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ABREVIATIONS

Aa : Acide ascorbique

AcOEt : Acétate d'éthyle

ACN : Acétonitrile

APTS : Acide para toluene sulfonique
BOP : Hexafluorosphosphate de benzotriazolyloxytrisdiméthylamino phosphonium
Boc : Tertbutyloxycarbonyle

Bz : Benzyle

Cn : Chaine aminocarboné a n atomes de carbone
DMF : Diméthylformamide

D-glu : D-glucuronique acide

Et : Ethyle

HMPT : Hexameéthylphosphotriamide

IR : Infra-Rouge

Me : Méthyle

PF : Point de fusion

Rdt ; Rendement

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
THF : Tétrahydrofurane

TMS : Tétraméthylsilane

(s) : Singulet

(® X Triplet

(dd) : Doublet de doublet

(q) : Quadruplet

(mu) : Multiplet

(m) : Massif

Y : Tension superficielle
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INTRODUCTION

L'étude décrite dans ce manuscrit concerne la synthése, la caractérisation des propriétés
physico-chimiques et biologiques de nouveaux tensioactifs présentant des propriétés antioxydantes
utilisables pour la formulation de produits de préservation du bois. En effet, le bois est un matériau
trés utilisé depuis toujours dans notre société du fait de sa disponibilité, de ses qualités esthétiques e
sa facilité de mise en ceuvre. Cependant, malgré ces nombreux avantages, le bois souffre d'un
inconvénient majeur lié a sa susceptibilité aux agents de dégradation abiotiques (humidité, lumiere,
oxygene, chaleur...) et biotiques (champignons, insectes, bactéries). Il est donc nécessaire d'avoir
recours a des produits de préservation pour le protéger et permettre une utilisation pérenne.

Différents produits ont été proposés et utilisés depuis la fin du ¥\¥Blécle pour protéger
le bois. Parmi ceux-ci, peuvent étre cités, le pentachlorophénol, la créosote (goudrons d’origine
diverse) ou encore les formulations multi-sels a base de cuivre, de chrome et d'arsenic (CCA)
(Lebow et al., 1994,1996 ; Pizzit al., 1984, 2004). Bien que trés efficaces, tous ces composés
présentent l'inconvénient d'étre toxiques pour I'environnement et ont été de ce fait, soit totalement
interdits, soit fortement réglementés, limitant ainsi leurs applications (Tanjore et Viraragnavan, 1997
; Kartal et al., 2006). Les pressions environnementales de plus en plus importantes ont poussé les
différents gouvernements européens a prendre des mesures pour protéger I'environnemeset (Palmer
al., 2001 ; Kartalet al.,2001, 2004, 2006). C'est ainsi que la directive biocide prévoit I'abandon de
différents produits du fait de leur trop forte toxicité et que la loi sur l'air préconise I'emploi de
traitement en solution aqueuse pour limiter tout rejet de composés organiques volatils (COV)
(Kinzell et al., 1981 ; Holley et Patel, 2005). De ce fait, les industriels développent des traitements
alternatifs dits de « nouvelle génération », de types ACQ (Ammoniacal Copper Quat), CBA (Copper
Boron Azole) (Simpson Strong-Tie, 2006).

Dans ce contexte, I'équipe de Chimie Organique et Microbiologie du LERMAB s'intéresse
depuis plusieurs années a la mise au point de nouvelles solutions de préservation a faible impact
environnemental, basées sur l'association de différents produits pouvant interférer sur les
mécanismes biochimiques utilisés par les champignons pour dégrader le bois (Mabick2003).

Une des pistes retenues consiste a associer des antioxydants a des biocides organiques insoluble

dans l'eau. En effet, la dégradation du bois par les champignons de pourriture implique différents



systemes enzymatiques ou hydrolytiques, parmi lesquels de nombreux systemes d’oxydo-réduction.
L’association de composés antioxydants aux formulations de fongicides permet d’envisager de
perturber les mécanismes fongiques impliqués dans la dégradation du bois en renforcant I'efficacité
du biocide et ainsi de mieux inhiber la dégradation des biopolyméres constitutifs du matériau
(Schultz et Nicholas, 2002 ; Burt et al., 2004 ; Smith et al., 2005).

Les produits organiques constituent une famille importante de produits employés pour la
préservation du bois. Longtemps utilisés en phase organique, ces derniers sont de plus en plus
utilisés en phase aqueuse pour limiter les rejets de composés organiques volatils dans I'atmosphére e
se conformer ainsi aux dispositions de la loi sur I'air récemment mise en place par les autorités
gouvernementales (Angermiers al., 1998). Le recours a différents tensioactifs et co-solvants est
donc nécessaire pour solubiliser ces derniers dans 'eau et permettre la préparation de formulations
sous forme d’émulsions ou de micro-émulsions (Bertwblal., 1983). Ceci a amené I'équipe de
Chimie Organique et Microbiologie du LERMAB a envisager une collaboration avec l'équipe
Synthése et Assemblage de Composés Amphiphiles de TUMR SR&MCatudier et tester l'intérét
gue pourraient présenter des composés amphiphiles originaux de type « deux en un » présentant, el
plus de leurs propriétés tensioactives, des propriétés antioxydantes permettant a la fois de solubiliser
le biocide organique mais aussi de renforcer son activité grace a leurs propriétés antioxydantes.

C’est pourquoi, dans le cadre de cette these, nous nous sommes intéressés a la préparation d
molécules amphiphiles présentant des motifs antioxydants. Différents types de motifs antioxydants
ont été envisagés a ces fins. Ces derniers ont été sélectionnés du fait de leur importance dans e

domaine de la stabilisation des polymeres (Zweifel, 1997) :

- un motif 2,6-ditert-butyl-4-phénol qui est un inhibiteur de radicaux libres d’origine pétrochimique
appartenant a la famille des phénols encombrés,

- l'acide ascorbique ou 5-(1,2-dihydroxyethyl)-3,4-dihydroxyfuran-2(5H)-one, plus connu sous le
nom de vitamine C qui est un antioxydant d’origine naturelle tres répandu dans le régne végétal
(Smirnoff et al., 1996 ; Asada et al., 1994,1988),

- et enfin, un motif 2,2,6,6-tétraméthylpipéridine qui est antioxydant de synthése de type amine
encombrée permettant d’inhiber les radicaux libres impliqués dans les réactions de dégradation des

polyméres (Step et al., 1993).
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Figure 1. Différents motifs antioxydants envisagés

En fonction de la nature hydrophile ou hydrophobe de la partie antioxydante, nous avons
envisagé le greffage d’'un module complémentaire hydrophile ou hydrophobe pour conférer aux
produits des propriétés amphiphiles. Dans chaque cas, nous nous sommes intéresses a la synthese,
la caractérisation des propriétés physico-chimiques, telles que les propriétés tensioactives,
antioxydantes, et a l'application de ces nouveaux composés pour la formulation de produits de
préservation du bois.
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|. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

[.1. DEGRADATION DU BOIS

Le bois est un matériau trés utilisé dans la construction qui connait actuellement un regain
d’intérét du fait de son aptitude a stocker le,CI@din, 1994). Cependant, son inconvénient majeur
est lié a sa durée de vie limitée lorsqu’il est mis en ceuvre dans des conditions extérieures
d’utilisation. En effet, soumis a l'action de différents facteurs biotiques, tels que les micro-
organismes et les insectes, ou abiotiques, tels que I'humidité, les variations de température, le
rayonnement UV et la pollution, le bois va se dégrader progressivement, perdant son intégrité
physique et son caractére esthétique (Behlal., 1996 ; Branca et Di Blasi, 2003 ; Ros-Baralo
al., 2006). Ainsi, I'action de certains agents biologiques ou d’'une température excessive va conduire
a I'oxydation du matériau, entrainant une détérioration de son aspect physique et de ses propriétés
mécaniques (Shanlet al., 2003). Les champignons de pourriture qui utilisent le bois comme source
de carbone sécrétent différents types d’enzymes extracellulaires capables d'oxyder et de
dépolymériser les macromolécules constitutives des parois cellulaires du bois (Cullen et Kersten,
2004). Les phénomenes d’oxydation sont également impliqués dans les problemes de changement d
couleur et de grisaillement consécutifs a une exposition prolongée a la lumiéere (Schaller et Rogez,
2007). Etant donné I'importance des réactions d’oxydation dans les phénoménes de dégradation du
bois, différents auteurs ont suggéré d’utiliser des antioxydants pour protéger le matériau. Les
paragraphes qui vont suivre sont destinés a présenter la composition chimique du bois et les agents

biotiques et abiotiques responsables de la dégradation du matériau par oxydation.

[.1.1. RAPPEL SUR LA COMPOSITION CHIMIQUE DU BOIS

La composition chimique du bois est complexe. Une premiere distinction peut étre faite entre
les composants macromoléculaires des parois cellulaires (cellulose, hémicelluloses et lignine)
constituant I'essentiel du matériau et les composants de faible poids moléculaire, tels que les
substances minérales et les extractibles généralement présents en faibles quantités. Les proportions
la composition chimique de la lignine et des polyoses different suivant les types de bois et, tout

particulierement, selon la nature de I'essence (feuillus ou résineuxge{ldan1991). Ces polymeéres



végétaux ne sont pas distribués uniformément au sein des parois cellulaires. De plus, leurs
proportions varient en fonction de la localisation dans le bois. Le taux de cellulose est généralement
de l'ordre de 40 a 45 %, celui des hémicelluloses compris entre 15 et 25 % et celui de la lignine
compris entre 15 et 25 %, les feuillus étant souvent plus riches en lignine que les résineuxefRowell
al., 2005). Les proportions des différents constituants macromoléculaires peuvent varier légerement
selon I'essence envisagée. Il existe également des substances extractibles présentes en quantités pl
ou moins importantes (2 & 10 % en moyenne pour les essences des zones tempérées). Ces extractibl
peuvent étre de nature chimique trés variée et comprennent les cires, les graisses, les terpénes et le
composeés phénoliques, ces derniers se divisant eux-mémes en différentes catégories : les phénol
simples, les lignanes, les flavonoides et les tannins. En plus de ces extractibles de nature organique, i
existe également des extractibles d’origine minérale, dont la quantité dépasse rarement 1 % chez les
essences des zones tempérées. Les essences des zones tropicales renferment généralement

teneurs en extractibles (organiques et minéraux) plus élevées.

.1.1.1. La cellulose

La cellulose constitue la structure de base des parois cellulaires des cellules végétales. C’est
la substance naturelle la plus abondante produite par les organismes vivants sur terre avec une
quantité estimée d’environ 40 % du carbone organique. La production mondiale de cellulose est
estimée autour de 1,3¥@onne par an. La cellulose, de formule géné(@kel1Os),, correspond a
un polymere linéaire constitué d'unitgsD-glucopyranose liées entre elles par des liaigbhst

glycosidique (Figure 2).
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Figure 2. La structure de la cellulose

Elle présente une extrémité réductrice et une extrémité non réductrice. Les fonctions aldéhydiques
ainsi que les fonctions hydroxyles peuvent étre sensibles a certains agents d’oxydation. Son degré de
polymérisation moyen est compris entre 7000 et 15000 (Fengel et Wegener, 1984). Elle est associée

aux hémicelluloses et a la lignine (décrites dans les paragraphes suivants) dans les parois cellulaires



L’ensemble constitué de la cellulose et des hémicelluloses est appelé holocellulose. Elle joue un réle
primordial dans le comportement mécanique des parois cellulaires du bois. Dans son état naturel, la
cellulose est en partie amorphe et en partie cristalline. Du fait de sa constitution chimique, elle peut

établir des liaisons de faible énergie, telles que des liaisons hydrogénes. Les liaisons hydrogene son
responsables de la formation des microfibrilles dans lesquelles certaines régions sont hautement

ordonnées (régions cristallines) et d’autres moins (régions amorphes) (Figure 3).

Reégion cristalline Région amorphe

/\%«—

.

MMicrofibrilles de ceﬂ“;\

Figure 3. Représentation schématique des zones cristallines et amorphes de la cellulose

[.1.1.2. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses sont définies comme étant des hétéropolysaccharides non cellulosiques
présents dans les parois cellulaires des végétaux. Ces macromolécules polyosidiques présentent un
grande diversité structurale (Fengel et Wegener, 1984). Elles constituent une matrice amorphe venant
enrober la cellulose au niveau des couches cellulaires. Tout comme la lignine, elles sont intimement
associées a la cellulose au niveau des parois. Les chaines des hémicelluloses présentent un degré
polymérisation plus faible que celui de la cellulose d’environ 150 unités et sont, au contraire de la
cellulose, ramifiées. Elles sont constituées d’unités osidiques différentes réparties de fagon plus ou
moins aléatoire. La nature des unités osidiques constitutives des hémicelluloses varie selon les
essences.

Les hémicelluloses présentes dans les bois des feuillus de zones tempérées, sont
principalement constituées de glucuronoxylanes (15 a 30 %) et dans des proportions moins
importantes (2 a 5 %) de glucomannanes (Fengel et Wegner, 1984 ; Jodin, 1994). La chaine
principale des glucuronoxylanes est constituée d’unités xylose partiellement acétylées liées par des
liaisons 3-(1,4), sur laquelle viennent se greffer des résidus d’acide 4-O-methylétherglucuronique

liés par des liaisong-(1,2). Les glucomannanes sont formés de D-glucose liés & du D-mannose par



une liaison B-(1,4) et ne sont pas acétylés. Les hémicelluloses des bois de résineux sont
principalement constituées de galactoglucomannanes (20 a 25 %) et d’arabinoglucuronoxylanes (5 a
10 %). Les galactoglucomannanes sont partiellement acétylés. La chaine principale est constituée de
mannose et de glucose liés par des liaifh(s4) auxquelles sont liés du galactose par des liaisons
a-(1,6) (Fengel et Wegener, 1984 ; Es&eal., 2004).

La structure des différentes unités osidiques présentes dans les hémicelluloses est rapportée dans la

Figure 4.
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Figure 4. Unités osidiqgues composant les hémicelluloses

[.1.1.3. La lignine

La lignine constitue la fraction non saccharidique la plus importante des fibres végétales.

bY

C’est un polymeére polyphénolique tridimensionnel synthétisé par la plante a partir de trois
précurseurs de type phénylpropane constitués des alcools p-coumarylique, coniférylique et

sinapylique (Figure 5).



GH CH CH
CH & CH
H5CO
OCHs 3 OCHs;
OH OH OH
Alcool p-coumarylique  Alcool coniférylique Alcool synapylique

Figure 5. Précurseurs de la lignine

Contrairement a la cellulose qui présente une structure réguliére, la lignine présente une
structure trés complexe. Sa composition est différente suivant les espéces veégétales. La compositior
varie également a l'intérieur d'une méme essence, selon qu'il s’agit de bois normal ou de bois de
réaction. La composition et la teneur en lignine varient également au niveau pariétal en fonction de la
localisation dans la paroi cellulaire. La lamelle mitoyenne est généralement plus riche en lignine. La
lignine des résineux est biosynthétisée principalement a partir d’unités alcool coniférylique encore
appelées unités guaiacyl. Par contre, la lignine des feuillus comprend des proportions équivalentes
d’alcool coniférylique et synapylique, constituant respectivement les unités guaiacyl et syringyl.
L’alcool p-coumarylique est présent en faible quantité chez les feuillus comme les résineux. La
biosynthese de la lignine implique des réactions de couplage oxydant s’effectuant a partir de
radicaux phénoxy tres délocalisés (Figure 6). Ces radicaux phénoxy vont ensuite se coupler de fagon

aléatoire pour conduire a la formation de la lignine (Alder, 1977).
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Figure 6. Radicaux phénoxy impliqués dans la biosynthese de la lignine

Cette réactivité des groupements phénoliques de la lignine avec les espéces radicalaires va égalemet
étre impliguée dans sa dégradation au niveau du bois. La Figure 7 représente, a titre indicatif la

structure possible de la lignine d’épicéa proposé par Alder en 1977 mettant en évidence la
complexité de sa structure.
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Figure 7. Modéle de la structure de la lignine d’épicéa proposée par Alder (1977)

La lignine peut également étre liee aux hémicelluloses par lintermédiaire de liaisons

covalentes (Figure 8).
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Figure 8. Différents types de liaisons de la lignine avec les hémicelluloses



[.1.2. LES AGENTS RESPONSABLES DE LA DEGRADATION DU BOIS PAR
OXYDATION

L’oxydation des biopolymeéres est le premier facteur en cause dans la dégradation de la
matiere organique (Tanala al., 1985). Lorsque le bois est utilisé dans des conditions extérieures,
exposé a la lumiere et aux variations climatiques, il est sujet a de nombreuses réactions d’oxydation
qui peuvent étre de nature photochimique dans le cas de I'exposition a la lumiére solaire ou

biochimique dans le cas des agents de pourriture.

[.1.2.1. Les facteurs abiotiques : effet du rayonnement UV

Le bois utilisé pour la construction et certaines applications décoratives, est soumis a
I'influence du rayonnement solaire et de I'oxygéne de I'air ambiant qui va étre a l'origine de
phénomenes de dégradation de surface du matériau. De nombreuses études réaliséespaude pin (
radiata) ont montré que les ultra-violets émis par le rayonnement solaire, les variations de
températures ainsi que l'oxygene étaient la cause de modifications chimiques occasionnant des
faiblesses mécaniques du matériau (Schaller et Rogez, 2007). Dans ce contexte la connaissance de
effets de la lumiere et de I'oxygene sur la chimie de surface du bois est cruciale pour pouvoir
proposer des solutions permettant de protéger le bois de la photo-dégradation.

La photo-oxydation du bois occasionnée par la lumiére solaire est un phénomene qui se
produit assez rapidement en surface, conduisant a un changement de couleur du matériau expos:
(Ferm, 1972 ; Feist et Hon, 1984). Le changement de coloration peut se produire avec les bois placés
aussi bien a l'intérieur qu’a I'extérieur et, plus particulierement, dans le cas d'espéces de bois clairs
qui tendent a jaunir et s’assombrir en réponse a la photo-oxydation de surface. Ce phénomene a éte
attribué a un ensemble de réactions induites par un certain nombre d’agents abiotiques comme le
rayonnement solaire (UV et visible), I'humidité, la température et I'oxygene. Ainsi, I'action de ces
différents agents environnementaux va conduire a une série de réactions radicalaires en chaine
appelée photo-dégradation qui se traduit par une décoloration du matériau.

La photo-oxydation de la lignine va générer des ruptures de liaisons conduisant a la
dépolymérisation de cette derniére. L'abstraction d'atome d’hydrogéne a pour conséquence la
formation de radicaux qui, en présence d’oxygene, va conduire a la formation d’hydroperoxydes et
de peroxydes impliqués dans la décomposition du polymere et la production de sous-produits colorés

appelés chromophores. La structure aromatique de la lignine, présentant des systemes fortemen

10



conjugués, va étre a l'origine de la sensibilité de cette derniére a la photo-dégradation, alors que les
constituants polysaccharidiques seront nettement moins sensibles a la lumiere @dedrick975 ;
Barkeret al., 1980 ; Agarwal et Atalla, 1993). Les modifications causées par la photo-oxydation du
bois induisent des changements de propriétés de surface se traduisant par une décoloration et pa
I'apparition de micro-fissures puis de fissures. Le bois devient également plus sensible vis-a-vis de
I'hnumidité et du lessivage, sa surface devenant plus hydrophile (Hon, 1991). Les mécanismes de la
photo-oxydation de la lignine ont été abondamment étudiés (Kringstad et Lin, 1972 ; Gierer et Lin,
1972 ; Scaianet al, 1991; Schmidet al., 1993 ; Heitner, 1993 ; Jones, 1994 ; Gietal., 1994 ;

Schmidt et Heitner, 1995).
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Figure 9. Exemple de mécanisme de photo-oxydation de la lignine

Dans le cadre d’'une étude sur le jaunissement de pates thermomécaniques, Schmidt et Heitnel
(1995) ont rapporté différentes réactions radicalaires conduisant a des ruptures de liaisons et a la
formation de chromophores colorés. Plusieurs processus réactionnels sont impliqués dans ces
réactions. L’abstraction d’'un hydrogéne benzylique d’'un grougiaiacylglycérolB-aryléther
forme un radical cétyle qui subit alors une rupture de la liglsOmM-aryléther pour produire un énol
et un radical phénoxyl. L'énol conduit par tautomérie a la forme cétonique correspondante, alors que

le radical phénoxyl va étre oxydé en ortho-quinone (Figure 10).
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Figure 10. Réactions d’oxydation impliquées dans le jaunissement de la pate thermomécanique

Une étude menée par Crestini et D'Auria en 1997 a mis en évidence le rble possible de
I'oxygéne singulet sur la dégradation de modeles de lignine. Dans cette étude, les auteurs ont montré
que la rupture de la liaisofp-O-4-aryléther pouvait étre considérée comme une étape primaire
photochimique indépendante de la présence d’'un groupement carboryleL'exygene singulet
formé en présence de rose Bengal comme sensibilisateur peut ainsi réagir avec I'éther aromatique de

différents modeles de lignine utilisés pour conduire a différents produits de dégradation.
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Figure 11. Oxydation par I'oxygéne singulet

1.1.2.2. Les facteurs biotiques : effet des agents de pourriture

Différents agents biotiques sont susceptibles de dégrader le bois. Parmi ceux-ci, sont recensés
les insectes, tels que les termites, les capricornes ou les vrillettes et de nombreux micro-organismes

appartenant a la famille des bactéries ou des champignons. Nous limiterons notre bibliographie aux
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champignons de pourritures qui sont responsables d’une part importante de la dégradation du bois et
qui impliquent de nombreux processus d’oxydation. Les champignons de pourriture jouent un réle
primordial au niveau de la dégradation du bois en forét permettant ainsi la régénération des sols. Par
contre, lorsque ces derniers s’attaquent au bois mis en ceuvre, il devient impératif de traiter ce dernier
pour protéger I'intégrité de la construction. Les champignons sont classés en différentes catégories
en fonction des dégats qu’ils occasionnent au matériau. Ainsi sont distingués :

- les champignons de pourriture blanche, encore appelés champignons de pourriture fibreuse,
causant d'importantes dégradations au matériau en s’attaquant a la lignine et aux polysaccharides ;

- les champignons de pourriture brune, encore appelés champignons de pourriture cubique,
qui s’attaquent principalement aux polysaccharides du bois ;

- les champignons de pourriture molle qui s’attaquent également aux polysaccharides du bois
et dans une moindre mesure a la lignine ;

- les champignons de bleuissement qui s’attaquent uniquement aux résidus nutritifs présents
dans l'aubier provoquant ainsi des colorations bleuatres inesthétiques sans occasionner de
dégradations notoires aux constituants macromoléculaires du bois ;

- et les moisissures qui se développent principalement en surface sans affecter I'intégrité

physique du matériau et qui peuvent étre facilement éliminées par brossage.

Les processus impliqués dans la dégradation du bois sont généralement complexes et
different en fonction du type de champignon. Notamment, sont distingués des mécanismes de
dégradation par voies enzymatiques et dautres par voies non-enzymatiques. Bien que les
mécanismes biochimiques impliqués dans la dégradation oxydante du bois ne soient pas totalement
élucidés, bon nombre d’auteurs s’accordent sur I'importance du role joué par les peroxydases, telles
gue les lignine et les manganese peroxydases, par les oxydases comme les laccases, et par les espé
oxygénees actives (Active Oxygen Species, AOS), tels que I'anion superoxyde radicatdire (O
I'eau oxygénee (bD,) et particulierement les radicaux hydroxyle (HQénérés par différentes

réactions comme la réaction de Fenton (Hammel, 1997; Kerem et al., 1999 ; Ruda et Dutta, 2005).

a) Les peroxydases

Les peroxydases sont des enzymes extracellulaires impliquées dans la dégradation et la
dépolymeérisation de la lignine. Constituées d’un site actif contenant soit du fer soit du manganese,
ces enzymes sont responsables de la génération d’especes radicalaires hautement réactives qui vol
étre les principaux meédiateurs de la dégradation de la lignine (Cullen et Kersten, 2004). Leurs modes
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d’action répondent a un mécanisme catalytique de type « ping-pong » conduisant a la formation
d’espéeces radicalaires capables de diffuser dans la paroi cellulaire et d'aller oxyder la lignine a
distance. On distingue deux grandes familles de peroxydases : les Lignine peroxydases (LiP) et les
Manganése peroxydases (MnP). Ces deux enzymes sont des métalloprotéines complexes (Figure 12
qui vont fonctionner a l'aide d’eau oxygénée. La taille de ces enzymes et 'encombrement du site
actif ne permettent pas a ces dernieres d’oxyder directement la lignine des parois cellulaires et

impliquent I'oxydation préalable de substrats de plus petite taille allant par la suite oxyder la lignine.

Figure 12. Structure d’'une Manganéese Peroxydase isolée a partir de P. chrysosporiium
(chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Wood4.html

Le peroxyde d’hydrogéne oxyde I'atome de fer Ill du noyau heme de I'enzyme selon un
mécanisme entrainant un transfert de deux électrons permettant la formation du composé | contenant
un centre oxyferrique dans lequel le fer présente un degré d’oxydation IV et un cation porphyrique
radicalaire. Le composé | oxyde a son tour une molécule de substrat par transfert d’'un électron
conduisant a la formation du composé I, qui va a son tour oxyder une deuxieme molécule de

substrat permettant le retour de 'enzyme a son état initial (Figure 13) (Wesenberg@a3jl
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Figure 13. Cycles catalytiques impliqués dans le fonctionnement des peroxydases

Les lignines peroxydases (Lip)

Les lignines peroxydases sont capables de dégrader une grande variété de substrats
aromatiques tels que les phénols, les éthers aromatiques, ainsi gu'une grande variété de substrats nc
phénoliques. Trop volumineuses pour pénétrer a l'intérieur des parois cellulaires, les lignines
peroxydases peuvent s’attaquer soit a la lignine présente a la surface de la paroi secondaire, soit ¢
celle contenue a l'intérieur des parois cellulaires au moyen de substances de faible poids moléculaire
capables de pénétrer dans les parois cellulaires et de les oxyder de l'intérieur (Haemaierli
1987). Ces substances, encore appelées médiateurs chimiques, sont issues du métabolism
secondaire du champignon et produites par des enzymes telles que la vératryl alcool oxydase et la

glyoxal oxydase (Breen et al., 1999). Le cycle catalytique est présenté dans la Figure 14.
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Figure 14. Réle de I'alcool vératrylique dans le fonctionnement des LiPs
Les LiPs dégradent la lignine en différents sous produits qui pourront alors étre transformés

par d’autres agents oxydants, entrainant ainsi la formation de composés de faibles masses

moléculaires facilement assimilables par les microorganiques (Figure 15).

Liani
'gnine o HO Lignine
Lignine
OH
j\ CHO HO
OCHs —. "o EEO - OCH;
OCHs
OCHg3 LiPox L|Pred OCHs
HO ! OCHs
HO
HO OCH3 2Y2 OCHs
OCHj3 HO
? o
Lignine Il_ignine
ngnine

Figure 15. Exemples de réactions impliquées dans la dépolymérisation de la lignine par les LiPs

Les manganéses peroxydases (MnPs)

Les manganéses peroxydases sont des enzymes moins agressives que les précédentes. Ell
S'attaquent uniquement aux substrats phénoliques présents dans la lignine, soit environ seulement

10% de cette derniére. Elles nécessitent la présence de manganese Il pour fonctionner, impliquant ur
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transfert monoélectronique de ce dernier vers I'enzyme permettant sa réduction (@badgll

1985). Le Manganese Ill alors formé est stabilisé par différents chélateurs organiques comme
I'oxalate ou le glycolate (Shimaas al, 1997). Ces complexes peuvent alors diffuser dans le bois et
permettre une oxydation a distance des substrats phénoliques. Le modeéle probable d’action des MnF
est schématisé dans la Figure 16. Tout comme pour les LiPs, les produits de dépolymérisation de la

lignine vont étre a leur tour dégradés par différents systemes oxydants.

Lignine Ho Lignine Lignine
HO OH OH HO oH
HO HO o] HO
(©) m OCH . (o)
OCHjy e s 3 OCH,
ocH ) OCH; o
3 ~ 5 OCHjg
HO 0 HO o
ocH MnPox  MnPred OCH, HO/\( ocH
HO s U HO CHO 3
o]

Figure 16. Exemples de réactions impliquées dans la dépolymérisation de la lignine par les MnPs
b) Les laccases

Les laccases correspondent au type d’enzyme le plus fréquemment rencontré appartenant a le
famille des phénols oxydases, aussi bien dans les plantes supérieures que dans les champignons. C
enzymes a cuivre catalysent I'oxydation des composés phénoliques présents dans la lignine en
utilisant 'oxygene comme accepteur d’électrons (Letwal., 1996 ; Saparrat Mariet al., 2002 ;
Rodriguezet al., 2004). Les laccases sont des glycoprotéines renfermant quatre atomes de cuivre
disposés sur des sites différents. Elles font partie des enzymes de dégradation des substance
phénoliques de faibles masses moléculaires, dont les extractibles agissant par lintermédiaire
d’especes radicalaires (Hirarat al., 1997). Elles interviennent, en présence d’oxygene, dans la
dégradation des composés aromatiques (méthoxyphenols, hydroquinones...), ainsi que dans celle de:
acides et aldéhydes résultants de la premiére étape de dégradation de la lignine par les lignines
peroxydases. Elles appartiennent au groupe des « blue multicopper oxidase » (Shah et Nerud, 2002
possédant dans leur site actif quatre atomes de cuivre, un de type 1, isolé, responsable de I'oxydatior
des phénols et trois autres atomes de cuivre dont 1 de type 2 et 2 de type 3, qui sont responsables o
I'activation du dioxygéne (Figure 17) (Wesenbetrgl, 2003).

17



+
+

Cu 02 /CU
Laccase réduit ( . HO—q - q d
+ \ Peroxyde-niveau intermédiaire
CU\O/CU Cuiro/CUI Y

I
H/ \H H Cu+
H,O
4 A°
H,O
4 AH
CHj3 ++
7 H Cu
H—‘O\ ++ Cu++ \O\/ c ++
Cu ++ u
\O/ - Cu\o/
I + | -
H Cu H Cu Intermédiare de I'état initial

Enzyme a I'état initial

Figure 17. Mécanisme catalytique des laccases

Beaucoup de champignons de pourritures blanches produisent des laccases, mais leur réle
n'est encore pas a ce jour totalement élucidé (Aetal, 1998). Impliquées dans la dégradation de
la lignine, elles interviennent dans des réactions d’oxydation mono-électroniques conduisant a la
formation de cations radicaux par abstraction d’'un électron au noyau aromatique. Ces intermédiaires
instables subissent soit une seconde oxydation enzymatique, soit différentes réactions non
enzymatiques telles que des réactions d’hydratation ou de disproportionnation. Durant I'oxydation de
composés phénoligues tels que celles des hydroquinones en quinones, il a été rapporté que I'oxygént
conduisait a la formation d’'un radical superoxydg @rovoquant la formation d’eau oxygénée
impliqguée dans différentes réactions d’oxydations non enzymatiques telles que les réactions de
Fenton ou d’Haber Weiss. Ainsi, il a été mis en éviddagaroduction de radicaux hydroxyles, de
dérivés d’hydroquinones et d’ions ferriques chélatés dans un mélange réactionnel contenant la
laccase Pleurotus oryndiGuillen et al, 1997, 2000).

c) Les enzymes auxiliaires
D’autres enzymes appartenant a la famille des oxydases sont impliquées de fagon directe ou
indirecte dans la dégradation des constituants ligno-cellulosiques du matériau bois. Ainsi, certaines

d’entre elles, comme I'aryl alcool oxydase (AAO), la glyoxal oxydase (GOXx), la pyranose oxydase

(POD), I'aryl alcool déhydrogénase (AAD) et les quinones réductasg¢ss@itresponsables de la
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production de I'eau oxygenée indispensable au fonctionnement des peroxydasesdiahak891,
1993,1996 ; Shah et Nerud, 2002).

d) Autres mécanismes impliguant les AOS

La dégradation du bois peut également faire intervenir des mécanismes non enzymatiques
impliquant des especes oxygénées actives. L’eau oxygénée peut par exemple avoir une action directe
dans la dégradation de la lignine ou des polysaccharides en participant a des réactions telles que
celles de Fenton (Wood, 1994 ; Hiragibal, 1995 ; Enoket al., 1989, 1992, 1997 ; Tanaknal.,

1999) ou d’Haber Weiss (Leonowiet al, 1999) conduisant toutes deux a la formation de radicaux

hydroxyles trés réactifs.

S . Réaction de Fenton
Fe? +H,0, —> Fe®* + OH + OH

0, + H,0, > OH* + OH™ + O, Réaction d’Haber Weiss

Figure 18. Principales réactions conduisant a la formation d’ion hydroxyle

Il a été montré que les réactions de Fenton mettaient en jeu des substances extracellulaires
comme des glycopeptides de faible masse moléculaire capables de complexer le fer. Une autre
hypothése concernant le réle des glycopeptides isolés dans le milieu extracellulaire implique leur
effet dans la réduction IGen HO en présence de donneurs d'électrons dans le cas des champignons
de pourritures brune.

Les pourritures brunes et, dans une moindre mesure, les pourritures blanches utilisent des
cycles hydroquinone-quinone pour produire le fer (Il) nécessaire a la réaction de Fenton pour former
les radicaux hydroxyles impliqués dans la dégradation des polysaccharides (@batlell997 ;

Enokiet al, 1997 ; Kerem, 1999 ; Xu et Goodell, 2001).
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Figure 19. Mécanisme de réduction des ions ferriques et de production d’eau oxygénée proposé par
Kerem (1999)

Les espéces oxygénées actives, telles que le radical superoxydd¢'dé@u oxygénée (kD,)
et les radicaux hydroxyles (HQPsont produites par de nombreuses réactions biochimiques, physico-
chimiques et sont considérées comme des facteurs primaires des dommages oxydatifs des
constituants ligno-cellulosiques du matériau bois (Taretkal, 1985). Les espéces oxygénées
actives et autres radicaux libres sont également a l'origine de réactions de dégradation des cellules
végeétales vivantes conduisant a un stress oxydatie{@l, 2004 ; Guajardet al, 2006).

La cellobiose déshydrogéenase (CDH), une glycoprotéine de 90 KDa constituée de 752 acides
aminés (Raicest al, 1995 ; Liet al.,1996), a été associée a la production des radicaux hydroxyles
et participe a la dégradation de la lignivia 'oxydation des composés phénoliqgues (Cameron et
Aust, 2001). En outre, du fait de leur taille trop importante par rapport a la porosité des parois
cellulaires du matériau bois, certaines enzymes agissent par l'intermédiaire*t@wMde HO
(Hiranoet al.,1997).

Le radical Q" est une autre espece oxygenée fréquemment rencontrée. Il ne réagit pas avec la
lignine, ni dans les processus enzymatiques impliqués directement dans la dégradation de la lignine.
Cependant, certaines réactions sont provoquées par le radical superoxyde agissant comme réductel
ou comme oxydant. En tant qu'oxydant, il convertit®an Mre*. Il peut également réagir avec
'eau oxygénée pour former un radical hydroxyle par la réaction de Haber-Weiss ou, par

I'intermédiaire d’'une réaction de dismutation conduire@,HGuillenet al.,2000).
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Mn2* + Oy + 2H" —» Mn3" + H,0,
O + HO; ——> OH* + OH™ + O,
20, + 2H" ——» H,0, + O,

Figure 20. Réactions impliquant le radical superoxyde

e) Bilan global

Il apparait donc qu’un certain nombre d’especes radicalaires soient impliquées dans la
dégradation du bois et tout particulierement de la lignine. La Figure 21 reprend les différentes
réactions d’'oxydation impliquées dans la dégradation de la lignine sous forme d'un schéma

synthétique (Martineet al., 2005).
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Figure 21 Biodégradation de la lignine impliquant les réactions enzymatiques et non enzymatiques
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Au vu des mécanismes précedents, la dégradation du bois met en jeu de hombreux processus
oxydants impliquant des radicaux qui conduisent a la dépolymérisation du biopolymére. Ces mémes
radicaux sont également a l'origine du vieillissement et de la dégradation des polymeéres de synthése
et de bien d'autres polymeres d'origine naturelle (Zweifel, 1997). Ces réactions de dégradation
peuvent intervenir pendant la fabrication ou a tout moment pendant les différents stades d'utilisation
des polymeéres, provoquant des modifications esthétiques ou mécaniques préjudiciables au matériau.
Dans ce contexte, I'utilisation d’antioxydants peut constituer une alternative intéressante pour réduire
I'efficacité des systemes enzymatiques fongiques impliqués dans la dégradation du bois et limiter de

ce fait le recours a I'utilisation de fongicides.

[.1.3. PRESERVATION DU BOIS

1.1.3.1. Les différentes classes d’usage et les risques encourus

La norme NF EN 335-2 intitulée « Durabilité du Bois et des Matériaux dérivés du Bois -
Définition des classes d’emploi » permet de définir le type de traitement a utiliser en fonction des
conditions d'utilisation d’'un ouvrage donné et des risques biologiques auxquels ce dernier sera
exposé. En fonction de la situation en service de l'ouvrage, sont ainsi distinguées, cinq classes
d’emploi différentes notées de 1 & 5 et correspondants a des risques de biodégradation de plus en plu
importants. Le Tableau 1, extrait de cette norme, décrit les principales classes d’'usage et les risques
encourus par le bois (NF EN 335-2, 2007).
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Tableau 1 Définition des classes d’emploi du bois et des risques encourus

Description
Classe Situation générale de I'exposition Agents biologi
d'emploi en service a I'humidification gents blologiques
en service
1 A l'intérieur, sous abri sec Coléoptéres foreurs du bois En cas de présence possnplg de‘
termites cette classe est désignée 1T
T X occasi 3 i
2 A lintérieur ou sous abri hcc .Zlonnellemem En cas de présence poss@h.a de'
umide Comme ci-dessus termites cette classe est désignée 2T
3.1 A lextérieur, au occasionnellement + Champignons
dessus du sol, protégé humide de discoloration En cas de présence possible de
3 - ) . termites cette classe est désignée
3.2 A lextérieur, au ) ) + Champignons de pourriture 3.1T ou 3.2T
. . | freguemment humide ' :
dessus du sol, non protégé
4.1 Alextérieur, a prédominance
en contact avec le sol ou en permanence
et/ou I'eau douce humide Comme ci-dessus En cas de présence possible de
4 - : + Champignons termites cette classe est désignée
4.2 Alextérieur, de Pourriture molle 4.1T ou 4.2T
en contact avec le sol humide en permanence
(sévére) et/ou I'eau douce
A Térédinidés
Champignens de pourriture Limnoria
. . i sde P i
5 Dans 'eau salée humide en permanence Chelllmplgnon e Pourniture 1 B comme en A
molle + Limnoria tolérant & la créosote
Terébrants marins
Ccomme en B
+ Pholades
NOTE Il n'est pas nécessaire de protéger le bais contre tous les agents biologiques énumérés car ceux-ci peuvent ne pas étre présents
ou ne pas avoir d'importance economique dans toutes les conditions de service de toutes les régions géographiques. Il est possible
d'assigner une classe d'emploi supérieure si 'on prévoit des conditions de service pouvant provoquer une humidification inattendue du
bois, par exemple du fait de défauts de conception, d'une mauvaise qualité ou d'un manque d'entretien

Selon les classes d’emploi et les risques encourus, des techniques de traitement plus ou moins
efficaces sont envisageables. Les procédés de traitement comme I'aspersion, le badigeonnage ou I
trempage sont utilisés pour des traitements superficiels du matériau, alors que les techniques de type
vide pression sont utilisées lorsqu’'une imprégnation a cceur est nécessaire. La nature des produits
utilisés dépend également des risques encourus : l'utilisation de produits fongicide, insecticide ou

termiticide sera envisagée en fonction de chaque type de situation. La fixation et la résistance du

produit au lessivage seront également des paramétres importants a prendre en compte.

Etant donné la suite de notre travail, nous nous contenterons de décrire uniquement les produits

fongicides utilisés pour la préservation du bois.
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1.1.3.2. Les fongicides utilisés : historique et situation actuelle

Historiguement, les produits de préservation peuvent étre classés en trois grandes familles
(European standard, 1979 ; Loferski, 1999, 2001) :
- les goudrons et les huiles
- les produits organiques

- les produits hydrosolubles

Dans la catégorie des goudrons et des huiles, on rencontre majoritairement les créosotes
obtenues par distillation de matiere organique. On distingue des créosotes Iégéres correspondant a |
fraction distillant en premier et des créosotes lourdes correspondant a la fraction distillant a plus
haute température. Bien qu’abondamment utilisées depuis la fin 446 sidcle jusque dans les
années 1960, la créosote est de nos jours peu utilisée du fait de sa toxicité et de I'aspect inesthétiqu
au traitement (couleur, odeur...). Constituée d'un mélange extrémement complexe d’hydrocarbures
aromatiques, de composés phénoliques et d’hydrocarbures aromatiques azotés, la créosote présen
des propriétés hydrofugentes et biocides a la base des performances de ce produit utilisé pour traite
le bois destiné a des classes d’emploi de catégorie 4 ou 5 (Borgin et Corbett, 1970a ; AWPA, 1999).

Les composeés organiques sont constitués de différents produits appartenant a des familles
chimiques trés différentes. On peut ainsi trouver des organochlorés, des carbamates, des triazoles..
lIs ont été pendant longtemps utilisés en solution dans des solvants organiques associés ou non a de
résines de fixation. Généralement insolubles dans I'eau, ces composeés se fixent dans le bois apre:
évaporation du solvant ayant servi a les introduire dans le bois, laissant le produit a la surface des
parois cellulaires (Yamadst al.,1998). A I'heure actuelle, ces produits sont de plus en plus utilisés
en phase aqueuse sous forme d’émulsion ou de microémulsion du fait des nouvelles réglementations
visant a réduire les émissions de CQ@¥mposés organiques volatiles) (Mehlhetnal, 1987 ;
Gillhamet al., 1987 ; Reimer, 1992 ; Pintet al, 1993 ; Mariast al, 2001 ; Cui et Preston, 2006 ;
Hyvonenet al, 2006). Différents produits a I'origine des progrés dans le domaine de la préservation
du bois et de l'utilisation de plus en plus importante de ces derniers, dans la majorité des pays
occidentaux, ont pratiguement disparu des compositions actuelles a cause de leur forte toxicité. C’est
le cas notamment du pentachlorophénol (PCP) longtemps utilisé comme fongicide, ou de composés
organochlorés, comme l'aldrine ou la dieldrine utilisés comme pesticides. Actuellement, le PCP a été
remplacé par des produits moins toxiques comme les triazoles (propiconazole, azaconazole,
tébuconazole) (Minoru, 1990 ; Acda al, 2001), les sels d’ammonium quaternaire (chlorure de

didécyldimethyl ammonium), des carbamates (IPBC), des complexes organométalliques (oxine de
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cuivre, citrate de cuivre) (Devinslet al, 1985 ; Efanoet al, 2001 ; Jiang et Walker, 2007a,b). Les
insecticides de la famille des pyréthres remplacent pour leur part les organochlogésl(Jir992 ;

Maginet al, 1997). Tous ces produits sont généralement utilisés en classe 2 et 3. Leurs utilisation en
classe 4 restent limitées, mais sont de plus en plus fréquentes du fait de I'abandon de la créosote e
des formulations multisels utilisées jusqu’alors dans ce domaine. Quelques formules des différents

produits cités ci-dessus sont reprises dans la Figure 22.

HsC
H3C\Br_/CH3
H3C\/\/\/\/\/\/\/\/N+
\
CHy
/‘\N\ o 5 CTBA : Bromure de cétyl-triméthyl-ammonium
N\ N cl
CI' ,CH3 CH3
Propiconazole H C/\/\/\/\/\NW
3 /

H3C
Cl
DDAC : Chlorure de didecyl-diméthyl-ammonium

Figure 22 Exemples de produits de préservations

Les composeés hydrosolubles correspondent généralement a des produits minéraux introduits
dans le bois sous forme de solutions aqueuses. Le traitement des bois destinés a des utilisations e
classe 4 a été réalisé pendant longtemps en grande partie a I'aide de formulations multisels a base d
chrome, de cuivre et d’arsenic, connues sous le nom de formulationgYX&Gradaet al., 1998 ;
Nicholaset al, 2000). Leur consommation est passée de 450 000 a plus 1 000 000 de metres cubes
de bois traités entre 1968 et 1977 aux Etats Unis (Lahiry, 1998a,b ; Kartal, 2001). Elles sont toxiques
pour les champignons lignivores, les insectes et les térébrants marins. Les CCA protégent
efficacement le bois mis en service dans les classes de risques biologiques élevées (classe 4 et 5
Ces sels peuvent toutefois induire de nombreuses pathologies chez les étres vivants qui conduisen
actuellement a leur abandon progressif dans la plupart des pays industrialisés (Lahiry, 1998). Un
autre probleme est la gestion des déchets de bois traités arrivés en fin de cycle. En effet, la
combustion des bois traités au CCA génére des émissions gazeuses toxiques dues a leur forte tenel
en arsenic dans les cendres volantes et a la présence d’arsenic ga@gukémouldet al.,1993 ;
Zabletaet al, 1996). Une autre famille de produits minéraux tres en vogue a I'heure actuelle

concerne les dérivés du bore. Le bore est un biocide intéressant car il présente une toxicité trés faible
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(comparable a celle du sel de table) tout en offrant une efficacité insecticide et une efficacité
fongicide satisfaisantes. Il présente également d’autres avantages non négligeables : c’est un
composé incolore, inodore et ignifugeant, il diffuse parfaitement dans le bois et n’altére pas ses
propriétés mécaniques. On le retrouve ainsi dans la composition de nombreux produits de
préservation sous différentes formes : acide borique, triméthylborate, CCB, Borax ou encore Tim-
Bor®. Les produits & base de bore sont couramment utilisés pour traiter des bois qui seront utilisés en
classes de risque 1, 2 et 3a. Les classes 1 et 2 posent peu de problémes car le bois n’est soumis g
tres exceptionnellement a des intempéries. En revanche, en classe 3a, les bois ne sont plus a I'abri d
la pluie et dans ce cas, le bore présente un gros inconvénient : il est facilement lessivable. Différentes
recherches sont donc menées actuellement pour augmenter la fixation du bore dans le bois et limiter
son lessivage (Bocét al, 1979 ; Takafumi, 1995 ; Gezet al., 1999 ; Toussaint-Dauvergrt al.,

2000 ; Fritschet al.,2000 ; Thevenon et Pizzi, 2003 ; Hwaetcal, 2005).

[.1.3.3. Environnement et nouvelles alternatives

Dans un souci de réduire les nuisances dues a I'utilisation de biocides, la directive biocide
mise en place en 1998 en Europe a entrainé une remise en question des produits de préservatio
utilisés jusqu’a présent. Certains produits jugés trop toxiques pour I'environnement, ont été de ce fait
abandonnés au profit de produit moins toxiques. De méme, les contraintes environnementales de plus
en plus séveéres et surtout la limitation des COV ont totalement modifié les pratiques traditionnelles
de préservation du bois conduisant progressivement au remplacement des produits en phase solvar
par des produits en phase aqueuse. Tous ces changements provoquent tout naturellement un rega
d’intérét pour le développement de nouvelles alternatives de protection du bois plus respectueuses de
I'environnement. C’est ainsi que I'on a assisté au cours des derniéres années au développement d
méthodes dites « non biocides » faisant appel a la modification de la structure du matériau
impliquant soit des traitements thermiques (Hill, 2006 ; Corbat Holding, 2006), soit des traitements
chimiques (Courtoiget al., 2006 ; Hill, 2006). Une autre alternative consiste a utiliser différents
additifs destinés a renforcer I'efficacité de biocides actuellement sur le marché, le développement de
nouveaux principes actifs devenant de plus en plus codteux et difficile (Walker, 1994,1998 ; Olson,
1998).

Dans l'optigue de développer des traitements de préservation a faible impact
environnemental, des études menées au laboratoire ont montré que des chélateurs de métaux tels gt

la tropolone pouvaient limiter voire inhiber la croissance de certains champignone{B&ya001;
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Diouf et al, 2002). Une explication vraisemblable du rdle de ces chélateurs réside dans la diminution
de la biodisponibilité des métaux nécessaires au métabolisme des champignons que ce soit pour leu
développement ou pour dégrader la matiére lignocellulosique. L'utilisation d’autres types de
chélateurs comme les acides hydroxamiques, connus pour leurs propriétés complexantes de métaux
a eégalement été envisagée. D’autres études, menées sur ['utilisation d’'un acide hydroxamique
cyclique, la 2-hydroxypyridine-N-oxyde ont montré des résultats intéressants sur la protection
d’éprouvettes de bois (Gérardd al, 2004 ; Mabickeet al, 2004). Parallélement a ces études sur

les chélateurs, d’autres travaux ont montré que des antioxydants pouvaient agir en synergie avec
différents produits de préservation conduisant a des formulations plus respectueuses de
I'environnement (Schultz et Nicholas, 2002 ; Palestial., 2004 ; Smithet al.,2005). En effet, des
travaux récents rapportés par Schultz ont montré que l'association de BHT (tertButyl-Hydroxy-
Toluéne), un antioxydant phénolique, a des biocides tels que le propiconazole ou le chlorure de
didecyldiméthylammonium permettait de réduire la quantité de biocides nécessaire du fait de fortes
synergies entre ces produits (Schultz et Nicholas, 2002). D’autres antioxydants phénoligues comme
I'lrganox 1076 peuvent présenter des effets synergiques avec différents chélateurs (Gérardin, 2003 ;
Mabickaet al, 2004,2005 ; Dumargast al.,2005 ; Bakhsoust al.,2006).

[.2. LES ANTIOXYDANTS

[.2.1. GENERALITES

Les phénomenes d’oxydation sont a la base de la dégradation de la plupart des matériaux.
C’est le cas notamment des matiéres plastiques, qui ont fait I'objet de nombreuses études réalisée:
pour comprendre ces phénomeénes d'oxydation. La Figure 23 rassemble les différents mécanismes
impliqués dans la génération d'espéces radicalaires et les moyens mis en ceuvre pour pallier a ce

réactions de dégradation (Zweifel, 1997).
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Figure 23. Mécanismes impligués dans la dégradation des polymeres

Les similitudes entre les especes oxydantes impliquées dans la dégradation des polyméres
synthétiques et celles impliquées dans la dégradation du bois permettent de penser que les agents d
stabilisation utilisés pour les matieres plastiques pourraient avoir des effets sur la durabilité du bois.
Ceci nous a poussés a orienter notre recherche bibliographique sur la nature et le mode d’action des
antioxydants utilisés dans I'industrie plastique.

En fonction de leur mode d’action, les antioxydants peuvent étre classés en deux grandes
catégories :

- ceux qui limitent la propagation des chaines d’oxydation, appelés antioxydants par rupture
de chaines ou encore piégeurs de radicaux libres (radical scavengers). Ce sont le plus souvent des
donneurs d’hydrogene (H-donors) ou des nitroxyles ;

- ceux qui empéchent ou limitent les amorcages de chaines appelés antioxydants préventifs,
tels que les désactivants des métaux (Fe et Cu interviennent souvent dans le processus d’amorgage
les décomposeurs de peroxydes, et les stabilisateurs a la lumiére (absorbeurs UV ou désactivant de

états excites).

[.2.2. LES DIFFERENTES FAMILLES D’ANTIOXYDANTS

Les antioxydants ont fait I'objet de nombreuses études (Scott, 1993 ; Zweifel, 1997 ; Starnes,
1999). La compréhension de I'oxydation des produits organiques par I'oxygene (autooxydation) et sa

prévention est en effet d'un grand intérét aussi bien pour la conservation des produits manufacturés
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(polymeres, produits cosmétiques, produits agroalimentaires...) que pour leurs actions dans les
systemes biologiques (lutte contre les maladies liees a des dégénérescences cellulaires). Les
antioxydants sont naturellement présents dans toutes les plantes, les micro-organismes, les

champignons et méme dans les tissus animaux.

[.2.2.1. Antioxydants par rupture de chaines

Les antioxydants par rupture de chaine représentent une catégorie importante d’antioxydants
qui interviennent au niveau des processus d’oxydation dans de nombreux systemes chimiques et
biologiques en piégeant les radicaux responsables de l'oxydation (Schmidt et Kunert, 1986).

Différentes catégories d’antioxydants peuvent fonctionner de cette maniere.

[.2.2.1.1. Donneurs d’hydrogene

Les donneurs d’hydrogéne bloquent les réactions d’oxydation en chaine en fonctionnant
comme « pieges » de radicaux. Pour étre efficace I'antioxydant AH doit piéger le radiés R

réactif en donnant un radical #oins réactif :

X +AH 5 A + XH

Le radical formé a partir de AH doit étre stable et disparaitre en donnant des produits peu
réactifs. Certaines vitamines sont par exemple des éléments essentiels de lutte contre des radicau
hydroxyles dans les systemes biologiques. Elles sont contenues dans de nombreux champignons
(Psalliota campestris fruits et Iégumes, tels que les oignoAdligm cepa (Cordoda-Pedregosst
al., 2003), le chou blancBfassica oleracea var alhale poivre Capsicum annui la tomate
(Solanum lycopersicunffdamset al, 2001 ; Racchet al., 2002 ; Rosalest al.,2006), la goyave
(Psidium guajava ).(Joyet al, 1988 ; Jawaheat al.,2003 ; Roberts et Gordon, 2003)... etc.

Plusieurs types de composés peuvent jouer le réle de donneur d’hydrogéne. Les plus

frecgquemment rencontrés sont les composés phénoliques, les amines aromatiques et les

benzofuranones.
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a) Les composés phénoliques

Les antioxydants phénoliques sont parmi les stabilisateurs les plus utilisés dans le domaine
des polymeres. lls désactivent les radicaux peroxydes impliqués dans la dégradation de ces

macromolécules (Figure 24).

.O o) 0
R3 Ri Rs R:1 Rs * Ri R R,
Produits
; ° :, stables
[ )
R, ROO ROOH_ R, R, R, |

Figure 24. Stabilisation du radical phénoxyl

La stabilit¢é du radical phénoxyl formé est fonction de I'encombrement stérique des
substituants en position 2 et 6,(& R). De plus, les groupements alkyles stabilisent le radical par
effet inductif donneur. A température ambiante, ces radicaux sont incapables de réagir avec d'autres
atomes d’hydrogéne du polymeére. Le BHA (ter-Butyl-Hydroxy-Anisole) et le BHT (ter-Butyl-
Hydroxy-Toluene) sont des composés phénoliques synthétigues couramment utilisés comme
antioxydants dans I'agroalimentaire.

Les composés phénoliques sont également extrémement répandus dans le monde végétal
L'activité antioxydante des extraits phénoliques de différentes plantes et essences de bois a fait I'objet
de différentes études (Nofest al., 1997 ; Lodoviciet al., 2001 ; Pizziet al.,2004). Des composés
actifs, tels que des tannins ou des flavonoides, ont été isolés et caractérisés (ekamued3).

La vitamine E @-tocophérol) est connue pour agir en tant qu’antioxydantivo (Gali-
Muhatsibet al.,1999 ; Yokozawat al.,2000 ; Kazumet al, 2003 ; Korotkovaet al, 2003).

CHj
HO

Vitamine E
H5C (@) CHs
CHsy

Figure 25. La vitamine E @-tocophérol)

Présente dans les cellules vivantes, elle participe activement a l'inhibition des radicaux libres

impliqués dans les processus d'oxydation des tissus (Korottosh, 2003). Elle est également
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considéréee comme le principal inhibiteur de la peroxydation lipidique (Khalil, 2002) et a été utilisée
pour stabiliser des polymeres (Al-Malaika, 2000).

Les flavonoides de I'huile de canola ont été rapportés pour posséder une activité antioxydante
supérieure a celle d'antioxydants synthétiques tels que le BHA et le BHT (Etdalya2003). Ces
composés sont tres étudiés comme agents antiviraux, anti-allergenes, anti-inflammatoires ou
anticancéreux (Duthiet al., 1997 ; Piettaet al., 2000 ; Rice Evanst al., 2001). Présents dans les
fruits, les légumes et les boissons, les flavonoides représentent les constituants importants de lg
nourriture humaine. Les flavonoides peuvent se diviser en 6 classes : flavanes, flavanones, flavones,
isoflavones, flavanols et anthocyanines. lls peuvent se rencontrer dans les plantes sous forme libre oL
a I'état de glycosides (Makar@t al, 2005). Les difféerentes familles de flavonoides découlent toutes
d’'une méme structure de base (Fergusioal., 2001). Certains flavonoides telles que la quercétine,

la catéchine et I'épigallocatéchine sont connus pour leur pouvoir anti/pro-oxydant (Letbalda

OH

HO
OH

Quercétine Catéchine Epigallocatéchine

Figure 26. Structure de quelques flavonoides

Les flavonoides sont bien connus comme molécules réductrices naturelles et jouent un réle important
dans la protection des dommages oxydatifs de I'’ADN, des lipides et des protéines cellulaiegs (Cai
al., 1997 ; Duthieet al.,1997 ; Boehnet al, 1998 ; Abaleat al, 1999 ; Nget al, 2000 ; Bolton,

2002). Ce comportement est encore mal élucidé dans divers systemes. Cependant, les propriété:
antioxydantes ont été attribuées a leur caractére réducteur permettant de neutraliser les espéce
oxygénées réactives (Jahal, 1999), mais aussi a leur aptitude a chélater le fer ou d’autres métaux
dans le cas de la quercétine (Sestilal.,1998). Dans le cas de la catéchine, une réduction chimique
d'oxoradicaux de I'ADN ainsi que des radicaux hydroxyles libres a été mise en évidence (Anderson
et al., 2001). Le comportement pro-oxydant de la quercétine a été expliqué par l'activation du fer
(Puppo, 1992) ou le recyclage redox de cuivre (Yamagital.,, 1999). Les métaux réduits
réagissent avec de l'oxygene ou de I'eau oxygénée pour former les initiateurs de l'oxydation. Les

flavonoides sont également des pro-oxydants dans les systemes de la production de NOe{Ohsima
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al., 1998). La structure et les propriétés des flavonoides se retrouvent également dans les polyphénols
et les tannins condensés qui sont des oligomeéres de flavan-3-ol comme la catéchine (Bolton, 2002 ;
Smythieset al, 2002 ; Monks et Jones, 2002 ; Alegetaal, 2002, 2004).

b) Les amines aromatiques

Ces antioxydants, appartenant a la famille des anilines, sont capables de piéger les radicaux
libres. Du fait de leur toxicité, la plupart des dérivés des amines aromatiques ne sont pas autorisés
pour des applications en contact avec les aliments, tels que les matériaux d’emballage, ce qui limite
largement leur utilisation (Uehleke, 1962 ; Brene&al.,1999).

c) Les benzofuranones

Une autre famille de piégeurs de radicaux est constituée par les benzofuranones (Pauquet,
1999). Ces composés se comportent comme des donneurs d'hydrogene impliquant la formation d'un
radical benzylique qui est capable de réagir avec les radicaux pour former des produits inactifs
(Kalyanaraman, 1990 ; Roginskyal, 1998 ; Stitet al, 2000).

(@) @) ROO. o O °
R
—_— +ROOH ——
O H ouR® Q N ou
O o O

Figure 27. Mode d’action des benzofuranones

Oo__0O
R

[.2.2.1.2. Les nitroxyles dérivés d’amines encombrées

Une autre catégorie d'antioxydants concerne les piégeurs de radicaux libres appartenant a la
famille des amines encombrées (Hindered Amine Stabilizers, HAS) présentant une structure de type
2, 2, 6, 6-tétraméthylpypéridine.

Leur mécanisme d'action a été abondamment étudié, mais n'est pas encore totalement élucidé
(Schwetlick et Habicher, 2002). Il semble cependant évident que le radical nitroxyl formé par
oxydation de la fonction amine soit I'espéce active possédant les propriétés antioxydantes. Ce radical
nitroxyl serait capable de piéger les radicaux alkyl pour former des N-alkoxyamines inhibant ainsi

les processus d'oxydation. De plus, ces N-alkoxyamines réagiraient avec les radicaux peroxyl pour
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régénérer le radical nitroxyl en formant différents produits secondaires n'intervenant pas dans les
processus d'oxydation (Shilet al.,1972 ; Stet al.,1994, 1995).

/—\ N
_N-OR

N [ox] N °

_NH = N0
[ ]
/_\ ROO

produits inactifs:
ROH, R=0

Figure 28 Mode d’action des amines encombreées faisant intervenir un radical nitroxyl

Schwetlick et Habicher rapportent également que les radicaux nitroxyl sont capables de
transformer des radicaux peroxyl en produits inactifs n’intervenant plus dans les réactions
d’oxydation (Figure 29) (Schwetlick et Habicher, 2002):

"
R+oo' R

N-O® — R N-0+R +0, (R = alkyl)
o

o
N-H +02 + =0 (R=H)
N

Figure 29. Désactivation des radicaux peroxyl par les radicaux nitroxyl

.2.2.1.3. La vitamine C

L’'acide ascorbique ou vitamine C est un antioxydant trés efficace présent dans différentes
plantes (Scandalios, 1990Smirnoff et al., 1996). L’acide ascorbique, soluble dans l'eau, est un
composé organique qui prend part a plusieurs processus biologiques importants (Navas et Gomez-
Diaz, 1995 ; Raoof, 2001 ; Sabzi et Pournaghi-Azar, 2004). Bien que cette molécule soit trés
fréquente, la biochimie de I'acide ascorbigue chez les mammiféeres comme chez les plantes est peu

renseignée (Seib et Toolbert, 1982 ; Dawesal., 1991). Ceci est peut étre du au fait que les
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méthodes de détection de la vitamine sont limitées (Roe et Kuether, 1943 ; Tomiko et Sakari, 1970 ;
Ogata et Kosugi, 1970; Kishidd al, 1992 ; Takedet al, 1999 ; Washko, 1992).

L’acide ascorbique agit comme un antioxydant par rupture de chaine (Martini et Seiller,
2003), puisqu’au contact de radicaux libres, la molécule se transforme en radical ascorbyle dont la
durée de vie est de plusieurs heures (Tolberal, 1975 ; Hollandet al, 1993 ; Mitchnick et
Gwozdz, 2000 ; Aryat al, 2000 ;Naguib et Yousry, 2000 ; Mamst al.,2004). D’apres la littérature
(Mazoret al.,2006), I'acide ascorbique (Ahréagit en tant que donneur d’électron pour produire un
radical libre (AH) ou a un radical anion (A conduisant par la suite a la formation d’acide
déhydroascorbique comme ultime produit de la réaction. La formation du radical anjoasfA
facilitée par la stabilité de ce dernier, liee a sa pseudo aromaticitégiNalis1991 ; Komsiyskaet
al., 2006).

PKay = 4.2 pKaz = 11.6
Eg (AH,) HO— (an) HO— ()
o HO HO
O - EP O O - I@ O O
+f — Ny =
HO  OH od  oH +@ < og
+e || -e” +e” e~
HO HO
HO
o) HO
. o) e O _o
(AH") _
+e
.0  OH O ©

Figure 30. Mode d’action de I'acide ascorbique

L’acide ascorbique présente deux propriétés importantes pour faire de lui un antioxydant efficace
(Velisek et al, 1974 ; Carret al., 1999). D’'une part, il possede un potentiel de réduction de
I'ascorbate faible et d'autre part son produit d'oxydation, le radical ascorbyle, est stabilisé par
résonance. Ce faible potentiel de réduction permet a l'ascorbate et a son radical ascorbyle de réduire
pratiguement toutes les espéces oxydantes présentes dans les systemes biologiques (Conklin et Bart|
2004 ; Foyer et Noctor, 2005 ; Rosatdsal., 2006). Les radicaux ascorbyles peuvent étre a leur tour
oxydés ou se dismuter pour former Iascorbate et I'acide déhydroascorbique. L’acide
déhydroascorbique est hydrolysé rapidement et irréversiblement en acide 2,3- dicetogulonique, qui se

décompose en plusieurs autres produits @tesd, 2004).
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Figure 31.Hydrolyse de I'acide déhydroascorbique

L’acide ascorbique fonctionne comme agent réducteur et comme inhibiteur de radicaux libres en
donnant 1 ou 2 électrons (Frei, 1989 ; Kitts, 1997). Il peut également agir en tant que réducteur en
régénérant fi-tocophérol a partir du radical-tocopheroxyl qui est produit via le piégeage des
radicaux liposolubles (Asada, 1994). En outre, I'acide ascorbique a été eégalement considéré comme
ingrédient cosmétique pour des soins de la peau en raison de son rble salutaire contre le
vieillissement de peau en favorisant la biosynthése du collagéne (Petedodisk§972 ; Tajimeet

al., 1982 ; Gressiet al, 1993) et en inhibant la mélanogenése (Mataal., 1981 ; Leeet al.,2004).

Il est 'un des premiers antioxydants présents dans le plasma et dans la cellule, protégeant ainsi le
cytosol et la membrane cellulaire contre les dommages oxydatifse(Fakj 1989 ; Mittler, 1991 ;

Beal, 1995 ; Wardman, 2001 ; Pessataal, 2004 ; Lokeet al., 2006). Il a été démontré que
I'ascorbate joue un réle essentiel dans la régulation de la prolifération et de I'élongation cellulaire
conduisant a une diminution de l'activité mitotique du méristeme (Thoetsalip 1992 ; Arrigoni,

1994 ; Cordoda-Pedregostal., 2003).

L’acide ascorbique présente des effets synergétiques dans des mélanges d’antiaxiazopbérol

et B-carotene) protégeant I'oxydation des phospholipides (Scheéfal., 1995 ; Chepdat al,

2001). Des effets similaires de synergie entre le trioxyde d’arseni©{)f I'acide ascorbique ont

été demontrés avec l'implication potentielle de I'acide ascorbique dans le traitement de la leucémie
myéloide aigué en augmentant I'effet apoptotigue de@®AgBachleitner-Hofmanret al., 2001 ;
Petrovaet al, 2004). C’est enfin I'une des plus importantes vitamines du fait de ses propriétés
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antioxydantes et régulatrice de pH. Il peut étre ajouté dans différents produits alimentaires et
pharmaceutiques (Takanagt al., 2003) pour maintenir la qualité organoleptique et protéger les
produits contre I'oxydation (Cort, 1982 ; Elliettal, 1999).

Dans le bois, I'acide ascorbigue et sa forme oxydée, I'acide déhydroascorbique, ont été
évalués par rapport a la différenciation de trachéides au cours du développement du bois juvénile et
adulte dans le méléze sibéridarix siberica Idf. L'acide ascorbique est également impliqué dans la
régulation de la biosynthése de lignine (Mittler et Zilinska, 1991 ; Takalearah, 1993, 1994;
Takahana, 1994 ; Antonoed al.,2004 ; Yamamotet al, 2005).

[.2.2.2. Les antioxydants préventifs

Ces composés agissent en amont des systemes oxydatifs en évitant la formation d’especes

oxydantes.

1.2.2.2.1. Les désactivateurs de métaux

Différents cations métalliques sont impliqués comme catalyseurs dans la décomposition des
peroxydes formant des radicaux réactifs. Ce probleme est particulierement important dans les cables
électrigues ou le plastique est en contact avec le conducteur métallique. L'emploi de stabilisateurs
possédant des propriétés complexantes permet de limiter les inconvénients précédents en piégeant le
ions métalliques et en ne leur permettant plus d'intervenir dans les processus de décomposition des
peroxydes.

Les réactions de Fenton impliquées dans la dégradation des systémes biologiques, et tout
particulierement du bois par les pourritures brunes, peuvent étre inhibées de la méme facat (Lopes
al., 1999 ; Dioufet al.,2002 ; Yunet al, 2003).

[.2.2.2.2. Les réducteurs d’hydroperoxydes

Ces composés transforment les hydroperoxydes (ROOH) en espéces non radicalaires, non
réactives et stables thermiquement. Les composés généralement utilisés sont des phosphites, de
sulfures ou des sels métalliques de dithiocarbamates ou de dithiophosphates. Le mode d’action de ce:
composeés consiste a réduire I'hydroperoxyde en alcool, conjointement a I'oxydation du réducteur
d’hydroperoxyde (Haruna, 1995 ; Zweifel, 1997).

(CeHs)sP 4+ ROOH —— (C4Hg)P=O + RO
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D’autres espéces radicalaires telles que REIXIRO sont également réduites par les phosphites.

(AnsP + ROO° — (Ar)gP=0 + RO’

(AnsP + RO® —— (Ar)3P=0 + R’
Le radical Rpeut alors étre piégé par un donneur d’hydrogéne.

Le méme type de comportement peut étre observé avec les sulfures :

N N
S + ROOH ——= ’s=0 + ROH

1.2.2.2.3. Les stabilisateurs UV

Les polyméres exposés a la lumiére sont susceptibles d'étre dégradés par des radicaux formé:
sous l'action du rayonnement UV. Les absorbeurs UV permettent d'éviter ces inconvénients en
absorbant les rayonnements néfastes et en permettant la disparition de I'énergie absorbée sous form
de chaleur qui conduit, dans certains cas, a la formation d'espece radicalaire. Différentes catégories
de composés appartenant aux familles décrites ci-dessous ont été proposées:

R
5
/

o
T

H
AN
|
N — —
X =\ R
sac ety lsnns
= N

Hydroxybenzophénones Hydroxyphénylbenzotriazoles Hydroxyphényltriazines

Figure 32 Différentes familles de stabilisateurs UV

Dans tous les cas, ces composés absorbent les radiations UV pour donner un état excité, qui
se désactive par transfert intramoléculaire d'un proton permettant de dissiper I'énergie absorbée avan
de revenir a leur état initial (Zweifel, 1997 ; Kestkal., 1997).
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Figure 33. Mécanisme de stabilisation et de désactivation des hydroxyphényltriazines
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[.3. LES TENSIOACTIFS

[.3.1. AMPHIPHILES ET AGENTS DE SURFACE : DEFINITIONS ET APPLICATIONS
D'USAGE

[.3.1.1. Définition

Les molécules tensioactives sont aussi appelées agents de surface ou encore surfactifs dt
terme anglais « surfactant », abréviation de « SURFace ACTive AgeNT ». Leur origine est double :
elles peuvent provenir soit de substances naturelles, soit de substances synthétiques (Gagnaire
1967).

Ces molécules sont amphiphiles (amphi : les 2, philos : aimant) car elles contiennent a la fois
des zones présentant une forte affinité pour les solvants polaires comme I'eau, constituant la partie
hydrophile, et des zones apolaires ou peu polaires, qualifiees d’hydrophobes présentant un

comportement tout a fait opposé au précédent (Larpent, 1995).

La partie hydrophile qui comporte généralement des hétéroatomes tels que I'oxygéne, le
soufre, I'azote ou encore le phosphore, est aussi appelée téte polaire ; la zone apolaire, le plus

souvent hydrocarbonée, est désignée par le terme de queue hydrophobe.

La formule générale la plus simple peut étre schématisée de la maniere suivante (Figure 34):

~~~O

Queue hydrophobe  Téte polaire
Figure 34. Représentation schématique d’un tensioactif conventionnel
Ces « constructions moléculaires » peuvent avoir plusieurs variantes. Il peut y avoir plusieurs
tétes polaires de taille plus ou moins importante, ou plusieurs queues hydrophobes greffées sur un

méme corps et celles-ci peuvent étre de différentes natures. Quelques exemples de familles de

tensioactifs sont schematisés dans la Figure 35.
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Figure 35. Structures possibles de tensioactifs

Du fait de cette double affinité, les molécules amphiphiles "ne se sentent pas bien" au sein
d'un solvant, qu'il soit polaire ou apolaire. C’est pourquoi, pour des raisons de minimisation
d'énergie, ces molécules vont s’adsorber aux interfaces liquide-gaz, liquide-solide ou liquide-liquide,
en orientant ainsi leur téte polaire vers I'eau et leur queue vers I'huile ou vers lair, pour former un
film interfacial (liquide/liquide) ou superficiel (liquide/air). Ceci va entrainer I'abaissement de la

tension superficielle.

Huile ou air _ ééééggg
Eau _—,

Figure 36. Comportement d’un tensioactif en présence d’eau et d’huile

Au-dela d’'une certaine concentration appelée « Concentration Agrégative Critique » ou CAC,
ces molécules s’organisent en agrégats qui correspondent souvent a des micelles, on parle alors de
Concentration Micellaire Critique » ou CMC. Dans l'eau, les micelles peuvent étre « directes »
lorsque les tétes polaires sont orientées vers I'extérieur au de la micelle contact de I'eau. Ces micelles
peuvent étre « inverses », les chaines hydrophobes sont alors dirigées vers la phase huileuse les tét:
polaires sont alors au cceur de la micelle (Skrgtead.,1992 ; Brozeet al.,2002).

Les propriétés de la plupart des agents de surface n’atteignent leur valeur maximale qu’'a partir de
cette concentration et la connaissance de cette derniere permet d’assurer une utilisation correcte de
produits (Lorinc, 1974 ; Sanchez-Leslal.,2001).

Expérimentalement, la CMC est déterminée par le point d’inflexion de la droite établie pour une

propriété physique de la solution en fonction de la concentration en surfactif ¢Gahn1960).
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La Figure 37 illustre la rupture de pente observée au niveau de la CMC dans I'évolution des

propriétés physiques.

Propriété 4
physique

»

H\

L

monomeres micelles "directes" ou "inverses"

»
'

CMC c

Figure 37.Evolution du comportement de tensioactifs en solution

1.3.1.2. Classification des tensioactifs

Les tensioactifs peuvent étre classés suivant la nature de leur téte polaire. Sont ainsi

distingués :

- les tensioactifs anioniquesjui s'ionisent dans I'eau pour donner un anion organique. Ce sont les
plus utilisés, ils correspondent la plupart du temps a des carboxylates, a des sulfonates ou a des
sulfates. Leur activité est limitée aux milieux basiques. lls peuvent étre associés a un cation minéral
ou organique (Vaution, 1983Greek, 1990; Pezronet al., 1996 ; Savostionnof, 1998 ; Wu et
Schork, 2001 ; Behleat al.,2001) ;

- les tensioactifs cationiquegjui s’ionisent dans I'eau pour donner un cation organique. Ce sont
principalement des sels d’ammoniums quaternaires, tres souvent associés a un chlorure. lls peuven

présenter des propriétés anti-microbiennes (Le Perchec, 1994 ; Fletcher et Pandey, 2003) ;

- les tensioactifs zwittérioniquesqui possedent a la fois une charge négative et une charge positive.
On retrouve souvent dans cette classe de tensioactifs des composés de type bétaines ou dérivé
d’aminoacides. lls sont analogues aux phospholipides naturels, et constituent une famille de produits

peu irritants et peu agressifs sur le plan biologique (Laughlin, ;1@&inget al.,2005) ;
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- les tensioactifs non ioniquequi ne présentent aucune charge lorsqu’ils sont dans un solvant
polaire tel que I'eau, et ce, quelque soit le pH. Ce dernier point constitue l'intérét le plus important de
ce type de composés. Ces composés sont compatibles avec les trois autres types de tensioactifs
sont donc souvent utilisés en association avec d’autres amphiphiles pour des formulations a usages
spécifiques. Les tétes polaires les plus fréquemment rencontrées comportent des fonctions éther,
alcool, carbonyle ou amide. Les exemples les plus importants correspondent a des esters d'acide:
gras ou des éthers obtenus par éthoxylation d'acides gras ou d'alkylphénols ou encore des dérivés d
sucres ou de polyols de maniere générale (Invernizzi et Gafa, 1973 ; Hellsten 1986 ; Ebrigtgerova
al., 1998 ; Kitatsujiget al., 1999 ; Host et Rocher, 2001 ; Gabal.,2003).

Les tensioactifs peuvent également étre classés par rapport a leur partie hydrophobe. Sont

ainsi distingués :

- les tensioactifs hydrogénés ;

- les surfactifs lipidiques (plusieurs chaines hydrophobes) ;
- les composés mésogéenes (segment central rigide) ;

- les tensioactifs perfluoreés ;

- les tensioactifs siliconés.

1.3.1.3. Propriétés et domaines d’utilisation

Les tensioactifs constituent I'une des grandes familles d'auxiliaires chimiques (Savostianof,
1988). lls ont la particularité de posséder des propriétés multiples, comme celle de disperser les corps

gras dans 'eau, mais peuvent aussi présenter de nombreux autres roles (Kariyone, 1990) :

- un pouvoir solubilisant: les solutions d’agents de surface, au-dela de leur CMC, ont la propriété
d’augmenter la solubilité apparente des composés pas ou peu solubles dans 'eau, soit en incluan
dans la micelle des molécules de produits, soit en formant des micelles mixtes avec le produit a
solubiliser. Ce phénomeéne est mis a profit, par exemple, dans la teinture des fibres polyesters ou pour
la polymérisation en émulsion (Kobylecka et Skiba, 1993 ; Sobisch, 1994 ; Irebakri999) ;

- un pouvoir moussant: il est lié aux caractéristiques mécaniques des films superficiels qui
constituent les parois des bulles de la mousse. Certains tensioactifs ont la capacité de former

rapidement des couches inter-faciales et superficielles, assez résistantes pour ne pas céder a |
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pression interne de I'air emprisonné et a la pression externe des molécules d’eau, mais égalemen
assez élastiques pour encaisser sans éclater tous les petits chocs mécaniques au cours de le
déplacement. Cette propriété est mise a profit principalement dans les shampooings, les produits
douche et les forages a mousse (Jakols.,2005) ;

- un pouvoir anti-moussant: a I'opposé, les anti-mousses sont des produits susceptibles de se
rassembler aux interfaces et de désorganiser les films superficiels en faisant chuter leurs propriétés
mécaniques (Wanet al.,2006) ;

- un pouvoir émulsionnant: il permet de disperser et de maintenir en suspension un liquide dans
un autre liquide non miscible. Les applications des émulsions sont trés nombreuses, notamment en
cosmétique, car elles permettent de présenter des principes actifs le plus souvent présents dans le
corps gras sous des formes directement utilisables car dispersées dans une quantité d’eau suffisant
(Lorinc, 1974; Kimet al.,2000 ; Wanget al., 2007) ;

- un pouvoir mouillant : il favorise I'étalement d’un liquide sur une surface lisse et augmente la
vitesse de pénétration dans les substances poreuses. Cette propriété est mise a profit quand ur
solution traitante doit agir sur une surface lisse (lavage des sols, traitement phytosanitaire des
feuilles...) ou lorsque des corps poreux doivent étre traités par une solution aqueuse (teinture et
blanchiment des textiles...) (Bigoreh al., 1996 ; Austriget al, 1997) ;

- un pouvoir dispersant: il augmente la stabilité des suspensions de petites particules solides dans
un liquide en évitant leur agrégation. Cette caractéristique est utilisée pour des dispersions de boues

de forage, de pigments dans les peintures... (Imahori et Kimura, 1962 ; Gagnaire, 1967) ;

- un pouvoir détergent: il permet, aux agents de surface, de détacher d’un support les produits qui
le souillent et de les maintenir en dispersion. Il résulte principalement de la conjugaison des pouvoirs
mouillant, émulsionnant et dispersant. Il n'existe pas de détergent universel et chaque application
nécessite le choix des produits et d’une formulation (Ketsa,,1990 ; Lange et Robert, 1999).
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Cette liste de propriétés n’est pas exhaustive, les agents de surface peuvent également avoit
un pouvoir antistatique, épaississant, lubrifiant..., ce qui explique I'extréme diversité de leurs
applications (Xieet al, 1995 ; Fantinet al., 1997 ; Faroux-Corlagt al, 2000; Gaucheroret al,

2001; Riess, 2001, 2002 ; Krafft, 20Q0Drtial et al, 2006 ; Denoyellet al, 2006). Les surfactants
sont en effet indispensables dans de nombreux aspects de la vie courante.

Plusieurs grands domaines, mentionnés ci-apres, font appel a de telles molécules dont la
structure est plus ou moins complexe (Tadros, 1991 ; K@i, 1993 ; Le Perchec, 1994 ; Karst
al., 1990,1999 ; Crudden, 1999 ; Pradiyal.,2002) :

- la détergence: qu’elle soit ménagere ou industrielle, c’est le domaine le plus important au niveau
des débouchés des agents de surface. C'est également le domaine ou les formules évoluent le plu
depuis plus de 30 ans. Dans la détergence industrielle, on peut citer la blanchisserie mais égalemen
la métallurgie qui correspond au nettoyage des métaux (Yamada et Morita, 1973t KQct993 ;
Hashimoto et Masayuki, 2006) ;

- I'industrie chimique : c’est le premier secteur industriel a mettre a profit son savoir-faire en
matiere de tensioactifs. Elle totalise 30 % des consommations industrielles de surfactifs. Les
tensioactifs sont utilisés pour effectuer des réactions en émulsion, en particulier en polymérisation ou
pour effectuer certaines hydrolyses. lls interviennent également pour faciliter certains traitements
d’extraction, de séparation, de broyage, d’évaporation... (Grigatesal., 1987 ; Riganoget al.,

1995 ; Schwartz et Baumstark, 2001) ;

- l'industrie textile : c’est le secteur qui a été a l'origine des progrés de la détergence. C'est le
deuxiéeme consommateur de tensioactifs. En plus de la détergence, ceux-ci sont présents a tous le
stades, de la filature a la confection. lls interviennent, entre autres, dans les opérations de nettoyage
de fibres naturelles, ils réduisent les frictions au cours du filage et du tissage, ils sont déterminants
pour les opérations de teinture, et ils minimisent la charge statique (Lorinc et Lelkes-Eros, 1977 ;
Lee, 1983) ;

- les industries pharmaceutiques et cosmeétiques ou les tensioactifs sont utilisés comme

détergents, émulsifiants et dispersants. Les agents de surface sont des produits de base pour |
formulation de la plupart des préparations dans le domaine de la cosmétique blanche (cremes, lait...)
et de la cosmétique rincée (shampooings, gels douche, ...). Bien que les tonnages utilisés soient pel

importants, la pharmacie utilise un grand nombre de tensioactifs. lls entrent dans les formulations de
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principes actifs dans les pommades, sirops et autres. Les liposomes en tant que vésicules
phospholipidiques bi lamellaires, sont ainsi un cas particulier d’émulsion d’eau dans I'huile ou la
solution aqueuse de principe actif est emprisonnée dans deux parois hydrophobes formant des
microgouttelettes dispersées dans I'huile. lls ont aussi des applications dans le domaine médical
(Ahmed, 2001 ; Sisneros et Nelson, 2001 ; You, 2003 ; Jetad,2004) ;

- I'industrie agroalimentaire : outre le fait que les tensioactifs sont utilisés pour leurs propriétés
détergentes et éventuellement bactéricides, ils entrent également dans de nombreuses préparatior
alimentaires industrielles (mousses, cremes, émulsions, ...) pour améliorer la stabilité des émulsions,
favoriser I'aération et le foisonnement, modifier la viscosité ... (Kitabatake et Doi, 1988 ; Almajano

et Gordon, 2004) ;

- l'industrie pétroliere : les tensioactifs sont utilisés a divers stades comme la récupération assistée

qui consiste a utiliser une microémulsion pour améliorer le taux de récupération dans les gisements,
ou encore comme le traitement des eaux d’injection par des inhibiteurs de corrosion (Bocharov et
Frolov, 1983 ; Norber et Schneider, 1986) ;

- lI'industrie des matieres plastiques: les agents de surface favorisent la polymérisation de

monomeres. lIs sont utilisés également en tant qu’antistatique (Wang, 1975 ; Fredon, 2001) ;

- I'industrie des peintures : les tensioactifs permettent la mise en émulsion ou en suspension de
divers constituants des peintures, tels que les solvants, résines, pigments, charges et autres (Tolstay
et Shabanova, 1976 ; Svobaataal, 1981 ; Baumstark et Tiarks, 2002 ; Choi, 2005) ;

- les industries de la pate a papier et de la papeterides tensioactifs sont utilisés pour I'obtention

de la pate de cellulose. lls permettent de réduire le moussage lors de la fabrication du papier,
permettent aussi, le désencrage et le blanchiment ainsi que la suppression des additifs lors de Iz
préparation du papier recyclé (Gartner, 1962 ; Akinal, 1963 ; Pavlinovat al., 1968 ; Okada,

1969 ; Lopezt al.,1996 ; Glasser, 200(Roubroekset al.,2004 ; Gradwelet al, 2004) ;

- le secteur des minerais les agents de surface sont employés en tant qu’agents de flottaison car ils
permettent de rendre plus hydrophobes les minéraux de haute valeur ajoutée{2hal@08).
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1.3.1.4. Concept de Balance Hydrophile-Lipophille (HLB) et application dans le domaine des
tensioactifs non ioniques

Les propriétés des tensioactifs dépendent de I'équilibre existant entre les parties hydrophile et
hydrophobe de la molécule. Cet équilibre entre deux groupements antagonistes a été qualifié par
Griffin (Griffin, 1949) sous le terme « Hydrophilic-Lipophilic-Balance » (HLB). La HLB varie de 0
a 20. Cette échelle a été principalement établie pour des tensioactifs non ioniqgues de type
polyoxyéthylénique. Selon cette échelle, les tensioactifs les moins hydrophiles, donc les moins
solubles dans I'eau, ont une HLB proche de O ; a I'opposé, les tensioactifs les plus hydrophiles, donc
les plus solubles dans I'eau, ont une HLB proche de 20. La valeur de la HLB permet de prévoir les

propriétés et donc le domaine d’application du composé considéré (Tableau 2).

Tableau 2: Relation entre valeur HLB et domaine d’application d’'un composé

HLB Solubilité dans I'eau Propriétés
<1 Insolubles (ou solubles dans I'huile) Produits non tensioactifs
2-3 Insolubles (ou solubles dans I'huile) Antimoussants
4-6 Grossierement dispersibles Emulsifiants eau dans huile
7-9 Dispersion laiteuse Mouillants
10-12 Dispersion translucide Emulsifiants huile dans eau
13-15 Solubles Détergents
15-20 Solubles Solubilisants

Les valeurs de HLB peuvent étre déterminées expérimentalement par des techniques variées
(Brown et al., 1956 ; Davies, 1957), ou estimées par différents calculs empiriques. Griffin a proposé

ainsi de calculer la HLB des tensioactifs non ioniques suivant la formule :

Masse molaire de la partie hydrophile
HLB = x 20

Masse molaire totale

La comparaison des différents surfactifs a I'aide des HLB ne peut s’effectuer qu’au sein d’'une méme
série. Par ailleurs, on peut noter que la HLB est une propriété additive et que la HLB d’un mélange

de produits correspond a la moyenne pondérée des HLB de chacun des constituants du mélange.
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1.3.2. EXEMPLES DE TENSIOACTIFS A PROPRIETES ANTIOXYDANTES REVELES
DANS LA LITTERATURE

De plus en plus de travaux sont relatifs a la conception de tensioactifs fonctionnels apportant
en plus de leurs propriétés tensioactives une propriété spécifique supplémentaire : antibactérien,
complexant, antifongique,.... Ce type de tensioactifs permet d’obtenir des formulations appelées
formulations bioactives (Rico-lattes, 2007).

Les tensioactifs antioxydants appartiennent a cette famille, mais les exemples sont
relativement peu nombreux. lls sont essentiellement utilisés dans les domaines de I'agro-alimentaire,
de la cosmétique ou encore dans le domaine thérapeutique (Liao et Seib, 1988,1990 ; Silva et Maja
Campos, 2000).

Le premier exemple correspond aux ascorbates d’alkyle, esters gras de l'acide ascorbique
bien connus pour ses propriétés antioxydantes (Berg et Kiss, 1976 ; @e}p&976 ; Schrihatti et
Nair, 1977 ; Bourgeois, 1981 ; Wargal, 1995 ; Atsunoret al, 1995 ; Rosenblat al, 1999 ; Yan
et Chen, 2003 ; Yamagucht al, 2004). L'estérification se fait au niveau de l'alcool primaire de
I'acide ascorbique avec un acide gras aliphatique saturé approprié (en général terpénique) en présenc
d'une quantité catalytique d'acide sulfurique (Takeda, 1984 ; Carlson, 1984 ; Takadlik993).

Ces esters d’acide ascorbique sont aussi utilisés dans le domaine pharmaceutique pour la formulatior
de médicaments (Seét al, 1974,1978,1982,1992 ; Kondo et Shibata, 2008).

HO OH

Figure 38. Ester gras de I'acide ascorbique

D’autres auteurs utilisent ces esters afin de transférer les propriétés antioxydantes
particulieres de la vitamine C dans des milieux lipophiles @teal., 2004). Ces composés ont la
particularité de former une bicouche a la surface des composés alimentaires en milieu aqueux et de
permettre ainsi une bonne protection contre I'oxydation des aliments en questiost @laiQ96 ;

Palma, 2002). lls sont utilisés également dans le domaine de la cosmétique et de I'agroalimentaire
(Martineet al.,2003 ; Li, 2004).
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Le deuxieme cas est relatif a l'utilisation de la vitamine E comme module hydrophobe du
tensioactif. Deux structures ont éeté relevées, l'une inclue un motif
polyoxyéthylénique/polyoxypropylenique en tant que téte polaire (composé A), la deuxieme
correspond a un dérivé de polyglycosides (composés B) (Schneider, 1996t &{ifa002).

H_(OCH2CH(CH3)CH2)n(OCH2CH2)mO CH3
m=0a 150
n=04a 200 H3C
H,C (e}
(CH2CH2CH2CH(CH3))3_CH3
3

Composé A

OR

RO
RO,
(0]
OR
OR
(0]
RO
(0]
OR
OR o
9T ro CueHas
n 0
(0]
OR
Composés B

Figure 39. Exemples de tensioactif obtenus a partir de la vitamine E

Ces composeés peuvent former des vésicules de la méme maniéere que les tensioactifs bicaténaires
trouvent des applications dans le domaine de la cosmétique, de lindustrie pharmaceutique ou
alimentaire.

Dans un autre exemple, une équipe américaine a relevé une activité antioxydante non
négligeable de tensioactifs incorporant un motif polyoxyéthylénique (d'au moins 100 unités) en tant

gue téte polaire dont un exemple de structure est donné par la Fid&ib/détre, 2000)
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H3C—O*ECH2—CH2—O%—<CH2>>CH3

n 11
Figure 40. Exemple de tensioactif antioxydant non-ionique

Un troisieme exemple de composés correspond a des dérivées amphiphiles de sels
d’ammonium quaternaire pouvant présenter des propriétés antioxydantes et/ou pesticides en fonction
de leur concentration trouvant des applications dans le domaine de la biologie (Fig@ardagk,

2000 ; Kleszczynskat al, 2000 ; Zabielska-Matejuk, 2005).

" Et

Br
t'BU CHZ_CHZ O_CHZ_CHZ_N+ CH2>7Me
7

Et
HO

t-Bu
Figure 41 Exemple de tensioactif cationique antioxydant

Ces gquelques exemples montrent que les travaux réalisés dans le domaine des tensioactifs
antioxydants sont encore peu nombreux de maniére générale. Dans tous les cas, aucune applicatio
n'a été révélée dans le domaine de la préservation du matériau bois.

Ainsi I'idée d’étudier des composés amphiphiles originaux présentant, outre leurs propriétés
tensioactives, des propriétés antioxydantes qui pourraient a la fois servir a solubiliser le biocide
organique par le biais d'une émulsion, mais aussi a renforcer son activité grace aux propriétés
antioxydantes, est une démarche qui apparait originale. Ces tensioactifs nouveaux de type « 2 en 1>
pourraient de ce fait permettre de réduire les quantités de biocides nécessaires a la protection du boi
et favoriser l'utilisation du matériau grace a la mise en place de méthodes de préservation plus

respectueuses de I'environnement.
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Il. MATERIELS ET METHODES

II.1. SYNTHESE

11.1.1. INDICATIONS GENERALES

Les produits et réactifs chimiques utilisés au cours de cette étude proviennent des sociétés
Acros Organics (Noisy le grand, France) et Fluka-Sigma-Aldrich Chimie SARL, (St Quentin

Fallavier, France).

Les produits industriels nous ont été gracieusement fournis par différentes sociétés :
- I'lrganox 1076 par Ciba Spécialités Chimiques (Ruel-Malmaison, France),
- 'Empilan NP 12 (alkyl phénol polyéthoxylé de formule HO-(C2H40)n-(C6H4)C9H19) par
HUNTSMAN (Saint Mihiel, France),
- le Simulsol 5815 S correspondant a tensioactif a base ricinoléate de glycérine éthoxylée et le
Propiconazole par la société Dyrup (Albi, France),
- I'Estorob mélange d’esters d’acides gras insaturés contenant majoritairement du linoléate de
méthyle (environ 75 %) par la société Novance (Compiégne, France),

- le chlorure de didecyldiméthylammonium (DDAC) par la société OBBIA (Aubazine, France).

Les solvants utilisés ont été soit acheté avec une pureté suffisante pour étre utilisés
directement, soit distillés avant utilisation : I'acétonitrile, le chloroforme, I'éthanol, I'éther,
'heptane, le méthanol et le toluene proviennent de Riedel De Haen et ont été utilisés sans autre
purification ; I'acétate d'éthyle et I'hexane distillés directement ; le dichlorométhane distillés sur
P,0s.

Les synthéses ont été réalisées sous hotte a l'aide d'agitateurs magnétiques chauffants
IKALABOTECHNK RCT basic.

Les points de fusion (PF) ont été mesurés a l'aide d'un banc de KOFLER.

Les distillations sous vide ont été réalisés a l'aide d’'un four a boules BUCHI Glass Oven B-

585 relié a une pompe a palette.
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Les spectres RMRH en phase liquide sont effectués sur des spectrométres Bruker AC-200 et
Drx-400 a des fréquences de résonance de 200 et 400 MHz respectivement. Les déplacement:
chimiques sont exprimés en parties par million (ppm) avec le tétraméthylsilane comme référence
interne. Les abréviations suivantes ont été utilisées pour décrire les différents signaux : s pour
singulet, d pour doublet, t pour triplet et m pour multiplet. Différents solvants deutérés ont été
utilisés suivant la solubilité des composés a analyser. Leur nature exacte est précisée dans chaqu

cas.

Les spectres Infra Rouge ont été réalisés sur un spectrométre PERKIN-ELMER 1600 FTIR
soit sous forme de film entre deux plagues de NaCl pour les composés liquides, soit sous forme de
pastilles de KBr pour les produits solides. Les valeurs sont données'en cm

Les microanalyses ont été effectuées sur un appareil Thermofinnigan FlashEA 1112.

11.1.2. SYNTHESE DES COMPOSES AMPHIPHILES PRESENTANT UN MOTIF PHENOL
ENCOMBRE

11.1.2.1. Synthése de I'acide-3-(3,5-di-ter-butyl-4-hydroxyphényl)-propionique

10 grammes d’lIrganox 1076 (1 équivalent) sont mélangés dans un ballon de 250 mL & 3,01 g
de NaOH (4 équivalents) dissous dans un mélange méthanol/eau (90 mL/10 mL). Le mélange est
chauffé a reflux sous agitation magnétique pendant 16 heures.

Apres refroidissement et évaporation du méthanol, le résidu est repris a I'eau (100 mL). La
phase aqueuse qui doit étre basique est lavée avec 100 mL de dichlorométhane puis acidifiée a I'aide
d’une solution d’acide chlorhydrique (3 N) jusqu’a un pH égal a 3-2 avant d’étre extraite 2 fois avec
100 mL de dichlorométhane. Les phases organiques réunies sont alors séchée sufilWM&SOsur

Bilchner puis le solvant évaporé sous vide.
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Caractéristiques du compoke

CH; OH CH,
H,C CHs

Rendement : 95 %.

Aspect : solide jaune ; PF (°C) : 145-172xBque= 171 °C.

IR v (cm™) : 3626 & 3423 (O-H) ; 2956 & 2846 (GilAaiqud ; 1706 (C=0) ; 1432 (C=C).

RMN *H (CDCLk) & (ppm) : 1,43 (s, 18H) : 2,65 {t] = 5 Hz, 2H) ; 2,88 (£ = 5 Hz, 2H) ; 5,08 (s,

1H) ; 7,00 (s, 2H).

RMN **C (CDCE) & (ppm) : 30,86 ; 36,76 ; 42,03 ; 96,86 ; 1255 ; 131,24 ; 136,72 ; 152,96 ; 179,95.

11.1.2.2. Estérification de I'acide-3-(3,5-ditert-butyl-4-hydroxy-phényl)-propionique

Les tensioactifs portant un motif 2,6-diterbutyl-4-méthyl phénol s’obtiennent par
estérification de l'acide-3-(3,5-ditert-butyl-4-hydroxy-phényl)-propionique  par  différents
polyéthylenes glycols. Deux modes opératoires ont été utilisés pour I'obtention respectivement des

monoesters ou des diesters.

a) Synthése des monoesters de PEG

La synthese des monoesters est réalisée de la maniére suivante : 0,73 g d’acide 3-(3,5-ditert-
butyl-4-hydroxy-phényl)-propionique sont placés dans un ballon de 250 mL équipé d’'un Dean Stark
et d'un réfrigérant en présence d'une quantité catalytique d'acide p-toluenesulfonique (APTS)
comme catalyseur et de 10 équivalents de polyéthylene glycol dans 100 mL de toluéne. Le mélange
est porté a reflux durant 24 heures. Aprés évaporation du toluéne, le résidu est repris avec 30 mL de
dichlorométhane puis lavé avec une solution saturée de bicarbonate de sodium puis a I'eau pour
éliminer I'excés de PEG. La phase organique est séchée sur,Md®€r, puis le solvant éliminé

sous vide.
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b) Synthese des diesters de PEG

Pour l'obtention des diesters, les conditions expérimentales restent les mémes que
précédemment a I'exception des quantités de réactifs utilisés: I'acide-3-(3,5-ditert-butyl-4-hydroxy-
phényl)-propionique est utilisé en exces par rapport au polyéthylene glycol a raison de 2,5
équivalents d’acide pour 1 équivalent de PEG.

Caractéristiqgues des monoesters.

Compos&a.
CH HsC
HaC 3 OH'S CHs
HsC CHa
H,C
CH,
2\ CH, _O_ _CH, _CH,
o o~ “cH, >cH, ‘o~

Rendement: 100 %.

Aspect : liquide brun.

IR v (cm™) : 3429 (O-H) ; 2951 (Chlphatiqud ; 1734 (C=0) ; 14211 (C=C) ; 1191 (C-O).

RMN *H (CDCL) & (ppm) : 1,45 (s, 18H) ; 2,65 @] = 5 Hz, 2H) ; 2,85 (£J = 5 Hz, 2H) ; 3,4 (s,

3H) ; 3,62 (m, 6H) ; 4,25 (}) = 3 Hz, 2H) ; 6,95 (s, 2H).

RMN *C (CDCE) & (ppm) : 30,49 ; 34,91 ; 37,03 ; 59,59 ; 64,02 ; 69,71 ; 70,97 ; 72,45 ; 125,59 ;
173,67.
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Composéb.

CHs oy HaC

H3C CHj,

H3C CHj,

H,C
\CHZ

)\ CH, _O_ _CH, _H
o o~ “cH, cH, <o~

2
Rendement: 96 %.
Aspect : liquide brun.
IR v (cri?) : 3637 & 3439 (O-H) ; 2956 (Gighatiqud ; 1731 (C=0) ; 1434 (C=C) ; 1130 et 1064 (C-
0).
RMN 'H (CDCk) & (ppm) : 1,43 (s, 18H) ; 2,65 {t] = 5 Hz, 2H) ; 2,87 (£ = 5 Hz, 2H) ; 3,60 (m,
2H) ; 3,73 (m, 4H) ; 4,20 (}) = 3 Hz, 2H) : 5,08 (m, 1H) :; 6,98 (s, 2H).
RMN **C (CDCE) 5 (ppm) : 31,33 ; 34,91 ; 36,82 ; 62,12 ; 69,71 ; 72,87 ; 125,59 ; 173,67.

Composéc.
CH H3C
H4C 8 OH 3 CH,
HsC CH,
H,C
\CH2
)»\ _CH, _O CH, |H
0 0 CH, [CH, O

Rendement: 99 %.
Aspect : liquide brun.
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IR v (cni?) : 3637 & 3456 (O-H) ; 2962 et 2868 (Gifaiqud ; 1731 (C=0) ; 1435 (C=C) ; 1122 (C-

0).

RMN 'H (CDCk) & (ppm) : 1,44 (m, 18H) ; 2,64 @ = 5 Hz, 2H) ; 2,87 (£) = 5 Hz, 2H) ; 3,68 (m,
14H) ; 4,26 (s, 2H) : 6,99 (s, 2H).

RMN *C (CDCE) & (ppm) : 30,7 ; 34,91 ; 37,03 ; 61,07 ; 62,12 ; 69,71 ; 72,87 ; 125,59 ; 131,49 ;
136,56 ; 152,59 ; 173,88.

Composé&d (PEG400).

CHz oy HsC

HsC CHg

HsC CHj

o o~ ScH, TcH, o
Rendement: 56 %.
Aspect : solide brun ; PF (°C) : 56-62.
IR v (cm™) : 3395 (OH) ; 2901 (Chlphatiqud ; 1728 (C=0) ; 1465 (C=C) ; 1100 (C-O).
RMN *H (CDCL) & (ppm) : 1,42 (s, 18H) ; 2,62 (] = 5Hz, 2H) ; 2,86 (£ = 5 Hz, 2H) ; 3,64 (s,
30H) ; 4,42 (s, 2H) ; 6,98 (s, 2H).
RMN *C (CDCE) & (ppm) : 30,01 ; 31,06 ; 61,22 ; 69,02 ; 72,82 ; 124,48 ; 138,189 ; 152,5 ; 173,68.
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Composé&e (PEG600).

CHs o,y HaC

H3C CHj,

H3C CHj,

_~_ _CH, O] _cH, LH
0 0 ‘cH, ['cH, ~o

11
Rendement : 60 %.
Aspect : solide brun ; PF (°C) : 56-60.
IR v (cm) : 3434 (O-H) ; 2912 et 2874 (Gighatiqud ; 1734 (C=0) ; 1470 (C=C) ; 1111 (C-O).
RMN *H (CDCk) & (ppm) : 1,25 (m, 18H) ; 2,62 @] = 5 Hz, 2H) ; 2,86 (£J = 5 Hz, 2H) ; 3,64 (s,
46H) ; 4,42 (m, 2H) ; 6,98 (s, 2H).
RMN *3C (CDCE) & (ppm) : 30,91 ; 34,70 ; 62,12 : 63,81 ; 70,97 ; 72,87 ; 125,17 ; 136,35 ; 152,5 ;
173,664.

Composé&f (Solketal).

CHs ouHsC

H3C CHj,

H3C CHj,

HZC\

Rendement : 100%.
Aspect : Liquide brun.
IRv (cm‘l) : 3450 (O-H) ; 2950(CHphatiqug ; 1737 (C=0) ; 1435 (C=C) ; 1119 (C-0O).
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RMN *H (CDCk) & (ppm) : 1,37 (s, 6H) ; 1,44 (m, 18H) ; 2,46%t= 5 Hz, 2H) ; 2,65 (£J = 5 Hz,

2H) ; 3,78 (m, 2H) ; 4,03 (fi= 3Hz, 1H) ; 4,24 (s, 2H) ; 6,98 (s, 2H).

RMN *3C (CDCE) & (ppm) : 25,85 ; 27,32 : 30,91 ; 35,12 ; 63,17 ; 66,34 ; 74,35 ; 125,17 ; 152,70 ;
173,66.

Composé&g (Glycerol).
CH HsC
HaC 3 OH'3 CH,
HyC CH,4

CH,
H,c”
2\ _CH, _CH,

o 0 (|3H OH

OH
Rendement: 99.8%.
Aspect : Liquide brun.
IR v (cm®) : 3413 (O-H) ; 2956 (Chlphatiqud ; 1731 (C=0) ; 1567 et 1435 (C=C).
RMN 'H (CDCh) & (ppm) : 1,42 (s, 18H) ; 2,55 ] = 5 Hz, 2H) ; 2,65 (£J = 5 Hz, 2H) ; 3,62 (m,
2H) ; 4,15 (t3= 3Hz, 1H) ; 4,24 (s, 2H) ; 6,98 (s, 2H).
RMN **C (CDCE) & (ppm) : 30,91 ; 34,91 ; 36,81 ; 63,38 ; 65,14 ; 71,34 ; 125,17 ; 152,70 ; 173,66.
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Caractéristiques des composeés diesters

Composéa.
CH H,C CH H,C
HaC 3 OHTEH - cp, HaC 3 OHTS™ - ch,
H,C CH, H,C CH,
H,C CH,
CH, H,c”
_CH, 1O _CH,
0 0 CH,| CH, O 0

Rendement: 100 %.

Aspect : liquide brun.

IR v (cm™) : 3632 (O-H) ; 2956 (Chlphatiqud ; 1731 (C=0) ; 1440 (C=C) ; 1119 (C-O).

RMN *H (CDCk) & (ppm) : 1,42 (m, 36H) ; 2,62 @ = 5 Hz, 4H) ; 2,64 (£) = 5 Hz, 4H) ; 3,64 (s,
26H) ; 4,24 (1% = 3 Hz, 4H) ; 6,98 (s, 4H).

RMN **C (CDCE) 5 (ppm) : 30,70 ; 34,70 ; 53,89 ; 70,97 ; 125,75 ; 129,81 ; 152,50 ; 173,66.

Composé&b (PEG4000).
CHz onHsC HoC CH3 onHsC cH,
XE;X H3C CH,
_CH,

CH2 0 0

Rendement : 94 %.
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Aspect : solide blanc clair ; PF (°C) : 60-62.

IR v (cm®) : 3445 (O-H) ; 2879 (Chlphatiqud ; 1731 (C=0) ; 1465 (C=C) ; 1108 (C-O).

RMN 'H (CDCk) & (ppm) : 1,42 (s, 36H) ; 2,61 {f] = 5 Hz, 4H) ; 2,64 (£) = 5 Hz, 4H) ; 3,64 (s,
168H) ; 4,24 (23 = 3 Hz, 4H) ; 6,98 (s, 4H).

RMN **C (CDCE) 5 (ppm) : 30,70 ; 34,70 ; 53,89 ; 70,97 ; 125,75 ; 129,81 ; 152,50 ; 173,66.

Composéc (PEG10000).
CH H,C CH H,C
HyC 3 OH' CH, HyC 3 OHTS CH,
H,C CH, H,C CH,
H,C CH,
CH, H,c”
_CH, 1O _CH,
0 0 CH,| CH, O 0

89

Rendement : 99 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 58-62.

IR v (cm™) : 3461 (O-H) ; 2907 (Chlphatiqud ; 1732 (C=0) ; 1468 (C=C) ; 1243 (C-O).

RMN *H (CDCL) & (ppm) : 1,42 (s, 36H) ; 2,62 {f] = 5,5Hz, 4H) ; 2,86 (}) = 5,5Hz, 4H) ; 3,65 (s,
356H) ; 4,24 (2] = 5,5Hz, 4H) ; 6,98 (s, 4H).

RMN **C (CDCE) 5 (ppm) : 30,91 ; 32,00 ; 70,76 ; 157,02 ; 158,27 ; 169,24 ; 180,63.

11.1.3. SYNTHESE DES COMPOSES AMPHIPHILES A PARTIR DE L’ACIDE
ASCORBIQUE

11.1.3.1. Réaction de I'acide ascorbique et d’'une amine grasse (AaCn)

Dans un ballon tricol de 250 mL, 2 g d’acide ascorbique sont mélangés avec un équivalent
molaire d’amine grasse, I'ensemble est solubilisé dans une solution eau/méthanol (1/3) (v/v). Le
mélange est maintenu sous azote sous forte agitation durant 4 heures, a température ambiante. L.
solvant est ensuite évaporé sous vide et le résidu solide obtenu lavé avec un mélange

diéthyléther/méthanol (6/4) (v/v) puis séché sous vide dans un dessiccateur en présence de silicage
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durant 24 heures. L'ascorbate de N-alkyl-ammonium obtenu est identifié avec le cadetAaC
représente le nombre d’atomes de carbone de la chaine grasse de I'amine et Aa correspond a la parti

acide ascorbique. Seul le compdsiAaC,,) a fait I'objet des essais de formulations ultérieurs.

Composéla (AaCy).
H,C—OH
HC—OH
o) o)
HC
HsC CH oy OH
~. ,— 2 NH, O
CH; T~cH; °

Rendement : 100 %.

Aspect : visqueux brun.

IR v (cm™) : 3300 & 3100 (OH et Nfj ; 2956 et 2870 (Chiphatiqud ; 1720 (C=0) ; 1652 (C-N) ;
1465 (C=C) ; 1370 (COQ

RMN *H (méthanol Q) & (ppm) : 0,90 (t3 = 6,5 Hz, 3H) ; 1,40 (m, 2H) ; 1,65 (m, 2H) ; 2,90°%t=

8 Hz, 2H) ; 3,40 (d?J = 3 Hz, 1H) ; 3,94 (m, 1H) ; 3,70 et 3,87 (24t 6,55 Hz2J = 3 Hz, 2H).

RMN **C (méthanol B) & (ppm) : 15,01 ; 30,8 ; 33,7 ; 41,56 ; 63,9 ; 69,90 ; 78,90 ; 120,00 ; 175,90 ;
179,00.

Composétb (AaGy).
HZC—OH
HC—OH
o)
o)
he™ =

HaC CH, fo OH
2/ ¢ CH,

Rendement : 100 %.
Aspect : solide brun clair ; PF (°C) : 65.
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IR v (cm™) : 3390 & 3100 (OH et NfJ ; 2920 et 2850 (Chiphatiqud ; 1725 (C=0) ; 1591 (C-N) ;
1465 (C=C) ; 1390 (COQ

RMN 'H (méthanol Q) & (ppm) : 0,90 (t3J = 6.5 Hz, 3H) ; 1,31 (m, 10H) ; 1,65 (m, 2H) ; 2,96,

= 8 Hz, 2H) ; 4,40 (dJ = 3 Hz, 1H) ; 3,94 (m, 1H) ; 3,70 et 3,87 (2 U 6,55 Hz%J = 3 Hz, 2H).

RMN **C (méthanol Q) & (ppm) : 14,24 ; 23,73 ; 27,52 ; 29,00 ; 30,06 ; 33,00 ; 40,60 ; 64,43 ; 73,49
;80,03 ; 115,25 ; 174,93 ; 178.

Microanalyse : attendue C (55,33), H (8,61), N (4,68) ; déterminée C (55,07), H (8,91), N (4,59)

Composéic (AaCy).
H2(|3—OH
HC——OH
P
0
HG =
H3C\e CH, NHj O OH
CH ~cy— 3
2 CH;

Rendement : 100 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 67-68.

IR v (cmi®) : 3390 & 3200 (OH et Nf) ; 2917 et 2850 (Chlphatiqud ; 1720 (C=0) ; 1514 (C-N).

RMN *H (méthanol Q) & (ppm) : 0,90 (3 = 6,5 Hz, 3H) ; 1,30 (m, 14H) ; 1,65 (m, 2H), 2,98,

= 8 Hz, 2H) ; 3,80 et 3,81 (2d¥] = 6,55 Hz2J = 3 Hz, 2H) ; 4,40 (&) = 3 Hz, 2H).

RMN **C (Méthanol Q) & (ppm) : 14,82 ; 24,23 ; 28,07 ; 29,80 ; 30,76 ; 33,45 ; 41,52 ; 64,76 ; 74,00
;80,52 ; 115,87 ; 175,41 ; 178,68.

Composéd (AaCyy).
HC—OH
0
HC/ /O
HC )
o CH NSO OH
2/ CH;
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Rendement : 99 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 68.

IR v (cmi?) : 3400 & 3100 (OH et Nfj ; 2950 et 2851 (Chiphatiqud ; 1731 (C=0) ; 1465 (C-C) ;
1377 (COO.

RMN *H (méthanol Q) & (ppm) : 0,90 (t3J = 6,5 Hz, 3H) ; 1,31 (m, 18H) ; 1,60 (m, 2H) ; 2,94 ppm
(t,3) = 8 Hz, 2H) ; 4,40 ppm (&] = 3 Hz, 1H) ; 3,94 ppm (M, 1H) ; 3,85 et 3,87 (Zdd; 6,55 HZz%J

= 3 Hz, 2H).

RMN **C (méthanol B) 5 (ppm) : 15,03 ; 24,32 ; 28,11 : 29,16 ; 31,48 ; 33,59 ; 41,40 ; 64,80 ; 72,39
;80,41 ;115,84 ; 174,67 ; 178,46.

Microanalyse : attendue C (60,57), H (9,59), N (4,15) ; déterminée C (59,81), H (9,76), N (3,87).

Composée (AaCp).
H,C—OH
HC——OH
0
He— >N\ F°

H,C _
3 CH, NHE O OH
13 2

Rendement : 99 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 69.

IR v (cmi*) : 3400 & 3100 (OH et Nf) ; 2917 et 2846 (Chilphatiqud ; 1720,2 (C=0) ; 1577,5 (C-N) ;
1467 (C-C).

RMN *H (méthanol Q) & (ppm) : 0,89 (t3J = 6,5 Hz, 3H) ; 1,31 (m, 26H) ; 1,67 (m, 2H), 2,93Xt,

= 8 Hz, 2H) ; 4,40 (d?J = 3 Hz, 1H) ; 3,80 (m, 1H) ; 3,69 {d,= 6,55 Hz, 2H).

RMN **C (méthanol D) 5 (ppm) : 14,37 ; 23,75 ; 27,29 : 28,53 ; 30,65 ; 32,95 ; 40,56 ; 64,09 ; 74,18
;79,49 ;,97,19,;, 171,16 ; 177,24.

Microanalyse : attendue C (63,12), H (10,28), N (3,36) ; déterminée C (63,28), H (10,38), N (3,35).
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Composéf (AaCyg).

H,C—OH
HC——OH
o)
o)
HC/ =

HsC i
3 CH, NHE O OH
CH; ~cpyo s
15 2

Rendement : 98 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 70.

IR v (cm™) : 3400 & 3100 (OH et Nf ; 2900 et 2800 (Chiphatiqud ; 1720 (C=0) ; 1577 (C-N) ;
1470 (C-C).

RMN 'H (méthanol Q) & (ppm) : 0,90 (t2J = 6.5 Hz, 3H) ; 1,31 (m, 30H) ; 1,60 (m, 2H) ; 2,94Xt,

=8 Hz, 2H) ; 4.40 (J = 3 Hz, 1H) ; 3,94 (m, 1H) ; 3,7014,= 6,55 Hz, 2H).

RMN *3C (méthanol Q) & (ppm) : 15,217 ; 24,00 ; 28,31 ; 29,38 : 30,98 ; 33,67 ; 41,56 ; 65,00 ;
74,00 ; 80,00 ; 120,00 ; 178,00 ; 180,00.

Microanalyse : attendue C (65,07), H (10,69), N (3,76) ; déterminée C (64,69), H (10,63), N (3,14).

11.1.3.2. Synthése de tensioactifs bimodulaires dérivés d’acide gras (AaEdCn)

a) Monotritylation de I'éthyléne diamine

Ce mode opératoire dérive de celui utilisé par Malgesini en 2003. Dans un ballon tricol, 10 g
d’éthyléne diamine (soit 13 éq.) sont solubilisés dans 10 mL de chloroforme et maintenus sous forte
agitation a une température comprise entre 5 et 10°C durant 15 minutes. Sont alors additionnés,
goutte a goutte, 1 équivalent molaire de chlorure de triphényleméthane (soit 3,59 g) solubilisés dans
50 mL de chloroforme, durant 1 heure jusqu’a ce que la température du milieu réactionnel atteigne
celle de la piéce. Le solvant est éliminé par évaporation et le produit repris dans 50 mL d’éther. Une
série de lavages est effectuée avec 30 mL d’eau distillée et 20 mL de NaCl (saturé) puis la phase
organique est séchée au MgS#D le solvant est évaporé sous vide a 30°C. Le prédolittenu se

présente sous forme de solide jaune.
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NH,

CHZ_CHZ
/
NH

Rendement : 56 %.

Aspect : solide jaune ; PF (°C) : 66,:Rbique= 68-69°C.

IR v (cm™) : 3082 & 3027 (NH) ; 2917 et 2851 (Gifaiqud ; 1593 (C=C) ; 1486 et 1445 (C-N) ; 705
(CHaromatiquy-

RMN *H (CDCL) & (ppm) : 1,23 (s, NH2) ; 2,20 &) = 5Hz, 2H) ; 2,78 () = 5Hz, 2H) ; 7,26 (m,
8H) ; 7,47 (m, 7H).

RMN **C (CDCE) & (ppm) : 44,35 ; 47,15 ; 71,19 ; 125,00 ; 128,12 ; 146,68.

b) Couplage de I'éthylene diamine monotritylée avec un acide gras

Dans un ballon de 250 mL, 10 mmoles d’acide gras sont dissoutes dans 50 mL d'acétonitrile,
sous agitation magnétique. Puis sont ajoutées 10 mmoles de BOP (1 éq.; 4,42 g), 20 mmoles de
triethylamine (2 €q. ; 2,02 g) et enfin 10 mmoles du compgdééq.). La réaction est laissée sous
agitation a température ambiante durant 15 heures. Le solvant est évaporé sous pression réduite, u
liquide visqueux de couleur orange est obtenu. Il est dissous dans 30 mL d'acétate d'éthyle. Cette
phase organique est lavée successivement par 20 mL d'une solution d'HCI 0,1 N ; 20 mL de solution
saturée de NaHC{puis deux fois par 20 mL de solution saturée de NaCl. La phase organique est
séchée sur MgSffiltrée et le solvant évaporeé. Le prod@ibbtenu se présente sous forme de solide

blanc.
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Composéa.

o)
Jk _CH CHg
M e e

_CHe—ch, 4
NH

Rendement : 97 %.

Aspect : solide jaune ; PF (°C) : 26-40.

IR v (cm?) : 3428 & 3297 (NH) ; 2923 et 2852 (Gatqud ; 1737 et 1627 (C=0) ; 1572 (N-C) ;
1492 (C-C) ; 700 (Cklomatiqu}-

RMN H (CDCL) & (ppm) : 0,87 (£2J = 6,5 Hz, 3H) ; 1,25 (m, 8H) ; 1,70 (m, 2H) ; 2,18t 5 Hz,

2H); 2.35 (d2J = 14 Hz, 2H) ; 3.32 (£) = 10 Hz, 2H) ; 7,25 &) = 2Hz, 8H) ; 7,40 (&) = 7,5 Hz,

7H).

RMN **C (CDCE) & (ppm) : 14,55 ; 23,04 & 37,67 ; 40,64 et 44,04 ; 71,14 ; 66,55 ; 127,79 &4 129,95 ;
147,15 ; 174,45.

Composéb.

Rendement : 97,7 %.
Aspect : solide jaune ; PF (°C) : 41-43.
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IR v (cmi') : 3434 & 3297 (NH) ; 2917 et 2852 (Gbatiqud ; 1627 (C=0) ; 1569 (C-N) ; 1498 (C-C)

; 702 (CHyromatiqug-

RMN *H (CDCk) & (ppm) : 0,87 (t2J = 6,5 Hz, 3H) ; 1,30 (m, 12H) ; 1,65 d,= 6 Hz, 2H) ; 1,70

(m, 2H) ; 2,20 (t3 = 5 Hz, 2H) ; 3,00 (&) = 14 Hz, 2H) ; 3.30 (£J = 10 Hz, 2H) ;) ; 7,30 {1 =

2Hz, 8H) ; 7,45 (% = 7,5 Hz, 7H).

RMN **C (CDCE) & (ppm) : 14,34 ; 23,25 & 37,67 ; 40,43 ; 44,25 ; 71,62 ; 127,63 & 129,59 ; 147,37 ;
174,47.

Composésc.

@]
CH
O NH CH, \GCHﬁ/ 3
o /. 8
/ Z\CHZ
NH

Rendement : 98 %.

Aspect : solide jaune clair ; PF (°C) : 43.

IR v (cm?) : 3302 & 3247 (NH) ; 2918 et 2846 (Giatqu) ; 1742 et 1627 (C=0) ; 1572 (C-N) ;
1492 (C-C) ; 702 (Chlomatiquy-

RMN *H (CDCk) & (ppm) : 0,80 (t3J = 6,5 Hz, 3H) ; 1,20 (m, 16H) ; 1,55 {d,= 6 Hz, 2H) ; 1,68

(m, 2H) ; 2,24 (23 = 5 Hz, 2H) ; 3,02 (d) = 14 Hz, 2H) ; ) ; 7,12 {1 = 2Hz, 8H) ; 7,37 () = 7,5

Hz, 7H).

RMN °C (CDCk) & (ppm) : 14,67 ; 23,11 & 37,44 ; 45,46 ; 48,2 ; 62,12 ; 66,55 ; 127,7 & 129,39 ;
139,51 ; 147,52 ; 177,46.

c) Déprotection du groupement trityle
Le composéS est repris dans une solution d’acide chlorhydrique 12N / acétonitrile (3/4)
(v/v). Le mélange est agité durant 3 heures a température ambiante. Les solvants sont éliminés sou:

pression réduite, puis le solide blanc amorphe obtenu est recristallisé dans I'hexane pour donner le

composé/.
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Composé/a.

CH,

)k /CH2 CH3
CH;

4

CH2
H2C/

NH; CI
Rendement : 98 %.
Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 16-20.
IR v (cmi?) : 3242 & 3220 (NH) 2923et 2852 (Chiphatiqud ; 1687 et 1654 (C=0) ; 1553 (C-N) ;
1456 et 1399 (C-C).
RMN *H (CDCk) & (ppm) : 0,89 (t3J= 6,5 Hz, 3H) ; 1,29 (m, 8H) ; 1,36 {,= 4 Hz, 2H) ; 1.22 (t,
31=7,8Hz, 2H) ; 3,04 }) = 4 Hz, 2H) ; 3,40 (£J = 4Hz, 2H).
RMN **C (CDCE) & (ppm) : 15,13 ; 20,86 & 30,83 ; 33,58 ; 37,83 ; 40,86 ; 181,68.

Composérb.

H,C

NH3 cI’
Rendement : 98,5 %.
Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 30-32.
IR v (cm®) : 3291 & 3082 (NH) 2928 (CHyiphatiqud ; 1651 (C=0) ; 1553 (C-N) ; 1468 (C-C).
RMN *H (CDCL) & (ppm) : 0,90 (£J= 6,5 Hz, 3H) ; 1,30 (m, 12H) ; 1,60%t,= 4 Hz, 2H) ; 2,25 (t,
31 =7,8Hz, 2H) ; 3,07 ) = 4 Hz, 2H) ; 3,47 (£J = 4Hz, 2H).
RMN **C (CDCE) & (ppm) : 15,13 ; 24,47 4 37,41 ; 38,68 ; 171,10 ; 178,30.
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Composérc.

H,C

| +

NH3 cI’
Rendement : 99 %.
Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 31-32.
IR v (cm®) : 3296 & 3214 (NH) 2918 et 2846 (Chlphatiqu) ; 1646 (C=0) ; 1553 (C-N) ; 1468 (C-C).
RMN *H (CDCL) & (ppm) : 0,90 (£J= 6,5 Hz, 3H) ; 1,29 (m, 16H) ; 1,61%t,= 4 Hz, 2H) ; 2,23 (t,
31=7,8Hz, 2H) ; 3,04 }) = 4 Hz, 2H) ; 3,40 (£J = 4Hz, 2H).
RMN **C (CDCE) & (ppm) : 14,50 ; 23,57 4 33,05 ; 36,85 ; 38,12 ; 40,86 ; 177,30.

d) Réaction avec l'acide ascorbique

Le composé€ est repris dans une ampoule a décanter avec 50 mL d’éther éthylique puis lavé
successivement avec 20 mL de,@@; puis 20 mL de NaCl. La phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée puis le solvant évaporé sous pression réduite. Le produit obtenu est re-solubilisé dans
15 mL de méthanol puis mis a réagir avec 1 équivalent molaire de d’acide ascorbique dissous dans
un mélange eau/méthanol (1/9) (v/v). La réaction est laissée sous forte agitation a température
ambiante durant 1 heure. Le solvant est éliminé sous vide et le résidu solide obtenu séché au
dessicateur. Le produit obtenu porte le code AaEdCn ou Aa représente la partie antioxydante
correspondant a l'acide ascorbigque et n le nombre d’atomes de carbone porté par I'acide gras

condensé sur I'éthyléne diamine.
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Composéa (AaEdG).

H,C—OH
HC—OH
Hc|:/o Zéo
HC/<CH>\ CH, o, _
3 CHz Y crﬁ \NH;O- OH
o)

Rendement : 99 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 96-97.

IR v (cm®) : 3522 & 3120 (OH et NfY ; 2918 et 2852 (Chilphatiqud ; 1753 et 1674 (C=0) ; 1553
(C=C) ; 1454 et 1399 (C-C).

RMN *H (méthanol Q) & (ppm) : 0,91 (t3J = 6,5 Hz, 3H) ; 1,18 (m, 8H) ; 1,60 (m, 2H) ; 2,231t
= 8 Hz, 2H) ; 3,04 (£J = 6 Hz, 2H) ; 3,43 (£) = 6 Hz, 2H) ; 3,68 () = 6,79 Hz, 2H) ; 3,89 &) =

3 Hz, 1H) ; 4,79 (s, 1H).

RMN *°C (méthanol D) 5 (ppm) : 14,82 : 21,57 ; 24,1 ; 27,06 ; 30,42 ; 33,18 ; 38,66 ; 41,40 ; 64,17 ;
70,92 ;90,74 ;97,49 ; 120,26 ; 155,06 ; 174,04 ; 178,26.

Microanalyse pour H3oN.O7: attendue C (41,15), H (6,18), N (8) ; déterminée C (40,8), H (5,75),
N (8).

Composésb (AaEdGy).
H,C——OH
HC—OH
| _o
HC™ O
/<CH>\ CH
HaC 2
CH ~ .
2 Y CHz  "NHZ O o
0

Rendement : 99,5 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 97-98.

IR v (cmi?) : 3522 & 3126 (OH et NfY) ; 2918 et 2852 (Chiiphatiqud ; 1753 et 1673 (C=0) ; 1553 (C-
N) ; 1498 et 1320 (C-C).

RMN *H (méthanol D) & (ppm) : 0,90 (t3J = 6,5 Hz, 3H) ; 1,28 (m, 12H) ; 1,60 (m, 2H) ; 2,241t,
=8 Hz, 2H) ; 3,07 (£J = 6 Hz, 2H) : 3,46 (£J = 6 Hz, 2H) ; 3,69 () = 6,79 Hz, 2H) ; 3,91 @) =

3 Hz, 1H) ; 4,70 (s, 1H).
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RMN **C (méthanol D) 5 (ppm) : 15,03 ; 24,53 ; 24,53 ; 27,27 ; 33,38 ;: 38,66 ; 41,40 ; 64,17 ; 71,46
; 77,46 ;120,47 ; 155,27 ;174,04 ; 178,26.

Microanalyse pour ¢H3z4N.O;: attendue C (40,15), H (6,18), N (8) ; déterminée C (39,97), H (7,15),
N (8,07).

ComposécAaEdG..

H,C——OH

N7 g
CH, Y CH; \NHgo OoH

Rendement : 77,5 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 98.

IR v (cmi?) : 3412 & 3302 (OH et NfY) ; 2918 et 2852 (Chiphatiqud ; 1753 et 1646 (C=0) ; 1556 (C-
N) ; 1465 et 1322 (C-C).

RMN 'H (méthanol Q) & (ppm) : 0,89 (t3J = 6,5 Hz, 3H) ; 1,29 (m, 16H) ; 1,60 (m, 2H) ; 2,231t,

= 8 Hz, 2H) ; 3,04 (£J = 6 Hz, 2H) ; 3,43 (£J = 6 Hz, 2H) ; 3,67 () = 6,79 Hz, 2H) ; 3,89 ()

=3 Hz, 1H) ; 4,8 (s, 1H).

RMN *C (méthanol B) & (ppm) : 14,43 ; 23,5 ; 26,45 ; 30,67 ; 32,99 ; 36,79 ; 38,05 ; 40,58 ; 63,57 ;
70,52 ;76,85;97,3; 177,44 ;181,96 ; 189,11.

Microanalyse pour &HsgN.O; : attendue C (41,15), H (5,18), N (8) ; déterminée C (40,97), H
(5,15), N (8,07).

11.1.4. SYNTHESE DES COMPOSES AMPHIPHILES PRESENTANT UN MOTIF AMINE
ENCOMBREE

11.1.4.1. Réaction de I'anhydride succinique avec le 1,2,2,6,6-pentaméthyl-pipéridin-4-ol

Un équivalent de 1, 2, 2, 6, 6-penthaméthylpipéridin-4-ol (2,6 g) et un équivalent d’anhydride
succinique (1,5 g) solubilisés 100 mL de toluene sont placés dans un ballon de 250 mL. Selon les

conditions expérimentales testées, 1 a 10 équivalents de pyridine sont ajoutés et le montage équipé
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ou non d'un Dean Stark. Aprés 24 heures a reflux, le mélange réactionnel est refroidit et le solvant
évaporé sous pression réduite. Le produit obtenu est séché au dessiccateur 24 heures puis analys
Pour des simplifications d’écriture dans les codes produits utilisés ultérieurement la partie
antioxydante correspondant au comp®séra notée « Pi ».

Caractéristiques du compa3é€Pi).

CHa
HaC IL CHs
HsC CHs
H,C CH,
\(i:H/ o
0 CH, I
ch,
0

Rendement : 99 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 65.

IR v (cmi®) : 3430 (O-H) ; 2972 (Chlphatiqud ; 1733 (C=0) ; 1572 (N-C) ; 1396 (C-C).

RMN *H (CDCk) & (ppm) : 1,29 (s, 6H) ; 1,37 (s, 6H) ; 2,019@= 10 Hz, 2H) ; 2,11 (§J = 10 Hz,

2H) ; 2,59 (s, 3H) ; 2,60 (m, 4H) ; 5,00 (m, 1H).

RMN *3C (CDCE) & (ppm) : 22,13 ; 29,00 ; 32,90 ; 30,41 ; 58,00 : 43,25 ; 44,91 ; 58,57 ; 60,85 ;
67,68 ;172,64 ; 177,41,

[1.1.4.2. Réactions des amines grasses avec le composé 9

Un équivalent d'acide (1, 2, 2, 6, 6-pentaméthyl-pipéridin-4-yl)-succiniguet un
égquivalent d’'amine grasse sont placés dans un ballon de 100 mL dans 15 mL de méthanol. Le
mélange est agité vivement pendant 1 heure. Le solvant est ensuite évaporé et le solide obtenu lave
avec 3 volumes de 20 mL d’éther de pétrole pour éliminer I'amine résiduelle. Les corhfosés
obtenus sont identifiés avec le code P@D les lettres Pi désignent le motif acide-(1, 2, 2, 6, 6-
pentaméthyl-pipéridin-4-yl)-succinique et Cn I'amine grasse dans laquelle n représente le nombre

d’atomes de carbone de la chaine grasse.
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ComposélOa (PiGCy).

H3C CHy
H3C%/ \%CHQ,
H,C CH,
T 1
o) CH CH
T 2\c:H2 O_HstCH{CHZ%CHﬁg/ i
(@]
Rendement : 100 %.
Aspect : solide jaune ; PF (°C) : 65.
IR v (cmi®) : 3434 (NH") ; 2928 et 2857 (Chibhatiqud ; 1731 (C=0) ; 1570 (N-C) ; 1468 (C-C) ;
1394 (COO) ; 1168 (C-0).
RMN 'H (CDCk) & (ppm) : 0,87 (t3J = 6.5 Hz, 3H) ; 1,10 (s, 12H) ; 1,20 (m, 10H) ; 1,60 (m, 2H) :
1,86 (d,2) = 10Hz, 4H) ; 2,32 (s, 3H) ; 2,45 et 2,52 (dd= 5Hz,2) = 10 Hz, 4H) ; 2,79 (£J = 10
Hz, 2H) ; 4,95 (m, 1H).

ComposéLOb (PiCyy).

CHs

HsC
HZC\‘/CHZ
0] CH, /|k CH CH
N - * 2
T ch, OH3N\CH2/ %CHﬁg/
@)

Rendement : 99 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 66.

IR v (cm™) : 3416 (NH") ; 2921 et 2851 (Chiphatiqud ; 1733 (C=0) ; 1572 (N-C) ; 1528 (C-C) ;
1394 (COO) ; 1169 (C-O).

RMN *H (CDCH) & (ppm) : 0,81 (t3J = 6.5 Hz, 3H) ; 1,08 (s, 12H) ; 1,17 (m, 18H) ; 1,53 (m, 2H) ;
1,65 (t,°J = 10 Hz, 2H) ; 1,81 (dJ = 10 Hz, 2H) ; 2,29 (s, 3H) ; 2,39 et 2.46 (dd= 5Hz,2) = 10
Hz, 4H) ; 2,75 (t3 = 10Hz, 2H) ; 4,95 (m, 1H).
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RMN C (CDCE) & (ppm) : 14,47 ; 21,51 ; 23,09 ; 31,48 ; 32,32 ; 33,10 ; 40,38 ; 45,98 ; 49,11 ;
56,69 ; 63,33 ; 67,48 ; 173,76 ; 178,86.

ComposélOc (PiCg).

CHs

HyC
30% WL%
HZC\‘/CHZ
O CH, /|k CH CH
N “H.NT 2 3
T c, OH3N\CH2/ \écHﬁ;
0]

Rendement: 100 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 67.

IR v (cm™) : 3418 (NH") ; 2919 et 2850 (Chiphatiqud ; 1733 (C=0) ; 1569 (N-C) et 1528 (C-C) ;
1383 (COO) ; 1166 (C-O).

RMN *H (CDCk) & (ppm) : 0,8 (t3J = 6.5 Hz, 3H) ; 1,01 (s, 12H) ; 1,12 (m, 26H) ; 1,50 (m, 2H) ;
1,77 (33 = 10 Hz, 2H) ; 1,84 (d) = 10 Hz, 2H) ; 2,36 (s, 3H) ; 2,46 (dd,= 5 Hz,2J = 10 Hz, 4H)
;2,71 (t,3 = 10 Hz, 2H) ; 4,95 (m, 1H).

Composélod (PiCys).

CHj,

HaC
H3C%/ \%CHQ,

HchCHz
o) CH, |
N O HNL__ _—~CHe CH,
T Ch ek \<CH2
(@] 15

Rendement : 98 %.

Aspect : solide blanc ; PF (°C) : 67-68.

IR v (cmi™) : 3420 (NH") ; 2919 et 2850 (Chhatiqud ; 1733 (C=0) ; 1528 (N-C) ; 1394 (CQQ.
1165 (C-0).
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RMN 'H (CDCk) & (ppm) : 0,81 (t3J = 6.5Hz, 3H) ; 1,12 (s, 12H) ; 1,2 (m, 30H) ; 1,49 (m, 2H) ;
1,98 (d,2J = 10 Hz, 4H) ; 2,38 (s, 3H) ; 2.46 {d,= 10 Hz, 4H) ; 2,72 (£) = 10 Hz, 2H) ; 4,95 (m,
1H).

I1.2. PHYSICOCHIMIE

11.2.1. DETERMINATION DES PROPRIETES DE SURFACE D'UN TENSIOACTIF

[1.2.1.1. Généralités et principe de la tensiométrie

Lorsqu’un produit amphiphile est synthétisé et isolé pur, il est nécessaire de caractériser ses
propriétés surfactives afin de connaitre ses domaines d’application avec plus de précision. Dans un
premier temps, la solubilité maximale dans I'eau est une donnée importante a évaluer, puis il faut
ensuite déterminer la concentration critique ou des agrégats se forment, c’est-a-dire la Concentration
Agrégative Critigue (CAC) ainsi que la Concentration Micellaire Critique (CMC), mentionnée
précédemment (Ginet al.,1960 ; Williams et Smolen, 1972).

Différentes techniques peuvent étre utilisées pour déterminer la CAC, comme la conductivité,
la tensiométrie ou encore la diffusion de la lumiére.... Nous avons utilisé celle de la tensiométrie qui
permet d’obtenir des caractéristiques supplémentaires comme la tension superficielle et la surface par
téte polaire (Ruset al.,2000).

Comme leur nom l'indique, les tensioactifs agissent sur les propriétés de surface. En effet,
comme cela a déja été évoqué, la structure des tensioactifs associant une partie polaire et une parti
apolaire, entraine une adsorption préférentielle de ces molécules aux interfaces, et c'est cette
adsorption qui est responsable de la plupart des propriétés tensioactives de celles-et gdpch
1993 ; Le Perchec, 1994).

Lorsqu’une goutte d’'eau est posée sur une surface gu’elle ne mouille pas, elle prend une
forme sphérique et ne s’étale pas. Un insecte (araignées d’eau, moustiques,...) peut marcher sur |'eat
sans s'y enfoncer. Tous ces phénomeénes ont un point commun ; tout se passe comme si le liquide, e
en particulier la surface de ce liquide, avait les propriétés d’'une membrane élastique tendue,
minimisant au maximum sa surface et s’opposant a toute déformation qui tendrait & 'augmenter.

C’est cette propriété que I'on appetéasion superficielle
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Au niveau microscopique, ce phénomeéne s’explique par I'examen des forces s’exercant sur

les molécules (Figure 42).

Air

v

Enerae Surface - enereie hquide

liquide

Figure 42 Forces d’attraction sur les molécules

Ainsi, les molécules a la surface d’'un liquide sont soumises de la part de leurs voisines de
surface et de celles situées en profondeur a des forces d’'attraction dont la résultante est dirigée ver:
I'intérieur du liquide. Par contre la résultante est nulle pour les molécules a l'intérieur du liquide. Les
molécules en surface ont donc tendance a rentrer au sein du liquide. Cette évolution du systeme
correspond a une énergie minimale et I'état stable a une surface minimale. La tension superficielle

correspond au travail a fournir pour augmenter la surface.

La tension superficielle est donc la force par unité de longueur résultant de I'énergie
superficielle libre, énergie qui se manifeste dans le travail a fournir pour augmenter la surface d’un
liquide, de facon isotherme et réversible. Elle s’exprime en Newton par métr&)(NDans la
pratique, on utilise le millinewton par meétre (mN)mqui correspond au dyne par centimétre
(dyne.cm) (Stuke, 1967).

11.2.1.2. Détermination de la tension de surface et de la concentration agrégative critique

La technique de la tensiométrie, qui fait partie des méthodes le plus économiques et les plus
simples a mettre en ceuvre, permet de déterminer la CAC par mesure de la tension supyetésielle
solutions aqueuses du composé a caracteriser (Rico-Lattes et Lattes, 1994). Nous avons choisi

d’utiliser la méthode de la lame de Wilhelmy.
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Le tensiometre comporte une lame de platine dépolie suspendue a une balance électromagnétique. L
nature du matériau de la lame doit la rendre parfaitement mouillable par le fluide. La rugosité du
platine dépoli convient tout a fait puisqu’elle permet de parfaire le mouillage. Cette lame est plongée
dans la solution aqueuse du composé puis remontée jusqu'a ce que le bord inférieur affleure la
surface et provoque la formation d’'un ménisque. Si on continue a extraire la lame du liquide, on

recouvre sa surface d’une gaine de mouillage (Figure 43).

surface

Figure 43. lllustration de la lame de Wilhelmy

La force d’extraction mesurée par la balance est proportionnglla géension superficielle.
C’est en fait la force nécessaire pour compenser le poids du ménisque et elle s’exprime par

I'équation :
F=2xLXx yxco®

L’équation précédente, qui permet la détermination de la tension superficielle, ne peut étre
utilisée en réalité que Biest nul, car on ne peut pas le mesurer. Le mouillage de la lame doit donc

étre total. On a alors :
vy=F (2x]l)

Gibbs a étudié les variations de tension superficielle causées par des faibles ajouts de
tensioactifs (Edwards, 1961 ; Gibbs, 1902,1903). Il a établi une relation a partir de I'expression de

I'énergie libre de surface qui, aprés simplification, conduit & 'Equation 1.
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Ady+D ndy=0 Equation 1

avecA : aire de la surface
n; : nombre de moles de I'espéce i a la surface
i : potentiel chimique de I'espéce i
vy : tension superficielle
L'équation de Gibbs (Equation permet de relier la quantité de tensioactif adsorbé a la surface et

I'effet produit sur la tension superficielle.

_dy = -2,303.R.TI, Equation 2
dlog C

avecC : concentration totale en tensioactif
R: constante des gaz parfaits = 8,314 Jnkol*
T: température en Kelvin

I>=n,/A concentration d’excés de surface du tensioactif ;(ldésigne le soluté
tensioactif en absence d’électrolyte fodty:= -2,303.R.T.I:2.dIn(f+C))

Cette relation démontre que l'augmentation de la concentration en tensioactifs provoque une
saturation progressive de la surface. Ceci se traduit par un abaissement linéaire de la tension

superficielle en fonction du logarithme de la concentration.

Ces mesures sont essentielles pour la détermination de l'excés de surface dE)Gibbs (
mesure la quantité de corps dissous adsorbée aux interfaces de liquide-vapeur (Vogler, 1995a,
1995b,1998). L’inverse de la concentration d’exces de suffast égal a la surface occupée par
une mole de tensioactif. On en déduit ainsi la surface par téte pelage (livisant par le nombre

d’Avogadrosv.

77



-2,303.R.T 2

d
_ay
dlog C

Figure 44. Calcul de la surface par téte polaire des composés tensioactifs

Les variations de la tension superficielle d’'une solution aqueuse d’un tensioactif, représentées
par la Figure 45, obéissent a I'équation de Gibbs jusqu’a une cectaicentration. Au-dela de

celle-ci se produit un phénoméne d’agrégation des molécules surfactives et il y a rupture de pente.

80
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Figure 45. Courbe de tension superficielle de solutions aqueuses de surfactifs

En effet, les premieres molécules introduites dans I'eau forment une vraie solution, les
monomeres sont entourés par le liquide. Trés rapidement lorsque la concentration augmente, les
molécules vont fuir vers la surface, les tétes polaires dans I'eau et les queues hydrophobes au contac
de l'air. Les molécules cherchent a trouver le maximum de surface libre. La tension superficielle
diminue alors. Le travail nécessaire pour augmenter la surface diminue avec I'augmentation de la
concentration en tensioactif (Krafft, 1895).

Lorsque la surface est saturée et toujours pour minimiser I'énergie du systeme, les queues

apolaires s’agregent entre elles pour former différents agrégats suivant le type de molécules. Ce
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phénomeéne est caractérisé par le termeffet hydrophobe » La tension superficielle est alors
stabilisée. Au-dela de la CAC aucun effet de surface n’est observé. Expérimentalementla I@AC

CMC sont déterminées par le point d’'inflexion.

Ce phénomene d’agrégation peut donc étre considéré comme un meécanisme permettant
d’abaisser I'énergie interfaciale du surfactant lorsque toutes les interfaces sont saturées en molécules

adsorbées.

La valeur (¢/dlogC) dans les équations (1) et (2) représente la pente de la geufjeg C) avant
la CMC.

11.2.1.3. Mesure de la tension superficielle et conditions expérimentales

La tension superficielle est mesurée a partir d’'une solution concentrée a partir de laquelle,
différentes dilutions sont réalisées. L'ordre de mesures respecte [|'évolution croissante en
concentration des solutions. Allant ainsi, de la plus petite vers la plus concentrée, avec une prise de la
mesure de I'eau déminéralisée entre deux valeurs.

Les mesures de tension superficielle ont été réalisées avec un tensiometre DIGITAL-
TENSIOMETER K10T. Le systeme est thermostaté par un circuit d'eau a 25°C et le tensiométre
connecté a un ordinateur via une interface numérique qui permet de mesurer la tension superficielle
en fonction du temps. La valeur est prise en compte une fois la stabilité de la mesure obtenue.

Les résultats sont corrects et reproductibles uniquement si la lame et la verrerie sont
rigoureusement nettoyées avec une solution d'acide sulfochromique. Cette méthode nécessite un
grand nombre de mesures qui peuvent durer jusqu’a une heure, I'obtention d’'une courbe compléte

prend plusieurs jours.

[1.2.1.4. Mesure de la solubilité des produits de synthese

Les solubilités sont obtenues a partir de solutions saturées. Celle-ci sont centrifugées et un
volume précis de surnageant est récupéré puis lyophilisé. Le lyophilisat obtenu donne la quantité de
produit présent dans le volume prélevé. Les essais sont réalisés avec une moyenne de quatre

échantillons par produit. Le lyophilisateur utilisé est de marque CHRIST L-1 Alpha 2-4.
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11.2.2. CARACTERISATION DES PROPRIETES ANTIOXYDANTES

L’activité antioxydante d’une substance peut se mesurer par sa capacité a inhiber I'oxydation
d'un systeme choisi comme référence. Nous utiliserons au cours de ce travail deux systemes de
mesure différents. L'un est basé sur I'oxydation de l'acide linoléique, l'autre sur la vitesse de
transfert d’'un atome d’hydrogéne mobile de la substance a étudier a un radical libre, le 2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyle ou DPPH.

[1.2.2.1. Méthode expérimentale utilisant 'oxydation du linoléate de méthyle

a) Principe

Les acides gras polyinsaturés s’oxydent lentement a l'air et a température ambiante. La
réaction peut cependant étre accélérée en augmentant la température et en utilisant un amorceu

radicalaire. Ce dernier facilite la chaine d’oxydation.

Le dispositif expérimental est constitué de deux parties : la station de vide et de stockage de
'oxygéne d’'une part et la partie réaction d’autre part. Les réactions d’oxydation ont lieu dans un
réacteur en pyrex a double enveloppe thermostaté. Un tube capillaire plonge dans le réacteur pour
assurer, par I'intermédiaire d’'une pompe, l'agitation et la saturation en oxygéne de la phase liquide.
Le réacteur est surmonté d’'un réfrigérant a 4°C pour condenser le solvant. Le volume de la phase
liquide est de 4 cfncelui de la phase gazeuse d’environ 108. dra consommation d’oxygéne est
suivie expérimentalement par la mesure de la pression surmontant le mélange réactionnel. Notons
que l'azote libéré par I'AIBN étant formé en trés faible quantité, la pression mesurée est
pratiguement égale a celle de I'oxygéne.

Le protocole expérimental utilisé au laboratoire concerne 'oxydation du linoléate de méthyle
(LH), amorcée par I'azobisisobutyronitrile (AIBN), le solvant étant le butan-1-ol et la température de
la réaction étant fixée a 60°C. L'effet de substances antioxydantes sur la réaction d’oxydation peut

étre schématisé de la maniere suivante (Figure 46) :
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(AIBN) (A®)
En absence d'antioxydant :
ABN —= 2A°+ N,
A"+ 0, —= p00°

AOO+ LH —> AOOH + L°

[ ] [ ]
L+ O, — LOO = Oxydation du substrat avdc
consommation d'oxygéne

[ ]
LOO + LH — |LOOH + L *®

En présence d'antioxydami) :

OO + LA LOOH =+ L 0 Rupture de la chaine d'oxydati¢n
100+ H —= LOOH + Q° Eu/substrat fonction du rapport
n/ki

Figure 46. Effet de substances antioxydantes sur I'oxydation du linoléate de méthyle

Dans les deux cas (avec ou sans antioxydant) les réactions d’oxydation sont amorcées par la
décomposition de I'azobisisobutyronitrile, qui va entrainer la formation d’hydroperoxydes et par
'oxydation du linoléate de méthyle, qui va assurer la propagation du processus d’oxydation avec
consommation d’oxygene. En présence d’antioxyda@H),(la réaction d’oxydation (l) se trouve en

compétition avec la réaction (II), qui, si le radiapl formé est stable, va inhiber la réaction
d’oxydation.
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b) Conditions expérimentales de la mesure du pouvoir antioxydant en utilisant la méthode

au linoléate de méthyle

Dans un réacteur thermostaté sont introduits successivement 1 mL de butan-1-ol, dans lequel
sont solubilisés 4 équivalents de composé antioxydat)td tester, 1 mL d’'une solution de linoléate
de méthyle (LH) 0,4 M dans du butan-1-ol ou 2 mL d’estorob (mélange d’esters d’acides gras
insaturés contenant majoritairement du linoléate de méthyle a environ 75 %) et 2 mL d’une solution
d’AIBN (azobisisobutyronitrile) 9,3 mM dans du butan-1-ol. La réaction est laissée sous agitation
durant 3 heures a une température de 60°C sous une pression initiale de 150 Torrs. L'évolution de la
pression dans le réacteur au cours du temps est directement proportionnelle a la quantité d’oxygene
consommeée au cours de la réaction. Les données sont enregistrées automatiquement par un systen

informatisé doté d’un logiciel OXY BAR.

[1.2.2.2. Méthode utilisant le DPPH

a) Principe

Une autre méthode de la mesure de l'activité antioxydante est I'étude de la réactivité des
composés en question avec un radical libre choisi. Un de ces radicaux est le DPPH (2,2-diphényl-1-
pycrylhydrazyle), commode a utiliser en raison de sa couleur violette (absorbance maximale vers 520
nm) et de sa disponibilité dans le commerce. La réaction de certains antioxydants avec le DPPH est
assez rapide et nécessite l'utilisation de la technique de I'’écoulement bloqué (Stopped flow) dans
laguelle le mélange des réactifs est effectué en quelques millisecondes a I'entrée d’'une cellule
d’analyse, ce qui permet I'étude des réactions de temps de demi-réaction aussi petits que 10 ms.

La réaction de phénols ou d’autres molécules donneuses d’'un atome d’hydrogene avec le
DPPH est couramment utilisée pour évaluer le pouvoir antioxydant (ou antiradicalaire) de ces
molécules en solution homogéne. On concoit, effectivement, que la mesure de la constante de vitesse
de la réaction puisse constituer une estimation de la mobilité de I'atome d’hydrog@@Hie
(Figure 47).
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Figure 47. Réaction entre les phénols et le radical DPPH

La cinétique des réactions du DPPH avec différents phénols ou extraits de bois a été
rapportée par Diouf (1999,2002) en utilisant la technique de I'écoulement bloqué, qui mélange
rapidement dans des temps inférieurs a 20 ms les réactifs dans une cellule permettant I'analyse pal
absorption UV-visible ou par fluorescence.

L’évolution de la concentration du radical DPPH au cours du temps permet de quantifier le
pouvoir antioxydant des différents produits. Ce dernier est évalué en mesurant le temps de demi vie

(t22), temps au bout duquel la moitié du radical DPPH initialement présent a disparu (Figure 48).

Temps (sec)

Figure 48. Détermination du temps de demi-réaction de la réaction du radical du DPPH avec
différents composants antioxydants
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b) Conditions expérimentales de la mesure du pouvoir antioxydant en utilisant la méthode
au DPPH

Une solution de DPPH & 2101 et une autre contenant une dilution du composé & tester sont
placées dans les seringues du systeme de mesure. Ces solutions sont poussées par deux pisto
actionnés simultanément a la main vers I'entrée de la cellule d’observation photométrique ou elles
sont rapidement mélangées. Le mélange est poussé par la suite vers la seringue d’arrét. Pendant |
remplissage de la seringue d’arrét, 'expérience est constamment répétée avec différentes dilutions.
Le mélange réactionnel reste constamment renouvelé dans la cellule d’observation et le temps zéro
de réaction correspond a I'arrét brusque du fluide « Stopped flow ». Le schéma de I'appareillage est
représenté par la Figure 49.

Cellule
d’analyse
>
Lumiére e—)
Seringue
K\ d’'arrét
<
Mélangeur
. e

| |
Lyoy L

Poussoir

Figure 4€. Principe du spectrophotométre a écoulement bloqué

La mesure de l'activité antioxydante des molécules étudiées se fait par détermination de la
concentration nécessaire pour atteindre un équilibre avec une consommation de 50 % en DPPH. Plus
la concentration nécessaire en composé phénolique pour atteindre cet équilibre est faible et plus

celui-ci est efficace.

84



[1.3. ESSAIS BIOLOGIQUES

11.3.1. MATERIEL

Nous avons mené I'ensemble des expérimentations avec une angiosperme, Fadiétre
sylvatica,connu pour sa faible résistance aux champignons. Les échantillons de bois ont été préparés
sous forme d'éprouvettes de dimensions 2,5 x 1,5 x 0,5 cm. Nous avons retenu une pourriture
blancheCoriolus versicolordu fait de la dégradation considérable qu’elle provoque en s’attaquant a
la lignine et aux polysaccharides du bois.

Avant imprégnation les éprouvettes de bois a traiter sont séchées 48 heures a I'étuve a une
température de 103°C puis maintenues a I'état anhydre jusqu’a I'imprégnation. La masse anhydre

avant traitement (g) est déterminée en (g).

11.3.2. IMPREGNATION DES EPROUVETTES

Les éprouvettes sont placées dans une cloche a vide, munie d’'un robinet a double voie. Six
éprouvettes sont placées dans un bécher et recouvertes de billes de verre les empéchant de flotter lot
de l'injection de la solution. Les différents produits non miscibles a I'eau (propiconazole, Irganox
1076, Tinuvin 770) sont solubilisés dans I'éthanol aux concentrations indiquées dans la partie
résultats et discussion. Les formulations effectuées avec les différents tensioactifs antioxydants sont
réalisées dans I'eau. Une pression de 5 mbar est maintenue a l'intérieur de la cloche pendant 15
minutes. La connexion avec la pompe est ensuite fermée et la solution de traitement est alors
introduite par aspiration jusqu’a ce que les éprouvettes soient totalement recouvertes. Aprées retour a
la pression atmosphérique, I'ensemble est laissé a repos pendant deux heures, les éprouvettes sol
ensuite égouttées puis séchées a I'étuve jusqu’a ce que leur mgsees{enconstante (environ 48

heures).

11.3.3. ESSAI BIOLOGIQUES SUR EPROUVETTES DE BOIS

11.3.3.1. Préparation du milieu

Un litre de milieu gélosé est préparé en additionnant 40 g de malt et 30 g d’agar dans un litre
d’eau distillée. Le mélange est chauffé a environ 100°C jusqu’'a homogénéisation, le pH est ajusté a
4,8 a I'aide d’'une solution d’acide chlorhydrique a 0,1 N. Puis la solution gélosée est stérilisée a

'autoclave a 120°C pendant 25 minutes.
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Apres refroidissement, sous la hotte préalablement nettoyée a I'éthanol et stérilisée aux UV, le milieu
gélosé stérilisé est coulé en petite quantité (environ 20 mL) dans des boites de Pétri de 8,5 cm de
diametre a proximité d’une flamme. Aprés refroidissement et solidification du milieu, ce dernier est
inoculé en son centre avec un disque gélosé de mycélium fongique d’une culture agée de 2 semaines
Les boites sont laissées a incuber dans une enceinte climatique Binder KBF a 22°C et a 70 %
d’humidité relative jusqu'a ce que le mycélium recouvre totalement le milieu de culture (1 a 2

semaines).

11.3.3.2. Confrontation des éprouvettes au champignon

Les éprouvettes traitées ou non sortant de I'étuve et rapidement pegérs rignpour les
éprouvettes traitées ou non respectivement) sont placées dans des conditions stériles sur le milieu
gélosé recouvert de mycélium a raison de trois éprouvettes par boite. Elles sont ensuite laissées al
contact du champignon a 22°C et 70 % d’humidité relative pendant un temps variable pouvant
atteindre seize semaines. A l'issue de la période d’incubation, les éprouvettes sont retirées des boites
de Pétri et débarrassées du mycélium adhérent. Elles sont ensuite séchées jusqu’a obtention de leL
masse anhydre @n L’efficacité du traitement est estimée par la perte de masse en utilisant la

formule suivante :

Perte de masse = (§m Moy g / Moy g X 100

ou m est la masse séche de I'éprouvette apres la période d’incubation.

11.3.4. ESSAI D’'INHIBITION DE CROISSANCE SUR MILIEU GELOSE

Le milieu de culture est préparé a partir de 20 g de malt et 40 g d’agar dissous dans un litre
d’eau distillée. Le mélange est alors chauffé a environ 70°C jusgu’'a obtention d’'une solution
homogene, puis le pH ajusté a 4,8 a I'acide d’'une solution d’acide chlorhydrique 1 M puis stérilisé.
Apres refroidissement, La solution gélosée encore tiede est réparti dans des fioles erlenmeyers de
100 mL préalablement stérilisées, dans lesquelles sont rajoutés les produits a tester solubilisés dan:

le minimum d’eau ajoutés dans des conditions stériles (filtration & I'aide d’un filtre membranaire
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millipores de 0,4%um). Les milieux de culture contenant les produits aux différentes concentrations
sont alors coulés en petite quantité (20 mL) dans des boites de pétri a proximité d’'une flamme.

Aprées gélification du milieu, les boites sont inoculées avec le champignon d’essai et I'activité
inhibitrice des produits évaluée quotidiennement en mesurant I'évolution de la croissance du rayon
de la colonie et comparaison avec des boites témoins. Le pourcentage de croissance du champignon
un moment t est calculé de la maniére suivante :

% de croissance = (d/8,5) x 100
ou d correspond a la moyenne de deux mesures de diamétres de I'auréole de croissance dt

champignon au moment t.

11.3.5. ESSAI SUR PAPIER FILTRE

Afin de vérifier si certains produits synthétisés possedent des propriétés fongicides, des tests
d’inhibition de croissance d€oriolus versicoloront été effectués. Pour cela, des disques de papier
ont été imprégnés des produits préparés a différentes concentrations, puis déposés sur un milieu
gélosé au centre duquel le champignon est inoculé. Chaque milieu contient deux disques traités et un
non traité. La cellulose utilisée est de type filtre Whatman. Les disques de cellulose mesurant 7 mm
de diameétre ont été sectionnés a l'aide d’'un emporte piéce. L’ensemble est stérilisé a I'autoclave, les
celluloses sont ainsi placées dans un bocal enrobé de film d’aluminium.
Les disques sont disposés triangulairement trois par trois dans des boites de Pétri de 8,5 cm de
diameétre contenant un milieu malt agar et le champignon inoculé au centre de la boite. Chaque boite
contient un disque de papier non imprégné, échantillon servant comme témoin de virulence et deux
disques imbibés de 18 de produit & tester prélevés a la micro pipette puis déposés sur les disques
de cellulose. L'effet de chaque produit est estimé visuellement par des observations quotidiennes de

'auréole de croissance du champignon dans les boites.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS



lll. RESULTATS ET DISCUSSIONS

[11.1. ESSAIS PRELIMINAIRES METTANT EN EVIDENCE LES EFFETS DE SYNERGIE
ENTRE BIOCIDE ET ANTIOXYDANT

Nous avons dans un premier temps évalué l'effet de deux antioxydants utilisés couramment
pour différentes applications. Pour cela, nous avons choisi d'utiliser I'lrganox 1076 appartenant a la
famille des phénols encombrés et le Tinuvin 770 appartenant a la famille des amines encombrées
(Figure 50). Ces deux produits nous ont été fournis par la Société Novartis.

O—CigHz7
HO o) HN o-cl:l—(CHz)B—ﬁ-o NH
O
Irganox 1076 Tinuvin 770

Figure 50. Structure des antioxydants testés

Préalablement a toute mesure de synergie impliquant l'utilisation de mélange de biocide et
d’antioxydant, nous avons déterminé si ces composés possedaient une activité biologique et mesuré
avec précision le seuil d’'activité de chaque composé pris séparément. Les concentrations de biocide
et d’antioxydant, utilisées dans les mélanges destinés a évaluer les effets de synergie, ont alors ét¢
choisies de telle maniere gqu’elles ne permettent pas a elles seules de protéger les échantillons de
bois. En effet, la recherche de synergie ne peut étre possible que si les produits utilisés n’inhibent pas
totalement I'action du champignon permettant ainsi de détecter d’éventuels effets lors des mélanges
de produits.

[11.1.1. DETERMINATION DES SEUILS D’ACTIVITE DE CHAQUE COMPOSE

La détermination de l'effet de chaque composé et des seuils d'efficacité ont été realisés sur
éprouvettes de bois. Pour cela, les éprouvettes de bois ont été imprégnées par une solution aqueus
de chaque composé a tester, a différentes concentrations et exposées a un agent de pourriture St
milieu gélosé. Les essais ont été réalisés avec des éprouvettes de hétreCerialte versicolor

comme champignon d’essai.



[11.1.1.1. Cas du Tinuvin770

Nous avons tout d’abord testé I'effet du Tinuvin 770 sur la protection d’éprouvettes de hétre

exposees a Coriolus versicoldres résultats sont rapportés dans la Figure 51.
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Figure 51. Pertes de masse moyennes des éprouvettes traitées par le Tinuvin 770

;]

Perte de masse
(%)

On constate des pertes de masse importantes aprés 6 semaines pour les éprouvettes témoins. A
concentration de 5.170M, les éprouvettes traitées sont pratiquement autant dégradées que les
éprouvettes témoins. Par contre I'imprégnation du bois par une solution de Tinuvin 770 a une
concentration supérieure & A0 protége légérement les éprouvettes de la dégradation par le
champignon. Cette protection est d’autant plus importante que la concentration utilisée est grande.

[11.1.1.2. Cas de I'lrganox 1076

De la méme fagon, I'effet de différentes concentrations d’lrganox 1076 ont été évaluées sur la

protection d’éprouvettes de bois. Les résultats sont rapportés dans la Figure 52.
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Figure 52. Pertes de masse moyennes des éprouvettes traitées par I'lrganox 1076

Tout comme dans le cas de Tinuvin 770, I'lrganox 1076 confere une légere résistance aux
éprouvettes. Les concentrations nécessaires sont légerement supérieures a celles nécessaires avec
Tinuvin 770 pour obtenir des effets comparables. Aux concentrations testées, I'lrganox 1076 n’est

pas capable d’empécher la dégradation du bois, mais semble toutefois capable de la ralentir.

[11.1.1.3. Cas du Propiconazole

L’effet du biocide a été évalué de facon similaire et les résultats sont rapportés dans la Figure 53.
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Figure 53. Pertes de masse moyennes des éprouvettes traitées par le Propiconazole



Le Propiconazole utilisé & des concentrations supérieures ou égales>aVbfdtége
efficacement les éprouvettes de hétre. Un léger effet est encore obserydael®.10" M alors
qu'il devient négligeable a TM.

De maniere a pouvoir mettre en évidence d’éventuelles synergies avec les antioxydants testés,
nous avons donc choisi de travailler par la suite avec une concentration en propiconazoléMe 5.10

incapable d’inhiber totalement la dégradation du bois a elle seule mais présentant un début d’activite.

[11.1.2. EFFETS DE SYNERGIE

Les éprouvettes ont été imprégnées par des solutions mixtes de propiconazole et les différents

antioxydants, dans I'éthanol. Les différentes associations testées sont :

« Propiconazole (5.16M) + Tinuvin 770 (5.1G M) :
« Propiconazole (5.1tM) + Tinuvin 770 (5.1G M) ;
« Propiconazole (5.16M) + Irganox 1076 (5.16M) :
« Propiconazole (5.16M) + Irganox 1076 (5.18M).

Les résultats sont rapportés dans la Figure 54.
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Figure 54. Pertes de masse des éprouvettes traitées par des mélanges de propiconazole et
d’antioxydants



L’addition d’lrganox 1076 au propiconazole conduit a une protection supplémentaire partielle
des éprouvettes par rapport au propiconazole seul. L'association de Tinuvin 770 {M5.40
propiconazole permet une protection totale du matériau alors que chacun des composants du mélange
utilisés séparément a ces mémes concentrations (Figures 51 et 53) ne permet pas d’empécher I
dégradation du bois par le champignon. Ces différentes expériences indiquent sans ambiguité un
effet de synergie entre le Propiconazole et I'antioxydant. Ces résultats corroborent avec ceux
rapportés par Schultz dans la littérature concernant I'association de différents biocides et de BHT
(Schultz et al, 1995,2002) ainsi que différents résultats préliminaires obtenus au laboratoire
(Mabickaet al,, 2004,2005 ; Dumarcast al., 2005 ; Bakhsous et al., 2006).

Au vu de ces résultats de synergie obtenus avec un mélange d’antioxydant et de
propiconazole et compte tenu des nouvelles directives biocides, nous nous sommes donc intéressés
la conception et & la synthese de tensioactifs fonctionnels présentant des propriétés antioxydantes
L’objectif est en effet de préparer des formulations de fongicides en phase agqueuse au méme titre que
les formulations actuelles, mais a partir de composés amphiphiles originaux présentant une
fonctionnalité supplémentaire, en l'occurrence des propriétés antioxydantes, pouvant permettre
d’obtenir des performances accrues tout en diminuant la quantité de biocide nécessaire.

Trois familles de tensioactifs ont été envisagees et synthétisées. Ils ont ensuite été caractérisés
du point de vue de leur comportement en phase aqueuse et de leur capacité a former des agrégat:
Leur activité antioxydante a ensuite été évaluée par deux méthodes (oxydation du linoléate de
méthyle et méthode au DPPH) et enfin leur activité biologique évaluée en préparant et en testant
différentes formulations aqueuses a base de propiconazole similaires aux formulations industrielles

utilisées actuellement.

[11.2. SYNTHESE ET EVALUATION DE NOUVEAUX TENSIOACTIFS NON IONIQUES
INCLUANT UN MOTIF PHENOL ENCOMBRE

[11.2.1. INTRODUCTION

Compte-tenu des résultats de synergie obtenus, nous nous sommes intéressés dans un premit
temps a la conception et a la synthése de tensioactifs non ioniques comportant un motif antioxydant
de type phénol encombré, comportant un motif 2-6-ditert-butyl-4-méthyl-phénol désigné
couramment par I'abréviation BHT (tertButyl-Hydroxy-Toluéne). Ce type de motif antioxydant, au
méme titre que le BHA (tertButyl-Hydroxy-Anisole), est abondamment utilisé dans de nombreuses

applications industrielles (Udayt al., 2003), en particulier dans le domaine de I'agro-alimentaire



(Matthess et al.1998) mais également en tant qu'agent thérapeutique (Duthie et al., 1997a, b ; Pietha
et al., 2000 ; Rice Evans et al., 2001).

Nous avons choisi d’exploiter des dérivés que nous avions a notre disposition en grande
guantité et de les modifier afin de les rendre amphiphiles. Ces dérivés correspondent aux esters gra
de I'acide-3-(3,5-dter-butyl-4-hydroxyphényl)-propionique. Le module & modifier correspond a la
partie « ester gras » puisqu’il faut bien évidemment conserver la partie phénolique, responsable des
propriétés antioxydantes. Cette derniere étant hydrophobe, il est nécessaire d’'introduire un module
hydrophile. Notre choix s’est porté sur I'incorporation d’'un module de type polyoxyéthylénique aprés

de la fonction ester (Figure 55).
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Figure 5E. Approche retrosynthétique conduisant aux tensioactifs non ioniques
incluant un motif phénol encombré

Les composés tensioactifs non ioniques constituent 'une des grandes familles de molécules
amphiphiles (Le Perchec, 1994). L'importance industrielle de ce type de surfactifs n'a cessé de
croitre dans des domaines aussi différents que l'industrie alimentaire, I'industrie pharmaceutique, les
cosmeétiques et méme la détergence. Ceci est lié le plus souvent au fait qu'ils s’averent moins
toxiques que d’autres tensioactifs dont certains tensioactifs ioniques. Des 1930, Sholler propose une
la condensation de polyéthyleneglycols sur des acides gras (Schick, 1966).

Les tensioactifs non ioniques correspondent effectivement en grande partie a des dérivés
polyoxyéthyléeniques, préparés par addition de composés hydrophobes a hydrogene mobiles sur

'oxyde d’éthylene. Ce type de réaction conduit & un mélange polydispersé de surfactifs homologues,



de masse moléculaire variable dont la distribution statistique suit la loi de Poisson. On ne peut
caractériser ce mélange que par une masse molaire moyenne et par le nombre moyen de motif

oxyéthyleniques, mais ceci n'est pas génant pour la majorité des applications industrielles.
l11.2.2. SYNTHESE

L’lrganox 1076 ou le 3-(3,5-dier-butyl-4-hydroxyphényl)-propionate d’octadécyle a été, dans
un premier temps, saponifié par 4 équivalents de soude dans un mélange eau/méthanol (1/9) (v/v)
durant 19 heures a 180°C. L’acide est isolé apres ré-acidification de la phase agueuse puis extractior
successive par du dichlorométhane et de I'acétate d’éthyle. Le composé est obtenu avec de rendemel

proche de 95 % et se présente sous forme d’un solide jaune (Figure 56).
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Figure 56. Préparation de I'acide-3-(3,54@ibutyl-4-hydroxyphényl)-propionique

Les composés amphiphiles finaux sont obtenus par estérification de cet acide par différents
motifs polyoxyéthyléniques de longueur variable afin de moduler la balance hydrophile-lipophile. Il
est possible d’obtenir majoritairement le monoester ou le diester de polyéthyléneglycol (PEG) en
ajustant les quantités.

En présence d'un large exces de PEG, le mono-ester se forme majoritairement (Tableau 3).
L’exces de PEG est aisément éliminé par différents lavages par une solution aqueuse de bicarbonat
de sodium. Les différents esters synthétisés ainsi que les rendements obtenus sont rapportés dans
Tableau 3.



Tableau 3. Formation du monoester polyoxyéthylénique

APTS, Toluéne, [>

(@] R (@]
H’€ \/5\0/ R/< \/}O O
n n

1 2
Produit n R Rendement (%) Aspect
2a 2 Me 100 Liquide
2b 2 H 96 Liquide
2C ~ 4 (PEG200) H 99 Liquide
2d ~ 8 (PEG400) H 56 Solide visqueux
2e ~12 (PEG600) H 60 Solide visqueux

Les rendements obtenus sont relativement élevés a I'exception des monoesters du PEG 400 et
PEG 600. Ceci s’explique probablement par une différence de solubilité plus marquée pour les esters
de PEG de petites tailles permettant une séparation par lavage plus efficace, alors que les PEG de
masses moléculaires plus élevées augmentent la solubilité dans I'eau du produit final et diminue
I'efficacité de séparation de I'excés de PEG par lavage.

La majorité de produits synthétisés sont pour la plupart des liquides. Cet aspect devient de
plus en plus visqueux avec l'augmentation du nombre de motifs polyéthoxyléniques associés. En
effet, les produits monoesterifiés ayant un nombre de motifs au-dessus de 8 se présentent sous Iz

forme de solides visqueux. Cela rend difficile la détermination de points de fusion (PF).



La réaction a également été étendue au solkétal (Tableau 4). L'estérification a lieu en
présence d’'un léger excés d’alcool. Ces composés sont par la suite valorisés aprés hydrolyse du motif

acétal protecteur conduisant ainsi aux composé€s &geau4).

Tableau 4. Formation du monoester polyoxyéthylénique

CH; OHH,C CHy OHH,C

HaC CHj HsC CHg

APTS, Toluéne, /] H

OH Température ambiante, 3 heures
(0]
(0]
HaC 0
3 (o] o] HO o (o]
1 HC HyC
o 2f

OH 29

Produit Rendement (%) Aspect
2f Solketal 100 Liquide
29 Glycérol 98 Liquide

Les composégq pourront par la suite permettent de greffer d’autres molécules au niveau du

motif glycérol.

Les diesters sont obtenus en réduisant la quantité de polyéthylene glycol de facon a utiliser 2
équivalents molaire d’acide-3-(3,5-tirbutyl-4-hydroxyphényl)-propionique. Le Tableau 5
rapporte les différents esters synthétisés ainsi que les rendements obtenus.



Tableau 5. Formation du diester

OH
OH OH
APTS, Toluéne, A
o
me \/7\nOH o
He 0,5eq 4 n O O
0~ SO 3
1
Produit n Rendement (%) Aspect PF (°C)
3a ~ 8 (PEG400) 100 Solide visqueux -
3b ~ 43 (PEG4000) 94 Solide 60
3c ~ 90 (PEG10000) 99 Solide 62

De méme que précédemment les composés obtenus n'‘ont pas le méme aspect suivant le
nombre de motifs polyéthoxylés associés. L’aspect visqueux du corBpase permet pas une
parfaite détermination de son point de fusion car le produit s’étale sur le banc KOFLER et présente
une bande large (56 a 60 °C). Seuls les com@is€se présente sous forme de solide blanc a point
de fusion fixe.

[11.2.3. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

[11.2.3.1. Comportement en solution aqueuse : propriétés de surface

La solubilité dans I'eau des tensioactifs non ioniques incluant un motif BHT dépend de la

structure et du nombre de motifs éthoxylés associés. Elle est inférieureniollD?, dans I'eau a



pH 7, pour les composés monoest2ase et le diesterga incluant un motif polyéthyléne glycol
(PEG) égale a 8 unités éthoxylés pour deux motifs BHT
L'étude de la tension superficielle des solutions aqueuses a été réalisée avec trois des
composeés synthétisés : les deux monoesgt(2¢€) incluant respectivement un PEG 400 et un
PEG 600, et le diesteBlf) incluant un polyéthylene glycol 4000. La Figure 57 reporte I'évolution de
la tension superficielle en fonction du logarithme de la concentration des dérivés ampHohRes (

et 3b), les concentrations agrégatives critiques et les surfaces par tétes polaires
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Figure 57. Evolution de la tension superficielle en fonction de la concentration
agregatique critigue CAC



Tableau 6 Tension superficielle et concentration agrégative critique (CAC) des dérivés amphiphiles
2d, 2eet3b

Code Produit jeac(mN/m) CAC 10°(mol/L) I"(molicn?) & (A°/molécule)

2d 34 5 3,58.10° 46, 5
2e 35 10 4,86.10 34
3b 39 2,5 3,01.10 55

Les composégd, 2e et 3b ont un comportement de tensioactifs non ioniques hydrogénés
classiques. Les valeurs geobtenues indiquent des abaissements par rapport a Ygau= 72
mN/m) jusqu’aux alentours de 35 mN/m.

L’augmentation de la longueur du motif hydrophile entraine une Iégére augmentayién de
la concentration critique (34 mN/m pour un PEG de 400 et 35 mN/m dans le cas du PEG 600). Cette
augmentation est encore plus nette avec le di8btéincluant un polyethylene glycol 4000) pour
lequel la tension superficielle est de 39 mN/m. Ce phénoméne est observé avec d’'autres composeés
amphiphiles du méme type relevés dans la littérdiMiassermanet al.,1992 ; Allouchet al.,1996
; Neogi et Munden, 2007).

On peut donc comparer le comportement des composés amphiphiles incluant un motif BHT a
celui de tensioactifs classiques de type CnHn(EO)m ou (EO) est un motif oxyéthylenique (Buzier,
1981 ; Ravey, 1988 ; El Moujahid, 1993). Le Tableau 7, regroupe quelques valeurs caractéristiques

des composés CnHn(EO)m.

Tableau 7.Tension superficielle et concentration agrégative critique (CAC) des dérivés amphiphiles
relevés dans la littérature

Tensioactif CMC.10(mol/L) Jeac(MmN/m) o (A°/molécule)
CioH21(EO) 60 30 -
CioH22(EO) 68 30 -
C1oHos(EO) 4 32 -
Ci2H25(EO)s 6,5 32 56

C1Hos(EO) 8,7 32 -




Si I'on observe les résultats obtenus par El Moujahid avec ceux obtenus par les composés
amphiphile2d, 2eet 3b, on constate:

- que les valeurs de tension superficielle sont Iégérement plus importantes que celles des
alkyl-polyéthylene glycols. Les compos@sl, 2e et 3b, sont ainsi plus hydrophobes que les
composés CnHn(EO)m ;

- que les surface par téte polaire sont sensiblement du méme ordre de grandeur (
(A/molécule): 55 8b) ; 56 (GHos (EO)).

La concentration agrégative critique augmente également avec la longueur du motif
hydrophile. En effet, en ce qui concerne les monoegtbet 2e, correspondant respectivement a un
nombre moyen de motifs oxyéthyleniques de 9 et 13 ; un facteur 2 est observé entre les valeurs de
CAC. Ce comportement semble logique dans la mesure ou la partie hydrophile est fortement
augmentée.

Pour le compos8b, la longueur du PEG 4000 compense en patrtie la présence de deux motifs
esters hydrophobes. Le comp@eest plus hydrophile que les monoest@d €t 26) mais présente
cependant des propriétés tensioactives. La concentration critique est deux fois plus faible que celle
du 2d.

Nous avons choisi les monoested (et 26) pour la suite de I'étude des propriétés

biologiques concernant la formulation de produits de préservation du bois.

[11.2.3.2. Propriétés antioxydantes

Avant de déterminer les propriétés antioxydantes de nos différents composés, nous avons tout
d’abord étudié le comportement du BHT choisi comme composé modéle représentatif de ces phénols
encombrés. Pour cela, différentes quantités de BHT ont été mises en contact de linoléate de méthyle
obtenu a partir d’Estorob (mélange d’esters méthyliques d’huiles végétales commercialisé par la
société Novance contenant majoritairement du linoléate de méthyle) en présence d’'un amorceur
radicalaire et I'inhibition de I'oxydation du linoléate de méthyle quantifiée en mesurant I'inhibition
de la consommation d’'oxygéne (Figure 58).
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Figure 58 Diminution de la pression d’oxygéne due a I'oxydation du linoléate de méthyle

Les résultats obtenus avec différentes concentrations de BHT sont rapportés dans la Figure 59.
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Figure 59. Effet de différentes concentrations de BHT sur l'inhibition de I'oxydation du linoléate de
méthyle



En absence d’antioxydant, I'oxydation du linoléate de méthyle débute des le début de la mise
en contact des réactifs et se poursuit de facon linéaire et constante par la suite. La présence de BHT
antioxydant sacrificiel, permet de retarder le début de I'oxydation inhibant ainsi temporairement la
consommation d’'oxygene. Le temps d'inhibition observé est directement lié a la concentration de
'antioxydant. D’apres l'allure des différentes courbes, nous avons choisi de travailler par la suite a
une concentration de 5.£M correspondant & des temps d’inhibition de quelques heures constituant
un bon compromis pour évaluer I'effet des différents composés tout en restant dans des temps

d’analyse relativement courts.

Les résultats obtenus avec différents esters de PEG de [I'acide-3-{85udiyl-4-

hydroxyphényl)-propionique testés a la concentration de*8/1€ont rapportés dans la Figure 60.
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Figure 60. Effet de différents esters de PEG de I'acide-3-(3,&dbutyl-4-hydroxyphényl)-
propionique testés & la concentration de BMIGsur I'inhibition de I'oxydation du linoléate de
méthyle

La premiere remarque, qui peut étre effectuée a la lecture de ces résultats, est que tous les
dérivés de l'acide-3-(3,5-der-butyl-4-hydroxyphényl)-propionique, estérifiés par des motifs
polyéthyléneglycols, conduisent a une diminution notable de la consommation d’'oxygene dans la

premiere phase de la réaction traduisant ainsi leur effet antioxydant. La concentration en motif



phénol encombré étant en théorie la méme, peu de différences ont pu étre observées entre les temg;
d’inhibition respectifs des différents produits. Méme si 'encombrement stérique provoqué par le
greffage d’'une chaine PEG sur la fonction acide peut induire des différences de réactivité au niveau
du motif hydroxyle du phénol encombré, il semble que la longueur de la chaine PEG ne joue qu’un
réle limité.

Les différences observées entre les dérives du PEG 400 qui présente I'effet antioxydant le moins
marqué et celui du PEG 600 qui présente au contraire l'effet le plus marqué sont difficilement
explicables et pourraient étre dues a des puretés plus ou moins importantes des produits synthétisé

conduisant a des concentrations en motifs antioxydant différentes.

111.2.4. PROPRIETES BIOLOGIQUES

Une série d’essai a ensuite été réalisée en utilisant les dérivés amphiphiles présentant un motif
phénol encombré pour préparer différentes formulations contenant du propiconazole. Ces
formulations ont été imprégnées dans des éprouvettes de bois de hétre, puis, les blocs ainsi traité:
exposés a l'action du champign@oriolus versicolorpendant 16 semaines sur milieu gélosé. A des
fins de comparaison, un autre lot d’éprouvettes a été traité par une formulation de référence utilisant
le Simulsol 5815 S comme tensioactif. La composition de chacune des solutions testées est donnée
ci-dessous :

- Formulation 1 : Propiconazole a 0,1 % / Dowanol DPM (0,15 %) / Dérivé du PEG 400 & 0,17 %
dans l'eau
- Formulation 2 : Propiconazole a 0,1 % / Dowanol DPM (0,15 %) / Dérivé du PEG 600 a 0,17 %
dans l'eau
- Formulation 3 : Propiconazole a 0,1 % / Dowanol DPM (0,15 %) / Simulsol 5815 S & 0,17 %
dans I'eau.

- Formulation 4 : Propiconazole a 0,1 % / BHT a 0,17 % dans I'éthanol

Deux autres séries d’imprégnation ont également été envisagées: une série impliquant
I'utilisation d’un concentré a 10 % en propiconazole fourni par Dyrup (10 % de propiconazole, 15 %
d’éther monométhylique de dipropyléneglycol (Dowanol DPM) comme co-solvant et 17 % de
tensioactif a base ricinoléate de glycérine éthoxylée (Simulsol 5815 S) et une solution de

propiconazole seul dans I'éthanol.



Les résultats sont rapportés dans la Figure 61.
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F1 = Formulation 1 : Propiconazole / Dérivé du PEG 400 — F2 = Formulation 2 : Propiconazole /
Dérivé du PEG 600 — F3 = Formulation 3 : Propiconazole / Simulsol 5815 S — F4 = Formulation 4 :
Propiconazole / BHT — P = Propiconazole.

Figure 61 Pertes de masse des éprouvettes de hétre traitées avec différentes formulations
apres 16 semaines d’expositiofariolus versicolor.

A 0,1 % de propiconazole, toutes les solutions ou formulations testées présentent une bonne
efficacité vis a vis de I'agent de pourriture testé. En effet, dans tous les cas, les pertes de masse
mesurées sont nulles ou trés faibles, alors que les éprouvettes non traitées sont fortement dégradée
(perte de masses supérieures a 30 %). Ces resultats sont en accord avec le seuil d'efficacité du
propiconazole rapporté habituellement. A 0,02 %, les solutions renfermant un antioxydant semblent
présenter une efficacité légerement supérieure par rapport aux formulations utilisant le Simulsol

5815 S. Cependant, il convient de prendre ces résultats avec précaution du fait de I'importance des



écarts type mesurés. A plus faibles concentrations, les effets des constituants des différentes
formulations sont plus difficiles a évaluer, méme si la Formulation F2 réalisée a partir d'un

tensioactif antioxydant (dérivé du PEG 600) semble présenter & nouveau les meilleures
performances. A des concentrations de 0,001 %, aucune des formulations testées ne présents

d’efficacité contre le développement du champignon.

[11.3. SYNTHESE ET EVALUATION DE NOUVEAUX TENSIOACTIFS INCLUANT UN
MOTIF ACIDE ASCORBIQUE

Une autre stratégie pour obtenir des tensioactifs antioxydants cationiques a consisté a
utiliser I'acide ascorbique comme partie antioxydante. L'activité de I'acide ascorbigque nous a permis
de l'associer a différents composés azoté apportant les propriétés tensioactives. Deux approches on

été envisagées.

La premier correspond a la réaction entre I'acide ascorbique et une amine grasse ; la
deuxieme a la réaction entre I'acide ascorbique et un dérivé composé résultant de la condensation de

I'éthyléne diamine et d’'un acide gras.
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Figure 62 Réaction avec 'acide ascorbique



111.3.1. SYNTHESE

[11.3.1.1. Réaction entre I'acide ascorbique et une amine grasse : « dérivés d’amines grasses de
type AaCn »

L’acide ascorbique est une molécule complexe présentant plusieurs sites réactionnels
électrophiles (Berg et Kiss, 1976). En nous basant sur des travaux réalisés précédemment au sein d
'équipe ou relevés dans la littérature (Turkova, 1959 ; Pedetsan 1978 ; Berthockt al., 1983 ;
Fuerstemaret al., 1991 ;Kida et al.,1994 ; Emmanouiét al.,1998; Alliot, 1999 ; Frykmaret al.,

2000 ; Parket al, 2003 ; Balland, 2003 ; Aurgt al, 2004 ; Ella-Menyeet al., 2005), nous avons
envisagé dans un premier temps de condenser une amine grasse sur la lactone de l'acide ascorbiqt
(Figure 67) (Rumpf et Marlier, 1958 ; Mori et Sakamoto, 1975 ; &hab, 1993 ; Mokhtaet al,

1994 ; Gan et Seib, 1991,1998 ; Skietal, 2004).

Celui-ci a donc été mis au contact d’'amines grasses comportant différentes longueurs de
chaine carbonée, dans un mélange méthanol/eau, a différentes températures. Apres élimination dt

solvant, et différents lavages par de I'éther diéthylique, un solide plus ou moins coloré est isolé et

caractériseé.
HO
HO
HO
@) o MeOH HO
- 0
— + HzNﬁCHg, H,O HO
HO OH — NH-(CH)n-CHg
HO OH

Figure 63. Ouverture potentielle de la lactone

Cependant aucune ouverture du cycle lactonique n’a pu étre observée, quelques soient la températur:
ou la quantité d’amine utilisée. Les produits isolés correspondent en fait aux ammoniums d’ascorbate
résultant de la réaction acide base entre I'hnydrogéne le plus acide de I'acide ascorbique et I'amine
(Figure 64).
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Figure 64. Réaction acide base

Le schéma présentant les différentes acidités de I'acide ascorbique est rapporté par la Figure 65.

PKay = 4.2 pKap = 11.6
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Figure 65. Les différentes acidités de I'acide ascorbique

L’'acide ascorbique comporte 4 motifs hydroxyles en position 2, 3, 5 et 6 présentant une acidité
différente I'nydroxyle en position 2 correspond a un pKa de 11,6 et ceux en position 5 et 6 ont une
acidité comparable a celle d’alcools primaires et secondaires classiques (Emetaagi®98 ; Lo
Nostroet al, 2000a,b ; Ella-Menyet al.,2005). Le motif OH en position 3 est le plus acide (pKa =
4,2), en raison de la forte stabilisation de la base conjuguée.

Ce résultat est en accord avec d'autres travaux relevés dans la littérature @eaipw979 ;
Hideyuki et al., 1998 ; Szymula et Narkiewicz-Michalek, 2003 ; Jiaal, 2004 ; Dikusaet al.,

2004).

L'intégrité du motif vitamine C, connue comme molécule relativement sensible, a été vérifié
en utilisant différentes méthodes spectroscopiques. L'analyse RMN du proton indique des signaux
assez proches de ceux observés pour I'acide ascorbique seul, correspondant aux différents atome
d’hydrogéne du cycle lactonique et de la chaine latérale. Aucune oxydation notoire du cycle n’a donc
eu lieu durant la réaction. L'analyse RMN du carbone 13 conduit aux mémes conclusions en
indiquant des signaux en accord avec la structure du sel d’ascorbate. L’intégrité du motif de la
vitamine C a également éte vérifié par spectroscopie UV visible (Depaky1984 ; Salghi, 2006).

Les sels d’ammonium présentent un spectre UV-visible pratiguement similaire a celui de I'acide

ascorbiqueXmax = 256 nm & une concentration d& Mdans I'eau) comme le montre la Figure66.
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Figure 66. Spectres d’absorption UV visibles4des délrivés amphiphiles de I'acide ascorbiques (AaCn)
al0"mol.L-.

Les dérivés amphiphiles de I'acide ascorbique (AaCn) absorbent la lumiéere ultraviolette et
visible a la méme longueur d'onde que l'acide ascorbique) @a= 256nm. La chaine
aminocarbonée n’influence pas sur l'absorption du composé Aaflwellement formé. Les

différents produits synthétisés sont rassemblés dans le Tableau 8.

Tableau 8 Différents ascorbates d’ammonium synthétisés

Produit Code du produit Amine Aspect du produit Rendement (%) PF
(°C)
4a AaC, Butylamine Solide visqueux brun 100 -
4b AaCg Octylamine Solide jaune 100 65
4c AaCyo Decylamine Solide jaune 100 67,5
4d AaCi, Dodecylamine Solide jaune 99 68
4de AaCig Hexadecylamine Solide blanc 99 69

Af AaCig Octadecylamine Solide blanc 98 70




Ces molécules se classent ainsi dans la catégorie des sels tensioactifs cationiques. Elles se
présentent sous forme de solides plus ou moins colorés selon la longueur de leur chaine carbonée ¢

sont obtenues avec des rendements pratiguement quantitatifs (Tableau 8).

[11.3.1.2. Réaction entre I'acide ascorbique et un composé dérivé de I'éthylene diamine et d'un
acide gras : « dérivés bimodulaires d’acides gras de type AaEdCn »

La deuxieme série de molécules synthétisées de cette famille concerne les produits de type

ascorbate de 2-alcanoylamidoéthyl-ammonium (AaEdCn).
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Figure 67. Ascorbate de 2-alcanoylamido-éthylammonium (AaEdCn)

Ce type de structure présente l'avantage de ne pas avoir recours a l'utilisation d’amines grasses
relativement onéreuses en utilisant un pont éthyléne diamine permettant de fixer directement les
acides gras (Kisst al, 1980 ; Yang et Seib, 1992 ; Schweikert et Sambale, 1993 ; Yataala

1994 ; Perrewet al, 2002 ; Cuvelieret al, 2004). De plus, les propriétés chélatantes du motif
éthylenediamine pourraient permettre de réduire l'effet pro-oxydant des cations métalliques par
complexation.

L’objectif est de tester la méthode avec I'éthylene diamine pour I'étendre par la suite a des
composés diaminés de ce type, issus de ressources renouvelables, tels que la lysine par exempl
(King et al, 1980 ; Fahrni et Siegfried, 1983 ; kbtial, 1984 ; Mizushimat al, 1984 ; Mehlhorret
al., 1990 ; Cuvelieet al, 2004).

Dans un premier temps, notre but a été de préparer les produits sans chercher a mettre aL
point une synthése « verte ». Nous avons donc opté pour l'utilisation de composés protégés au
niveau d’'une des fonctions amines de I'éthylene diamine pour greffer une seule chaine grasse
(Baylocget al, 1983 ; Cabellet al, 1984 ; Dalpiazt al, 2005).



Le schéma réactionnel est décrit ci-apres (Tableau 9). L’éthyléene diamine est tout d’abord
mono protégée sélectivement en présence de chlorure de trityle (Malgesini, 2003) puis amidifiée par
couplage de type peptidique par différents acides gras. Le Tableau 9 reporte les rendements globau»
des produits résultants de la réaction de couplage au BOP.

Tableau 9 Couplage de I'acide gras avec I'éthylene diamine mono protégée

(CgHg)sCCl 2
HoNCH,CHoNH, — = (CgHg)3sCNHCH,CH,NH,
CHCl5
5-10C CH3(CHs,),,.,COOH

BOP, Et3N, CH,Cl,

(CgHs)3CNHCH,CH,NHCO(CH,),,.2CH3

6
Produit Acide gras Rendement global (%) Aspect du produit PF (°C)
6a Acide caprylique 97 Solide brun 26,5
6b Acide caprique 97,5 Solide brun clair 41
6¢C Acide laurique 98 Solide blanc 43

Les produits synthétisés sont obtenus avec des rendements excellents. Leur aspect au niveal
coloration évolue en fonction du nombre de motif,@&H plus dans la chaine latérale. Plus I'acide
est long, plus le produit a tendance a se présenter sous forme de solide jaune de plus en plus clai
voir méme vers un aspect blanc.
Le déblocage par HCI dans un mélange tétrahydrofurane/dichlorométhane permet de libérer
'ammonium. Le Tableau 10 rapporte les résultats de la réaction de déprotection du motif trityle.



Tableau 1Q Produits résultants de la déprotection du motif trityle

HCI °© @
(CgHs5)3CNHCH,CHoNHCO(CH,),.,CHy —— > Cl H3NCH,CH,NHCO(CH,),,.oCH3
CH,CI,/THF
6 7
Produit Acide gras Rendements (%) Aspect du produit  PF (°C)
7a Acide caprylique 98 Solide blanc 16,5
7b Acide caprique 98,5 Solide blanc 31
7c Acide laurique 99 Solide blanc 33

Les rendements obtenus dans cette étape sont aussi excellents que ceux obtenus
précédemment. Les produits obtenus se présentent sous la forme de solides blancs. Les&@mposés
7b, et 7c sont repris dans une solution d’acétate d’éthyle puis basifiés par addition d’'une solution
agueuse de NE&Os;. Aprés extraction, séchage par du sulfate de magnésium et évaporation du
solvant sous pression réduite, le résidu qui correspond a l'amine est repris par un mélange
eau/méthanol (1/9) avant de le faire réagir avec I'acide ascorbique. Le sel est isolé aprés 1 heure
d’agitation a température ambiante. Le Tableau 11 rapporte les résultats de la réaction acido-basique

entre le composé amine bimodulaire et 'acide ascorbique.

Tableau 11 Produits résultant de la synthese des dérivés amphiphiles d’acides gras

OH
OH O © OH
00 MeOH / H,0 —
H2NCH2CH2NHCO(CH2)n_2CH3 + OH — HO o
— (€]
@
HO OH H3NCH,;CH,NHCO(CHy).2CH3
1 Aa AaEdCn

Produit Code Produit Acide gras Rendements globaux (%) Aspect du produit PF (°C)

8a AaEdG Acide caprylique 99 Solide blanc 82,5

8b AaEdGy Acide caprique 99,5 Solide blanc 86,5

8c AaEdG; Acide laurique 77,5 Solide blanc 95




Les produits synthétisés se présentent sous forme de solides blancs etoehéiée

obtenus avec de tres bons rendements (Tableau 11).

[11.3.2. PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

[11.3.2.1. Comportement dans I'eau : propriétés de surface

a) « Dérivés amphiphiles d’'amines grasses »

Avant de déterminer les propriétés tensioactives, nous avons évalué la solubilit¢ dans I'eau de
différents composés. On constate tout d’abord que ces sels d’ammonium sont moins solubles dans
'eau que l'acide ascorbique (solubilité de 1,8 M). Ceci s’explique probablement par I'apport d'une

chaine hydrophobe non compensé par la présence de 'ammonium (Neogi et Munden, 2007).

Comme précédemment, les propriétés tensioactives ont été évaluées par mesure de la

tension superficielle des solutions aqueuses des différents sels par la méthode de Wilhelmy.

Les courbes obtenues sont reportées dans la Figuret & principales caractéristiques sont
reportées dans le Tableau 12. La rupture de pente montre que ces composés sont tensioactifs et le

composés permettent d’obtenir un abaissement de la tension superficielle jusqu’a 25 mN/m.
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Figure 68. Courbes de tension superficielles des ascorbates d’ammonium

Tableau 12 Caractéristiques physicochimiques des ascorbates d’ammonium

Produit  Code Amine Solubilité dans  yac ~ CAC.10 o (A%molécule)
Produit leau a 25°C  (mN/m) (mol.L*)
(M)
4b AaCg Octylamine 1,0.10 28 17,7 70
4d AaCy; Dodecylamine 2,3.10 29 4,3 74
4e AaCy  Hexadecylamine  3,5.10° 25 1,1 78
4f AaCie  Octadecylamine 6,7.10 30 0,5 72

La concentration critique diminue avec la longueur de la chaine carbonée. Elle varie de 10

a 10° mol.L'’* environ suivant le nombre de motifs €Horsque la chaine augmente d'un motif

CH,, la CAC diminue d’environ un facteur 4, ce qui est conforme a ce qu’on observe dans le cas
d’autres tensioactifs cationiques hydrogénés (Berthod, 1983 ; Smith, 1988 ; Hersialdel995 ;
Barralt et Pouilloux, 1997).

Comparativement, les concentrations critiques des ascorbates d’ammonium sont plus faibles que

celles de chlorhydrates de didecyldiméthylammonium (aux alentours dd)1®ais sensiblement



similaires a celles des alcanoates d’ascorbyle rapportées dans la littérature (Andrews et Crawford,
1982 ; Andrews, 1984 ; Barralt et Pouilloux, 1997 ; Padtral.,2002).

On retrouve également des CAC du méme ordre de grandeur que celles observées précédemmer
avec les dérivés du pipéridinol.

L’évolution du logarithme de la CAC en fonction de la longueur de la chaine carbonée est

représentée sur la Figure 69.
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Figure 69. Evolution de la CAC en fonction de la longueur de la chaine carbonée

Les résultats montrent une relation linéaire qui se traduit par une équation du type log(CAC)
= A - Bn ou A et B sont des constantes et n correspond au nombre,d8,Gidrrespondant a la
pente de la droite est égal a - 0,14 et est a peu pres équivalent a la valeur de B obtenue dans le cas ¢
chlorure de didecyldiméthylammonium (B = - 0,22). La valeur de A, de - 1,67 comparativement a
0,75 dans le cas du chlorure de didecyldiméthylammonium, indique que nos composés sont plus
hydrophobes (Yamadat al.,1973 ; Avellaket al.,2000).



b) Dérivés bimodulaires d’acides gras de type AaEdCn

L’évolution de la tension superficielle en fonction de la concentration est rapportée dans la

Figure 70.
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Figure 70. Evolution de la tension superficielle en fonction de la concentration
des composés de type AaEdCn

Tableau 13 Tension superficielle et concentration agrégative critique (CAC) des dérivés

amphiphiles de type AaEGC

Produit Code Produit ycac(mN/m)  CAC.10 I (mol/cnd) o (R%molécule)
(mol/L)
8a AaEdG 30,28 26,5 7,85.10 21,15
8b AaEdGy 31,27 5,2 8,34.10 19,91
8c AaEdG, 26,78 4,8 7,27.19 22,82

L’allure des courbes indiquent que les composés ont des propriétés tensioactives. L'addition
d’'un module de jonction de type éthyléne diamine augmente I'hydrophilie des composés puisque les
CAC sont plus élevées gue celles obtenues avec les ascorbates d’ammoniums. Cette hydrophilie es
certainement lié a la présence d’'un motif amido supplémentaire qui compense a priori I'ajout de 2

motifs CH, (Bilia et al, 2002 ; Balakrishnaat al, 2004).



La Figure 71 reporte I'évolution de la CAC en fonction de la longueur de la chaine carbonée des

composés AaEdCn.
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Figure 71 Evolution de la CAC en fonction de la longueur de la chaine carbonée

L’évolution de la CAC en fonction de la longueur de la chaine carbonée respecte une
relation linéaire dont I'équation est de type log(CAC) = - 0,20 — 0,18n ou n désigne le nombre de
CH,. La valeur de la pente des composés AaEdCn, de - 0,20, est semblable a celle obtenue dans I
littérature avec le chlorure de didecyldiméthylammonium (- 0,22). Les valeurs des pentes de -0,18
pour le cas des AaEdCn et de 0,75 pour le chlorure de didecyldiméthylammonium révélent la encore
gue les produits AaEdCn sont plus hydrophobes (Yaratdg, 1973).

Les surfaces par téte polaire sont en accord avec celles retrouvées dans la littérature pour le

cas des composés cationiques (Le Perchec, 1994).

[11.3.2.2. Propriétés antioxydantes

a) Ascorbate de n-alkyl ammonium (AaCn)

De la méme facon que précédemment avec les dérivés amphiphiles incluant un motif BHT,
nous avons évalué les propriétés antioxydantes des ascorbates d’ammonium par la méthode at

linoléate de méthyle ainsi que par la méthode au DPPH.



e Méthode au linoléate de méthyle

Les courbes de la consommation d’oxygéne montrant lI'effet des différents ascorbates
d’ammonium sur I'oxydation du linoléate de méthyle induite par de I'’AIBN sont reportées dans la

Figure 72.
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Figure 72.Courbes d’oxydation du linoléate de méthyle en présence des ascorbates
d’ammonium
On constate que tous les composeés testés retardent I'oxydation du linoléate de méthyle.
Chacun de produits AaCn présente donc un effet inhibiteur sur I'oxydation. Les composés
synthétisés se comportent comme des antioxydants. Le Tableau 14 rapporte les différentd temps (

d’inhibition calculés a partir des allures des courbes de la Figure 72.



Tableau 14 Propriétés antioxydantes des ascorbates d’ammonium

Produit Antioxydant z° (min)
Acide ascorbique Aa 52
4b AaCg 50
4d AaCy; 58
4e AaCus 44
af AaCis 62

® mesures réalisées avec I'estorob comme solution de référence.

Les temps d’inhibition 1) sont différents selon le produit testé mais restent relativement
proches et sont compris entre 44 et 62 minutes. Il est donc difficile de tirer des conclusions quant a
linfluence de la chaine alkyle puisque certains de ces sels ont une activité antioxydante plus
prononceée que l'acide ascorbique, alors que d’autres ont une activité légérement plus faible.

Cette différente de comportement peut s’expliquer par des puretés légérement différentes des
produits testés conduisant & des quantités de motifs antioxydant légerement variables en fonction de

la longueur de la chaine alkyle.

e Méthode au DPPH

Les propriétés antioxydantes des sels d’ascorbate ont également été évaluées en utilisant la méthod
de DPPH.

Pour chacune des molécules amphiphiles, différentes concentrations ont été préparées et
des mesures de cinétiques de réaction a une longueur d’onde donnée ont été effectuées tout el
gardant la méme concentration en DPPH de 2.0 ’'absorbance due au radical du DPPH est alors
mesuré puis tracée en fonction de la concentration en composé antioxydant nécessaire pour obteni

une disparition de 50 % du DPPH a I'équilibre. A titre d’exemple, la Figure 73, rapporte I'évolution



de I'absorbance du DPPH (2:1®) au cours du temps en présence de différentes concentrations
d’AaC,, comprises entre 1,2. 2@t 9,5.1F M.
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Figure 72. Evolution de la quantité d®@PPH (2.10*M) en présence d e différentes
concentrations d’Aag;

A partir de ces courbes, il est possible de tracer I'évolution de la disparition du DPPH en fonction de
la concentration en composé antioxydant ayant réagi (Figure 74).
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Figure 74. Détermination de 1§ de 'AaGC;,



Il est ainsi possible de déterminer lasdCorrespondant a la concentration en composé antioxydant
AaC;, nécessaire pour obtenir une disparition de 50 % du DPPH a I'équilibre. 4geteBdifférents

ascorbate d’'ammonium de type AaCn sont regroupés dans le Tableau 15.

Tableau 15.Concentration des ascorbates d’ammonium nécessaire a I'inhibition de 50 % de DPPH

(2.10*M)
Produit Antioxydant 1 (umol/l)
Acide ascorbique Aa 20,3
4b AaCg 53,4
4d AaCy» 63,6
4e AaCg 44,8
Af AaCis 40,7

L’IC 50 de l'acide ascorbique mesurée dans notre étude est pratiquement identique a celle relevée
dans la littérature (1§ = 20,8) (Mazoeet al.,2006).
Comme le montrent les résultats relevés dans le Tabledadi8le ascorbique présente un pouvoir
antioxydant plus important que ces dérivés. Aucune corrélation évidente ne peut établie entre ces
propriétés antioxydantes et la longueur de la chaine carbonée. Cependant ces sels présentent un
activité antioxydante méme si elle est un peu plus faible dans le cas de 'ammonium de dodécyle
(AaCy)).
D’apreés la littérature, 'oxydation de I'acide ascorbique conduit a I'acide dehydroascorbique comme
produit final d’'oxydation. La formation du radical anion est favorisée en raison de sa forte stabilité
liée a sa pseudoaromaticité (Buneelal, 1965 ; Abeet al, 1987) et c'est cette forte stabilité qui
permet de déplacer I'équilibre vers sa formation (Mjual.,1991).

Si I'on considere le mécanisme d’oxydation de I'acide décrit dans la littératuregNjus
1991), il n'est pas surprenant que les sels correspondants puissent piéger les radicaux initiés pat

'AIBN ou le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle. En effet, un mécanisme d’oxydation similaire a



celui décrit pour I'Aa peut-étre proposé dans le cas des composés AaCn. Le schéma réactionnel de

cette oxydation est présenté par la Figure 75.
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Figure 75. Mécanisme d’oxydation des composés AaCn

Le fait que ces sels ont une activité antioxydante moins prononcée que celle de l'acide
ascorbique peut s’expliquer par une moins bonne accessibilité liee a un encombrement plus
important en raison de la présence de 'ammonium et donc un transfert électronique via le radical
issu du DPPH plus ou moins géné (Buttner, 1988 ; Avetlat, 2000).

Une autre explication a ces résultats peut également étre avancée. En effet I'acide ascorbique céde
deux atomes d’hydrogéne au DPPH, or 'atome d’hydrogene en position 3 n’est plus présent dans les
ascorbates d’ammonium, ce qui peut expliquer le fait d’'observer pour ces composég aneii@n

deux fois plus importante (Climeat al, 1994 ; Chengxiet al, 1999).

Cet effet n’a pas été observé dans le cas de la méthode au linoléate de méthyle mais il a été montre
ultérieurement que les corrélations entre les 2 méthodes étaient relativement faiblegt(@lquf

2002).

b) Dérivés bimodulaires d’acides gras (AaEdCn)

* Méthode au linoléate de méthyle

Des essais en présence d’estorob on été réalisés avec les composés ascorbates de n-alk
ammonium (AaEdCn) et les résultats sont répertoriés dans le Tableau 16.
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Figure 76. Evolution de I'oxydation du linoléate de méthyle en présence des composés AaEdCn a
10*M

Les temps d’inhibition de I'oxydation du linoléate de méthyle en présence des composés

ascorbates de n-alkylammonium (AaEdCn) sont répertoriés dans le Tableau 16.

Tableau 16. Pourcentage et temps d’inhibition de I'oxydation du linoléate de méthyle

en présence des dérivés amphiphiles de I'acide ascorbiqifevé 10

Produit Antioxydant ¢ (min)
Acide ascorbique Aa 12
8a AaEdG 6
8b AaEdG, 7
8c AaEdG, 9

# mesures réalisées avec le linoléate de méthyle pur comme substrat organique de référence.



L’acide ascorbique présente un pouvoir antioxydant plus important que ces composés deérivés.
Ces résultats se rapprochent de ceux obtenus avec les composés AaCn. Aucune corrélation évident
ne peu étre tirée de ces valeurs. Cependant, les modifications des composés nouvellement formé:s

(AaEdCn) n’influent pas de trop sur le pouvoir antioxydant de I'acide ascorbique du départ.

111.3.3. ESSAIS BIOLOGIQUES IMPLIQUANT LES ASCORBATES DE N-
ALKYLAMMONIUM (AACN) : TEST D’INHIBITION DE CROISSANCE

Plusieurs types d’essais ont été réalisés sur les produitssixathétisés :

- des essais d'inhibition de croissance sur milieu malt/agar a partir de disques de cellulose

imprégneés par les différents produits,

- des essais d’inhibition de croissance en ajoutant directement les différents produits a tester
dans le milieu malt/agar,
- des essais sur éprouvettes de bois préalablement imprégnées avec différentes formulations

effectuées a partir des produits a tester.

Ces différents types d’essais permettent de rendre compte des propriétés fongicides ou
fongistatiques des produits dans le cas des tests d'inhibition de croissance sur milieux gélosés, mais
aussi de mettre en évidence les effets éventuels sur les mécanismes fongiques impliqués dans I

dégradation du bois ainsi que les synergies potentielles avec d’autres produits.

[11.3.3.1. Test d’inhibition de croissance sur disques de cellulose

La premiére série d'essais a été réalisée sur des disques de cellulose imprégnés avec les
différents produits. Le principe consiste a imprégner des disques de cellulose avec les produits a
évaluer et a observer la croissance du mycélium aprés avoir déposé les disques de papier sur ut
milieu de culture malt/agar en présence du champignon. Les disques imprégnés avec un produit
inactif sur le champignon sont alors totalement recouverts, alors que ceux imprégnés avec un produit
présentant une activité sur le développement du champignon ne sont pas colonisés par le mycélium.

Les essais ont été réalisés avec un champignon de pourriture bi@ocioéys versicolor,

frequemment rencontrée dans la dégradation du bois. Le choix de [l'utilisation d’une pourriture



blanche est lié au fait que ce type de champignon est connu pour dégrader le bois en faisant appel ¢
différentes enzymes extracellulaires telles que les laccases et des peroxydases (Lignine Peroxyadas
et Manganése peroxydase), impliquant des réactions d’oxydation de la lignine. Ces réactions mettent
en jeu différentes especes radicalaires susceptibles d’étre inhibées en présence d’antioxydants.

Les résultats des tests d’inhibition de croissance sur disque de cellulose sont rapportés dans le
Tableaul?.

Tableau 17 Evaluation de la croissance du mycélium sur les disques de cellulose traités avec 15 pL

des différents produits testés a différentes concentrations

Produit Code Produit i} Concsentration EM) 5
10 10 10 10
Acide ascorbique Aa + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
4b AaCg + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
4d AaCi» + 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ 4+
4e AaCie + o+ o+ o+ o+ o+ o+ #
4f AaCg + + + o+ o+ o+ + 4+
Propiconazole Propi - - - - + + o+ +

(+) indique que les champignons poussent normalement sur le papier
(-) indique que la croissance est inhibée

Les résultats obtenus indiquent qu’aucun des différents ascorbates d’ammonium testés ne
possede de propriétés inhibitrices aux concentrations envisagées. Seul le propiconazole est capabl
d’inhiber le développement du mycélium pour des concentrations supérieures ou égaled.a 10
Suite a cette premiére série de mesure, nous avons envisagé une seconde série d’essais en dilua

directement le produit dans le milieu de culture.

[11.3.3.2. Test d’inhibition de croissance sur milieu malt/agar

Cette deuxiéme série de mesure a consisté a introduire directement le produit a tester dans le
milieu gélosé encore tiede. Le champignon provenant d’'une culture fraichement repiquée est alors
inoculé au centre de la boite de Pétri et la croissance du champignon évaluée quotidiennement. Les
essais ont été réalisés sur le compose Aa€lenu pour les essais de formulation ultérieurs. La

Figure 77 rapporte les résultats obtenus apres différents essais de dilution.
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Figure 77. Effet du composé Aagsur la croissance deoriolus versicolor

Contrairement aux essais realisés sur disques de papier, le produjt pké€ente une activité
inhibitrice sur la croissance du mycélium. La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est comprise
entre 10 et 5.10° M. La conclusion tirée de ces essais quant a I'activité fongicide du composé
AaCy; est tres différente de celle tirée de la premiére série d’essais. L'explication la plus probable est
gue les gammes de concentrations utilisées lors des essais sur papier soient justes en dessous d

concentrations requises pour observer une activité.

Le propiconazole testé dans des conditions similaires conduit aux résultats rapportés dans la
Figure 78.
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Figure 78. Effet du propiconazole sur la croissance&Cdeiolus versicolor

Comparativement a la concentration minimale inhibitrice (CMI) déterminée avec les essais réalisés
sur papier filtre, la CMI déterminée suite aux tests effectués en incorporant le biocide dans le milieu
de culture est beaucoup plus faible. On observe pratiquement un facteur 1000 entre les valeurs
déterminées avec les deux essais, qui peut probablement expliquer la différence d’activité mesurée
pour le composé AaG

Etant donné la CMI du propiconazole comprise entre 24105.10' M, on peut conclure que
'ascorbate de dodécylammonium possede en plus de ses propriétés surfactantes, des propriété
fongicides intéressantes. De facon a mieux cerner 'origine de ces propriétés, nous avons entrepris de
réaliser une étude structure/activité en faisant varier différents parameétres dans la structure du
composeé AaG.

a) Effet de la structure des sels d’ascorbates sur les propriétés biologiques

L’effet de différents sels ainsi que des différents produits intervenant dans la composition de
ces derniers a été envisagé pour mettre en évidence le role de la structure sur les propriétés
biologiques du composé. Nous avons ainsi évalué l'effet des produits décrits ci dessous sur la
croissance d€oriolus versicolor

- l'acide ascorbique

- l'ascorbate de butylammonium



- la butylamine

- l'acétate de dodecylammonium

- l'acide acétique

- la dodécylamine

- le chlorure de dodecylammonium
- I'acide D-glucuronique

- le D-glucuronate de dodecylammonium

Enfin de fagcon a mieux cerner les potentialités du composé étudié, nous avons compare son activité
avec celle du chlorure de didécyldimethylammonium (DDAC) utilisé comme fongicides dans le

domaine de la préservation du bois.

b) Effet de chaque constituants du sel d’Agpris séparément

L’effet de I'acide ascorbique sur la croissanceCdeiolus versicolorest rapporté dans le
Figure 79.
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Figure 79. Effet de I'acide ascorbique sur la croissanc€deolus versicolor



L’acide ascorbique présente un pouvoir inhibiteur lorsqu’il est utilisé a fortes concentrations
comprises entre 5.F0et 10°M. En dessous de ces concentrations, I'acide ascorbique a peu d'effets

sur I'inhibition de la croissance du champignon.

La dodécylamine a également été testée séparément soit sous forme d’amine libre ou de
chlorhydrate d’ammonium (Figure 80).
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Figure 80. Effet de la dodécylamine et de son chlorhydrate sur la croissatid&is
versicolor



~

L’action de la dodécylamine est pratiquement similaire a celle de son chlorhydrate. Cela
s’explique facilement a partir du pH du milieu de culture utilisé pour les essais. En effet, aprés avoir
solubilisé le malt et I'agar le pH du milieu est ajusté a 5 expliquant le comportement assez similaire
des deux produits testés. La CMI se situe entre™2d010° M conférant au chlorure de

dodecylammonium une légere activité antifongique.

c) Effet du contre ion associé a 'ammonium de dodécylamine

Afin de tester I'importance de la partie ascorbate, nous avons évalué les propriétés de
'acétate de dodécylammonium présentant un contre ion faiblement polaire et du D-glucuronate de
dodecylammonium présentant un contre ion osidique trés hydrophile de la méme nature que celui

obtenu avec I'acide ascorbique. Les résultats sont présentés dans les Figures 81 et 82.
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Figure 81 Effet de l'acétate de dodécylammonium sur la croissance
deCoriolus versicolor

L’acétate de dodécylammonium posséde un effet inhibiteur sur la croissai@erioiels
versicoloraux fortes concentrations (181). En dessous de ces concentrations, les effets sont peu
marqués. Dans tous les cas, l'activité de I'acétate de dodécylammonium est moins importante que
celle de I'ascorbate correspondant.
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Figure 82 Effet du D-glucuronate de dodécylammonium sur la croissance
deCoriolus versicolor

Les résultats obtenus avec le D-glucuronate de dodécylammonium sont similaires a ceux
obtenus avec 'acétate. L'effet antifongique observé est & nouveau moins important que celui observé
pour I'ascorbate.

Parallélement a ces essais, l'effet de I'acide acétique et de I'acide glucuronique a été évalué jusqu’a

des concentrations de M. Aucun de ces produits ne présente un effet inhibiteur sur la croissance
deCoriolus versicolor

d) Effet de la longueur de la chaine alkyle

Tous les sels de dodécylammonium testés présentent un effet inhibiteur sur la croissance du
champignon. Ces résultats nous poussent a penser que les propriétés tensioactives des produits test
jouent un réle important sur l'activité biologique des produits. En effet, les tensioactifs comme les
ammonium quaternaires sont connus pour interagir avec les parois cellulaires (Donnell et Russel,
1999 ; Carmonat al, 2006). D’'une facon similaire, les produits testés seraient capables d’interagir
plus ou moins efficacement avec les parois cellulaires fongiques conduisant a la rupture de ces
derniéres provoquant la mort du champignon.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons envisagé d'étudier lactivité de I'ascorbate de

butylammonium ne présentant pas de propriétés tensioactives. Les résultats obtenus sont rapporté:
dans la Figure 83.
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Figure 83. Effet de I'ascorbate de butylammonium sur la croissance
deCoriolus versicolor

Aucune des concentrations testées n’est capable d’inhiber la croissance du mycélium. Ces
résultats montrent sans ambiguité, que les propriétés tensioactives des produits testés précédemmel
jouent un réle primordial dans I'activité biologique des produits. L'ascorbate de butylammonium,
dépourvu de propriétés tensioactives, ne présente pour sa part aucune activité.

Pour fixer plus précisément l'activité¢ de nos produits, nous avons évalué dans les mémes
conditions les propriétés du chlorure de didecyldiméthylammonium (DDAC) utilisé industriellement

pour la préservation du bois.

De facon similaire, le chlorhydrate de butylammonium ne possede aucun effet sur la
croissance du mycélium & des concentrations inférieures>a16onfirmant I'importance des

propriétés tensioactives par rapport au chlorhydrate de dodecylammonium.



e) Comparaison avec le DDAC

80 -

70 -

60 -
g ——Blanc
3 50 1 —A—0,01 M
© 401 —e—0,001 M
@ 0,0001 M
@ 30
= —%—0,00001 M
< 50 —+—0,000001 M

10 |

0
1 2 3 4 5 6 7 8
Jours

Figure 84.Effet du chlorure de didecyldiméthylammonium sur la croissance
deCoriolus versicolor

La CMI du chlorure de didecyldiméthylammonium se situe aux alentours™td, 1 qui la
place entre celle de I'ascorbate et des autres produits testés. Afin de faciliter les comparaisons, la
Figure 85 rassemble les résultats obtenus aprés dix jours pour les principaux produits étudiés.
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Figure 85. Effet des différents produits sur la croissance du mycélium



Il est clair gu'a partir de ces résultats, les propriétés tensioactives des sels d'ascorbate
d’amines grasses leur permettent d’'inhiber la croissance du mycélium. L'inhibition de croissance
mesurée pour le composé Aa@st importante, alors que les composés présentant une chaine alkyle
en G, comme l'ascorbate Aau le chlorure de butylammonium ne présentent aucune activité. Le
remplacement du motif ascorbate par un autre contre ion tel qu'un chlorure ou un acétate nécessite
l'utilisation de concentrations plus importantes pour atteindre la CMI. Le rble de la partie
antioxydante reste toutefois mal compris et nécessiterait des investigations complémentaires. |
semble que les propriétés amphiphiles soient primordiales et expliquent l'activité biologique
observée pour le composé Aae plus, les tensioactifs cationiques sont rapportés pour permettre
le transport de drogues, de géenes ou d’antigénes au travers des membranes biologiques et peuver
dans certains cas présenter des effets de synergie avec les produits transportés (Avigliano et Finazzi
Agro, 1997 ; Carmonat al., 2006). L’activité importante du composé AaComparativement au
DDAC lui confere des propriétés attrayantes et des potentialités intéressantes pour la préservation du
bois. Le composé Aagapparait donc comme un produit intéressant pour la formulation de produits

de préservation.

111.3.3.3. APPLICATION DE L’ASCORBATE DE DODECYLAMMONIUM A LA
FORMULATION DE PRODUITS DE PRESERVATION DU BOIS

De fagon a nous placer dans des conditions proches de la réalité industrielle, nous avons
utilisé des quantités de produit similaires a celles utilisées dans la pratique. Pour cela, nous nous
sommes basé sur une formulation de référence dont la composition nous a été généreusement fourni
par la société Dyrup (Albi, France). Cette formulation se présente sous la forme d’'un concentré
hydrodispersable contenant 10 % de propiconazole, 17 % d’éther monométhylique de
dipropyleneglycol (Dowanol DPM) comme co-solvant et 10 % de tensioactif a base ricinoléate de
glycérine éthoxylée (Simulsol 5815 S). En nous basant sur cette composition, nous avons préparé
dans un premier temps deux formulations utilisant soit I'ascorbate de dodécylammoniuy) (AaC
préparé précédemment, soit Empilan NP 12 appartenant a la famille des nonylphénolpolyéthoxylés.
Pour des raisons de solubilité du composéAdEs solutions meres ont été préparées en associant 1
% de propiconazole, 1,5 % de Dowanol DPM et 1,7 % de tensioactif. La composition de chacune de
ces solutions est donnée ci-dessous :

- Formulation 5 : Propiconazole (1 %)/Dowanol DPM (1,5 %)/Empilan NP 12 (1,7 %) dans I'eau,
- Formulation 6 : Propiconazole (1 %)/Dowanol DPM (1,5 %)/84C,7 %) dans I'eau.



Ces solutions, diluées aux 1/10, 1/50, 1/100 et 1/1000, ont été imprégnées dans les
éprouvettes de hétre et ces dernieres confront€esi@lus versicolompendant 16 semaines.
Parallélement a ces microémulsions, des solutions témoins ont été préparées avec chacun de

composants utilisés. Les résultats obtenus sont rapportés dans la Figure 86.
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Figure 86.Pertes de masse des éprouvettes de hétre traitées avec différentes formulations apres 16
semaines d’exposition@oriolus versicolorFormulation 5 a base d’Empilan NP 12, Formulation 6
a base de Aafy)



Les résultats obtenus montrent que pour une concentration donnée en propiconazole, les
formulations aqueuses sont plus performantes que la solution dans I'éthanol. En effet, le
propiconazole est capable de protéger les éprouvettes de bois lorsqu’il est utilisé a 0,1 % et ceci
guelque soit la nature de la solution d'imprégnation (microémulsion dans I'eau ou solution
alcoolique), alors qu'utilisé a une concentration plus faible de 0,02 %, seules les microémulsions
présentent une activité significative. Au-dela de cette concentration, I'efficacité des microémulsions
diminue au fur et a mesure que la concentration diminue. Cette différence de comportement peut
probablement s’expliquer par la différence de polarité des solvants utilisés et leurs effets sur le
gonflement du bois permettant de faire diffuser plus efficacement le biocide dans le bois et
particulierement dans les parois cellulaires. La Formulation 6 mettant en ceuvre le tensioactif
antioxydant conduit a des résultats légerement meilleurs que ceux obtenus avec le tensioactif
classique. Aux dilutions utilisées, 'Empilan NP 12, I'ascorbate de dodécylammonium et le co-
solvant ne présentent aucun effet sur I'inhibition de la dégradation du bois et conduisent a des pertes

de masses similaires a celles observées pour les éprouvettes témoins.

Pour vérifier la reproductibilité des résultats obtenus, les expériences précédentes ont été
répétées dans des conditions quasiment similaires en utilisant un tensioactif a base de ricinoléate de
glycérine éthoxylée, le Simulsol 5815 S. Ce dernier présente I'avantage d’étre moins toxique que les

tensioactifs de la famille des alkylphénol éthoxylés.

La composition de chacune des solutions testées est donnée ci-dessous :

- Formulation 3 : Propiconazole (1 %)/Dowanol DPM (1,5 %)/Simulsol 5815 S (1,7 %) dans I'eau,

- Formulation 6 : Propiconazole (1 %)/Dowanol DPM (1,5R4%:, (1,7 %) dans I'eau comme

précédemment.

Les résultats sont rapportés dans la Figure 87.
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Figure 87.Pertes de masse des éprouvettes de hétre traitées avec différentes formulations apres 16
semaines d’exposition@oriolus versicolorFs = Formulation 6 a base de AaCF; = Formulation
3 a base de Simulsol 5815 S)

Les résultats obtenus avec le composé ,Aa0nt assez similaires a ceux obtenus dans la
premiére seérie d’essais, bien que le seuil d'efficacité soit légérement inférieur (0,1 %
comparativement a 0,02 %). L'utilisation du Simulsol 5815 S semble conduire & des résultats
sensiblement meilleurs que ceux obtenus avec les deux autres tensioactifs. Les émulsions présenter
a nouveau une efficacité plus importante par rapport a I'utilisation de propiconazole solubilisé dans
I'éthanol. L'effet des propriétés antioxydantes associées aux propriétés tensioactives semble moins

évident que dans la premiére série d’essais.



D’autres essais ont été réalisés avec le composeg, Adiisé a une concentration de 3,62 %
sans co-solvant en présence de 1 % de propiconazole (Formulation 7). Cette concentration
correspond a la concentration maximale d'’Aa€oluble dans I'eau. Au-dela de cette valeur, la
solution devient trouble et le tensioactif devient partiellement soluble. Les résultats sont rapportés

dans la Figure 88.
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Utilisé a plus forte concentration, I'ascorbate de dodécylammonium est capable d’inhiber la
dégradation du bois p&oriolus versicolor En effet, aucune perte de masse n’est observée apres 16
semaines d’incubation pour des éprouvettes traitées avec une solution contenant 3,6 % A’AaC
plus faible concentration (0,1 %), I'ascorbate d’ammonium n’est pas capable d’inhiber la dégradation
du bois.

Le propiconazole formulé avec le composé fa@ plus forte concentration, est actif a plus
faible concentration, que dans les essais précédents. Réalisés avec le méme tensioactif, ces esse
peuvent indiquer un effet de synergie di aux propriétés antioxydantes plus marquées. Il reste
toutefois nécessaire de considérer ces résultats avec prudence du fait des faibles différences de

concentrations relevées entre les différents tensioactifs testés.

Pour vérifier I'origine de I'activité du composé Agux fortes concentrations, nous avons
evalué I'effet de chaque constituant du sel sur la croissanCera#us versicolor Les résultats sont

rapportés dans la Figure 89.
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Figure 89.Pertes de masse des éprouvettes de hétre traitées avec le sgl d'faateé concentration
et effet de chacun des contre ions du sel



Les résultats obtenus indiquent clairement que les propriétés tensioactives sont primordiales
pour I'activité biologique du produit. L'ascorbate de dodécylammonium, tout comme le chlorure de
dodécylammonium inhibent totalement la dégradation du bois par le champignon. La partie

antioxydante associée a I'acide ascorbique a pour sa part aucun effet sur la protection du bois.

[11.4. SYNTHESE ET EVALUATION DE NOUVEAUX TENSIOACTIFS INCLUANT UN
MOTIF AMINE ENCOMBREE

l11.4.1. SYNTHESE

Parmi les produits de départ a notre disposition pour introduire un motif amine encombrée,
nous avons choisi d'utiliser le 1, 2, 2, 6, 6-pentaméthylpipéridin-4-ol. Ce motif est abondamment
utilisé dans différents antioxydants liposolubles d’origine industrielle trouvant des applications

comme additifs dans la stabilisation des polymeres.

(@)
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N

1, 2, 2, 6, 6-pentaméthylpipéridin-4-ol I
R = H, Tinuvin 770 (Ciba)
R = CHg, Tinuvin 765 (Ciba)

Figure 90. Exemples d’antioxydants présentant un motif amine encombrée

De facon a mettre au point une synthése relativement facile & mettre en ceuvre, nous avons
choisi d'utiliser le produit de condensation du pentaméthylpypéridinol sur I'anhydride succinique
comme contre ion d’'un ammonium quaternaire a chaine grasse apportant les propriétés tensioactives
en conférant a la fois la solubilité dans I'eau par la partie ammonium et dans les solvants organiques
par la partie carbonée (Figure 91). Cette approche est en tous points similaire a celle qui a été
développée précédemment avec l'ascorbate comme contre ion a propriétés antioxydantes a la
différence que les amines encombrées, contrairement a I'acide ascorbique qui est consommé au cour

de la réaction, présentent un mode d’action différent sur l'inhibition des réactions d’oxydation. En



effet, ces derniéres sont rapportées pour agir de facon catalytique, ce qui pourrait constituer un
avantage considérable de leur utilisation dans des systemes ou la protection est sensée durer penda

des périodes relativement longues.
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Figure 91.Préparation des composés amphiphiles possédant un motif antioxydant
de type amine encombrée

Le compos® est obtenu facilement en faisant réagir le 1, 2, 2, 6, 6-pentaméthylpipéridin-4-ol
avec I'anhydride succinique en présence de pyridine. Différents essais réalisés avec des quantités
variables de pyridine ou sans ont permis de mettre en évidence que les meilleures conditions
consistaient a utiliser un excés de 10 équivalents de pyridine dans le toluéne permettant une
purification plus simple du produit en fin de réaction. Le produit est obtenu sous forme d’un solide

blanc apres évaporation du solvant et de la pyridine. Aucun, traitement acide n’est nécessaire en fin



de réaction laissant penser que le produit solide obtenu se présente sous forme zwittérionique.
L’analyse RMN *H du produit obtenu semble indiquer que le comp@séxiste en solution
principalement sous forme acide et non zwittérionigue comme cela semblait le cas du fait de la non
nécessité d'une étape de reprotonation lors de son obtention. Méme si la présence d’'une forme
zwittérionique n’est peut pas étre totalement exclue, I'encombrement de la fonction amine tertiaire
pourrait étre a I'origine de ce comportement et expliquer le déplacement de I'équilibre vers la forme

protonnée au niveau de la fonction acide carboxylique (Figure 92).
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Figure 92. Différentes formes possibles pour le comp®sé

Le compos& a été ensuite mis en contact avec une amine grasse dans du méthanol durant 4
heures a température ambiante. Les prod@isbtenus sont isolés differemment suivant la longueur
de la chaine aminocarbonée utilisée. Le comd@seayant une chaine aminocarbonée égale a 8
atomes de carbone est obtenu directement aprés évaporation du solvant sous pression réduite, alot
gue les composédb, 10c et 10d, possédant des chaines aminocarbonées plus longues, précipitent.

Dans ce cas, les sels sont isolés par filtration sous vide et le résidu est rincé avec un peu d’éther.

Les produits obtenus sont identifiés avec le code PiCn, ou n correspondant au nombre
d’atomes de carbone contenu par la chaine aminocarbonée. Le Tableau 18 rapporte les différents

produits synthétisés et quelques-unes une de leurs caractéristiques.



Tableau 18 Formation des sels d’ammonium PiCn

(0]

O
0]
9 OH

H2NR b*
MeOH >_\—<

0% H3NR

Produit R Code Produit Rendement (%) Aspect du produit  PF (°C)
10a n-CgH17- PiCs 98 Solide jaune 65
1_0b N-C1oHos- PiC]_z 97 Solide blanc 66
&I n-C15H33- PiC]_G 93 Solide blanc 67
10d N-CigHa7- PiC]_g 90 Solide blanc 67,5

Les produits se présentent sous forme de solides plus ou moins colorés et les rendements son

pratiguement quantitatifs. Les produits sont purifiés lavages avec différents solvant en fonction la

longueur de la chaine alkyle utilisée.

[11.4.2. PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

[11.4.2.1. Comportement dans I'eau : propriétés de surface

La solubilité de ces sels dans I'eau dépend directement de la longueur de la chaine carbonée

associée, elle se trouve aux alentours de 1,5 moles par litre pour 'ensemble de composés synthétisés

Cependant, plus la chaine aminocarbonée associée est longue, moins le composé est soluble. Nou

avons également pour ces composés établis les courbes de tension superficielle en fonction de Iz

concentration (Figure 93).
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Figure 93. Détermination de la CAC des composés PiCn

Les composés synthétisés ont un comportement de tensioactifs hydrogénés classiques et leu
concentration agrégative critique évolue suivant la longueur de la chaine carbonée. L’évolution la
Concentration Agrégative Critique des différents composés en fonction de la longueur de la chaine
carbonée est rapportée dans la Figure 94.
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Figure 94. Evolution de CAC en fonction de la longueur de la chaine aminocarbonée



L’évolution de la CAC en fonction de la longueur de la chaine carbonée des PiCn respecte la
solubilité des composés en milieu aqueux, plus la chaine carbonée est grande, plus le composé es

hydrophobe et donc s’organise plus rapidement en agrégat en solution suivant un ordre prédictible.

Tableau 19 Tension superficielle et concentration agrégative critique des conlibsés

Produit Code Produit ycac (mMN/m) CAC (mol/L) T (molicnf) o (A%molécule)

10a PiCs 28 1,61.10 1,27.10° 131,3
10b PiCp, 24,5 5,54.10 1,54.10° 107,81
10c PiCue 23,5 2,45.10 2,42.10° 68,66
10d PiCis 23 8,03.10 2,69.10° 61,78

Les valeurs dey obtenues indiquent toutes des abaissements par rapport a la tension
superficielle de I'eauyH,O = 72 mN/m) jusqu’aux alentours de 23 mN/m pour les composés
cationiques Pig.15 de 24 mN/m pour le Piget de 28 mN/m pour le PiCLes composés PiCn
synthétisés ont donc des comportements de tensioactifs classiques. Les surfaces par tétes polaire
évoluent suivant des tendances similaires a celles rapportées dans la littérature pour des tensioactif:

cationiques classiques.

[11.4.2.2. Propriétés antioxydantes

L’étude des propriétés antioxydantes a été réalisée en utilisant la méthode impliquant
linhibition de l'oxydation du linoléate de méthyle. Dans un premier temps, le 1, 2, 2, 6, 6-
pentaméthyl-4-pipéridinol a été utilisé pour la rechercher les concentrations optimales

d’expérimentation. La Figure 95 rapporte les principaux résultats obtenus.
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Figure 95. Effet de différentes concentrations de 1, 2, 2, 6, 6-pentaméthyl-4-pipéridinol sur la
consommation d’oxygéne lors de I'oxydation du linoléate de méthyle en présence d’AIBN

L’allure des courbes réalisées en présence de différentes concentrations de 1, 2, 2, 6, 6-
pentaméthyl-4-pipéridinol est trés différente de celles observées avec les composés amphiphiles
synthétisés précédemment présentant soit un motif phénol encombré, soit un motif acide ascorbique.
En effet, alors que les composés précédents inhibent dans un premier temps les réactions d’oxydatior
conduisant a une non consommation d’'oxygene, le 1, 2, 2, 6, 6-pentaméthyl-4-pipéridinol utilisé a
des concentrations inférieures ou égale a2M0n’inhibe pas immédiatement la consommation
d'oxygéne, qui diminue seulement dans un deuxieme temps. Ce comportement s’explique
probablement par le mode d’action différent de ces différents antioxydants. Les phénols encombreés,
tout comme la vitamine C, sont des antioxydants « sacrificiels » qui sont consommeés au fur et a
mesure qu’ils exercent leur pouvoir antioxydant en agissant comme piégeurs de radicaux libres. Au
contraire, les amines encombrées réagiraient dans un premier temps oxydées pour conduire a 1
radical nitroxyl qui serait I'espéce antioxydante. Ces radicaux nitroxyl seraient a l'origine des
propriétés antioxydantes en piégeant les radicaux libres permettant ainsi d’'inhiber les réactions
d’oxydation. Les produits ainsi formés se décomposeraient par la suite en espéces n’'intervenant plus
dans les phénomenes d’oxydation en régénérant le radical nitroxyl qui pourrait & nouveau exercer
son activité antioxydante expliquant le pallier observé aprés un certain temps sur les courbes de la

Figure 96.
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Figure 96.Mécanisme possible expliquant le mode de fonctionnement
des amines encombreées

Le méme type d’effet a pu étre observé sur les composés amphiphile de type PiCn (Figure
95). Malheureusement, faute de temps, il n'a pas été possible de poursuivre plus en détail nos

investigations sur cette derniere famille de composés.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les objectifs que nous nous étions fixés au début de ce travail de thése ont été en partie
atteints. Différents composés amphiphiles présentant des propriétés antioxydantes ont pu étre
synthétisés a partir de différents motifs antioxydants et utilisés pour réaliser différentes formulations
de traitement du bois.

Dans la premiére partie de ce travail, I'estérification de I'acide-3-(3i&rdliutyl-4-
hydroxyphényl)-propionique avec des polyéthyleneglycols de différentes tailles a permis d’obtenir
les esters correspondant possédant ou non des propriétés tensioactives en fonction de la longueur d
la chaine PEG. Les produits obtenus a partir du PEG 400 et du PEG 600 présentent des propriété:
amphiphiles et se comportent comme des tensioactifs non ioniques classiques. Ces composés
présentent également des propriétés antioxydantes similaires a celles des phénols encombreés tels gt
le BHT. Solubles dans l'eau, ces composés ont été utilisés pour préparer des microémulsions
contenant du propiconazole comme biocide. Utilisées a différentes dilutions, ces microémulsions ont
permis de protéger efficacement des éprouvettes de hétre exposées a Il'action d’'une pourriture
blanche Coriolus versicolor L'effet des propriétés antioxydantes reste toutefois limité dans la
gamme de concentrations utilisées. En effet, les formulations contenant des tensioactifs a propriétés
antioxydantes présentent peu de différences par rapport a des formulations renfermant la méme
guantité de propiconazole réalisées a partir d'un tensioactif classique tel que le Simulsol 5815 S. Si
on considére des essais préliminaires réalisés avec le BHT, il semble que la concentration de
'antioxydant joue un role primordial sur son éventuel effet de synergie avec le propiconazole
permettant d’empécher la dégradation du bois. Les concentrations mises en jeu dans les différentes
formulations impliquant des tensioactifs antioxydants seraient donc de ce fait insuffisantes pour
pouvoir observer un effet significatif sur le champignon.

La deuxiéme partie de ce travail a consisté a évaluer les possibilités offertes par I'utilisation
de tensioactifs cationiques facilement synthétisés a partir d’amines primaires et d’acide ascorbique
ou d’'acides gras et d’acide ascorbique dans le cas des composés bimodulaires. L'évaluation des
propriétés physico-chimiques de ces produits a permis de montrer que ces derniers pouvaient
présenter des propriétés amphiphiles en fonction de la longueur de la chaine alkyle de I'amine
utilisée et que les produits ainsi obtenus présentaient toujours des propriétés antioxydantes similaires

a celles obtenu pour 'acide ascorbique. L'ascorbate de dodécylammonium a par la suite été retenu
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pour effectuer différents essais de formulation et tests biologiques. Solubilisé dans un milieu de
culture de type malt agar, ce produit est capable d’inhiber la croissa@midkis versicolor Des

études structure/activité réalisées en faisant varier la longueur de la chaine alkyle et la nature du
contre ion qui lui est associé ont permis de mettre en évidence que les propriétés tensioactives de ce
composeé étaient vraisemblablement a I'origine de ses propriétés biologiques. A titre de comparaison,
la concentration minimale inhibitrice nécessaire pour annihiler la croissance du champignon est
supérieure a celle du propiconazole, mais inférieure a celle du chlorure de
didecyldiméthylammonium (DDAC), un autre fongicide fréquemment utilisé dans le domaine de la
préservation du bois. L'ascorbate de dodécylammonium a également été utilisé pour réaliser
différentes microémulsions contenant du propiconazole destinées a traiter des éprouvettes de hétre
Comme précédemment, les résultats obtenus n’ont pas permis de mettre en évidence un effet notoire
de I'association d'un tensioactif antioxydant au biocide probablement du fait des concentrations
impliquées. Utilisé seul a plus forte concentration, le produit est capable de prévenir de la
dégradation du bois.

Méme si les résultats obtenus n’ont pas toujours permis d’avoir les réponses escomptés, il
n'en ressort pas moins que les tensioactifs antioxydants peuvent présenter des domaines
d’applications intéressants qu’il conviendra d’étudier par le futur. La mise au point de la synthése de
ces composes et I'évaluation de leurs propriétés physico-chimiques constitue un point de départ
intéressant pour le développement de nouvelles applications. La mise au point de produits « verts »,
de type deux en un (tensioactif et d’antioxydant), obtenus a partir de produits d’origine naturelle tels
gue I'acide ascorbique et des amines grasses dérivant des huiles végétales ou d’acides gras dans
cas des composés bimodulaires peut trouver des applications dans différents domaines dont ceux d
la cosmétique ou de I'agroalimentaire.

Dans la troisieme partie de ce travail, la condensation du 1,2,2,6,6-pentaméthylpiperidinol sur
'anhydride succinique a permis d’obtenir un motif amine encombré fonctionnalisé capable de réagir
avec différentes amines grasses pour conduire a des sels présentant des propriétés amphiphiles €
fonction de la longueur de la chaine alkyl utilisée.

L’étude des propriétés antioxydantes de ces composés a confirmé leur aptitude a inhiber I'oxydation
du linoléate de méthyle par I'oxygene en présence des radicaux libres. Le mode d’action de ces
derniers semble toutefois différent de celui des autres produits étudiés dans la mesure ou l'inhibition
de I'oxydation n’intervient pas dés le début de la réaction mais aprés un temps plus ou moins long au
cours duquel on observe une concentration d’'oxygene et aprés lequel la concentration d’oxygéne ne
varie plus. Contrairement aux dérivés de phénols encombrés et de l'acide ascorbique qui sont

consommeés au cours de la réaction d’oxydation, il semble que les dérivés d’amines encombrées
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soient initialement oxydés pour conduire a un nytroxyle qui jouerait le réle d’antioxydant en agissant

de facon catalytique.

Ces différents résultats ont permis la publication de différents articles ou procceding, ainsi

gue différentes communications a des colloques nationaux ou internationaux :

- Evaluation de nouveaux tensioactifs antioxydants pour la formulation de produits de préservation
du bois. T. Koumbi Mounanga, C. Gérardin, C. Selve, P. Géragdiminaire 2005 de I'Ecole
Doctorale RP2ENancy, 231-238, janvier 2005.

- Friendly environmentaly amphiphilic compounds with antioxidant properties : application to wood
preservation. T. Koumbi-Mounanga, P. Gérardin, C. Selve, C. Gérardin. SFC- Eurochem Nancy
2005 - Université Henri Poincaré, Faculté des sciences et techniques, Vandoeuvre-les-Nancy, 28
Ao(t - 1" Septembre 2005.

-Synthesis and properties of antioxidant of amphiphilic ascorbate salts.

T. Koumbi Mounanga, P. Gérardin, B. Poaty, D. Perrin, C. Gérardin. Colloids and Surfaces A:
Physicochem. Eng. Aspects 318, 134-140, 2008 (Annexe 1).

- Effect of amphiphilic antioxidant alkyl ammonium ascorbate on inhibition of fungal growth:
Application to wood preservatives formulation. C. Gérardin, T. Koumbi Mounanga, P. Géraltin. 39
Annual Meeting of the International Research Group on Wood Protection, Istanbul, Turkey, 25-29
Mai 2008, IRG/WP 08-30466 (Annexe 2).

- Evaluation of antioxidant and fungicidal properties of amphiphilic ascorbate salts. C. Gérardin, T.
Koumbi-Mounanga, P. Gérardin” World Surfactants Congress, CESIO, 22-25 Juin 2008.

Méme s'il reste encore divers points a compléter, 'ensemble des résultats est au final
prometteur et ouvre la voie a de nombreuses perspectives.
Il sera intéressant d’approfondir et de compléter, en particulier, 'étude de dérivés de type amine

encombrée et celle d’ascorbates d’ammonium.
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Ainsi, dans le cas des dérivés du pipéridinol, dont les propriétés antioxydantes devront étre
approfondies, différentes variations structurales sont envisagées pour augmenter I'’hydrophilie et la
solubilité dans I'eau.

La famille des ascorbates d’ammonium pourra étre élargie a I'association de I'acide ascorbigue avec
divers ammoniums quaternaires permettant d’apporter plus d’hydrophilie et d’augmenter 'activité
fongique.

Enfin, au vue des résultats tres intéressants obtenus avec cette derniere famille en matiere d’activité
biologique, des formulations correspondantes devront bien sOr étre confirmées par d'autres tests

avant d'étre étendues a d’autres composes.
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Abstract

Synthesis of new surfactants with antioxidant properties was carried out from ascorbic acid and different fatty amines. Characterization of
physicochemical properties of these new compounds indicated a classical behavior of cationic surfactants. Antioxidant properties, estimated using
methyl linoleate oxidation inhibition and DPPH methods, were close to that of ascorbic acid tested in the same conditions. These compounds were
investigated in the formulation of wood preservation mixtures containing propiconazole, a widely used fungicide, and compared to the formulation
obtained with an industrial nonionic surfactant. Biological tests were carried out under laboratory conditions to evaluate the ability of these
formulations to protect beech wood blocks exposed to Coriolus versicolor, a white rot fungus. Results indicated that using aqueous formulation
of propiconazole allows reducing the quantity of biocide compared to solutions of the same concentrations in ethanol. Protection achieved with
antioxidant surfactant was slightly superior to that obtained with conventional surfactant.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Antioxidant; Aqueous formulation; Fungicide; Surfactant; Wood

1. Introduction

Surfactants are widely used as detergents, cleaners, auxil-
iaries for textiles, leather and paper, chemical treatments and
processes, cosmetic, pharmaceutical and food industries [1].
Comprising a water-soluble part and a hydrophobic part, sur-
factants are first used to reduce the surface tension of the
liquid in which they are dissolved allowing the solubilization
of compounds in this liquid. However, it could be of inter-
est to synthesize surfactants with additional properties that
could lead to specific applications. In that prospect, we have
investigated the synthesis and characterization of amphiphilic
compounds with antioxidant properties. Such compounds could
find valuable applications in biological systems where radicals
or active oxygen species like peroxides, hydroperoxides and
hydroxyl radicals are involved or in processes where oxidations
are involved in the degradation of different products like food

* Corresponding author. Tel.: +33 3 83 68 43 32; fax: +33 3 83 68 43 22.
E-mail address: Christine.Gerardin @lesoc.uhp-nancy.fr (C. Gérardin).

0927-7757/$ — see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.colsurfa.2007.12.048

or polymers. Due to the increasing trend to substitute chemicals
from renewable origin for chemicals from petrochemical origin,
we investigated the synthesis of surfactants derived from the
reaction of ascorbic acid chosen as polar head with several fatty
amines. Ascorbic acid (2,3-dehydro-L-gulonic acid y-lactone,
also known as vitamin C) is a powerful natural antioxidant. It has
been reported to possess strong reductive properties due to the
presence of the enediol moiety, leading to the use of some of its
salts in medicinal preparations [2]. Ascorbic acid and its deriva-
tives obtained by esterification of the primary hydroxyl group
in position 6 with different carboxylic acids are strong radical
scavengers with interesting applications as protective agents for
fats, vitamins and other degradable materials [3—7]. Because of
its structure, ascorbic acid is a water-soluble antioxidant, insol-
uble in fats and unable to penetrate the lipophilic membranes of
biological systems. The addition of a hydrocarbon chain such
as an ester confers to the ascorbyl esters amphiphilic properties
allowing their solubilization and penetration in biomembranes,
where they can perform their antioxidant function.

Wood is a naturally occurring polymer, consisting of cellu-
lose, hemicelluloses and lignin, easily degraded by fungi, which
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is its main disadvantage for outdoor applications. Although all
the biochemical degradation mechanisms are not completely
elucidated, the main role played by peroxidases (lignin and man-
ganese peroxidases) in the case of white rots, or by hydroxyl
radicals, generated via Fenton’s reactions, in the case of brown
rots, is well documented [8—10]. Involving many oxidative pro-
cesses initiated by free radicals, these reactions lead to wood
macromolecules depolymerization. Antioxidants have shown to
be promising additives for the development of more environ-
mentally safe preservative systems allowing reduction of the
quantity of biocides [11-13].

This paper reports the synthesis, physicochemical characteri-
zation and application to wood preservation of new amphiphilic
compounds derived from ascorbic acid and fatty amines, both
obtained from renewable origin.

2. Experimental

Ascorbic acid and fatty amines were purchased from Acros
Organics (Noisy le Grand, France) and Fluka—Sigma—Aldrich
Chimie SARL (St. Quentin Fallavier, France). Simulsol 5815S
is a mixture of glycerol polyethylene glycol ricinoleate and
methoxypropanol in water furnished by Seppic (Paris, France).
Propiconazole was generously furnished by Dyrup (Albi,
France). Melting points (mp) were measured using a KOFLER
melting point apparatus. Microanalyses were carried out on a
Thermofinnigan Flash EA 1112 apparatus. Infrared analyses
were performed on a PerkinElmer 1600 FTIR spectrometer as
KBr disks for the solids. 'H and '*C NMR spectra were recorded
on a BRUKER AM 400 spectrometer with TMS as internal
standard.

2.1. General procedure for the synthesis of alkyl
ammonium ascorbate salts (AaCn)

Ascorbic acid (2 g, 11.3 mmol) was mixed in a 250 ml three-
neck round-bottomed flask with fatty amine (11.3 mmol) in a
mixture of water/methanol (1:3). The reaction was carried out
under nitrogen agitating for 4h at ambient temperature. The
solvent was then evaporated under vacuum. The solid residue
obtained was washed with a mixture of diethylether/methanol
(60/40) and dried in a desiccator under vacuum over silica gel
for 24 h. The products were identified with the code AaCn,
where n corresponds to the number of carbon atoms of the fatty
amine alkyl chain. Characteristics of AaCn compounds are given
below.

IR: vax/cm™! 3400-3000 (OH and NH3*), 2950 and 2850
(CH aliphatic), 1720 (C=0), 1620 (C=C). 'H RMN (méthanol
Dy4): 0.9ppm: ¢, 37=6.5Hz, 3H (a); 1.31 ppm: massif, 2n H
(b); 1.6 ppm: m, 2H (c); 2.94 ppm: ¢, 3J=8Hz, 2H (d); 3.85
and 3.87 ppm: 2dd, 2J=6.55Hz, 3J=3Hz, 2H (g); 3.94 ppm:
m, 1H (f); 4.4 ppm: d, 3J=3Hz, 1H (e). 13C NMR (Methanol
Dy): 14.86, 24.17, 27.90-30.59 (several peaks), 33.28, 41.15,
64.96, 72.41, 80.49, 116.10, 174.90, 178.42. Elemental anal-
ysis for AaC8 (Found: C, 55.33; H, 8.61; N, 4.68. Calc. for
C14H27NOg requires C, 55.07; H, 8.91; N, 4.59). Elemental
analysis for AaC12 (Found: C, 60.57; H, 9.59; N, 4.15. Calc.

for C1gH35NOg requires C, 59.81; H, 9.76; N, 3.87). Elemental
analysis for AaC16 (Found: C, 63.12; H, 10.28; N, 3.36. Calc.
for CyoH43NOg requires C, 63.28; H, 10.38; N, 3.35). Elemental
analysis for AaC18 (Found: C, 65.07; H, 10.69; N, 3.76. Calc.
for Cp4H47NOg requires C, 64.69; H, 10.63; N, 3.14). AaC8 mp
65°C; AaC12 mp 68 °C; AaC16 mp 69 °C; AaC18 mp 70 °C.

2.2. Surface activities

Surface tension measurements were made with a Kriiss K10T
tensiometer using the Wilhelmy-plate method. Aqueous solu-
tions of the surfactants were prepared from stock solutions
of known concentration by successive dilutions with distilled
water. Their surface tension y was measured at 25 °C after com-
plete equilibrium of the system. Each value is a mean of three
successive measurements. The estimated error of the surface
tension measurements is =1 mN/m.

2.3. Antioxidant activity by methyl linoleate oxidation assay

Antioxidant properties were investigated by evaluation of
oxygen uptake inhibition during oxidation of methyl linoleate
initiated by AIBN. Oxidation of methyl linoleate (1 mlofa0.4 M
solution in butan-1-ol) was performed in a closed borosilicate
glass reactor containing 2 ml of 9 x 10~3 M solution of AIBN in
butan-1-ol as initiator. The double shell reactor was set at 60 °C
by an external heating bath. Oxygen (154 Torr) was bubbled by
a gas-tight oscillating pump. A small condenser was inserted
on the reactor in the gas circulation to ensure solvent condensa-
tion. Oxygen uptake was continuously monitored with a pressure
transducer (Viatron model 104) in the presence of 1 mlofa0.2M
solution of ascorbic acid or ascorbic acid derivatives (AaCn) in
butan-1-ol to evaluate antioxidant properties. The volumes of
the liquid and the gas phases were of 4 and 100 ml respectively.
The antioxidant activity was evaluated by measuring the inhi-
bition period () using the method proposed by Tsepalov et al.
[14], which corresponds to the period during which no oxygen
uptake was detected. Reproducibility is estimated to =10 min.

2.4. Antioxidant activity by DPPH assay

Radical scavenging activity of ascorbic acid and alkyl
ammonium ascorbate was measured by the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl free radical method (DPPH method). DPPH
in methanol is a stable radical, dark violet in color. Its
color is bleached by its reaction with a hydrogen donor.
Methanolic solutions of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free
radical (100 wM) and various concentrations of antioxidant
(5-100 pM) were rapidly mixed in the kinetic accessory SFA-11
(Hi-Tech Scientific, Salisbury, United Kingdom). Absorbance
was measured at 517nm (a wavelength at which only 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl absorbs) for 30 min with a Lambda
16 PerkinElmer UV spectrophotometer. The antioxidant activ-
ity was evaluated using ICso value, which corresponds to the
antioxidant concentration scavenging 50% of DPPH. For sim-
ilar measurements, a coefficient of variation of 9% has been
obtained [15].
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2.5. Application to wood preservative formulation

2.5.1. Micro-organism

The white-rot fungus used in this study was Coriolus versi-
color (strain CTB 863A). Fungal stock cultures were maintained
on malt-agar slants and kept at 4 °C before use.

2.5.2. Formulations

Solutions of propiconazole were prepared either directly in
ethanol or formulated in water with different surfactants. Two
formulations were investigated: the first one was prepared from
AaCl12 (0.17%) as surfactant, dipropylene glycol methyl ether
(0.15%) as co-solvent and propiconazole (0.1%), while the sec-
ond one, considered the reference formulation, was prepared
from Simulsol 5815S (0.17%) an industrial surfactant used in
the field of wood preservation, dipropylene glycol methyl ether
(0.15%) as co-solvent and propiconazole (0.1%). Each formu-
lation was impregnated in wood using vacuum pressure process
with or without dilutions (1/10 and 1/100).

2.5.3. Wood treatment

Weighed (mp) oven-dried beech (Fagus sylvatica) blocks
(2.5cm x 1 cm x 0.5 cm, the largest dimension being the lon-
gitudinal direction) were used for biological tests. Dried blocks
were placed in a beaker inside a desiccator equipped with a two-
way tap and subjected to a 5 mbar vacuum for 20 min. Blocks
were then impregnated by suction with the solution. After a 2-h
soaking, the blocks were removed, dried at 103 °C for 2 days
and weighed (m).

2.5.4. Biological tests

Treated or untreated wood blocks (3 replicates) were placed
in 9 cm Petri dishes on a sterile culture medium (malt (40 g)/agar
(30 g)/distilled water (11)) previously exposed to C. versicolor
during 2 weeks. Incubation was carried out for 16 weeks at 22 °C
under controlled humidity conditions of 70% R.H. The blocks
were then removed from the mycelium, dried at 103 °C for 2
days and weighed (m5). All experiments were duplicated. The
fungicidal efficiency of the treatment was estimated according
to the weight loss of beech blocks due to fungal attack using the

HO— 6
HO—

4 0
=1 HZNﬁCHS

HO 3 2 oH

path A

following formula:

(mo — m3)

WL(%) = { p_

] x 100

where my is the initial oven dried weight of the sample before
exposure to C. versicolor and my the oven dried weight of the
sample after exposure to C. versicolor. Due to the low con-
centrations of the different solutions tested, m; and mq present
quite similar values justifying the use of myg to calculate weight
loss. Due to variations in the test fungus virulences recorded for
different series of experiments, weight losses were normalized.

3. Results and discussion

Ascorbic acid is a complex molecule presenting several elec-
trophilic groups. It contains four hydroxyl groups in positions 2,
3, 5 and 6 with different acidities allowing acid—base reactions
(path A of Scheme 1). The OH in position 3 is the more acidic
one (pK, =4.2), the hydroxyl in position 2 has a pK,; =11.6, and
those in positions 5 and 6 behave as secondary and primary alco-
hol (pK, &~ 17 and 16 respectively) [3]. It also presents a lactone
structure, which can be subject to ring opening in the presence
of amine (path B of Scheme 1) [16-20].

Reactions were carried out in aqueous methanol under nitro-
gen at different temperatures from room temperature to 60 °C
with 1 or 2 equivalents of amines for different times (1-48 h).
After removal of solvent, washing of the crude product with
diethyl ether, a more or less colored solid was obtained. In all
cases, no evidence of opening of the lactone ring was obtained.
All tested conditions lead only to the formation of the ascorbic
acid alkyl ammonium salts as demonstrated by '"H NMR, 13C
NMR and FTIR analyses. Formation of ascorbate salts is also
supported by literature data concerning the synthesis of salts
of L-ascorbic acid with different substituted amines and triph-
enylphosphine [2]. Integrity of the vitamin C moiety, which has
been reported as a very sensitive molecule, has been investi-
gated using several spectroscopic methods. The signal at4.4 ppm
observed by 'H NMR is characteristic of the hydrogen at the
C4 position of the vitamin C ring, while 1>C NMR gave 4 sig-
nals at 80.49, 116.10, 174.90 and 178.42 characteristic of C4,

9 —OH
f OH
O _0
0> OH

a b ¢ d
CHaf-CHyFCH,-CHy~NH
n

\ HO
path B HO o

HO

=" “NH-(CH)n-CH3
HO OH

Scheme 1. Possible reactions of ascorbic acid with amines.
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Table 1
Physico-chemical properties of ascorbate salts
Amine Product  Solubility  ycac CAC (M) o (A?)
in water at  (mN/m)
25°C (M)
Octylamine AaC8 1.0x 107" 28 17.7x 1074 70
Dodecylamine AaC12  23x107! 29 43 %1074 74
Hexadecylamine AaCl6  3.5x 1072 25 L.1x 1074 78
Octadecylamine ~ AaCl8  6.7x 1073 30 05x107% 72

C2, C3 and C1 atoms respectively. Comparison of the UV—vis
absorption spectrum of ascorbic acid, Amax =256 nm (10~* M in
water), with that of its alkyl ammonium salts indicated quite sim-
ilar behavior, clearly demonstrating the integrity of the vitamin
C moiety. The best conditions for the synthesis of ascorbic acid
salts involved the use of one equivalent of amine in methanol at
room temperature under nitrogen for 30 min. Under these con-
ditions, no noticeable degradation of ascorbic acid cycle was
observed. Products were obtained in quite quantitative yields as
more or less white powders.

3.1. Surface properties

Since all these new compounds have been designed in view
of their potential use as surfactants, some of their properties as
surface-active agents have been examined. Self-association of
surfactants is a well-known phenomenon. Hydrophobic interac-
tions are the driving forces which induce the adsorption of the
surfactant at the water/air interface. Once this surface is satu-
rated, the surfactant molecules self-associate to minimize the
free energy of the whole system. The surfactant properties of
the aqueous solutions were evaluated by surface tension mea-
surements (y) carried out by the Wilhelmy method. Table 1
describes the different physico-chemical properties of ascorbate
salts obtained by reacting one equivalent of ascorbic with one
equivalent of fatty amine in aqueous methanol under nitrogen
for 4 h.

Compared to ascorbic acid (solubility 1.8 M), salts of ascor-
bic acid/fatty amines are less soluble in water. The solubility
was sufficient to obtain a y versus log C (concentration) plot
allowing determination of the Critical Aggregative Concentra-

75
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15
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Fig. 1. CAC determination with Wilhelmy-plate method of AaCn.
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Fig. 2. Relation between log(CAC) and n (number of CH»).

tion (CAC) and of the minimal surface tension ycac. Curves
typical of mono-disperse surfactants were obtained for all the
synthesised products (Fig. 1). For concentrations superior to
CAC, y is almost constant and equal to the minimum value
of y attainable with a given amphiphilic compound. The obvi-
ous alignment of the points below, and the constant values of y
above the CAC, as well as the sharp break in the curve, were in
accordance with the purity of the compounds.

At room temperature, all the synthesized compounds lower
the surface tension of water to about 30 mN/m, which is a clas-
sical behavior for hydrogenated surfactants. Depending on the
product, the CAC ranges from 1073 to 107> M. CAC of the
surfactant decreases with increasing alkyl chain length. When
the length of the chain increases by two CH,, the CAC val-
ues decrease by a factor of ca. 4, which is in good agreement
with results described for cationic hydrogenated surfactant [21].
Comparatively, the CACs of alkyl ammonium ascorbates are
smaller than those of alkylammonium chlorides (about 1073 M)
[22,23], but similar to that of ascorbyl alcanoates (8 x 1074 M)
[24].

The evolution of log(CAC) as a function of the length of
hydrophobic chain is shown in Fig. 2. Results indicate a linear
relationship characterized by the equation log(CAC)=A — Bn,
where A and B are constants and n corresponds to the number of
CH,. B is determinated to be equal to —0.15, and this confirms
the classical behavior of alkyl ammonium ascorbate as cationic
surfactant with a B value similar to that of alkyl ammonium
chloride (B = —0.22). The value of A indicates more hydrophobic
properties in comparison to alkyl ammonium chloride (compare
—1.53 for alkyl ammonium ascorbate to 0.75 for ammonium
chloride).

The area per surface head group for these cationic surfactants
(Table 1) is in agreement with literature. The minimum area per
surfactant head group at the micellar interface o in A2 was calcu-

Table 2
Antioxidant properties of ascorbic acid and its ascorbate salts

Antioxidant 7 (min) ICs0 (pmol/1)
Ascorbic acid 52 20.3
AaC8 50 53.4
AaCl12 58 63.6
AaCl6 44 44.8
AaCl18 62 40.7
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Scheme 2. Mechanism of oxidation of ascorbic acid.

lated from the slope of the y versus log C curve before the CAC
and using the classical Gibbs equation. The surface saturation
I'max provides information about the maximum adsorption of
surfactant at the air/water interface and can be calculated using
the Gibbs adsorption equation for diluted systems [25].

1 dy
Fmax = -
4.606RT ) \dlogC

(R=28314JK 'mol™!)

From the surface excess values, it is possible to calculate the
minimum area per molecule in A2 at the air/water interface using
the following relation where Ny stands for Avogadro’s number
(6.022 x 102 mol~1):

1 020

Amin =
e NA Fmax

3.2. Antioxidant properties

The antioxidant properties of ascorbic acid and of its salts are
shown in Table 2.

It is obvious from these results that alkyl ammonium ascor-
bate salts as ascorbic acid are able to slow down oxidation of
methyl linoleate induced by AIBN. Inhibition oxidation periods
(1) of the different compounds are relatively close (44—62 min).
Due to the values of inhibition period measured, it seems how-
ever difficult to evaluate more precisely the effect of the size
of the alkyl chain. Some ascorbate salts possess slightly higher
antioxidant properties than ascorbic acid, while others possess
slightly lower properties. The DPPH assay allows determina-
tion of ICsg value corresponding to the concentration at which
50% of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical is scav-
enged. A lower ICsg value corresponds to a larger scavenging
activity. As shown in Table 2, ascorbic acid possesses higher
radical scavenging activity in comparison to the different ascor-
bate salts. IC5q value of ascorbic acid is similar to that reported
[26] in the literature (compare 20.3 to 20.8), while those of the
ascorbate salts are close to 45 except in the case of AaCl2,
which presents lower radical scavenging activity. Even if the
exact effect of the size of the alkyl chain remains unclear, it is

obvious from these results that fatty ammonium salts of ascor-
bic acid possess antioxidant properties. According to literature
[27], ascorbic acid (AH,) commonly reacts as an electron donor
to yield a free radical (AH®) or a radical anion (A™*) leading
to dehydroascorbic acid as final oxidation product. The forma-
tion of the radical anion (A™*) is facilitated through its stability
attributed to its pseudo-aromaticity [28]. Oxidation processes
are reported in Scheme 2.

According to the mechanism of oxidation, it is not surpris-
ing that ascorbate salts are able to scavenge both AIBN initiated
radicals as well as 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical.
Because pKy» is 11.6, the dianion is an exceedingly small
fraction of total ascorbate in solution. However, the stability
of the radical anion (A™°) shifts the equilibrium to the right.
The lower antioxidant properties of ascorbate salts observed in
the DPPH assay could be due to the higher steric hindrance
of alkyl ammonium ascorbate salts in comparison to ascorbic
acid reducing electronic transfer with hindered 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl free radical. Another explanation may be as
follows. As Scheme 2 shows, ascorbic acid may give up two
H atoms to DPPH. The hydroxylic H atom in position 3 is no
longer present in modified acids, which might result in an ICsq
twice as large as the ascorbic acid ICsq, in agreement with our
observations. This effect is not observed in the oxygen uptake
method, but it has been shown that correlation between the two
methods is poor [15].

3.3. Application to wood preservative formulation

Behavior of the AaC12 salt was then investigated in aque-
ous formulation of propiconazole, a widely used fungicide for
wood preservation. The advantage of AaC12 compared to tra-
ditional surfactants lies in the fact that not only can it solubilize
insoluble organic compounds in water, but it also exhibits some
antioxidant properties likely to increase biological properties of
propiconazole through synergistical or additive effects. AaC12
salt, ascorbic acid and dodecylamine hydrochloride were also
tested alone to evaluate their effect on fungal development.
Impregnated wood blocks were exposed to Coriolus versicolor,
a wood rotting fungus, for 16 weeks and effect of the treatment
was evaluated according to wood weight losses due to fungal
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Propiconazole (0.001%) in water with Simulsol
58158

Propiconazole (0.01%) in water with Sirnulsol o
58158

Propiconazole (0.1%) in water with Simulsol ‘
5815S

Propiconazole (0.001%) in water with AaC12

Propiconazole (0.01%) in water with AaC12 Hﬁ D

Propiconazole (0.1%) in water with AaC12

Propiconazole (0.001%) in EtOH
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AsC12 (0.18%) in water

Ascaorbic acid (0.18%) in water
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Fig. 3. Evolution of weight losses of wood samples impregnated with the different formulations exposed to Coriolus versicolor. Error bars represent standard
deviations. Systems not connected by the same letter are largely different, at the 5% level.

attack. Results are presented in Fig. 3. A statistical analysis of
data of the figure (one-way analysis of variance) using the JIMP
program (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) allows to class
results in five categories from A to E as indicated in Fig. 3. Sys-
tems not connected by the same letter are largely different, at
the 5% level.

At 0.001% propiconazole concentration, aqueous formu-
lations show higher efficiencies compared to the ethanolic
solution. At 0.01% concentration, propiconazole formulated
with AaC12 presents the highest efficiency. No weight loss was
observed for blocks treated at 0.1% of propiconazole, what-
ever the formulation used. The effect of antioxidant properties
is more difficult to evaluate. Depending on the concentration of
propiconazole, a small effect could be observed or not. However,
the significance of this effect is low and must be confirmed by
additional experiments. Effect of ascorbic acid, dodecylamine
hydrochloride and AaC12 at concentrations similar to that of
surfactants in the tested formulations was also investigated. In
all cases, wood blocks were strongly degraded indicating no
effect of these compounds at the tested concentrations. These
results clearly demonstrate that ascorbate salts behave as classi-
cal surfactants. They have been shown to possess interesting
antioxidant properties during methyl linoleate oxidation and

DPPH assays, hence could be of valuable interest to formulate
active substances sensitive to oxidation reactions.

4. Conclusion

The synthesis of antioxidant amphiphilic salts, derived from
renewable materials like ascorbic acid and fatty amines, is
well established. The physicochemical study shows that the
synthesized compounds behave as traditional cationic surfac-
tants and possess antioxidant properties. Surfactant properties
of alkyl ammonium ascorbates are strongly influenced by the
length of the fatty alkyl amine used, while effect of the chain
length on the antioxidant properties is less obvious. Biological
tests indicate that propiconazole formulated in aqueous solu-
tions show improved activity compared to propiconazole used
at the same concentration in ethanol. Reasons of this behav-
ior are not clear, but could be due to a higher penetration of
the biocide in the wood structure leading to a higher concen-
tration of propiconazole or to a better fungicidal activity due to
the presence of surfactant. In comparison to conventional for-
mulations, the use of antioxidant amphiphilic ascorbate salts,
gives a slight increase protection provided to beech wood against
Coriolus versicolor. Further experiments are currently under
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investigation to more precisely evaluate the potentiality of such
surfactants.
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ABSTRACT

Amphiphilic surfactants were synthesized from ascorbic acid and different fatty amines and
evaluated for formulation of wood preservation products. Characterization of physicochemical
properties of the new compounds indicated classical behavior of cationic surfactants.
Antioxidant properties, estimated using methyl linoleate oxidation inhibition method, were
similar to that of ascorbic acid tested in the same conditions. Growth inhibition assays
indicated that amphiphilic dodecylammonium ascorbate is able to il@obiblus versicolor
mycelium development, while butylammonium ascorbate deprived of surfactant properties has
no effect. This compound was then investigated in the formulation of wood preservation
mixtures containing propiconazole and compared to formulation obtained with an industrial
surfactant. Biological tests based on the ability of these formulations to protect beech wood
blocks exposed to a white rot fungGsriolus versicolorwere carried out under laboratory
conditions. Results indicated that use of propiconazole formulation in aqueous solution allows
to reduce the quantity of biocide compared to solutions of the same concentrations in ethanol.
Protection achieved with antioxidant surfactant was slightly superior to that conferred by
conventional surfactant.

Keywords: antioxidant, aqueous formulation, ascorbic acid, fungicide, growth inhibition,
surfactant, wood

1. INTRODUCTION

The increasing environmental pressure appeared during the last years has led to important
changes in the field of wood preservation in industrialised countries. This has lead to the
adoption by European Community of different regulations like Biocides Directive adopted in
1998 to limit effects of biocides in regards to their toxicity and more recently REACH regulation
aimed to improve the protection of human health and of the environment through the better and
earlier identification of the intrinsic properties of chemical substances. As a result of these, many
wood preservation products have been banned or their use restricted leading to the development
of more friendly acceptable alternatives. Different studies reported in the literature have shown
that metals chelators and antioxidants may be promising additives for the development of more



environmentally benign preservative systems (Suttie et al. 1996; Baya et al. 2001; Schultz and
Nicholas 2000 and 2002; Mabicka et al. 2004; Bakhsous et al. 2006). Used in mixture with
different preservatives, like triazoles or quaternary ammonium, these compounds allowed to
reduce the quantities of biocides necessary to prevent wood from fungal degradation. Although
the mechanisms of action of these additives are not completely understood, they are supposed to
interact with enzymatic systems involved in wood biodegradation like peroxidases (Lignin and
Manganese peroxidases) in the case of white rots or hydroxyl radicals, generated via Fenton’s
reactions, in the case of brown rots (Hammel 1997; Kerem et al. 1999). Another important
change in the field of wood preservation concerns solvents used for a long time to solubilize
organic biocides, which are now replaced as often as that is possible by water requiring the use
of surfactants to solubilize the active ingredients. Composed of a water soluble part and a
hydrophobic part, surfactants are initially used to reduce the surface tension of the liquid in
which they are dissolved allowing the solubilization of compounds insoluble in this liquid.
However, it could be of interest to synthesize surfactants with additional properties which could
lead to specific applications. In this context, we have investigated synthesis and characterization
of amphiphilic compounds with antioxidant properties. Moreover, the toxicity of some of
surfactants used currently and the increasing trend to substitute chemicals from renewable origin
for chemicals from petrochemical origin, prompt us to investigate the synthesis of surfactants
derived from the reaction of ascorbic acid chosen as polar head with several fatty amines.
Ascorbic acid (2,3-dehydro-L-gulonic acidlactone, also known as vitamin C) is a powerful
natural antioxidant. It has been reported to possess strong reductive properties due to the
presence of the enediol moielyading to the use of some of its salts in medicinal preparations
(Dikusar et al, 2004). Ascorbic acid and its derivatives obtained by esterification of the primary
hydroxyl group in position 6 with different carboxylic acids are strong radical scavengers with
interesting applications as protective agents for fats, vitamins and other degradable materials
(Capuzzi et al, 1996, Capuzzi, 1996, Capuzzi 1997, Lo Nostro, 2000, Lo Nostro, 2000). Because
of its structure, ascorbic acid is a water-soluble antioxidant, insoluble in fats and unable to
penetrate the lipophilic membranes of biological systems. The addition of a hydrocarbon chain
such as an ester confers to the ascorbyl esters amphiphilic properties allowing their solubilization
and penetration in biomembranes, where they can perform their antioxidant function. The aim of
this paper is to report our investigations concerning antifungal and antioxidant properties of
amphiphilic alkylammonium ascorbates easily obtained from ascorbic acid and fatty amines.

2. MATERIELS AND METHODS

2.1. Material

Ascorbic acid and amines were purchased from Acros Organics (Noisy le Grand, France) and
Fluka-Sigma-Aldrich Chimie SARL (St Quentin Fallavier, France). Simulsol 5815S is a mixture
of glycerol polyethylene glycol ricinoleate and methoxypropanol in water furnished by Seppic
(Paris, France). Propiconazole was generously furnished by Dyrup (Albi, France), while DDAC
was furnished by OBBIA (Aubazine, France). Melting points (mp) were measured using a
KOFLER melting point apparatus. Microanalyses were carried out on a Thermofinnigan Flash
EA 1112 apparatus. Infrared analyses were performed on a PERKIN-ELMER 1600 FTIR
spectrometer as KBr disks for the solittd.and**C NMR spectra were recorded on a BRUKER

AM 400 spectrometer with TMS as internal standard.

2.2. General procedure for the synthesis of alkyl ammonium ascorbate salts (AaCn)

Ascorbic acid (2 g, 11.3 mmol) was mixed in a 250 ml three neck round-bottomed flask with
fatty amine (11.3 mmol) in a mixture of water/methanol (1:3). The reaction was carried out
under nitrogen agitating for 4 hours at ambient temperature. The solvent was then evaporated



under vacuum. The solid residue obtained was washed with a mixture of diethylether/methanol
(60/40) and dried in a desiccator under vacuum over silica gel for 24 h. The products were
identified with the code AaCn, where n corresponds to the number of carbon atoms of the fatty
amine alkyl chain. Characteristics of AaCn compounds are given below.

IR : Vma/cm* 3400 to 3000 (OH and Nf) , 2950 and 2850 (CH aliphatic), 1720 (C=0), 1620
(C=C) H RMN (méthanol Q) : 0.9 ppm : t3J = 6.5 Hz, 3H (a) ; 1.31 ppm : massif, 2n H (b) ;

1.6 ppm: m, 2H (c) ; 2.94 ppm : £) = 8 Hz, 2H (d) ; 3.85 and 3.87 ppm : 28l 6.55 Hz3J =

3 Hz, 2H (g) ; 3.94 ppm : m, 1H (f) ; 4.4 ppm :°d,= 3 Hz, 1H (e)**C NMR (Methanol D):
14.86,24.17, 27.90 to 30.59 (several peaks), 33.28, 41.15, 64.96, 72.41, 80.49, 116.10, 174.90,
178.42.Elemental analysis f&aC8 (Found: C, 55.33; H, 8.61; N, 4.68. Calc. foi;7NOg
requires C, 55.07; H, 8.91; N, 4.59). Elemental analysis for AaC12 (Found: C, 60.57; H, 9.59; N,
4.15. Calc. for @H3sNOg requires C, 59.81; H, 9.76; N, 3.87). Elemental analysifA&IL16
(Found: C, 63.12; H, 10.28; N, 3.36. Calc. fopt;3NOg requires C, 63.28; H, 10.38; N, 3.35).
Elemental analysis for AaC18 (Found: C, 65.07; H, 10.69; N, 3.76. CalciblufBlOs requires

C, 64.69; H, 10.63; N, 3.14paC8 mp 65°C;AaC12 mp 68°C;AaCl1l6 mp 69°C;AaC18 mp

70°C.

2.3. Determination of surface activities

Surface tension measurements were made with a Kriss K10T tensiometer using the Wilhelmy-
plate method. Aqueous solutions of the surfactants were prepared from stock solutions of known
concentration by successive dilutions with distilled water. Their surface tengiaa measured

at 25°C after complete equilibrium of the system. Each value is a mean of three successive
measurements. The estimated error of the surface tension measurememtNisn.

2.4. Determination of antioxidant properties

2.4.1. Antioxidant activity by methyl linoleate oxidation assay

Antioxidant properties were investigated by evaluation of oxygen uptake inhibition during
oxidation of methyl linoleate initiated by AIBN. Oxidation of methyl linoleate (1ml of a 0.4 M
solution in butan-1-ol) was performed in a closed borosilicate glass reactor containing 2 ml of
9.10°M solution of AIBN in butan-1-ol as initiator. The double shell reactor was set at 60°C by
an external heating bath. Oxygen (154 Torr) was bubbled by a gas-tight oscillating pump. A
small condenser was inserted on the reactor in the gas circulation to ensure solvent condensation.
Oxygen uptake was continuously monitored with a pressure transducer (Viatron model 104) in
the presence of 1ml of a 0.2 M solution of ascorbic acid or ascorbic acid derivatives (AaCn) in
butan-1-ol to evaluate antioxidant properties. The volumes of the liquid and the gas phases were
of 4 and 100 ml respectively. The antioxidant activity was evaluated by measuring the inhibition
period (), which corresponds to the period during which no oxygen uptake was detected.
Reproducibility is estimated to 30 min.

2.4.2. Antioxidant activity by DPPH assay

Radical scavenging activity of ascorbic acid and alkyl ammonium ascorbate was measured by
the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical method (DPPH method). DPPH in methanol is a
stable radical, dark violet in color. Its color is bleached by its reaction with a hydrogen donor.
Methanolic solutions of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical (P and various
concentrations of antioxidant (5—10Mp were rapidly mixed in the kinetic accessory SFA-11
(Hi-Tech Scientific, Salisbury, United Kingdom). Absorbance was measured at 517 nm (a
wavelength at which only 2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyl absorbs) for 30 min with a Lambda 16
Perkin EImer UV spectrophotometer. The antioxidant activity was evaluated usingalGe,



which corresponds to the antioxidant concentration scavenging 50% of DPPH. For similar
measurements, a coefficient of variation of 9% has been obtddaadf €t al., 2006).

2.5. Evaluation of antifungal properties

2.5.1. Micro-organism
The white-rot fungus used in this study was Coriolus versidakoain CTB 863A). Fungal stock
cultures were maintained on malt-agar slants and kept at 4°C before use.

2.5.2. Growth inhibition assay

Culture medium was prepared from malt (20 g) and agar (40 g) in distilled water (1 1) and
sterilized (20 min., 120°C, 1 bar). Introduction of the different tested products was carried out by
addition of the necessary quantity of product solubilized in the minimum amount of water under
aseptical conditions. Plates were inoculated in their center with a small portion of a malt agar
freshly grown Coriolus versicolarolony. Petri dishes were kept at 22°C at 70% RH. Growth was
evaluated every day by measuring the diameter of the colony estimated from the mean of two
perpendicular diameters and expressed as a percentage of the room available for growth, i.e. the
diameter of the dish. Growth inhibition was calculated according to the formula:

Growth Inhibition (%) = 100 x (1 —ftl)

where @ is the diameter of the control culture andlte diameter of the culture in the presence

of the tested product. All experiments are repeated two times.

2.5.3. Application to wood preservative formulation

Solutions of propiconazole were prepared either directly in ethanol or formulated in water with
different surfactants. Two formulations were investigated: the first one was prepared from
AaCl12 (0.17%) as surfactant, dipropylene glycol methyl ether (0.15%) as co-solvent and
propiconazole (0.1%), while the second one, considered the reference formulation, was prepared
from Simulsol 581550.17%) an industrial surfactant used in the field of wood preservation,
dipropylene glycol methyl ether (0.15%) as co-solvent and propiconazole (0.1%). Each
formulation was impregnated in wood using vacuum pressure process with or without dilutions
(1/10 and 1/100).

Weighed (ng) oven-dried beechFagus sylvaticablocks (2.5 cm x 1 cm x 0.5 cm, the largest
dimension being the longitudinal direction) were used for biological tests. Dried blocks were
placed in a beaker inside a desiccator equipped with a two-way tap and subjected to a 5 mbar
vacuum for 20 min. Blocks were then impregnated by suction with the solution. After a two-hour
soaking, the blocks were removed, dried at 103°C for two days and weighed (m

Treated or untreated wood blocks (3 replicates) were placed in 9 cm Petri dishes on a sterile
culture medium (malt (40 g) / agar (30 g) / distilled water (1 I)) previously expos€d to
versicolorduring two weeks. Incubation was carried out for 16 weeks at 22°C under controlled
humidity conditions of 70 % R.H. The blocks were then removed from the mycelium, dried at
103°C for two days and weighed {m All experiments were duplicated. The fungicidal
efficiency of the treatment was estimated according to the weight loss of beech blocks due to
fungal attack using the following formula:

WL (%) = [(mo- mp)/mg] x 100

where m is the initial oven dried weight of the sample before exposu€ t@rsicolorand m

the oven dried weight of the sample after exposureCtoversicolor. Due to the low
concentrations of the different solutions testedamd my present quite similar values justifying

the use of mto calculate weight loss. Due to variations in the test fungus virulences recorded for
different series of experiments, weight losses were normalized.



3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Synthesis ascorbate salts by reaction of ascorbic acid with amines

Compounds used for wood preservation product formulation must be easily available and
of low toxicity for human health and of the environment. Ascorbic acid is complex molecule
recognized as safe presenting several electrophilic groups. It contains four hydroxyl groups in
positions 2, 3, 5 and 6 with different acidities allowing acid-base reactions. The OH in position 3
is the more acidic one (pKa = 4.2), the hydroxyl in position 2 has a pKa = 11.6, and those in
positions 5 and 6 behave as secondary and primary alcoholxgKaand 16 respectively)
Capuzzi et al, 1996. Reaction of hydrogen of hydroxyl group in position 3 allows therefore
formation of potential cationic surfactants with antioxidant properties (Scheme 1).

g —OH
HO— 6
f —OH
HO— ° O0_o
4 o €
_/1 %\} a b c¢c d @06/,
- . e
g3 2on + HNT Tchs CHg\LCHZ-)HCH2 CHyNH; O  OH

Scheme 1. Formation of cationic surfactant by reaction of ascorbic acid with amines

Reactions of ascorbic acid were carried out in aqueous methanol under nitrogen at room
temperature with 1 equivalent of amine. After removal of solvent, washing of the crude product
with diethyl ether, a more or less colored solid was obtained. Contrary to other studies where
reaction of amines with lactones leaded to amide formation via ring opening reaction
(Emmanouil et al, 1998; Ella-Menye et al, 2005; Aury et al 2004), only formation of ascorbate
salts was observed. Formation of the salts was demonstrated by NMR analyses as well as
literature data concerning the synthesis of salts of L-ascorbic acid with different substituted
amines and triphenylphosphine (Dikusar et al, 2004).. Integrity of the vitamin C moiety, which
has been reported as a very sensitive molecule, has been investigated using several spectroscopi
methods. The signal at 4.4 ppm observedHi¥MR is characteristic of the hydrogen at the C4
postion of the vitamin C ring, while*CNMR gave 4 signals at 80.49, 116.10, 174.90 and
178.42characteristic of C4, C2, C3 and C1 atoms respectively. Comparison of the UV-visible
absorption spectrum of ascorbic acig., = 256 nm (10M in water), with that of its alkyl
ammonium salts indicated quite similar behavior, clearly demonstrating the integrity of the
vitamin C moiety. Products were obtained in quite quantitative yields as more or less white
powders.

3.2. Surface properties

Since all these new compounds have been designed in view of their potential use as
surfactants, some of their properties as surface-active agents have been examined. Self-
association of surfactants is a well-known phenomenon. Hydrophobic interactions are the driving
forces which induce the adsorption of the surfactant at the water /air interface. Once this surface
is saturated, the surfactant molecules self-associate to minimize the free energy of the whole
system. The surfactant properties of the agueous solutions were evaluated by surface tension
measurementsy) carried out by the Wilhelmy method. Table 1 describes the different physico-
chemical properties of ascorbate salts obtained.



Table 1. Physico-chemical properties of ascorbate salts

Amine Product  Solubility in water ycpc  CAC (M)

at 25°C (M) (mN/m)
Octylamine AaG 1.0 10" 28 17.7 1d
Dodecylamine  Aag 2.310 29 4.3 1¢
Hexadecylamine AaCie 3.5 10° 25 1.11d
Octadecylamine  Aaf 6.7 10° 30 0.51d

Compared to ascorbic acid (solubility 1.8 M), salts of ascorbic acid / fatty amines are less
soluble in water. The solubility was sufficient to obtairy as. log C (concentration) plot
allowing determination of the Critical Aggregative Concentration (CAC) and of the minimal
surface tensioncac. Curves typical of mono-disperse surfactants were obtained for all the
synthesised products (Figure 1). For concentrations superior to €ACalmost constant and
equal to the minimum value gfattainable with a given amphiphilic compound. The obvious
alignment of the points below, and the constant valugsabbve the CAC, as well as the sharp
break in the curve, were in accordance with the purity of the compounds.
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Figure 1. CAC determination with Wilhelmy-plate method of AaCn

At room temperature, all the synthesized compounds lower the surface tension of water to about
30 mN/m, which is a classical behaviour for hydrogenated surfactants. Depending on the
product, the CAC ranges from 1@ 10° M. CAC of the surfactant decreases with increasing
alkyl chain length. When the length of the chain increases by twg el CAC values decrease

by a factor ofca. 4, which is in good agreement with results described for cationic hydrogenated
surfactant ( Berthod, 1983). Comparatively, the CACs of alkyl ammonium ascorbates are smaller
than those of alkylammonium chlorides (about¥) (Fuersteman, 1991), but similar to that of
ascorbyl alcanoates (8 M) (Palma, 2002).

3.3. Antioxidant properties

The antioxidant properties of ascorbic acid and of its salts are shown in table 2.



Table 2. Antioxidant properties of ascorbic acid and its ascorbate salts

Antioxidant T (min) ICso (umol/l)
Ascorbic acid 52 20.3
AaCs 50 53.4
AaCy; 58 63.6
AaCie 44 44.8
AaCis 62 40.7

It is obvious from these results that alkyl ammonium ascorbate salts as ascorbic acid are able to
slow down oxidation of methyl linoleate induced by AIBN. Inhibition oxidation periaji®f

the different compounds are relatively close (44 to 62 min). Due to the values of inhibition
period measured, it seems however difficult to evaluate more precisely the effect of the size of
the alkyl chain. Some ascorbate salts possess slightly higher antioxidant properties than ascorbic
acid, while others possess slightly lower properties. The DPPH assay allows determination of
ICspvalue corresponding to the concentration at which 50% of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
free radical is scavenged. A lowers¢Gralue corresponds to a larger scavenging activity. As
shown in table 2, ascorbic acid possesses higher radical scavenging activity in comparison to the
different ascorbate salts. §&value of ascorbic acid is similar to that reported (Mazor et al.,
2006)in the literature (compare 20.3 to 20.8), while those of the ascorbate salts are close to 45
except in the case of Aag which presents lower radical scavenging activity. Even if the exact
effect of the size of the alkyl chain remains unclear, it is obvious from these results that fatty
ammonium salts of ascorbic acid possess antioxidant properties. According to literature (Njus,
1991), ascorbic acid (Ahl commonly reacts as an electron donor to yield a free radica) OAH
aradical anion (A) leading to dehydroascorbic acid as final oxidation product. The formation of
the radical anion (A is facilitated through its stability attributed to its pseudo-aromaticity (Abe ,
1987) Oxidation processes are reported in scheme 2.

PKay = 4.2
HO™  (aH,) HO
HO HO
O0_o .H®
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HO HO
HO
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(AH®)
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Scheme 2. Mechanism of oxidation of ascorbic acid

According to the mechanism of oxidation, it is not surprising that ascorbate salts are able to
scavenge both AIBN initiated radicals as well as 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical.
Because pkp is 11.6, the dianion is an exceedingly small fraction of total ascorbate in solution.
However, the stability of the radical anion jAshifts the equilibrium to the right. The lower
antioxidant properties of ascorbate salts observed in the DPPH assay could be due to the higher
steric hindrance of alkyl ammonium ascorbate salts in comparison to ascorbic acid reducing



electronic transfer with hindered 2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyl free radical. Another explanation
may be as follows. As scheme 2 shows, ascorbic acid may give up two H atoms to DPPH. The
hydroxylic H atom in position 3 is no longer present in modified acids, which might result in an
ICso twice as large as the ascorbic acidoJ@n agreement with our observations. This effect is

not observed in the oxygen uptake method, but it has been shown that correlation between the
two methods is poor (Diouf, 2006).

3.4. Effect of ascorbate salts on fungal growth

To evaluate the effects of ascorbate salts on fungi, growth inhibition tests were investigated.
Growth inhibition assays were carried out w@briolus versicoloron malt agar medium using
different concentration of salts. Fungal development was estimated every day by measuring the
diameter of the mycelium and growth inhibition values recorded after total colonization of the
control Petri dishes (approximately 10 days). Resubtigresented in figure 2.
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Figure 2. Effect of different ammonium salts on mycelium growth

It is obvious from these results that amphiphilic ascorbate salts are able to inhibit fungal growth.
Growth inhibition is important in the case of dodecylammonium ascorbate (AAC12), while
butylammonium ascorbate like butylammonium chloride, which have been shown to have no
surfactant properties, are unable to inhariolus versicolorgrowth. Substitution of ascorbate
moiety by an acetate or a chloride counter ion decreased inhibitory effect. Ascorbic acid tested
alone has no effect on mycelium development. According to these results, it seems that
amphiphilic properties of cationic surfactant is at the origin of fungicidal properties of AAC12.
Indeed, surfactants like quaternary ammonium are well known for their ability of disrupting cell
membranes (Donnell et Russel, 1999; Carmona et al 2006). Moreover, cationic surfactants have
been reported to be able to carry antibiotics, drugs, genes, or antigens through biological
membranes exhibiting sometimes synergic effects with the drug carried or displaying anti-
infective properties by themselves (Carmona et al 2006). Similarly to these results, it can be
postulated that dodecylammonium ascorbate interferes with the membrane of the fungi leading
to disorganization of this latter one inhibiting thus fungal development.



3.5. Application to wood preservative formulation

Behavior of the AaC12 salt was then investigated in aqueous formulation of propiconazole, a
widely used fungicide for wood preservation. The advantage of AaC12 compared to traditional
surfactants lies in the fact that not only can it solubilize insoluble organic compounds in water,
but it also exhibits some antioxidant properties likely to increase biological properties of
propiconazole through synergistical or additive effects. AaCl2 salt, ascorbic acid and
dodecylamine hydrochloride were also tested alone to evaluate their effect on fungal
development. Impregnated wood blocks were exposgdotmlus versicolor, a wood rotting
fungus, for 16 weeks and effect of the treatment was evaluated according to wood weight losses
due to fungal attack. Results are presented in figure 3. A statistical analysis of data of the figure
(one-way analysis of variance) using the JMP program (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)
allows to class results in five categories from A to E as indicated on figure 3. Systems not
connected by the same letter are largely different, at the 5% level.

Propiconazole (0.001%) in water sith Simulzal
L8155

Propiconazole (0.01%) in water with Simulsol
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Figure 3. Evolution of weight losses of wood samples impregnated with the different
formulations exposed to Coriolus versical&rror bars represent standard deviations.
Systems not connected by the same letter are largely different, at the 5% level



At 0.001% propiconazole concentration, aqueous formulations show higher efficiencies
compared to the ethanolic solution. At 0.01% concentration, propiconazole formulated with
AaC12 presents the highest efficiency. No weight loss was observed for blocks treated at 0.1%
of propiconazole, whatever the formulation used. The effect of antioxidant properties is more
difficult to evaluate. Depending on the concentration of propiconazole, a small effect could be
observed or not. However, the significance of this effect is low and must be confirmed by
additional experiments. Effect of ascorbic acid, dodecylamine hydrochloride and AaC12 at
concentrations similar to that of surfactants in the tested formulations was also investigated. In
all cases, wood blocks were strongly degraded indicating no effect of these compounds at the
tested concentrations. These results clearly demonstrate that ascorbate salts behave as classics
surfactants. They have been shown to possess interesting antioxidant properties during methyl
linoleate oxidation and DPPH assays, hence could be of valuable interest to formulate active
substances sensitive to oxidation reactions.

4. CONCLUSION

New surfactants are easily obtained from ascorbic acid and fatty ariimese compounds
behave as traditional cationic surfactants and possess antioxidant properties. Surfactant
properties of alkyl ammonium ascorbates are strongly influenced by the length of the fatty alkyl
amine used, while effect of the chain length on the antioxidant properties is less obvious.
Amphiphilic ascorbate salts possess strong inhibitory effect on fungal growth when tested
againstCoriolus versicoloron malt agar medium. At the same time, butylammonium ascorbate
has now effect indicating that surfactant properties are crucial for fungicidal activity.
Propiconazole formulated in aqueous solution with dodecylammonium ascorbate show improved
activity compared to propiconazole used at the same concentration in ethanol. Reasons of this
behavior are not clear, but could be due to a higher penetration of the biocide in the wood
structure leading to a higher concentration of propiconazole or to a better fungicidal activity due
to the presence of surfactant. Comparatively to formulations realized with conventional
surfactant like Simulsol, the use of amphiphilic antioxidant ascorbate salts, gives a slight
increase protection provided to beech wood ag&nsiblus versicolor Further experiments are
currently under investigation to more precisely evaluate the potentiality of such surfactants.
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