embedding active phenolic moieties were prepared by photo-
induced thiol-ene reaction. The originality of this work is to design UV-cured materials as
delivery system of two phenolic compounds i.e. carvacrol (presents in thyme essential oil) and
tannic acid (plants extracted). The key point of this study is to elaborate the crosslinked network
and, in the same step, trapping the active phenolic molecules thanks to a rapid photo-induced
process at room temperature, preserving active natural compounds. Photo-activated thiol-ene
reaction was chosen to synthesize different eugenol-based networks since this process is
nowadays mainly well known as a fast and straightforward tool to prepare crosslinked materials
by green chemistry. The mechanical and thermal properties of the networks were determined
and their antibacterial and antioxidant properties were investigated against two bacteria strains:
Staphylococcus aureus (S. aureus) and Escherichia coli (E. coli). The system based on 20 wt. %
of carvacrol worked as an effective diffusion controlled system since it allowed a complete
inhibition of the bacteria growth and a reduction in bacterial adhesion of 100% and 98.4 % for
E. coli and S. aureus respectively. The introduction of 10 wt. % of tannic acid in the eugenol-
based network led to a reduction of 77.9% of the bacteria adhesion of the Gram negative
bacterium (E. coli) and there was no bacterium adhesion of Gram-positive bacteria (S. aureus).
Moreover, these phenolic compounds provided a promising strong antioxidant activity as a
radical scavenging activity of 88% and 92% for 20 wt. % introducing of carvacrol and 10 wt.%
of tannic acid respectively were determined. Finally, these new active networks are particularly
interesting since after 2 months, the antioxidant property of the carvacrol still remains equal at
68% and is fully preserve for the tannic acid thus, they could be used as sustained antibacterial
and antioxidant phenolic delivery systems for packaging applications. The long time activity of
the networks containing tannic acid is due to a physical entrapping induced by an oxidative

coupling reaction between the molecules of tannic acid.

In recent years, the improvement of bio-based molecules has attracted attention since these
molecules can advantageously substitute petroleum resources, which are less available, and a

major source of environmental pollution. The current researches are in perfect agreement with

201



the challenge of reducing the pollution, greenhouse gas emissions and more generally, the
impacts on the environment?. Recent reports indicate that new renewable resources are
increasingly used in the polymer industry. Various monomers derived from bio-sourced
materials (starch, cellulose, vegetal oils. ..) are already used for the production of polymers? but
the monomers obtained by bio-refinery process are restricted to aliphatic or cycloaliphatic
compounds. The industrial valorization of bio-based aromatic compounds from the lignin or
tannins is limited by their structural complexity. Essential oils constitute a source of aromatic
molecules with a large spectrum of chemical structures. Eugenol extracted from the clove oil,
is a very interesting phenolic compound and can be considered as a reactive functional
monomer. The presence of a phenol group allowed especially the preparation of allyl-etherified
eugenol.>* This allyl derivative eugenol (AE) was interesting for the preparation of photo-
induced crosslinked materials. The advantage of crosslink materials prepared by thiol-ene
reaction is that they exhibit improved physical properties such as flexibility and good adhesion
to various substrates, which are ideal for coating applications.>® We have previously reported
the great potential of these UV-photo-initiated system to elaborate flexible antibacterial
materials.” The aim of the present work is to entrap free active phenolic compounds inside
eugenol networks to induce antioxidant properties and enhance the antibacterial activity. These
molecules, free of carbon double bonds, are selected such that they are not chemically bound
into the crosslinked network but simply embedded. Furthermore, the choice of the photo-
curable thiol-ene process is particularly suitable since the reaction occurs at room temperature
reducing the evaporation of volatile organic components, thereby preserving the integrity of
these active molecules. It was demonstrated that monomers or polymers containing phenol
functional groups are antimicrobial agents that act against the bacteria membrane.®® Phenolic
compounds interact with the surface of the cell and cause the disintegration of the cell
membrane and release of intracellular constituents leading to cell death. This death or inhibition
of cell growth can be caused by intracellular coagulation of cytoplasmic constituents.'® Among
these phenolic compounds, carvacrol and tannic acid are particularly interesting because of their
bio-based origin, their non-toxicity and their antibacterial activity. Some authors demonstrated
that carvacrol is nontoxic!! and can be used in food industry. Indeed, carvacrol is a safe additive
used as a flavoring agent in different products such as sweets or baked food.'?!® Moreover, it
has been demonstrated that below the MIC value, this compound can be added to food products
to reduce the risk of toxin production by B. cereus which is in perfect line with the use in food

packaging since it allows to an increase of the safety of the products.'*
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In the case of tannic acid, this compound is naturally present in many foods such as grapes,
which contain a high concentration of tannins, certain berries, green tea, coffee, chocolate etc.

so it is nontoxic too.

However, these two molecules exhibit different physical characteristics. Carvacrol is a phenolic
and organo-soluble molecule, while tannic acid is a polyphenol, which is soluble in water or in
acetone. Thus, two different systems will be developed since, in one case, a small volatile
phenolic molecule will be entrapped and, in the other case, a solid polyphenol will be embedded.
Both systems are likely to offer a best-suited response to the considered application. Among
the phenolic compounds, the 2-methyl-5-(propan-2-yl)phenol (carvacrol) extracted from thyme
and oregano essential oils,*>*® appears particularly attractive due to its broad spectrum of
antimicrobial activity including Gram-positive and negative bacteria, fungi, moulds and
yeasts.1’"1° Carvacrol (C) has been incorporated into polymer films to enhance their
antimicrobial or antioxidant properties.?®?' However, incorporating the carvacrol into
polymeric films presents several difficulties because of its strong hydrophobicity and volatility.
A partial loss by evaporation during the film casting is inevitable.?? In order to overcome these
drawbacks, we propose to trap carvacrol within a network using an extremely rapid curing
process. Furthermore, the complete solubilisation of carvacrol into monomers mixture without

added solvent should provide a good dispersion of carvacrol through the network.

Another phenolic compound, tannic acid (TA), has also been studied in this work. Tannic acid
is mostly extracted from plants including tea, wood, Chinese galls, and microorganisms.?? It
contains a central carbohydrate (glucose) core, which is esterified by phenols (Gallic acid).
Tannic acid is water-soluble and belongs to the group of high molecular weight polyphenolic
compounds. This molecule has many attractive properties as binding to proteins? or being

antibacterial, antimutagenic and antioxidant.?6-%

In the present study, carvacrol (C) or tannic acid (TA) were trapped in Allyl-Eugenol (AE)-
based networks (Scheme 1). To keep consistent with an eco-friendly system, UV-initiated thiol-
ene chemistry was chosen. This chemical process is now widely considered as a green
chemistry way since it is solvent free, without metal catalyst and conducted at room
temperature.3! The both phenolic compounds without alkene groups should not be linked to the
thiol-ene network and should able to diffuse outside the active material. The influence of the

nature and the amount of the entrapped compounds on the final properties of the resulting
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material was compared to AE networks. The antioxidant and antibacterial properties were then

evaluated to determine their potential use for active packaging.
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Carvacrol (C)

AE-C networks AE-TA networks

Scheme 1: Synthesis of the allyl-eugenol (AE) and the formation of the allyl-eugenol-Carvacrol (AE-C) or allyl-
eugenol-Tannic acid (AE-TA) networks by thiol-ene reaction.

11.7.4 Experimental Part

11.7.4.1 Materials

Trimethylolpropane tris (3-mercaptopropionate) (TriSH) (> 95 %) and potassium carbonate
(K2CO3) (99 %) were purchased from Aldrich. Eugenol (E) (99 %) and allyl bromide (99 %
stab. with 300-1000 ppm of propylene oxide) were obtained from Alfa Aesar. Carvacrol (C)
(99 %) and tannic acid (TA) (= 99 %) were provided by Sigma-Aldrich. 2,2-Dimethoxy-1,2-
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diphenylethan-1-one (DMPA) was provided by BASF company. N,N-dimethylformamide and
ethyl acetate were obtained from Carlo Erba Reagents. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
and Lysogeny Broth, Miller (LB medium) were purchased from Aldrich. PBS buffer was
prepared with 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaHPO4 and 1.76 mM KH2PO4 99%
adjusted at pH 7.4 on according to Cold Spring Harbor.3? Other chemicals for this study were

analytic reagents obtained from Aldrich and used without purification.

Allyl-eugenol (AE) was synthesized according to a previous report.” The synthesis of 100% AE
network is briefly described below. DMPA (3% w/w) and triSH (391 mg, 0.98.10° mol, 1 eq.
SH/C=C) were dissolved in AE (300 mg, 1.47.10°3 mol). Formulation was poured into a silicone
mold (4.7 x 2.5 cm) and heated at 60°C during at least 30 min then irradiated 5 min on each
side at room temperature by Lightningcure LC8 (L8251) from Hamamatsu equipped with a
mercury-xenon lamp (200 W) coupled with a flexible light guide. The end of the guide was
placed at 11 cm of the sample to give the transparent and flexible resulted material. The
maximum UV light intensity at the sample position was measured by radiometry (International
Light Technologies ILT 393) to be 180 mW.cm™ in the 250-450 nm.

As an example, the synthesis of 100% AE with 10 wt% C (AE-C) is described here. C (69.1
mg) and triSH (391 mg, 0.98.10° mol, 1 eq. SH/C=C) were dissolved in AE (300 mg, 1.47.
107 mol). DMPA (3% w/w, 208 L) was added to the mixture. The entire formulation was
deposited into a silicone mold (4.7 x 2.5 cm), heated at 60°C during at least 30 min, and then
irradiated. The synthesis followed the same procedure that the synthesis of 100% AE network.
In the case of TA, the solid was previously dissolved in acetone (0.21 mL for 10 wt% TA)
before to be added in the 100% AE mixture.

Fourier transform infrared (FTIR) spectra were recorded on a Bruker Tensor 27 spectrometer
with 32 scans equipped with an ATR apparatus.

Raman spectra were performed on a Horiba Xplora confocal Raman microscope (Horiba Jobin
Yvon) equipped with an external excitation source (638 nm He-Ne laser). The objective lenses
used in the study were 50x long-working distance (Long Working Distance M Plan Semi-
Apochromat, LMPLFL50x, Olympus) and 10x (M Plan Achromat, MPLN10x, Olympus),
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operating in air. Spectral acquisition was obtained using LabSpec software (Horiba Scientific,
Edison, New Jersey). Raman spectra were recorded at a resolution of 1 cm™ in the range
between 4000 and 200 cm™. Repeated acquisitions using the highest magnification were
accumulated to improve the signal-to-noise ratio. Spectra were calibrated using the 520.5 cm™
line of a silicon wafer. Spectral details were as following; objective: x50, filter: 100%
exposition: 10, slit: 50, hole: 500. Spectra were averaged from two to five accumulations, each
with an acquisition time ranging from 15 s to 5 min. The conditions of measurement were
adjusted depending on the type of the matrices to obtain a good signal-to-noise ratio. The extent
of conversion was measured via FT-Raman spectroscopy from the band 2570 cm
corresponding to the SH bonds after the normalization of the spectrum to the ester carbonyl

peak at 1735 cm™. The relative conversion a was calculated according to the Equation 5:

= (%) x 100

with Ry = IIS—” before irradiation and R; = IS—”, after irradiation.

c=0 IC:(J

X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS) analyzes were made with a Thermo Scientific K-
Alpha XPS. Survey scans were done using a monochromatic Mg Ka X-ray source (12 KeV, 2
mA) with a spot diameter of 25 mm? operated in a low power mode (24 W). A pass energy of
10 eV was used for the detailed XPS scans. XPS spectra were obtained with an energy step of
0.05 eV with a dwell time of 200 ms. Data acquisitions have mainly been focused on the C1s,
O1s core level lines. The spectra obtained were treated by means of the “Avantage” software
provided by ThermoFisher. The C1s envelope was analyzed and peak-fitted using Gaussian line
shapes. The binding energy scale was fixed by assigning a binding energy of 284.8 eV to the
—CH-— carbon (1s) peak.

The thermal properties of the networks were measured by Differential Scanning Calorimetry
(DSC). The measurements were conducted on Perkin EImer Diamond DSC apparatus according
to the following heating programs: heating from -80 to 200°C at 20°C.min%, cooling to -80°C
at 200°C.min* holding at -80°C for 5 min and heating to 200°C at 20°C.min"! to determine the

glass transition temperatures.

206



Thermo gravimetric analyses (TGA) were performed on a Setaram Setsys Evolution 16

apparatus by heating from 20°C to 800°C at 10°C.min"* under argon atmosphere.

Mechanical testing was performed at room temperature using an Instron 5965 apparatus
equipped with a 20 mN sensor at a crosshead displacement rate of 1 mm.min,

Dynamic mechanical analyses (DMA) were performed on a TA Instrument Q800 analyzer in
tension film mode equipped with a gas-cooling accessory. The characterization was carried out
on samples having dimensions of 20 mm length, 5-8 mm width and a thickness of 0.2 mm.
Samples were clamped and a strain of 0.04 % was applied with a frequency of 1 Hz. They were
firstly equilibrated at -5 °C for 5 min then heated up to 80°C with a ramp of 3°C.mint. Finally,
they were hold at 80°C for 10 min and cooled down to 20 °C. All tests were done under air.
Water contact measurements were performed with a drop shape analysis system Kr{ss Easy
Drop contact angle measuring system apparatus controlled by DSA software. The number
average molecular weight between cross-links® (Mc) of the networks was determined thanks
to the Equation 6:

__2(1+Vv)pRT
= =

Mc

Where v is the Poisson coefficient (equal to 0.35 before T, for cross-linked materials), p is the
density of the material determined by gravimetry, R is the gas constant, T is the temperature

corresponding to E’ and E’ is the storage modulus before Tg.

The samples (4.7 x 2.5 cm) were treated with 10 mL of ethyl acetate stirred in a flask during 3
h at room temperature. The films were washed with ethyl acetate, then dried overnight under
vacuum and weighed. The soluble extract was determined from weight loss material and from

the amount of organic extract fraction after the solvent evaporation under vacuum.

The entire network was immersed at room temperature in 50mL of the solvent. The film was

weighed and measured after 24h.
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Light transmission of AE-based networks against UV and visible light were measured using
the CaryWinUV software according to the method of J. Wu and al.®* Each film was tested and
the results were expressed as percentage transmittance. The turbidity (t) was calculated by the

Equation 7:

Abs 600
T =
e

where Abseo is the absorbance at 600 nm and e is the film thickness (mm).

The anti-adherence activity of the networks was studied using two pathogenic bacterial strains:
E. coli ATCC25922 (Gram-negative) and S. aureus ATCC6538 (Gram-positive) which were
grown aerobically at 37°C overnight on LB medium before the bacterial adhesion tests. The
films of AE-based networks were immersed 1 h at 37°C and stirred (130 rpm) in the bacterial
suspension of the two different strains in LB medium (Abssoonm=0.05). The non-adherent
bacteria were then removed from the network surface by several washes with a physiological
saline buffer. The networks were then submitted to vortex and ultrasounds in a minimum
volume of physiological saline buffer to unhook fasten bacteria. Finally, 200uL of this resulting
viable bacteria suspension were inoculated onto the surface of a PCA agar (Plate Count Agar)
Petri dish. After 24h of incubation at 37°C in aerobic condition, the antibacterial activity was
measured by counting the overall number of bacteria (CFU-Colony Forming Units) for the
different strains. Each experiment was performed in four replicates. The software R was used
to analyse the data. At least, four replicates of the experiments were conducted in order to allow
a significant statistical analysis. The Analysis Of the Variance (ANOVA) statistic test was used
and significant differences among antibacterial properties of the networks were detected thanks

to the multiple range test of Duncan.
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The networks were immersed at 37°C and stirred (130 rpm) in the bacterial suspension of E.
coli or S. aureus (ODeoonm = 0.05). 100 pL of samples are taken to measure the absorbance at

600 nm every 30 min for 6h. Experiments were conducted in four replicates.

The amount of carvacrol and tannic acid released was quantified by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) using a C18 R reverse phase column, 150 mm x 4 mm, particle size
5 pum. The HPLC consisted of Ultimate 3000 pump from Dionex linked to the spectra 100 UV-
Vis detector from Spectra-Physics Analytical and UCI-50 Universal Chromatography
Interfaces from Dionex. The HPLC-UV system was controlled by Chromeleon software. The
flow rate of the mobile phase was 1mL/min. The mobile phase compositions were (A)
methanol/water (70/30) and (B) methanol/water pH= 2.5 prepared with aqueous KH2PO4 99%
50mM and 1% of formic acid.

The samples were immersed (4.7 x 2.5 cm) at 37°C and stirred (130 rpm) in 45mL and 30mL
PBS (respectively 20 wt.% C and 10wt % TA) in order to act as simulated LB medium. All 30
min 300puL of the solutions were withdrawn and the amount of carvacrol or tannic acid released
from the films was evaluated by HPLC for 24h. The mobile phase was composed of (A)
methanol/water (70/30) for AE-C and (B) methanol/50 mM KH2PO4 with 1% of formic acid at
pH 2.5 (55/45) for TA. The absorbance was monitored at A = 274 nm.

The antioxidant activity of the networks was treated according to the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) method>-" (Scheme 2). 30 mg of the network were immersed in 3 mL of 0.1
mM of DPPH solution (in methanol). This solution was then left in the dark for 1h at room
temperature. The radical scavenging activity was measured by using the CaryWinUV software.
The DPPH solution is known to have a maximum of absorption at 517 nm. The antioxidant
activity was therefore determined by monitoring the decrease of the absorbance at this

wavelength. The radical scavenging activity was calculated according to the Equation 8:

Radical scavenging activity (%) = (A%fs) x 100

209



where “Aref” corresponds to the absorbance of the 0.1 mM of DPPH solution without network

and “As” corresponds to the absorbance of the 0.1 mM of DPPH solution with network at 517

CLO

AH i

DPPH (oxidant) DPPH (reducer)

nm.

OH

With AH = Carvacrol (C) or Tannic acid (TA)

Scheme 2: Mechanism of DPPH scavenging.

11.7.5 Results and Discussion

11.7.5.1 Preparation of the Networks

The synthesis of photo-induced thiol-ene networks based on allyl- eugenol (4E) with trapped
carvacrol (C) or tannic acid (7A4) in the presence of DMPA was showed in the Scheme 1. These
networks were prepared by thiol-ene reaction of unsaturated AE with the triSH in presence of
DMPA as photoinitiator under UV irradiation. For all compositions studied, the initial
stoichiometry C=C/SH was maintained to 1/1. The weight fraction of carvacrol may not exceed
30 wt. %. Thus, higher values led to an insufficient crosslinking due to the dilution of the
monomer mixture, which decreases the conversion yield. Consequently, the material became
sticky. In the case of the solid tannic acid, it is necessary to previously dissolve T4 in a

minimum volume of acetone. The volume required to dilute a 74 quantity exceeding 10 wt. %
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increases the dilution of the initial mixture that prevented the total crosslinking. The cross-
linking process was followed by Raman spectroscopy. Figure 120 shows the carbonyl group
characteristic peak at 1735 cm™ and at 2570 cm™, the strong characteristic peak of the thiol
group. The success of the reaction was confirmed by the decrease of the SH band after
irradiation. The conversion yield is determined by comparison of the intensities of these peaks.

The results are reported in the Table 8.
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Figure 120: RAMAN spectra of AE-TA (10) network before (a) and after (b) 300 s of irradiation.

Table 8: Characteristics of AE, AE-C (20) and AE-TA (10) networks

Composition
(wiw %) AE AE-C (20) AE-TA (10)
Thickness (mm) 0.21+0.03 0.20 + 0.04 0.20 + 0.06
0% (°) 76.60 + 3.80 76.90 + 1.03 80.00 + 1.00
SH conversion® (%) 94.70 +0.03 90.25 +0.35 91.50 + 0.71
Soluble extract® (%) 2.70 +1.40 17.30 + 0.60 4.70 £ 0.70

3Determined by water contact measurements, »Determined by Raman spectroscopy, “Determined by gravimetric analysis
after extraction in ethyl acetate
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A yield higher than 90% was achieved but a total conversion was not reached in spite of the
functions stoichiometry. The swelling ratio of the AE networks in different solvents was shown
in Table 9. As expected, AE networks swell in moderately polar solvents, but do not swell in
polar solvents such as water or ethanol. Since in ethyl acetate, the swelling ratio reaches 23%,
the extraction of the AE was conducted in this solvent. The soluble extract amount of AE
networks, lower than 3% indicates that all monomers are covalently linked (Table 8). The non-
complete conversion may be due to the decrease of the molecules mobility at high conversion

that reduces the access to reactive groups.

Solvent H.0 EtOH Ethyl acetate

Swelling rate? (%) 0.30 +0.42 4.80 + 2.55 23.21 +0.36
Surface increase (%) 0 0.2 1.34
Thickness (cm) 0.21 0.21 0.25

dDetermined by gravimetric analysis

As expected, the introduction of tannic acid, a solid compound, led to an increase of the
turbidity of the networks but materials keeps translucent (Figure 121). The treatment of 100%
AE films in solvents showed that despite the high degree of crosslinking (SH conversion greater
than 90% (Table 8) non-polar solvents can penetrate into the film (Table 9). As attempt, the
introduction of carvacrol (hydrophobic molecule) did not affect the value of the contact angle
whereas a slight increase was observed in the case of tannic acid in agreement with the polarity
of this compound (Table 8). The soluble extract from AE-C films close to the expected value
confirms that carvacrol molecules are not linked to the network and can diffuse out of the
network. The soluble extract values of AE-TA films are lower than the initial fraction
suggesting that TA seems physically entrapped in the networks. The incomplete extraction of
tannic acid could be explained by the steric hindrance. Indeed, it can be assumed that the tannic

acid molecules could linked together by oxidative coupling reactions as it was reported in the
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literature for phenolic compounds.®® Enzymes, such as peroxidases and laccases, using
hydrogen peroxide or oxygen, respectively, as oxidant generating phenoxy radicals, generally
catalyse these reactions. It can be expected that in presence of DMPA, under UV irradiation,
similar reaction may occur leading to an oligomerization of tannic acid. To confirm this
hypothesis, experiments were achieved. A tannic acid solution in acetone, with or without
DMPA was irradiated for 300 seconds. In presence of DMPA and under UV irradiation, the
tannic acid solution led to a film formation (Figure 123) which is insoluble in water but poorly
soluble in ethyl acetate. It can be assumed that TA molecules are linked to each other through
an oxidative process leading to the formation of oligomers, which are not water-soluble. Thus,
these macro-monomers are physically trapped inside the network and cannot be easily extracted
with a solvent. To demonstrate this assumption, TGA analyses of the tannic acid and the
irradiated tannic acid in presence of DMPA were performed (Figure 123). An increase of the
Tsy value from 240°C for TA to 250°C for irradiated TA in presence of DMPA was observed.
It can be assumed that the increase of the thermal stability is due to the formation of a macro-
monomer of TA by oxidative process.

Opacity (%)
w
1

- - : I
O T T 1
AE AE-C AE-T
20 1 5 10

Figure 121: Opacity and photographs of the AE, AE-C (20) and AE-TA (10) networks.
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Figure 122: Photographs of the TA acetone solutions with or without DMPA before and after irradiation and
resulting products.
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Figure 123: TGA thermograms of TA (black dotted) and irradiated TA in presence of DMPA (grey).

SEM images of AE networks demonstrate smooth surface and homogeneous material (Figure
124 a and c). In the opposite, the surface of AE-TA material shows roughness marks (Figure
124 b and d) that are induced by the solid filler concentration and are facilitated by the
flexibility of the C-S linkages®**!. Furthermore, the presence of TA oligomers inevitably

increases the constraints during crosslink process.




Figure 124: SEM images of surfaces on the top and fracture surface at the bottom of AE (a, c) and AE-TA (10) (b, d)
networks.

The surface chemical components structure of AE-TA networks was analysed by XPS. The O/C
atomic ratio were similar for all compositions (= 0.37 = 0.2). However, there are some
differences in the XPS C1s high resolutions scans. As shown in Figure 125, the AE networks
can be divided into six peaks, corresponding to the carbon atoms in different functional groups.
The assignments are in agreement with literature*>-*>. The incorporation of TA in the networks
induces the appearance of a supplemental peak at 287.4 eV (peak E, Figure 125 b and c),
attributed to the ester group between two aromatic ring, contributing to 7.9% of the total carbon
content (Table 10). This particular position of the ester group in TA molecules induces
delocalization effects responsible of the shift of the O-C=0 signal toward a lower energy.*?46:47
This C1s peak intensity increased after the extraction of the cross-linked material in ethyl
acetate due to the increase of the ester groups content on the surface (Figure 125c¢). It can be
assumed that the extraction has caused the migration of tannic acid oligomers toward the surface.
This result has been confirmed by FTIR analysis by a bond at 3500 cm™ corresponding to OH
phenol groups (result no shown).
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Figure 125: XPS spectra of AE (a), AE-TA (10) before (b) and AE-TA- (10) after (c) extraction in ethyl acetate.
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Peak Binding energies (eV) AE AE-TA AE-TAext

A C=C (2842 5.85 5.38 3.86
B C-C/C-H(284.8) 25.96 27.02 25.4
Cls C  C-O/C-OH ar (285.8) 32.50 23.78 21.59
D  C-O/C-OH al (286.4) 24.49 23.21 2553
E  0-C=0ar(287.4) - 7.94 10.95
F  C=0(288.4) 3.70 2.06 5.84
G  0-C-O(289.3) 7.49 10.64 7.09
o) 25 28 27
% C 70 67 69
S 5 5 4
o/C 0.36 0.42 0.39

The C1s signal is deconvoluted with a fixed width at half maximum of 1.4 + 0.1 eV

The mechanical and thermal properties of the networks were investigated by using DSC, TGA,
tensile measurements and DMA (Table 11). The entrapped molecules, TA or C led to a decrease
of the crosslinking of the materials and consequently induced a drop of the glass transition
temperature from -1°C to -5 and -9°C for the AE, AE-TA (10) and AE-C (20) networks
respectively. Thermal degradation was studied by TGA by considering the temperature
corresponding to 5% and 50% of weight loss. The thermal degradation temperature of AE-C
networks at 5% corresponds to the temperature of free carvacrol (145 °C) and the weight
fraction corresponding to the carvacrol degradation (between 91 °C and 285 °C) is around the
initial weight fraction. These results are in line with the soluble extract results (Table 8) and
confirm that the carvacrol is not covalently linked to the network but only entrapped (Figure
126). In the case of AE-TA networks, the increase of the degradation temperature of TA from
271 °C to 290 °C may be explained by the presence of oligomers of tannic acid induced by
oxidative coupling reactions (Figure 127).
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Composition AE AE-C (20) AE-TA(10)
(wiw %)

T¢® (°C) -1.0+15 -9.0+2.0 5.0+3.7
Ts:® (°C) 306 + 1.6 145 +3.2 271+ 2.0
Tso%” (°C) 383+25 376 £ 1.9 397+15
E9 (MPa) 5.9+0.7 3.9+0.2 9.9+0.6
c¥ (MPa) 1.1+0.2 05+0.1 0.8+0.6
& (MPa) 23+4.0 15+ 4.0 33+4.0
E’Y (MPa) 17.9+7.2 9.8+0.8 12.3+1.3
tand 9 (°C) 104 +2.3 24+13 85+16
La® (°C) 12.7+0.6 145+0.1 20.0+2.2
he 9 0.95+0.2 0.97+0.1 0.73£0.3
M (g.mol ™) 2009 + 50 2548 + 70 1711+ 30

dDetermined by DSC, " Tso or Tsos : Temperatures of 5% or 50% eight moss of the networks detremined by TGA, 9Determined
by tensile measurements (E: Young modulus,or: tensile strengh, e elongation at break), “Detremined by DMA (E’: storage
modulus, tand : maximum of the peak , L.: width at half height of the peak of tand, ha: intensity of the peak of tand, Mc:
number average molecular weight between cross-links).
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Mechanical properties are shown in Figure 128 and 5. It can be assumed that the increase of
number average molecular weight between cross-links (Mc) due to the introduction of 20 wt%
of carvacrol led to an improvement of the flexibility of the material as demonstrated by the
decrease of the modulus, tensile strength and toughness of the AE-C network, as compared to
the AE network (Table 11). For each composition, the tan 6 peak is monomodal but the peak
width at half height, La, slightly increases (from 0.7 to 0.8 and 1.1 cm corresponding to an
increase from 12.7 to 14.5 and 20.0°C) with the incorporation of C and TA respectively,
reflecting an increase of the heterogeneity (Figure 129). The networks were slightly reinforced
with T4 induced by presence of rigid oligomers of tannic acid since a decrease of the Mc
associated to an increase of the moduli (Young and storage) were observed (Table 11).
Moreover, the increase of intensity of tan 6 peak (ha) (indicating an increase of the loss of
energy) is characteristic of a viscous behavior whereas a low value of this intensity indicates an
elastic behaviour.*® The values of ha correlate with the Mc values since tan § increase with the
increase of Mc. The higher viscous behavior is, the lower the cross-linked network is*’. On the

other hand, an elastic behavior indicates a high cross-linked network.
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Figure 128: Tensile tests of AE (a), AE-C (20), (b) and AE-TA (10) (c).
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Figure 129: Dynamic mechanical properties of the AE (in black), AE-C (20) (in grey), and AE-TA (10) (in black
dashed) networks.

11.7.5.3 Bacterial Adherence and Growth Inhibition

The anti-adhesive properties of the networks were examined against two strains of bacteria, a
Gram-negative bacteria E. coli and a Gram-positive bacteria S. aureus. These bacteria were
chosen since they are a serious cause of various humans and animals infections. In particular,
Staphylococcus aureus is a leading cause of hospital-acquired infection (nosocomial infection).
Figure 130 shows the amount of viable adhered bacteria (CFU/cm?) calculated by the ANOVA
and StatAdvisor post-tests on different networks of AE-C containing 10, 20 and 30 wt.% of
carvacrol and AE-TA containing 10 wt.% of tannic acid. In the case of the Gram-negative
bacteria (E. coli), the introduction of 10 wt.% of tannic acid in the eugenol-based network led

to a reduction of 77.9 % of the bacteria adhesion and a complete inhibition of the adhesion
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when 20 wt.% of carvacrol were incorporated. Indeed, it had been reported that carvacrol has a
membrane disruption property in E. coli and Salmonella typhinium.>® Furthermore, some
authors had demonstrated the antimicrobial activity against different pathogens of plan-derived
polyphenols such as tannic acid.>*> The effect on the Gram positive bacteria (S. aureus) were
more enhancing since the introduction of 20 wt.% of carvacrol caused a decrease of 98.4% of
the bacteria adhesion while there was no bacterium adhesion when 10 wt.% of tannic acid were
introduced in the material. Chung et al. have proved the high antibacterial activity of tannins,
which are phenolic compounds, against S. aureus. Indeed, it had been shown that the
mechanism of antibacterial activity of polyphenols such as tannic acid consisted in a directly
bind of the peptidoglycan layer in the membrane of Gram-positive bacteria.>* On the contrary,
this mechanism cannot occur for the cell wall components in Gram-negative bacteria >* that is
why a low activity against E. coli and P. aeruginosa has been observed.> In addition, the
bactericidal activity in the solution by a bacterial growth inhibition study was investigated.
Figure 131 shows the percentage of microbial growth inhibition in the medium over 6h of
culture. The results demonstrate that 100% of the bacteria growth are inhibited whatever the
strains in presence of AE-C (20) network, which is in line with the diffusion of the carvacrol
out of the material. On the other hand, in presence of AE-TA (10), only 53% of inhibition of S.
aureus growth and 16% of inhibition of E. coli growth have been achieved. It may be explained
by a restrained diffusion of TA from the film, as it was assumed previously. Furthermore, these
results are in good agreement with the fact that the carvacrol was found as the most effective
antibacterial agent with the lowest MIC (minimum inhibitory concentration) in comparison
with tannic acid.6°%57 In microbiology, minimum inhibitory concentration (MIC) is defined as
the lowest concentration of an antimicrobial drug (like an antifungal, antibiotic, bacteriostatic)

that will inhibit the visible growth of a microorganism after overnight incubation.
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Figure 130: Antibacterial tests of the AE, AE-C and AE-TA networks against E. coli and S. aureus.
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Figure 131: Bacterial inhibition of the AE, AE-C (20) and AE-TA (10) networks by measurement of the absorbance
against E. coli and S. aureus.

The releases of carvacrol and tannic acid in PBS buffer were examined to corroborate the tests
of bacterial inhibition at 37°C. Figure 132 shows the percentage of carvacrol or tannic acid
releases in PBS. In order to investigate the molecule-trapped release kinetics, several
mathematical models have been developed.>® Korsmeyer-Peppas is a simple relationship model

which described the drug release from polymer system.>®
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In this model, the mechanism of molecule release was fitted according to the Equation 9:

Mt/ Moo= kt"
IN(M¢Mx) = n In(t) + In(k)

where M¢/M is the fraction of molecule released at time t; Mt and M., is the molecule content
released at time “t” and at “equilibrium”, respectively; “k” is the rate constant and “n” is the
release exponent which is used to characterized different release mechanisms. The exponent “n”
can be determined by plotting In (M¢/M.) against In (t) and corresponds to the slope of the slop
of the line obtained. When n < 0.5, the molecule release from the networks follows the Fickian
diffusion and the molecule release rate is time-dependent. When 0.5 < n < 1, the drug release
follows non-Fickian diffusion and the drug release rate is time-dependent also but other factors
such as polymer solute transport can occur. Case-1l type diffusion occurs when n = 1, which
indicates that the release rate is time-independent. Finally, super-case Il transport occurs when

“n” is greater than 1.0; in that case, the release rate is time-dependent t"1,58.60.61
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The release exponents were found as 0.38 and 1.70 for carvacrol and tannic acid respectively.
Only, AE-C followed a Fickian controlled release diffusion mechanism.
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The concentrations of carvacrol and tannic acid released after 6h have been evaluated around
0.01 g/L and 0.03 g/L for carvacrol and tannic acid respectively (Figure 132). The value
determined for carvacrol is in agreement with the MIC values reported in the literature (0.002
-0.12 g/L for E. coli and S. aureus). %62 Ultee et al. have demonstrated that the exposure to high
concentration of essential oils and particularly to their components disrupt the energy
availability of microbial cells. 5 Moreover, some studies have shown that the presence of 0.34
g/L of carvacrol led to a fast depletion of the intracellular ATP poll in Bacillus cereus due to
the dissipation of the proton motive force and the impact on the permeability of important ions
(H* and K®). It has been also highlighted that the antimicrobial property of carvacrol is linked
with its phenolic group, which permitted its solubilization in the destabilized cell membrane
and to its role of ion exchanger. ® Sikkema et al. have demonstrated that the interaction of
hydrophobic molecules with the membrane inflicted the activity of membrane bound or
enshrined enzymes. Finally, the inhibition of membrane bound ATPase in E. coli and Listeria
monocytogenes have been proved as the dissipation of pH gradients, K and P leakage from S.
aureus and Pseudomonas aeruginosa after the exposure to carvacrol essential oil. ®However,
the concentration calculated for TA is lower than the MIC found for MRSA - Methicillin
resistant S. aureus (0.256 g/L).%" This result can explain the lower bacterial inhibition described

in the Fig. 7 for AE network entrapping 10% of tannic acid.

DPPH radical scavenging assay is widely used to evaluate the antioxidant activity of phenolic
compounds.®®®® At 517 nm, this relaxation and swelling control radical have a maximum of
absorbance. When this molecule reacts with a hydrogen donor such as antioxidant, the
absorbance decreases® and a colour change of the solution from purple to yellow can be
observed. As shown in Figure 133, an increase of the activity from 25% to 90% for the AE and
AE-C, AE-TA respectively was observed. If the AE-C networks are previously immersed in
methanol for 30 min, a very low decrease of their antioxidant activity can be noticed.
Nonetheless, after extraction in ethyl acetate the antioxidant activity of the AE-C network
strongly decreased that was consistent with the complete extraction of carvacrol. After 1 and 2
months at 22°C, the AE-C antioxidant activity decreases from 87% to 77% and 68%

respectively but still remains high. It can be explained by the diffusion of carvacrol, which is
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volatile and not linked to the network. In the opposite, the antioxidant activity of AE-TA

network is not influenced by the extraction. This result confirms the presence of TA in the

network since tannic acid is partly entrapped in the networks providing a long time antioxidant

activity.
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Figure 133: Antioxidant activity of the AE, AE-C (20) and AE-TA (10) networks (from 0 to 2 months).
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Photoinduced thiol-ene addition was used to design soft networks by a green chemistry process.
The embedding of phenolic compounds in the cross-linked material is an attractive approach to
improve the antibacterial activity against Gram-positive and Gram-negative strains. The
antibacterial properties and the bacterial growth inhibition of AE-C and AE-TA networks were
particularly significant since only 20 wt% of carvacrol leads to a complete inhibition of E. coli
and 98% of S. aureus whereas only 10 wt% of tannic acid induces 78% of the E. coli inhibition
and a complete inhibition of S. aureus. Moreover, the inhibition property of carvacrol is
exacerbated in solution since a complete inhibition was achieved whatever the strain. These
results indicate that the presence of free phenolic groups is essential for antimicrobial activity.
Furthermore, the presence of carvacrol or tannic acid leads to promising antioxidant properties.
Indeed, the AE-C and AE-TA networks exhibited a free radical scavenging of 88% and 92%
respectively. Both systems presented in this work offer the advantage of being complementary.
On the one hand, the incorporation of a small molecule (carvacrol) leads to a controlled release
system. On the other hand, the oxidative coupling of the tannic acid, allows the immobilization
of many phenolic functions within the network to impart durable antibacterial and antioxidant
activities (over 2 months). The present approach opens very interesting opportunities for the

development of sustained antibacterial phenolic delivery systems for packaging applications.
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Dans cette partie, deux types de charge de nature différente ont été introduits dans les réseaux
a base d’eugénol modifié afin d’étudier leur influence a la fois sur les propriétés thermo-

mécaniques mais aussi biologiques des matériaux.

Comme dans I’étude précédente, 1’introduction de ces charges (méme en quantités plus élevées)
non liées aux réseaux entraine un effet sur les propriétés thermo-mécaniques. En effet, on
constate une augmentation de la flexibilité des réseaux dans le cas du carvacrol caractérisée par
une diminution de la Ty et une diminution du module d’Young ; ce qui n’est absolument pas le
cas avec I’acide tannique. En revanche, I’introduction de ces deux composés aux propriétés
antibactériennes particulierement efficaces entraine une inhibition complete de la croissance
bactérienne a partir d’une proportion de 20% massique en carvacrol pour la souche E. coli et
de 10% massique en acide tannique pour la souche S. aureus. De plus, dans les deux cas, les
matériaux obtenus ont démontré une excellente activité antioxydante (88% des radicaux piéges
pour les réseaux hybrides contenant 20% de carvacrol et 92% pour ceux contenant 10% d’acide
tannique) en raison de la présence de la fonction phénol. Il a également été démontré que cette
activité était durable puisqu’apres 2 mois I’activité reste intacte dans le cas de I’acide tannique

et toujours efficace (70%) dans le cas du carvacrol.

Cette étude a également permis de démontrer le piégeage physique de I’acide tannique sous la
forme d’oligoméres par couplage radicalaire induit par photoirradiation. En effet, la
caractérisation de ces réseaux par TGA, MEB ou bien le taux d’extractibles et I’activité
antioxydante sont en accord avec la formation de macromeres piéges physiquement dans le

réseau.
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Les différents réseaux synthétisés par réaction thiol-éne a base de terpenes ou de composés
phénoliques décrits dans les parties précédentes ont démontré des propriétés antibactériennes
et antioxydantes prometteuses. Cependant, les performances mécaniques restent voisines et

principalement controlées par la souplesse des liaisons thioether particulierement flexibles.

Nous avons donc cherché a élargir cette gamme de matériaux en introduisant au sein de ces
réseaux un polyester semi-cristallin qui devrait permettre d’accéder a un éventail de propriétés
thermo-mécaniques plus large tout en gardant comme objectif principal la synthése de

matériaux antibactériens.

Notre choix s’est donc porté sur le poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate) (PHBHV),
polymére semi-cristallin d’origine bactérienne. Il a ét¢ démontré dans le chapitre I combien les
polyesters aliphatiques (PHAs) pouvaient s’avérer intéressants du fait de leur origine
biosourcée, de leurs propriétés physiques modulables mais aussi de leur biocompatibilité. De
plus, leur biodégradabilité pourrait également étre un caractere particulierement intéressant
pour nos matériaux si I’on vise des applications de type emballage alimentaire par exemple. Le
PHBHYV ¢étant relativement rigide, nous avons dans un premier temps choisi de I’associer au

linalol.

La derniére partie de ce chapitre II sera donc consacrée a 1’élaboration de co-réseaux a base de
PHBHYV difonctionnalisés par une réaction de transestérification a partir de 1’éthyléne glycol
(voie 1) ou de I’alcool allylique (voie 2), suivi d’une réaction SN2 de type Williamson a 1’aide
de I’allyle isocyanate. Le PHBHYV associé au trithiol et au linalol ont conduit a la synthese de

matériaux (Figure 134).

Les premiers résultats de cette étude seront présentés dans cette derniere partie.
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Figure 134: Stratégie de synthese des reseaux PHBHV-linalol
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La réalisation de co-réseaux PHAs-terpénes nécessite la synthése d’oligomeéres fonctionnalisés
par des doubles liaisons carbone-carbone. Celle-ci est une transposition d’un travail précédent?
portant sur la réaction de transestérification sous irradiation micro-ondes en remplacement du
chauffage conventionnel. L’irradiation par micro-ondes est un procédé de chauffage trés
efficace et plus homogéne que le chauffage conventionnel?. De plus, I’utilisation du chauffage
par micro-ondes permet d’atteindre des temps de réaction trés courts puisque la synthése
d’oligoméres de PHAs allyliques de 1000 g.mol™ est effectuée en 60 min contre 24 h dans le
cas d’un chauffage conventionnel’. La réaction de transestérification présente 1’avantage
majeur de conduire a des oligomeéres parfaitement définis avec différentes fonctionnalités selon

I’alcool utilisé.

Deux voies ont été envisagées pour la synthese de ces oligoméres (Figure 134). Une premiere
voie conduit a un oligomere de PHBHV diol (PHBHV o,0 dihydroxylés) possédant un alcool
secondaire d’une part et un alcool primaire, par une réaction de transestérification par I’éthyléne
glycol en présence de dibutildilaurate d’étain (DBTL) utilisé en quantité catalytique (Figure
135) et une deuxiéme voie conduisant a un PHBHVa-hydroxylé, w-allylique comportant un
groupement terminal insaturé d’un c6té et un alcool secondaire de I’autre en utilisant 1’alcool
allylique (Figure 136). Une analyse RMN H a permis de confirmer la structure des produits

obtenus.

Le calcul du rapport 133/ Is permet de calculer le nombre d’unité de répétition et donc de

déterminer la masse molaire en nombre des oligoméres de PHBHV.
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Figure 135: Spectre RMN *H des oligomeres de PHBHV a,m-dihydroxylés obtenus par la voie 1 (400MHz, DMSO
70°C) (*Macromolecules vol 35, N°3, 2003 andrade et al.).
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Figure 136: Spectre RMN *H des oligoméres de PHBHV a-hydroxylé, m-allylique obtenus par la voie 2 (400MHz,
DMSO 70°C).
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Les oligoméres de PHBHV a,w diallyliques (voie 1) obtenus par une réaction de Williamson®*
se présentent sous la forme d’une poudre blanche et ont été caractérisés par RMN H (Figure
137 et Figure 138). L’apparition des signaux a, a’ et b a 5,17 ppm et 5,45 ppm respectivement
caractéristiques des protons allyliques permet de confirmer la structure des oligomeres de
PHBHYV oa,o-diallyliques. De méme, dans les cas des oligoméres de PHBHYV a,w-diallyliques
obtenus par la voie 2, I’apparition des signaux ¢’, a’ et b’ a 4,85 ppm, 5,15 ppm et 5,85 ppm
respectivement caractéristiques des protons allyliques confirment la structure de 1’oligomere

synthétisé.
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Figure 137: Spectre RMN H des oligoméres de PHBHYV a,m-diallyliques obtenus par la voie 1 (400MHz, CDCls).
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Nous avons cherché a préparer des oligomeres de PHBHV de masse molaire voisine de 1000
g.mol? puisqu’une faible masse molaire permet de conserver la réactivité des fonctions

terminales.

La variation de la quantité d’alcool allylique introduite ou bien du temps de réaction permettent
de contréler parfaitement la longueur de chaine des oligomeres. Toute une série d’expériences
a été effectuee lors de la premiére étape de synthese (oligomeres dihydroxylés) suivant les 2

voies possibles afin de diminuer la taille des oligomeres (Tableau 10).
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Tableau 10: Variation de Mn des oligoméres en fonction du temps de réaction ou de la quantité d’alcool introduite
par irradiation MO (voie 1)

Voie de Mn? Temps de Rendement
synthese nerervinox nor/nose (g.molY)  réaction (min) (%)
2,09.10°3 2,55 7420 30 96
! 1,05.10° 5,09 1106 60 80
) 1,51.10% 35,17 110 50 10
»1,51.10* 35,17 503 10 50
6,04.10* 35,14 2300 10 65
1,20.10°3 35,20 5500 10 90
6,04.10* 35,14 8462 5 90
6,04.10™ 35,14 3200 7 80
— 3,02.10* 17,59 1108 10 40

JDéterminée par RMN H, influence du temps avec nexerv/non= 1,51.10; influence de nererv/non, influence du temps avec
NpHeHV/NoH= 6,04.10, influence de now.

L’augmentation du temps de réaction par irradiation micro-ondes permet de diminuer la taille
des oligomeéres (lignes 1 et 2 du Tableau 10). Une réduction de la masse molaire allant jusqu’a
110 g.mol™? peut étre atteinte mais le rendement étant relativement faible, la Mn optimale
sélectionnée pour la suite des expériences a été fixée a 1000 g.mol ™.

Le Tableau 11 rassemble les données de la caractérisation par SEC, DSC et ATG des

oligoméres de 1000 g.mol™ obtenus en suivant les voies 1 ou 2.




Tableau 11: Caractérisation des oligoméres de PHBHV

_ Rendement Mn?  MnP) Tt9  TvO  Tso?
oligoméres Ip®
(%) (9/mol)  (g/mol) (°C) (°C) (°C)
Ho-(PritBY- 0~~~ 80 996 1748 16 119 -266 255
Ho-(FHHBY- 0~ 40 1108 2266 14 122 -155 260
S py(FmB oA 95 1223 2067 15 121 55 243
N p{pE0TN 90 550 1200 14 122 -125 250

3 Déterminée par RMN™H, Y Déterminée par SEC dans le chloroforme en équivalent PS, ©Déterminée par DSC, 9 Déterminée
par TGA.

L’étape 1 (synthése des oligomeéres hydroxylés) est 1’étape limitante de la synthése en 2 étapes
quelle que soit la voie choisie. D’aprés le Tableau 11, lors de la deuxiéme étape (synthése des
oligomeres diallyliques), on constate une diminution de Mn des oligomeres obtenus par la voie
2 apres la réaction d’allylation ce qui suggere qu’une coupure s’effectue pendant la réaction
avec I’isocyanate allylique. Ainsi, méme si la voie 2 permet un gain de temps (10 min au lieu
de 60 min), la voie 1 a été retenue puisqu’elle permet d’obtenir des rendements supérieurs et ce

sans modification de la masse molaire lors de la réaction avec 1’isocyanate .

11.8.3 Syntheése et caractérisation des co-réseaux a base de PHBHV- linalol

Différents co-réseaux a base de PHBHV a,w-diallyliques ont été synthétisés en faisant varier
les quantités de linalol incorporées dans la formulation de 0 a 100% massique par rapport aux
oligomeres de PHBHYV. Le trithiol utilisé comme agent de réticulation a permis I’obtention de
matériaux plus ou moins manipulables en présence du photoamorceur DMPA (5% g/g). Comme
attendu, I’augmentation du pourcentage massique d’oligomeres de PHBHYV dans la formulation
permet une augmentation des performances mécaniques. En effet, 1’ajout de ce polymeére trés

cristallin permet une augmentation de la tenue des films (Figure 139).

L

4

Figure 139: Photographie des co-réseaux 70-30 PHBHV-linalol.
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Les co-réseaux a base de PHBHV a,w-diallyliques et de linalol ont été caractérisés par mesure

d’angle de contact, IR, DSC et TGA. Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 12.

Tableau 12: Caractérisation des co-réseaux PHBHYV-linalol

PHBHV-Linalol T Tv® Tse? TP @9 Extractibles® Conversion®

(% g/g) (°C) (°C) (°C) cC) () (%0) (%)
PHBHV-Linalol
- -30 184 101 98 3 100
(100-0)
PHBHV-Linalol
(70-30) 102 2 220 126 54 5 100

3 déterminée par DSC, P déterminée par TGA : Tsy : température de dégradation thermique correspondante a une perte de
masse de 5% ; Ts: température statistique de résistance thermique Ts= 0,49 X [Ts% + 0,6 X (T30% - Tsw)], 9déterminée par
mesure de I’angle de contact, 9 déterminée par gravimétrie, ® déterminée par spectroscopie RAMAN.

Les surfaces étant relativement peu planes, les résultats des mesures d’angle de contact
demeurent difficiles a exploiter. Néanmoins, on peut voir une légere influence de la présence
des fonctions OH dans le cas des films PHBHV-linalol ce qui peut laisser penser que les
fonctions OH présentes en surface ce qui est observé sur les spectres IR. Ceci pourra étre

confirmé par une analyse XPS.

Une extraction par 1’éther diéthylique des films obtenus a été effectuée afin de déterminer le
pourcentage de linalol non lié aux réseaux de fagon covalente suivie d’une extraction au
dichlorométhane afin d’extraire le PHBHV non lié. La détermination des extractibles a été
effectuée par deux méthodes gravimétriques 1’une mesurant la perte de masse des films aprés
extraction et I’autre la masse d’extractibles aprés évaporation du solvant. Dans les deux cas, les
résultats obtenus ont été concordants et ont confirmé les mesures du taux de conversion. En
effet, le linalol posséde des bandes caractéristiques des groupements alcenes pouvant étre
suivies en spectroscopie afin de calculer le taux de conversion de la réaction thiol-éne (Figure
140 et Figure 141).
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Figure 140: Bandes alcénes IR caractéristiques du linalol.

Ce taux peut étre calculé en appliquant 1I’Equation 2 aux spectres IR des films avant et aprés

irradiation.

Equation 2 :

Ro-R Ic-
o =(°Rt)><100Avec R0=ICC

Ic= . ..
= IC—C , aprés irradiation
0

Les résultats des taux de conversion des fonctions SH ont été rassemblés dans le Tableau 12.

SH OH
C:O élongation § :C|_§|2 élon?ation

=

0,8 1
8 g | =CH, élongation
c g lo90d |
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Figure 141: Spectres FTIR du mélange 50-50 PHBHV-linalol en présence de trithiol et DMPA avant irradiation (noir)
et du film 50-50 PHBHV-linalol apres irradiation.
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Comme nous le montre la Figure 141, I’intensité relativement élevée de la bande carbonyle du

PHBHV a 1730 cm rend relativement difficile le calcul de la conversion des fonctions SH a

2570 cm™ par infrarouge du fait de la faible intensité du signal. Ici, la disparition compléte du

pic nous permet de déterminer une conversion totale. Ce signal étant beaucoup moins intense

en spectroscopie Raman le calcul de la conversion sera confirmé par cette méthode.

La caractérisation thermique des co-réseaux a été effectuée par analyse DSC. Les résultats

obtenus ont été rassemblés dans le Tableau 13.

Tableau 13: Caractérisation des propriétés thermiques du PHBHYV natif, des oligoméres diallyliques et des réseaux

PHBHV-terpénes

) Composition Ttd Tv®
Compose
(9/9) °C) °C)
PHBHYV natif - 150 4
Oligomeéres
- 122 -6
diallyliques
100/0 93 3,5
70/30 102 2,3
PHBHV:-linalol
(/g %) 50/50 84 -17,6
(0]
0 30/70 _ -12,9
0/100 113 -25,3

Adéterminée par DSC

Comme attendu, 1’augmentation de la proportion de linalol dans la formulation entraine une

diminution de la Ty. Ainsi, I’association avec le PHBHYV a bien permis d’¢élargir la gamme des

propriétés des réseaux obtenus par réaction thiol-éne.
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Ces résultats préliminaires sur [’élaboration de co-réseaux PHBHV-linalol semblent
particulierement prometteurs puisque l’utilisation de PHBHV permet une nette augmentation

des performances thermiques des co-réseaux obtenus (augmentation de la Tg multipliée par 4).

Faute de temps, la caractérisation compléte des matériaux ainsi que 1’étude de leurs propriétés
antibactériennes n’ont pu étre réalisées. De méme, au vu des résultats des travaux précédents,
il pourrait étre également judicieux de voir ’effet de 1’eugénol ainsi que d’autres terpénes sur

les propriétés antibactériennes des réseaux a base de PHBHV.
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Synthése des oligoméres de PHBHYV o, diallyliques (voie 1)

Le PHBHV préalablement déplastifié par précipitation dans 1’éther de pétrole est dissout (1 @)
dans 10 mL de CHCIlz anhydre par micro-ondes dans un tube en verre de 30mL sous agitation
selon le programme de chauffe suivant : rampe de 3 min jusqu’a 100°C suivi d’un palier de
5min et d’un refroidissement jusqu'a 40°C. L’éthyléne glycol anhydre (0,6 mL) est alors ajouté
sous agitation puis le DBTL (1,24 mL). La solution est alors irradiée par micro-ondes selon le
programme qui suit : une rampe de 3min jusqu'a 140°C suivie d’un palier de 60min puis d’un
refroidissement a 40°C. Le mélange réactionnel est précipité au goutte a goutte dans 150 mL
de n-pentane puis filtré sur un fritté de porosité 4. Les oligoméres de PHBHV a,® diol (1000

g.mol™?) obtenus sont séchés une nuit sous vide a 60°C. Le rendement calculé est de 90%.

Le PHBHV o, diol (0,8 g) est alors dissout dans 8 mL de CHCIls anhydre, 1’allylisocyanate
(22 uL) et le DBTL (10 pL) sont alors ajoutés sous argon. La solution est alors portée a reflux
sous agitation 4h30 puis précipitée au goutte a goutte dans 100 mL de n-pentane et filtrée sur
fritté de porosité 3. Les oligomeres ainsi obtenus sont séchés sous vide 1 nuit a 60°C. Un

rendement de 90% est obtenu.

Synthese des oligomeres de PHBHYV a, o diallyliques (voie 2)

Le PHBHYV préalablement déplastifié par précipitation dans 1’éther de pétrole est dissout (19)
dans 10 mL de CHCIz anhydre par micro-ondes dans un tube en verre de 30 mL sous agitation
selon le programme de chauffe suivant : rampe de 3 min jusqu’a 100°C suivi d’un palier de
5min et un refroidissement jusqu'a 40°C. L’alcool allylique (0.63 mL ou 2.5 mL pour des Mn
de 1000 g.mol* et 5000 g.mol™* respectivement) est ajouté & la solution sous agitation suivi du
DBTL (0.16 mL ou 1.24 mL pour des Mn de 1000 g.mol™ et 5000 g.mol™* respectivement). Le
mélange réactionnel est soumis au programme suivant : une rampe de 3min jusqu'a 140°C
suivie d’un palier de 8 min puis d’un refroidissement a 40°C. Les oligomeéres de PHBHV a-
hydroxylés sont obtenus avec un rendement de 40% et 90% pour des Mn de 1000 g.mol™ et

5000 g.mol™* respectivement.
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Le PHBHV a-hydroxyleé (0,8 g) est dissout dans 8 mL de CHCIz anhydre, 1’allylisocyanate (11
pL) et le DBTL (5 pL) sont alors ajoutés a la solution sous argon. Le mélange est alors porté a
reflux sous agitation 4h30, précipité au goutte a goutte dans 100mL de n-pentane puis filtré sur
fritté de porosité 3. Les oligomeres ainsi obtenus sont séchés sous vide 1 nuit a 60°C. Un

rendement de 95% est obtenu.

Synthése des réseaux a base de PHBHYV a,o diallyliques et de linalol

A titre d’exemple, la synthése des réseaux 70-30 (g/g%) PHBHV-linalol est décrite ici. Le
PHBHV a,» diallyliques (210 mg, 1,28.10* mol) est dissout dans 1mL d’une solution de
DMPA (3% g/g) dans I’acétone. Le linalol (90 mg, 5,83. 10 mol) est ajouté suivi du trithiol
(297 mg, 7,45.10% mol). La quantité de trithiol incorporée est calculée telle que la
steechiométrie de fonctions soit respectée (Nc=ctot = Nsn). Le mélange est versé dans un moule
en silicone (2,5 x 4 cm). L’échantillon est placé a 11 cm du guide d’onde et irradié 10 min a

une intensité maximale (38 mW.cm). Des réseaux légérement jaunes et opaques sont obtenus.

Caractérisations des produits

Les analyses de thermogravimétrie ont été menées sur un appareil Setaram Setsys Evolution 16

en effectuant un chauffage de 20 a 800°C a 10°C.min"* sous argon.

Les analyses de DSC ont été effectuées sur un appareillage Perkin ElImer Diamond en suivant
le programme de chauffe ci-aprés : une rampe de -60 & 170°C a 20°C.min’%, un refroidissement
jusqu’a -60°C a 200°C.min"t suivi d’un isotherme de Smin puis un chauffage jusqu’a 170°C a

20°C.min! afin de déterminer les températures de transition vitreuse (Ty) et de fusion (Ty).

Les analyses SEC ont été effectuées sur un appareil équipé d’une pompe de type Shimadzu LC-
10A connecté a deux colonnes PL-gel Polymer Laboratories (Mixte-C de 5 um) montées en

série et d’un interférometre réfractometre Wyatt Technology Optilab Rex utilisé comme
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détecteur. Le chloroforme est utilisé comme éluant avec un débit de 1 mL.mint & 25°C.
L’étalonnage est assuré grace a l’utilisation de standards de polystyréne a faible indice de
polydispersité fournis par Polysciences. Les échantillons sont dissouts a une concentration de
10 mg.mL™.

Pour la détermination des extractibles les échantillons (1 cm x 0,5 cm) sont traités avec de
I’éther diéthylique (10 mL pendant 3h en renouvelant le solvant toutes les 30 min) puis avec du

dichlorométhane (10 mL pendant 3h en renouvelant le solvant toutes les 30 min).

Les mesures d’angles de contact sont effectuées sur un goniometre Kriiss couplé a un systéme

d’analyse Drop Shape Analysis System. Celles-ci sont répétées au moins 4 fois.

Les spectres de résonnance magnétique nucléaire du proton *H ont été effectués sur un
spectrométre Bruker Avance 400. Ces spectres ont été effectués dans du chloroforme deutéré
(CDCls) a 25°C ou du diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-d6) a 70°C.

Les spectres d’absorption infrarouge ont été enregistrés de 4000 a 500 cm™ sur un spectrométre
Bruker Tensor 27 en mode réflexion totale atténuée (ATR) en effectuant 32 scans. Les

transmissions reportées sont exprimées en nombre d’onde (cm™).

Les calculs de conversion ont été effectués a I’aide des spectres d’absorption enregistrés sur un
microscope Horiba Xplora confocal équipé d’une source d’excitation externe (laser 638 nm He-
Ne). Les analyses ont été faites aux grossissements 50 x (Long Working Distance M Plan Semi-
Apochromat, LMPLF50x, Olympus) et 10x (M plan Achromat, MPLN10x, Olympus) sous air.
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Les acquisitions ont été obtenues en utilisant le logiciel LabSpec (Horiba Scientific, Edison,
New Jersey). Les spectres ont été enregistrés avec une résolution de 1 cm™ entre 4000 et 200
cml. Plusieurs acquisitions ont été enregistrées afin d’augmenter le ratio signal/bruit. La
calibration a été effectuée a ’aide d’une plaque de silicium a 520,5 cm™. Les paramétres ont
été les suivants filtre 100%, exposition : 10, fente : 50, trou : 500. Les spectres sont moyennés

sur 2 a 5 accumulations ayant une durée de 15 s a 5 min.
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Differents matériaux biosourcés ont été synthétisés par réaction thiol-ene photoamorcée et ce,
sans avoir recours a des solvants organiques grace aux propriétés de solvant des synthons
utilisés (monoterpéne, composés phénoliques, etc.). Ceci s’inscrit parfaitement dans les
principes de la chimie verte. Des matériaux souples et transparents, aux propriétés thermiques

prometteuses (résistance thermique >280°C) ont été obtenus apres 300s d’irradiation UV.

L’étude des propriétés antibactériennes de ces réseaux a démontré I’importance de la présence
des fonctions alcool ou phénol, a la surface des matériaux dans leurs activités biologiques
puisqu’elles sont responsables de I’inhibition de la croissance bactérienne. D’autre part, la
présence de NPs conduit a une diminution de 1’adhérence des bactéries en particulier avec E.
coli ce qui est en accord avec la littérature. De plus, I’introduction dans les réseaux de composés
phénoliques (acide tannique ou carvacrol) aux propriétés antibactériennes intrinseques entraine
une inhibition compléte de la croissance bactérienne a partir d’une proportion de 20% massique
en carvacrol pour la souche E. coli et de 10% massique en acide tannique pour la souche S.

aureus.

Outre les propriétés antibactériennes, la fonction phénol possede une forte activité antioxydante.
En effet, I’étude des propriétés antioxydantes des matériaux a démontré que la présence de 30%
massique d’eugénol natif, de 20% de carvacrol ou de 10% d’acide tannique dans les matériaux
permet de piéger entre 88 et 92 % des radicaux. Il a également été démontré pour les réseaux a
base d’acide tannique ou de carvacrol, que cette activité est durable puisqu’aprés 2 mois, elle
reste intacte dans le cas de I’acide tannique et toujours efficace (jusqu’a 70%) dans le cas du

carvacrol.

L’étude des performances thermo-meécaniques des matériaux a démontré que la nature du cycle
(bicyclique dans le cas de I’isosorbide ou aromatique dans le cas de ’eugénol) n’avait pas
d’influence majeure. En effet, les réseaux 100% isosorbide ou 100% eugénol fonctionnalisés
ont des propriétés mécaniques équivalentes. En revanche, la fonctionnalité du co-monomére
(mono ou bifonctionnelle) joue un réle primordial puisque la présence d’un composé
monofonctionnel comme 1’eugénol a 1’origine d’une diminution de la densité de réticulation

des réseaux qui conduit a une augmentation de I’allongement a la rupture (multiplié par 1,8) et
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une diminution du module d’Young (divisé par 3,3) et de la contrainte a la rupture (divisée par
4).

De méme, I’influence de I’introduction d’une charge sur les performances thermo-mécanique
du réseau va étre dépendante de la nature de celle-ci (minérale ou organique). En effet, la
présence d’une charge minérale (NPs de ZnO) augmente sensiblement les propriétés thermo-
mécaniques (augmentation de la Ty et diminution de la hauteur du pic de tan 6 (hy)). Le méme
effet est obtenu en présence d’acide tannique (charge organique) car celui-ci forme sous
irradiation des macromonomeres (par couplage radicalaire oxygéné) piégés physiquement dans
le réseau. En revanche, I’introduction du carvacrol induit une augmentation de la flexibilité des

réseaux (diminution de la Ty et du module d’Young).

Méme si I’introduction d’une charge peut conduire a une augmentation des performances
mécaniques, celle-ci reste relativement peu importante du fait de la nature des liaisons
chimiques formées par la réaction thiol-éne (liaison thioéther particulierement souple). Pourtant,
les résultats préliminaires sur 1’élaboration de co-réseaux PHBHV-linalol semblent
particuliérement prometteurs puisque I’utilisation de PHBHV (polyester bactérien semi-
cristallin) permet une nette augmentation des propriétés thermiques des co-réseaux obtenus (Ty

multipliée par 4).

Aprés I’investigation de la réticulation par réaction thiol-éne, la polymérisation cationique et
en particulier par ouverture de cycle des époxydes va étre étudiée puisque celle-ci présente
I’avantage de ne pas nécessiter 1’utilisation d’une molécule additionnelle (agent de réticulation)
et permettra d’¢élargir la gamme de réseaux antibactériens a partir de synthons biosourcés. Ainsi,
le troisieme chapitre de cette thése sera dédié a la synthese de réseaux en utilisant ce mode de

polymeérisation afin de mettre en lumiére le mode de synthese le plus prometteur.
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Ce dernier chapitre sera consacré a 1’étude d’une autre voie de polymérisation photoinduite qui
présente ’avantage d’étre facilement mise en ceuvre : la polymérisation cationique par
ouverture des cycles époxydes. En effet, les résines époxydes représentent une part tres

importante du marché (environ 30% en 2015) (www.plasticseurope.fr) puisque ces matériaux a

hautes performances se retrouvent dans une large gamme d’objets dans des domaines
d’applications allant des appareils ménagers a 1’aéronautique. L’éther diglycidylique de
bisphénol A (DGEBA) est I’un des précurseurs les plus importants de ces matériaux mais celui-
ci a été depuis janvier 2015 interdit en France puisqu’il est suspecté d’étre un perturbateur
endocrinien et d’avoir des effets néfastes sur le développement des foetus. D’autres alternatives
telles que les bisphénol S ou F ont été trouvées mais celles-ci semblent étre toutes aussi
dangereuses (Eladak, Fertility and Sterility, 103, 2015).

L’eugénol précédemment étudié a montré sa pertinence de par la présence de fonction phénol
responsable de I’activité antibactérienne. Ainsi, dans ce chapitre nous cherchons a trouver une
alternative prometteuse au DGEBA en élaborant des co-réseaux a base de dérivés
monoépoxydés de ’eugénol et d’éther diglycidylique de résorcinol. En effet, ce dérivé
commercial diépoxydé peut étre obtenu a partir de la biomasse par fermentation et/ou par
chimie a partir des catéchines (flavonoides contenues dans les fruits de I’accacia a cachou)
(Vasudevan, Curr. Sci., 59, 1990) ou du glucose (Sanderson, Nature, 444,2006 ; Rocha,
Photochemistry, 42, 1996 ; Ran, J. Am. Chem. Soc., 123, 2001 ; Hansen, J. Am. Chem. Soc.,
124, 2002; Achkar, J. Am. Chem. Soc., 127, 2005).

De plus, il existe un grand nombre d’études sur la synthése de résines époxy biosourcées mais
tres peu d’entre elles sont obtenues par photochimie ainsi notre approche est particuliérement

novatrice.

La premiére partie de ce chapitre porte sur la synthese de co-réseaux résorcinol-eugénol par
photopolymérisation cationique des fonctions époxydes du résorcinol et du dérivé de 1’eugénol

obtenu par époxydation de la double liaison carbonée de 1’eugénol natif.
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La deuxieme partie de ce chapitre sera consacrée a la synthése de co-réseaux incorporant un
autre dérivé époxydé de 1’eugénol dont la double liaison est conservée ce qui devrait permettre
de réaliser une modification chimique de surface par post-fonctionnalisation. En effet, il est
possible d’envisager un greffage en surface par une réaction thiol-ene sur les doubles liaisons

du dérivé eugénol.

Les propriétés thermo-meécaniques des réseaux synthétises, ainsi que leurs propriétés
antibactériennes contre deux souches bactériennes Escherichia coli (E. coli) Gram négatif et
Staphylococcus aureus (S. aureus) Gram positif et leurs propriétés antioxydantes ont été

évaluées afin de sélectionner les systemes les plus prometteurs.
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Dans le chapitre II, nous avons mis en évidence I’intérét des fonctions phénol apportées par
I’eugénol qui sont a I’origine des propriétés antibactériennes. Ainsi, nous suivrons dans ce
troisiéme chapitre la méme démarche en synthétisant un dérivé époxydé de I’eugénol dont la

fonction phénol sera conservée et qui sera copolymérisé avec un dérivé diépoxyde.

Nous avons sélectionné un dérivé commercial aromatique : I’éther diglycidylique de résorcinol,
composé biosourcé issus de la fusion de gommes résines de type galbanum sagapenum. En
effet, ce composé diépoxyd¢ est particulierement intéressant puisqu’il est facilement accessible

en termes de codt et de disponibilité.

Ainsi, cette partie sera consacrée a la synthese de co-réseaux a base d’eugénol
monofonctionnalisé sous irradiation. L’influence du mode de polymérisation sur les propriétés
thermo-mécaniques et biologiques des matériaux associant 1’éther diglycidylique de résorcinol
et I’eugénol sera mis en évidence. La présence des fonctions phénol devrait de plus exacerber
les propriétés antibactériennes et devrait conférer un caractére antioxydant aux matériaux

obtenus.

Les résultats de cette étude seront présentés dans [P’article intitulé : Antibacterial and
antioxydant photoinitiated epoxy co-networks of resorcinol and eugenol derivatives accepté en

2017 dans Materials Today Communications .
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Antibacterial and Antioxydant Photoinitiated
Epoxy co-Networks of Resorcinol and Eugenol
derivatives

Materials Today Communications, 12, 2017, 19-28

Tina Modjinou, Davy-Louis Versace, Samir Abbad-Andaloussi, Valérie Langlois and Estelle
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In this study, we used photo-induced cationic reactions to design bio-based crosslinked co-
networks from resorcinol diglycidyl ether (R) and an eugenol derivative(epoxy eugenol EE)
synthesized by nucleophilic substitution. The aim of this work is to prepare new UV-cured co-
networks thanks to the cationic polymerization of the epoxides with a covalent immobilization
of the eugenol derivative (EE) as antioxidant and antibacterial agent to investigate the impact
of the proportion of this one on biological activities. Moreover, the antibacterial and antioxidant
properties of the networks were studied in vitro against two pathogenic bacteria strains:
Escherichia coli and Staphylococcus aureus and the DPPH method respectively. The results
had shown on the one hand a promising anti-adherence for the both strains without any diffusion
of the eugenol derivative which will allow potential applications of these networks for anti-

bacterial adhesion and, on the other hand an anti-oxidant activity.

With more than 1.4 million cases diagnosed each year, nosocomial infections are a growing
worldwide healthcare problem. Indeed, this contamination due to pathogenic microorganisms
such as E.coli, S. aureus or Pseudomonas aeruginosa affects 5 to 10% of the population of
developed countries and 2 to 20 times more in developing countries. Pneumonia or septicaemia
caused by these infections are responsible for 4000 deaths per year in France, 80 000 in United
States and 5000 in England '. Moreover, the treatment of nosocomial infections is relatively
expensive because it costs more than 1 billion of pounds in England, between 4.5 and 5.7
billions of dollars in United States and between 0.73 and 1.8 billion of euros in France !. In
addition to the high cost and the number of death, the main problem of these hospital-acquired
infections is their increasing resistance to antibiotics. Indeed, growing strains become
insensitive to antibiotics such as S. aureus against methicillin 3. Thus, researches increasingly
greater are conducted to develop novel antimicrobial systems in many fields (hospital, health
care, textiles or food packaging). Different strategies have been developed to design materials
or surfaces responding to these needs. Among them, the most common way to prevent the
bacterial colonization of the materials or surfaces is to use functionalized polymers layers or

10-15

brushes *°. Some other authors immobilized photosentitizers or investigated a biocide
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13,16

leaching approach using antibiotics'>!'®or inorganic compounds!”!°. However, several studies

have demonstrated that inorganic nanoparticles (NPs) may affect human health 2026
encouraging the apparition of novel synthesis strategies. According to a sustainable
development approach, the use of bio-based monomers is quickly growing. Among renewable
resources, essentials oils contained in plants constitute a source of terpenes, terpenoids or free
mono-aromatic compounds with a wide diversity of chemical structures. One of these readily
available and inexpensive monomers, eugenol, which is extracted from clove oil is a relatively
interesting phenolic compound whose biological properties have been demonstrated 2! The
main objective of this work is to design eugenol-based epoxy materials with efficient anti-
adherent and antioxidant properties.To the best of our knowledge, there is to date no
investigation related to the synthesis of epoxy eugenol derivative networks according to the
photoinduced cationic polymerization which becomes a promising way for the synthesis of
“green” materials.

Resorcinol diglycidyl ether (R), extracted from the melting of some gum resins (galbanum
sagapenum) is chemically feasible and widely used in the industry (dyes, tanning, plastics,
rubbers etc.). Moreover, the herbaceous plant from which it is extracted was used in European
Pharmacopeia in the 18" century for its antispasmodic properties and to fight against respiratory
infections.Thus, an eugenol derivative (epoxy eugenol EE) has been synthesized and associated
to resorcinol diglycidyl ether (R) to prepare new UV-cured co-networks by cationic
polymerization under illumination. The cured materials were analysed by FTIR, DMA, TGA
and tensile tests analysis. The influence of the proportion of the eugenol derivative onthermal
and mechanical properties on the new epoxy co-networks is reported and its action against the
adhesion of both pathogenic bacteria strains (Staphylococcus aureus and Escherichia coli) are

evaluated and discussed thoroughly.

Resorcinol diglycidyl ether (R) (< 100%), eugenol (E) (= 98%), 3-chloroperbenzoic acid
(mCPBA) (< 77%), acetic anhydride (= 98%) and sodium hydroxide (Sigma Ultra minimum
98%) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (< 100%) were purchased from Aldrich.
(Bis(4-dodecylphenyl)iodonium hexafluroantimonate (Deuteron UV 1242) was provided by

Deuteron Company. Dichloromethane, ethanol, sulfuric acid (90%), diethylether, sodium
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sulfite (NaxSO3), sodium bicarbonate (NaHCO3), sodium chloride (NaCl) and anhydrous
magnesium sulphate (MgSQO4) were obtained from Aldrich and used without any purification
Lysogeny Broth medium (LB Miller) (tryptone, yeast extract, and sodium chloride)and Plate
Count Agar (PCA) (agar 9 g.L'!, dextrose 1 g.L! tryptone 5 g.L!,yeast extract 2.5 g.L'!, pH =
7 +0.2) provided from Sigma-Aldrich.

m-CPBA (2.8eq / C=C, 20.4 g, 11.8.102 mol) were dissolved in 100 mL of anhydrous
dichloromethane. Eugenol (6.9 g, 4.2.102 mol) was dissolved in 70 mL of anhydrous
dichloromethane and added slowly into the m-CPBA solution over an hour. The reaction was
stirred at room temperature overnight and cooled in an ice bath. The solution was filtered
through a glass funnel to remove the benzoic acid formed during the reaction. The filtrate was
first washed with 2x100mL of a 10% sodium sulfite solution (Na>SOs3) then with 2 x 100 mL
of a saturated 10% solution of sodium bicarbonate (NaHCO3) and finally with 2 x 100 mL of a
saturated solution of sodium chloride (NaCl). The organic layer was dried under MgSO4 and
evaporated under vacuum. The raw product was purified using flash chromatography

(petroleum ether/ethyl acetate = 9/1) giving a 45% yield of pure epoxy eugenol (EE).

As an example, the synthesis of 70-30 (w/w %) resorcinol diglycidyl ether-epoxy eugenol co-
network is described here. EE (90 mg, 5 x 10 mol) and the photoinitiator (4 wt% of total
mixture) were dissolved in R (210 mg, 9.5 x 10 mol) previously melted. The entire formulation
was deposited into a silicone mold (2.5 x 4 cm) and irradiated with an intensity of 20 mW/cm?
at room temperature with an Hg-Xe Hamamasu lamp (Lightning Cure LC8 (L8251), 200W)
coupled to a flexible light guide. The maximum of UV light intensity at the sample position
was measured by radiometry (International Light Technologies ILT 393). It was 20 mW.cm™
in the 250-450 nm range. A transparent yellow co-network was obtained after 600 s of

irradiation.

'H NMR (400 MHz) spectra were recorded on a Bruker AV 400M in CDCls at room

temperature. ATR-FTIR spectra were recorded on a Bruker Tensor 27 spectrometer equipped
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with an ATR apparatus. Water contact measurements were performed with a drop shape
analysis system Krdss Easy Drop contact angle measuring system apparatus controlled by DSA
software. Flash Chromatography purifications were performed on an Interchim puriFlash®
SPOT Il apparatus coupled to a LT-ELSD Sedex 80 Sedere detector using a Grace resolsilica
40um 80g/100mL 60mL/min or 120g/160mL 80 mL/min column. Absorbance was monitored
at A1 =254 nm and A> = 235-600 nm. The mobile phase was composed of petroleum ether (PE)
(90%) and ethyl acetate (EtAcO) (10%). The measurements were conducted according to the
following elution program: equilibration during 2.5 column volum (V¢), gradient from 10% to
22% of EtAcO during 3 V, isocratic plateau during 5 V¢ and a gradient from 0% to 100% of
methanol for EE. Thermogravimetric analyses (TGA) were performed on a Setaram Setsys
Evolution 16 apparatus by heating from 20°C to 800°C at 10°C.min"! under argon atmosphere.
Dynamic mechanical analyses (DMA) were performed on a TA Instrument Q800 analyser in
tension film mode equipped with a gas-cooling accessory. The characterization was carried out
on samples having dimensions of 20 mm length, 5-8 mm width and a thickness of 0.2 mm.
Samples were clamped and a strain of 0.04 % was applied with a frequency of 1 Hz. They were
firstly equilibrated at 20°C for 5 min then heated up to 200°C with a ramp of 3°C.min%. Finally,
they were hold at 200°C for 10 min and cooled down to 20 °C. All tests were done under air.
The glass transition temperature was determined from the maximum value of the tan 6 peak.
The crosslink density was estimated from the rubbery plateau storage modulus at Tg + 40°C

according to the theory of rubber elasticity 3 (equation 1):
B

V:_
¢ 3RT

Eql

where E' is the rubbery plateau storage modulus at T4 + 40°C, R is the gas constant, T is the

temperature in °K corresponding to storage modulus at T4 + 40°C.

Tensile measurements (mechanical testing) were performed at room temperature using an
Instron 5965 apparatus equipped with a 20 mN sensor at a crosshead displacement rate of 1
mm.min.

The radical scavenging activity was measured by using a Varian Cary 50 Bio UV-Visible
spectrophotometer controlled by the CaryWinUV software. The typical range of the UV spectra
is 200-800 nm. Photopolymerization kinetics were followed by Real-Time Fourier Transform

Infra Red Spectroscopy (RT-FTIR) using a Thermo-Nicolet 6700 Instrument. 80 uL of a
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mixture of resorcinol diglycidyl ether (210 mg, 9.5 x 10 mol), epoxy eugenol (90 mg, 5.107
mol) and the photoinitiator (12 mg, 4 wt% of the epoxy monomers) in toluene were applied to
a BaF2 chips by means of a calibrated wire-wound applicator and exposed for few seconds to
both the IR beam (which analyses in situ the extent of the photoreaction) and the UV beam
(which starts the photoreaction). The mixture was irradiated at room temperature using a
Hamamatsu Lightning Cure LC8 equipped with a Hg-Xe lamp (200W) coupled with a flexible
light guide. The sample and the end of the light guide was separated by a 14 cm distance. The
photopolymerization was monitored by following the disappearance of the epoxy bond at 910
cm™,

For the determination of the soluble extract, the samples were treated with 15 mL of toluene
stirred in a flask at 35°C. The solvent fraction was renewed every 15 min and the process was
performed 5 times. The films were weighted after the solvent evaporation under vacuum at
60°C during 4h.

The anti-adherence activity of the networks was evaluated using two pathogenic bacterial
strains: Staphylococcus aureus ATCC6538 (Gram-positive) and Escherichia coli ATCC25922
(Gram-negative) which were grown aerobically at 37°C overnight on LB medium (Lysogeny
Broth) before the bacterial adhesion tests. The samples of the networks were immersed 1h at
37°C and stirred in the bacterial suspension of the two different strains (ODsoonm = 0.05). The
non-adherent bacteria were then removed from the network surface by 7 washes with a
physiological saline buffer. The networks were then submitted to vortex and ultrasounds in a
minimum volume of saline buffer to unhook fasten bacteria. Finally, 100 pL of this resulting
viable bacteria suspension were inoculated onto the surface of a Plate Count Agar Petri dish.
After 24h of incubation at 37°C in aerobic conditions, the antibacterial activity was measured
by counting CFUs for the different strains. Each experiment was performed in six replicates to
allow a significant statistical analysis. The software R was used to analyse the data. The
ANalysis Of the VAriance (ANOVA) statistical test was used and significant differences (p
<0.05) among antibacterial properties of the networks were detected thanks to the multiple
range test of Duncan.

The antioxidant activity of the co-networks and the single monomers was determined according
to the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method3*%. 30mg of the co-network or the
monomer were immersed in 3 mL of 0.1 mM DPPH solution (in methanol). This solution was
then left in darkness for 1 hour at room temperature. The DPPH solution is well known to have

a maximum of absorption at 517 nm. The antioxidant activity was therefore determined by
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monitoring the decrease of the absorbance at this wavelength. The radical scavenging activity

was calculated according to the following equation (Eq 2):

Arer-As

Aref

Radicals cavenging activity(%) = ( ) x 100 Eq2

Radicalscavengingactivity (%) = (A:‘-As

) x 100Radicalscavengingactivity (%) =

ref

(Aref—As

ref

)><100

where Arr corresponds to the absorbance of the 0.1 mM DPPH solution without network or
monomers and As corresponds to the absorbance of the 0.1 mM solution of DPPH in contact

with the co-network (or the monomers ) at 517 nm.

Epoxy eugenol derivative was synthesized according to an oxidation reaction in presence of m-
CPBA (Scheme 1). Eugenol was added to a solution of 3-choroperbenzoic acid to lead up to
epoxy eugenol (EE). 'TH NMR spectra of eugenol and EE were displayed in the Figure 142.
The chemical structure of the monomer EE was confirmed by the appearance of new signals
(ar’),(c’,a2’)and (b’) at 2.55,2.75 and 3.15 ppm which correspond to the protons of the epoxide
groups (Figure 142 b) and with the disappearance of the signals (b) and (a1, a2) at 6.1 and 5.1
ppm, which are assigned to the protons of unsaturated allyl groups (Figure 142 a). The ratio R
of the epoxy cycle is determined by 'H NMR thanks to the integrations values 3’ and the

calculated value of R = 0.98 proves that the epoxidation is quantitative.
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Figure 142: 'H NMR spectra of eugenol (E) (a), and epoxy eugenol (EE) (b) in CDCls.
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The formation of the co-networks of resorcinol diglycidyl ether (R) and the eugenol derivative
(EE) according to the photoinduced cationic epoxide polymerization is given in Scheme 2.
Figure 143 shows the FT-IR spectra of the mixture of resorcinol diglycidyl ether (R), and the
photoinitiator before and after irradiation. The kinetics of the cationic epoxy monomer
polymerization under light activation as a function of the percentage ratio resorcinol/eugenol
are given in supporting information (Figure S1). The absorption of the C-O vibration band of
the epoxide groups can be identified at 910 cm!, the stretching bands of C=Cqat 1592 and 1453
cm’!, and the C-O aliphatic ethers group at 1080 cm™'. After irradiation, the decrease of the
absorbance band of the epoxide groups at 910 cm™, the increase of the peak at 1154 cm
(characteristic of C-O-C aliphatic ethers stretching) and the appearance of the peak at 1080 cm™
! associated to the C-O aliphatic ethers stretching confirmed the success of the cationic
polymerization. The more the percentage of resorcinol increases, the more the rate of
polymerization and the final conversion increase. The addition of resorcinol favors the
reticulation of the epoxy derivative systems for synthesizing 3-D bio-based materials.

To assess the influence of the proportion of the monoepoxide derivativeon the co-networks
properties, a series of photo-cured samples containing from 0 to 70% of epoxy derivative
eugenol were prepared. All mixtures produced homogeneous viscous solutions which were then
introduced into a silicone mold and induced the formation of brittle materials after UV

irradiation.
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Figure 143: FTIR spectra of 100-0 R-EE network formulation after (a) and before (b) irradiation

111.3.5.3 Characterization of the networks

Surface properties of the co-networks were studied by water contact angle measurements
(Table 12). As expected, the increase of the eugenol derivative proportion led to a decrease of
the contact angle from 97 to 72° due to the presence of the phenolic compound. Moreover, the
measurement of the amount of water taken up after 24 h of exposure to an atmosphere with
75% of relative humidity by Karl Fisher titration indicated that the co-networks were not
sensitive to humidity. Indeed, the water uptakes kept lower than 1%. A slight increase of the
materials thickness from 0.18 to 0.25 mm was observed with the increase of the eugenol
derivative proportion which could induce a slight increase of the co-networks density. The
increase of the eugenol derivative proportion led to an increase of the soluble fraction measured
gravimetrically after extraction in appropriate solvent from 5 to 24%. These results were in line

with the not total conversion (lower than 65%).
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Composition Thickness Soluble extract? op Water uptake ©
(W/w%%) (mm) (%) ) (%)
100-0 R-EE 0.18+0.1 53+4.7 97 £3 0.83
80-20 R-EE 0.19+0.05 95+46 887 0.74
70-30 R-EE 0.24 £0.04 12.0+£9.2 792 0.47
60-40 R-EE 0.24 £ 0.07 153+£2.7 791 0.54
50-50 R-EE 0.25+£0.04 21.5+7.6 75+2 0.26
40-60 R-EE 0.24 £0.04 17.8+4.4 721 0.29
30-70 R-EE 0.22+0.01 23539 722 0.24

3Determined by gravimetry ®Determined by water contact measurements ©Determined by Coulometry after 24h of exposure

The investigated mechanical and thermal properties of the co-networks (performed at least in

for replicates) are summarized in Table 13 and Table 14 respectively.

Composition E? ord e? E’P  tand ve© La® ha®
(W/w%) (MPa) (MPa) (%)  (MPa) b) (mol/cm?®) (°C) (MPa)
(°C) *10°3
100-0R-EE 1791 +407 33+32 331 765 139 34 £04 4060 0.24+£0.1
80-20R-EE  1866+439 45+15 34+1 255 100 24+05 38x02 0.34+0.1
70-30 R-EE 218695 56+20 39+x1 12zx1 89 12+£01 2720 050+0.1
60-40 R-EE  2115+385 40 x24 3.0x1 113 82 11+£03 2705 1.00£0.1
50-50 R-EE - - - 62 76 06+£03 23+£28 123x0.1

aDetermined by tensile tests measurements; ®Determined by DMA; 9ve. Crosslink density 9La: width at half height; ha: peak
height
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Table 14: Thermal characterization of the monomers R, EE and R, R-EE networks.

Composition  Ts0? T30% TsP Charsoo
(W/w%) (°C) (°C) (°C) (%)
R 196 239 109 2
EE 164 206 93 0
100-0 R-EE 370 405 192 22
80-20 R-EE 360 410 191 22
70-30 R-EE 343 405 188 17
60-40 R-EE 336 402 184 15
50-50 R-EE 287 392 171 14
40-60 R-EE 271 389 168 12
30-70 R-EE 271 384 166 15

ATse, or T30%: Temperature of 5% weight loss of the networks under N> determined by TGA;
YTs: Statistic heat-resistance temperature; 9Char yield at 600°C under N2 as given by TGA

The mechanical properties of the co-networks were studied to determine Young’s modulus
(E), the strain (¢) and tensile stress (or). Results obtained from stress-strain curves are presented

in Figure 144 (typical curves) and reported in Table 13.
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Figure 144: Tensile tests of the R-EE networks (typical curves).
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Similar trends were observed for the Young’s modulus values; however, the introduction of
eugenol derivative in the formulation led to an increase of 6:and & which is reflecting in a better
flexibility of the networks. The low strain values measured (< 5%) corresponding to the ability
of the co-network to lengthen before breaking are characteristic of a brittle material. Those
results are in line with the DMA analysis results (Table 13). Indeed, the storage modulus E’
corresponds to the capacity of the material to store energy and to resist deformation. So the
higher the rigidity of the material is the higher the E’ is. As it is mentioned before, the
introduction of EE leads to an increase of the flexibility and as a consequence, E’ decreases.
Moreover, in the case of tensile strength, an increase was observed due to the fact that the
materials without EE are so rigid that they break rapidly as it is confirmed by the very low
values of the elongation at break.

Indeed, glass temperature (Tg) valuesdetermined at the maximum of tan 6 peak and the
crosslink density (ve) values determined thanks to the equation 1 diminished with the
incorporation of eugenol derivative.

As reported in Table 13, the glass transition temperature was over76°C, indicating a very
rigid structure due to the formation of ether linkages as mentioned previously *3*. These values
decreased from 139°C (100-0) R-EE to 76°C for (50-50) R-EE. This can be attributed to the
decrease of the crosslink density due to the lower R fraction and to the nature of the
monofunctional aromatic substituent. The Tg values are in agreement with the literature 4042,

The high value of the crosslink density observed for the (100-0) R-EE co-networks (ve=3.4)
confirm the strong reticulation of the material and consequently the low value of the strain and
agree with those of epoxy networks *?. The decrease of the crosslink density with the
incorporation of an increasing proportion of the eugenol derivative is consistent with a lower
functionality of the reaction mixture. Besides, the relaxation peaks profiles (tan o) of the (100-
0) and (80-20) R-EE co-networks indicate a bimodal distribution of the main relaxation
reflecting an heterogeneity in these materials not observed in the case of the eugenol derivative
proportion is over 20 wt %. For these samples, the peaks profiles were comparatively
monomodal and symmetrical in compliance with a homogenous crosslinked materials (Figure
145 (right side)) (typical curves). Moreover, the intensity of the peak (hy) which corresponds to
the macromolecular chains movements’ amplitude was five time or three and half times less
(for the (100-0) or (80-20) R-EE co-networks respectively) than the values of the (50-50) R-
EFE networks. On the contrary, when the eugenol derivative proportion is upper than 30 wt %,

the intensity of h, was upper to 1 indicating that these materials are able to dispel a lot of energy.
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It could be assumed that the (100-0) and (80-20) R-EE formulation led to a rapid increase of
the reaction mixture viscosity resulting in a trap of the reactive species and consequently limits
the reaction of the unreacted epoxide functions. Because of the liquid nature of the EE
monomer, the viscosity of the R-EE formulations was lower and hence, the profile of tand was
relatively homogenous. It can be assumed that the monofunctional nature of the eugenol
derivative played also a key role in these results. These could have allowed a larger and more

homogeneous formation of crosslinks, which in turn could yield a more homogeneous tan

peak.
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The thermal properties of the photo-cured samples are displayed in (typical curves) and
summarized in Table 13 and in the Figure 145 . Thermal degradation was calculated at
temperature corresponding to 5% and 30% mass loss **. The values of Tsy, were higher than
300°C 1n the case where the amount of EE is lower than 50% and slightly lower (271°C) for
the higher proportions of EE indicating a good thermal stability *'*>*. The TGA thermograms
showed the presence of a first loss of mass which corresponds to that of the free monomer R
(Figure 146) at 196°C. These results are in line with the lack of observed final conversion. The
statistic heat-resistance temperature (Ts) was used to specify the thermal stability of the
networks and has been determined according to the following equation (Eq 3) #**:

Ts = 0.49 X [Tso% 4+ 0.6 X (T30%-Ts%)] Eq3
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The value of the statistic heat resistance temperature (Ts) depending on the values of Tso, and
T30% decreased with the increase of the amount of eugenol derivative in the material. According
to the thermogravimetric analyses (Figure 146), the increase of the reticulation characterized
by the crosslink density (ve) values leads to an increase of the thermal resistance. This result
confirms that the intensity of 20 mW/cm? leads to a fast reticulation, which tends to immobilize
the active centers. Finally, the introduction of the monofunctionalized derivative induced a
decrease of the char value corresponding to the residual material in line with the crosslink. In
comparison to the R-EE co-networks with at least 10% of EE, the (100-0) R-EE co-networks
have 2 epoxy groups per aromatic rings. Thus, it leads to an increase of the cross-link density.
It could be assumed that this higher cross-link density may be the origin of high char value
(22%)*2:46.

The antioxidant activity of molecules is widely determined using the free radical DPPH having
a maximum of absorption at 517 nm 27:33:34364748 \When this radical reacts with an antioxidant
component, the absorbance at 517 nm decreases *°, thus leading to a change of coloration to the
solution from purple to yellow (Figure 147). The incorporation of the eugenol derivative EE
led to an increase of the antioxidant activity from 11% to 94 % for the (100-0) R and (30-70)
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R-EE co-networks respectively. Thus, the phenolic functions present on the surface of the
materials could reacted with the DPPH. These results are in line with the no sensitive properties
of the co-networks determined in Table 12. Thereby, the antioxidant activity is due to both the
presence of the phenol group in the cross-linked materials and the unreacted monomers
embedded in the materials " . However, after an intensive rinsing of the biomaterial 70-30 (R-
EE) with methanol for extracting unreacted monomers, it can be assumed that the antioxidant
properties remain the same. These additional results undoubtedly demonstrate that the
antioxidant properties of the photoinduced bio-based materials are mainly due to the cross-
linked monomers with pendant phenolic groups. Finally, the presence of this phenolic function

plays a key role in the antibacterial properties as it has been reported in the literature >°-°°,
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Figure 147: Antioxidant activity of the R-EE networks and photographs of the DPPH solutions (a) DPPH solution 0.1
mM, (b) 100-0 R-EE and (c) 30-70 R-EE after 1h of immersion in DPPH solution.

111.3.5.5 Bacterial adherence

The adherence ability of each studied bacteria on active co-networks was measured after
incubation within a bacterial suspension for 1 h. The number of viable bacteria, which adhere
to the surface (CFU/cm?), was calculated by performing an ANOVA and a StatAdvisor post-
tests (Figure 148). The CFU/cm? values obtained for S. aureus were slightly lower than those
of E. coli. These results can be explained by the more complicated cell wall structure
(containing an outer membrane) of E. coli than the one of the Gram-positive species >, The

phospholipids, proteins and lipopolysaccharides (LPS) composing this membrane mainly serve
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to protect the bacteria from antibacterial agents attacks. The introduction of eugenol derivatives
in the network induces a raise of the antibacterial properties. Indeed, a reduction of the bacterial
adhesion of 59% and 92% for E. coli and 58% and 91% for S. aureus were observed for the
(70-30) and (30-70) R-EE co-networks respectively. It can be assumed that the hydrophobicity
of the surface leads to a weaker attraction in the case of E. coli. The introduction of an increasing
amount of eugenol derivatives led to a slight decrease of the surface hydrophobicity (Table 12)
and the bacteria adhesion. It has been reported that the S. aureus exhibits a preference
attachment on hydrophobic surfaces %°!, nevertheless, this strain was also impacted by the
incorporation of eugenol derivative. Indeed, conflicting results about the influence of the
hydrophobicity of the surface (characteristic of the value of the surface free energy and the
contact angle of the material) and the bacteria adherence have been reported. Some authors
proposed that the increase of the surface energy led to a decrease of the bacterial adhesion 823
whereas, other studies have shown that the adhesion decrease with the increase of the surface
energy %% Furthermore, the bacteriostatic activity of the material is closely linked to the
accessibility of the bacteria to the eugenol derivative. Thus, the increase of the eugenol
derivative proportion from 30 wt% to 70 wt% allowed to an increase of the amount of this
molecule on the surface and consequently to a higher contact between the antibacterial agent
and the bacteria. Nonetheless, it could be surmised that the real mechanism of the bacteriostatic
activities of linked eugenol derivatives still remains unknown. It had been demonstrated that
under the minimum of inhibitory concentration, the adherence and the formation of a biofilm
were reduced for the cariogenic bacteria®”%8, On the other hand, some authors have highlighted
that eugenol induced proton pumps, a disruption in cell membrane permeability of the oral
bacteria resulting in a reduction of microbial resistance and formation of a biofilm ®7%8, Finally
Devi et al. have demonstrated that over 0.025% (v/v) the eugenol achieves a bactericidal
concentration against Salmonella typhi which induces a disruption of the cytoplasmic
membrane increasing its permeability. This hyperpermeabilty led to a leakage of ions and a loss
of the cellular contents such as intracellular proteins leading to the cell death . Moreover, it
can be assumed that the antioxidant activity plays also a key role in the anti-adhesive properties
50,5256 QOur results are in line with those reported previously °. Even if the antibacterial activity
of eugenol still remains very complex and dependent on the bacterial strains in presence®®’?,
the incorporation of eugenol derivative, with phenolic groups, induces a very promising anti-
adhesive activity for the both strains since 70 wt% of the eugenol derivative leads to the almost

complete reduction of the bacterial adhesion.
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Figure 148: Antibacterial tests of the R-EE networks against E. coli and S. aureus.

111.3.6 Conclusions

An eugenol derivative was successfully synthesized and associated to resorcinol diglycidyl
ether (R) for designing crosslinked epoxy materials. The high mechanical and thermal
properties can be tuned by the introduction of the eugenol derivative leading to an increase of
the flexibility of the co-networks. Moreover, the presence of only 10 wt% of phenol group
promotes an antioxidant activity. The eugenol derivative has shown a promising antibacterial
property for both strains since the introduction of 70 wt% of the eugenol derivative leads to a
reduction of the bacterial adherence by more than 90%. Finally, these new bio-based materials
are insensitive to moisture. The photo-induced cationic polymerization is a straightforward and
efficient way to synthesize eugenol derivative epoxy co-networks whose promising anti-
adhesion and antioxidant activities could be useful in many fields such as active biological

coatings.
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Cette premiére étude a permis de démontrer que le mode de polymérisation avait une influence
majeure sur les propriétés thermo-mécaniques des matériaux obtenus. En effet, les co-réseaux
obtenus par photopolymérisation cationique des époxydes ont des propriétés physiques bien
supérieures a ceux obtenus par réaction de thiol-éne photoinduite mais ont une cinétique

beaucoup plus lente.

A nouveau, I’é¢tude de 1’activité antibactérienne contre E. coli et S. aureus a démontré que la
présence de fonctions phénol en surface est responsable de 1’activité antibactérienne. De plus,
I’utilisation de 1’eugénol fonctionnalisé avec un époxyde permet d’augmenter jusqu’a 70% la
quantité massique d’eugénol introduit dans la formulation alors que celui-ci était limité a 30%
dans le chapitre précédent du fait qu'un pourcentage plus élevé en monofonctionnel rendait le

réseau non manipulable.

Les propriétés biologiques des matériaux restent équivalentes a celles obtenus pour les

matériaux a base d’eugénol élaborés par réaction thiol-éne malgré 1’augmentation du
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pourcentage d’eugénol introduit. Néanmoins les propriétés thermo-mécaniques des matériaux
ont quant a elles été significativement impactées par ce changement de mode de polymérisation
puisque la Ty a été augmentée de 8°C, la résistance thermique de 38°C, le module d’Young a
¢té multiplié par 65, la résistance a la rupture a été¢ multipliée par 25 alors que 1’allongement a
la rupture a été divisé par 22. La voie de photopolymeérisation utilisée dans la synthése des
matériaux semble donc jouer un role trés important puisque c’est donc la nature des liaisons
formées au sein des réseaux et la densité de réticulation qui gouvernent les propriétés thermo-

mécaniques des matériaux obtenus.
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Comme nous I’avons vu dans le sous chapitre précédent, I’époxydation de la double liaison
carbonée de 1’eugénol est relativement simple et donne de bons rendements. Ici, nous avons
choisi de conserver cette double liaison et d’époxyder 1’eugénol a partir de la fonction phénol
afin de déterminer si le groupement phénol est en majorité responsable des propriétés
antibactériennes ou si d’autres fonctions et en particulier les doubles liaisons carbonées peuvent

elles aussi avoir une activité antibactérienne.

Cette partie portera donc sur la synthése de co-réseaux a base d’eugénol fonctionnalisé (EGE).
Ce dérivé, a été associé a I’éther diglycidylique de resorcinol (R) en présence de deuteron
comme photoamorceur de polymeérisation afin d’étudier I’influence du mode de polymérisation

sur les propriétés thermo-mécaniques et biologiques.

De plus, une étude comparative entre les propriétés antibactériennes du composé époxydé (EE)
et celle du composé (EGE) sera effectuée contre les deux souches bactériennes E. coli et S.

aureus afin de déterminer le composé époxydé le plus efficace contre I’adhésion bactérienne.

Enfin, la présence de doubles liaisons sur le dérivé d’eugénol époxydé devrait de plus permettre
une post-fonctionnalisation avec des molécules d’intérét thiolées par réaction d’addition de type
thiol-éne. Ainsi, en fonction des molécules choisies, différentes propriétés (pro-adhésion etc.)

pourront étre conférées aux matériaux finaux (Figure 149).

Les premiers résultats de cette étude seront présentés dans cette derniere partie.
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La réalisation des co-réseaux R-EGE nécessite la synthése du dérivé époxydé de 1’eugénol
EGE. Celle-ci est effectuée en présence d’épichloridrine. L’EGE se présentant sous la forme
d’un liquide jaune a par la suite été purifi¢ par Chromatographie-Flash en utilisant un mélange
90-10 éther de pétrole/acétate d’éthyle comme ¢luant. Le produit purifié se présentant sous la
forme de cristaux blanc est obtenu avec un rendement de 65 % (Erreur ! Source du renvoi

introuvable.).

W/\m
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Une analyse RMN H a permis de confirmer la structure du produit obtenu. L apparition des
signaux gz et g2 a 2,95 ppm et 2,80 ppm caractéristiques des protons époxydes ainsi que des
protons ey et e2 a 4,05 et 4,20 ppm correspondants aux protons en a de la fonction époxyde et
la disparition du signal correspondant au proton hydroxyle € & 5,55 ppm confirment la

fonctionnalisation (Figure 152).
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De méme, les spectres IR permettent de confirmer la fonctionnalisation avec la disparition du
pic a 3516 cm™ correspondant a la fonction alcool et I’apparition du pic a 957 cm™

correspondant & 1’époxyde (Figure 152).

L’optimisation des conditions d’irradiation a été effectuée sur la composition 100-0 R-EGE en
faisant varier I’intensité d’irradiation de 10 mV.cm? a 30 mV.cm, le pourcentage massique
du photoamorceur de 2 % (g/g) a 6 % (g/g) et le temps d’irradiation de 300 a 2000 s (Figure
153).
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L’analyse des cinétiques effectuées en suivant la disparition du pic époxyde a 957cm™ (Figure

154) en calculant la conversion selon 1’équation suivante :
: At
conversion = 100 x (1-—)
A0
Avec At : absorbance au temps t et A : absorbance a t=0

montre bien l’influence de la quantité du photoamorceur ainsi que celle de I’intensité
d’irradiation (Figure 154). En effet, si on étudie I’influence de la quantité d’amorceur, on

constate que la vitesse de réaction correspondante a 1’équation suivante :

d
vitesse de propagation (Rp) = STl kp[M][RM*]

avec kp : la constante de vitesse de propagation, [M] la concentration en monomeére et [RM*]
celle en espece propagante, augmente avec la quantité de photoamorceur introduite dans le
mélange réactionnel quand on passe de 2 a 4 % (g/g). En effet, la pente initiale correspondante

a I"état liquide et donnée par le rapport de (Rp/Mo) x 100 passe de 0,63 a 5,47s™. En revanche,
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au-dela, I’augmentation du pourcentage a I’effet inverse (le rapport (Rp/Mo) X 100 rediminue a

1.34 s1). La quantité optimale de photoamorceur est donc de 4 % (g/g).

De plus, la diminution de I’intensité d’irradiation de 30 a 10 mV.cm™ entraine une diminution
du rapport (Rp/Mo) x 100 qui passe de 5,47 s & 0,60 puis 0.55 cm™. Les irradiations seront
donc effectuées & 30 mV.cm pendant 600s puisque le maximum de conversion est atteint au
bout de 600s. En effet, plus I’intensité du rayonnement est élevé plus le pallier de stabilisation
caractérisant 1’étape de vitrification apparait a forte conversion. Le palier de vitrification

empéche d’atteindre une conversion de 100%.
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Figure 154: Optimisation des conditions d’irradiation des co-réseaux 100-0 R-EGE en faisant varier la quantité de
photoamoceur a une intensité de 30mV.cm-2 (a) ou en faisant varier I’intensité d’irradiation avec 4 g/g% de
photoamorceur (b).

111.4.4 Elaboration des co-réseaux Ether glycidylique de résorcinol-Ether glycidylique

d’eugénol, réeseaux R-EGE
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111.4.4.1 Synthése des co-réseaux Ether glycidylique de résorcinol-Ether glycidylique
d’eugénol, co-reseaux R-EGE

La synthese des co-réseaux 70-30 (g/g %) R-EGE est donnée a titre d’exemple. EG (90 mg,
4.1 x 10 mol) et le photoamorceur (4 g/g% de la formulation) sont dissouts dans R (210 mg,
9.5 x 10 mol). La formulation est coulée dans un moule en silicone (2.5 x 4 cm) et irradiée a
une intensité de 20 mW/cm? & température ambiante a 1’aide d’une lampe Hg-Xe Hamamasu
(Lightning Cure LC8 (L8251), 200W) couplée a un guide flexible placé a 14 cm de
I’échantillon. L’intensité maximale a cette position a ét€¢ mesurée par radiométrie (International
Light Technologies ILT 393). Elle est de 20 mW.cm™ entre 250-450 nm. Un co-réseau

transparent est obtenu apres 600 s d’irradiation.

111.4.4.2 Caractérisation des co-réseaux Ether glycidylique de résorcinol-Ether glycidylique
d’eugenol, co-reseaux R-EGE

Les caractéristiques (Tableau 15) ainsi que les propriétés thermo-mécaniques des co-réseaux

ont ét¢ déterminées (Tableau 16 et Tableau 17).

Tableau 15: Caractéristiques des monomeres R et EGE et des co-réseaux R-EGE.

Composition Epaisseur Extractibles? v
(% (9/9)) (mm) (%) )
100-0 R-EGE 0,18 +0,10 53x4,7 973
70-30 R-EGE 0,17 £0,04 3527 94 +3
50-50 R-EGE 0,18 £ 0,03 92+£0,1 655

YDéterminée par gravimetrie Y Déterminé par mesures d’angle de contact Déterminée par Coulometrie
apres 24h d’exposition

L’introduction du dérivé époxydé EGE monofonctionnel entraine une légere augmentation du
pourcentage d’extractibles. De plus, on constate qu’un pourcentage de 50% permet une
diminution de I’hydrophobie du co-réseau puisque la double liaison carbone-carbone est moins

apolaire que le cycle aromatique.
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Composition E’? tand @ La® ho© ved

(% (9/9)) (MPa) (°C) (°C) (MPa) (mol.cm)
100-0R-EGE ~ 76+5,0 139+05  40+60  024+01 34+04
70-30R-EGE ~ 11+172 8951 3245  046+£0,1 11+01
50-50 R-EGE 7+02 63+ 6,4 22+38  068+0,1 0,7+0,1

YDéterminé par DMA, YLa: largeur & mi-hauteur du pic de tan §; ®ha: hauteur du pic de tan §; Yv.. densité de
réticulation

Le dérivé EGE étant monofonctionnel, son introduction dans les co-réseaux entraine une
diminution de la densité de réticulation ayant un impact sur les performances mécaniques
(Tableau 16). En effet, I’augmentation du pourcentage massique d’EGE induit une
augmentation de la flexibilité des co-réseaux comme nous le montre la diminution du module
de conservation ainsi que la température de transition vitreuse assimilée au maximum du pic de
tan d (Tableau 16), du module d’Young et de la résistance a la rupture et I’augmentation de

I’allongement a la rupture.

La légére augmentation de la largeur a mi-hauteur du pic de tan § avec I’introduction d’EGE
dans les co-réseaux traduit une diminution ténue de 1’homogénéité des co-réseaux.
L’augmentation de la hauteur du pic de tan J§ caractéristique du caractere dissipatif des
matériaux démontre que I’introduction du dérivé monofonctionnel permet une meilleure

dissipation de I’énergie (Tableau 17).
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Tableau 17: Caractérisation thermique des monomeres R, EGE et des co-réseaux R-EGE.

Composition  Ts%® Tz%® Ts?  Chareo® EY o9 e
(9/9%) ) (6 (°C) (%) (MPa) (MPa) (%)
R 196 239 109 2 - - -
EGE 155 226 97 1 - - -
100-0 R-EGE 370 405 192 22 1791 + 407 33+32 331
70-30 R-EGE 248 397 165 20 1007 + 163 111 251
50-50 R-EGE 428 + 109 12+4 891

dTs, or T3y température correspondante a la perte de 5% ou 30 % du réseau sous argon déterminée par ATG;
Ts: température statistique de résistance thermique; ®Résidu a 600°C sous argon obtenu par ATG, YDéterminé
par tests de traction.

Ts = 0.49 X [Tso + 0.6 X (T30%-Ts%)] Eq3

111.4.4.3 Détermination de I’activité antibactérienne des co-réseaux R-EGE contre E. coli et
S. aureus

L’activité anti-adhérente contre chaque souche bactérienne a été évaluée pour les co-réseaux

actifs aprés 1h d’incubation. Le nombre de bactéries viables adhérentes a la surface (UFC/cm?),

a été calculé en effectuant les post-tests statistiques de type StatAdvisor et ANOVA (Figure

155).
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Figure 155: Tests antibactériens des co-réseaux R-EE et R-EGE contre E. coli and S. aureus.

On constate une réduction significative de 71 % de 1’adhésion bactérienne dans le cas d’E. coli
et de 86% pour la souche S. aureus avec 1’introduction de 30% massique du dérivé EGE. Il n’y
a pas de différence significative entre les deux dérivés EGE, monoépoxyde porteur d’une
double liaison carbone-carbone et EE monoépoxyde porteur d’une fonction phénol.

Ces résultats sont en accords avec la littérature puisqu’il a été démontré que certains terpenes
non oxygénés tels que le myrcéne ou le farnéséne présentaient une activité antibactérienne®?.

Ainsi, les deux fonctions de 1’eugénol sont impliquées dans I’activité antimicrobienne.

111.4.4.4 Détermination de la présence des doubles liaisons carbonés a la surface des co-
reseaux R-EGE

En vue de la post-fonctionnalisation des co-réseaux avec des molécules thiolées d’intérét

(Figure 156) nous avons voulu confirmer a I’aide d’un test simple et rapide la présence de

doubles liaisons carbone-carbone a la surface des co-réseaux R-EGE. Pour cela nous avons

effectué un test a I’ecau de brome en prenant comme référence le co-réseau 100-0 R-EGE ne

possédant pas de double liaison.




Figure 156: Test au dibrome sur les co-réseaux 100-0 R-EGE (1), 70-30 R-EGE (2), 50-50 R-EGE(3) a t=0s (a) et apres
2min d’imersion du matériau (b).

La décoloration des deux solutions contenant les co-réseaux 70-30 R-EGE et 50-50 R-EGE
confirme la présence des doubles liaisons a la surface qui pourront étre mobilisées dans une
post-fonctionnalisation par réaction de thiol-éne. Des analyses MEB-EDX ont également été
effectuées et ont confirme la présence de Br apreés plusieurs lavages de 1’échantillon.

De méme I’analyse des spectres IR avant et aprés le test a montré la disparition des pics

correspondants aux doubles liaisons carbone-carbone a 995 et 847 cm™ (Figure 157).
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Figure 157: Spectre IR du co-réseau 70-30 R-EGE avant (noir) et apres (rose) le test au dibrome.
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Ces résultats préliminaires sur 1’élaboration de co-réseaux R-EGE semblent prometteurs
puisque I’introduction d’un dérivé monofonctionnel tel que EGE permet de moduler la forte

rigidité des résines époxy.

Faute de temps, la partie post-fonctionnalisation et 1’étude des propriétés antibactériennes des
co-réseaux fonctionnalisés n’ont pu étre réalisées. Néanmoins, 1’étude comparative sur les
propriétés antibactériennes des deux dérivés époxydés a démontré que les doubles liaisons
carbone-carbone étaient tout comme les fonctions hydroxyle ou phénol impliquée dans

I’activité antibactérienne.

Il sera intéressant de voir si ces propriétés antibactériennes peuvent étre exacerbées par
I’introduction de molécules d’intérét. De méme, il serait également novateur d’effectuer la post-
fonctionnalisation avec différents composés afin d’élaborer des résines époxy aux propriétés

multiples (antibactérienne, antioxydante, pro-adhésives etc.)

293



1)

()

©)

Angioni, A.; Barra, A.; Russo, M. T.; Coroneo, V.; Dessi, S.; Cabras, P. Chemical
Composition of the Essential Oils of Juniperus from Ripe and Unripe Berries and Leaves
and Their Antimicrobial Activity. J. Agric. Food Chem. 2003, 51, 3073-3078.

Bajpai, V. K.; Al-Reza, S. M.; Choi, U. K.; Lee, J. H.; Chul, K. S. Chemical composition,
antibacterial and antioxydant activities of leaf essential oil and extracts of Metasequioa
glyptostroboides Miki ex Hu. Food Chem. Toxicol. 2009, 47, 1876-1883.

Flory, P. J. Jabtonna Conference on Polymer Networks Molecular theory of rubber
elasticity. Polymer 1979, 20 (11), 1317-1320.

294



Partie expérimentale

Synthése de I’éther glycidylique d’eugénol, EGE

L’Eugénol (5,3 g, 3,2.102 mol) est dissout dans10,0 mL d’épichlorhydrine (4 eq / OH, 6,0 g,
1,3.10"! mol). 12,1 mL d’une solution d’hydroxyde de sodium dans 1’éthanol (106 g.L!) est
ajouté lentement dans la solution qui passe du vert a I’orange. La réaction est maintenue sous
agitation a 100°C pendant 3 h. Un précipité blanc est alors formé et 140 mLd’acétone sont
ajoutés. La solution est filtrée sur Biichner afin d’¢éliminé le précipité formé pendant la réaction.
La phase organique est séchée sur MgSOy4 et évaporée sous vide. Le produit de réaction est
purifié par chromatographie flash (éther de pétrole/acétate d’éthyle = 9/1). Le dérivé purifié

EGE est obtenu avec un rendement de 65%.

Préparation des réseaux a base d’éther diglycidilique de resorcinol (R) et I’éther

glycidylique d’eugenol, (EGE), réseaux R-EGE

A titre d’exemple la syntheése des co-réseaux 70-30 % (g/g) éther glycidylique de résorcinol-
éther glycidylique d’eugenol (R-EGE) est décrite ici. EG (90 mg, 4,1 x 10 mol) et le
photoamorceur (4 % massique de la masse total de monomeres) sont dissouts dans R (210 mg,
9,5 x 10* mol) fondu. La formulation est introduite dans un moule en silicone (2.5 x 4 cm) et
irradié avec une intensité de 30 mW/cm? a température ambiante a I’aide d’une lampe Hg-Xe
Hamamasu (Lightning Cure LC8 (L8251), 200W) couplée a un guide d’onde flexible. Un film

transparent est obtenu apres 600 s d’irradiation.

Caractérisations des produits

Analyses thermogravimétrique (ATG)
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Les analyses de thermogravimétrie ont été menées sur un appareil Setaram Setsys Evolution 16

en effectuant un chauffage de 20 a 800°C a 10°C.min"* sous argon.

Les analyses de DSC ont été effectuées sur un appareillage Perkin ElImer Diamond en suivant
le programme de chauffe ci-aprés : une rampe de -60 & 170°C a 20°C.min™%, un refroidissement
jusqu’a -60°C a 200°C.min"t suivi d’un isotherme de Smin puis un chauffage jusqu’a 170°C a

20°C.min! afin de déterminer les températures de transition vitreuse (Ty) et de fusion (Ts).

La purification par chromatographie Flash a été effectuée sur un appareil Interchim puriFlash®
SPOT 11 couplé a un détecteur LT-ELSD Sedex 80 Sedere en utilisant une colonne Grace
resolsilica 40pum 120g/160mL 80mL/min. L absorbance a été suivie a A1 = 254 nm et A, = 235-
600 nm. La phase mobile est composée d’éther de pétrole (EP) (90%) et d’acétate d’éthyle
(AcOEt) (10%). La purification a été effectuée selon le programme d’élution suivant: une
premiére phase d’équilibre pendant 1,7 volume colonne (V¢), un gradient de 10% a 23% en
AcOEt pendant 3,7 V¢, un plateau isocratique pendant 2,1 V. et enfin un gradient de 0% a 100%

en méthanol.

Les cinétiques ont été suivie par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en temps en
utilisant un spectrométre Thermo-Nicolet 6700. 80uL du melange réactionnel 100-0 R-EGE
(300 mg d’éther diglycidylique de résorcinol) et du photoamorceur (12 mg, 4 % (g/g) du
monomere) sont étalés entre deux pastilles de BaF2 grace a un applicateur métallique étalon et
exposés pendant quelques secondes au faisceau IR (qui analyse in situ I’étendue de la
photoréaction) et au faisceau UV (qui amorce la photoréaction). Le mélange est irradie a

température ambiante en utilisant une unité Hamamatsu Lightning Cure LC8 équipée d’une
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lampe Hg-Xe (200W) couplée a un guide flexible. L’échantillon et la fin d’une guide d’onde
sont séparés d’une distance de 14cm. La photopolymérisation est effectuée en suivant la

disparition du pic époxyde & 957 cm™.

Pour la détermination des extractibles les échantillons (1 cm x 0,5 cm) sont traités avec du
toluéne (10 mL pendant 3h en renouvelant le solvant toutes les 30 min). Les films sont pesés

apres un séchage sous vide a 60°C pendant 1 nuit.

L’activité antibactérienne des co-réseaux a été évaluée contre deux souches bactériennes
pathogenes: Staphylococcus aureus ATCC6538 (Gram-positive) and Escherichia coli
ATCC25922 (Gram-négative) qui ont éteé cultivées en aérobie a 37°C une nuit en utilisant un
milieu de culture LB (Lysogeny Broth) avant que les tests ne soient effectués. Les échantillons
ont été immergés 1h a 37°C sous agitation dans une suspension bactérienne des deux souches
(ODsoonm = 0.05). Les bactéries n’ayant pas adhéré a la surface sont éliminées par 7 lavages a
I’eau physiologique. Les échantillons sont ensuite vortexés et ultra-sonnés dans un volume
minimal de solution saline afin de détacher les bactéries adhérées. Finalement, 100 pL de cette
suspension bactérienne viable sont inoculés sur une gélose. Aprés 24h d’incubation a 37°C dans
des conditions aérobie, I’activité antibactérienne est mesurée en dénombrant le nombre d’unités
formant des colonnies (UFC) pour chaque souche. Toutes ces expériences sont effectuées au
moins 6 fois afin de permettre une analyse statistique des resultats significative. Le logiciel R
a été utilisé pour le test statistique d’analyse de la variance (ANOVA) des résutats significatifs

(p <0.05) ont été déterminés par le test des étendues de Duncan.
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Les analyses mécaniques en dynamique ont été effectuées sur un analyseur TA Instrument
Q800 en mode tension de film équipé d’un accessoire de refroidissement par gaz sur des
échantillons de dimensions suivantes : 20 mm de longueur, 5-8 mm de largeur et 0.2 mm
d’épaisseur. Les échantillons sont fixés entre deux mords et une force de 0.04 % est appliquee
a une fréquence de 1 Hz. Apres une équilibration a 20°C pendant 5 min les échantillons sont
chauffés de 20 a 200°C a 3°C.min"L. Finalement, ils sont maintenus a 200°C pendant 10 min et
refroidis & 20 °C. Tous les tests sont effectues sous air. La température de transition vitreuse est
déterminée au maximum du pic de tan 3. La densité de réticulation est déterminée a partir de la
valeur du module de conservation du plateau caoutchoutique a Tg + 40°C selon la théorie de
Iélasticité 3 (équation 1):

E

Ve

ol E' correspond au module de conservation dans le plateau caoutchoutique & Ty + 40°C, R est
la constant des gaz parfaits, T est la température en °K correspondant au module de conservation
aTgy+40°C.

Les mesures d’angles de contact sont effectuées sur un goniometre Kriiss couplé a un systéme

d’analyse Drop Shape Analysis System. Celles-ci sont répétées au moins 4 fois.

Les spectres de résonnance magnétique nucléaire du proton *H ont été effectués sur un
spectromeétre Bruker Avance 400. Ces spectres ont été effectués dans du chloroforme deutéré
(CDCl3) a 25°C.
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Les spectres d’absorption infrarouge ont été enregistrés de 4000 a 500 cm™ sur un spectrométre
Bruker Tensor 27 en mode réflexion totale atténuée (ATR) en effectuant 32 scans. Les

transmissions reportées sont exprimées en nombre d’onde (cm™)
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Des réseaux transparents et relativement rigides et cassants ont été obtenus par polymérisation
cationique par ouverture des epoxydes. Ce mode de réticulation permet d’augmenter jusqu’a
70% la quantité massique d’eugénol monofonctionnel introduit dans la formulation. L’étude
des performances thermo-mécaniques a demontré que des réseaux a haute résistance ont été
obtenus (Tv supérieure a 90°C, stabilité thermique supérieure a 250°C) et ce méme en présence

du composé monofonctionnel. De plus, celui-ci permet de moduler ces propriétés mécaniques.

L’étude de I’activité antibactérienne contre E. coli et S. aureus a démontré que la présence de
fonctions phénol en surface est bien responsable de I’activité antibactérienne. Néanmoins,
I’étude comparative sur les propriétés antibactériennes des deux dérivés époxydés a démontré
que les doubles liaisons carbone-carbone étaient tout comme les fonctions phénol, impliquées
dans I’activité antibactérienne, propriétés que 1’on retrouve chez certains terpénes no oxygénés

tels que le myrcéne ou le farnéseéne®2.

(1) Angioni, A.; Barra, A.; Russo, M. T.; Coroneo, V.; Dessi, S.; Cabras, P. Chemical
Composition of the Essential Oils of Juniperus from Ripe and Unripe Berries and Leaves
and Their Antimicrobial Activity. J. Agric. Food Chem. 2003, 51, 3073-3078.

(2) Bajpai, V. K.; Al-Reza, S. M.; Choi, U. K,; Lee, J. H.; Chul, K. S. Chemical composition,
antibacterial and antioxydant activities of leaf essential oil and extracts of Metasequioa
glyptostroboides Miki ex Hu. Food Chem. Toxicol. 2009, 47, 1876-1883.
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La transition du carbone pétrosourcé vers le carbone végétal apparaissait comme utopique au
début des années 2000, pourtant, aujourd’hui, cette nouvelle ¢re semble tout a fait réaliste
lorsque I’on observe le nombre grandissant de recherches menées sur ce sujet. De plus, ce
changement est soutenu par les industries permettant ainsi un accés beaucoup plus rapide et
abondant a de nouveaux synthons biosourcés.

Une autre problématique mondiale est également au centre de nos préoccupations actuelles
puisque plus d’1,4 millions de cas d’infections nosocomiales sont diagnostiqués chaque année.
Certaines souches étant devenues insensibles aux antibiotiques, ce nombre devrait sensiblement

augmenter a I’avenir.

Cette thése a donc été menée afin d’apporter des solutions a ces deux problématiques majeures,
en valorisant la biomasse par 1’¢laboration de matériaux bioactifs par irradiation. Pour ce faire,
deux types de synthese ont été choisis pour élaborer nos matériaux : la réaction thiol-éne ou la
polymérisation par ouverture de cycle époxydes et ce afin de pouvoir comparer I’impact du

process sur les propriétés biologiques et thermo-mécaniques des matériaux.

La premiere partie de ce travail de these a donc porté sur la valorisation du linalol et de 1’eugénol
présents dans les huiles essentielles pour la synthése de matériaux antibactériens. Les deux
fonctions hydroxyle de I’isosorbide ont été mobilisées pour bifonctionaliser ce composé par la

réaction de Williamson de type SN avec le bromure d’allyle (Figure 158).

Br/\/

NaOH, TBAB
75°C, 4h30

v
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De plus, la double fonctionnalité de 1’eugénol nous a permis de synthétiser 3 dérives differents :

+ [’allyleugénol (AE) dont les deux doubles liaisons carbone-carbone peuvent étre mises
a profit dans des réactions thiol-ene ;

+ I’époxyeugénol (EE) possédant une fonction phénol et une fonction époxyde pouvant
étre polymeérisee par ouverture de cycle des époxydes ;

+ et enfin ’éther glycidylique d’eugénol (EGE) bifonctionnalisé par un époxyde et une
double-liaison carbone-carbone pouvant par conséquent étre polymérisé par ouverture
de cycle des époxydes puis post-fonctionnalisé par réaction thiol-éne en mettant a profit

la double liaison carbone-carbone (Figure 159).

» Polymérisation cationique
par ouverture des
époxydes
Epoxyeugénol (EE) O
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Figure 159: Fonctionnalisation de I'eugénol.
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Une large gamme de co-réseaux a donc été élaborée par reaction thiol-éne en présence de

DMPA et de I’agent de réticulation trifonctionnel (trithiol) (Figure 160Figure 160) :

+ Des co-réseaux obtenus a partir de 1’isosorbide fonctionnalisé (ISODIAL) associé au
linalol (L);

+ Des co-réseaux obtenus a partir de 1’eugénol fonctionnalisé (AE) associé au linalol ou
a I’eugénol (E) ;

+ Des co-réseaux AE et AE-E incorporant des NPs de ZnO ;

+ Des co-réseaux AE incorporant des composés antibactériens phénoliques biosourcés

tels que sont I’acide tannique (AT) ou le carvacrol (C).
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% Figure 160: Différents matériaux biosourcés antibactériens élaborés au cours de cette these par photochimie.



Ces différents matériaux ont démontré de bonnes performances thermo-mécaniques (résistance
thermique supérieure a 200°C, élongation a la rupture supérieure & 20%) mais se sont révélés
relativement souples (Tv inférieure & 0°C). Ainsi, dans le dernier sous-chapitre le linalol a été
associé a des oligoméres de PHBHYV allyliques de 1000 g.mol™* afin d’élargir la gamme de
performances thermo-mécaniques des matériaux obtenus (co-réseaux PHBHV-L). Faute de
temps, la caractérisation des performances thermo-mécaniques n’a pu étre menée entiérement.
Néanmoins, 1’analyse par DSC a démontré que la présence de PHBHV augmente la Ty passant
ainsi de -25°C dans le cas des réseaux a base de linalol a 2,3°C pour les co-réseaux 70-30
PHBHV-L.

La derniere partie de des travaux a porté sur 1’élaboration de différents co-réseaux associant
I”¢éther diglycidylique de résorcinol (composé difonctionnel pouvant étre d’origine biosourcé),
au deux dérivés de I’eugénol époxydés (Figure 159). Ces matériaux, relativement rigides et
cassants, permettent d’¢largir la gamme de matériaux antibactériens obtenus a partir de la
biomasse. En effet, ceux-ci possédent une Ty supérieure a 90°C et une stabilité thermique

supérieure a 250°C.

L’ensemble des matériaux synthétisés ainsi que leurs principales caractéristiques sont

regroupés dans le Tableau 14.
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Tableau 14: Nouveaux matériaux antibactériens élaborés par photochimie a partir de la biomasse

Nom Tv Ts5% E or &r Inhibition  Inhibition d’S.
°C) (°C) (MPa) (MPa) (%) d’E.coli aureus
(CFU/cm?)  (CFU/cm?)
ISODIAL -2 315 54 2,0 43 2500 12000
ISODIAL-L -8 292 3,0 1,4 52 2500 7500
(70-30)

AE -1 323 51 2,1 48 517 828
AE-L (70-30) -5 301 3,7 2,7 50 490 450
AE-E (70-30) -4 305 1,1 0,7 92 1100 2900
AE/ZnO (5%) 0 338 8,0 1,1 18  2,6.10% 2,0.10%

AE/C (20%) -9 145 3,9 0,5 15 0 100
AE/AT(10%) -5 271 9,9 0,8 33 4014 0
PHBHV-L 2,3 220
(70-30)
R 130 370 1791 33 3,3 50000 27000

R-EG (70-30) 100 343 2186 56 3,9 2500 12000

R-EGE 89 248 1007 11 2,5 3728 15938

(70-30)

Cette large gamme de matériaux a été élaborée sans solvant ni catalyseur métallique a partir de
synthons d’origines biosourcées. Chaque voie de synthése permet I’obtention de matériaux
antibactériens parfois antioxydants dont les propriétés thermo-mécaniques sont variables et
peuvent étre modulées selon les applications visées. De plus, la synthese de matériaux
possédant deux fonctionnalités différentes (fonction époxyde et double liaison carbone-
carbone) laisse envisager des post-fonctionnalisations ou la synthése de réseaux par réaction
concomitante de ces deux fonctions qui pourrait donner lieu a de nouvelles propriétés
mécaniques. De méme, il reste a exploiter le caractére biodégradable des PHAS pouvant étre
intéressant dans des applications telles que I’emballage alimentaire, la reconstruction tissulaire
ou la vectorisation de médicaments et a exploiter d’autres dérivés de la biomasse peu utilisés
dans la synthése de matériaux biosourcés par photochimie comme la lignine ou d’autres

composés phénoliques.
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