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Introduction générale

Les formulations liquides sont actuellement employées dans de nombreux domaines de la vie
quotidienne : agroalimentaire, médecine ou cosmétique. Les avancées techniques et
I’expertise formulatoire permettent de mettre au point des formulations toujours plus
sophistiquées et performantes, notamment avec 1’incorporation de nouveaux principes actifs.

Dans ces formulations complexes, le premier défi est leur stabilisation, c'est-a-dire s’assurer
de la bonne cohabitation des différents ingrédients présents : solvants, tensio-actifs, additifs
spécifiques et principes actifs. Ces derniers étant particulierement fragiles, ils doivent étre
protégés du reste de la formulation. Le second défi est d’assurer 1’efficacité de la formulation
pour répondre aux exigences des consommateurs en termes d’innovation et de performance.
L’une des stratégies les plus intéressantes et répondant a ce cahier des charges, consiste a
encapsuler les principes actifs et a controler leur relargage. Cette approche est en plein essor
aussi bien dans le domaine industriel que dans le milieu académique.

Pour construire des édifices encapsulants déclenchables, il existe de nombreux blocs
élémentaires de taille, structure et chimie variées. Pour faire un choix adapté a 1’application
visée, plusieurs critéres doivent étre respectés. Tout d’abord, les blocs élémentaires doivent
former des édifices déclenchables mais robustes dans des conditions standards. Ensuite, la
chimie a I’origine de la déclenchabilité doit étre facile & implémenter, notamment a 1’échelle
industrielle, et a actionner dans I’application. Elle doit étre robuste dans les conditions
standards mais sensible a un ou plusieurs stimuli externes pour un relargage contrélé aise.

L’objectif de ce travail de thése a donc été de développer et d’étudier des édifices
encapsulants a partir de copolyméres amphiphiles supramoléculaires qui répondent a cette
dualité. Les blocs polymeéres élémentaires choisis sont le poly(éthylene glycol) hydrophile et
le poly(propyléne glycol) hydrophobe. Ce choix est inspiré des Pluronics® commerciaux,
utilisés dans 1’industrie notamment pour stabiliser les émulsions. Les blocs PEG et PPG sont
rendus supramoléculaires par greffage d’unités thymine (Thy) et diaminotriazine (DAT) a
leur(s) extrémité(s). Ces deux motifs, trés étudiés dans le domaine des matériaux
supramoléculaires, sont sélectifs et s’associent par trois liaisons hydrogene parall¢les, ce qui
permet de former différents copolyméres supramoléculaires. L’auto-assemblage de ces
derniers en solvant sélectif, notamment dans I’ecau ou dans des mélanges biphasiques aqueux,
conduit a la formation d’objets encapsulants, destinés a des applications cosmétiques.

Le Chapitre 1 présente une revue bibliographique (état de I’art) sur I’encapsulation et le
relargage controlé de composés. Apres avoir présenté le concept et les avantages de
I’encapsulation, nous montrons 1’évolution des systémes existants, des plus simples aux plus
sophistiqués (smart systems), ces derniers étant constitués de copolymeres amphiphiles rendus
stimulables. Les stimuli les plus fréguemment utilisés et les mécanismes de relargage associés
sont ensuite détaillés. Aprés avoir illustré a travers plusieurs exemples I’intérét de la chimie
supramoléculaire pour 1’élaboration d’édifices encapsulants stimulables, nous exposerons le
concept de la thése qui repose sur une interaction de type clé-serrure (liaisons hydrogéne
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sélectives). En se formant, elle permet d’obtenir des copolymeéres amphiphiles capables de
s’auto-assembler dans I’eau et donc d’encapsuler des composés. En se rompant, elle permet
de déstabiliser les objets encapsulants en réduisant les copolymeres a I’état de blocs
élémentaires non amphiphiles (relargage).

Dans le Chapitre 2, nous présentons le greffage des unités thymine (Thy) ou diaminotriazine
(DAT) a I’(aux) extrémité(s) de chaines PEG et PPG mono et difonctionnelles et le mode
opératoire permettant de former les différents copolyméres a blocs amphiphiles
supramoléculaires (diblocs, triblocs et multiblocs). La caractérisation et 1’étude des propriétés
thermiques des blocs élémentaires et des copolymeéres sont ensuite présentées et discutées. La
force de I’interaction supramoléculaire Thy/DAT est également étudiée, par RMN *H dans
différents solvants organiques (DMSO-ds, CDCl3, toluéne-dg). Cette étude révele que la
constante d’association Krnypar dépend non seulement de la nature du solvant, phénomene
déja bien connu, mais également de la position relative des unités Thy et DAT sur les chaines
polymeres PEG et PPG. On observera notamment que les chaines PEG joue un réle de
«solvant » de 1’'unité Thy, en masse comme en solution, néfaste a la formation d’un
copolymere robuste.

Les systémes étant élaborés a des fins cosmétiques, ils seront utilisés dans un milieu
majoritairement aqueux. L’eau étant compétiteur des liaisons hydrogeéne, son impact potentiel
sur la stabilité des interactions supramoléculaires Thy/DAT est évalué dans le Chapitre 3.
Dans un premier temps, nous avons fait appel a une méthode directe pour estimer sa force et
sa résistance a 1’eau, & une température ou le bloc PPG est en bon solvant (5 °C). Une étude
par RMN dans I’eau lourde ou légére a donc été conduite : *H (1D), corrélation *H-"N et
RMN DOSY (2D). Il apparait qu’il n’est pas possible de mesurer la constante d’association
ni d’affirmer que la liaison Thy/DAT est réellement formée. Cependant, les résultats tendent a
montrer 1’existence d’une organisation micellaire des copolymeéres, les chaines PEG et PPG
étant solubles (a 5 °C) et les unités Thy/DAT hydrophobes. Ceci est confirmé par 1’étude des
propriétés thermiques et thermodynamiques des solutions aqueuses de copolyméres par p-
DSC, avec la mesure des températures critiques de micellisation (CMT) et des enthalpies de
micellisation. De fait, la capacit¢ du bloc PPG a effectuer une transition de phase
(soluble/insoluble) en fonction de son environnement est évaluée.

Dans le Chapitre 4, nous étudions les objets formés par I’auto-assemblage de nos copolymeéres
a blocs amphiphiles supramoléculaires en solution aqueuse. La concentration micellaire
critique (CMC) d’un dibloc supramoléculaire est évaluée et suivie dans le temps par
spectroscopie de fluorescence. La taille et la forme des objets formés avant et apres la CMT
des copolymeres ont été déterminées par diffusion dynamique de la lumiere. Cette étude
révéle notamment la transition entre deux morphologies micellaires, la premiere pilotée par
I’hydrophobie des unités Thy/DAT et la seconde par 1’hydrophobie des blocs PPG. Ces
résultats sont complétés par la visualisation directe des objets formés en microscopie cryo-
MET.

Enfin, le Chapitre 5 est consacré a établir la preuve de concept de 1’encapsulation d’un
composé lipophile par les copolymeéres supramoléculaires en solution biphasique. Aprés une
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bréve revue bibliographique sur les émulsions et les procédés d’émulsification, la réalisation
et la stabilité d’émulsions directes et indirectes, et de dispersions liquide-liquide sont
présentées. Il apparait que le procédé le plus efficace est celui par déplacement de solvant ou
émulsification spontanée. Cependant, le taux d’encapsulation restant faible, nous proposons
une alternative pour former des émulsions stables par apport d’énergie : dans ce cas, les
copolymeres sont formés en attachant les blocs par un lien covalent réversible imine. La
déclenchabilité de I’émulsion est modulée selon la réactivité du lien imine : rapide lorsqu’il
s’échange avec une amine, lent lorsqu’il s’hydrolyse en conditions acides.
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Chapitre 1

Des tensio-actifs aux systemes
intelligents pour I’encapsulation et
le relargage déclenchable
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Introduction

Les formulations liquides atteignent de nos jours de hauts niveaux de complexité et doivent
étre stables dans le temps sous de nombreuses conditions tout en étant toujours plus
performantes et innovantes. Ces formulations sont généralement une combinaison de solvants,
de tensio-actifs et d’un ou plusieurs principes actifs tels que des parfums, pigments, arémes,
agents thérapeutiques ou cosmétiques. Des additifs tels des solutions tampons, des dispersants
et/ou des agents rhéologiques, peuvent étre présents pour assurer la stabilité et les
performances de la formulation.

Les avancées techniques dans le domaine des formulations complexes ont permis aux
industriels d’accéder a de nouveaux marchés en proposant des produits novateurs répondant a
la demande et aux exigences des consommateurs, notamment avec l’incorporation de
nouveaux principes actifs plus performants. Cependant, les additifs présents dans les
formulations peuvent provoquer un stress chimique (oxydation, hydrolyse...) sur ces
principes actifs, altérant ainsi leur intégrité et leurs propriétés. Le défi majeur pour ces
nouvelles formulations complexes est donc de stabiliser et de protéger ces principes actifs de
toute interaction avec les autres ingredients présents, tout en garantissant la performance et
I’efficacité du produit final.

Pour répondre a cette dualité, la stratégie la plus commune est 1’encapsulation du principe
actif et son relargage. Le développement de ces technologies, qui présentent de nombreux
avantages, suscite un engouement certain aussi bien dans le milieu académique qu’industriel.

Dans ce chapitre, nous définissons dans un premier temps le concept de ’encapsulation et les
avantages de cette technologie. Nous réalisons ensuite une revue non exhaustive des édifices
encapsulants, de leurs méthodes de préparation et de leur mode de relargage. Nous présentons
I’évolution de ces systémes, en commencant par les plus simples (tensio-actifs formant des
micelles) jusqu’aux plus sophistiqués, a base de copolymeéres amphiphiles et souvent qualifiés
d’intelligents (smart systems). Nous montrons également a travers différents exemples
comment [’utilisation de la chimie supramoléculaire peut ouvrir de nouvelles voies pour
I’élaboration d’édifices encapsulants stimulables. Enfin, nous concluons en présentant le
concept de copolymeres amphiphiles supramoléculaires formés par interactions hydrogene
sélectives entre blocs et pouvant s’auto-assembler par incompatibilité des blocs (forces de
dispersion). La réalisation et 1’étude de ces nouveaux systemes encapsulants déclenchables
sont le coeur de ce travail de thése.
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I. Encapsulation et relargage — Etat de I’art

1. Définition

L’encapsulation consiste a isoler et stabiliser un ou plusieurs principe(s) actif(s) au sein d’un
édifice encapsulant, principe(s) qui pourra(ont) ensuite étre relargué(s) de fagon contrdlée en
une zone ciblée.! L>édifice encapsulant doit donc étre une barriére efficace pour protéger les
principes actifs de leur environnement (lumiere, température, oxygéne, eau...) et des
ingrédients potentiellement déstabilisants présents dans la formulation, mais doit pouvoir se
décomposer sous ’action d’un stimulus spécifique.

Le terme « encapsulation » ne fait pas référence a une gamme de taille ou a une morphologie
particuliére. On distingue cependant la « microencapsulation » lorsque la taille de 1’édifice
encapsulant est comprise entre 1 micron et 1 mm et « nanoencapsulation » pour une taille de 1
nm & quelques microns.? 1l est possible de classer les édifices encapsulants de plusieurs
facons, par exemple selon leur morphologie :

- les edifices matriciels sont des particules, sphéeres ou latex, formées d’un réseau de
matiere dans lequel le ou les principes actifs sont dispersés (Figure 1.A). Les
particules peuvent étre entourées d’une fine membrane protectrice, et sont de taille
nanométrique a millimétrique.

- les édifices coeur-écorce (core-shell) sont des capsules creuses entourées d’une ou
plusieurs membranes dans lesquelles le ou les principes actifs sont confines (Figure
1.B). Dans la littérature, ils sont souvent qualifiés de systémes réservoisr et leur taille
peut aller de quelques dizaines de nanomeétresa 1 mm.

- les édifices organisés sont des structures mono ou multi-lamellaires formant une
barriéere liquide organisée en 3 dimensions, comme des micelles (Figure 1.C),
cylindres, lamelles ou vésicules. Les émulsions directes ou inverses, simples ou
multiples, mini, nano ou standard forment également ce genre d’édifices. Les
vésicules sont également qualifiées de systemes réservoirs.

Structure Matricielle Structure coeur-écorce Structure organisée
Sphére Capsule Micelle de tensio-actif

Figure 1 — Représentation schématique des différents types de morphologies d’édifices encapsulants.
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Le taux d’encapsulation, qui indique la teneur massique en principe actif, dépend de la nature
et de la structure de I’édifice. Il est d’environ 20 a 35 % pour les microspheres, avec quelques
exceptions allant jusqu’a 50 %, et peut avoisiner les 85 a 90 % pour les microcapsules.®

Les principes actifs peuvent étre de nature variée : parfums, ardbmes, médicaments, enzymes,
ingrédients cosmeétiques, catalyseurs, micro-organismes, etc. lls sont donc de natures,
structures chimiques et polarités différentes, peuvent étre hydrophiles ou hydrophobes, et se
présenter sous différents états physiques (solide, liquide ou gazeux).

Pour étre efficace, il est donc nécessaire de développer des solutions encapsulantes adaptées
aux caractéristiques physico-chimiques du principe actif. Le mode de relargage, choisi selon
I’application finale, doit également étre pris en considération. Ainsi, le choix du procédé
d’encapsulation détermine les caractéristiques des objets encapsulants : leur forme et leur
taille moyenne, leur polydispersité, leur taux d’encapsulation, le processus de relargage
(mécanisme et cinétique).

Les principaux types de procédés d’encapsulation sont mécaniques (cisaillement, extrusion,
..), physico-chimiques (solvant sélectif, conditions de précipitation, ...) et chimiques
(formation in situ du matériau encapsulant).’® Le Tableau 1 montre quel procédé permet

d’obtenir une morphologie spécifique.

Tableau 1 — Classification des morphologies d’édifices encapsulants en fonction de leur taille et de leurs procédés de
fabrication principaux.*

Morphologie Taille Classe Procédés principaux
<0,5 um Nanocapsules Polymérisation interfaciale en nanoémulsion
0,5a250 um  Microcapsules Polymérisation interfaciale en émulsion
Coacervation complexe/Séparation de phase
Ceeur-écorce Assemblage couche par couche
Emulsions structurées
> 250 pm Millicapsules- Co-extrusion de gouttes
macrocapsules Microfluidique
<0,1 pm Nanoparticules Polymérisation radicalaire en microémulsions
Polycondensation
Séparation de phase et évaporation de solvant
0,1a1pum Nanoparticules Polymérisation radicalaire en émulsions et miniémulsions
Polycondensation
Séparation de phase et évaporation de solvant
Matricielle 0,5a250 um  Microparticules Pglymé_risation en suspgnsion _
Séparation de phase et évaporation de solvant
> 250 pm Microparticules ~ Polymérisation en suspension
Gélification/congélation de gouttes
102250 um Poudres Séchage par atomisation simple ou multi-étage
> 250 pm Granules Agglomération en lit fluidisé
Séchage et granulation mécanique
Granulation mécanique
<0,1 pm Microémulsions  Formation spontanée
0,053 0,5um  Miniémulsions Dispersion sous trés haut cisaillement
Sonication
Organisée ] _ Hgmoge_’znéisationlso.us haute pression
0,5a100 pum  Emulsions Dispersion sous cisaillement
Homogénéisation sous haute pression
0,054200 um  Liposomes et Auto-organisation par évaporation de solvant ou

vésicules

coextrusion ; Microfluidique
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2. Pourquoi encapsuler ?

L’encapsulation est une technologie qui présente de nombreux avantages. En premier lieu,
elle permet la protection et la stabilisation du principe actif au sein de la formulation sur des
temps plus ou moins longs, et son relargage a ’endroit et au moment voulus. Dans le méme
ordre d’idée, elle permet d’isoler des composés pouvant déstabiliser la formulation, par
interaction avec des ingrédients-clés comme des dispersants ou des modificateurs de
rhéologie. Par exemple, les bactéricides utilisés pour inhiber le développement de microbes
dans un revétement peuvent oxyder les additifs assurant la stabilité de la formulation. Ceci
résulte d’une part en la diminution de I’activité antimicrobienne et, d’autre part, en celle de la
qualité du produit.*

Au-dela de cette fonction intrinséque d’isolement du principe actif, I’encapsulation peut aussi
permettre d’obtenir une meilleure efficacité, d’atteindre de nouvelles performances avec des
produits innovants, d’assurer une meilleure innocuité ou encore de réduire les colts du
produit final.> Son utilisation est particuliérement indiquée pour des systtmes complexes,
c'est-a-dire contenant une combinaison de solvants, de surfactants, d’additifs (conservateurs,
agents anti-mousse, agents rhéologiques...) et de principes actifs.

L’encapsulation augmente 1’efficacité du produit en limitant la perte/dégradation du principe
actif durant la préparation, le stockage et I’utilisation du produit. Ainsi, les molécules volatiles
telles que les parfums ou les composés de faible masse molaire sont mieux préservés au sein
de la formule.® De la méme facon, I’encapsulation d’une substance thérapeutique dans un
édifice spécialement fonctionnalisé pour cibler les cellules cancéreuses (vectorisation),
augmente I’efficacité du traitement car le médicament est protégé lors de son transit dans le
corps jusqu’a la zone d’intérét (pas ou peu de perte ou de deégradation du produit au
franchissement des barrieres biologiques et enzymatiques). De plus, un édifice encapsulant
mimant les membranes cellulaires (niosomes, liposomes, polymersomes) pourra étre mieux
absorbé par les cellules et le médicament sera relargué uniquement sur la zone d’intérét
(cellules, organes ou tissus biologiques spécifiques). En limitant ainsi la perte du principe
actif (protection du milieu extérieur et ciblage), il devient possible de diminuer la quantité
nécessaire a la performance désirée, limitant la toxicité et le colt global du produit.

Un autre atout majeur de 1’encapsulation est la possibilité de formuler des produits innovants
et d’atteindre de nouvelles performances. En effet, depuis plusieurs annees, la demande des
consommateurs en terme de produits novateurs et originaux, tant d’un point de vue
fonctionnel que sensoriel, n’a cessé de croitre. En réponse, les laboratoires ont fourni des
formulations toujours plus performantes utilisant la technique de 1’encapsulation. Il est ainsi
possible de maximiser les synergies entre deux composés en les encapsulant séparément
jusqu’a leur utilisation, ou ils réagiront ensemble (par exemple, oxydants ou produits de
coloration capillaire). 1l existe également des cosméto-textiles contenant des microcapsules
libérant leurs principes actifs (hydratants, amincissants) sous le mouvement de ’utilisateur, ou
encore des déodorants contenant des parfums et des bactéricides encapsulés qui seront libérés
lorsque le corps est en mouvement et que sa température augmente.
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Enfin, I’encapsulation peut étre une réponse pour renforcer 1’innocuité d’un principe actif. En
effet, en encapsulant, il est possible d’éviter 1’exposition non voulue des utilisateurs a un
principe actif (ex : protéases dans les détergents), ou d’assurer la stabilité chimique d’un
composé¢ jusqu’a son utilisation finale. L’encapsulation peut donc réduire I’impact
environnemental des composés chimiques en évitant leur dispersion non désirée. Cette
stratégie a permis notamment a 1’industrie agrochimique de conquérir de nouveaux marchés
en garantissant la sécurité des utilisateurs de pesticides, souvent dangereux a haute
concentration. Dans le domaine de la vectorisation de médicaments, les effets secondaires et
toxiques indésirables peuvent étre diminués : I’encapsulation et le relargage ciblé limitent la
diffusion des agents thérapeutiques vers les cellules saines, qui sont ainsi préservées.

Comme on le voit, les avantages de 1’encapsulation et du relargage contr6lé sont mis a profit
dans de nombreux domaines : agroalimentaire, batiment, pharmaceutique, cosmétique,
détergence, peintures ou textiles. En fonction de I’application recherchée, de la formulation
souhaitée, du mode de relargage, de la nature des principes actifs, il est nécessaire de choisir
le procédé, la morphologie et les caractéristiques physico-chimiques de I’édifice encapsulant
le plus adéquat.

3. Comment encapsuler : blocs élémentaires pour la construction d’édifices
encapsulants

Depuis les premiers travaux sur I’encapsulation de Green’ au début des années 40, de
nombreux édifices encapsulants, toujours plus complexes, ont été réalisés. Le choix des blocs
élémentaires pour concevoir ces édifices est aujourd’hui vaste. Il s’étend des blocs les plus
simples formant des edifices classiques (tensio-actifs formant des micelles) aux blocs les plus
sophistiqués formant des édifices souvent qualifiés d’intelligents (smart systems), sensibles a
un ou plusieurs stimuli permettant un relargage ciblé et controlé.

On se propose de présenter ici trois grandes catégories de blocs élémentaires : les tensio-
actifs, les lipides et les polymeres, dont 1’auto-assemblage conduit a des micelles, des spheres,
des capsules ou des polymersomes. Bien que ces blocs aient des structures et des natures
chimiques différentes, ils sont tous amphiphiles, condition nécessaire a leur auto-assemblage,
et plus loin a leur fonction d’encapsulation.

a. Edifices a base de tensio-actifs

Les tensio-actifs sont des molécules amphiphiles présentant une téte polaire hydrophile et une
queue apolaire hydrophobe. Leur amphiphilie leur donne la capacité de s’adsorber entre deuX
milieux non miscibles, ce qui diminue leur tension interfaciale et permet de les faire
cohabiter. L’interface peut étre entre deux liquides, un liquide et un solide, un liquide et un
gaz. Les tensio-actifs peuvent étre d’origine naturelle ou synthétique, ioniques ou non
ioniques.
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Chapitre 1 : Des tensio-actifs aux systémes intelligents pour ’encapsulation déclenchable

i.  Types de tensio-actifs

Les tensio-actifs peuvent étre classés selon la structure chimique de leur téte polaire
(anionique, cationique, zwitterionique, catanioniques ou non chargée, Figure 2)®° mais la
structure de la partie hydrophobe (longueur, architecture, nature chimique, ...) sera
déterminante pour la forme des objets auto-assemblés.

Anionique : dodécyle sulfate de sodium (SDS) Non-ionique : polyéthyléne glycol
T monododécyléther
N/
/\/\/\/\/\/\o/\s’:‘o—[ﬂ;ﬁ (\OAVO%O/‘\/D%OH
SN S T e e e
Cationique : bromure de — —
cétyltriméthylammonium (CTAB) Catanionique : paire d’ions
: (HCINL_~
/\/\/\/\/\/\/\/\N/ Br g
/\ 00C
HO- OH
Zwitterioniques: bétaine de cocamidopropyle O~ w}fn
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/\/\/\/\/\/U\N/\/\N+ O

. /N

Figure 2 — Représentation schématique d’exemples des différentes classes de tensio-actifs. Les tétes polaires sont
surlignées en bleu.

Les tensio-actifs anioniques forment la classe la plus répandue. Ils possedent une téte polaire
chargée négativement, sulfate (RSO, M"), sulfonate (RSO3 M™), carboxylate (RCOO'M™) ou
phosphate (RHPO, M), oli R est une chaine alkyle plus ou moins longue et M un cation
alcalin, alcalino-terreux ou ammonium. L’exemple le plus connu est le dodécylsulfate de
sodium (SDS). Ils sont trés utilisés dans les détergents ainsi qu’en cosmétique, leur codt étant
minime. Néanmoins, ils sont irritants, et les formulateurs tendent de plus en plus a les
remplacer par des tensio-actifs moins agressifs pour 1’utilisateur.

Les tensio-actifs cationiques sont chargés positivement et portent une fonction ammonium
quaternaire (RNH3;"X", RN(CH3)®* X, avec X : chlorure ou bromure). La fonction amine est
sous sa forme acide conjugué a des pH inférieurs a 10. Ces tensio-actifs sont utilisés pour la
modification de surface (métaux, plastiques...) et dans les produits capillaires cosmétiques.
En termes de production, ils représentent la 3°™ classe de tensio-actifs.

Les tensio-actifs zwitterioniques possédent a la fois un groupe cationique et un groupe
anionique, parmi ceux cités précedemment. Etant moins toxiques, ils sont trés utilisés en
cosmetique, mais sont peu produits a cause de leur codt relativement élevé. Les amino-acides
tensio-actifs sont sensibles au pH et qualifiés d’amphotéres : aux faibles pH, ils se comportent
comme des tensio-actifs cationiques, aux pH élevés comme des tensio-actifs anioniques, et
aux pH intermédiaires comme des tensio-actifs zwitterioniques.

Il existe également des tensio-actifs catanioniques,™ constitués d’une paire d’ions : ce sont
des systemes bicaténaires, avec deux tétes polaires de charges opposées et deux queues
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apolaires, résultant du mélange de tensio-actifs anioniques et cationiques. Lors de leur
préparation, les mélanges équimolaires de tensio-actifs de charges opposées ont tendance a
précipiter.”* 2 En effet, les paires d’ions tendent & s’agréger par interactions électrostatiques :
I’hydrophilie des systémes diminuant, ils sont moins solubles.* Pour y remédier, on élimine
les contre-ions inorganiques associés, créant ainsi un excés de tensio-actifs chargés
positivement ou négativement.™

La derniere catégorie est celle des tensio-actifs non ioniques. Ils sont classés selon la nature
de la jonction entre les parties hydrophiles et hydrophobes (liens ester, éther, amide). On peut
par exemple citer les esters d’acides gras et de polyoxyéthyléne sorbitane, plus connus sous le
nom de polysorbates. Apres les tensio-actifs anioniques, cette catégorie représente la
deuxiéme classe la plus produite. Ils sont compatibles avec d’autres tensio-actifs, sont utilisés
comme agents dispersants dans les détergents, les cosmétiques et la vectorisation de
médicaments, et sont particuliérement plébiscités pour leur caractére non irritant.

Enfin, les tensio-actifs peuvent posséder plusieurs tétes polaires - chargées ou non, identiques
ou non - et/ou une ou plusieurs queues hydrophobes. On distinguera les structures linéaires
bolaforme™® et ramifiées gemini'” (Figure 3).

Bolaforme Gemini

COOH

M(
hoog g
W

oO—
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Figure 3 — Représentation schématique de tensio-actifs bolaforme et gemini.
ii.  Edifices formés par les tensio-actifs

Parce qu’ils sont amphiphiles, et plus précisément grace a leur(s) chaine(s) hydrophobe(s), les
tensio-actifs ont la capacité de s’auto-organiser en édifices dynamiques apres avoir dépassé
leur concentration micellaire critique (CMC, propre a chaque type de tensio-actifs). La CMC
est généralement comprise entre 10™ et 10 mol/L et varie en fonction de la taille, de
I’architecture et de la masse molaire du tensio-actif. Dans I’eau, les édifices les plus simples
sont les micelles directes dans lesquelles les tétes polaires sont orientées vers 1’cau, la surface
de la micelle formant ainsi une couronne, et les parties apolaires rassemblées en un cceur
hydrophobe dense pour minimiser leur contact avec ’cau. La taille moyenne de ces objets
varie entre 1 et 100 nm de diameétre et ils peuvent contenir des composés hydrophobes. Dans
un solvant apolaire/hydrophobe, les tensio-actifs formeront des micelles inverses, avec une
couronne de chaines apolaires et un cceur de tétes polaires pouvant contenir des composés
polaires et/ou hydrophiles.

Le passage de simples micelles a des édifices plus complexes peut étre expliqué par la théorie
d’Israclachvili, qui permet de prévoir la forme des tensio-actifs auto-assemblés en solution.'®
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En effet, chaque tensio-actif possede un paramétre propre d’empilement (packing) P qui
dépend de sa composition et de sa structure chimique. Ce paramétre, sans dimension, est
défini comme : P= :—;’C

avec Vo et Ic le volume et la longueur de la queue hydrophobe, et a I’aire optimale occupée par
la téte polaire a I’interface. Ce parametre donne une vision simplifiée de la relation entre la
structure d’une molécule et I’objet qu’elle peut former (Figure 4).

Spherical <033

Micelle =
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= =
Spherical

Vesicle
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—0'54'0 Planar
e Bilayer
r =r 48
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Figure 4 — Différentes morphologies attendues selon le paramétre de packing P du tensio-actif.'°

Grace a ce concept, il est également possible d’anticiper les transitions de morphologies
lorsque les parametres physico-chimiques du milieu sont modifiés. En effet, vq et Iy étant fixes
par nature (molécule de tensio-actif), a dépendra des interactions de la téte polaire (entres
elles et avec leur environnement), c’est-a-dire des conditions du milieu. Ainsi, pour un tensio-
actif non ionique, 1’¢élévation de température rompt les interactions hydrogene entre les tétes
polaires et les molécules d’eau. La valeur de a diminue donc et celle du paramétre P
augmente : on passe ainsi d’une micelle sphérique a cylindrique (Figure 5). La Figure 6
montre les effets de variation des paramétres externes du milieu (température, pH, force
ionique, hydratation) sur la morphologie des tensio-actifs.

<: LARGER ag | | smaLLeR aE>_

@ Headgroup Repulsion

Figure 5 — Evolution du paramétre de packing.2
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NORMAL STRUCTURES INVERTED STRUCTURES
Larger, more hydrated headgroups Smaller, less hydrated headgroups
Lower ionic strength, Larger D/£. Higher ionic strength, Smaller D/£.
Lower pH (cationics), higher pH (anionics) Higher pH (cationics), Lower pH (anionics)
Lower temperature (non-ionics) Higher temperature (non-ionics)

Cmeena. [ swALLER 4, >
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 Vlagl, 113 1/2 1.0 2 3
HLB 40 20 10 2 1
@L&R V, LARGER £c | [LARGER V, suom’s{l>
Single, saturated chains Branched, unsaturated chains
Shorter chains, larger D/£; Double-chains, Higher temperature
Less oil-penetration Greater oil-penetration
Higher MW oil Co-surfactant addition

Figure 6 — Effets des conditions du milieu (force ionique, pH, température,) et de I’architecture du tensio-actif
(volume et longueur de la queue hydrophobe) sur la valeur du paramétre de packing.?’
Par la suite, cette théorie a été enrichie par les travaux de Nagarajan et al. qui ont démontré
I’importance et I’impact de la partie hydrophobe des tensio-actifs sur la taille et la forme des
édifices obtenus.?!

La théorie d’Israelachvili est vérifiée pour de nombreux systémes de tensio-actifs
conventionnels ou plus sophistiqués. Parmi les objets complexes formés, nous pouvons citer
les niosomes,?*? les vésicules catanioniques™®** et les édifices & base de tensio-actifs
bolaformes. 2%

Les niosomes? résultent de I’auto-organisation de tensio-actifs non ioniques et de cholestérol,
et forment des édifices sphériques avec une membrane en bicouche hydrophobe et une cavité
hydrophile (vésicules). lls peuvent étre obtenus par réhydratation de film ou injection des
tensio-actifs fondus dans 1’eau chaude sous forte agitation. Leur taille, de I’ordre du micron,
peut étre réduite jusqu’a quelques centaines de nanométres par procédés meécaniques
(sonication, microfluidique, extrusion, filtration). Les substances hydrophiles sont
encapsulées dans la cavité des niosomes par dissolution dans la phase aqueuse qui va
réhydrater le film (méthode passive). Les substances hydrophobes sont encapsulées dans la
membrane des niosomes par mélange avec les tensio-actifs en amont de leur formation. Dans
les deux cas, ’encapsulation est donc simultanée a la formation des niosomes. Initialement
développés pour la cosmétique, les niosomes ont fait 1’objet de nombreuses études pour la
vectorisation de médicaments.?’” Hood et al. ont développé des niosomes fonctionnalisés en
surface par des anticorps et capables de relargage trés ciblé.?® Sharma et al. ont réalisé des
niosomes encapsulant des principes actifs hydrophiles et hydrophobes pour un traitement
contre le cancer.? Dans ce cas, le relargage se fait en deux temps : le principe actif hydrophile
est relargué en 2 jours, tandis que le principe hydrophobe est relargué en 7 jours grace a la
dégradation progressive des niosomes.
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Les tensio-actifs catanioniques ont également la capacité de s’auto-organiser en vésicules
aptes a encapsuler. Soussan et al. ont élaboré des tensio-actifs catanioniques pour la
vectorisation de médicaments, en associant un tensio-actif issu des sucres a une substance
thérapeutique anti-inflammatoire pour la peau.’® Dans ce systéme, la substance a délivrer est
elle-méme un bloc élémentaire de 1’édifice encapsulant. Les études récentes montrent que les
tensio-actifs catanioniques sont de tres bons candidats pour la vectorisation de médicaments
grace a leurs interactions électrostatiques.®® En effet, ces derniéres peuvent induire de
nombreux processus de fusion de la membrane avec les cellules, et donc mieux délivrer les
principes actifs.

Enfin, les tensio-actifs bolaformes ont la capacité de s’auto-organiser en solution ou aux
interfaces (air/liquide, solide/liquide).?* En solution, la morphologie des édifices varie avec la
structure des tensio-actifs (deux tétes polaires identiques ou non) et les parameétres du milieu.
Ainsi, a partir de bolaformes amides terminés par des acides benzoiques, Matsui et al. ont
obtenus des nanotubes & pH 7 et des microsphéres a pH 8 (Figure 7).3!

10 N/ : W /4 OH
pH /
oy
£ (b)

Figure 7 — Formation de microsphéres et nanotubes selon le pH.3!

Bien que I’espaceur entre les deux parties polaires soit généralement hydrophobe, Ghosh et al.
ont synthétisé un bolaforme zwitterionique avec deux tétes polaires a base de L-cystéine
reliées par une chaine PEG hydrophile, formant des vésicules monocouches stables en
solution aqueuse.*

Conclusion

La production industrielle des tensio-actifs est relativement maitrisée et peu onéreuse (excepté
pour les tensio-actifs non ioniques) et ils se conservent aisément. Les édifices de tensio-actifs
(micelles, niosomes, vésicules catanioniques...) se forment spontanément dans 1’eau et sont
modulables, toutefois dans une gamme de concentration souvent tres faible. Selon le principe
actif a encapsuler et ’application visée, les paramétres du tensio-actif et/ou de 1’édifice (taille,
forme, propriétés de surface, etc.) ou les parametres physico-chimiques du milieu peuvent étre
ajustes. Les systemes bicouches présentent également la capacité d’encapsuler a la fois des
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molécules hydrophiles et hydrophobes. Enfin, ils peuvent étre utilisés dans de nombreuses
applications, notamment en médecine et en cosmétique, certains édifices présentant une bonne
biocompatibilité (niosomes et vésicules catanioniques notamment).

Cependant, ces édifices sont peu robustes, essentiellement parce que les tensio-actifs sont des
molécules de faible masse molaire. 1ls ont donc tendance a se défaire lorsqu’ils sont dilués et
sont peu stables dans le temps, un relargage prématuré du principe actif (fuite) pouvant se
produire & travers la membrane perméable. De plus, leur taille reste relativement modeste et
ne permet pas d’encapsuler de grandes quantités de principe actif. Enfin, certains tensio-actifs
sont tres irritants, et beaucoup de questions liées a leur innocuité restent en suspens, les études
de toxicité étant peu nombreuses. Ce point est particulierement problématique pour leur
utilisation dans la vectorisation de médicaments.

Pour réaliser des édifices mieux tolérés, plus robustes, plus stables, encapsulants une plus
grande quantité de principes actifs, en un mot plus efficaces, les lipides, et plus
particulierement les phospholipides, peuvent étre utilisés, notamment sous forme réticulée.

b. Edifices a base de phospholipides

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles dont la téte polaire peut étre neutre ou
chargée, généralement composée d’un groupement phosphate et d’'un ammonium quaternaire
(Figure 8). La partie hydrophobe est une combinaison de deux chaines d’acides gras, plus ou
moins longues, saturées ou non. Les phosphoglycérides, les glycosylglycérides ou stérols,
ainsi que d’autres types de molécules comme la stéarylamine, sont des lipides extraits de
cellules animales ou végétales.
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Figure 8 — Représentation schématique du phospholipide DPPC (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine).

Ces lipides s’auto-organisent et forment des édifices encapsulants constitués d’une ou
plusieurs membranes bicouches entourant une cavité d’eau : les liposomes.® Leur conception
est inspirée de la biologie, la membrane bicouche mimant la membrane phospholipidique des
cellules vivantes et leur permettant d’interagir de fagon préférentielle avec les cellules pour y
délivrer des principes actif.** Dans ces objets, le principe actif (hydrophile) peut-étre
encapsulé dans la cavité d’eau, ou bien dans la membrane (hydrophobe), en quantité
conséquente ce qui permet d’utiliser/administrer moins d’objets. Ils peuvent également étre
constitués de plusieurs membranes et cavités, ce qui leur confere des stabilités et des profils
de relargage variables.3**
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Les liposomes unilamellaires existent en trois tailles (Figure 9) :

-« petits » de 20 a 100 nm, formés par sonication.
- «larges » au-dessus de 100 nm, formés par congélation-séchage (freeze-drying).
-« géants » au-dessus de 1 micron (GUV), formés par électro-formation.

Les liposomes géants sont trés utilisés dans ’industrie pharmaceutique, leur structure et leur
taille étant trés similaires a celles des cellules. Leur mode de préparation utilise un courant
électrique pour disperser et faire gonfler le film lipidique déposé sur une plague de silicone.®
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Figure 9 — Représentation schématique de liposomes de différentes tailles.

La structure des liposomes dépend non seulement de leur composition mais également de leur
mode de préparation. Celui-ci se décompose typiquement en 3 étapes : i) dissolution des
lipides dans un solvant organique volatile, ii) évaporation du solvant et formation d’un film,
iii) dispersion du film lipidique dans 1’cau par sonication, extrusion, électro-formation, etc.*
C’est au cours de la derniére étape que les lipides s’auto-assemblent en bicouches lamellaires
puis en liposomes par repliement de la membrane (Figure 10).
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Figure 10 — Représentation schématique de la formation de liposomes : A) les phospholipides individuels s’auto-
assemblent en B) membrane bicouche, se repliant pour donner un C) liposome.®*
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Le mode d’encapsulation dans les liposomes est similaire a celui décrit précédemment pour
les niosomes. La méthode la plus simple consiste en la dispersion des lipides séchés dans une
solution du principe actif (encapsulation passive).®® L’encapsulation des substances
hydrophobes dans la membrane des liposomes est réalisée en mélangeant le principe actif
avec les phospholipides avant leur redispersion. Une solution organique de lipides peut
également étre injectée dans une solution aqueuse du principe actif, puis le solvant organique
est évaporé.®” L’encapsulation dans des liposomes déja formés peut étre réalisée en utilisant
des gradients de pH ou de concentrations (encapsulation active).*

Les liposomes peuvent étre concus en fonction du mode de relargage souhaité et de
I’application. lls peuvent ainsi étre modifiés pour étre sensibles au pH,* au potentiel redox du
milieu,** & la température,*... Ils peuvent aussi étre fonctionnalisés par des ligands, comme
pour les virosomes, utilisés pour la vaccination et la vectorisation d’antigénes, qui miment les
virus et permettent un relargage trés ciblé.*>**

Conclusion

Les liposomes sont des systemes réservoirs, protégeant le principe actif de son
environnement, augmentant sa biodisponibilité et réduisant les effets indésirables éventuels.
Ils peuvent transporter simultanément des molécules hydrophiles et hydrophobes et peuvent
étre modifiés en fonction de I’application, pour obtenir un relargage ciblé et contrélé.

Contrairement aux édifices tensio-actifs, leur nature chimique rend les liposomes
biocompatibles et d’une grande innocuité. Ils sont bien tolérés par 1’organisme et interagissent
efficacement avec les cellules. Ils sont donc trés plébiscités en cosmétique et par I’industrie
pharmaceutique pour la vectorisation. De plus, leur CMC est 4 a 5 fois plus faible que celle
des tensio-actifs : il en faut donc moins pour former des édifices, dont les tailles plus
importantes permettent également d’atteindre de plus grands taux d’encapsulation.

Néanmoins, les liposomes restent peu robustes et leurs stabilités chimique et mécanique sont
limitées dans le temps.* En effet, les lipides sont sensibles a 1’oxydation et & I’hydrolyse de
leurs liens esters. Les membranes peuvent donc fuir ou les liposomes s’agréger. Ces défauts
ont conduit I’industrie pharmaceutique a préférer les liposomes modifiés. Gabizon et al. ont
par exemple réalisé des liposomes modifiés en surface par des chaines poly(éthylene glycol)
(PEG), pour I’encapsulation du Doxil (anticancéreux). Ainsi protégés, les liposomes ne sont
plus détectés par les monocytes et les macrophages du foie et peuvent circuler plus longtemps
dans le systtme sanguin.”® Par ailleurs, les techniques de préparation sont difficilement
transposables a 1’échelle industrielle, et les solvants organiques utilisés pour dissoudre les
lipides peuvent laisser des traces toxiques.

Les défis pour une préparation a grande échelle d’édifices encapsulants stables et efficaces ont
conduit a explorer d’autres stratégies, notamment 1’utilisation de copolymeéres & blocs pouvant
former en solution des analogues synthétiques des liposomes.

25



Chapitre 1 : Des tensio-actifs aux systémes intelligents pour ’encapsulation déclenchable

c. Edifices a base de copolymeéres a blocs

Les copolyméres a blocs amphiphiles sont une combinaison de deux ou trois blocs
hydrophiles et hydrophobes, pouvant étre de natures chimiques différentes (AB, ABA, ABC),
chargés ou non. Les copolymeres peuvent présenter différentes architectures, et mener a
différents types d’édifices que nous présentons ci-apres.

i.  Blocs des copolymeres amphiphiles

La nature chimique des blocs polymeres utilisés pour la conception des copolyméres
amphiphiles est trés variée (Tableau 2).%°

Tableau 2 - Les principaux blocs hydrophiles et hydrophobes mis en ceuvre dans les copolymeéres a blocs destinés a
I’encapsulation.

Blocs hydrophobes Blocs hydrophiles
Poly(styréne) Poly(éthyléne glycol)
Poly(butadiéne) Poly(acide acrylique)
Poly(oxyde de butyléne) Polymeéres issus des sucres
Poly(propyléne glycol) Poly(glycérols)
Poly(caprolactone)
Poly(lactate)

Les copolymeres & bloc PEG ont été particulierement étudiés, ce bloc étant trés fortement
hydraté. De plus, les fortes interactions répulsives entre chaines PEG conduisent a la
formation de micelles de grand volume et participent & leur stabilisation.*” Les principes actifs
peuvent donc étre délivrés sur une longue période de temps.*® Ces derniéres années, les
polyméres issus des sucres®® et les polyglycérols® sont largement utilisés comme blocs
hydrophiles en raison de leur biocompatibilité accrue.

Concernant les parties hydrophobes, les polymeéres biodégradables comme les poly(lactates)
sont de plus en plus souvent utilisés.” Ainsi, Zeng et al. ont synthétisé un copolymére a blocs
PEG et poly(lactate), qui forme un édifice dont le temps de demi-vie est de 48 h et dont la
substance thérapeutique encapsulée peut étre relarguée par ultrasons. La biodégradabilité du
bloc poly(lactate) permet d’éliminer plus facilement le polymére in vivo. *?

Les avancées en polymérisation contr6lée permettent de synthétiser des copolymeres a blocs
de faible polydispersité, de masses molaires et d’architectures controlées, et de les
fonctionnaliser selon le besoin.>*** En effet, la fonctionnalisation des chaines polyméres
conduit & des édifices sensibles a des stimuli (lumiere, pH...), utilisés pour déclencher le
relargage. Les (co)polymeres peuvent présenter une architecture linéaire, ramifiée, en peigne,
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en brosse, en étoile (Figure 11) et des structures plus sophistiquées comme les dendrimeéres.
Cette polyvalence de structure est un avantage-clé pour concevoir des édifices encapsulants
adaptés aux besoins de I’application visée.

e T 455

Block copolymer Comb polymer Brush polymer
AB, star Palm-tree AB, H-shaped B,AB, Dumbbell (pom-pom)
Ring block Star block AB, Coil-cycle-coil Star A B,

Figure 11 — Représentation schématique de différentes architectures de copolymeéres a blocs.

Le squelette des copolymeres en peigne et en brosse peut étre hydrophile et les chaines
pendantes hydrophobes, ou inversement.® Le principe actif peut également étre intégré dans
la structure copolymere. Ainsi, Burts et al. ont préparé des copolymeres en brosse étoilés
(brush-arm star polymer, BASP) sur lesquels une substance thérapeutique (doxorubicine,
DOX) est liée de facon covalente par réaction clic et relarguée par irradiation sous 365 nm
(Figure 12).°
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Figure 12 — Copolyméres en brosse étoilés contenant la substance active (DOX) dans leur structure.>®

Des copolymeéres en forme d’étoile et de Y a base de PEG et de poly(caprolactone) (PCL) ont
été synthétisés pour la vectorisation de vinorelbine (anticancéreux) (Figure 13).°" Leurs
structures complexes leur permettent de former des édifices encapsulants a faible CMC et de
transporter une plus grande quantité de médicament. Les blocs PCL hydrophobes mobiles
facilitent leur auto-assemblage en micelle dans I’eau.
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Figure 13 — Copolyméres en étoile et en Y pour la vectorisation de médicament.®’

Comme on le voit, I’architecture (simple ou complexe) des copolyméres conduit & des
édifices auto-assemblés singuliers, que nous détaillons dans ce qui suit.

ii.  Edifices formés

Les copolymeéres a blocs amphiphiles peuvent former divers objets dont la forme dépend de
plusieurs parameétres : composition chimique et taille des blocs, architecture du copolymere.
Letchford et al. donnent une vision globale des édifices formés, en distinguant les objets
organisés  (micelles, polymersomes), matriciels (nanosphéres) et coeur-écorce
(nanocapsules).”® L’auto-assemblage des copolyméres & blocs, diblocs AB ou triblocs ABA
ou ABC, en micelles sphériques, cylindres,>®® lamelles, vésicules,®*® et autres objets
organisés ® est particuliérement bien documenté en masse,** en solution ou dans un solvant
sélectif d’un des blocs.*®

En 1980, Leibler a développé une théorie sur la micro-séparation de phase des copolymeres a
blocs en masse.’ Cette théorie permet notamment de prédire la morphologie d’un copolymére
dibloc selon la fraction volumique d’un des blocs et de I’incompatibilité des blocs exprimée
par la variable yN, ou N est le nombre d’unités monomeéres du copolymere et y le paramétre
d’interaction de Flory qui traduit I’affinité des blocs entre eux. Selon cette théorie, 1a micro-
séparation de phase ne peut avoir lieu que si yN > 10,5, ce qui a été vérifié pour de nombreux
systémes (par exemple P1-PS, Figure 14).™ Les différentes morphologies - sphéres, cylindres,
gyroide, lamelles - sont obtenues pour des fractions volumiques croissantes de 1’un des blocs,
I’interface entre blocs étant de moins en moins courbée.
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Figure 14 — Diagramme de phase expérimental du copolymére dibloc poly(isopréne)-poly(styréne).”*

Dans I’cau, par analogie avec la théorie d’Israelachvili®®? et les travaux de Nagarajan® sur

les tensio-actifs, la morphologie des édifices formés par des copolyméres diblocs amphiphiles
peut étre prédite par la courbure spontanee Cy et 1’équation suivante :

Dans cette équation, P est le paramétre de packing, V le volume du bloc hydrophobe, ao I’aire
interfaciale optimale par chaine et Ic I’extension du bloc hydrophobe.”*"® La Figure 15 montre
I’évolution de la morphologie en fonction de ces parametres.

p<1/3 1/3<p=<1/2 1/2<p=«1 p=1
Cy=>=0 C, >0 C,~0 Co<0
Micelle Micelle Vésicule Micelle
sphérique cylindrique ou inverse
bicouche

Figure 15 — Représentation des morphologies adoptées par un copolymeére dibloc amphiphile en fonction du
paramétre de packing p, et de la courbure spontanée C,.”

Sugihara et al. ont illustré cette évolution pour des copolymeres a blocs amphiphiles en
solution aqueuse : en augmentant le volume du bloc hydrophobe, les forment successivement
des micelles, des cylindres et des vésicules (Figure 16).”
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Figure 16 — Evolution de la morphologie des édifices formés par un copolymere dibloc amphiphile dans I’eau en
fonction de la taille du bloc hydrophobe (PHPMA).”™

Il reste toutefois difficile de prédire précisément la morphologie des édifices en solution
(monophasique ou biphasique). En effet, les chaines polyméres étant longues, il est difficile
de prévoir leur conformation aux interfaces, comme dans le cas des tensio-actifs. Par
exemple, pour minimiser les interactions répulsives entre 1’huile et ses segments hydrophiles,
un copolymeére amphiphile statistique se répartira de part et d’autre de I’interface en formant
des boucles, et donc une couche trés dense (Figure 17).”® Par ailleurs, I’adsorption du
copolymére a [D’interface dépend fortement du rapport de ses motifs hydrophiles et
hydrophobes. En effet, si I’'un des blocs est trés majoritaire par rapport a 1’autre, le
copolymeére restera en solution, dans la phase huileuse ou aqueuse selon qu’il contient plus de
motifs hydrophobes ou hydrophiles, et ne pourra pas s’adsorber a I’interface.”*"’

R

Figure 17 — Représentation de la conformation adoptée par un copolymére amphiphile statistique a I’interface
huile/eau.”
Dans le cas de copolymeres amphiphiles diblocs, plusieurs situations sont possibles. Les
chaines peuvent s’adsorber (Figure 18, C et D) ou non (Figure 18, A et B) a I’interface en
formant une couche plus ou moins dense. On parle de régime de brosse pour une couche
dense (Figure 18, A et C) et de régime champignon dans le cas contraire (Figure 18, B et D).”
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Figure 18 — Représentation des arrangements de copolyméres diblocs amphiphiles & I'interface eau/huile.”

Comme évoque au début de ce chapitre et de cette section, les édifices formés peuvent étre
classés en trois catégories : matriciels, cceur-écorce et organisés. Dans la suite de ce chapitre,
et en relation avec les travaux de la thése, nous ne nous intéresserons qu’aux eédifices
organisés. Parmi ceux-ci, on retrouve les micelles, les cylindres, les lamelles et les vésicules
(polymersomes) qui nous intéressent plus particuliérement.

Les polymersomes sont les analogues synthétiques des liposomes, d’une taille inférieure au
micron, formés par I’auto-assemblage de copolyméres a blocs amphiphiles.*®? Dans un
premier temps, les copolymeres s’organisent en micelles sphériques qui par la suite gonflent
pour former des micelles sphériques ou cylindriques avec une membrane bicouche. Un
gonflement supplémentaire des micelles sphériques conduit directement aux polymersomes,
tandis que les micelles cylindriques doivent se replier et se refermer pour les former (Figure
19).
Formation of .

spherical Growth Polymersomes

micelles

Amphiphils as
unimers

Mechanism 1

Figure 19 — Schéma représentant la formation de polymersomes selon deux mécanismes : le premier se fait par

repliement d’une micelle cylindrique, et le second par gonflement d’une micelle sphérique.78
Ces vésicules comportent un ceeur aqueux et une membrane bicouche de quelques nanometres
d’épaisseur. On les qualifie de systemes réservoirs, car elles peuvent encapsuler des
molécules hydrophiles dans leur cceur et hydrophobes dans leur membrane. Elles peuvent étre
obtenus par réhydratation de film, de la méme fagon que les liposomes, par polymérisation in
situ et auto-assemblage des chaines’® (Polymerisation Induced Self-Assembly, PISA, Figure
20.A) ou encore par microfluidique (Figure 20.B).%
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Figure 20 — Schéma représentant la formation de polymersomes par A) polymérisation in situ et B) microfluidique.®®

L’encapsulation de composés hydrosolubles est réalisée principalement pendant 1’élaboration
des objets (encapsulation passive) mais peut egalement se faire apres formation des
vésicules.®! Le relargage des composés se fait par diffusion ou par dégradation de la
membrane polymeére.

Conclusion

Comparés aux tensio-actifs et aux lipides, les copolymeéres amphiphiles, de masses molaires
bien plus élevées, permettent d’obtenir des vésicules plus robustes chimiquement et
mécaniquement, leur membrane étant plus épaisse, plus rigide et moins perméable.®®
Contrairement aux tensio-actifs, les vésicules ne sont pas sensibles a la dilution. De plus, il est
possible de fonctionnaliser les chaines polymeéres et de conférer des propriétés spécifiques a la
membrane des polymersomes : réticuler la membrane la rendra plus robuste mécaniquement,
greffer certains groupes chimiques la rendra sensible & un ou des stimuli externes permettant
un relargage a la demande.® %2

Les différents stimuli et modes de relargage utilisés avec des systemes auto-assemblés de
copolymeéres sont maintenant exposés.

4. Comment effectuer un relargage controle : les stimuli

La conception d’un édifice encapsulant ne peut se faire sans anticiper le moyen de
relarguer.®*%° Les mécanismes de relargage sont trés variés : ils peuvent s’appuyer sur la
rupture de liaisons covalentes, des changements de solubilité ou des actions physiques telles
que le cisaillement. Industriellement, le mécanisme de relargage doit étre simple, facile a
implémenter et a mettre en ceuvre. Si le relargage est d’origine chimique, les fonctions
stimulables doivent étre stables aux conditions de préparation et de stockage du produit final
ainsi qu’aux autres ingrédients présents dans la formulation.
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Selon le mécanisme, les profils de relargage sont différents. Par pression mécanique ou
osmotique, ou encore par dégradation thermique, le relargage peut étre brutal. Par diffusion a
travers 1’édifice encapsulant (perméable par nature) ou dégradation partielle de 1’édifice, la
libération des principes actifs sera prolongée dans le temps. Enfin, les systétmes multi-
stimulables combinent ces deux profils de relargage et permettent une libération en deux
temps.

Les stimuli les plus courants sont la température, le pH, la lumiére et la force mécanique
(Figure 21). lls sont ici brievement présentés au travers de quelques exemples.
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Figure 21 — Exemples de mécanismes de relargage induit par : A) un changement de pH ; B) I’exposition a la lumiére ;
C) une élévation de la température ; D) ’application d’un cisaillement.®®

a. Mécanismes de relargage
i.  Force mécanique

Le relargage par action mécanique est déja tres utilisé dans I’industrie, car il est simple a
déclencher (rupture, cisaillement des capsules) et rapide (brutal). Il est employé notamment
pour les matériaux auto-cicatrisants,®’ les textiles cosmétiques, les produits détergents ou le
maquillage.

On distingue deux types de mécanismes. Le premier consiste en la rupture physique ou la
déstabilisation du systéme encapsulant par une action mécanique. Le second s’appuie sur le
déclenchement de réactions chimiques par I’apport d’énergie mécanique (mécanochimie), par
exemple un changement de phase ou la rupture de liaisons covalentes. A titre d’exemple, des
veésicules lenticulaires de phospholipides synthétiques sont stables sous conditions statiques
mais se déstabilisent sous fort cisaillement et relarguent alors les principes actifs encapsulés.®®
Le développement de mécanophores (molécules susceptibles de réagir sous action
mécanique) a suivi deux stratégies. Dans la premiéere, ils servent a déclencher la rupture
controlée et plus ou moins compléte des chaines polymeres, ce qui conduit a la déstabilisation
de I’auto-assemblage (Figure 22.A). Une illustration de cette stratégie est la dépolymérisation
totale sous ultrasons d’un poly(acétal) métastable (rupture hétérolytique des liaisons
covalentes, Figure 22.D).2° Dans la seconde stratégie, les mécanophores libérent eux-mémes
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de petites molécules (Figure 22.C). Larsen et al. ont ainsi réalisé un matériau élastomere
contenant de 1’oxanorbornadiéne qui élimine une molécule de furane par rétro-Diels-Alder
sous pression (Figure 22.B).%
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Figure 22 — A) rupture de chaines par sonication ; B) élimination d’un furane et C) de HCI par retro-Diels-Alder
provoquée par compression ; D) dépolymérisation d’un poly(acétal) par sonication.®
Bien que prometteurs, ces systemes a mécanophores soulévent de nombreux défis. En effet,
leur stabilité avant relargage est faible et I’énergie mécanique utile est trop élevée nécessitant
des appareils spécifiques (sonicateurs, compresseurs).

ii. Lumiere
L’utilisation de la lumiére comme stimulus de relargage des principes actifs est une option
intéressante car elle permet un relargage a la demande (mode on/off) contrdlé a distance (en
dehors du systéme) et avec une grande précision spatio-temporelle.” Les systémes sensibles &
la lumiere sont simples & manipuler, ne nécessitent pas de réactifs extérieurs et ne générent
qu’une quantité limitée de sous-produits.®” 1ls sont déja utilisés en industrie, notamment dans

I’agriculture et les revétements extérieurs. Les profils de relargage peuvent étre ajustés avec la
longueur d’onde de la lumiére, son intensité et le temps d’exposition.

Les polymersomes sensibles a la lumiére sont généralement obtenus par incorporation de
groupes photo-sensibles au sein des chaines polyméres. Les plus communs sont des dérives
d’azobenzene, de spiropyrane, de la coumarine et de 1’ortho-nitrobenzéne (ONB). La
déstabilisation et la dissociation de I’édifice sont opérées selon deux mécanismes principaux :
i) la modification de la structure ou des propriétés des chaines polymeéres, ii) la dégradation
chimique des chaines polymeres.

Dans le premier cas, des changements de polarité/solubilité (modification de la balance
hydrophile/hydrophobe) ou de propriétés mécaniques (réticulation réversible de la membrane)
s’opérent. L’isomérisation du spiropyrane ou de [’azobenzéne permet d’induire ces
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changements de structures et de propriétés. En effet, sous irradiation et de fagon réversible
(UV et visible), I’azobenzene passe d’une configuration trans a une configuration cis (Figure
23.A). Lorsque ce groupe est présent en concentration suffisante, son changement de
configuration déstabilise, voire endommage, la membrane de 1’édifice.** Samanta et al. ont
ainsi réalisé des vésicules dont la membrane est réticulée par des dérivés d’azobenzéne. Selon
les longueurs d’onde appliquées, les édifices se font et se défont totalement.®* Le spiropyrane
s’isomérise également sous UV-Visible et passe réversiblement d’une structure cyclique
neutre & une structure ouverte chargée (Figure 23.B).* Ce processus est notamment exploité
pour réguler la perméabilité des édifices.”® Ainsi, Tong et al. ont induit le gonflement
réversible de nanoparticules polymeéres pour permettre leur pénétration dans des tissus
biologiques et le relargage de substances thérapeutiques, tout en conservant I’intégrité de
Iédifice.’” Ces systémes souffrent néanmoins de photo-fatigue et perdent de leur efficacité
avec le nombre de cycles.
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Figure 23 — Photoisomérisation de I’azobenzéne (A) et du spiropyrane (B).%

q

Le second mécanisme fait intervenir des réactions de photo-clivage qui initient la
fragmentation ou la dépolymérisation des chaines polyméres de facon irréversible. Les

systemes les plus courants sont a base de ortho-nitrobenzyle, de dérivés de la coumarine ou
98-100

du pyréne (Figure 24).
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Figure 24 — Fragmentation d’une chaine de polymére induite par I’élimination du groupement photolabile O-

nitrobenzyloxycarbonyle.*®
De facon plus singuliéere, Wang et al. ont réalisé des polymersomes dont la membrane,
réticulée sous UV par réaction des groupements ONB, présente des canaux hydrophiles qui la
rendent perméable et permettent le relargage de composés.'®* Les dérivés de la coumarine
peuvent également réagir par cyclo-additions réversibles permettant ainsi la réticulation des
membranes de polymersomes ou des réactions irréversibles de photo-clivage des liaisons
covalentes.*® 1%
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iii. ~ Température

Beaucoup d’applications sont exposées a des changements de température. Ce stimulus est
donc largement exploité dans de tres nombreux domaines de I’industric comme la
récupération assistée du pétrole, les adhésifs et revétements, I’agroalimentaire... La
vectorisation de médicaments par des systémes thermosensibles sur des gammes restreintes de
température fait 1’objet d’une recherche académique intensive.

La température peut induire un changement de phase, une déstabilisation de la structure, une
diffusion poussée du principe actif ou une combinaison des trois. Parmi les polymeéres
thermosensibles les plus cités de la littérature, on retrouve les poly(acrylamides), notamment
le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM).'* Son utilisation dans les applications médicales
(vectorisation, gel injectable) est fréquente car sa température critique inférieure de solubilité
(Lower Critical Solution Temperature, LCST) est légerement inférieure a la température
corporelle (entre 30 et 35 °C en moyenne, soit 32 °C). Sous sa LCST, le PNIPAM est
hydrophile et les chaines sont en expansion dans 1’cau. Au-dela, il devient hydrophobe et les
chaines se contractent. La stratégie la plus courante consiste a incorporer le PNIPAM dans un
copolymére a blocs pour induire un changement de la polarité et/ou de la conformation
spatiale de la chaine. Ainsi, la solubilité et/ou la perméabilité/porosité de 1’édifice encapsulant
sont modifiées, ce qui permet le relargage (Figure 25).10410

3

Figure 25 — Polymersomes a base de copolymeres triblocs thermosensibles. Le relargage se fait par diffusion a travers

les pores de la membrane créés par I’action de la température.’®
A I’application du gradient de température, la chaleur se propage et se dissipe spontanément.
Pour obtenir un relargage plus finement contro6lé, la température peut étre associée a d’autres
stimuli comme la lumiére et le pH.2%®%" Une autre approche consiste en I'utilisation de
matériaux qui, sous effet d’un stimulus externe, s’échauffent localement.*®® Ainsi, Pradhan et
al ont synthétisé des liposomes magnétiques thermosensibles. A I’application d’un champ
magnétique oscillant, les particules magnétiques convertissent 1’énergie regue en chaleur, ce
qui entraine la déstabilisation de la structure et le relargage de composés.'®® Toutefois, bien
que le relargage soit plus précis et mieux contr6lé, I'utilisation a grande échelle de ces
systéemes multi-sensibles est limitée par leur mise en ceuvre complexe (nécessité de réactifs et
de dispositifs supplémentaires).
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Enfin, la température peut déclencher la modification/rupture des liaisons covalentes d’un
systeme. Bien que des réactions réversibles thermo-activées telles que Diels-Alder soient bien
connues, de tels systémes sont encore peu exploités. Koehler et al. ont développé un hydrogel
de PEG contenant des groupements furane-maléimide qui se fragmentent par rétro Diels-

Alder entre 37 °C et 80 °C (Figure 26), et permettent le relargage des peptides liés aux cycles
110

furanes.
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Figure 26 — Fragmentation par rétro Diels—Alder d’un composé Furane-Maléimide sous I’effet de la température.®®

iv. pH

La variation de pH, c’est-a-dire la variation de la concentration en ions hydronium, peut
déclencher une reéaction chimique ou un changement des propriétés du matériau. Les
polymersomes sensibles au pH sont parmi les systemes stimulables les plus étudiés,
notamment en vectorisation, différents gradients de pH étant présents dans le corps et dans la
nature.’™* Aussi, les études menées sont le plus souvent limitées & des systémes réagissant sur
des gammes restreintes de pH : pH physiologiquement neutre (7.4), pH plus acides des tissus
malades (6.5 — 7.2) ou des compartiments subcellulaires comme les endosomes (5 — 5.5) et les
lyosomes (5 — 4.5).3* Le pH est un déclencheur lors de la prise orale de médicaments mais
reste sous-exploité dans des domaines comme les revétements, les produits ménagers ou la
cosmétique.

Les deux principales stratégies exploitant le pH comme stimulus sont i) la rupture de liaisons
covalentes catalysée par des acides (ou des bases mais moins courant), et ii) les changements
de polarité (hydrophile/hydrophobe) par modification des états de protonation. Dans la plupart
des cas, les polymersomes sensibles au pH comportent des liens clivables par catalyse acide
(acétals, esters, imines et hydrazones) ou des groupements ionisables.**? L hydrolyse acide
des liaisons peut conduire a la fragmentation de 1’édifice, a la dépolymérisation des chaines.
La modification du degré de neutralisation d’un bloc conduit & un changement de sa polarite,
et entraine la perméabilité ou la déstabilisation totale de la membrane de 1’édifice. Wang et al.
ont développé un monomere sensible au pH, avec une extremité acétal benzylidéne et un lien
carbamate. Apres polymérisation avec un macro-agent RAFT a base de PEG, le dibloc
amphiphile obtenu forme des polymersomes capables d’étre internalisés par des cellules
cancéreuses (HelLa) ou le pH acide entraine I’hydrolyse des acétals et le relargage de la
substance thérapeutique (Figure 27).'
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Figure 27 — Vectorisation de médicament par un polymersome sensible au pH.**

Dans le cas d’édifices encapsulants polyélectrolytes, les variations de pH altérent le degré
d’ionisation par protonation ou déprotonation. Il en résulte une variation des interactions
électrostatiques, de la conformation et/ou de la solubilité des chaines polymeres. Ces
polymeres ionisables possedent typiquement des fonctions faiblement acides comme les
acides carboxyliques ou sulfoniques (polyacides) et/ou des fonctions faiblement basiques
(polybases). A titre d’exemple, les copolyméres méthacrylates porteurs d’amines tertiaires
forment des polymersomes stables & pH physiologique.*** A pH acide (~6.4), les amines
tertiaires se protonent et le bloc devient hydrophile. La perte d’amphiphilie du copolymere par
changement de polarité d’un de ses blocs conduit a la déstructuration du polymersome.**®

Conclusion

Pour conclure cette section consacrée aux stimuli, différentes approches de déstabilisation des
édifices encapsulants ont été dégagées. Elles peuvent se combiner dans une approche unique
consistant & utiliser des polymeéres sacrificiels, c’est-a-dire comportant des fonctions
chimiques clivables par action de 1'un des quatre stimuli évoqués précédemment. Ces
fonctions réactives peuvent étre introduites tout au long de la chaine polymére, a ses
extrémités, a sa jonction avec un autre bloc de polarité différente, etc. Sous 1’action du
stimulus, leur rupture entrainera la déstabilisation de 1’édifice, soit par fragmentation (Figure
28.B et .E) ou dépolymérisation partielle ou totale (Figure 28.A et .D) de la chaine polymeére,
soit par modification de sa polarité (Figure 28.C).
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Figure 28 — Représentation schématique de polymeéres sacrificiels utilisés pour déstabiliser des édifices auto-
assemblés : mécanismes de dégradation des chaines aprés application d’un stimulus.®®
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Cette stratégie permet d’envisager un contrdle plus fin du relargage. Ainsi, en changeant la
perméabilité de la membrane par modification de la polarité d’un bloc, des canaux peuvent se
former et permettre la diffusion lente des composés encapsulés (Figure 29.A).M° Si la
variation de polarité supprime le caractére amphiphile du copolymére, 1’édifice sera
totalement déstabilisé et le relargage rapide (Figure 29.B). L’édifice peut également se défaire
par rupture de la jonction entre les blocs du copolymere (Figure 29.C) et de facon encore plus
explosive par la fragmentation ou la dépolymeérisation des blocs (Figure 29.D).

A.

Figure 29 — Représentation de mécanismes de déstabilisation des édifices auto-assemblés soit par variation de la
polarité d’un des blocs du copolymeére conduisant a A) la perméabilité de la membrane ou B) a la perte de
Pamphiphilie du copolymére ; soit par rupture de liaisons C) & la jonction des blocs ou D) le long des chaines.®®
Parmi les stimuli évoqués précédemment, le pH et la température sont particulierement
intéressants pour des applications cosmétiques. Toutefois, comme nous I’avons expliqué, les
édifices couramment utilisés dans ce domaine, essentiellement formés de copolyméres a blocs
amphiphiles covalents, sont particulierement stables. La chimie supramoléculaire, introduite
comme fonction sacrificielle a la jonction des blocs des copolymeéres, peut alors servir d’outil

pour controler le relargage.

Il. Encapsulation supramoléculaire déclenchable

Dans cette partie, on s’intéresse a la chimie supramoléculaire utilisée comme moteur de la
déclenchabilité des systemes. Aprés avoir décrit quelques exemples de la littérature en lien
avec I’encapsulation, nous expliquerons les motivations qui nous ont conduit a choisir le
systeme supramoléculaire de cette étude. Nous montrerons notamment comment son
intégration a la jonction des blocs de copolymeres amphiphiles peut conduire a des édifices
encapsulants déclenchables de facon controlée.

1. Définition de la chimie supramoléculaire - amphiphiles supramoléculaires
existants

La chimie supramoléculaire repose sur les interactions non covalentes telles que les liaisons
hydrogeéne, les interactions n-xt, les liaisons de coordination métal-ligand, etc. Les liaisons
hydrogene sont directionnelles et peuvent étre tres sélectives quand les deux unités sont
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complémentaires (paires clé-serrure). L’association par liaisons hydrogéne est réversible et
dynamique ce qui suppose, qu’a tout instant, il existe des paires associées et des unités libres.
On comprend donc qu’une association supramoléculaire sera d’autant plus efficace qu’elle est
forte (constante d’association K) et que son temps de vie est long (constante cinétique k).
Dans certaines conditions, 1’équilibre peut étre déplacé vers la forme libre de la paire
supramoléculaire : élévation de la tempeérature (cinétique) ou ajout d’une molécule
compétitrice de la liaison hydrogéne (thermodynamique).’*"*® La sélectivité de certaines
associations supramoléculaires peut étre mise a profit pour former des systéemes amphiphiles
complexes et difficilement réalisables par des voies covalentes classiques. La réversibilité de
ces interactions permet de controler ’amphiphilie des systémes et donc leur déclenchabilité
(Figure 30).
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Figure 30 — Différentes topologies d’amphiphiles supramoléculaires (linéaire, ramifié¢, gemini, clé-serrure), avec D et A
signifiant Donneur et Accepteur de liaisons hydrogéne.'*°

Les amphiphiles supramoléculaires suscitent beaucoup d’intéréts et sont développés dans de
nombreux domaines et applications comme la catalyse, les technologies de séparation, les
applications pharmaceutiques et biomédicales, 1’agroalimentaire et 1’encapsulation de
composeés. Plus sensibles aux stimuli que les systéemes covalents correspondants, ils ouvrent la
voie & de nouveaux édifices encapsulants & relargage/réponse rapide.*?** || est possible de
classer ces amphiphiles selon le type d’interaction impliquée, mais il est important de noter
que, dans la plupart des cas, plusieurs interactions s’opérent, avec éventuellement 1’une
d’elles prépondérante. Nous présenterons ci-apres quelques systémes amphiphiles
supramoléculaires, avec des applications potentielles pour I’encapsulation de composés.

a. Amphiphiles formés par des molécules cages

Plusieurs molécules cages comprenant une cavité interne hydrophobe et une surface externe
hydrophile ont été étudiées pour I’inclusion de petites molécules. Tout particulierement, les
cyclodextrines (CD) sont des oligoméres cycliques a base de sucres, hydrosolubles, de taille
variable et de structure interne bien définie.*?” Elles sont capables d’encapsuler des molécules
hydrophobes, généralement des huiles essentielles, des flavonoides ou des composés
aromatiques volatiles (Figure 31). Leur inclusion dans la cavité des CD est favorisée non
seulement par [I’établissement d’interactions intermoléculaires faibles (contribution
enthalpique) mais aussi par la libération des molécules de solvant de la cavité (contribution
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entropique).’®® Aprés inclusion/encapsulation, les formulations sont stables dans le temps et

faciles a manipuler. Elles sont couramment utilisées dans les industries alimentaire,
pharmaceutique et chimique (désodorisant), les nanotechnologies, la nanomedecine et la
science des matériaux.'*
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Figure 31 — Représentation schématique d’une cyclodextrine (CD).*®

Les CD induisent I’amphiphilie de molécules aliphatiques, comme des acides ou alcools gras,
en complexant leurs parties hydrophobes. La présence de groupements azobenzeénes
terminaux sensibles a la lumiére (isomérie trans/cis) donne acceés a des rotaxanes amphiphiles
: une CD complexant la chaine polymeére peut ainsi glisser le long de la chaine sous
irradiation. Selon la lumiére appliquée, ces amphiphiles peuvent alors s’auto-assembler pour
former des vésicules et encapsuler un composé actif ou se désassembler pour le libérer

(Figure 32).1%°
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Figure 32 — Auto-organisation réversible de rotaxanes amphiphiles en vésicules déclenchée sous irradiation par

’isomérisation d’un groupe azobenzéne terminal .*°

La solubilité des CD peut étre ajustée par leur modification chimique, fonctionnalisation ou
greffage de chaines alkyles. De telles CD sont commercialisées sous le nom de Cavitron et
Cavasol, du fournisseur Ashland. De la méme facon, il est possible de former un réseau dense
de CD en les greffant sur des chaines polymeres et/ou en les réticulant, on parle alors de
nano-éponges CD (Figure 33)."%® Cette immobilisation permet d’augmenter la stabilité du
complexe encapsulant. Le profil de relargage des molécules piégées peut étre ajusté en
modifiant la structure des nano-éponges CD. Ainsi, Ranucci et al. ont élaboré des nano-
éponges CD sensibles au pH, se gonflant pour relarguer les protéines qu’elles
contiennent. 61?7
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Figure 33 — CD fonctionnalisée par alkylation et nano-éponges CD.*
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Les cucurbit[n]urils (CB) se distinguent des CD par leur géométrie non tronquée et un
diamétre identique & leur ouverture et fermeture.® Ils sont utilisés pour le traitement des eaux
polluées™®® (captures de colorants organiques) et la vectorisation de médicaments,** mais leur
synthese et leur fonctionnalisation sont encore trop colteuses pour envisager leur utilisation
industrielle.

b. Amphiphiles formés par transfert de charge et interactions redox

Les interactions par transfert de charge s’établissent entre une entité riche en électrons
(donneur) et une entité pauvre en électrons (accepteur). Elles permettent de réaliser des
structures originales, comme montré dans la Figure 34 avec I’association de deux molécules
bolaformes. Dans 1’étude de Wang et al., un premier bolaforme (PYR) s’auto-assemble pour
former des cylindres. Ajouté dans le milieu, le second bolaforme (DNB) s’associe au premier
par transfert de charge. L’architecture du systéme, et donc sa courbure, sont alors modifiées,
entrainant une transition irréversible de la morphologie cylindriqgue a une morphologie
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Figure 34 — Amphiphiles supramoléculaires bolaformes, formant des cylindres ou des vésicules.*°

Napoli et al. ont exploité les interactions redox pouvant s’établir dans des polymersomes
utilisés pour la vectorisation de médicaments.’® L’enzyme glucose oxidase est encapsulée
dans le polymersome formé par le tribloc PEG-PPS-PEG (PPS : poly(propyléne sulfide)).
Lorsqu’il est ajouté (stimulus), I’enzyme oxyde le glucose en H;O, et gluconolactone.
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Le H,0; produit oxyde alors les thioéthers du bloc PPS hydrophobe en sulfoxides et sulfones
(Figure 35). Le bloc devenu plus hydrophile rend le polymersome soluble.

Oxidation %2 0,8
Pwﬁ\*s’j”*réovh — "J;ag\r’heovaa

Figure 35 — Changement de la balance hydrophile-lipophile du copolymere PEG-PPS-PEG par oxydation des
thioéthers du bloc PPS, entrainant la dissolution du polymersome formé par le tribloc.
Il existe des systemes plus complexes combinant des interactions de type clé-serrure et des
interactions redox, construits a partir de la molécule héte cyclobis(paraquat-p-phényléne)
(CBPQT*),*** communément appelée blue box (Figure 36). Cette molécule cyclique pauvre
en électrons s’associe a des molécules riches en électrons pour former des complexes colorés
déclenchables aussi bien en solutions organiques (10° < Kasso < 10° M™) qu’aqueuses (10° M
.13 11 est également possible de I’associer & des systémes sensibles & la température,*® au
pH ¥ ou & des molécules compétitrices.*®’” Le motif blue box est central dans la conception de
structures pseudo-rotaxane, rotaxane ou caténane, et de matériaux polymeéres multi-
stimulables.’*®*° Sa synthése a des échelles raisonnables étant aisée, il est actuellement I’un

des systemes supramoléculaires les plus étudiés.

HHB

S

Figure 36 — Représentation de la blue box.

133,134

Le groupe de Woisel a ainsi mené plusieurs études pour former des hydrogels,™®** des

surfaces stimulables, des capteurs supramoléculaires colorés,** ainsi que des copolyméres
amphiphiles supramoléculaires multi-stimulables* s’organisant en micelles, cylindres ou
vésicules.'*** La micellisation a notamment été mise en évidence par DLS, cryo-TEM et
AFM. '
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Figure 37 — Analyse et observations de micelles de copolymeres amphiphiles formées par interactions redox (blue box)

par A) DLS (trait noir : bloc polymere unique, Dy, =6 nm ; trait vert : copolymere dibloc formant des sphéres de 24
nm), B) cliché de cryo-TEM et C) image AFM.***
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c.  Amphiphiles formés par liaisons hydrogene

Les interactions hydrogene sélectives de type clé-serrure sont les interactions
supramoléculaires les plus utilisées, leur sélectivite et leur force étant largement modulables.
Ces interactions sont sensibles au pH, a la température et a la présence de molécules
compétitrices des liaisons hydrogéne. Pour former un copolymére amphiphile
supramoléculaire, la stratégie consiste a utiliser des unités capables de s’associer par plusieurs
liaisons hydrogéne paralléles, garantissant ainsi une interaction hautement sélective et forte.
On citera a titre d’exemple la paire supramoléculaire uréido-pyrimidone/naphthyridine
(UPy/NaPy) associée via quatre liaisons hydrogene paralléles et dont la constante
d’association avoisine 6.10° M4

En 1990, Lehn et al. ont synthétisé les premiers polymeéres supramoléculaires a partir d’un
mélange de petites molécules, des diamidopyridines difonctionnelles et des dérivés d’uracile.
Les motifs pyridine et uracile s’associent par trois liaisons hydrogene et forment des chaines
linéaires. Contrairement aux monomeres, le polymeére posséde des propriétés de cristal
liquide.**® Les premiers amphiphiles ont été réalisés par Kunitake et Kimizuka en 1993, par
interactions complémentaires entre mélamines substituées et dérivés d’acide
isocyanurique.’®*'*" Dispersés dans I’eau, ces amphiphiles supramoléculaires forment des
membranes bicouches tres ordonnées (Figure 38).
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Figure 38 — Amphiphiles supramoléculaires formés par interactions hydrogéne et s’organisant en bicouche.!®

En modifiant la longueur et/ou la structure des chaines alkyles, différentes morphologies sont
obtenues (disques, demi-lune, cylindres...),"*® comme observé avec des homologues
amphiphiles covalents. Enfin, la force des interactions supramoléculaires étant sensible a la
température, 1’organisation en bicouche peut étre formée ou détruite de facon réversible
(transition ordre-désordre).%
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Pour les copolymeéres, les unités supramoléculaires peuvent étre introduites au milieu ou aux
extrémités d’un bloc (mono ou difonctionnel), ou en motifs pendants le long de la chaine.
Parmi les paires les plus utilisées, on retrouve celles des bases azotées telles que thymine ou
uracile/adénine'* et thymine/diaminotriazine (Thy/DAT).**°

Wang et al. ont ainsi greffé des unités uracile sur des chaines PEG et des unités adénine sur
des chaines PCL." Par association des motifs uracile et adénine par liaisons hydrogene, il se
forme des copolyméres diblocs amphiphiles pouvant s’auto-organiser en micelles dans 1’eau,
et encapsuler une substance anti-cancer (doxorubicine, DOX). A pH acide (~ 5), I’association
uracile/adénine est rompue : le copolymére dibloc se réduit a ses blocs élémentaires. La
disparition de I’amphiphilie conduit a la déstabilisation des micelles et au relargage rapide de

la DOX (Figure 39).
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Figure 39 — Auto-assemblage dans I’eau du copolymére supramoléculaire PEG-U/A-PCL et relargage induit par la
déstabilisation des micelles provoquée par la rupture de la jonction supramoléculaire entre les blocs par

augmentation du pH.

Kuang et al. ont synthétisé des copolymeres triblocs de PEG difonctionnels greffés thymine et
de dextranes acétalisées monofonctionnels greffés adénine.® Dans I’cau, ils forment des
micelles fleurs, doublement sensibles au pH, ce qui permet un relargage en deux temps de la
substance encapsulée (DOX) (Figure 40). En effet, a pH 5, seules les interactions
thymine/adénine sont rompues, et les chaines dextranes acétalisées restent agrégées dans le
cceur hydrophobe. Le relargage de la DOX est lent et diffus. Le relargage total n’est possible
que dans le temps, lorsque I’acidité du milieu est suffisamment importante pour catalyser
I’hydrolyse des fonctions acétals des chaines dextranes et les rendre ainsi hydrophiles.
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Figure 40 — Formation et déstabilisation de micelles supramoléculaires de PEG/dextranes acétalisées. La
déstabilisation intervient a deux pH différents : rupture de la jonction supramoléculaire Thy/Ade et modification de la
polarité du bloc dextrane par hydrolyse des fonctions acétals latérales.'%
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La paire Thy/DAT est particulierement bien connue dans notre laboratoire. Cortese et al. ont
mis en évidence I’association et I’organisation, en masse et en solutions organiques,
d’homopolymeres PPG mono ou difonctionnalisés par des unités Thy et DAT. Notamment,
I’organisation lamellaire des systémes greffés thymine est pilotée par la cristallisation des
thymines et est perdue & leur fusion (transition ordre-désordre).**3%*

Prevoteau et al. ont exploité la sélectivité de I’association Thy/DAT pour contréler la
dispersion et ’agrégation de nanotubes de carbone en solutions organiques et aqueuses. Les
unités thymines greffées a la surface des nanotubes s’associent sélectivement aux unités DAT
terminales de chaines polyméres monofonctionnelles, ce qui résulte, en bon solvant des
chaines, en la stabilisation stérique des nanotubes. Par ajout d’un compétiteur de liaison
hydrogéne (DMSO par exemple), I’interaction supramoléculaire est rompue et les chaines
polymeres sont détachées de la surface des nanotubes. La stabilisation stérique disparait et les
nanotubes s’agrégent (Figure 41).">

Plus récemment, Lacombe et al. ont mis en évidence 1’organisation lamellaire de différentes
chaines polymeéres greffées par ces unités (PDMS, PE, PEG, PPG) et ont montré que la
ségrégation entre les chaines et les unités supramoléculaires est nécessaire pour conduire a des
structures organisées, fixées ensuite par la cristallisation des unités ou des chaines (PE).**® Ils
ont également réalisé les premiers copolymeéres PE-supra-PDMS et montré qu’au-dela de la
fusion des chaines de PE, ils obéissent aux mémes critéres que les copolymeres classiques :
leur morphologie dépend de la fraction volumique des blocs et du paramétre xN. Toutefois,
ces paramétres doivent étre adapté a la force de la jonction supramoléculaire.*”’
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Figure 41 — Dispersion et recyclage de nanotubes de carbone greffés en surface par des unités Thymine, en présence
de chaines polymeres portant une unité DAT a I’une de leurs extrémités.’>®

2. Copolymeres supramoléculaires — Concept de la thése

Notre objectif est de former des polymersomes (ou d’autres formes d’édifices) stimulables. Il
est donc nécessaire d’avoir des copolymeéres a blocs amphiphiles capables de s’auto-organiser
en solution, et porteurs d’une fonction stimulable. Une interaction supramoléculaire sélective
obéit a ces deux criteres : d’une part, elle sert a lier des blocs incompatibles pour former un
copolymere amphiphile capable, dans un solvant sélectif, de s’auto-assembler pour encapsuler
un principe actif. D’autre part, elle peut étre rompue, réduisant le copolymére a ses blocs
¢lémentaires. L’amphiphiliec du systéme étant perdue, 1’auto-assemblage se déstabilise et
conduit au relargage du principe actif.
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Notre démarche consiste donc a synthétiser des copolymeéres amphiphiles supramoléculaires
(diblocs et triblocs) en greffant des unités associatives sélectives aux extrémités de blocs
polyméres hydrophiles et hydrophobes commerciaux. Les jonctions supramoléculaires
pourront ensuite étre rompues par des stimuli extérieurs comme la température, le pH ou
I’ajout d’un compétiteur de liaisons hydrogéne. Les systemes formés seront donc réversibles,
avec la capacité de s’auto-assembler dans un solvant sélectif et de se désorganiser sous 1’effet
d’un stimulus.

Notre choix des blocs supramoléculaires s’inspire des copolymeres triblocs amphiphiles,
Pluronics® ou Synperonic®, constitués de blocs poly(éthyléne glycol) hydrophiles (PEG) et
de blocs poly(propyléne glycol) hydrophobes (PPG).*®*° Ces copolyméres, trés utilisés en
cosmétique, en médecine et dans I’agroalimentaire, nous serviront de références covalentes.
Par ailleurs, dans le domaine cosmeétique, ils obéissent a la réglementation REACH qui régit
par des lois strictes I’origine et I’innocuité des matiéres premiéres. Le choix des blocs PEG et
PPG nous permet donc d’espérer pouvoir nous affranchir a priori d’une homologation.

A partir d’une bibliothéque de blocs PEG et PPG mono et difonctionnalisés par des unités
Thy ou DAT, nous pouvons réaliser des diblocs, des triblocs directs (PEG-PPG-PEG) ou
inverses (PPG-PEG-PPG) et des multiblocs (Figure 42). La masse molaire des blocs a été
choisie pour étre comparable a celle des blocs de copolymeéres spécialement destinés a la
cosmeétique, les Pluracare®.
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Figure 42 — Représentation schématique des copolymeéres a blocs amphiphiles supramoléculaires de I’étude.

Pour lier les blocs et former les copolymeres amphiphiles supramoléculaires, notre choix se
porte sur la paire Thymine/Diaminotriazine, qui remplit les criteres de sélectivité, de force et
de réversibilité souhaitables pour la jonction supramoléculaire (Thy/DAT, Figure 43 ; Chap.2)
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Figure 43 — Unités supramoléculaires thymine (Thy) et diaminotriazine (DAT) s’associant sélectivement par 3 liaisons
hydrogéne.
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Par ailleurs, bien que protiques et donc capables de former des liaisons hydrogéne avec 1’eau,
ces unités ne sont pas solubles dans 1’eau. De plus, la paire associée étant globalement peu
polaire et hydrophobe, sa stabilité dans 1’eau semble possible.

Enfin, la déstabilisation des édifices auto-assemblés reposant sur la rupture de la jonction
supramoléculaire Thy/DAT, le profil de relargage peut étre variable en fonction du stimulus et
de son intensité. Par exemple, une élévation rapide et importante de la température rompra
toutes les interactions en méme temps, et provoquera donc un relargage rapide et explosif.
Pour un relargage controlé, diffus et/ou lent, on peut imaginer un processus en deux temps
(Figure 44). En premier lieu, un stimulus permet de créer des trous/canaux dans la membrane
bicouche des édifices supramoléculaires et ainsi la diffusion lente du principe actif. En second
lieu, I’augmentation de I’intensité du premier stimulus ou I’application d’un second permet
d’achever la déstabilisation de 1’édifice.

stimuli-responsive
release

Figure 44 — Principe de relargage contrdlé par les polymersomes supramoléculaires, adaptée de la référence.®
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Conclusion

L’encapsulation et le relargage contrdlé de principes actifs présentent de nombreux avantages,
notamment leur protection vis-a-vis de 1’extérieur (réactifs de la formulation, conditions de
stockage, ...) et I’augmentation de I’efficacité du produit final. Dans ce chapitre, nous avons
présenté différents blocs de construction, des plus simples aux plus sophistiqués, permettant
I’élaboration d’édifices encapsulants utilisables notamment en cosmétique. De toutes les
solutions envisageables, celles des copolymeéres a blocs amphiphiles est la plus satisfaisante
puisqu’elle permet d’obtenir, méme a grande échelle, des édifices stables et robustes, capables
d’encapsuler une quantité importante de principe actif (voire différents principes actifs), et
pouvant étre fonctionnalisés pour devenir sensibles aux stimuli tels que la lumiere, le pH ou la
température.

Nous souhaitons exploiter la capacité avérée des copolymeres amphiphiles a blocs PEG et
PPG a s’auto-organiser en solution aqueuse. Pour les rendre stimulables, des motifs
supramoléculaires, Thymine (Thy) et Diaminotriazine (DAT), sont greffés aux extrémités de
chaque bloc (mono ou difonctionnel). Ainsi, par association sélective Thy/DAT, les blocs se
lient et forment un copolymére amphiphile supramoléculaire, a priori capable de s’auto-
assembler. Par action d’un stimulus, typiquement la température ou le pH, la rupture de la
jonction Thy/DAT du copolymere conduit a la déstabilisation de 1’édifice et donc au
relargage. Le profil de relargage peut étre controlé par application soit de stimuli différents
soit d’un gradient de stimulus.

Dans le chapitre suivant, nous décrivons la synthése et la caractérisation des blocs
supramoléculaires PEG et PPG fonctionnalisés par les unités Thy et DAT. Les différents
copolymeres supramoléculaires obtenus a partir de ces blocs élémentaires sont ensuite
étudiés : détermination des constantes d’association Thy/DAT en solutions organiques et
propriétés thermiques des copolymeres.
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Introduction

Comme évoqué dans le premier chapitre, notre stratégie est de réaliser des copolymeéres a
blocs amphiphiles supramoléculaires obtenus grace a des interactions de type clé-serrure et
capables de former des édifices encapsulants. La rupture des liens supramoléculaires
permettra de déstabiliser les édifices et ainsi de réaliser un relargage a la demande dans des
applications cosmétiques. Pour cela, nous avons choisi de fonctionnaliser la ou les
extrémité(s) de blocs poly(éthylene glycol) (PEG) et poly(propyléne glycol) (PPG) avec des
unités associatives formant des liaisons hydrogéne, interactions supramoléculaires les plus
étudiées. Au sein du laboratoire Matiére Molle et Chimie notamment, plusieurs études ont éte
menées sur des systéemes impliquant la paire Thymine/Diaminotriazine (Thy/DAT), qui sont
parmi les unités associatives les plus citées dans la littérature.

Dans ce chapitre, nous présentons la synthése et la caractérisation des blocs et des
copolymeres amphiphiles supramoléculaires. Aprés avoir défini notre systéme d’étude
(chaines polymeéres et unités associatives), nous présenterons les réactions de greffage
conduisant aux blocs supramoléculaires hydrophiles (PEG) et hydrophobes (PPG). Nous
détaillerons ensuite le mode de formation des copolymeéres amphiphiles supramoléculaires et
leurs propriétés physico-chimiques en masse. Enfin, nous étudierons I’association
supramoléculaire Thy/DAT en solvants organiques par RMN *H. Nous montrerons
notamment que 1’association des unités, et donc la force des interactions hydrogene, dépend
fortement du solvant ainsi que de la nature de la chaine polymére sur laquelle les unités sont
greffées.

I. Synthese de blocs supramoléculaires par greffage d’unités
associatives Thymine et Diaminotriazine

1. Définition du systéme supramoléculaire

a. Choix des blocs polymeres et de leur fonctionnalisation

Pour former nos copolyméres amphiphiles, nous choisissons d’utiliser le poly(propyléne
glycol) comme bloc hydrophobe/apolaire, et le poly(éthylene glycol) comme bloc
hydrophile/polaire. Ce choix nous a été inspiré par des copolymeres amphiphiles triblocs
connus et commerciaux, de type ABA : les poloxameéres. Dénommés ainsi par Schmolka,* on
les retrouve commercialement sous les noms de Pluronics®, Kolliphor® ou encore
Synperonic®, selon le fournisseur (BASF, Croda...). Ainsi, nous disposons de références
covalentes auxquelles comparer nos systemes supramoléculaires. De plus, nous nous
affranchissons, a priori, de toute contrainte éventuelle liée a la réglementation cosmétique,
ces polymeéres étant déja utilisés dans I’industrie.

La taille de nos copolymeres a blocs a été ajustée a celle de poloxaméres spécialement congus
pour des applications cosmétiques : les Pluracare® (BASF). Leurs masses molaires étant
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comprises entre 2000 et 12 000 g/mol, pour les valeurs extrémes, et entre 4000 et 8000 g/mol
en moyenne, nous avons choisis des blocs PEG et PPG de 1000 et 2500 g/mol environ. Les
copolymeres supramoléculaires de 1’étude et les références ont donc des masses molaires
comparables.

Il est important de noter que le PPG est une chaine polymére a LCST (Lower Critical Solution
Temperature) : il est hydrophile pour une température située sous sa LCST, qui varie entre 15
et 40 °C selon sa masse molaire,® et hydrophobe pour une température supérieure. Cette
LCST pourrait nous servir a élaborer un systéme sensible a plusieurs stimuli (température,
force ionique, pH, ...). Les chaines PEG présentent également une LCST, mais celle-ci étant
supérieure a 80 °C, elle ne peut étre exploitée dans les applications visées.*>

Les blocs PEG et PPG sont tous deux disponibles commercialement, dans différentes tailles et
fonctionnalisations terminales. Au laboratoire Matiere Molle et Chimie, plusieurs voies de
greffage des unités thymine et diaminotriazine ont été explorées, pour des chaines polymeres
de diverses natures (PPG, PEG, PDMS, PE®) et fonctionnalités. Notamment, des réactions de
greffage sur des PPG terminés par des fonctions amines ou acrylates ont permis d’introduire
les unités thymine (Thy) avec respectivement un lien amide ou ester. Les unités
diaminotriazine (DAT) ne peuvent étre greffées que sur les fonctions amine terminales.

La nature chimique du lien de greffage (amide, ester) a un impact sur I’organisation
mésoscopique des polymeres supramoléculaires en masse. En effet, Lacombe et al. ont mis en
évidence la présence d’interactions secondaires entre les liens amides comparables a celle des
organisation en feuillets p des peptides.” Ces interactions secondaires (liaisons hydrogéne)
induisent une pré-organisation des unités supramoléculaires qui conduit a leur cristallisation.
Dans notre cas, en solution, nous espérons que ces interactions secondaires renforceront les
forces de dispersion d’auto-assemblage (ségrégation des blocs PEG et PPG) menant & des
édifices encapsulant plus robustes.

Notre stratégie est donc de partir d’oligoméres commerciaux terminés a une ou deux
extrémités par des amines, pour y greffer les unités supramoléculaires Thy/DAT. En partant
de polyméres commerciaux, on s’inscrit dans une démarche ou 1I’on souhaite pouvoir accéder
aisément aux produits d’intérét, avec un procédé transposable industriellement. Ce type
d’oligoméres est commercialisé sous le nom de Jeffamine® par Huntsman (Figure 1).

A B.

O NH; Jvo NH
H3CJ( V%OA(E H,N {\hoi\r ?
C.

Hsc%OWOAﬁNHZ N Jﬂ M J\%

Figure 1 — Structure chimique des 4 Jeffamines® utilisées dans notre étude : A) PPG M-2005 ; B F’PG D- 2000 (@)
PEG M-1000 ; D) PEG ED-2003. Nomenclature : M = monoamine, D = diamine, ED = diamine avec une
prépondérance en motif PEG.
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Les Jeffamines PEG M-1000 (PEG1000-NHj, voir Annexe 2 pour analyse RMN *H, DMSO-
dg) et PPG M-2005 (PPG2og0-NH>) sont des copolymeéres statistiques poly(oxyde d’éthyléne-
st-oxyde de propyléne). La trés grande prépondérance d’un motif par rapport a 1’autre fait
qu’ils peuvent étre assimilés a des chaines PEG ou PPG.

Comme il n’existe pas de chaines PEG terminées par des fonctions amine commercialisées a
des prix raisonnables, nous avons choisi d’utiliser la Jeffamine PEG ED-2003. Ce copolymére
tribloc HoN-PPG4-PEGy-PPG,-NHy, avecy = 42 et X + z = 5 (RMN 'H, annexe 2), peut étre
assimilé a une chaine PEG téléchélique diamine (H:N-PEGo00-NHy), les groupes PPG
terminaux jouant le role d’espaceurs entre 1’unité supramoléculaire et la chaine PEG.

On note que I’on parle ici de PEG car ce sont des chaines de faible masse molaire, la
dénomination PEO, ou poly(oxyde d’éthyléne), étant réservée a des chaines de masse molaire
allant au-dela de 20 000 g/mol .2

Ces quatre polyméres ont été caractérisées par spectroscopie RMN ‘H et *3C,
chromatographie d’exclusion stérique SEC et analyse calorimétrique différentielle a balayage
(Differential Scanning Calorimetry, DSC). Le Tableau 1 résume leurs caractéristiques.

Tableau 1 — Résumé des caractéristiques des polymeéres Jeffamines® utilisés.

Jeffamine® M,* | Ratio M,° Ratio M, © o T LCST
(g/mol) | EG/PG?® | (g/mol) | EG/PG® | (g/mol) P (°C) (°C)
PPG M-2005 | 2000 | 6/29 2430 7/36 2540 1,02 | -75 ~10
PPG D-2000 | 2000 | 0/33 2050 0/34 2100 1,04 [ -73 ~18
PEG M-1000 | 1000 | 19/3 910 16/3 1020 1,03 [ -71 > 80
PEG ED-2003 | 2000 | 39/6 2230 42/5 2170 1,04 | -62 > 80

Données par Huntsman, "déterminées par RMN *H (DMSO-dg), “déterminées par SEC, “déterminées par DSC.

Dans la suite de ce chapitre, par souci de clarté et de mise en évidence des structures
chimiques des Jeffamines®, nous utiliserons les dénominations listées dans le Tableau 2,
plutét que leur nom commercial.

Tableau 2 — Noms commerciaux des Jeffamines® et dénominations chimiques correspondantes utilisées.

Nom commercial des Dénomination chimique
Jeffamines® correspondante
PPG M-2005 PPGa000-NH;

PPG D-2000 H2N-PPG00-NH;
PEG M-1000 PEGi000-NH,
PEG ED-2003 HoN-PEGg00-NH>

b. Choix du couple d’unités supramoléculaires

Pour élaborer les copolymeres a blocs supramoléculaires, nous avons choisi le couple thymine
et 2,6-diamino-1,3,5-triazine, deux unités complémentaires, désigné par Thy/DAT dans le
reste du manuscrit. La thymine est une nucléobase de I’ADN formant deux liaisons hydrogéne
avec I’adénine, sa base complémentaire. De nombreux systémes utilisant ce couple sont
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mentionnés dans la littérature.”*® Leur interaction étant toutefois faible (Krnyade ~ 10° M™,
mesurée dans CDCl; '*), nous nous sommes tournés vers la diaminotriazine,®*** pouvant
s’associer plus fortement avec la thymine via trois liaisons hydrogene paralleles (Kynypat ~
10® M, mesurée dans CDCl; ®%). On notera que des interactions de type m-m peuvent
également exister, ces molécules étant aromatiques.?

Les constantes d’associations correspondant & leur auto-association (dimérisation) étant trés
faibles (Krhy-thy ~ Kpat-oat ~ 10 M™, mesurées dans CDCls Figure 2.B) comparées a celle de
leur hétéro-association (Krnypat ~ 10% M, mesurée dans CDCI; Figure 2.A),% I’association
Thy/DAT est sélective. Ceci est un autre avantage motivant le choix de ce couple.

Thy/Ade Thy/DAT
A H
R O ,
\ R O--H-N
N— =N N—/ »=N
\ N—H N\ / {\I \ N—H--N />_R
\ B YN
O-H-N O H-N
H R ‘"
B. o R H—NH
>_ ' N
\ —
R o-HN N HN—H--N '\?—R
N—( / R—\  N-H-NH
\ N-H--O \
HN-H
0
Thy/Thy DAT/DAT

Figure 2 — A) Association complémentaire (hétéro-association) entre thymine/adénine et thymine/diaminotriazine,
B) Dimérisation (auto-association) de la thymine et de la diaminotriazine.
Il a été montré que la valeur de la constante d’association et le temps de vie relativement long
de la paire Thy/DAT permettent d’obtenir des systémes supramoléculaires stables a
température ambiante.”” Des unités supramoléculaires formant des associations beaucoup plus
fortes, telles UPy/NaPy (Kupy-napy ~ 10’ M'l),28 seraient hors champ de I’application
cosmétique visée, car elles ne se dissocient qu’a haute température, au-dela de 100 °C.?° De
plus, I’association UPy/NaPy n’est pas sélective, la valeur de la constante de dimérisation de

UPy eétant trés proche de la constante d’association entre les deux unités (Kupy-upy ~ 10° Mt
30
).

L’association Thy/DAT peut étre déstabilisée a des températures raisonnables, aux alentours
de 40 °C, en solution dans le toluéne-ds.** De plus, les unités Thy et DAT sont protiques et
plutdt polaires. La liaison Thy/DAT peut donc étre rompue en présence d’une molécule
compétitrice des liaisons hydrogene, notamment des solvants protiques et/ou polaires comme
les alcools ou le DMSO.
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Cette double sensibilité, a la température et/ou a un compétiteur de liaisons H, est un avantage
pour notre application car elle permet d’envisager différents scénarii de relargage a la
demande.

Enfin, comme nous le montrerons dans le paragraphe suivant, les unités Thy et DAT étant
commercialisés sous la forme de dérivés fonctionnels, leur greffage peut étre réalisé en une
seule étape, ce qui représente un avantage certain au développement de ces systémes
supramoléculaires.

2. Synthese des blocs supramoléculaires

Les réactions de greffage des unités Thy et DAT par un lien amide ont été précédemment
décrites par Cortese et al.?! Elles sont réalisables aussi bien pour des chaines PPG que PEG,
monofonctionnelles ou difonctionnelles. Les détails des réactions sont présentés en annexe 2.

a. Greffage de la thymine

Le greffage de la thymine se fait en une seule étape d’amidification par réaction de la fonction
amine terminale du PPG ou PEG sur I’acide carboxylique pendant de la thymine (Schéma 1).
La réaction est assistée par un agent de couplage (TBTU, O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N' N'-
tetraméthyluronium tetrafluoroborate), et est quantitative en 24 h.

O

Thy-CO,H, TBTU, K,CO H
m n O \

DMF, 60 °C, 24h o

R= CH3 ou NH2 R= CH3 ou Thy
Schéma 1 — Réaction de greffage de la thymine sur les Jeffamines® mono ou difonctionnelles.

i.  Caractérisation du produit final

Les structures chimiques des 4 Jeffamines® greffées Thy sont confirmées par RMN 'H,
réalisée dans DMSO-ds. Les unités éthylene glycol ou propyléne glycol terminales des
chaines polymeres présentant des signaux clairement identifiables, il est possible d’estimer la
masse molaire des blocs greffés (Tableau 3). On remarque notamment le déplacement
caractéristique du signal du proton méthine (f), situé en o des fonctions terminales (amine ou
amide) de la chaine polymére. A titre d’exemple, on observe sur le spectre RMN *H du
PEGi000-Thy, le déblindage de ce signal de 2.85 ppm (amine) a plus de 3.8 ppm (Figure 3).

Tableau 3 — Masses molaires des Jeffamines® avant et aprés greffage de la thymine, estimées par RMN *H (DMSO-d).

wtteminess | MU | EGPG | e tymine (gmel) | supramolécuaies
PPGaooo-NH; 2430 7136 2600 PPGaooo-Thy
H,N-PPG00-NH, 2050 0/34 2400 Thy-PPGapo0-Thy
PEGuoo-NH; 910 16/3 1080 PEGiooo-Thy
HzN-PEG z000-NH 2230 42/5 2560 Thy-PEGaoo-Thy

70



Chapitre 2 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires a blocs PEG et PPG

N ® o nmoilt o )
— N N®unMN W NoQ
— N N T mMmn - -
I I I ~ | I \(
b / o | DMSO | )
0. 9 ° e) O. N. NH
thc’é \gﬂfo/\jyy %\HJ\/ T
c,de
h
a,b
i | f
_ J\._J uw |
I E) R ' @
S S o o N D 9
— — - o — (2] [32] ()]
11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

f1 (ppm)

Figure 3 — Spectre RMN 'H de PEG;o0-Thy, & 0.06 g/cm?®, dans DMSO-d.

b. Greffage de la diaminotriazine

Le greffage du DAT se fait par substitution nucléophile aromatique du dérive chloré du DAT
avec la ou les amines terminales des chaines PEG et PPG (Schema 2). Les conversions,
estimées par RMN *H, sont typiquement autour de 90 % aprés 24 h de réaction.

NH
DAT-CI, NaHCO, 2

o NH H N
R \/Zﬁo/ﬁ)n/ ? > r{OHNo N—( N
EtOH/H,0, 24 h m n N=

NH,

R = CH30or NH, R = CH3 ou DAT
Schéma 2 — Réaction de greffage de la diaminotriazine sur les Jeffamines® mono ou difonctionnelles.

i.  Caractérisation du produit final

Les RMN *H dans DMSO-ds montrent que les produits désirés ont bien été formés pour les 4
Jeffamines®. Les masses molaires estimees des blocs greffés sont rassemblées dans le
Tableau 4. Comme précédemment, on note le déplacement caractéristique du proton méthine
(f) qui se déblinde au-dela de 4 ppm aprés greffage (Figure 4, PPG2000-DAT).

Tableau 4 — Masses molaires des Jeffamines® avant et aprés greffage de la DAT, estimées par RMN *H (DMSO-dj).

Jeffamines® Ng'/mg?)le ERGa/tFI% dl\g”lgrgeAS?r(foni%?) Blocs supramoléculaires

PPGg00-NH- 2430 7/36 2500 PPGao00-DAT
HoN-PPGoo00-NH; 2050 0/34 2270 DAT-PPGao00-DAT

PEGig0-NH, 910 16/3 1020 PEGip00-DAT
H,N-PEG00-NH, 2230 42/5 2550 DAT-PEG000-DAT
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Figure 4 — Spectre RMN ‘H de PPGe-DAT & 0.06 g/cm?®, dans DMSO-ds.

En résumé, le Tableau 5 rassemble les blocs supramoléculaires synthétises.

Tableau 5 — Liste des blocs supramoléculaires PPG et PEG synthétisés.

Blocs PPG Blocs PEG
PPGy00-DAT PEG1000-DAT
PPGZOOO'Thy PEGlooo-Thy

DAT-PPGy0-DAT DAT-PEG0-DAT
Thy-PPGygee-Thy Thy-PEGap00-Thy

3. Propriétés thermiques des blocs supramoléculaires

Les propriétés thermiques des Jeffamines® initiales ont été préalablement étudiees (Tableau
6), voir Annexe 1 pour la procédure détaillée.

Les Jeffamines PPGgpoo-NH2 (M-2005) et HoN-PPGaopo-NH2 (D-2000) sont liquides et
présentent des Tg voisines, autour de -75 °C. Comme évoqué précédemment, les quelques
motifs PEG du M-2005 (rapport EG/PG : 7/36) ne suffisent pas a perturber le comportement
de la chaine PPG.

Le PEGip00-NH2 (M-1000) est pateux tandis que le HoN-PPG2g00-NH, (ED-2003) est solide
(granules). Leur analyse DSC révele la présence d’un endotherme de fusion, d’un exotherme
de cristallisation et d’une Tg. Les températures de transition dépendent de la taille de la chaine
PEG. Comme précédemment, la présence des 6 unités PG ne perturbe pas les propriétés
thermiques de la chaine PEG.
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Tableau 6 — Propriétés thermiques des Jeffamines® PPG et PEG, mesurées par DSC (10 °C/min).

Jeffamines® amoy | ¢& | ¢ | o9 | & | o
PPG2000-NH> 2430 -75
H,N-PPGagp0-NH> 2050 -73
PEGip0-NH, 910 -71 -4 120 24 132
HoN-PEGp00-NH> 2230 -64 7 112 38 119

On s’intéresse maintenant aux propriétés thermiques des blocs supramoléculaires synthétisés.
Dans la suite du chapitre, les enthalpies discutées sont celles ramenées a la fraction massique
de chaines PEG ou PPG. Les enthalpies de fusion et cristallisation des thymines ont
également été rapportées a la fraction massique de thymine dans le bloc supramoléculaire.

a. Blocs supramoléculaires a extréemité(s) thymine

Les blocs supramoléculaires greffés Thy sont pateux, a I’exception de Thy-PPGag00-Thy, qui
est solide et cassant. Les propriétés thermiques de ces blocs supramoléculaires ont été
étudiées par DSC (Figure 5) et sont rassemblées dans le Tableau 7.

Blocs PPG
A. PPGy-Thy | B. Thy-PPGg00-Thy
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Figure 5 — Thermogrammes des Jeffamines® initiales (noir) et blocs supramoléculaires PPG et PEG greffés Thy
(rouge), a 10 °C/min (exo down). Valeur en ordonnée arbitraire.
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Tableau 7 — Propriétés thermiques des blocs supramoléculaires PPG et PEG greffés Thy, mesurées par DSC.

Blocs M2 T, T AH, T AH;
supramoléculaires (g/moal) | (°C (°C) (J/g) (°C) (J/9)
PPG2g00-Thy 2600 -67 - - 45 (L(L)'g)b
Thy-PPGaoo-Thy | 2400 | -64 | 34 | (g3 | 79 | g0
PEG1000-Thy 1080 | -58 | -35 | j’f)c 23 (gg) i
Thy-PEGageo-Thy | 2560 | -51 | -25 (%c 30 ( 9851) i

*Masses molaires estimées par RMN *H, Penthalpie rapportée au pourcentage massique des unités thymines,
‘enthalpie rapportée au pourcentage massique de la chaine PEG.

i.  Effetdu greffage de la thymine sur la T4 des chaines PEG et PPG

Pour tous les échantillons supramoléculaires greffés avec des unités thymine, on observe une
augmentation de la T4 Cette anti-plastification est un phénomene observée communément
pour les polymeéres supramoléculaires et le plus souvent relié aux liaisons hydrogene
s’établissant entre unités supramoléculaires qui réduisent la mobilité des chaines.?0?*33
Cependant, il a été montré récemment au laboratoire que ce phénomeéne résulte plus
probablement de plusieurs facteurs liés aux caractéristiques chimiques des unités
supramoléculaires, et qui leur conférent la capacité d’agir comme des ancres sur la chaine
polymere. On distingue ainsi leur polarité et donc leur capacité a s’agréger/cristalliser, leur
capacité a former des liaisons hydrogéne, et enfin leur rigidité et leur volume molaire.?”*
C’est cette derniére contribution qui est prépondérante.?” En effet, la thymine étant une unité
aromatique rigide, suffisamment polaire pour se ségréger et capable de s’auto-associer par
liaison H et interactions m, posséde toutes les caractéristiques nécessaires a I’ancrage des
bouts de chaines.

ii.  Cristallisation des unités thymine et interactions avec les chaines polymeres

Les thymines en bout de chaines sont cristallisables dans certains cas et conduisent alors a une
organisation meésoscopique lamellaire des polymeres supramoléculaires. En effet, il a été
montré que ces unités peuvent former des plans cristallins s’il existe des interactions latérales
entre les liens qui les attachent aux chaines (liens amides). Néanmoins, leur ségrégation est un
pré-requis a leur cristallisation, ce qui implique que les chaines polymeres soient
suffisamment peu polaires.” Ainsi, pour les chaines PPG peu polaires, on observe bien les
endothermes de fusion des thymines cristallines a haute température (45 °C pour PPGg00-Thy
et 79 °C pour Thy-PPGapo-Thy), mais pas pour les chaines PEG polaires. Ce phénomene de
ségrégation entre unités supramoléculaires et chaines polymeéres a également été rapporté par
Bobade et al. qui ont mis en évidence 1’agrégation d’unités UPy lorsqu’elles sont greffées sur
du poly(butadiéne) mais pas quand elles le sont sur du poly(n-butyle acrylate) plus polaire.*
De la méme facon, Krutyeva et al. ont montré par une analyse SANS I’absence d’agrégation
des unités Thy et DAT greffées sur des chaines PEG.*
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En effet, les chaines PEG sont polaires et connues pour solvater les molécules polaires et les
ions, a la maniére des éthers-couronne.®” Pour confirmer et mettre en évidence ’affinité entre
Thy et PEG, nous comparons leurs paramétres de solubilité et leurs paramétres de Flory.*

Le paramétre de solubilité s’exprime selon I’Equation 1, avec p la masse volumique, M la
masse molaire et F la constante d’attraction molaire du groupement j :

6=£ZF-
M ]

Equation 1 — Paramétre de solubilité.

Le paramétre d’interaction de Flory s’exprime selon I’Equation 2, avec 6, le paramétre de
solubilité du polymeére p, di le paramétre de solubilité de I’unité supramoléculaire i, V; le
volume molaire de 1’unité supramoléculaire i, R la constante des gaz parfaits et T la
température :

Vi 2
X =034+ - (5, —6)

Equation 2 — Paramétre d’interaction de Flory, pour un mélange polymére-unité supramoléculaire.

Cette équation, destinée a ’origine a calculer un parametre d’interaction pour un mélange
polymére-solvant, peut s’appliquer ici si 1’on considére le polymére comme le solvant.*®®

Le Tableau 8 rassemble les valeurs de ces parametres. Les parametres de solubilité des
chaines PEG et PPG sont issus de la littérature,® celui de 'unité Thy a 6été estimé
précédemment,®* & partir des paramétres de Fedors.*°

Tableau 8 — Valeurs moyennes des parameétres de solubilité et de Flory pour PPG, PEG et Thy.

V(cm’mol) |6 (@ em®) | g
PEG 39 20.8 1.05
Thy 1115 275
PG 57.6 17.2 .
Thy 1115 275 '

Le paramétre de Flory est plus faible pour un mélange PEG + Thy que pour un mélange PPG
+ Thy, ce qui traduit une affinité plus grande entre PEG et Thy. En un mot, une chaine PEG
peut mieux « solvater » la thymine qu’une chaine PPG.

Les thymines, unités trés polaires, peuvent donc étre « solvatées » par les chaines PEG, ce qui
empéche leur agrégation et, plus loin, leur cristallisation. C’est pourquoi, on observe
seulement les endothermes de fusion des chaines PEG a 23 °C pour PEGop0-Thy et 30 °C
pour Thy-PEG000-Thy, températures voisines de celles des chaines PEG initiales non greffées
(24 °C et 38 °C respectivement, Tableau 6). De plus, en microscopie optique polarisée,
aucune sphérolite caractéristique des thymines cristallines n’est observée au-dela de la fusion
des chaines PEG (annexe 2).
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Enfin, la cristallisation des thymines dépend également de leur fraction massique. Pour le
dérivé monofonctionnel PPGo0-Thy, la fraction massique des thymines est de 7 %, ce qui est
trop faible pour permettre leur cristallisation au refroidissement. L’endotherme de fusion est
par ailleurs tres faible (45 °C, 4.3 J/g) confirmant la difficulté pour ces unités trés « diluées »
dans la matrice polymére a diffuser et cristalliser. En revanche, leur fraction massique est de
15 % pour le difonctionnel Thy-PPGaoo-Thy, et on observe que leur cristallisation et leur
fusion sont effectives (34 °C, 87 J/g et 79 °C, 107 J/g respectivement).

iii.  Effet des thymines sur la cristallisation des chaines PEG

Comme nous venons de I’expliquer, la différence de polarité entre chaines PEG et unités Thy
est insuffisante pour permettre la ségrégation/cristallisation de ces derniéres. De plus, les
chaines PEG ayant la capacité de « solvater » les thymines, de nombreuses interactions « de
solvatation » s’établissent entre PEG et Thy, au détriment des interactions entre chaines
polymeres. Il en résulte que la cristallisation des chaines PEG est perturbée.

En effet, pour les deux composés greffés Thy, on observe I’absence de cristallisation au
refroidissement et I’apparition d’une cristallisation froide au chauffage. De plus, les enthalpies
associées sont fortement abaissées par rapport a celles des chaines PEG non greffées. Cette
diminution de I’enthalpie de cristallisation est de -66 % pour PEGi00-Thy (120 a 41 J/g) et de
-34 % pour Thy-PEGyp0-Thy (112 a 74 J/g).

On remarque qu’a fraction massique équivalente d’unités Thy (~ 15 %), la diminution
d’enthalpies est plus marquée pour le monofonctionnel que pour le difonctionnel. L’impact
plus limitée sur la chaine PEGyoo peut étre due a sa taille mais aussi a sa structure
(difonctionnelle). En effet, d’une part, les chaines PEG de masse superieure ou égale a 2000
g/mol sont connues pour former des structures lamellaires avec des chaines étendues ou
partiellement repliées.*’ D’autre part, comme nous I’avons expliqué, les unités thymine
terminales agissent comme des ancres en bout de chaines et réduisent la mobilité de la chaine
centrale. Ainsi, elle ne peut adopter toutes les conformations nécessaires a la solvatation des
thymines (comparables a celles d’un éther-couronne) et ces interactions seraient moindres.
Les chaines difonctionnelles présentent donc une organisation et une cristallinité que 1’on
n’aurait pas pour les chaines monofonctionnelles de masse molaire moindre.

Ces résultats indiquent donc clairement que les thymines impactent et réduisent fortement la
mobilité des chaines PEG (T, T¢) ainsi que leur cinétique de cristallisation. Ceci est confirmé
sur les cliches de microscopie optique polarisée : les cristallites de 1’échantillon Thy-PEG2pg0-
Thy sont plus petits que ceux de la chaine PEG non greffée (Figure 6).

Figure 6 — Clichés de microscopie optique polarisée de H,N-PEG;q00-NH; (gauche) et Thy-PEG;q-Thy (droite), 20 °C.
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b. Blocs supramoléculaires a extrémité(s) diaminotriazine

Le bloc DAT-PEG2000-DAT est un solide cassant. Les blocs PPG greffés DAT (mono et
difonctionnel) ainsi que le bloc PEGio00-DAT sont des liquides visqueux. Les propriétés
thermiques de ces blocs supramoléculaires ont été étudiées par DSC (Figure 7, valeur en
ordonnée arbitraire) et sont rassemblées dans le Tableau 9.

Blocs PPG
A. PPG,0-DAT B. DAT-PPG,yo-DAT
T T T T T T T T T T
“4r  T=e0c ] 04 T =-55C i
—
Lh02 g
2 2
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5 s : T, =-73°C
3 — ote nn 3 oof ——H,N-PPG,  -NH, | -
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Figure 7 — Thermogrammes des Jeffamines® initiales (noir) et des blocs supramoléculaires PPG et PEG greffés DAT
(rouge), a 10 °C/min (exo down). Valeur en ordonnée arbitraire.

Tableau 9 — Propriétés thermiques des blocs supramoléculaires PPG et PEG terminés DAT, mesurées par DSC.

Blocs My’ Tq Te AHc Tt AHs
supramoléculaires (9/mol) | (°C (°C) (J/g) (°C) (J/9)
PPG2000-DAT 2500 -69
DAT-PPGa000-DAT | 2270 -55
PEG1000-DAT 1020 | -44 | -22 (7657)b %6 | 112162) .
91 97
DAT-PEG2000-DAT | 2550 - 13 (100)° 34 (10m®

*Masses molaires estimées par RMN *H, "enthalpies rapportées au pourcentage massique de la chaine PEG.
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i.  Effetdu greffage de la diaminotriazine sur la T4 des chaines PEG et PPG

Pour la chaine DAT-PEG2000-DAT, on note que la Ty n’est plus observable. Ceci est
probablement di au fait que 1I’échantillon est trop cristallin, la chaine PEG étant plus longue
que pour I’échantillon monofonctionnel.

Pour tous les autres échantillons, comme pour la série Thy, on observe une augmentation de la
Ty L’effet d’ancrage est le méme : le motif DAT étant, comme le motif Thy, une unite
polaire, rigide et capable de former des liaisons H et des interactions =, elle diminue la
mobilité des chaines polymeres PPG et PEG.

ii.  Interactions entre unités diaminotriazine et chaines polymeres

De la méme fagon que pour I’unité Thy, les paramétres d’interactions de Flory sont calculés
pour un mélange DAT - chaines polyméres, considérées comme le solvant (Equation 2). Le
Tableau 10 rassemble les valeurs de ces parametres. Le paramétre de solubilité de 1’unité
DAT a précédemment été estimé,** & partir des paramétres de Fedors.*°

Tableau 10 — Valeurs moyennes des parametres de solubilité et de Flory pour PPG, PEG et Thy.

V (cm*/mol) | 6 (3¥%/cm*?) y
PEG 39 20.8 1o
DAT 91.3 28
PPG 57.6 17.2 31
DAT 91.3 28 '

Les valeurs obtenues sont légérement supérieures a celles obtenues avec la thymine. L’unité
DAT est donc moins susceptible d’étre solvatée par les chaines PEG (Figure 8), et encore
moins par les chaines PPG.

—B << —{
o ~
DAT/PEG Thy/PEG

Figure 8 — Représentation des interactions de « solvatation » entre unités supramoléculaires et chaines PEG. Les
interactions Thy/PEG sont prépondérantes.

iii. ~ Effet des diaminotriazine sur la cristallisation des chaines PEG

Le greffage des unités DAT aux extrémités des chaines PEG perturbe plus ou moins
fortement leur cristallinité. Par rapport aux chaines non greffées, on note une diminution des
enthalpies de cristallisation d’environ -40 % pour PEGio00-DAT (120 a 75 J/g) et d’environ -
10 % pour DAT-PEG2000-DAT (112 a 100 J/g).

Pour le bloc monofonctionnel PEGig0-DAT, on observe également que la cinétique de
cristallisation est retardée a -22 °C (-4 °C pour le non greffe). Ce phénoméne, observé par
Cheng et al. pour des PEG 400 mono et difonctionnalisés par des unités U-DPy, s’explique par
la mobilité réduite des chaines due aux interactions entre motifs supramoléculaires
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(agrégation, liaisons H)** ainsi qu’a leur effet d’ancrage. Le retard cinétique & la cristallisation
est beaucoup moins marqué pour DAT-PEG,00-DAT : les chaines PEG supramoléculaires
cristallisent a 13 °C contre 7 °C pour les chaines non greffées.

Comme pour la série Thy, alors qu’ils présentent une fraction massique identique d’unités
DAT (~ 10 %), les propriétés thermiques du bloc difonctionnel sont moins impactées que
celles du monofonctionnel. L& encore, la chaine PEG est plus longue*! mais I’effet d’ancrage
a ses deux extrémités I’empéche d’adopter les conformations nécessaires a la « solvatation »
des unités DAT, ce qui perturbe moins sa cristallisation.

iv.  Comparaison de I'impact de Thy et DAT sur la cristallisation des chaines PEG

L’impact des unités supramoléculaires sur les propriétés thermiques de la chaine PEG est
d’autant plus marqué que sa fonctionnalité est faible. Ceci traduit la mobilité et I’aptitude de
la chaine monofonctionnelle a adopter les conformations nécessaires a la solvatation des
unités Thy ou DAT. Lorsqu’elle est « ancrée » a chacune de ses extrémités, cette possibilité
est alors grandement réduite : la perturbation de la cristallinité est moindre.

L’impact est également plus marqué pour la série Thy. Ceci traduit la force des interactions de
« solvatation » de la chaine PEG, assimilable a un pouvoir de solvatation. L unité Thy étant
plus polaire que I'unité DAT, les interactions PEG/Thy seront plus fortes que les interactions
PEG/DAT. Les perturbations sont donc plus importantes (Tableau 11).

Tableau 11 — Comparaison des enthalpies de cristallisation des chaines PEG greffées DAT ou Thy.

Diminution de AH:®
Chaine polymére AH¢ (J/9) (%) comparé aux
Jeffamines®
PEG1o00-DAT 75 40
PEGlooo-Thy 41 66
DAT-PEGyue-DAT 100 10
Thy'PEGZOOO'Thy 74 34

*Enthalpies rapportées au pourcentage massique de la chaine PEG.

Conclusion

Le greffage des unités Thy et DAT impacte les propriétés thermiques des chaines PPG et
PEG. Parce qu’elles sont polaires, rigides, capables de s’agréger et/ou de cristalliser, les unités
supramoléculaires ont un effet d’ancrage sur les bouts de chaines qui réduit leur mobilité. Cet
effet, d’autant plus marqué que les chaines sont courtes ou difonctionnelles, se traduit par une
augmentation forte de la T4 (anti-plastification) quelle que soit la nature de la chaine.

Les thymines ont un impact particulierement notable. Greffées aux chaines PPG par des liens
amides, elles se ségrégent des chaines polymeéres et cristallisent en plans (moteur de
I’organisation mésoscopique lamellaire du matériau).” Avec les chaines PEG, la différence de
polarité est insuffisante a la ségrégation des thymines. Les interactions Thy/PEG
(« solvatation ») sont prépondérantes par rapport aux interactions Thy/Thy (Figure 9). 1l en
résulte que les unités Thy ne peuvent cristalliser et, en retour, perturbent fortement la
cristallisation des chaines PEG. On observe ainsi une cristallisation froide des chaines PEG
associée a une forte diminution de 1’enthalpie de cristallisation.
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— 4= <<—4).

Thy/Thy Thy/PEG
Tres faible

Figure 9 — Représentation des interactions supramoléculaires (Thy/Thy) et de « solvatation » (Thy/PEG).

Nous allons maintenant étudier la formation et les propriétés physico-chimiques principales
des copolymeéres a blocs amphiphiles supramoléculaires.

II. Formation et caractérisation des copolymeres a blocs
amphiphiles supramoléculaires

1. Copolymeéres supramoléculaires — un équilibre délicat

Les polymeres sont genéralement immiscibles entre eux, leur entropie de mélange éetant trop
faible pour compenser les pénalités enthalpiques de leur incompatibilité chimique. Dans le cas
des copolymeres a blocs, pour lesquels les blocs incompatibles sont liés les uns aux autres par
des liaisons covalentes, cette immiscibilité peut conduire a une micro-séparation de phase
selon la fraction volumique de chaque bloc et le produit yN.*

Pour les copolymeres a blocs supramoléculaires, les changements entropiques et enthalpiques
induits par ’association des unités supramoléculaires aux extrémités des chaines viennent
compliquer cet équilibre délicat. L’emploi d’unités supramoléculaires hétéro-
complémentaires fonctionnalisées sur les chaines incompatibles est un pré-requis. En effet,
I’étude théorique, basée sur un modele en champ moyen, pour des polymeres
supramoléculaires téléchéliques a montré que les unités homo-complémentaires favorisent la
formation de mélanges biphasiques (séparation de phase macroscopique) tandis que des unités
hétéro-complémentaires favorisent la formation de mélange monophasiques (polymeéres
miscibles ou micro-séparés).**

Ainsi, en utilisant un couple d’unités hétéro-complémentaires, on peut en theorie obtenir des
copolymeres diblocs, triblocs et multiblocs.

Feng et al. ont développé un modele pour des copolymeéres a blocs supramoléculaires
constitués de deux chaines monofonctionnalisées par des unités hétéro-complémentaires.”® A
partir de celui-ci, un diagramme de phase peut étre tracé sous la forme 1/¢N en fonction de
h/xN avec h la diminution d’énergie induite par la formation d’une liaison supramoléculaire.
dépendant de T et h étant proportionnel a 1/T, il apparait que h/yN est indépendant de la
température et qu’une augmentation de température résulte en une augmentation
proportionnelle de 1/yN.

Pour le dibloc A-supra-B avec des blocs de méme taille (No = Ng = N), le diagramme de
phase de la Figure 10.A est obtenu. Celui-ci traduit 1’équilibre entre 1’énergie libre
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d’association, I’incompatibilité chimique des blocs polyméres et la perte d’entropie
translationnelle liée a la formation du copolymere (liaison supramoléculaire). Trois régions
apparaissent : une avec une macro-séparation de phase, une avec une micro-séparation de
phase lamellaire et une monophasique désordonnée. Le diagramme suggere que pour obtenir
la phase lamellaire, 1’énergie de liaison H doit étre du méme ordre de grandeur que ¥N. En
d’autres termes, la diminution d’énergie liée a 1’association supramoléculaire compense le
colt énergétique li¢ a I’incompatibilité des blocs polymeéres. Plus précisément, la phase
lamellaire est prédite pour 1/yN < 0,1 et h/yN > 0,5. Ainsi, pour une association
supramoléculaire de 50 kd.mol™, il faut une gamme de 10 < N < 100 et pour une association
de 20 kJ.mol™ (comme Thy/DAT), la gamme se réduit & 10 < yN < 40. Pour de grandes
valeurs de N, un systeme biphasique est attendu. En effet, la fraction d’unités
supramoléculaires étant faible, peu de diblocs se forment sauf si 1’énergie d’association est
tres importante. Pour de faibles valeurs de N, un systéme monophasique est attendu, le colt
enthalpique d’immiscibilité étant trop faible.

Dans le cas de blocs symétriques (Na = Npg) et lorsque I’association supramoléculaire
compense I’incompatibilité des blocs, les morphologies dépendent, comme les copolymeéres a
blocs classiques, de la fraction volumique de chaque bloc. Ainsi, pour des fractions
volumiques identiques (pa = o¢g), la morphologie est lamellaire, mais pour des fractions
volumiques différentes, les morphologies cubique face centrée, cylindrique ou encore gyroide
bicontinue apparaissent (Figure 10.B). On peut penser que des copolyméres
supramoléculaires diblocs non symétriques conduisent aux mémes morphologies.
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Figure 10 — Diagramme de phase correspondant a I’équilibre thermodynamique pour un copolymére dibloc
supramoléculaire symétrique (Na = Ng = N) avec (A) oa= @g et (B) des fractions volumiques diﬁ‘érentes.45

Binder et al. ont étudié I’influence de la constante d’association des unités associatives sur la
structuration de copolymeres a blocs supramoléculaires constitués de poly(éthercétone) (PEK)
et de PIB monofonctionnalisés soit avec le couple acide barbiturique/récepteur Hamiltonien
(K ~ 10° M) soit avec le couple thymine/DAT (K ~ 10° M™).*® Dans les deux cas, une
micro-séparation de phase lamellaire est observée. Avec le systeme Thy/DAT, une macro-
séparation de phase apparait au-dela de la T4 du PEK (155 °C), alors qu’avec le systéme acide
barbiturique/récepteur Hamiltonien, elle n’est observée qu’a partir de 230 °C, bien au-dela de
la Ty du PEK. Ce resultat illustre I’importance de la constante d’association
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supramoléculaire : plus elle est élevée, plus la macro-séparation de phase est retardée. De
plus, cette macro-séparation est irréversible : en refroidissant le mélange reste macro-séparé
(Figure 11).

< = ; >
Micro-phase separation m W
-

Macro-phase separation

.
-

Q=0

Increasing temperature

Figure 11 — Effet de la température sur ’auto-assemblage de polyméres supramoléculaires PEK/PIB a unités hétéro-
. . 46
complémentaires.

On voit donc que pour limiter la propension des blocs a se macroséparer du fait de leur
incompatibilité chimique, il est essentiel que les associations supramoléculaires soient
suffisamment fortes pour compenser 1’incompatibilité des polymeres. Si les polymeéres sont
hautement incompatibles (ségrégation forte), I’association supramoléculaire doit étre d’autant
plus forte que les blocs sont grands. Si les polymeéres sont moins incompatibles, 1’association
supramoléculaire peut étre plus modéree.

L’incompatibilité des blocs PEG et PPG peut étre estimée par le paramétre de Flory (Equation
3) ou Vi est le volume molaire et di le parametre de solubilité de polymere i :

(VAVB)l/Z
X="%7

o (61— 85"

Equation 3 — Paramétre de Flory.

A température ambiante, on estime le paramétre de Flory pour le systtme PEG/PPG a ypec/prc
= 0.25, en prenant : Vpeg = 39 cm*/mol, Vppg = 57.6 cm®/mol, 8pec = 20.8 (MPa”), dppg =
17.2 (MPa™).

On note que le systéme n’est pas en ségrégation forte (x < 0.5). Néanmoins, le mélange des
deux oligoméres non fonctionnels PEGiop-NH;, et PPGaop0-NH, présente une macro-
séparation de phase (microscopie optique, Figure 12), ce qui traduit une incompatibilité réelle
des deux blocs.

Ainsi, l’interaction Thy/DAT, de force modérée, doit étre suffisante pour compenser
I’incompatibilité des blocs PEG et PPG de nos systéemes, qui sont par ailleurs de petite taille
(1000 - 2500 g/mol). C’est ce que I’on observe par microscopie optique, par exemple pour le
copolymeére dibloc PEG1000-Thy/DAT-PPG2000, qui présente une phase homogéne au-dela de
la fusion du bloc PEG (T = 23 °C), ce qui confirme la miscibilité, voire la micro-separation,
des blocs PEG et PPG.
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Figure 12 — Microscopie optique d’un mélange PEG;qy0-NH, et PPGq00.NH, (A) et du copolymeére dibloc 1
supramoléculaires PEGpo-Thy et PPGyg0.DAT.

Dans ce qui suit, par clarté, nous décrivons la formation des copolymeres supramoléculaires
(diblocs, triblocs et multiblocs) et leurs propriétés thermiques. Nous n’avons pas cherché a
caractériser leurs éventuelles microséparations, mais avons verifié optiqguement 1’absence de
macroséparation de phase des blocs PEG et PPG supramoléculaires. La force de la liaison
supramoléculaire Thy/DAT sera ensuite étudiée en solvant organique par RMN *H.

2. Préparation des copolymeres par évaporation de solvant

a. Mode opératoire

Les copolymeres a blocs amphiphiles supramoléculaires sont obtenus par évaporation de
solvant d’un mélange équimolaire en unités supramoléculaires de différents blocs (solvent
casting), un procédé décrit par Cortese et al.?! Cette étape permet de s’assurer de la formation
des liaisons Thy/DAT. Le choix du solvant obéit a certains critéres : il doit étre un bon solvant
des chaines PEG et PPG, mais un mauvais solvant des unités Thy et DAT, for¢ant ainsi leur
association. Il en résulte que le solvant doit étre aprotique et/ou peu polaire (non compétiteur
des liaisons hydrogene et favorable a 1’association Thy/DAT) et suffisamment volatile pour
gue son évaporation soit aisée et la plus totale possible. Le dichlorométhane (DCM) répond a
ces criteres.

Les blocs supramoléculaires PEG et PPG sont dissous séparément dans le DCM jusqu’a
I’obtention de solutions homogénes. Les deux solutions sont ensuite mélangées sous agitation
magnétique et aprés homogéneisation, le solvant est évaporé a 100 °C sous cloche & vide
pendant une nuit.

b. Types de copolymeres obtenus : diblocs, triblocs, multiblocs

Différents copolymeres a blocs amphiphiles supramoléculaires ont ainsi été réalisés : diblocs,
triblocs et multiblocs. Par la suite, certains seront comparés a des homologues covalents, soit
commerciaux (Synperonic®) soit synthétisés pour 1’étude (dibloc covalent). Les multiblocs
seront comparés aux systéemes « tout PPG » réalisés et étudiés par Jessalyn Cortese durant sa
these. Nous pourrons évaluer 1’effet de I’introduction des blocs PEG en masse et en solution.
En résumé, 8 copolymeres amphiphiles supramoléculaires ont été réalisés (Tableau 12).
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Tableau 12 — Copolymeres & blocs amphiphiles supramoléculaires réalisés (mélanges equimolaires en fonctions).

Diblocs Triblocs Multiblocs
PPGZOOO'DAT + DAT'PPGgooo'DAT +
PEGlooo‘ Thy PPGzooo‘DAT + Thy' PEGZOOO-Thy Thy' PEGZOOO'Thy
PPGZOOO'Thy + DAT- PEGgooo-DAT +
PEGlooo'DAT Thy' PPGZOOO'Thy

PPGZOOO'Thy + DAT- PEGgooo-DAT

PEGlooo'DAT + Thy-PPGgooo-Thy
PEGlooo'Thy + DAT- PPGgooo-DAT

3. Propriétés thermiques des copolymeres a blocs supramoléculaires

Aprés avoir étudié les blocs supramoléculaires PEG et PPG greffés Thy et DAT, nous nous
intéressons aux copolymeres a blocs amphiphiles supramoléculaires réalisés. Nous souhaitons
notamment observer 1’influence de la paire sélective non cristallisable Thy/DAT sur les
propriétés thermiques selon I’architecture des copolymeéres (nombre et taille des blocs, rapport
PEG/PPG, position relative des unités Thy et DAT sur les chaines polymeres).

Dans la suite de cette section, les masses molaires sont théoriques et les enthalpies discutées
sont celles rameneées a la fraction massique de chaine PEG dans le copolymere.

a. Copolymeéres diblocs supramoléculaires

Les copolyméres diblocs sont equimolaires en fonction Thy et DAT. Le rapport massique des
blocs PEG et PPG est 30/70 environ. La fraction massique d’unités supramoléculaires dans
ces copolymeres est de 8 %. Les deux copolymeres étudiés sont les suivants :

o Dibloc1: PEGlooo-Thy + PPGqgo-DAT

o Dibloc 2: PPGzooo-Thy + PEG1000-DAT
Par microscopie optique, on observe que les mélanges sont homogénes au-dela de la fusion du
bloc PEG, indiquant que la liaison Thy/DAT est bien formée (dibloc 1, Figure 12.B).

Leurs thermogrammes sont présentés Figure 13 et Figure 14, et leurs données thermiques
rassemblées dans le Tableau 13.

Tableau 13 — Données thermiques des diblocs supramoléculaires 1 et 2 mesurées par DSC (10 °C/min).

Diblocs M, Tq Te AHc Tt AHy
supramoléculaires (g/mol) (°C) (°C) (J/g) (°C) (J/9)
Dibloc 1 19 19
PEG1000-Thy + 3600 -68 -21 (76)? 20 (76)*
PPG200-DAT
Dibloc 2
PPGzooo-Thy + 3600 -68 -32 (gzg)a 24 (ézi)a
PEG1000-DAT

# Enthalpies rapportées au pourcentage massique de la chaine PEG.
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Figure 13 — Thermogrammes du dibloc 1 (bleu) et des blocs PP G,p00-DAT (noir) et PEG;q0-Thy (rouge) hors mélange
(10 °C/min, exo down). Valeur en ordonnée arbitraire.
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Figure 14 — Thermogrammes du dibloc 2 (bleu) et des blocs PEG1000-DAT (et PPG,g00-Thy hors mélange (10 °C/min,
exo down). Valeur en ordonnée arbitraire.
Les deux diblocs présentent des thermogrammes similaires avec une Tg4 unique, un exotherme
de cristallisation froide et un endotherme de fusion.

La T4 des diblocs 1 et 2 (-68 °C) correspond a celle du bloc PPGapo, Sa valeur étant
comparable a celle des blocs PPGaogo-Thy et PPG2g0o-DAT hors mélange (-67 °C et -69 °C
respectivement). Ce résultat indique que le bloc PEG1g0o attaché par I’interaction Thy/DAT ne
renforce pas 1’effet d’ancrage sur le bloc PPGpg. La Ty du bloc PEGig00 n’est pas observée
clairement ici (-58 °C pour PEGiog-Thy et -44 °C pour PEGip0-DAT, hors mélange), sa
proportion massique dans le copolymere étant plus faible que celle de PPG (30/70) la rendant
plus difficilement détectable.
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Pour le dibloc 2, on n’observe plus le léger endotherme de fusion associé aux thymines
cristallisées (visible a 45 °C pour le bloc PPGy-Thy, Figure 14) ce qui indique que
I’interaction Thy/DAT, sélective et plus forte, est formée.

Les pics de cristallisation et de fusion observés sur les deux thermogrammes sont associés au
bloc PEGigg0, les températures de fusion des dibloc 1 et 2 (Tf = 20 °Cet Tf = 24 °C
respectivement) étant comparables a celles des blocs hors mélange PEG1o00-Thy (T = 23 °C)
et PEG1000-DAT (T¢= 26 °C).

On observe cependant que les températures de cristallisation et les enthalpies associées
évoluent différemment selon la nature de I’unité supramoléculaire greffée sur le bloc PEG 100o.

Ainsi, pour le dibloc 1 (contenant le bloc PEGio00-Thy), la cristallisation froide se fait plus
tardivement : T, augmente de + 14 °C (-35 °C seul vs -21 °C dibloc). De plus, I’enthalpie de
cristallisation associée augmente de + 85 % (41 J/g seul vs 76 J/g dibloc) : les chaines
PEGi000-Thy ont donc récuperé de leur cristallinité dans le dibloc 1, comparé au bloc seul.
Ainsi, le bloc PPG2p0-DAT introduit des interactions supramoléculaires sélectives Thy/DAT,
beaucoup plus fortes que les interactions Thy/Thy et permet de limiter les interactions
Thy/PEG (« solvatation »). De plus, les paires Thy/DAT formées sont moins polaires et
n’interagissent pas (ou peu) avec les chaines PEG qui peuvent alors mieux cristalliser. La
compétition entres les différentes interactions Thy/Thy, Thy/PEG et Thy/DAT est
schématisée Figure 15.

{ )—<< r—ﬁ;ﬂ« —(@

Thy/Thy Thy/PEG Thy/DAT
Trés faible Dibloc 1

Figure 15 — Représentation schématique des interactions qui s’établissent dans le dibloc 1 (PEG : bleu, PPG : rose).

Pour le dibloc 2 (contenant le bloc PEGi000-DAT), la cristallisation se fait également plus
tardivement : on passe d’une cristallisation classique pour le bloc seul (-22 °C) a une
cristallisation froide pour le dibloc (-32 °C). L’enthalpie augmente également, mais seulement
de + 28 % avec I’introduction du bloc PPGao0o-Thy, et donc des interactions Thy/DAT (75 J/g
seul vs 96 J/g dibloc). On explique ceci comme suit.

Pour le bloc PEGioo-DAT seul, la cristallinité des chaines PEG est optimale car les
interactions DAT/PEG sont faibles et peu nombreuses, I'unit¢é DAT n’étant que légerement
polaire. L’ajout du bloc PPGaoo-Thy introduit non seulement des interactions Thy/DAT,
fortes et sélectives, mais également des interactions de « solvatation » Thy/PEG, plus fortes
que les interactions de « solvatation » DAT/PEG (Figure 16). Ces derniéres contribuent a
limiter I’augmentation de la cristallinité des chaines PEG dans le copolymeére.
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DAT/PEG Thy/PEG DAT/Thy
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Figure 16 — Représentation des interactions se produisant dans le dibloc 2 (PEG : tracé bleu, PPG : tracé rose).

En résume, la cinétique de cristallisation des blocs PEGiggo est ralentie pour les diblocs
supramoléculaires, leur mobilité étant réduite par rapport aux blocs PEGioo Seuls. De plus,
dans les copolyméres, de nouvelles interactions apparaissent et sont en compétition :
supramoléculaire Thy/DAT et de « solvatation » Thy/PEG et DAT/PEG. Selon qu’elles se
manifestent ou non, elles modifient la cristallinité des chaines PEG : les interactions Thy/PEG
ont un effet négatif (augmentation moindre de la cristallinité) tandis que les interactions
DAT/PEG ont un effet positif (augmentation plus marquée de la cristallinité).

b. Copolymeres multiblocs supramoléculaires

Les copolymeres multiblocs sont équimolaires en fonction Thy et DAT. Le rapport massique
des blocs PEG et PPG est d’environ 50/50. La fraction massique d’unités supramoléculaires
dans les copolymeéres est de 12%. Les deux copolymeres étudiés sont les suivants :

o Multibloc 1: Thy-PEGgooo-Thy + DAT-PPG200o-DAT
o Multibloc 2 : Thy-PPGzooo-Thy + DAT-PEG,p00-DAT

Leurs thermogrammes sont présentés Figure 17 et Figure 18, et leurs donnees thermiques
rassemblées dans le Tableau 14.

Tableau 14 — Données thermiques des multiblocs supramoléculaires 1 et 2 mesurées par DSC (10 °C/min).

Multiblocs My Tq T, AH, T
supramoléculaires (@/mol) | (°C) | (°C) | (Ig) (°C) AH: (J/9)
Multibloc 1 1 51
Thy-PEGz000-Thy + 4890 -55 -9 (91)° 28 (111)°

DAT-PPGa00-DAT

Multibloc 2 51 -
Thy-PPGaggo-Thy + 4890 | 58 | B | 50| 38 (120
DAT-PEG2000-DAT

aEnthalpies rapportées au pourcentage massique de la chaine PEG.
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Figure 17 — Thermogrammes du multibloc 1 (bleu) et des blocs DAT-PPG,000-DAT (noir) et Thy-PEG,g00-Thy (rouge)
hors mélange (10 °C/min, exo down). Valeur en ordonnée arbitraire.
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Figure 18 — Thermogrammes du multibloc 2 (tracé bleu) et des blocs DAT-PEG;q0-DAT et Thy-PPGyqp0-Thy hors
mélange (10 °C/min, exo down). Valeur en ordonnée arbitraire.

Les deux multiblocs presentent une T4 unique, un exotherme de cristallisation et un
endotherme de fusion. On note que pour le multibloc 1 (contenant le bloc Thy-PEGzp0-Thy),
il s’agit d’une cristallisation froide. Sur le thermogramme du multibloc 2, I’absence du pic de
fusion associé aux thymines cristallisées (visible pour Thy-PPGg00-Thy, a 79 °C, Figure 18)
atteste de la formation des interactions supramoléculaires Thy/DAT.

Les T4 des deux multiblocs sont comparables a celles des blocs PPGaoo €t PEGao00
supramoléculaires hors mélange (ex : -55 °C pour le multibloc 1, -55 °C pour DAT-PPG2g0-
DAT, -51 °C pour Thy-PEG2u0-Thy). Les associations Thy/DAT ne perturbent donc pas

davantage la mobilité des chaines.
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Les pics de cristallisation et de fusion sont associés au bloc PEGyyo difonctionnel. Les
températures de fusion, 28 °C pour le multibloc 1 et 33 °C pour le multibloc 2, sont
comparables a celles des blocs Thy-PEGyuo-Thy et DAT-PEGo00-DAT hors mélange
respectivement (30 °C et 34 °C). Cependant, les enthalpies de fusion sont supérieures
d’environ + 13 % pour les deux multiblocs, indiquant une cristallinité plus importante des
chaines PEGag0o : 98 J/g pour Thy-PEG2g00-Thy seul vs 111 J/g pour le multibloc 1 et 107 J/g
pour DAT-PEG2000-DAT seul vs 120 J/g pour le multibloc 2.

La cristallisation froide du bloc Thy-PEG,00-Thy du multibloc 1 intervient plus tardivement
que hors mélange (-9 °C vs -25 °C hors mélange), ce qui indique que la mobilité des blocs
PEG2o00 est restaurée a une plus haute température, et I’enthalpie associée est supérieure de +
23 % (74 J/g seul vs 91 J/g multibloc). De méme, la cristallisation classique du bloc DAT-
PEG,000-DAT, présent dans le multibloc 2, intervient plus tardivement que hors mélange (-3
°C vs 13 °C hors mélange) avec une enthalpie associée supérieure seulement de + 13 %, a
cause des interactions Thy/PEG introduite, comme vu et expliqué pour le dibloc 2 (100 J/g
seul vs 113 J/g multibloc).

Ces résultats démontrent une meilleure cristallinité des chaines PEGzp00 dans les multiblocs
plutbt que hors mélange. Comme pour les diblocs, les interactions Thy/DAT, fortes et
sélectives, limitent les interactions Thy/PEG qui nuisent a la cristallinité des blocs PEG. En
outre, pour les multiblocs, les associations Thy/DAT induisent potentiellement une séparation
de phase des blocs PPG peu polaires et PEG polaires (organisée ou non). La formation des
interactions Thy/DAT est alors limitée par la diffusion des unités au sein du matériau, et par
conséquent par la diffusion des blocs PEG et PPG dans le fondu, ici nécessairement ralentie
par la polarité différente des domaines. Cette possible séparation de phase pourrait alors
expliquer le retard a la cristallisation (diffusion) et la plus grande cristallinité des blocs PEG.

c. Copolymeres triblocs supramoléculaires

Les copolymeéres triblocs sont équimolaires en fonction Thy et DAT. Le rapport massique des
blocs PEG et PPG est d’environ 30/70 pour les triblocs a bloc central PEG (1 et 2) et environ
50/50 pour les triblocs a bloc central PPG (3 et 4). La fraction massique d’unités
supramoléculaires dans les copolymeéres est de 6 % et 11 % respectivement. Les quatre
copolymeres étudiés sont les suivants :

o Tribloc1: Thy-PEGzooo-Thy + PPGypp0-DAT

o Tribloc 2 : DAT-PEG2000-DAT + PPG000-Thy

o Tribloc 3: Thy-PPGzooo-Thy + PEGlooo-DAT

o Tribloc 4 : DAT-PPGgooo-DAT + PEGlooo-Thy

Par microscopie optique, on observe que les mélanges sont homogénes au-dela de la fusion
des blocs PEG, indiquant que les liaisons Thy/DAT sont bien formées (Tribloc 1, annexe 2).

Leurs thermogrammes sont présentés sur la Figure 19 (bloc central PEG,o00) €t la Figure 22
(bloc central PPGyog0) et leurs données thermiques rassemblées dans le Tableau 15 et le
Tableau 16 respectivement.
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i.  Triblocs supramoléculaires a bloc central PEGzo00 - 1 et 2
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Figure 19 — Thermogrammes des triblocs supramoléculaires 1 (A) et 2 (B) (bleu), et du bloc central (rouge) et des
blocs extérieurs (noir) hors mélange (10 °C/min, exo down). Valeur en ordonnée arbitraire.

Tableau 15 — Données thermiques des triblocs supramoléculaires 1 et 2 mesurées par DSC.

supramoléculaires (g/mol) (°C) (°C) (J/g) (°C) J/g)

Bloc central PEGogq0

Tribloc 1 o5 33
Thy-PEG2000-Thy + 7650 -68 21 (86)° 26 (114)°
PPGogoo-DAT
Tribloc 2 31 35
DAT-PEG2p00-DAT + 7650 -69 -12 (107)° 30 (121)°

PPGgooo-Thy

Enthalpie rapportées au pourcentage massique de la chaine PEG.

Les deux triblocs présentent une T4 unique, un exotherme de cristallisation froide et un
endotherme de fusion. L’absence du pic de fusion associé aux thymines cristallisées (observé
a 45 °C pour PPGauo-Thy, Figure 19) sur le thermogramme du tribloc 2 atteste de la
formation des interactions supramoléculaires Thy/DAT.

La T, des deux triblocs (~ -68 °C) correspond a celle des blocs extérieurs supramoléculaires
PPG2000 monofonctionnels, comparable aux valeurs mesurées pour les blocs PPGago-Thy et
PPG2000-DAT hors mélange (-67 °C et -69 °C respectivement). La Ty du bloc central
difonctionnel PEGz00 n’est pas observée clairement (~ -50 °C pour Thy-PEGyu00-Thy, hors
mélange), sa proportion massique dans le copolymere étant plus faible que celle de PPG
(30/70) et la rendant plus difficilement détectable.

Les pics de cristallisation et de fusion des deux triblocs sont associés au bloc central PEG 200
difonctionnel. Les températures de fusion (autour de 30 °C) sont comparables a celles des
blocs Thy-PEGapo-Thy et DAT-PEG000-DAT hors mélange (30 °C et 34 °C respectivement).
De la méme facon que pour les multiblocs, la cristallinité des blocs PEG dans les triblocs 1 et
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2 est améliorée : les enthalpies de fusion augmentent de facon similaire, + 16 % (98 J/g Thy-
PEG2000-Thy seul vs 114 J/g tribloc 1) et + 13 % (107 J/g DAT-PEG2000-DAT seul vs 121 J/g
dans le tribloc 2).

La température de cristallisation froide du bloc Thy-PEGyp-Thy du tribloc 1 est similaire a
celle du bloc hors mélange (-21 °C vs -25 °C hors mélange) mais inférieure a celle du
multibloc 1 (-9 °C). La cristallisation froide se produit plus tét dans le tribloc 1 que dans le
multibloc 1. L’enthalpie de cristallisation associée (86 J/g, tribloc 1) est similaire & celle
multibloc 1 (91 J/g), et supérieur de + 23 % par rapport au bloc hors mélange (74 J/g seul vs
91 J/g multibloc 1). Comme évoqué pour les diblocs et les multiblocs, cette amélioration de la
cristallinité du bloc PEG est di a I’introduction des interactions Thy/DAT, compétitrices des
interactions Thy/PEG néfastes a la cristallisation des blocs PEG.

Le fait que la cristallisation froide du bloc central Thy-PEG,00-Thy se produise plus tot dans
le tribloc 1 que dans le multibloc 1 suggére une plus grande mobilité. Comme pour les
multiblocs, les interactions Thy/DAT induisent une potentielle séparation de phase des blocs
PEG/PPG et, par consequent, la nécessité pour les unités supramoléculaires de diffuser au sein
de domaines de polarité différente. Cependant, les blocs extérieurs n’étant liés que par une
seule extrémité, ils permettent une diffusion plus rapide.

La différence de comportement du bloc Thy-PEGp0-Thy seul ou dans un copolymere est
résumée Figure 20.

Cristallisation froide du bloc Thy-PEG,n,-Thy plus tardive et cristallinité améliorée

— Bf——{@\ v VAB}—(a D

Thy-PEG,40,-Thy Tribloc 1 Multibloc 1
T.=-25°C T.=-21°C T.=-9°C
AH =74)/g AH = 86)/g AH. =91)/g

Figure 20 — Représentation schématique de Thy-PEG;go-Thy, du tribloc 1 et du multibloc 1. Comparaison de leurs
données thermiques de cristallisation : de gauche a droite, cinétique plus lente mais cristallinité renforcée.
Dans le tribloc 2, le bloc DAT-PEG2000-DAT cristallise au chauffage (cristallisation froide a -
12 °C) alors qu’il cristallise au refroidissement dans le multibloc 2 (-3 °C) ou quand il est
seul (13 °C). Sa cinétique de cristallisation dans le tribloc 2 est donc ralentie mais I’enthalpie
de cristallisation associée (107 J/g, tribloc 2) est similaire (100 J/g, bloc seul et 113 J/g,

multibloc 2).

Comme pour le dibloc 2 et le multibloc 2, I’amélioration de la cristallinité du bloc central
DAT-PEG,000-DAT est moins marquée que pour les copolymeres a bloc PEG greffés Thy. La
encore, les blocs PEG greffés DAT ayant de base une cristallinité optimale, I’introduction des
unités Thy, et par conséquent d’interactions Thy/PEG, est néfaste.

Contrairement aux tribloc et multibloc 1, copolymeres a bloc central Thy-PEG,o00-Thy, la
mobilité du bloc DAT-PEG,000-DAT est plus faible dans le tribloc 2 que dans le multibloc 2
(Figure 21). Ce résultat peut s’expliquer également par I’introduction des interactions de
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« solvatation » Thy/PEG qui ralentissent la diffusion des unités et des chaines PEG dans le
fondu. Ce phénomene serait moindre dans le multibloc 2 car les blocs « ancrés » a leurs deux
extrémités interagissent moins ensemble (conformations limitées). Il y a donc moins
d’interactions Thy/PEG et la chaine est plus mobile.

La différence de comportement du bloc DAT -PEG2000-DAT seul ou dans un copolymere est
résumée Figure 21.

Cristallisation du bloc DAT-PEG,5,-DAT plus tardive

—  pwe—a) (e—»)
DAT-PEG,y,-DAT Multibloc 2 Tribloc 2
T.=13°C T.=-3°C T.=-12°C

AH. =100 J/g AH =113 /g AH =107 J/g

Cristallisation classique Cristallisation froide

Figure 21 — Représentation schématique de DAT-PEG;p0-DAT, du multibloc 2 et du tribloc 2. Comparaison de leurs
données thermiques de cristallisation. De gauche & droite : cinétique plus lente mais cristallinité stable.

ii.  Triblocs supramoléculaire a bloc central PPGzp0 - 3 et 4
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Figure 22 — Thermogrammes des triblocs supramoléculaires 3 (A) et 4 (B) (bleu), du bloc central (noir) et des blocs

extérieurs (rouge) hors mélange (10 °C/min, exo down). Valeur en ordonnée arbitraire.

Tableau 16 — Données thermiques des triblocs supramoléculaires 1 et 2 mesurées par DSC.

supramoléculaires (9/mol) (°C) (°C) (J/9) (°C) (J/9)
Bloc central PP G0
Tribloc 3 34 33
Thy'PPGgooo-Thy + 4440 -61 -17 (83)a 24 (81)a
PEGio0-DAT
Tribloc 4 40
DAT-PPGye-DAT + 4440 -61 -16 | 39 (95)° 20 (98)°
PEGlOOO'Thy

®Enthalpies rapportées au pourcentage massique de la chaine PEG.
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Les deux triblocs présentent une T4 unique, un exotherme de cristallisation froide et un
endotherme de fusion. L’absence du pic de fusion associé aux thymines cristallisées (Vvisible
pour Thy-PPGy00-Thy & 79 °C, Figure 22) sur le thermogramme du tribloc 3 atteste de la
formation des interactions supramoléculaires Thy/DAT.

La Ty (-61 °C) est dans la méme gamme que celle des blocs centraux Thy-PPGagoo-Thy et
DAT-PPG000-DAT hors mélange (-64 °C et -55 °C respectivement) et des blocs externes
PEG1000-DAT et PEGioo-Thy (-44 et -58 °C hors mélange). Il est difficile de faire une
attribution plus preécise.

Les pics de cristallisation et de fusion des deux triblocs sont associés aux blocs externes
PEGi1000. Les températures de fusion (~ 20 °C) sont Iégerement inférieures a celles des blocs
hors mélange (DAT : 26 °C et Thy : 23 °C) avec une enthalpie de fusion diminuée de - 36%
pour le tribloc 3 (126 J/g PEG1000-DAT seul vs 81 J/g tribloc 3) mais augmentée de + 14 %
pour le tribloc 4 (86 J/g PEG1000-Thy seul vs 98 J/g tribloc 4).

Ce phénoméne s’observe également pour les températures et enthalpies de cristallisation. Pour
les blocs externes PEG1000-DAT (tribloc 3), on observe désormais une cristallisation froide (-
17 °C) et une augmentation de 1’enthalpie de + 11 % (75 J/g PEG1000-DAT seul vs 83 J/g
tribloc 3). Pour les blocs externes PEGiop0-Thy (tribloc 4), la cristallisation froide est plus
tardive (-16 °C vs -35 °C) avec une trés forte augmentation de 1’enthalpie associée de +132%
(41 J/g PEGi00o-Thy seul vs 95 J/g tribloc 4).

Pour le tribloc 4, comme observe pour les copolymeres supramoléculaires contenant un bloc
PEG greffé Thy (dibloc 1, multibloc 1, tribloc 1), I’ajout d’un bloc PPG greffé DAT
introduit des interactions Thy/DAT compétitrices des interactions de « solvatation »
Thy/PEG : la cristallinité des blocs PEG est améliorée.

Pour le tribloc 3, comme observé pour les copolymeres contenant un bloc PEG greffé DAT
(dibloc 2, multibloc 2, tribloc 2), la cristallinité des blocs PEG déja optimale est impactée par
I’introduction des unités thymines. De nouvelles interactions Thy/PEG s’établissent et
entrainent une augmentation moindre de la cristallinité des blocs PEG.

Conclusion

L’étude des blocs supramoléculaires hors mélange nous apprend que le greffage des unités
supramoléculaires aux extrémités des chaines PEG et PPG réduit leur mobilité, ce qui se
traduit par une augmentation de la Tg. Cet effet d’ancrage est attribué a la rigidité des motifs,
leur aptitude a s’agréger et a former des liaisons hydrogene. Toutefois, 1’étude des
copolymeres supramoléculaires nous montre que la force de la liaison supramoléculaire n’a
que peu d’incidence sur cet effet d’ancrage : la Ty des blocs PPG (seule détectable sur les
thermogrammes) reste similaire que la liaison soit faible (DAT/DAT, Thy/Thy) ou forte
(Thy/DAT).

Le véritable impact concerne la cristallisation des blocs PEG. Comme nous 1’avons montré
pour les blocs hors mélange, la chaine PEG peut interagir (« solvater ») les unités thymines
tres polaires, et dans une moindre mesure, les unités DAT (moins polaires). Dans les
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copolymeres a blocs, il y a alors compétition entre I’interaction supramoléculaire Thy/DAT et
la «solvatation » Thy/PEG. La premiere étant directionnelle, sélective et forte, est
préponderante. Ainsi, tous les copolymeéres construits a partir d’'un bloc PEG greffé Thy
(mono ou difonctionnel) auront une meilleure cristallinité que le bloc seul correspondant hors
mélange. Les copolymeres construits a partir d’un bloc PEG greffé DAT auront également
une cristallinité améliorée, mais dans une moindre mesure.

En DSC, la formation des liaisons Thy/DAT entre blocs est démontrée par la disparation des
pics de fusion/cristallisation des thymines cristallisées a haute température. En microscopie
optique, on observe également que tous les mélanges supramoléculaires sont homogeénes,
méme aprés la fusion des blocs PEG, alors qu’un mélange non fonctionnel est macro-séparé
quelle que soit la température.

La compétition entre interactions Thy/DAT et Thy/PEG se manifeste en masse par la
variation de cristallinité des blocs PEG. Les liaisons Thy/DAT, proportionnellement moins
nombreuses que les liaisons Thy/PEG dans les copolymeres, sont donc particulierement
fortes. Nous cherchons maintenant a caractériser la force des liaisons Thy/DAT en solution,
par la mesure des constantes d’association Krnypat pour les copolyméres supramoléculaires
en solution par RMN *H.

I1l. Caracterisation de I’association Thy/DAT : effet du solvant

De nombreuses études ont été réalisées sur les polyméres supramoléculaires en solution.*”

Leur association est influencée par des paramétres thermodynamiques (constante
d’association K) et cinétiques (temps de vie de 1’association 1) (Figure 23). L’association
entre deux unités supramoléculaires est donc un équilibre dynamique, non figé, entre la forme
associée AB et les formes libres A et B.

k1

A + B o AB _ [AB] _ Kk
) Kae [A][B] k.,
1

Figure 23 — Association entre deux unités supramoléculaires A et B, formant un complexe AB, avec Kug la constante
d’équilibre de ’association AB, k; la constante de vitesse d’association, k_; la constante de vitesse de dissociation,
[AB] la concentration du complexe AB, [A] la concentration de I’unité A libre, et [B] la concentration de 1’unité B

libre.

Il a été montré que la nature du solvant peut grandement influencer la force des interactions
supramoléculaires.”® C’est le cas des polyméres greffés avec les unités Thy/DAT utilisées
dans notre étude. En effet, Cortese et al. ont démontré I’impact du solvant sur un systéme
supramoléculaire constitué de chaines PPG, hétéro ou homo difonctionnalisées par des unités
Thy et DAT (Figure 24), par RMN *H et des mesures de viscosités.?
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Figure 24 — Polyméres PPG supramoléculaires difonctionnels étudiés par Cortese et al.?®

Les solvants protiques et/ou polaires comme le DMSO sont des solvants dissociants, c'est-a-
dire compétiteurs des liaisons hydrogene entre les unités associatives Thy/DAT. Le DMSO
solubilise préférentiellement les unités supramoléculaires, polaires, mais pas ou peu les
chaines PPG peu polaires. Il en résulte que les polyméres forment des micelles avec les unités
supramoléculaires a ’extérieur et les chaines PPG a l’intérieur. Au contraire, dans des
solvants peu polaires comme le toluéne, seules les chaines PPG sont en bon solvant. Dans ce
cas, les unités supramoléculaires s’associent fortement au cceur de micelles formées de
chaines PPG a D’extérieur, et la constante d’association Thy/DAT ne dépend pas de la
concentration. Enfin, dans le chloroforme, solvant aprotique mais non sélectif, bon solvant
des chaines PPG et des motifs Thy et DAT, les polymeres difonctionnels s’associent et
forment des chaines dont la taille dépend de la concentration, la constante d’association est
donc variable. Ainsi, pour optimiser 1’association Thy/DAT, il est essentiel d’utiliser un
solvant apolaire, mauvais solvant des unités supramoléculaires et non compétiteur des liaisons
hydrogéne (aprotique).

On a cherché a déterminer les constantes d’association des copolymeres supramoléculaires en
fonction de la nature du solvant et de la température. Leur analyse thermique (DSC) nous a
appris que le nombre de blocs (di-, tri- et multiblocs), leur nature chimique (rapport
PEG/PPG) ainsi que la nature des motifs supramoléculaires qu’ils portent (Thy ou DAT)
avaient un fort impact sur la cristallinité des blocs PEG. En effet, celle-ci dépend de la
compétition entre les interactions Thy/DAT et les interactions de « solvatation » Thy/PEG (et
dans une moindre mesure DAT/PEG). Le bloc PEG peut alors étre vu comme un compétiteur
des liaisons hydrogéne puisqu’il empéche les unités supramoléculaires de s’associer. |l
semble donc probable que dans un méme solvant, les constantes d’association dépendront de
la structure et de la composition du copolymeére étudié, selon que la solvatation de la chaine
PEG est plus ou moins effective.

1. Analyses préalables des blocs supramoléculaires

Les blocs supramoléculaires hors mélange - PEG et PPG, mono et difonctionnels — sont
analysés préalablement. On s’intéresse aux déplacements chimiques des protons des unités
supramoléculaires impliqués dans les auto-associations : le proton imino de la thymine, NHrpy
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(D), dans I’association Thy/Thy ; et les protons des amines des diaminotriazines, NH; pat (A,
B), dans I’association DAT/DAT (Figure 25).

0 A HoN PN
%N KrhyiDAT ?_< #N%
H = » N N=HNG )—NHew
o E\Nﬁ\< * N\%I\%NH == 9 K RS
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O H 2 ﬁN
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\ L \
(@] N \ N N— N
— %E)*"HfN% \i © ~HN— %N**H*N%-r
N N4/<
H
0 NH,

Figure 25 — Association complémentaire Thy/DAT, et auto-associations Thy/Thy, DAT/DAT.

L’étude est conduite dans le DMSO-ds, CDCls et le toluéne-dg (concentration de 0.07 g/cm®).
Les déplacements chimiques des protons imino (D) et amino (A, B) sont reportés dans le
Tableau 17.

Tableau 17 — Déplacements chimiques des protons imino NH,y (D) et amino NH; par (A, B) pour différentes solutions
de blocs hors mélange, a 0.07 g/cm?®.

supran?ol?écculaire DMSO-ds | CDCl; | Toluéne-ds
Snw Thy @) (PPM)
PPG2000-Thy 11.2 9 10
Thy-PPGo00-Thy 11.2 9.2 10.2
PEG1000-Thy 11.2 9 10.2
Thy-PEG2000-Thy 11.2 9 10.2
ONH2 DAT (a,B) (PPM)
PPG000-DAT 6.1 4.9 5.9
DAT-PPGygpo-DAT 5.9 5.1 6
PEG1000-DAT 6.1 5 6
DAT-PEG000-DAT 6.0 5 6.1

Les déplacements chimiques des NHrhy () et NH2 pat (A, B) des PPGaggo difonctionnels sont
identiques & ceux relevés par Cortese et al.”> On observe ici que, pour un solvant donné, ces
déplacements chimiques n’évoluent ni avec la nature chimique ni avec la fonctionnalité de la
chaine.

2. Détermination de la constante d’association Krhy.pat par titration

Les constantes d’association des polyméres supramoléculaires peuvent étre déterminées par
titration RMN H, en supposant que le mécanisme d’association est isodesmique®>? et que les
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valeurs des constantes sont inférieures & 10* ou 10° L/mol.>* En effet, les déplacements
chimiques des protons des unités Thy et DAT impliqués dans les liaisons hydrogéne (D et A,
B, Figure 25) varient de facon notable selon que les unités sont libres, auto ou hétéro-
associéees. Ces déplacements chimiques reflétent la force de 1’association Thy/DAT : plus ils
sont déblindés, plus 1’équilibre supramoléculaire est déplacé vers sa forme associée Thy/DAT,
et par conséquent, plus la constante d’association Krny.par est forte (Figure 26, pour le
mélange équimolaire PPGyp0o-DAT+PEGi000-Thy, dibloc 1). On notera par ailleurs que le
temps de vie des espéces libres et associées étant plus court que le temps d’acquisition de la
RMN, les déplacements chimiques observés sont une moyenne des déplacements chimiques
de chacune des espéces. Les constantes d’auto-associations (Krhy-thy €t Kpat-pat) et d’hétéro-
association Thy/DAT (Krhy-pat) dans le DMSO-dg et dans le CDClI3 sont calculées a partir des
déplacements chimiques de NH+ny () en fonction de la concentration de chaque espece. Les
courbes de titrages obtenues sont fittées par la méthode des moindres carrés a 1’aide du
programme EQNMR.*® Les détails de cette procédure sont disponibles en annexe 3.

La détermination des constantes d’association dans le toluéne-dg sera abordée plus loin, les
valeurs attendues étant supérieures a 10* L/mol et ne pouvant étre mesurées que par des
expériences en température.®
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Figure 26 — RMN *H (CDClI; 25 °C) & 0.13 g/cm® de : @) PPG00-DAT, b) PEG1000-Thy, ) dibloc 1, formé au préalable.

Une correspondance est donnée entre les concentrations en g/cm? et celles en mol/L en
annexe 2.

a. Copolymeéres supramoléculaires en solvant polaire (DMSO-ds)

Les expériences sont conduites a 25 °C dans le DMSO-dg. Une solution de PEGipo-Thy a
0.12 mol/L est titrée par des solutions de concentrations croissantes de PPG2000-DAT (Systéme

dibloc 1). Les mémes expériences sont reproduites pour le titrage d’une solution de PPGago-
Thy a 0.12 mol/L par des solutions de PEG1000-DAT (systéme dibloc 2).
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Les déplacements chimiques du proton imino NHrn, (D) sont reportés en fonction de la
concentration en titrant, PPGp00-DAT ou PEG1000-DAT. Les résultats expérimentaux et le fit
réalisé avec EQNMR sont reportés Figure 27 et Figure 29. Le fit se fait par ajustement des
deplacements chimiques du proton imino NHrh (D) complétement libre et complétement
associé.

Les constantes d’associations Krnypar Obtenues pour les deux diblocs sont identiques a celle
mesurée pour le systéme « tout PPG » de Cortese dans le méme solvant® : 1.3 L/mol. Cette
faible valeur refléte la solvatation des unités Thy et DAT polaires par le solvant polaire et
aprotique (constante diélectrique Spmso = 46.7, polarité relative du DMSO = 0.444),>* qui
supprime toute interaction supramoléculaire Thy/DAT.

Pour le dibloc 1, PPG2op0-DAT+PEG1000-Thy, la présence de chaine PEG n’a aucun effet : les
déplacements chimiques des protons labiles NHrhy (0) et NH2 pat (A, B) sont identiques pour
les solutions de blocs séparés ou mélangés (Figure 28). On note toutefois que I’intensité du
signal du NHny (D) est diminuée dans le mélange.
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Figure 27 — Dibloc 1 : titration par RMN *H dans DMSO-dg & 25 °C de PEG;qp-Thy (0.12 mol/L) par des solutions de
PPGzooo'DAT (O a0.23 mOI/L), KThy/DAT =13 L/mOI, 6Thy libre = 11.21 ppm, 6Thyassocié =124 ppm.
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Figure 28 — RMN *H & 25 °C 4 0.13 g/cm® dans DMSO-d; : (8) PPG000-DAT, (b) PEG1000-Thy, (c) dibloc 1.
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Pour le dibloc 2 (PPG2ppo-Thy+PEG1000-DAT), le déplacement chimique des NH; pat (A, B)
est inchange mais celui du NHny (D) se blinde de 11.2 ppm pour le bloc seul a 10.7 ppm pour
le dibloc (Figure 30). On obtient ainsi une courbe de titration décroissante. Ce déplacement
chimique «négatif» pourrait s’expliquer par [’augmentation des interactions de
« solvatation » Thy/PEG a mesure que le titrant est introduit. Pour solvater 1’unité Thy, la
chaine PEG doit adopter une conformation spécifique, comparable aux éthers-couronnes,*’
qui favorise les interactions Thy/PEG par effet coopératif. L’unité Thy est donc non associée
mais aussi isolée du solvant. Ces résultats confirment ’analyse DSC qui a montré que
I’introduction d’unités Thy induit des interactions Thy/PEG diminuant la cristallinité des
chaines PEG.
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Figure 29 — Dibloc 2 : titration par RMN *H dans DMSO-ds & 25 °C de PPG00-Thy (0.12 mol/L) par des solutions de
PEGlooo-DAT (0 a0.23 mOI/L), KThy/DAT =13 L/mOI, BThyllbre =11.23 ppm, 6Thy final — 10.7 ppm.
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Figure 30 —- RMN 'H & 25 °C de solutions & 0.13 g/cm® dans DMSO-ds : () PPGy000-DAT, (b) PEG1000-Thy, (c) dibloc 2
et zoom sur la zone d’intérét (B).

Le blindage de NHrhy (D) est également observe pour le tribloc 3 (a 10.4 ppm) qui contient le
bloc PEG1000-DAT.
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Les autres copolymeéres supramoléculaires présentent un comportement similaire au dibloc 1
dans le DMSO-ds aucune évolution des déplacements chimiques des protons labiles NHrpy
(D) et NH2 pat (A, B) entre les solutions de blocs sépares ou melangés.

b. Copolymeres supramoléculaires en solvant peu polaire et non sélectif (CDCls3)

Les mémes expériences que précedemment sont conduites dans CDCls a 25 °C : une solution
de PEGioe-Thy a 0.12 mol/L est titrée par des solutions de concentrations croissantes de
PPG2000-DAT (systéeme dibloc 1) et une solution de PPGapo-Thy & 0.12 mol/L est titrée par
des solutions de PEG1000-DAT (systeme dibloc 2).

Les déplacements chimiques du proton imino NHrny (D) sont reportés en fonction de la
concentration en chaine polymeére greffée DAT. Les résultats expérimentaux et le fit réalisé
avec EQNMR sont reportés Figure 31.
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Figure 31 — Titration par RMN *H dans CDCI; & 25 °C de (A) dibloc 1 : PEGigg-Thy par PPGogo-DAT (Kthyipat =
916 L/mol, d1hy ibre = 10.8 PPM, d1hy associe = 12.9 ppm) et (B) dibloc 2 : PPGaopo-Thy par PEG1000-DAT (Khypat = 610
L/mol, 6Thy|ibre =10.82 ppm, 6Thy associe = 12.3 ppm)

Les constantes d’associations sont calculées a 916 L/mol pour la titration de PPG2p00-DAT par
PEG1000-Thy (dibloc 1) et a 610 L/mol pour celle de PEG1000-DAT par PPGag00-Thy (dibloc
2). Bien que du méme ordre de grandeur que celles reportées dans la littérature pour
Thy/DAT dans le chloroforme,®? il apparait que la force de I’association Thy/DAT dépend

clairement de la position relative des blocs PEG et PPG.

L’association Thy/DAT plus faible pour le systéme PPGaogo-Thy+PEGi000-DAT (dibloc 2)
indique que la thymine n’est pas exclusivement en interaction avec le DAT. De nouveau, la
chaine PEG joue un réle de compétiteur en « solvatant » les thymines polaires a la facon des
éthers-couronnes.’’” Bien que moins forte que Iinteraction Thy/DAT, Ieffet coopératif des
unités EG favorise la solvatation de la thymine par la chaine PEG (Figure 32). Ce résultat
confirme également ceux de I’analyse thermique : la cristallinité du bloc PEG est inférieure
dans le dibloc 2 (augmentation de 1’enthalpie de cristallisation par rapport au bloc PEG seul :
+ 28% pour dibloc 2 et + 85% pour dibloc 1).

Néanmoins, cette interaction Thy/PEG dans le CDClz est moins forte que I’interaction
Thy/DMSO et n’empéche pas complétement la formation des paires associées Thy/DAT : la
constante d’association est donc plus faible mais non nulle.
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Figure 32 — Représentation des interactions Thy/PEG et Thy/DAT pour le dibloc 2, dans CDCl;.

Hors mélange, on observe déja ’effet de solvatation de la chaine PEG : le déplacement
chimique du proton imino NHrpy (0) est a 9 ppm pour PEGio0-Thy, Iégérement plus déblindé
que pour PPGag00-Thy (8.5 ppm). Dans les diblocs 1 et 2, le signal se déblinde a 13.4 ppm (Ad
~ 4.4 ppm, Figure 26) et a 11.3 ppm (Ad ~ 2.8 ppm), respectivement. Ces deux valeurs
encadrent celle mesurée pour les systémes « tout PPG » de Cortese (12.2 ppm) pour lesquels
il n’y a pas d’interaction compétitrice de la liaison Thy/DAT. Ce comportement est également
observé pour les protons amino NH; pat (A, B) mais de fagcon moins marquée (Aé ~ 0.9 ppm),
ce qui confirme que I’interaction DAT/PEG est moins forte que Thy/PEG et donc moins
compétitrice.

Ainsi, les chaines PEG diminuent les interactions Thy/DAT en « solvatant » partiellement les
unités Thy, et ce d’autant plus efficacement qu’elles ne lui sont pas attachées, comme le
montrent les valeurs des constantes d’association dans les différents systémes (Tableau 18) :

Tableau 18 — Constantes d’associations Ky par pour différents diblocs dans CDCls.

Diblocs supramoléculaires Composition Constante d’association (L/mol)
dibloc 1 PEG1u0o-ThY + PPGaoap-DAT 916
systéme « tout PPG » % PPGooo-Thy + PPGagoo-DAT 810
dibloc 2 PEG1000-DAT + PPGnoy-ThY 610

Cet effet se retrouve pour les triblocs comme le montre 1’évolution du déplacement chimique
du proton imino NHrny (D) (Tableau 19). Avec le bloc PEGioe-Thy, les interactions
Thy/DAT sont optimales (tribloc 4, entrée 3), mais moins efficaces avec le bloc difonctionnel
Thy-PEG2000-Thy (tribloc 1, entrée 4). La méme tendance est observée pour le multibloc 1
constitué de Thy-PEGz00-Thy (entrée 7). Dans ce cas, méme si la chaine PEG est plus
longue, sa mobilité est restreinte par les unités thymine terminales. 11 lui est donc plus difficile
d’adopter les conformations nécessaires a la solvatation des Thy

Cette mobilité restreinte des chaines PEG difonctionnelle, et donc leur difficulté a adopter une
conformation de solvatation efficace s’observe également pour le multibloc 2 a bloc DAT-
PEG.2000-DAT (entrée 8). Il en résulte que dnurhy est similaire pour les deux multiblocs et
comparable & la valeur enregistrée pour le systéme multiblocs « tout PPG » (12.2 ppm).*®
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Tableau 19 — Déplacements chimiques de NH+,, des copolyméres supramoléculaires dans CDCl;

Entrée Copolymeres Composition & NHry

supramoléculaires (ppm)

1 dibloc 1 PEGig00-Thy + PPGyy0-DAT 134

2 dibloc 2 PPGygo-Thy + PEGig00-DAT 11.3

3 tribloc 4 PEGig00-Thy + DAT-PPGyp00-DAT 13.2

4 tribloc 1 Thy-PEGaooo-Thy + PPGaoo-DAT 12.3

5 tribloc 2 PPGyoo-Thy + DAT-PEG,000-DAT 11.8

6 tribloc 3 Thy-PPGog00-Thy + PEG100-DAT 11.7

7 multibloc 1 Thy-PEG,000-Thy + DAT-PPGy-DAT 12.4

8 multibloc 2 Thy'PPGzoo()'Thy + DAT'PEGZOO()-DAT 12.3

3. Détermination de la constante d’association Krhypar €n solvant apolaire sélectif
(toluéne-dg) — Etude en température

Dans le toluene-dg, quel que soit le copolymére, le déplacement chimique du proton imino
NHrhy () est plus déblindé que dans CDCl; (= + 1 ppm, Tableau 20). L’association Thy/DAT
est donc particulierement forte. Les unités polaires Thy et DAT sont moins solvatés par le
toluéne peu polaire (Sqene = 2.4, polarité relative = 0.099>%), que par le CDCl; plus polaire
(Echorofomre = 4.8, polarité relative = 0.259%). Les unités Thy/DAT tendent alors & «se
cacher » au milieu des chaines PPG et PEG en bon solvant, ce qui renforce leur association.

Tableau 20 — Déplacements chimicques de NH+,y (D) des copolymeres supramoléculaires dans toluene-dg

Entrée Copolyme res Copolyméres supramoléculaires & NHry

supramoleculaires (ppm)

1 dibloc 1 PEGigo0-Thy + PPGyo-DAT 14.4

2 dibloc 2 PPGZOQO'Thy + PEGlOOO'DAT 12.3

3 tribloc 4 PEGigo-Thy + DAT-PPGp00-DAT 14.4

4 tribloc 1 Thy-PEG,000-Thy + PPGygo-DAT 13.8

5 tribloc 2 PPGzooo-Thy + DAT-PEGZOO()'DAT 134

6 tribloc 3 Thy-PPGygp0-Thy + PEGg00-DAT 12.6

7 multibloc 1 Thy-PEG;000-Thy + DAT-PPGop-DAT 14

8 multibloc 2 Thy-PPG0-Thy + DAT-PEG000-DAT 13.8

Comme précédemment, I’effet des chaines PEG sur la force de 1’association supramoléculaire
Thy/DAT est observé. Lorsque la chaine PEG est attachée a la thymine, 1’association
Thy/DAT est optimale (6 NHthy = 14.4 ppm, entrées 1 et 3), alors que lorsqu’elle est attachée
au DAT et suffisamment mobile (monofonctionnelle) pour solvater les unités thymines,
’association est minimale (& NHrwy = 12.3 ppm, entrée 2 et 6). Comme precédemment, 1’effet
de solvatation des chaines PEG difonctionnelles est moins marqué, leur mobilité étant réduite
par I’effet d’ancrage des bouts de chaines (6 NHrhy a 13.8 et 14 ppm, entrées 4 et 7).

Les constantes d’association Krnypat mesurées dans le toluéne-dg pour les systemes « tout
PPG » sont égales a 2.10* L/mol & 25 °C. Comme observé dans CDCls, on s’attend a des
mesures qui encadrent cette valeur pour les systemes amphiphiles PPG/PEG. Il n’est donc pas
possible de procéder par titration RMN 'H, cette technique étant limitée & des constantes

102



Chapitre 2 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires a blocs PEG et PPG

inférieures a 10* L/mol®? ou 10° L/mol.>! Les constantes d’auto et d’hétéro-associations sont
donc déterminées en température.

Par itération d’un systéme d’équations a multiples inconnues (équations 1 a 6), il est possible
d’estimer K}t © . Le détail des calculs est donné en annexe 3.
hDy/

5 (T) = [Thy] 5 2 [Thy = Thy] [Thy = DAT]

Thy exp - CThy Thy libre CThy Thy dim CThy Thy asso (1)
Cr w={T h]l¥y2[T hyT h]¥[T hyD (2)
Coar = [DAT]+ 2[DAT = DAT] + [Thy = DAT] (3)
Kk . -ThyD A @)

Y A[ThyD A
Thy =Th
Ky hyThy— % )
D AD A
K = 6
D -BATA TW ( )

Pour résoudre ce systéme, il est nécessaire de déterminer préalablement les inconnues
suivantes : les valeurs extrémes des déplacements chimiques de NHthy (0) et NHz pat (A, B),

sous forme libre, associee et auto-associée, et les constantes d’auto-associations (KTT"MOyh et

KT,tquene
DAT-DAT /*

Les deplacements chimiques extrémes des formes libres (Srhy libre, ODAT libre) € aUt0-associées
(Srhy dim, O DAT dim) des unités supramoléculaires peuvent étre estimés par extrapolation des
mesures expérimentales en la température. L’extrapolation a tres basse température fournit
celui de la forme completement auto-associée (dsim), c’est-a-dire quand la cinétique
association/dissociation est trés ralentie (temps de vie de l’espéce auto-associee infini).
L’extrapolation a trés haute température fournit celui de la forme totalement dissociée (Sibre),
c’est-a-dire quand la cinétique association/dissociation est trés rapide (temps de vie de
I’espéce auto-associée nul). Ces valeurs extrémes sont indépendantes du solvant.

Des solutions a 0,11 mol/L dans le toluéne-ds de PPG000-DAT, PPGyo00-Thy, PEG1000-DAT
et PEGiooo-Thy ont été étudiées par RMN *H entre 0 °C et 70 °C. Le fit sigmoidal des
deplacements chimiques mesurés de NHrny (D) et NH2 pat (A, B) permet de déterminer les
valeurs extrémes (Tableau 21, Figure 33).
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Tableau 21 — Déplacements chimiques extrémes de NH 1, (D) et de NH, par (A, B) sur des chaines PEG et PPG
monofonctionnelles, dans le toluéne-ds.

J (ppm) PP G200 PEGao00
OThy libre 43 5,7
OThy dim 13,3 12,6
5DAT libre 4,9 5,1
ODAT dim 7,3 72

On note que les valeurs extrémes du proton imino NHy (D) sont sensibles a la nature
chimique de la chaine polymére. Pour I’espéce libre, il apparait plus déblindé avec la chaine
PEG qu’avec la chaine PPG, mais plus blindé pour I’espéce complétement associée. Ce
résultat traduit 1a aussi D’effet de solvatation de la chaine PEG : pour I’espéce libre, les
interactions PEG/Thy déblindent le proton imino; pour I’espéce associée, elles sont en
compétition avec I’interaction Thy/Thy, plus forte, et diminue son efficacité. Le méme effet,
mais beaucoup moins marqué, est observé pour les protons amine NH; pat (A, B) de I'unité
DAT.

Ces valeurs sont en accord avec la littérature®® et du méme ordre de grandeur que celles
trouvées par Cortese pour le systeme de référence PPG : 6 thy iibre = 7.90 ppm, dthy ¢im = 11.17
PPM,  pAT tibre = 4.40 ppm, Jdpat ¢im = 7.63 ppm.?® Cependant, comparé aux blocs PPG de
notre étude, les valeurs extrémes de la thymine sont décalées : plus faible pour I’espéce libre
(4.3 ppm) et plus forte pour I’espece associée (13.3 ppm). Ces différences sont probablement
dues a la fonctionnalité des chaines, difonctionnelles dans le cas de Cortese,
monofonctionnelles dans notre étude. En effet, dans le cas d’un polymére difonctionnel, la
probabilit¢ de former des cycles n’est pas négligeable, notamment aux plus faibles
concentrations : I’espéce totalement dissociée est difficilement atteignable. De la méme fagon,
I’espéce totalement associée est statistiquement plus difficile a atteindre.

12 4 8 -
11,5 - Systémes Thy/Thy - Toluéne 75 - Systémes DAT/DAT - Toluene
11 4

10,5 A

g 10 4 g 6
° 95 { @ PEG-Thy “ 55 A PEG-DAT
o —— Fit PEG-Thy s | —FitPEG-DAT  "eT—
O PPG-Thy S A PPG-DAT
85 | ---- Fit PPG-Thy 451 -~ Fit PPG-DAT
8 T T T T 4
-40 0 40 80 120 -40 0 40 80 120
Température (°C) Température (°C)

Figure 33 — Détermination des valeurs extrémes des déplacements chimiques de chimiques de NH, (D) et de NH; pat
(A, B), par expériences RMN 'H en température dans toluéne-dg et fit sigmoidal.

Connaissant diibre x €t dgim x (X = Thy ou DAT), Kexp x pour une solution de PPG-X et PEG-X
a une température donnée dans le toluéne, et la concentration totale d’unités X (Cx) dans la
solution, il est possible d’estimer Kx.x (T, toluéne) a partir des équations 7 a 9 (trois équations,
trois inconnues, [X], [X=X] et Kx.x). Les valeurs des constantes de dimérisation en fonction
de la température dans le toluéne-dg (0 a 70 °C) sont ressemblées dans le Tableau 23.
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by (M) = Mg 4 2X=X]g
exp X - CX X libre CX X dim (7)
Cx = [X]+2[X=X] (8)
_[X=x]
Kyx—x = [X]2 (9)

De la méme fagon, on estime les déplacements chimiques extrémes de NHryy (1) sous sa
forme libre et associée Thy/DAT (Srhy min et asso), dans des solutions de PPGagoo-DAT +
PEGlooo-Thy (dlb'OC 1) et PPGzooo-Thy + PEGqggo-DAT (dlb'OC 2) Le fit sigmo'l'dal du
déplacement chimique de NHrpy () conduit aux valeurs extrémes du Tableau 22 (Figure 34).
Les valeurs de Srny asso €ncadrent celle obtenue pour le systtme «tout PPG » (14,5 ppm),
I’effet compétiteur de solvatation de la chaine PEG étant maximal pour le dibloc 2 (blindage)
et diminue pour le dibloc 1 (déblindage).

Tableau 22 - Valeurs des déplacements chimiques extrémes de NH 1, (D) sous forme associée, dans les mélanges
diblocs 1 et 2, dans toluéne-ds.

5 (ppm) Dibloc 1 Dibloc 2
PPGoggo-DAT + PEGlooo-Thy PPGzooo-Thy + PEG1990-DAT
8Thy min 12,4 10,6
OThy asso 15,8 13,8
16 1 Systémes Thy/DAT - Toluéne @® PEG-Thy (Dibloc 1)
——Fit PEG-Thy
B O PPG-Thy (Dibloc 2)
- === FIT PPG-Thy

11 A

10

-40 0 40 80 120
Température (C)

Figure 34 - Determination des valeurs extrémes des déplacements chimiques de NH 1,y (D) sous forme associée avec
’unité DAT, dans les mélanges dibloc 1 (A) et 2 (B), dans toluéne-dg, par RMN H en température et fit sigmoidal.

En utilisant les paramétres précédemment déterminés, Srny tibre, Othy dim, €t Sthy asso, K& \r° i €t
o |

Kl2vee pour une température donnée dans le toluene, connaissant &; 'x % 'pour les deux

diblocs, et la concentration totale en unites Thy et DAT dans ces solutions (Crhy = Cpat), ON
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estimer K}‘ﬁgy/par itération dans le systéme d’équations 1 a 6. Les résultats pour chaque
température (0-70 °C) sont rassemblés dans le Tableau 23.

A 25 °C, on obtient Krhypat = 4,3.10* L/mol pour le dibloc 1 et Krnypat = 10* L/mol pour le
dibloc 2, de tres hautes valeurs comme attendu et encadrant la valeur du systeme « tout PPG »
(2,2.10% L/mol).

Tableau 23 — Constantes d’association (L/mol) mesurées par RMN *H en température, pour les dibloc 1, PPGg0-DAT
+ PEGlooo'Thy, et le dibloc 2, Ppezooo'—rhy + PEGqg90-DAT.

Dibloc 1 Dibloc 2
PPGa000-DAT + PEGiggo-Thy PPGao00-Thy + PEGig00-DAT
T(C) | Krhythy | Koatoar | Krhyoat | Krnythy | Koatpat | Krhy-pat
0 9,2.10° 473 5,5.10° 3.10° 178 1,2.10°
10 579 144 10° 269 85 6.10*
25 245 65 4,3.10* 134 47 10*
30 136 37 9.10° 125 36 5,2.10°
40 117 24 5,4.10° 107 22 1,3.10°
50 103 16 1,2.10° 94 15 785
60 89 9 567 80 12 177
70 77 5 364 67 6 113

4. Position relative des unités Thy et DAT modulation de la constante
d’association des blocs PEG et PPG supramoléculaires pour un concept de
relargage progressif

L’analyse thermique des copolyméres supramoléculaires en masse et I’analyse en RMN *H de
leurs solutions montrent clairement que les propriétés des copolymeéres dépendent fortement
de la position relative des unités supramoléculaires sur les blocs PEG et PPG.

La chaine PEG est capable de « solvater » les unités polaires thymine (et dans une moindre
mesure DAT), et de ce fait entre en compétition avec 1’interaction supramoléculaire sélective
Thy/DAT. La « solvatation » est d’autant plus efficace que la chaine est flexible et mobile,
c’est-a-dire qu’elle est suffisamment longue, qu’elle n’est pas attachée directement au motif
thymine pour éviter un repliement sur elle-méme, et qu’elle est monofonctionnelle pour
limiter ’effet d’ancrage des unités supramoléculaires terminales.

La compétition entre 1’interaction supramoléculaire Thy/DAT et la « solvatation » Thy/PEG
se traduit, en masse, par une augmentation moindre de la cristallinité des chaines PEG
(analyse DSC) et, en solution, une diminution de la constante d’association Krnypat (analyse
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RMN *H). Ces deux observations, qui témoignent du méme phénoméne, laissent supposer que
les constantes d’association en masse sont perturbées de la méme manicre.

Ainsi, si I’on souhaite privilégier un systéme supramoléculaire robuste, il conviendra de
choisir les systemes ou la solvatation des unités thymines par les chaines PEG est la plus
faible possible. On privilégiera alors des blocs PEG greffés thymine, de petites masses et/ou
difonctionnels, pour lesquels Krnypat Sera élevée (masse et solution) et la cristallinité des
chaines PEG importante (masse). A I’inverse, les copolyméres constitués de blocs PPG
greffés thymine, de grandes masses et/ou monofonctionnels, conduiront en solution a des
édifices supramoléculaires moins stables.

Cette possible modulation des propriétés des différents copolyméres supramoléculaires
PEG/PPG ouvre une voie intéressante pour les applications visées, notamment le relargage.
En effet, en réalisant des édifices encapsulants a partir de copolymeres supramoléculaires de
constantes d’association différentes, il serait possible de moduler le profil de relargage.

Ainsi, on peut imaginer mélanger des diblocs trés associés PEGigoo-Thy+PPGoooo-DAT
(dibloc 1, « fort») a des diblocs moins associés PPGaooo-Thy+PEG1000-DAT (dibloc 2,
« faible »). Sous I’action d’un méme stimulus dont I’intensité augmenterait graduellement ou
de deux stimuli successifs - pH, température, composé compétiteur — les diblocs « faibles »
seront rompus avant les diblocs « forts » et entraineront une déstabilisation partielle de
I’édifice auto-assemblé avec une diffusion lente des actifs encapsulés (Figure 35). La
déstabilisation sera totale par rupture des diblocs « forts ». En réglant la proportion de chaque
dibloc, on peut espérer controler la vitesse de relargage : elle sera d’autant plus rapide que la
proportion de diblocs « faibles » sera importante.

stimuli-responsive
release

- -
stimuli-responsive L
release 3
* —> P -
L
1 -
o 4 o’

Figure 35 — Représentation d’un édifice formé d’un mélange de diblocs « faibles » et « forts ». Les diblocs « faibles »
sont rompus en premier, entrainant un relargage lent des actifs encapsulés. Les diblocs « forts » sont rompus dans un
second temps, et la totalité des actifs est alors libérée.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté la synthése et la caractérisation par RMN *H des blocs
supramoléculaires PEG et PPG grefféss Thy ou DAT. Le greffage des unités
supramoléculaires, réalis€¢ en une seule étape a partir d’oligomeéres mono et difonctionnels
commerciaux, est de I’ordre de 90 % (DAT) & 100 % (Thy).

Leur analyse thermique par DSC montre clairement I’impact des unités supramoléculaires sur
la mobilite des blocs (effet d’anti-plastification, augmentation de la Tg) et la cristallinité des
chaines PEG. Plusieurs contributions sont a I’origine de la mobilité réduite des blocs : les
unités sont rigides, capables de s’agréger et de former des liaisons hydrogéne. Parce qu’elles
sont également polaires, les unités supramoléculaires peuvent se ségréger des chaines
polymeéres, contribuant ainsi a renforcer 1’effet d’ancrage.

Cependant, les chaines PEG étant polaires, elles peuvent interagir avec les unités
supramoléculaires en les « solvatant », notamment avec la thymine trés polaire. Dans ce cas,
la thymine n’est plus ségrégée et ne peut pas cristalliser, et la cristallisation des chaines PEG
est perturbée. A I’inverse, I’unité DAT peu polaire se ségrége des chaines PEG qui peuvent
alors cristalliser aisément.

Dans les copolymeres, la liaison Thy/DAT, sélective et forte, se forme préférentiellement.
Cependant, les interactions Thy/PEG, existantes ou ajoutées par la formation du copolymere,
sont compétitrices. Ainsi, le(s) bloc(s) PEG greffé(s) Thy d’un copolymére supramoléculaire
sera d’autant plus cristallin(s) et les interactions supramoléculaires Thy/DAT d’autant plus
fortes que les interactions PEG/Thy seront diminuées, ¢’est-a-dire que 1’0on ajoutera un(des)
bloc(s) PPG greffé(s) DAT. L’effet inverse sera obtenu si on additionne un(des) bloc(s) PEG-
DAT au(x) bloc(s) PPG-Thy. Ce résultat est observé en masse par DSC (cristallinité des blocs
PEG) et en solution par RMN *H (Krnypar).

Les copolymeéres supramoléculaires obtenus sont amphiphiles et peuvent s’auto-associer par
forces de dispersion des blocs entre eux ou dans des solvants sélectifs. Ils sont donc a priori
capables d’encapsuler un principe actif. La stabilit¢é de 1’auto-assemblage dépendra du
caractere amphiphile des copolymeéres. En effet, si la liaison Thy/DAT est rompue, le
copolymere est dissocié en deux blocs non amphiphiles : ’auto-assemblage est détruit et le
principe actif libéré. Si toutes les liaisons supramoléculaires ont la méme force, leur rupture se
produira sur un temps court : le relargage sera rapide. En revanche, I’auto-assemblage de
copolymeres de méme nature chimique ayant des liaisons supramoléculaires entre blocs de
force variable sera déstabilisé de fagon progressive : le relargage sera plus lent.

Le relargage modulable peut étre intéressant, notamment dans une application cosmétique.
Les formulations cosmétiques comprenant des solutions aqueuses, on s’intéresse dans le
chapitre suivant au comportement des copolymeéres supramoléculaires PEG et PPG en
solution aqueuse et a la force/stabilite de la liaison supramoléculaire Thy/DAT.

108



Chapitre 2 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires a blocs PEG et PPG

Références

(1) Schmolka, I. R. A Review of Block Polymer Surfactants. J. Am. Oil Chem. Soc. 1977,
54 (3), 110-116. https://doi.org/10.1007/BF02894385.

(2) Dai, S.; Tam, K. C. Isothermal Titration Calorimetric Studies on the Temperature
Dependence of Binding Interactions between Poly(Propylene Glycol)s and Sodium
Dodecyl Sulfate. Langmuir 2004, 20 (6), 2177-2183. https://doi.org/10.1021/1a0357559.

(3) Sardon, H.; Tan, J. P. K.; Chan, J. M. W.; Mantione, D.; Mecerreyes, D.; Hedrick, J. L.;
Yang, Y. Y. Thermoresponsive Random Poly(Ether Urethanes) with Tailorable LCSTs
for Anticancer Drug Delivery. Macromol. Rapid Commun. 2015, 36 (19), 1761-1767.
https://doi.org/10.1002/marc.201500247.

(4) Lutz, J.-F. Polymerization of Oligo(Ethylene Glycol) (Meth)Acrylates: Toward New
Generations of Smart Biocompatible Materials. J. Polym. Sci. Part Polym. Chem. 2008,
46 (11), 3459-3470. https://doi.org/10.1002/pola.22706.

(5) Lutz, J.-F.; Hoth, A. Preparation of Ideal PEG Analogues with a Tunable
Thermosensitivity by  Controlled  Radical  Copolymerization  of  2-(2-
Methoxyethoxy)Ethyl Methacrylate and Oligo(Ethylene Glycol) Methacrylate.
Macromolecules 2006, 39 (2), 893-896. https://doi.org/10.1021/ma0517042.

(6) Lacombe, J.; Pearson, S.; Pirolt, F.; Norsic, S.; D’Agosto, F.; Boisson, C.; Soulié-
Ziakovic, C. Structural and Mechanical Properties of Supramolecular Polyethylenes.
Macromolecules 2018, 51 ), 2630-2640.
https://doi.org/10.1021/acs.macromol.8b00270.

(7) Lacombe, J.; Soulié-Ziakovic, C. Lamellar Mesoscopic Organization of Supramolecular
Polymers: A Necessary Pre-Ordering Secondary Structure. Polym. Chem. 2017, 8 (38),
5954-5961. https://doi.org/10.1039/C7PY01219E.

(8) Yamaguchi, Y.; Li, Z.; Zhu, X,; Liu, C.; Zhang, D.; Dou, X. Polyethylene Oxide (PEO)
and Polyethylene Glycol (PEG) Polymer Sieving Matrix for RNA Capillary
Electrophoresis. PLoS ONE 2015, 10 (5). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0123406.

(9) Nowick, J. S.; Chen, J. S.; Noronha, G. Molecular Recognition in Micelles: The Roles of
Hydrogen Bonding and Hydrophobicity in Adenine-Thymine Base-Pairing in SDS
Micelles. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115 (17), 7636—7644.

(10) Shimizu, T.; lwaura, R.; Masuda, M.; Hanada, T.; Yase, K. Internucleobase-Interaction-
Directed Self-Assembly of Nanofibers from Homo- and Heteroditopic 1, o -Nucleobase
Bolaamphiphiles. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123 (25), 5947-5955.

(11) Michas, J.; Paleos, C. M.; Skoulios, A.; Weber, P. Structural Study of Recognizable
Adenine and Thymine Nucleobases Functionalized with Long Aliphatic Chains. Mol.
Cryst. Lig. Cryst. 1994, 239 (1), 245-255.

(12) Lutz, J.-F.; Thunemann, A. F.; Rurack, K. DNA-like “Melting” of Adenine- and
Thymine-Functionalized Synthetic Copolymers. Macromolecules 2005, 38 (20), 8124—
8126.

(13) Lutz, J.-F.; Pfeifer, S.; Chanana, M.; Thiinemann, A. F.; Bienert, R. H-Bonding-Directed
Self-Assembly of Synthetic Copolymers Containing Nucleobases: Organization and
Colloidal Fusion in a Noncompetitive Solvent. Langmuir 2006, 22 (17), 7411-7415.

(14) Sartorius, J.; Schneider, H.-J. A General Scheme Based on Empirical Increments for the
Prediction of Hydrogen-Bond Associations of Nucleobases and of Synthetic Host—Guest
Complexes. Chem. Eur. J. 1996, 2 (11), 1446-1452.

(15) Itahara, T.; Yokogawa, Y. Self-Organization of Adenine and Thymine Derivatives in
Thermotropic  Liquid Crystal. J. Mol. Struct. 2007, 827 (1), 95-100.
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2006.05.010.

109



Chapitre 2 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires a blocs PEG et PPG

(16) Karikari, A. S.; Mather, B. D.; Long, T. E. Association of Star-Shaped Poly(d,I-
Lactide)s Containing Nucleobase Multiple Hydrogen Bonding. Biomacromolecules
2007, 8 (1), 302—-308. https://doi.org/10.1021/bm060869v.

(17) Sartorius, J.; Schneider, H.-J. A General Scheme Based on Empirical Increments for the
Prediction of Hydrogen-Bond Associations of Nucleobases and of Synthetic Host—Guest
Complexes. Chem. - Eur. J. 2 (11), 1446-1452.
https://doi.org/10.1002/chem.19960021118.

(18) Oktay Uzun; Benjamin L. Frankamp; Amitav Sanyal, and; Rotello*, V. M. Recognition-
Mediated Assembly of Nanoparticle-Diblock Copolymer Micelles with Controlled Size
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/cm0614968  (accessed  Aug 22, 2018).
https://doi.org/10.1021/cm0614968.

(19) Allgaier, J.; Hovelmann, C. H.; Wei, Z.; Staropoli, M.; Pyckhout-Hintzen, W.;
Lihmann, N.; Willbold, S. Synthesis and Rheological Behavior of Poly(1,2-Butylene
Oxide) Based Supramolecular Architectures. RSC Adv. 2016, 6 (8), 6093-6106.
https://doi.org/10.1039/C5RA24547H.

(20) Herbst, F.; Binder, W. H. Comparing Solution and Melt-State Association of Hydrogen
Bonds in Supramolecular Polymers. Polym. Chem. 2013, 4 (12), 3602-3609.
https://doi.org/10.1039/C3PY00362K.

(21) Cortese, J.; Soulié-Ziakovic, C.; Tencé-Girault, S.; Leibler, L. Suppression of
Mesoscopic Order by Complementary Interactions in Supramolecular Polymers. J. Am.
Chem. Soc. 2012, 134 (8), 3671-3674. https://doi.org/10.1021/ja2119496.

(22) Kunz, M. J.; Hayn, G.; Saf, R.; Binder, W. H. Hydrogen-Bonded Supramolecular
Poly(Ether Ketone)S. J. Polym. Sci. Part Polym. Chem. 2004, 42 (3), 661-674.
https://doi.org/10.1002/pola.10858.

(23) Ostas, E.; Schroter, K.; Beiner, M.; Yan, T.; Thurn-Albrecht, T.; Binder, W. H. Poly(e-
Caprolactone)—Poly(Isobutylene): A Crystallizing, Hydrogen-Bonded Pseudo-Block
Copolymer. J. Polym. Sci. Part Polym. Chem. 2011, 49 (15), 3404-3416.
https://doi.org/10.1002/pola.24777.

(24) Ostas, E.; Yan, T.; Thurn-Albrecht, T.; Binder, W. H. Crystallization of Supramolecular
Pseudoblock Copolymers https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/ma400622w (accessed
Aug 22, 2018). https://doi.org/10.1021/ma400622w.

(25) Cortese, J.; Soulié-Ziakovic, C.; Leibler, L. Binding and Supramolecular Organization of
Homo- and Heterotelechelic Oligomers in Solutions. Polym. Chem. 2013, 5 (1), 116-
125. https://doi.org/10.1039/C3PY00638G.

(26) Beijer, F. H.; Sijbesma, R. P.; Vekemans, J. A. J. M.; Meijer, E. W.; Kooijman, H.;
Spek, A. L. Hydrogen-Bonded Complexes of Diaminopyridines and Diaminotriazines:
Opposite Effect of Acylation on Complex Stabilities. J. Org. Chem. 1996, 61 (18),
6371-6380. https://doi.org/10.1021/j0960612v.

(27) Lacombe, J. Organisation Multi-Echelle de Matériaux Polyméres Contrdlée Par La
Chimie Aux Interfaces. These, Paris Sciences et Lettres, 2017.

(28) Ligthart, G. B. W. L.; Ohkawa, H.; Sijbesma, R. P.; Meijer, E. W. Complementary
Quadruple Hydrogen Bonding in Supramolecular Copolymers. J. Am. Chem. Soc. 2005,
127 (3), 810-811. https://doi.org/10.1021/ja043555t.

(29) Feldman, K. E.; Kade, M. J.; de Greef, T. F. A.; Meijer, E. W.; Kramer, E. J.; Hawker,
C. J. Polymers with Multiple Hydrogen-Bonded End Groups and Their Blends.
Macromolecules 2008, 41 (13), 4694-4700. https://doi.org/10.1021/ma800375r.

(30) Sijbesma, R. P.; Beijer, F. H.; Brunsveld, L.; Folmer, B. J.; Hirschberg, J. H.; Lange, R.
F.; Lowe, J. K.; Meijer, E. W. Reversible Polymers Formed from Self-Complementary
Monomers Using Quadruple Hydrogen Bonding. Science 1997, 278 (5343), 1601-1604.

110



Chapitre 2 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires a blocs PEG et PPG

(31) Cortese, J. Organisations Dans Les Polyméres Supramoléculaires : Du Comportement
En Solution Au Comportement En Masse, Université Pierre et Marie Curie (Paris 6):
ESPCI Paris, 2013.

(32) Balalaie, S.; Mahdidoust, M.; Eshaghi-Najafabadi, R. 2-(1H-Benzotriazole-1-YI)-
1,1,3,3-Tetramethyluronium Tetrafluoroborate as an Efficient Coupling Reagent for the
Amidation and Phenylhydrazation of Carboxylic Acids at Room Temperature. J. Iran.
Chem. Soc. 2007, 4 (3), 364-369. https://doi.org/10.1007/BF03245987.

(33) Zha, R. H.; de Waal, B. F. M.; Lutz, M.; Teunissen, A. J. P.; Meijer, E. W. End Groups
of Functionalized Siloxane Oligomers Direct Block-Copolymeric or Liquid-Crystalline
Self-Assembly Behavior. J. Am. Chem. Soc. 2016, 138 (17), 5693-5698.
https://doi.org/10.1021/jacs.6b02172.

(34) Cowie, J. M. .; Arrighi, V. Polymers: Chemistry and Physics of Modern Materials, Third
Edition CRC Press: Boca Raton, 2008.

(35) Bobade, S.; Wang, Y.; Mays, J.; Baskaran, D. Synthesis and Characterization of
Ureidopyrimidone Telechelics by CuAAC “Click” Reaction: Effect of Tg and Polarity.
Macromolecules 2014, 47 (15), 5040-5050. https://doi.org/10.1021/ma5007705.

(36) Krutyeva, M.; Bras, A. R.; Antonius, W.; Hovelmann, C. H.; Poulos, A. S.; Allgaier, J.;
Radulescu, A.; Lindner, P.; Pyckhout-Hintzen, W.; Wischnewski, A.; et al. Association
Behavior, Diffusion, and Viscosity of End-Functionalized Supramolecular
Poly(Ethylene Glycol) in the Melt State. Macromolecules 2015, 48 (24), 8933-8946.
https://doi.org/10.1021/acs.macromol.5b02060.

(37) Yoshio, M.; Noguchi, H. Crown Ethers for Chemical Analysis: A Review. Anal. Lett.
1982, 15 (15), 1197-1276. https://doi.org/10.1080/00032718208065134.

(38) Krevelen, D. W. van; Nijenhuis, K. te. Properties of Polymers: Their Correlation with
Chemical Structure: Their Numerical Estimation and Prediction from Additive Group
Contributions, 4th, completely rev. ed ed.; Elsevier: Amsterdam, 2009.

(39) Barton, A. F. M. CRC Handbook of Solubility Parameters and Other Cohesion
Parameters, Second Edition; CRC Press; 1991.

(40) Brandrup, J. Polymer Data Handbook. Oxf. Univ. Press Inc 1999, 1102.

(41) Dosiére, M. Lamellar Structure of Poly(Ethylene Oxide) Molecular Complexes.
Macromol. Symp. 1997, 114 (1), 51-62. https://doi.org/10.1002/masy.19971140107.

(42) Cheng, C.-C.; Liao, Z.-S.; Huang, J.-J.; Lee, D.-J.; Chen, J.-K. Supramolecular Polymer
Micelles as Universal Tools for Constructing High-Performance Fluorescent
Nanoparticles. Dyes Pigments 2017, 137, 284-292.
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2016.10.028.

(43) Leibler, L. Theory of Microphase Separation in Block Copolymers. Macromolecules
1980, 13 (6), 1602—-1617. https://doi.org/10.1021/ma60078a047.

(44) Anthamatten, M. Phase Behavior Predictions for Polymer Blends Containing Reversibly
Associating Endgroups. J. Polym. Sci. Part B Polym. Phys. 2007, 45 (24), 3285-3299.

(45) Feng, E. H.; Lee, W. B.; Fredrickson, G. H. Supramolecular Diblock Copolymers: A
Field-Theoretic Model and Mean-Field Solution. Macromolecules 2007, 40 (3), 693—
702.

(46) Binder, W. H.; Bernstorff, S.; Kluger, C.; Petraru, L.; Kunz, M. J. Tunable Materials
from Hydrogen-Bonded Pseudo Block Copolymers. Adv. Mater. 2005, 17 (23), 2824
2828.

(47) Fox, J. D.; Rowan, S. J. Supramolecular Polymerizations and Main-Chain
Supramolecular ~ Polymers.  Macromolecules 2009, 42 (18), 6823-6835.
https://doi.org/10.1021/ma901144t.

111



Chapitre 2 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires a blocs PEG et PPG

(48) Ciferri, A. Supramolecular Polymerizations. Macromol. Rapid Commun. 2002, 23 (9),
511-529. https://doi.org/10.1002/1521-3927(20020601)23:9<511::AID-
MARC511>3.0.CO;2-F.

(49) De Greef, T. F. A;; Smulders, M. M. J.; Wolffs, M.; Schenning, A. P. H. J.; Sijbesma, R.
P.; Meijer, E. W. Supramolecular Polymerization. Chem. Rev. 2009, 109 (11), 5687—
5754. https://doi.org/10.1021/cr900181u.

(50) Jonkheijm, P.; Schoot, P. van der; Schenning, A. P. H. J.; Meijer, E. W. Probing the
Solvent-Assisted Nucleation Pathway in Chemical Self-Assembly. Science 2006, 313
(5783), 80-83. https://doi.org/10.1126/science.1127884.

(51) Fielding, L. Determination of Association Constants (Ka) from Solution NMR Data.
Tetrahedron 2000, 56 (34), 6151-6170. https://doi.org/10.1016/S0040-4020(00)00492-
0.

(52) Steed, J. W.; Atwood, J. L. Supramolecular Chemistry, 2. ed., reprinted with
corrections.; Wiley: Chichester, 2009.

(53) Hynes, M. J. EQNMR: A Computer Program for the Calculation of Stability Constants
from Nuclear Magnetic Resonance Chemical Shift Data. J. Chem. Soc. Dalton Trans.
1993, 0 (2), 311-312. https://doi.org/10.1039/DT9930000311.

(54) Pagni, R. Solvents and Solvent Effects in Organic Chemistry, Third Edition (Christian
Reichardt). J. Chem. Educ. 2005, 82 (3), 382. https://doi.org/10.1021/ed082p382.2.

(55) Zimmerman, S. C.; Corbin, P. S. Heteroaromatic Modules for Self-Assembly Using
Multiple Hydrogen Bonds. In Molecular Self-Assembly Organic Versus Inorganic
Approaches; Fuiita, M., Ed.; Structure and Bonding; Springer Berlin Heidelberg: Berlin,
Heidelberg, 2000; pp 63-94. https://doi.org/10.1007/3-540-46591-X_3.

(56) Gonzalez, M. S. B. G. F. J. Enthalpy and Entropy Contributions to the Equilibrium of
the Hydrogen Bonding Interaction between 1-Octylthymine and 9-Octyladenine.
ARKIVOC 2003 (11). https://doi.org/http://dx.doi.org/10.3998/ark.5550190.0004.b09.

112



Chapitre 2 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires a blocs PEG et PPG

113



Chapitre 2 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires a blocs PEG et PPG

114



Chapitre 3 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires en solution aqueuse

Chapitre 3

Copolymeres amphiphiles
supramoléculaires en
solution aqueuse

115



Chapitre 3 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires en solution aqueuse

Chapitre 3 : Copolymeres amphiphiles supramoléculaires en solution

aqueuse

INEFOAUCTION ... 117
l. Caractérisation de la liaison Thy/DAT par RMN 1D et 2D............. 119
1. La RMN pour I’étude de liaisons hydrogene en solution aqueuse ...........c.cccervervennne 119
2. RMN 'H & basse température des blocs et copolyméres supramoléculaires............... 120
a. Blocs supramoléculaires ElEMENTAINES ..........coueereeiieeieerie e 121

b. Copolymeres a blocs supramoléculaires — Dibloc 1 et multibloc 1...............cccoveniee 123

3. RMN corrélation *H-"N — HSQC et HMBC .......cc.coouriueeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseenas 128
a. Chaine PPGyo-NH; et unité supramoléculaire DAT-Cl..........ccccovvviiieiiieiieiie e 129

b. Blocs supramoléculaires ElEmMeENtaires..........ccoovveiieeieeiie e 129

c. Copolymeére dibloc 1 — PEGigo0-Thy + PPGagoo-DAT ..ot 130

4. RIMN DOSY .ottt bbbttt sttt 131
Q. Partie tNEOMQUE. .......eeeiiiieii ittt 131

b.  Blocs supramoléculaires BIEMENAITES ..........coeiiiiiiiiiiee e 132

c. Copolymeére dibloc 1 — PEGigo0-Thy + PPGagoo-DAT ..ot 134

Il.  Exploitation des propriétés thermiques et thermodynamiques pour
I’étude des copolymeéres supramoléculaires en solutions aqueuses............ 136
R 3 IR (=1 41 o] SR 137
a.  Polymeres thermoSeNnSIDIES .........coiiiiiiieie e 137

b. Impact du greffage d’unités hydrophiles sur des chaines polyméres 8 LCST................. 139

2. LaLCST : levier de I’auto-organisation des chaines polymeéres en solution aqueuse 139
a. LCST et séparation de phase : contribution enthalpiques et entropiques..............cc........ 139
b. LCST et micellisation des POIOXAMETES..........ccoviiieeiiieiie e 140

Mesure de la LCST des blocs et copolymeres supramoléculaires par UV-Visible.... 141

4. Etude des propriétés thermiques et thermodynamiques par p-DSC...........ccceeininnne, 143

a. Etude par u-DSC : informations sur les évenements et la structure des systéemes .......... 143

D, Partie eXPAriMENLAIE .........eiiiiiei e 144

c. Analyse du dibloc 1 — PEGjo00-ThY + PPGgoo-DAT ..o 144

d. Analyse du tribloc 1 — PPGouoo-DAT + ThY-PEG000-TY wvveeverrereeeereereeseeesrsseeseee 147

e. Analyse du tribloc 4 — PEGg0-Thy + DAT-PPG000-DAT ..o 148
CONCIUSTON ...t 150
RETEIEINCES ... e 152

116



Chapitre 3 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires en solution aqueuse

Introduction

La force de la liaison Thy/DAT est sensible a différents parametres comme la température, la
présence de molécules compétitrices et le solvant.! On distingue notamment, les solvants
polaires et/ou protiques dissociants, et les solvants apolaires et aprotiques associants.?

Dans le chapitre précédent, nous avons estimé, par une analyse en RMN H, la force de la
liaison Thy/DAT dans différents solvants organiques (DMSO-ds, CDCls3, toluene-ds) pour nos
copolymeres a blocs amphiphiles supramoléculaires (diblocs 1 et 2). Les constantes les plus
élevées sont obtenues dans le toluéne-ds (Krhypat = 4,3.10* L/mol, & 25 °C), solvant apolaire
et aprotique, qui favorise 1’association des unités supramoléculaires. Dans le DMSO-ds,
solvant treés polaire et aprotique, les constantes sont les plus faibles, démontrant ainsi son
pouvoir dissociant (Krnypat = 1.3 L/mol, a 25 °C).

Nos copolymeéres supramoléculaires sont destinés a former des édifices auto-assemblés
encapsulants pouvant étre utilisés dans des applications cosmeétiques. Idéalement, on souhaite
utiliser I’eau comme solvant majoritaire de la formulation. Cependant, I’eau est un solvant

protique et trés polaire (€.ay = 78.5) avec un fort pouvoir dissociant. De prime abord, il semble

étre une molécule compétitrice efficace de la liaison Thy/DAT. Toutefois, les unités Thy et
DAT, bien que polaires et protiques, sont hydrophobes et ne se dissolvent pas dans 1’cau.
Elles ont ainsi été utilisées efficacement dans de nombreux systémes en solution aqueuse,®
comme notamment pour la dispersion de nanotubes de carbones dans 1’cau, stable jusqu’a
48h.° Les unités Thy et DAT étant hydrophobes, elles ont tendance & s’associer pour
minimiser leurs interactions avec I’eau. La paire Thy/DAT formée est elle aussi hydrophobe
et globalement peu polaire (cycles aromatiques).

Néanmoins, comme nous I’avons expliqué précédemment, il existe un équilibre dynamique
entre la paire Thy/DAT associée et les unités libres Thy et DAT. Sous leur forme dissociée,
les unités supramoléculaires, parce qu’elles sont protiques et polaires, peuvent former des
liaisons hydrogéne avec des molécules d’eau. Il ne s’agit pas a proprement parler de
solvatation (pas de sphere de molécules d’eau autour des unités), mais plutdt de compétition
des liaisons hydrogéne. De proche en proche, 1’eau forme des liaisons hydrogéne avec les
unités libres et empéche leur réassociation sélective, la concentration de 1’eau étant toujours
plus importante que celle des unités complémentaires. La liaison supramoléculaire n’est donc
pas stable a long terme dans 1’eau, et sa cinétique de rupture dépend de 1’équilibre entre forme
associée et unités libres, autrement dit de sa force (Krnypat). On notera que dans un solvant
organique protique et polaire capable de solvater les unités Thy et DAT (ex : éthanol), la
liaison supramoléculaire ne se forme pas.®

Dans le cas des auto-assemblages de copolyméres supramoléculaires PEG/PPG, nous
espérons une stabilité accrue de la liaison Thy/DAT dans 1’eau, comparée au cas des
nanotubes. En effet, alors que les unités Thy greffées sur les nanotubes étaient relativement
espacées et libres d’accés par rapport au solvant (1 Thy pour 50 carbones), les liens Thy/DAT
seraient regroupés de fagon compacte a I’interface entre les blocs hydrophobes (au cceur) et
les blocs hydrophiles (en bon solvant dans I’eau), et donc moins accessibles a 1’eau.
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Nous avons également montré dans le chapitre précédent que la nature chimique de la chaine
polymére sur laquelle est greffée I'unité supramoléculaire affecte les liaisons hydrogéne.
Ainsi, les chaines polaires comme le PEG peuvent « solvater » les unités les plus polaires,
comme nous 1’avons constaté pour les motifs thymine de nos systémes, et ainsi entrer en
compétition avec les interactions supramoléculaires Thy/DAT. Pour optimiser 1’interaction
Thy/DAT, il est nécessaire de construire le copolymeére supramoléculaire a partir d’un bloc
PEG greffé Thy, mono ou difonctionnel.

Dans ce chapitre, on s’intéresse donc a la force des interactions Thy/DAT en solution
aqueuse. Pour cela, nous utilisons des méthodes de caractérisations physico-chimiques
directes (RMN) ou indirectes (u-DSC) des copolymeres supramoléculaires en solution
aqueuse. La RMN, comme au chapitre précédent, est a priori une technique permettant
d’évaluer I’existence et la force de la liaison Thy/DAT. Par ailleurs, 1’établissement de cette
liaison peut potentiellement étre confirmé en exploitant le changement de solubilité du bloc
PPG. En effet, celui-ci présente une température a laquelle sa solubilité dans 1’eau est
modifiée (LCST), température qui peut étre augmentée si 1’hydrophilie de la chaine PPG est
renforcée, par exemple en y attachant des groupes hydrophiles comme le bloc PEG."®
Toutefois, la LCST de certains systémes n’étant pas impactée,®'® démontrer I’existence de la
liaison supramoléculaire par simple mesure de la température de transition peut se révéler
insuffisant et doit étre complété par la mesure des enthalpies de transition associées, par
experiences de p-DSC.

Pour s’assurer que la liaison Thy/DAT est la plus forte possible, nous avons limité notre étude
aux copolymeres constitués de blocs PEG greffés Thy : PPG2g00-DAT + PEGig00- Thy (dibloc
1), PPGygoo-DAT + Thy-PEezooo-Thy (tribloc 1) et PEGlooo-Thy + DAT-PPGyoo-DAT
(tribloc 4) (Figure 1). Les données obtenues en u-DSC sont comparées a celles de leurs
homologues covalents : Synperonic PE/P84 pour le tribloc 1 et un dibloc covalent synthétise
au laboratoire pour le dibloc 1.
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Figure 1 - Copolymeres a blocs amphiphiles supramoléculaires : A) dibloc 1, B) tribloc 1 et C) tribloc 4.
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I. Caractérisation de la liaison Thy/DAT par RMN 1D et 2D

Toutes les expériences de RMN présentées ci-apres ont éte realisées par Marie-Noélle Rager,
responsable du service de RMN de I’ENSCP.

1. La RMN pour I’étude de liaisons hydrogéne en solution aqueuse

Plusieurs études utilisant des expériences de RMN *H plus ou moins sophistiquées (1D et/ou

2D) ont été réalisées pour caractériser les interactions hydrogene dans I’eau lourde ou dans
des mélanges D,O/H,0.!

Fennir et al. ont ainsi étudié I’association supramoléculaire de la paire cytosine/guanine et
I’auto-assemblage de molécules résultantes en structures nanotubulaires par des séquences fb-
TOCSY, NOESY et ROESY.* Les unités supramoléculaires sont greffées sur des éthers
couronne B15CS5 et s’associent par liaisons hydrogéne pour former un macrocycle (18 liaisons
hydrogéne) (Figure 2). L’empilement de ces macrocycles supramoléculaires conduit a la
formation de nanotubes. Les expériences de RMN 'H 1D et 2D permettent d’identifier les
protons impliqués dans les liaisons hydrogéne (déplacements chimiques déblindés et/ou
élargissement des signaux) (Figure 3).

Figure 2 — Exemple de macrocycles formés par liaisons hydrogéne entre motifs guanine/cytosine et leur empilement
conduisant & la formation de structures nanotubulaires.*?
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Figure 3 — Représentation des liaisons hydrogene identifiées par RMN 2D pour un macrocycle supramoléculaire
(traits pleins et pointillés).'?

Dans un autre exemple, Tian et al. ont utilisé la RMN *H 1D dans le D,O pour caractériser les
interactions hydrogéne d’un réseau organique supramoléculaire (Supramolecular Organic
Framework, SOF) composé¢ dun assemblage périodique 3D de macrocycles
(cucurbit[8]uriles) et de dérivés bis-pyridinium (4-(4-méthoxyphényl)pyridin-1-ium).** Des
expériences de RMN 2D (DOSY) ont également été réalisées dans I’eau lourde afin de
caractériser la structure générale du SOF formé.

De la méme fagon, Besenius et al. ont caractérisé les interactions hydrogene de polyméres
supramoléculaires comprenant, entre autres, 1’unité auto-associative benzene-1,3,5-
tricarboxamide (BTA). Les expériences de RMN 'H (1D et 2D) se sont révélées efficaces
pour suivre I’auto-assemblage de ces polyméres dans 1’eau lourde.™

On notera que, dans toutes ces études, les expériences de RMN *H sont toujours corrélées &
des techniques de caractérisations physico-chimiques complémentaires telles que la diffusion
dynamique de la lumiére, la spectroscopie UV ou la diffusion des rayons X aux petits angles
(SAXS).

2. RMN *H & basse température des blocs et copolyméres supramoléculaires

Les expériences ont été réalisées dans 1’eau lourde D,0, avec des solutions a 10 wt%. Cette
concentration relativement €levée est choisie pour s’assurer de la bonne détection des signaux
d’intéréts. La chaine PPGaqgo présentant une LCST voisine de 15 °C,** les spectres RMN *H
ont été enregistrés a basse température (5 °C) pour s’assurer de la totale dissolution des
copolymeres supramoléculaires dans ce solvant.
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Comme expliqué au Chapitre 2, I’analyse consiste a suivre le proton imine de la thymine
NHmy(D) dont le déplacement chimique caractéristique dépend de son degré d’implication
dans une liaison hydrogene.

a. Blocs supramoléculaires élémentaires

Les blocs supramoléculaires PEG greffés Thy et PPG greffés DAT (mono et difonctionnels)
ont d’abord été analysés seuls, hors mélange.

i.  PEG greffés Thy — mono et difonctionnels

Le spectre RMN 'H de PEGio-Thy dans D,O & 5°C est donné Figure 4. Le proton imine
NHrhy (D) est identifié vers 11.01 ppm, déplacement chimique comparable a celui observé
dans DMSO-ds (11.2 ppm). On note cependant que ce signal est plus faible que dans les
solvants organiques deutérés (Chapitre 2), et que le proton (=) de I’amide n’intégre que pour
0.57 H sans que la raie soit élargie. On observe un comportement identique, mais plus
marqué, pour le composé difonctionnel Thy-PEGauo-Thy : le signal du proton amide (E) est
tres diminué et celui de NHrpy (D) disparait (Figure 5). Ces résultats suggerent que ces deux
protons labiles s’échangent partiellement ou totalement avec un deutérium de I’eau lourde.
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Figure 5 - Spectre RMN *H de Thy-PEG,q0-Thy dans D,0, &5 °C, & 10 wt% (NS = 128, délai = 2.59 s).

ii.  PPG greffés DAT - mono et difonctionnels

Le spectre RMN *H de PPG000-DAT dans D,O & 5 °C est donné Figure 6. Les protons amines
NH; (A, B) sont identifiés vers 5.8 ppm, déplacement chimique comparable a celui observé
dans DMSO-ds (5.88 ppm), avec une intégration de 2.55 H au lieu des 5 attendus. Le signal
est cependant partiellement recouvert par le signal de 1’cau a 4.70 ppm. Un traitement
watergate permet d’affiner le signal de I’eau mais fait disparaitre le massif des protons amines
A et B. Pour le composé difonctionnel DAT-PPGy000-DAT, le spectre réalisé avec watergate
révele un signal tres amoindri des protons amines (Figure 7). De nouveau, ces résultats
suggerent que les protons amines s’échangent partiellement avec le deutérium de I’eau lourde.
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Figure 6 - Spectre RMN *H de PPGyg0-DAT dans D,0, & 5 °C, & 10 wt% (NS = 128, délai = 2.59 s).
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Conclusion

Les protons labiles NHtry () et NHz pat (A, B) ont des déplacements chimiques dans DO
comparables a ceux enregistres dans DMSO-dgs avec qui ils forment des liaisons hydrogéne.
Leur intensité est cependant trés amoindrie, par échange avec les deutériums de D,0. Ces
observations semblent compromettre a priori I’étude des interactions Thy/DAT par RMN *H.

b. Copolymeres a blocs supramoléculaires — Dibloc 1 et multibloc 1

Pour s’assurer que la liaison Thy/DAT est la plus forte possible, 1’étude se porte sur les
copolymeres formés a partir de blocs PEG greffés Thy: PPGyo-DAT + PEGigeo- Thy
(dibloc 1) et Thy-PEGyu0-Thy + DAT-PPG2oo-DAT (multibloc 1). Pour ces deux
copolymeres, le déplacement chimique de NHy, (D) et la constante d’association sont les
plus élevés (14.4 ppm et Krnypat = 4,3.10* L/mol pour le dibloc 1 & 25 °C, dans le toluéne-ds,
Chapitre 2).

L étude est conduite sur des solutions & 10 % en masse. Il est important de noter qu’a cette
concentration, nous nous situons en dessous de la température micellaire critique (CMT) du
dibloc 1 (~ 11 °C), dont la mesure sera explicitée dans la suite de ce chapitre (section p-
DSC).

On rappelle que, comme dans le chapitre precédent, les copolyméres ont été formés par
solvent cast (dissolution dans CH,Cl; puis évaporation) et séchés avant d’étre mis en solution
dans le D,0. La liaison Thy/DAT est donc préformée en masse. Il s’agit ici de voir si elle est
maintenue dans I’eau.
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I Dibloc 1 - PPGz09s-DAT + PEG1000- Thy

Le spectre RMN'H du dibloc 1 dans D,O & 5 °C est reporté sur la Figure 8. On observe la
disparition totale des signaux des protons labiles NHrny () et NH; pat (A, B). Par ailleurs, le
signal du proton amide (£) est tres amoindri et n’intégre que pour 0.07 H.

L’augmentation du nombre de scans (400) et I’allongement du délai entre séquences
d’impulsion (10 s), deux paramétres permettant d’améliorer le rapport signal/bruit, ne
permettent pas de récupérer totalement les signaux. A température ambiante, le spectre est
identique.
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Figure 8 - RMN H du dibloc 1 dans D,0, a5 °C, & 10 wt% (NS = 400, délai = 2.59 s).

La disparition du signal n’est cependant pas une preuve de I’absence de liaison
supramoléculaire Thy/DAT, les spectres RMN *H des blocs seuls ayant montré 1’échange des
protons labiles avec D,O (Figure 4 a Figure 7). La faible intégration du proton amide (\)
montre que cet échange a également lieu pour le dibloc 1. En se souvenant que I’interaction
supramoléculaire Thy/DAT est un équilibre dynamique entre la paire associée et les unités
libres, il apparait possible que ces derniéres puissent échanger leurs protons labiles avec D,O
st la cinétique d’échange est plus rapide que celle de I’association supramoléculaire.
L’association des unités Thy et DAT deutérées peut alors se produire par une liaison
deutérium (D bond) méme si supposée plus faible/longue qu’une liaison hydrogéne.*’2*

Pour confirmer cette hypothése, I’analyse est réalisée dans I’eau légere a 5 °C, en présence
d’un insert de D,0 dans le tube RMN (Figure 9). Les signaux des protons labiles NH2/NH (A,
B, C) et NHyny (D) réapparaissent vers 5.80 ppm et 11.01 ppm respectivement. Ainsi,
I’échange avec D,0O est confirmé, mais les déplacements chimiques, identiques a ceux des
blocs seuls (Figure 4 a Figure 7), semblent indiquer que la liaison Thy/DAT n’est pas formée.
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il Multibloc 1 - Thy-PEGzooo- Thy + DA T-PPGzooo-DAT

Alors que les signaux des protons labiles étaient absents pour les blocs seuls (Figure 5 et
Figure 7), ils réapparaissent pour le multibloc 1 (Figure 10). Les protons NH2/NH (A, B, C)
sont visibles vers 6 ppm et le NHy () @ 11 ppm. Comme pour le dibloc 1, les déplacements
chimiques semblent indiquer que la liaison Thy/DAT n’est pas formée.
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Figure 10 - RMN 'H du multibloc 1 dans D,0, a5 °C, a 10 wt% (NS =400, délai =2.595).
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iii.  Existence de la liaison Thy/DAT : discussion autour des valeurs de 6cunsm, selon le
solvant et organisation des copolymeres sous la LCST des blocs PPG

Nous observons que, pour une solution de dibloc 1 supramoléculaire, le déplacement
chimique des protons méthyles (~) de la thymine varie avec la nature du solvant deutéré
(Tableau 1, spectres en annexe 2 et Figure 8).

Tableau 1 — Valeurs du déplacement chimique des protons méthyles de la thymine pour le copolymeére
supramoléculaire dibloc 1 (PEGygg-Thy + PPGyo00-DAT) dans différents solvants.

Solvant Sthyichs () (ppm)
CDCl; 1.88
toluéne-ds 177
DMSO-ds 175
D,0 ou H,0 1.52

Pour expliquer ces résultats, il faut considérer la solubilité des unités supramoléculaires dans
ces solvants : solubles dans le CDClI;3 et le DMSO, insolubles dans le toluéne et 1’eau. Ainsi,
lorsqu’elles sont insolubles, les unités auront tendance a s’associer et a se regrouper au cceur
d’une couronne de chaines PEG et PPG en bon solvant. Ce comportement a été observé pour
les systémes homologues « tout PPG » difonctionnels qui s’organisent en micelles avec un
coeur d’unités Thy/DAT empilées et une couronne de chaines PPG (Figure 11.A).? L’analyse
RMN de ces systemes, notamment par 1’observation du déplacement chimique du méthyle (~)
de la thymine, a également montré que les paires Thy/DAT s’auto-assemblent par interactions
n (Figure 11.B).%

Figure 11 — A) Micelles de polymeéres supramoléculaires Thy-PPG,q0-DAT dans le toluene vue de face et de dessus,
avec un ceeur rigide cylindrique d’unités associées Thy/DAT (gris et rouge) et une couronne de chaines PPG (vert) ; B)
Représentation schématique de ’empilement de Thy et DAT par interactions n.2

Dans cette précédente étude, les interactions © ont été mises en évidence par le blindage du
signal du méthyle de la thymine. En effet, Thy et DAT sont des molécules aromatiques et la
circulation des électrons de ces cycles (courant de cycle) induit un champ magnétique local
qui blindent les protons se situant au centre.?® Ainsi, le blindage des protons méthyles (A) par
rapport a leur déplacement chimique dans un bon solvant (CDCl; par exemple, Figure 12.B)
suggére que ce substituant est a I’aplomb d’un cycle aromatique (Figure 11.B), c’est-a-dire
présente une interaction 7.2 Dans le toluéne, les unités sont fortement associées et les motifs
Thy peuvent former des interactions m avec tout motif aromatique présent dans le coeur de la
micelle : autres unités Thy,?’?° unités DAT,*® molécules de toluéne ayant pu diffuser dans le

coeur.31
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Pour le dibloc 1, on retrouve un comportement identique : le signal du méthyle de la thymine
est blindé dans le toluene (non solvant, 1.77 ppm) par rapport au CDCI3 (bon solvant, 1.88
ppm). Pour le DMSO, on observe également un déplacement chimique blindé (1.75 ppm), ce
qui suggere la encore des interactions r entre unités Thy et DAT. En effet, il a été montré que
les systéemes « tout PPG » s’organisaient en micelles, avec un cceur de chaines PPG insolubles
(en mauvais solvant dans le DMSO) et une couronne d’unités libres Thy et DAT (Figure
12.A).2 Cette organisation permet du n-stacking entre les unités de la couronne de la micelle.

A B.

o

Figure 12 — A) DMSO : micelle avec un ceeur PPG et une couronne d’unités supramoléculaires libres Thy et DAT
formant des interactions 7 ; B) CDCl3: chaines linéaires et cycles de PPG supramoléculaires formés par liaisons
hydrogéne.?

Dans I’eau, le signal du méthyle est particuliérement blindé, a 1.52 ppm. Les unités Thy et
DAT étant hydrophobes et les chaines PPG et PEG en bon solvant a la température de
I’expérience (5 °C), ’organisation du dibloc 1 en micelles comparables a celles formées dans
le toluene est vraisemblable. Le blindage accru de ce signal indique également que les
interactions © entre unités Thy et DAT sont plus fortes que dans le toluéne. Les molécules de
toluéne peuvent diffuser dans le coeur des micelles pour participer aux interactions w avec les
unités Thy/DAT. L’eau, en revanche, est expulsée du cceur hydrophobe de Thy/DAT, ce qui
conduit & un empilement plus compact des unités et donc a des interactions = plus fortes.

L’auto-assemblage probable du dibloc 1 dans 1’eau en micelles constituées, au cceur, d’un
empilement compact d’unités supramoléculaires Thy/DAT et d’une couronne de chaines PPG
et PEG (Figure 13), en bon solvanta 5 °C, sera également observé par DLS (Chapitre 4).

("—D Ny

Figure 13 — Représentation schématique des micelles cylindriques formées a 5 °C par le copolymere supramoléculaire
dibloc 1 vue de face (gauche) et de dessus (droite).

= ST

Conclusion

La solubilité relative des chaines PEG et PPG et des unités supramoléculaires impose que les
copolyméres s’organisent pour minimiser les interactions défavorables, ¢’est-a-dire forment
des micelles avec un cceur rigide et cylindrique d’unités hydrophobes Thy et DAT et une
couronne de chaines PEG et PPG, hydrophiles a 5 °C. Cette hypothése est confirmée par le

127



Chapitre 3 : Copolymeéres amphiphiles supramoléculaires en solution aqueuse

blindage du méthyle CHsrny (/) dans I’eau par rapport au CDCls (bon solvant de la thymine)
résultant des interactions & entre les unités aromatiques Thy/DAT.

Hors mélange, les blocs greffés Thy présentent dans I’eau un déplacement chimique identique
pour CHstny (~), 1.52 ppm, ce qui suggere un comportement identique d’organisation, i.e.
micelles avec les unités supramoléculaires associées au cceur (liaisons H et interactions ).

L’absence de déblindage du proton imino NHrhy (D) (=11 ppm) pour les copolyméres dibloc
1 et multibloc 1 par rapport a celui des blocs hors mélange suggérait que la liaison
supramoléculaire Thy/DAT n’était pas formée dans 1’eau. Néanmoins, si I’on considére que
blocs et copolymeres s’organisent en micelles, les coeurs hydrophobes sont constitués d’unités
aromatiques interagissant par liaisons hydrogéne et interactions m. Or, ces deux types
d’interactions ont des effets antagonistes sur les déplacements chimiques des protons
impligqués : la liaison hydrogéne déblinde tandis que I’interaction 7 blinde.

On sait d’expérience (Chapitre 2), que la liaison Thy/DAT est plus forte que les liaisons
Thy/Thy et DAT/DAT, et que le proton imino NHrny (D) est d’autant plus déblindé que la
liaison supramoléculaire est forte. A 1’inverse, ce proton sera d’autant plus blindé que les
interactions © sont importantes, c’est-a-dire que le volume stérique des unités est faible
(empilement compact). Or, du fait de I’encombrement stérique des méthyles, les unités
Thy/Thy s’empileront de fagon moins compacte que les unités Thy/DAT. Les interactions ©
sont donc fortes et compensent la force d’association par liaison hydrogene. Ainsi, le
déplacement chimique du proton imine NHrpy, (D) pourrait étre fortuitement identique dans
les deux cas (blocs et copolyméres supramoléculaires).

3. RMN corrélation *H-*N - HSQC et HMBC

Pour identifier et suivre les protons labiles portés par les azotes et impliqués dans des liaisons
hydrogéne, des expériences RMN 2D, en corrélation hétéronucléaire *H-°N, ont été réalisées
a5 °C sur des solutions a 10 wt%.

La corrélation courte distance (Heteronuclear Single Quantum Coherence, HSQC) permet
d’identifier les protons portés par des azotes (corrélation 1J). La corrélation longue distance
(Heteronuclear Multi-Bond Connectivity, HMBC) peut mettre en évidence les protons
corrélant avec des azotes proches (corrélation "J, avec n < 3).

Sur les spectres 2D HSQC et HMBC, les abscisses correspondent aux déplacements
chimiques enregistrés pour le spectre RMN 'H, et les ordonnées correspondent au spectre
RMN ®N.
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a. Chaine PPGygp0-NH> et unité supramoléculaire DAT-CI

Les corrélations *H->N sont au préalable réalisées sur les réactifs suivants : le bloc PPG000-
NH; et I’unité supramoléculaire DAT-CI. La corrélation longue distance (HMBC) effectuée a
5 °C dans I’eau légére permet d’identifier I’amine terminale de la chaine a 35.9 ppm (annexe
2). Connaissant cette valeur, il est possible d’estimer le taux de greffage de la chaine.

Le DAT-CI étant insoluble dans 1’eau, sa corrélation longue distance est réalisée dans le
DMSO-ds a 25 °C (HMBC, annexe 2). Les signaux des amines et des azotes du cycle triazine
sont ainsi identifiés (Figure 14.A). L’analyse nous apprend également que le réactif contient
une impureté, DAT-NH; (Figure 14.B), ce qui peut expliquer la conversion plus faible de la
réaction de greffage du DAT sur les chaines polymeéres PEG et PPG.

A B.
NH, NH,

a' a
— e NH,:90.5 ppm N—< -
/ \ e N :183.3ppm / \ * Napo et NH;:
¢ Ve FeN N 102.4 ppm
¢ e Ngp :210.9 ppm c
b'N_ b-N_

NH; NH,
Figure 14 — A) Réactif initial DAT-CI et B) impureté DAT-NH, ; signaux identifiés par RMN 2D (*H-°N, HMBC).

b. Blocs supramoléculaires élémentaires

La HSQC de PPG2000-DAT réalisée dans I’eau légére a 5 °C permet d’identifier les deux
amines primaires du DAT a 80.8 ppm et le lien amine secondaire (NHc) entre la chaine PPG
et 'unité DAT a 102.1 ppm (Figure 15).
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Figure 15 - RMN 2D de PPGjge-DAT (HSQC, *H-'°N) effectuée dans ’eau légére a 5 °C, avec insert D,0.

La corrélation longue distance (HMBC, 5 °C, D,0, Figure 16) permet également d’identifier
le lien amine, et les azotes du cycle triazine (Na p- et N¢:). Par ailleurs, cette analyse révele la
présence residuelle de chaines PPGao00-NH2 non greffées : 1’azote terminal est identifié a 35.4
ppm. Comme indiqué au Chapitre 2, la réaction de greffage du DAT est efficace a environ 90
%. Les résultats sont rassemblés dans la Figure 17.
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Figure 16 - RMN 2D (HMBC, *H-'*N) de PPGy00-DAT effectuée dans D,0 & 5 °C.
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Figure 17 - Chaine PPG,q00-DAT et liste des signaux identifiés par HSQC et HMBC.

De la méme facon, les expériences HSQC et HMBC réalisées sur le bloc supramoléculaire
PEGjio00-Thy dans D,O a 5 °C permettent d’identifier les azotes du cycle thymine et du lien
amide (annexe 2). Les résultats sont rassemblés dans la Figure 18.
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Figure 18 - Chaine PEGyg-Thy et liste des signaux identifiés par HSQC et HMBC.

C. Copolymére dibloc 1 — PEGlooo-Thy + PPGyogo-DAT

L’analyse HSQC du dibloc 1 dans I’eau lourde a 5 °C ne nous permet pas d’identifier les
protons d’intéréts. En effet, comme nous 1’avons observé pour les spectres *H réalisés dans
D,0, les protons labiles portés par les azotes s’échangent avec le solvant.

L’analyse HSQC est reconduite dans I’eau légére, avec un insert de DO, complétée d’une
corrélation longue distance HMBC dans 1’eau 1égére (annexe 2). Les signaux réapparaissent
(Figure 19) excepté celui du proton imine NHp.
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Figure 19 — Repreésentation partielles des chaines PEGgpo-Thy et PPGo00-DAT et liste des signaux identifiés par
HSQC et HMBC pour le copolymére dibloc 1.

Conclusion

Ces analyses ne nous permettent pas de conclure sur 1’existence de la liaison Thy/DAT entre
les blocs supramoléculaires dans I’eau. Il s’agit ici de difficultés propres au systéme et aux
conditions d’étude : liaison supramoléculaire dynamique, échanges des protons labiles des
unités supramoléculaires avec le solvant, protique et polaire, et nécessité de travailler a 5 °C
pour que la chaine PPG reste en bon solvant dans I’eau.

Toutefois, 1’analyse du déplacement chimique des protons méthyles (A) de la thymine qui a
conduit a faire I’hypothése d’une organisation en micelle des blocs élémentaires et des
copolymeéres supramoléculaires nous améne a poursuivre 1’étude par RMN DOSY. Cette
séquence permet de remonter au coefficient de diffusion des molécules dans le milieu et peut
renseigner sur leur organisation.

4. RMN DOSY

a. Partie théorique

La RMN DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) évalue la diffusion des molécules en
solution.®** En plus des données classiques de RMN (déplacements chimiques, constantes de
couplage), ces expériences 2D permettent de mesurer les coefficients d'autodiffusion
translationnel des molécules dans une solution. Ainsi, dans un mélange, chaque constituant
peut étre distingué des autres par son propre coefficient de diffusion.

Lors d’une expérience de RMN DOSY, des gradients de champ pulsés (PFG) sont appliqués
simultanément a une expérience d’écho de spin stimulé (STE). La vitesse de décroissance du
signal est exponentielle et reliée directement au coefficient de diffusion (D). Ainsi, on observe
que les signaux de petites molécules (D élevé) diminuent plus rapidement que ceux des
grosses molécules (D faible) lorsque le gradient de champ pulsé est incrémenté.>* Le
coefficient de diffusion dépend donc de la structure de la molécule (masse molaire, taille,
forme, charge) mais aussi des parametres expérimentaux tels que la température ou la nature
du solvant (solubilité/agrégation).

Les spectres DOSY sont obtenus par transformée de Fourier du signal de RMN et par
transformée de Laplace inverse de la décroissance des signaux. Les déplacements chimiques
sont reportés sur 1’axe des abscisses (& en ppm) et les coefficients de diffusion des especes
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présentes en solution sur I’axe des ordonnées (D en m?s). Les taches (déplacements
chimiques) d’'une méme espéce apparaissent alignées pour une valeur unique de coefficient de
diffusion.

La mesure de ces coefficients permet donc de caractériser la structure des molécules et il est
possible de remonter a la masse molaire moyenne en poids My, d’un polymére. Cette
technique permet également d’observer des phénoménes mésoscopiques. En effet, lorsque
qu’une molécule interagit (agrégation, interactions intermoléculaires) ou s’auto-organise en
un systeme de taille plus importante (micellisation, encapsulation), son coefficient de
diffusion diminue fortement.

La RMN DOSY a été fréquemment utilisée pour caractériser des assemblages
supramoléculaires dans 1’eau.®® Elle semble donc particuliérement adaptée & nos systémes
pour statuer sur I’existence de la liaison Thy/DAT dans I’eau.

b. Blocs supramoléculaires élémentaires
i.  Mesures préalables : DAT-CI, PPGz000-NH2 et PEG1000-NH;

Ces mesures sont faites dans un premier temps pour estimer quantitativement la différence
entre le coefficient de diffusion d’une petite molécule, DAT-CI, et celui d’une chaine
polymeére (1000-2500 g/mol). Pour les chaines polymeéres, on opére sur des solutions a 10 %
et a5 °C, température a laquelle elles sont parfaitement hydrophiles. Les coefficients mesurés
sont présentés dans le Tableau 2 (spectres en annexe 2).

Tableau 2 — Mesure des coefficients de diffusion par RMN DOSY (solutions a 10 wt%o).

Reéférence Solvant Température C_:oefficient 2cle
(°C) diffusion (m/s)
DAT-CI DMSO-ds 25 2,75.10™"°
PPG2ggo-NH> H,O + insert D,O 5 3,02,10'11
PEGi000-NH- D,O 5 7,76.10'11

Les valeurs obtenues sont effectivement €loignées d’un ordre de grandeur, et comme attendu,
la petite molécule diffuse plus vite que les chaines polymeres. Les coefficients de diffusion
des chaines sont consistants avec ceux rapportes dans la littérature. A titre d’exemple, dans
D,0 a 5 °C, le coefficient d’une chaine PEG de 400 g/mol est de 17,1.10'11 mz/s, celui d’une
chaine de 3000 g/mol de 5,12. 10" m%s.%® La chaine PEG, plus petite que la chaine PPG,
diffuse plus rapidement.

On notera toutefois que les solvants et les temperatures de mesures sont différents, DAT-CI
¢tant insoluble dans I’eau, ce qui peut fausser 1’analyse. En effet, la polarité, le degré de
solvatation et la viscosité du solvant sont des paramétres qui impactent la diffusion. On
reporte les coefficients de diffusion de PEGio-NH; mesurés dans D,O a différentes
températures (Tableau 3). On observe que la diffusion s’accélére avec la température quand la
viscosité de I’eau lourde diminue (1.5 mPa.s a5 °C et 0.89 mPa.s & 25 °C).*
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Tableau 3 — Mesures des coefficients de diffusion pour le PEG;o00-NH, en température dans D,O.

Température Coefficient de diffusion de
(°C) PEG 1000-NH, (M?/5)
5 7,76.10™
10 9,12.10™
15 1,2.10™%
25 1,7.10%

ii. Blocs supramoléculaires PPG2000-DAT et PEG10oo-Thy

Les spectres DOSY de PPGappo-DAT (Figure 20) et PEGip0-Thy (Figure 21) a 10 wt% sont
enregistrés dans D,O a 5 °C.
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Figure 20 — Spectre DOSY de PPGy-DAT, dans D,0O a 5 °C (10 wt%o).
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Pour PPG2o00-DAT et PEGiogo-Thy, les coefficients de diffusion sont respectivement de
6,16.10™ m%s et 8,91.10™ m?/s. Les blocs supramoléculaires diffusent donc plus rapidement
que les chaines non greffées PPGagoo-NH> (3,02.10™ m?/s) et PEG1ggo-NH> (7,76.10™ m%/s).

Ce résultat semble confirmer le raisonnement précédent sur 1’organisation des blocs
supramoléculaires en micelles. En effet, on s’attend a ce que de tels objets aient un volume
plus petit que celui des chaines non greffées complétement hydrophiles et formant des pelotes
statistiques gonflées. Dans le cas des blocs supramoléculaires, les chaines PPG ou PEG sont
confinées a proximité du ceeur d’unités supramoléculaires. Les chaines PEG étant plus courtes
que les chaines PPG, les objets formés par PEGioo-Thy sont plus petits et diffusent plus
rapidement.

c. Copolymere dibloc 1 — PEGiggo-Thy + PPG2pg0-DAT

Pour le dibloc 1, les mesures, réalisées dans D,O a 5 °C révelent deux coefficients de
diffusion distincts : le plus faible correspond au bloc PPG2-DAT, le plus élevé
correspondant au bloc PEGig0o-Thy (Figure 22). Les coefficients de diffusion obtenus sont
présentés dans le Tableau 4.

Tableau 4 - Mesures des coefficients de diffusion du dibloc 1 dans D,0.

Température (°C) Coefficient Coefficient
P PPGZOOO'DAT (mZ/S) PEGlooo'Thy (mZ/S)
5 5,88.10™" 8,71.10™
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Figure 22 - Spectre DOSY du dibloc 1 (PEG1ggo-Thy+PPGygp0-DAT), dans D,O a 5 °C (10 wt%).

L’observation de deux coefficients, spécifiques a chaque bloc, tendrait a prouver que les blocs
sont dissociés et que I’interaction Thy/DAT est rompue. On rappelle que les copolymeéres (et
donc les liaisons Thy/DAT) ont été préalablement formés par solvent cast dans le
dichlorométhane avant d’étre mis en solution dans 1’ecau. Toutefois, on note que les
coefficients mesurés sont légérement plus faibles que ceux des blocs élémentaires seuls, ce
qui impliquerait que les blocs PPG et PEG soient plus « volumineux ».

Dans I’hypothése ou les blocs et les copolymeéres supramoléculaires forment des micelles
avec un cceur hydrophobe plus dense pour Thy/DAT que pour Thy/Thy ou DAT/DAT
(constante d’association et interactions 7 plus fortes pour Thy/DAT), on peut imaginer que les
objets formés par le dibloc 1 soient mieux définis et plus stables. La densité d’empilement des
unités Thy/DAT permettrait alors d’introduire dans une micelle plus de molécules de dibloc
1. En retour, le volume de la couronne (chaines PEG et PPG gonflées) serait plus important.

Avec un copolymeére covalent, on n’observerait qu’un seul coefficient de diffusion, mais pour
le copolymeére supramoléculaire, 1’équilibre dynamique entre paire associée et unités libre doit
étre pris en compte : a tout instant, il peut donc exister des chaines PPG2g00-DAT et PEG1g00-
Thy non associées et dont les unités forme des liaisons hydrogéne avec des molécules d’eau.
Dans ce cas, elles sont hydrophiles et comparables aux chaines non greffées étudiées
précédemment, sous forme de pelotes statistiques gonflées qui diffusent rapidement. Les
coefficients observés seraient alors la moyenne du coefficient de diffusion du dibloc 1 auto-
associé en micelles cylindriques (micelles de volume important, coefficient de diffusion
faible) et du coefficient de diffusion des blocs supramoléculaires libres (pelotes statistiques de
petit volume, coefficients de diffusion plus élevés).° Les valeurs mesurées semblent
indiquer que les micelles de dibloc 1 sont prépondérantes.
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Enfin, I’expérience DOSY a été réalisée dans I’eau légere avec un insert de D,O, a 5 °C.
Comme dans I’eau lourde, on observe deux coefficients distincts quoique moins différents :
2,09.10™ m%s pour PPGoo-DAT et 3,23.10™* m?/s pour PEGigg-Thy. Il ne s’agit pas ici
d’un effet de la viscosité du solvant, H,O étant moins visqueux que D,0 (a 25 °C, 0.89 et 1.09
mPa.s respectivement)*® mais plus vraisemblablement de I’aptitude du solvant & solvater,
donc a gonfler, les chaines PEG et PPG (constante diélectrique : 78.5 et 78.06 a 25 °C
respectivement).

Conclusion générale sur la RMN

L’analyse RMN des copolymeéres supramoléculaires dans 1’eau, lourde ou légére, ne nous
permet pas de conclure clairement ni sur I’existence (ou la persistance) de la liaison
supramoléculaire Thy/DAT ni sur la formation d’objets auto-assemblés. Les conditions
opeératoires sont en effet limitantes : nécessité de travailler a basse température pour conserver
les blocs PPG sous leur LCST (milieu visqueux), échange des protons mobiles avec le solvant
(diminution voire disparition des signaux), et effet compétiteur du solvant a long terme
(déplacement de 1’équilibre supramoléculaire). Néanmoins, en s’appuyant sur d’autres
techniques, notamment la DLS qui sera présentée au Chapitre 4, et en considérant que I’eau
est un solvant sélectif des chaines PEG et PPG (a 5 °C), nous avons formulé I’hypothése que
blocs et copolymeéres supramoléculaires s’organisent en micelles constituées d’un cceur
cylindrique d’unités Thy et/ou DAT et d’une couronne de chaines PEG et/ou PPG. L’analyse
RMN dans différents solvants, sélectifs ou non, tend a confirmer cette hypothese, mais est
compliquée par I’effet compétiteur de 1’eau. Pour pallier ces difficultés opératoires, il faudrait
reproduire les analyses DOSY dans le toluéne, bon solvant des chaines PPG et PEG et
mauvais solvant des unités Thy et DAT. Le toluene est également moins visqueux (0.56 mPa
.8), n’est pas un solvant 6 des chaines ni un compétiteur des liaisons hydrogene. On peut donc
anticiper que les copolymeéres s’organiseront en micelles avec un ceeur cylindrique de paires
Thy/DAT, sans rupture irréversible des copolymeres.

Dans le cadre de la theése, nous avons cherché a montrer plus indirectement 1’existence
(persistance) de la liaison supramoléculaire Thy/DAT en étudiant les propriétés thermiques et
thermodynamiques des solutions aqueuses des copolymeéres par u-DSC.

Il. Exploitation des propriétés thermiques et
thermodynamiques pour I’étude des copolymeéres
supramoléculaires en solutions aqueuses

La LCST des blocs PPG supramoléculaires est un parameétre important a prendre en compte
pour la caractérisation et 1’utilisation de nos systémes encapsulants. Dans cette section, apres
avoir expliqué le phénomene de LCST (Lower Critical Solution Temperature) et montrer
comment il peut étre exploité pour induire I’auto-organisation des chaines de poloxameres en
solution aqueuse, nous montrerons comment I’analyse quantitative des propriétés thermiques
et thermodynamiques de ces systémes par u-DSC permet de mettre en évidence I’existence de
la liaison supramoléculaire Thy/DAT en solutions aqueuses.
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Nous nous intéresserons notamment aux valeurs des températures et des enthalpies de
micellisation.

1. LCST : définition

a. Polymeéres thermosensibles

Lors d’un changement de température, les solutions de polymeéres thermosensibles présentent
une séparation de phase : les polymeéres qu’ils contiennent subissent une transition de phase
réversible en passant d’un état soluble (en bon solvant) a un état effondré (en mauvais
solvant). La transition peut se produire par élévation de température, on parle alors de LCST
(Lower Critical Solution Temperature ou température critique inférieure de solubilité) ou par
abaissement de température, on parle alors de UCST (Upper Critical Solution Temperature ou
température critique supérieure de solubilité) (Figure 23).

T(C) 1 ) T(C) ¢t _
10 Point de
2 phases UCST f---> trogple
LCST p===
1 phase
Concentration ] Concentration j

Figure 23 — Diagrammes de phase de polymeéres thermosensibles de type LCST (& gauche) et UCST (& droite).**

Classiquement, la solubilité des polymeres augmente avec la température, mais les polyméres
thermosensibles présentent la particularité de devenir insolubles a une certaine température.
Le changement conformationnel des chaines a la transition entraine la turbidité de la solution
(point trouble) et se poursuit jusqu’a la précipitation du polymére. La solution présente alors
deux phases : 'une riche en polymeére et I’autre riche en solvant. La température de transition
de phase dépend de la concentration en polymere mais aussi de sa masse moléculaire. Pour un
polymére de masse donnée, la température minimum (ou maximum) mesurée sur la gamme
de concentrations correspond a la LCST (ou UCST).

Le comportement des polymeéres thermosensibles en solution (séparation de phase due a la
température ou a la dissolution) repose sur la nature et la force des interactions polymere-
solvant et polymére-polymere. Pour les polymeres thermosensibles hydrosolubles a LCST, il
s’agit des interactions hydrophobes (entre segments de la chaine polymére) et des liaisons
hydrogéne (polymere-eau). Avec 1’augmentation de la température, les liaisons hydrogene
entre le polymére et I’eau sont rompues au profit des interactions polymeére-polymére. Il s’en
suit un changement de conformation des chaines et donc de leur solubilité.*?

Dans la suite de ce manuscrit, on ne s’intéressera qu’aux polymeéres thermosensibles
hydrosolubles, notamment a LCST.
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i.  Polymeres a LCST

La Figure 24 présente un diagramme de phase de type LCST. On observe que les
températures de transition de phase dépendent de la fraction volumique (composition) du
polymeére en solution et du type de séparation de phase (binodale ou spinodale). La LCST
correspond a la concentration critique, se trouvant a ’intersection des courbes spinodale et
binodale.
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Figure 24 — Diagramme de phase de type LCST.*®

Le poly(N-isopropyl acrylamide), ou PNiPAm, figure parmi I’exemple le plus connu de
polyméres hydrosolubles thermosensibles.**** Compte tenu de sa LCST (32 °C) proche de la
température corporelle, ce polymere a été particulierement étudié pour des applications
diverses, notamment la vectorisation de substances thérapeutiques. Son changement de
conformation lors de sa transition de phase est représenté Figure 25. Il est intéressant de noter
que lors de cette transition, les chaines polymére ne sont pas totalement déshydratées. En
effet, lors de son changement de conformation de chaine gonflée a globule, le PNiPAm retient
66 % d’eau a I’intérieur de son volume hydrodynamique.*

Heating

Figure 25 — Transition de phase du PNiPAm.*2 Sous la LCST, la chaine polymére est gonflée et présente de
nombreuses liaisons hydrogéne avec les molécules d’eau. Au-dessus de la LCST, la chaine se replie sur elle-méme,
formant une globule dense pour minimiser les contacts avec I’eau et favoriser les interactions polymeére-polymeére.
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ii. ~ Polymeres a UCST

Les polymeres & UCST sont solubles en solution aqueuse au-dessus de la température critique
et deviennent insolubles lors d’une diminution de la température. Dans ce cas, ce ne sont plus
les liaisons hydrogene qui sont le moteur de la transition de phase mais les interactions
électrostatiques qui se forment entre chaines polymeéres (paires d’ions).

Trés peu de polymeres thermosensibles hydrosolubles présentent une UCST. L’exemple le
plus cité est celui de polymeéres zwitterioniques possédant sur chacune de leurs unités
monomeéres une charge positive et une charge négative (Figure 26).**%
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Figure 26 - Association de paires d’ions entre unités zwitterioniques.*®

b. Impact du greffage d’unités hydrophiles sur des chaines polyméres a LCST

La méthode la plus fréquente pour modifier la LCST d’un polymére thermosensible consiste
en la modification chimique de la chaine. Ainsi, incorporer des unités hydrophiles permet
d’augmenter sa solubilité dans I’eau et, par conséquent, sa température critique. La séparation
de phase est alors plus tardive. C’est ce qu’a par exemple démontré Lutz, en greffant des
chaines PEG sur un squelette de poly(méthacrylate), chaine hydrophobe ne présentant aucune
LCST. En faisant varier la taille et le taux de greffage des chaines PEG, le systéme
amphiphile formé présente une LCST allant de 26 & 90 °C.”® La variation de la LCST est
également observée pour des copolyméres & blocs statistiques,*® des copolymeéres diblocs de
type AB®*® ou des chaines pendantes greffées sur un squelette hydrophobe comme dans le cas
de Lutz. Il existe toutefois des systémes ou la LCST n’est pas impactée par la modification de
la chaine polymére. C’est le cas pour les systémes développés par Agut et al.* et Topp et al.®
pour lesquels le greffage d’unités hydrophiles ne modifie pas la LCST de la chaine initiale
(formation d’un copolymeére a blocs de type AB).

2. La LCST: levier de Il’auto-organisation des chaines polymeéres en solution
aqueuse

a. LCST et séparation de phase : contribution enthalpiques et entropiques

Pour les polymeres thermosensibles hydrosolubles, il est généralement admis que les
interactions dépendantes de la température sont les liaisons hydrogene (eau-polymere) et les
interactions hydrophobes (polymeére-polymére).*?#4°1%2 | 3 force de ces deux types
d’interaction évolue avec la température, ce qui résulte en une variation de la solubilité des
chaines polymeéres qui, par suite, changent de conformation. Plus précisément, la
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solubilisation d’un polymeére hydrosoluble est déterminée par 1’enthalpie libre du systeme G,
définie par :

G=H-TS
ol H et S sont respectivement I’enthalpie et I’entropie du systéme, et T la température.*?

La contribution enthalpique vient de la compétition entre les interactions intra (polymere-
polymeére) et intermoléculaires (solvant-polymere), comme les interactions de Van der Waals
et les liaisons hydrogéne.>*° La dissolution des chaines polyméres hydrophiles est favorisée
lorsque I’enthalpie de mélange est dominée par les liaisons hydrogéne formées entre les
molécules d’eau et les groupes polaires hydrophiles des chaines polyméres (AH < 0).%3>°

Les contributions entropiques proviennent du mélange des chaines polymeéres et du solvant
(favorable a la dissolution) et de I’organisation spécifique des molécules d’eau a proximité
des groupes hydrophobes de la chaine polymére (défavorable a la dissolution). Cette
organisation spécifique des molécules d’cau est prépondérante : elle entraine une diminution
de I’entropie du systéme et est a I’origine des interactions hydrophobes.*®

Sous la LCST, les interactions polymeére-solvant prédominent. Les molécules d’eau
établissent, avec les groupes hydrophiles des polymeres, des liaisons hydrogene tres
organisées autour des chaines et forment ainsi une cage de solvatation. Les liaisons
hydrogeéne étant enthalpiquement et entropiquement favorables, on a donc AG < 0, les chaines
polymeres sont bien solubles, sous forme d’ uniméres hydrophiles gonflés.

Au-dela de la LCST, les liaisons hydrogéne entre le polymere et le solvant sont faibles et
moins nombreuses. L’enthalpie favorable a la dissolution n’est plus assez élevée pour
compenser la perte d’entropie due a I’organisation des molécules d’eau autour des
groupements hydrophobes (AG > 0). Les interactions hydrophobes polymere-polymere sont
alors favorisées,* ce qui entraine une déshydratation des chaines polyméres qui deviennent
hydrophobes et insolubles dans I’eau. Elles expulsent I’eau et se replient sur elles-mémes afin
de présenter une surface minimale en solution : elles passent ainsi de chaines gonflées a des
globules effondrées et denses.*>*"® Ce changement de conformation permet de diminuer les
interactions défavorables polymere-solvant et 1’énergie libre du systéme. Macroscopiquement,
la solution devient turbide et le polymére précipite, c’est la séparation de phase.

b. LCST et micellisation des poloxameres

Comme décrit dans les chapitres précédents, les poloxaméres sont des copolymeres
amphiphiles triblocs de structure PEG-PPG-PEG, les blocs PEG externes étant hydrophiles et
le bloc PPG central étant hydrophobe.*® Il existe également des poloxaméres dit « inverses »,
avec un bloc PEG central et deux blocs PPG externes. Les blocs PPG et PEG présentant
chacun une LCST, les poloxaméres peuvent étre considérés comme des copolymeéres
amphiphiles thermosensibles. La valeur de la LCST varie avec la masse molaire de la chaine
et se situe autour de 15 °C pour un PPG d’environ 3000 g/mol® et au-dela de 80 °C pour un
PEG de 1000 g/mol.*>*
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Ces copolyméres peuvent s’auto-organiser en solution aqueuse en obéissant aux mémes
contributions enthalpiques et entropiques que celles évoquées précédemment pour les
homopolyméres thermosensibles (non amphiphiles). Les températures de transition de chaque
bloc étant trés différentes, on n’observe pas de séparation de phase du systéme comme
observé pour des homopolymeéres (agrégation et précipitation des chaines) mais la formation
d’objets en solution résultant de leur auto-organisation. Ainsi, lorsque la température de la
solution ou la concentration en poloxameére augmente, les chaines s’auto-organisent selon un
processus de micellisation.®® ®3 Le bloc PPG passant sa LCST devient hydrophobe tandis que
le bloc PEG reste hydrophile. Une température micellaire critique (CMT) et une concentration
micellaire critiqgue (CMC) peuvent alors étre définies.

La micellisation des copolymeres en solution aqueuse a une concentration précise repose sur
leur amphiphilie et les interactions de chaque bloc avec le solvant, le systéme cherchant a
diminuer son énergie libre.*>** Sous la CMT, ce qui revient & dire sous la température critique
des blocs PPG (LCST), tous les blocs étant en bon solvant, le copolymere est sous forme
d’uniméres gonflés et hydratés.®*®

Lorsque la température augmente, les blocs PPG passent leur LCST et deviennent
hydrophobes : les interactions hydrogene sont rompues et entrainent la déshydratation des
chaines.®®®® Cette température correspond & la CMT du copolymére. La contribution
enthalpique pour les blocs PPG devient donc thermodynamiquement défavorable et c’est la
contribution entropique qui gouverne la micellisation : elle augmente lorsque les molécules
d’eau cessent d’étre organisées autour des blocs PPG (cage de solvatation) et bougent
librement en solution.®

Ainsi, la déshydratation des blocs PPG, et par conséquent leur séparation du milieu aqueux,
est le moteur de la micellisation des chaines.®®®*"""° La formation de micelles avec un cceur
hydrophobe majoritairement composé de PPG permet de minimiser les interactions
défavorables polymére-eau. De plus, 1’auto-assemblage des blocs PEG hydrophiles en une
couronne dense hydratée confére aux micelles une stabilisation stérique.

Enfin, a forte concentration, certains poloxameres peuvent présenter une grande augmentation
de leur viscosité avec la température, menant a un phénoméne de gélation réversible. Ce
phénomene ne sera pas développé ici.

Les revues de Kataoka et al. " ainsi que de Voets et al. " explicitent en détails le processus
de micellisation en solution aqueuse pour des chaines copolymeres.

3. Mesure de la LCST des blocs et copolymeres supramoléculaires par UV-Visible

La LCST d’un polymére peut étre déterminée par diffusion de la lumiére,”® par analyse
calorimétrique différentielle & balayage’ " (Differential Scanning Calorimetry, DSC) ou par
mesure de la transmittance en UV-visible (méthode du point de trouble).”® C’est cette
derniére methode que nous avons utilisé pour déterminer la LCST du dibloc 1.
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Le bloc PPGauo-DAT entrant dans la composition de différents copolymeres a blocs
amphiphiles de 1’étude (dibloc 1, tribloc 1, ...), sa LCST a été préalablement déterminée. Son
diagramme de phase dans I’eau a été établi par la méthode de point de trouble pour des
concentrations de 0,35 a 25 % en masse (Figure 27.A).

Dans ces expériences, 1’intensité transmise par une solution de concentration donnée est
mesurée en fonction de la température. Le point de trouble correspond a la température
critique T (ou température de transition de phase) pour laquelle I’intensité transmise atteint
50 % de I’intensité incidente. La LCST est la température minimum du diagramme de phase
et est liée a un pourcentage massique particulier.
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Figure 27 — A) Diagramme de phase de PPG,q00-DAT en solution aqueuse, B) comparaison avec le diagramme de

phase de la Jeffamine M-2005 (PP Gq00-NH,).”
La LCST du bloc élémentaire PPGo00-DAT est voisine de 10 °C pour une solution a 5 % en
masse (Figure 27.A). La LCST du PPG2o00-NH>, précurseur de PPG,o00-DAT, a été mesurée a
la méme température mais pour une solution & 30% en masse (Figure 27.B).” Cette différence
notable peut étre attribuée a I’augmentation de 1’hydrophobie introduite par 1’unité DAT, qui
comme nous 1’avons expliqué précédemment est hydrophobe, bien que capable de former des
liaisons hydrogéne.®>

Dans le copolymere dibloc 1, PPG000-DAT + PEG1000-Thy, on pourrait anticiper a priori que
le bloc PEG hydrophile renforce 1’hydrophilie du systéme et augmente ainsi la LCST, comme
il a été observé pour les copolyméres PMMA/PEG de Lutz.” Le diagramme de phase du
dibloc 1, construit de la méme facon que precédemment, est identique a celle du bloc
élémentaire PPG2o00-DAT. La presence du bloc PEGiop-Thy n’affecte donc pas a posteriori
la solubilité et la LCST du bloc PPG200-DAT.

Cependant, ce résultat ne confirme pas nécessairement 1’absence de la liaison
supramoléculaire Thy/DAT. En effet, comme mentionné précédemment, le greffage d’unités
hydrophiles n’induit pas systématiquement une augmentation de la LCST d’une chaine
polymére hydrosoluble.®*° La liaison Thy/DAT peut donc étre formée sans que ’on note de
modification de la LCST du systeme. Pour confirmer ou infirmer cette hypothese, les
propriétés thermiques et thermodynamiques des copolymeéres supramoléculaires ont éte
étudiées par u-DSC.
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4. Etude des proprietés thermiques et thermodynamiques par p-DSC

a. Etude par u-DSC : informations sur les événements et la structure des systemes

La pu-DSC permet de mesurer les données thermodynamiques d’événements se produisant
pour un systéme polymere en solution aqueuse, tel qu’une transition de phase de type LCST
ou une micellisation.®

Lors du chauffage, ces processus sont repérés par un endotherme plus ou moins symetrique et
pouvant s’étaler sur une plage de températures plus ou moins large. Dans notre étude, ce pic
correspond a la déshydratation des blocs PPG qui conduit soit a la transition de phase (bloc
PPG seul, LCST) soit a la micellisation (copolymére, CMT). On repére deux températures :
Tonset, la température ou débute 1I’événement, et Teng, qui marque la fin de cet évenement.
Selon le systeme étudié, I’enthalpic mesurée est celle de la transition de phase ou de la
micellisation.®*®®

Dans le cas d’un copolymeére, Tonset correspond a la CMT, que I’on peut assimiler a la LCST
du bloc hydrophobe du poloxameére. Sa valeur diminue avec 1’augmentation de la taille et de
la fraction volumique des blocs hydrophobes, preuve que le PPG est déterminant dans le
processus de micellisation.®®

La DSC et la u-DSC ont été utilisées pour caractériser des mélanges binaires de polymeres et
des copolyméres de différentes architectures (greffés, a blocs, en Y).**%8 par rapport a la
méthode du point de trouble, cette méthode permet une mesure plus fine des températures de
transition de phase.®? De plus, elle va plus loin avec I’analyse des enthalpies des transitions de
phases qui permet de caractériser 1’effet de I’incorporation d’unités hydrophiles et I’impact de
I’architecture macromoléculaire du systeme. En effet, les chaines contraintes spatialement par
la présence d’un branchement obtenu par le greffage d’une nouvelle chaine hydrophile
(copolymeres en peigne, étoiles, réseaux) ou par la présence d’une chaine polymeére libre,
présentent des enthalpies de transition de phase plus faibles : la contrainte spatiale limite le
nombre de conformations possibles pour la chaine.

L’influence du greffage d’unités PEG sur des chaines de PNiPAm a ainsi été démontrée, en
comparant I’enthalpie de la chaine PNiPAm seule a celle de copolyméres diblocs PNiPAm -b-
PEG et celle de copolymeéres de type AB, (architecture en Y).%*®° Les enthalpies des blocs
PNiPAm des deux types de copolyméres sont plus faibles que celle de la chaine seule : les
blocs PNiPAmM sont donc contraints par les blocs PEG hydrophiles. De plus, a teneur égale en
unités PEG, les blocs PNiPAm des copolymeres AB, présentent les enthalpies les plus faibles,
c’est-a-dire une plus grande contrainte conformationnelle. Tang et al.** ont observé une
diminution des températures critiques en fonction du nombre croissant d’unités PEG, résultats
qui n’ont cependant pas été confirmés par Spévacek et al.®

Pour caractériser I’influence des blocs PEG sur le comportement en solution aqueuse des
copolyméres supramoléculaires et statuer sur I’existence/persistance de la liaison Thy/DAT,
nous nous sommes donc tournés vers cette technique.
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b. Partie expérimentale

Les analyses calorimétriques a balayage (Differential Scanning Calorimetry, DSC) ont été
réalisées sur un appareil de u-DSC7 evo (Setaram) sous atmosphére inerte (azote). Compareé a
un appareil de DSC classique, la un-DSC7 a une sensibilité accrue et est spécialement congue
pour I’analyse d’échantillons liquides.

Les copolyméres étudieés sont le dibloc 1 (PPGa20-DAT + PEGioeo-Thy), le tribloc 1
(PPGZOOQ-DAT + Thy-PEGzooo-Thy) et le tribloc 4 (PEGlooo-Thy + DAT-PPGzooo-DAT).

Leur formation par évaporation de solvant (solvent casting) est décrite au Chapitre 2. lls ont
ensuite été solubilisés dans I’eau a 4 °C sans agitation et maintenus a cette température 24 h
avant d’étre analysés (procédé de solubilisation des poloxaméres dans 1’eau, appelé cold
method®*3#%). Trois concentrations ont été étudiées : 0.5 — 5 — 10 % en masse de copolymére.

Les solutions aqueuses de copolymeére (V =~ 0.8 mL) sont équilibrées avec une référence
contenant la méme quantité d’eau pure, et sont soumises a des cycles de montée et de
descente en température, de 5 a 50 °C, avec une rampe de 0.1 °C/min. Chaque analyse débute
par une stabilisation de I’échantillon a 5 °C pendant 2 h.

C. Analyse du dibloc 1 - PEGlooo-Thy + PPGyggo-DAT
Le dibloc 1, PPG20p0-DAT + PEG000-Thy, est analysé par u-DSC.

Pour mesurer I’effet du bloc PEGigeo sur 1’enthalpie de transition du bloc PPGgapo, Ces
résultats sont comparés a ceux du bloc PPG2g0o-DAT seul (Figure 28.A), d’un mélange de
PPG2000-DAT et de MeO-PEG1000-OMe ne pouvant se lier par leurs extrémités (Figure 28.B)
et d’un homologue dibloc covalent PPG,00-NH-PEG1g00 synthétisé pour 1’étude (annexe 1)
(Figure 28.D).

Les échantillons B, C et D contiennent la méme proportion de PPGzg00 et de PEG1o00 (70 et
30% en masse respectivement). Les solutions de PPGo00-DAT seul tiennent compte de cette
proportion (70 %).
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Figure 28 - Systemes (co)polymeres étudiés : A) PPGyg-DAT, B) PPG,p0-DAT + PEG non fonctionnel, C) dibloc 1
PPGyg-DAT + PEGlooo'Thy, D) hOmOlOgUe dibloc covalent PPGp00-NH-PEG1 g9,
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Les thermogrammes obtenus au chauffage pour ces quatre échantillons a 0.5 % sont donnés
Figure 29. Pour tous, on observe un endotherme dont la température de début T oneet
correspond au début de la transition de phase. Le changement d’enthalpie est maximal a T pax.
Aucun autre événement thermique n’est observé au-dela de 45 °C.
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Figure 29 — Thermogrammes des solutions a 0.5% des systéemes (co)polymeres a base de PP Gy

L’intégration du flux de chaleur en fonction du temps fournit I’enthalpie de transition AH.
Cette valeur est rapportée au nombre d’unités monomeéres PG du bloc (Tableau 5). On
suppose ici que les quelques unités EG du bloc PPG ne participent pas a la déshydration.

Tableau 5 — Données thermodynamiques mensurées par u-DSC, a 0.5 % wit.

i Tonset Tinax AH (k.]/mol)
Echantillon (°C) (°C) par unité de PG
PPG,y0-DAT 15.4 27 5.7
PPGQ()OO—DAT + PEG1000 13.7 23 4.4
Dibloc covalent
PPGZOOO'NH'PEG]_OOO 199 262 38
Dibloc 1
PPGan-DAT + PEGunrThy | -7 | 263 3

De facon générale, les températures et les enthalpies de transition dépendent de la
concentration et du degré de polymérisation du polymére. Cependant, aux faibles
concentrations et/ou pour des masses molaires faibles (M, < 4000 g/mol), I’enthalpie de
transition est de I"ordre de 5 a 8 kJ/mol par unité PG.?*® Ainsi, une solution agueuse a 0.5
wt% en PPG de masse M, = 2000 g/mol montre une transition de phase vers 22 °C, avec une
enthalpie AH = 7.5 kd/mol par unité PG.2°

On observe que pour cette concentration de 0.5 %, les échantillons constitués de blocs
PPG2o00 Ont des températures de transition comparables (23 a 27 °C), mais des enthalpies
associees plus faibles (3 a 5.7 kJ/mol) que pour la chaine PPG2gp non fonctionnelle (22 °C et
7.5 kJ/mol). Ce résultat suggere que les blocs PPGg00 des systemes etudiés sont contraints de
maniére plus ou moins forte. Ces contraintes, ¢’est-a-dire le nombre limité de conformations
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que peut prendre le bloc PPG dans le systéme, sont liées d’une part a la rigidité des unités
supramoléculaires a son extrémité (unités aromatiques DAT, effet d’ancrage et interactions
Thy/DAT)®"®8 et d’autre part a son incompatibilité avec le bloc PEG. On se souviendra
également que, suite aux résultats de la RMN sous la CMT, nous avons émis I’hypothése que
blocs et copolymeéres supramoléculaires s’organisent en micelles cylindriques avec un coeur
hydrophobe d’unités Thy et/ou DAT et une couronne de chaines hydrophiles PEG et/ou PPG.
L’analyse DLS du dibloc 1 & 0.5 % confirme la formation d’objets a 5 et 10 °C (Chapitre 4).
Cette organisation est propre a contraindre les chaines PPG.

Ainsi, la rigidité de I’unité DAT et/ou 1’organisation en micelles cylindriques se manifestent
par une diminution de I’enthalpie de transition de la chaine PPG2pp9 Nnon fonctionnelle (pelote
statistique non contrainte) : elle passe de 7.5 a 5.7 kJ/mol pour le bloc PPGp00-DAT (-24 %).
L’incompatibilité entre la chaine PPG2goo-DAT et une chaine PEG1oqo libre se traduit par une
diminution supplémentaire de I’enthalpie de transition de -23 % (5.7 a 4.4 kJ/mol).

Lorsque le bloc PEGggo est lié au bloc PPG2ggo par une liaison covalente (lien amine, dibloc
covalent), I’enthalpie de transition chute de 49 % par rapport a la chaine PPGap Nnon
fonctionnelle (7.5 a 3.8 kJ/mol). Ce résultat traduit la frustration du bloc PPG contraint de
s’organiser pour minimiser ses interactions défavorables avec le bloc PEG.

Pour le dibloc 1, on a fait I’hypothése que les interactions entre unités Thy/DAT du cceur des
micelles cylindriques (liaisons hydrogéne et interactions ©) sont particulierement fortes : le
cceur et la couronne est donc trés denses. Dans ce cas, on anticipe donc une contrainte
supplémentaire par rapport au mélange PPG2000-DAT (micelles moins denses) et PEG;o00 NON
fonctionnel (incompatibilité des blocs). C’est bien ce que I’on observe puisque 1’enthalpie est
abaissée de 32 % : elle passe de 4.4 a 3 kJ/mol.

Pour confirmer que cette baisse enthalpique est bien due a la liaison supramoléculaire
Thy/DAT, on réalise I’analyse pu-DSC d’un mélange PPGg0-DAT et PEGiog-Thy non
associes préalablement par évaporation de solvant (solvent cast). Les blocs supramoléculaires
sont dissous séparément dans I’eau a 5 °C et maintenus pendant 72 h, avant d’étre mélangés
pour étre analysés. Dans ce cas, chaque bloc s’organisera potentiellement en micelles
cylindriques, sans possibilité de se réarranger pour former des micelles de dibloc. Par ailleurs,
I’cau pouvant établir des liaisons hydrogéne avec les unités Thy et DAT libres, une certaine
quantité de blocs pourraient étre sous la forme de pelote statistique (chaine toute hydrophile).
Les résultats obtenus sont comparés a ceux du dibloc 1 (liaison supramoléculaire préformée
en masse) et du mélange non associatif PPG000-DAT + PEG1090 Nnon fonctionnel (Tableau 2).

Tableau 2 — Comparaison des données thermodynamiques de systémes contenant le bloc PPGyy0-DAT & 0.5 % wit.

Echantillon -{:&S;t Toax (°C) , aAr l: n(ilft\]é/dmeollzze
PPGzoxgi]?islgggfsoo_Thy 135 22 46
F'\’/Igeclsi;g-epr}g? et | 137 23 s
PPGzoos-DB\I'It')I-IC-) CPlEGmOO.Thy 15.7 26.5 3
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Il apparait que le mélange solvaté se comporte de la méme facon que le mélange non
associatif : les blocs PPG et PEG sont indépendants. Ce résultat confirme que 1’abaissement
d’enthalpie de transition observée pour le dibloc 1 a bien pour origine I’existence de la liaison
supramoléculaire entre les blocs et son organisation en micelles cylindriques denses, stables
tout du moins durant le temps de I’expérience (~ 18 h).

La méme tendance est observée pour des solutions plus concentrées, a 5 et 10 % (Tableau 3).

Tableau 3 - Données thermodynamiques mensurées par u-DSC a 5 % et 10wt%.

Concentration . Tonset T max AH (kJ/mol)
(Wi%) Echantillon C) | (°C) oar unité de PG
PPG,p-DAT 13.6 215 6.7
PPG,00-DAT + PEGg00 11.8 19 4.4
5% Dibloc covalent
PPGioo-NH-PEGuos 212 24 34
Dibloc 1
PPGZOO()'DAT + PEGlooo‘Thy 13 211 32
PPGyyo-DAT 125 20 6.4
PPGp0o-DAT + PEG 00 10.3 17.1 3.9
Dibloc covalent
0,
10 % PP Gaso-NH-PEGuang 118 | 203 3.1
Dibloc 1 113 | 181 29

PP Ggooo- DAT + P EGlooo-Thy

Les valeurs de Tonset Mesurées pour PPGaopo-DAT aux trois concentrations ne sont pas
exactement celles mesurées par 1’expérience du point trouble, ce qui peut s’expliquer par une
différence de sensibilité de la mesure. De plus, on note que les événements thermiques du
dibloc 1 se produisent aux mémes tempeératures que pour le bloc monofonctionnel PPGg00-
DAT seul, pour les trois concentrations. Ceci montre que les blocs PEG 1000-Thy n’ont pas
d’effet sur I’hydrophilie du bloc PPGaggo.

d. Analyse du tribloc 1 — PPG2p00-DAT + Thy-PEG2000-Thy

Dans le Chapitre 2, nous avons observé que le tribloc 1, PPGyop0-DAT + Thy-PEG000-Thy,
se caractérise par une constante d’association Thy/DAT forte dans le toluéne. L’analyse p-
DSC de son comportement en solution dans 1’eau sera comparée a celle du bloc PPGagpo-DAT
seul et celle du dibloc 1 étudié précédemment, contenant également le bloc PPGgpo-DAT et
présentant le méme ratio PPG/PEG de 70/30. On se limite ici a des solutions a 5 % en masse.
Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 4.

Tableau 4 — Données thermodynamiques mesurées par u-DSC, a 5 % wt.

- . . AH (kJ/mol)
PPG,upo-DAT 13.6 215 6.7
Dibloc 1
PPGZO()O'DAT + PEGlooo'Thy 13 211 3.2
Tribloc 1
PPGaoy DAT + Thy-PEGaeThy | - 21.2 27
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Comme observé pour le dibloc 1, les événements thermiques du bloc élémentaire PPG2goo-
DAT seul et du copolymeére tribloc 1 sont comparables. L ajout du bloc central Thy-PEGp00-
Thy ne semble pas modifier 1’hydrophilie du bloc PPG2no-DAT. Toutefois, la encore,
I’enthalpie de transition du tribloc 1 est fortement abaissée par rapport au bloc PPG,p00-DAT
seul : 6.7 & 2.7 kd/mol pour le tribloc 1 (-60 %). On observe donc également 1’effet des
associations supramoléculaires Thy/DAT couplée a I’incompatibilité avec le bloc central
PEG000. La structure, tribloc vs dibloc, joue également un role, bien que moins marqué, la
perte d’enthalpie étant de -16 % entre le dibloc 1 et le tribloc 1.

e. Analyse du tribloc 4 — PEGlooo-Thy + DAT-PPGq00-DAT

Comme le tribloc 1, le tribloc 4, DAT-PPG2000-DAT + PEGig00-Thy, présente une constante
d’association Thy/DAT des plus élevées dans le toluene (Chapitre 2). Son comportement en
solution aqueuse est comparé a celui du bloc difonctionnel DAT -PPG2000-DAT et a celui de
son homologue covalent, le Synperonic PE/P84 (EO19-PO43-EO19, M, = 4200 g/mol).
L’analyse en p-DSC est conduite sur des solutions a 0.5, 5 et 10 % en masse. Les résultats
sont rassemblés dans le Tableau 5.

Tableau 5 - Données thermodynamiques mensurées par p-DSC pour le tribloc 4, & 0.5, 5 et 10 wt%o.

Concentration . Tonset Tmax | AH (kJ/mol) par
(Wi%) Echantillon C) | (C) Rl
PPGyy0-DAT 15.4 27 5.7
DAT-PPGy0-DAT 13.9 20.7 6.1
05 Synperonic PE/P84 254 26.7 1.1
Tribloc 4
DAT-PPGy0-DAT + 14.8 205 1
PEGl_ooo-Thy
PPGyy0-DAT 13.6 215 6.7
DAT-PPGy0-DAT 6.7 13.3 4.7
5 Synperonic PE/P84 21.1 24 2
Tribloc 4
DAT-PPG0-DAT + 8.6 14 1.5
PEG]__ooo-Thy
PPG,oo-DAT 125 20 6.4
DAT-PPGyu0-DAT 6.3 12.2 5.1
10 Synperonic PE/P84 19 22 2
Tribloc 4
DAT‘PPGZ()OO-DAT + 7.2 12.2 14
PEGlooo-Thy

A titre de comparaison, les données de PPGao00-DAT ont également été reportées dans le
Tableau 5.

On observe que si le comportement du bloc difonctionnel DAT-PPG2000-DAT est comparable
a celui du monofonctionnel PPG2000-DAT a faible concentration (0.5 %), sa LCST intervient
beaucoup plus tot aux plus fortes concentrations (~6 °C vs ~13 °C). Ce résultat traduit une
diminution de I’hydrophilie de la chaine PPGyggo difonctionnelle par I’introduction des unités
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DAT hydrophobes. De la méme fagon, on observe que ses enthalpies de transition sont plus
faibles (~ 5 vs 6.5 kJ/mol) ce qui reflete la contrainte supplémentaire apportée par la seconde
unité en bout de chaine. En effet, les deux unités terminales de la chaine PPG imposent que
cette derniére adopte des conformations spécifiques pour minimiser les répulsions DAT/eau.
Les chaines s’organisent alors sous forme de micelles cylindriques : a 0.5 %, sous la CMT, la
DLS montre I’existence d’objets de taille comparable a celle du dibloc 1 (Chapitre 4).

La forte diminution de la température de transition aux plus fortes concentrations est
également observée pour le tribloc 4, les événements thermiques se produisant environ aux
mémes températures que pour le bloc élémentaire DAT-PPG000-DAT seul. Comme observé
pour le dibloc 1 et le tribloc 1, ce résultat montre que les blocs PEGigpo-Thy externes n’ont
pas d’effet sur I’hydrophilie du bloc PPGaoe0. En revanche, les enthalpies de transition du
tribloc 4 sont treés fortement diminuées, quelle que soit la concentration, par rapport au bloc
difonctionnel DAT-PPG2000-DAT (~ -80 %).

Comme pour les autres copolymeres supramoléculaires, on retrouve en plus de D’effet
d’incompatibilité avec les blocs PEG, I’effet de contrainte imposée par les liens Thy/DAT et
la micellisation cylindrique du tribloc. En effet, I’analyse DLS de cette solution montre que
sous la CMT des objets sont formés (Chapitre 4). Pour le tribloc 4, la diminution de
I’enthalpie par rapport au bloc élémentaire correspondant est beaucoup plus marquée que pour
le dibloc 1 (-80 % vs -47 %). La encore, c’est la difonctionnalité qui impose un nombre trés
réduit de conformations pour le bloc central PPG,yo. L’homologue covalent Synperonic
PE/P84 présente des enthalpies de transition comparables a celles du tribloc 4. L’analyse
DLS de sa solution a 0.5 % montre la présence d’objets de taille voisine (Chapitre 4).

Conclusion sur les études en u-DSC

La u-DSC se révele étre un outil puissant et fiable pour caractériser les copolymeres
supramoléculaires et mettre en évidence les contraintes imposées sur les blocs PPG par leur
organisation avant la CMT. Alors que les températures de transition ne mettent pas en
¢vidence I’impact des blocs hydrophiles PEG sur le comportement thermosensible des blocs
PPG, I’analyse des enthalpies de transition de phase le permet. On distingue ainsi les
différentes contributions du systéme aux contraintes exercées sur le bloc PPG:
I’incompatibilité avec les blocs hydrophiles PEG, la fonctionnalité de la chaine PPG et la
densité des micelles formées qui dépend des forces supramoléculaires entre unités Thy et
DAT (liaisons hydrogéne et interactions nt). L’ensemble de ces résultats tend a prouver que les

interactions Thy/DAT sont établies et perdurent, au moins sur le temps de 1’expérience de p-
DSC (18 h).
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Conclusion

Dans ce chapitre, notre de but était de caracteériser la liaison Thy/DAT en solution aqueuse et
de mettre en évidence sa persistance, en partant de copolymeres supramoléculaires dont les
liaisons Thy/DAT sont préformées en masse.

Sous la CMT des copolymeres en solution aqueuse, le suivi des deplacements chimiques
caractéristiques des unités Thy et DAT en RMN *H dans I’eau lourde n’apporte aucune
information et ne permet pas d’évaluer la constante d’association Kyhypat, les protons labiles
permettant de quantifier la force de I’interaction Thy/DAT s’échangeant avec D,0. Dans I’eau
légere, les resultats semblent de prime abord indiquer que la liaison est rompue, les
déplacements chimiques des protons labiles impliqués dans la liaison ne variant pas.
Toutefois, I’analyse du déplacement chimique des protons méthyliques de la thymine suggere
I’établissement d’interactions m trés fortes dans I’eau. L’effet antagoniste des liaisons
hydrogéne (déblindant) et des interactions n (blindant) sur les protons impliqués dans
I’interaction Thy/DAT pourraient alors expliquer la constante (fortuite !) de leur déplacement
chimique.

Corrélés aux résultats de DLS qui montrent que les copolyméres forment des objets de taille
bien supérieure a celle d’un unimére (Chapitre 4), et en considérant 1’hydrophobie des unités
Thy et DAT, nous pensons que les blocs élémentaires et les copolymeéres s’organisent en
micelles cylindriques avec un cceur d’unités supramoléculaires associées (liaisons hydrogeéne
et interactions m) et une couronne de chaine PEG et/ou PPG. Lorsque les interactions
supramoléculaires sont plus fortes (Thy/DAT vs Thy/Thy ou DAT/DAT ; interactions =«
renforcées par un volume stérique plus faible), les micelles cylindriques sont plus denses
(cceur et couronne). L’expérience de RMN DOSY montre en effet que les coefficients de
diffusion des copolymeres sont plus faibles que ceux des blocs élémentaires.

L’analyse en p-DSC appuie également cette hypothese. Alors que les températures de
transition ne varient pas entre les blocs élémentaires PPG et leurs copolymeéres, on observe
une diminution importante de leur enthalpie de transition associée (déshydratation). Cette
diminution traduit les contraintes imposées au bloc PPG : [I’organisation en micelles
cylindriques contraint les blocs PPG et ce, d’autant plus fortement que le bloc est plus
fonctionnel. De méme, les contraintes seront d’autant plus fortes que les micelles cylindriques
sont plus denses, ce qui est le cas pour les copolymeéres.

La persistance de la liaison Thy/DAT dans I’eau reste cependant en question. Comme nous
I’avons expliqué, cette association est en équilibre dynamique avec ses unités non associees.
Bien qu’hydrophobes, les motifs Thy et DAT sont polaires et protiques, et donc capables de
former des liaisons hydrogeéne avec quelques molécules d’eau. Ainsi, I’eau agissant comme
un compétiteur de liaison hydrogéne empécherait la réassociation des unités et, de proche en
proche, déplacerait 1’équilibre thermodynamique dans le sens de la dissociation. Au final, les
liaisons Thy/DAT seraient rompues, ce qui aboutirait a la disparition du caractere amphiphile
nécessaire a la formation des objets encapsulants.
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Toutefois, on notera que sous la CMT, les unités Thy/DAT sont au cceur des micelles et
empilées de facon dense avec des interactions © supplémentaires. L’équilibre et la diffusion
des molécules d’eau vers le cceur hydrophobe sont donc vraisemblablement trés ralentis. En
revanche, au-dela de la CMT, les chaines PPG devenant hydrophobes, la morphologie
pourrait évoluer et modifier la dynamique de 1’association Thy/DAT.

Dans le chapitre suivant, on s’intéresse donc a caractériser les objets formés par les
copolyméres supramoléculaires dans 1’eau, avant et aprés leur CMT, et a leur stabilité.
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Chapitre 4 : Objets a base de copolymeres supramoléculaires en solution aqueuse

Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons montré qu’a basse température, quand les blocs PEG
et PPG sont en bon solvant, les copolymeéres supramoléculaires sont amphiphiles et s’auto-
assemblent pour minimiser les interactions défavorables des paires Thy/DAT hydrophobes
avec ’eau. L’hypothése d’un auto-assemblage cylindrique ou elles sont empilées par
interaction t est supportée par les analyses RMN et u-DSC.

Dans ce chapitre, nous cherchons a confirmer cette hypothése en caractérisant ces objets
formés a basse température (blocs PEG et PPG en bon solvant, paires Thy/DAT hydrophobes)
et a plus haute température quand les blocs PPG se déshydratent. L’étude est réalisée sur les
copolymeres formant les liaisons Thy/DAT les plus fortes : le dibloc 1 (PPGau0o-DAT +
PEG1000- Thy) et les triblocs 1 et 4 (PPGzooo-DAT + Thy-PEezooo-Thy et PEGlooo-Thy +
DAT-PPG2000-DAT) (Figure 1).

Les objets supramoléculaires sont caractérises par différentes techniques physico-chimiques :
spectroscopie de fluorescence (détermination de la concentration micellaire critique),
diffusion dynamique de la lumiere en température et microscopie cryo-MET.
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Figure 1 — Structure chimique des copolymeres a blocs amphiphiles supramoléculaires : A) dibloc 1, B) tribloc 1 et C)
tribloc 4.
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.  Concentration micellaire critique et formation d’objets en
solution aqueuse

1. Introduction

a. Association Thy/DAT et formation d’objets

Les blocs supramoléculaires PEG greffés Thy donnent des solutions aqueuses homogénes
quelle que soit la température, les chaines PEG étant en bon solvant. En revanche, les
solutions aqueuses des blocs PPG greffés DAT ne sont homogenes qu’a basse température
mais précipitent a plus haute température.! Ainsi, & haute température, la chaine PPG greffés
DAT est totalement hydrophobe.

Pour le dibloc 1, nous avons montré au Chapitre 3 que la liaison Thy/DAT, préalablement
formée par évaporation de solvant chloré (Chapitre 2) était bien maintenue dans 1’eau. Les
blocs PPG et PEG, ainsi attachés, forment un copolymére a bloc amphiphile
supramoléculaire, avec le bloc PEGiog-Thy hydrophile polaire, et le bloc PPGago-DAT
hydrophobe apolaire. Sous la LCST du bloc PPG, les deux blocs sont hydrophiles tandis que
la paire Thy/DAT est hydrophobe. Nous avons posé 1’hypothése que le copolymére s’organise
alors en micelles au cceur hydrophobe cylindrique avec les paires supramoléculaires (liaisons
hydrogéne et interactions m) protégees du milieu par les chaines PEG et PPG gonflées.
Lorsque les blocs PPG dépassent leur LCST (CMT, température critique de micellisation), le
copolymére adopte une nouvelle auto-organisation pour diminuer 1’énergie du systéme
(micellisation).”™ Ces objets micellaires sont formés d’un coeur de blocs PPG et d’une
couronne de blocs PEG. Les paires Thy/DAT sont probablement situées a I’interface des deux
domaines.

b. Concentration Micellaire Critique

En u-DSC, nous avons observé le processus de micellisation déclenché par la température
(CMT, Chapitre 3). On cherche ici & déterminer la concentration micellaire critique (CMC).?

La CMC est un paramétre important pour caractériser 1’auto-assemblage des systémes
amphiphiles. Au-dela de cette concentration, dont la valeur varie avec la masse molaire, la
composition et I’architecture des copolymeres, ces derniers s’auto-organisent pour former des
objets.”> Comme exposé dans le Chapitre 1, selon la taille respective des blocs hydrophiles et
hydrophobes, de la concentration en copolymere et de la température, ces objets peuvent étre
de forme sphérique, cylindrique ou lamellaire.®

Sous la CMC, les copolyméres amphiphiles classiques sont sous forme d’uniméres non
assemblés. Au-dela de la CMC, il existe un équilibre dynamique entre les copolymeéres auto-
assemblés dans les micelles et les uniméres en solution.>>"® Lorsque la concentration en
copolymeére augmente, le nombre de micelles augmente, mais a 1’équilibre, la concentration
en uniméres reste constante et égale a la CMC. La micellisation et I’évolution des
morphologies peuvent se faire sur une gamme de concentrations au voisinage de la CMC.
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Comme évoqué précedemment, la valeur de la CMC des copolymeres a blocs dépend
fortement de la taille des blocs. Ainsi, augmenter celle du bloc hydrophobe reléve
I’hydrophobie du copolymére et favorise sa ségrégation dans le cceur hydrophobe des
micelles : la CMC diminue.? A Dinverse, ’augmentation de la taille du bloc hydrophile
diminue ’hydrophobie du copolymére et augmente sa solubilité : la CMC n’est dépassée que
pour de fortes concentrations.

Enfin, connaitre la CMC d’un systeme amphiphile destiné & I’encapsulation est crucial car
celle-ci détermine la stabilité des micelles & la dilution.’®** Différentes techniques permettent
de déterminer la CMC de copolyméres & blocs : mesure de la tension de surface,*? diffusion
dynamique de la lumiére,® diffusion de neutrons ou de rayons X aux petits angles (SANS™ et
SAXS™), DSC,” ou encore spectroscopie de fluorescence.’® Dans notre étude, nous avons
choisi cette derniere méthode.

2. Mesure de la CMC par spectroscopie de fluorescence

a. Partie théorique

Les techniques par diffusion (lumiére, neutrons ou rayons X) permettent de détecter le debut
de la micellisation seulement si celle-ci se produit dans une gamme de concentrations ou la
technique est opérationnelle. La spectroscopie de fluorescence autorise de sonder des gammes
de concentrations plus étendues. Dans cette expérience, une molécule-sonde fluorescente et
hydrophobe migre dans le cceur hydrophobe des micelles pour minimiser ses interactions
défavorables avec la solution aqueuse. Expérimentalement, on suit I’évolution de sa
fluorescence avec la polarité de son environnement proche. La sonde fluorescente la plus
fréquemment utilisée est le pyréne, un hydrocarbure polyaromatique hydrophobe. Son spectre
de fluorescence présente une bande d’émission & 333 nm trés sensible a la polarité du
milieu.*®'” Aux faibles concentrations, sous la CMC, le pyréne est soluble dans ’eau (0.13
mg/L & 25 °C). Au-dessus de la CMC, le pyréne migre vers les cceurs hydrophobes des
micelles : la polarité de son environnement change radicalement. On observe alors un
déplacement de sa bande d’émission vers les grandes longueurs d’ondes (déplacement
bathochrome a 336.5 nm) et Iaugmentation de son intensité. La CMC est déterminée en
tracant le rapport des intensités a ces deux longueurs d’onde, lszss/lsss, pour différentes
concentrations. La valeur de la CMC correspond a la rupture de pente (intersection de deux
droites).

b. Partie expérimentale

Les mesures de CMC ont été réalisées avec un spectromeétre de fluorescence Jasco FP-8200.
Les spectres d’émission des solutions de copolyméres en présence de pyréne ont été
enregistrés a température ambiante entre 310 a 350 nm avec une longueur d’onde d’excitation
de 373 nm.

Des solutions aqueuses de (co)polyméres supramoléculaires sont préparées avec des
concentrations allant de 0.02 mg/L & 740 mg/L. 100 pL d’une solution de pyréne (12 .10
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mol/L. dans 1’acétone) sont ajoutés et 1’acétone est €vaporée sous hotte a température
ambiante. Les solutions de (co)polymere sont ajoutées aux piluliers, et une concentration de
6.10"" mol/L en pyréne est atteinte. En effet, la concentration en pyréne doit étre la plus basse
possible de sorte que la rupture de pente soit la plus marquée possible. Les solutions sont
ensuite équilibrées 24 h a température ambiante et dans le noir, avant d’effectuer les mesures.

c. Mesure de la CMC du dibloc 1

La détermination de la CMC du dibloc 1 est réalisée (solutions de 0.02 a 740 mg/L) et
comparée a celle du bloc élémentaire PPG,000-DAT. Le rapport PEG/PPG étant de 30/70 dans
le dibloc 1, les solutions aqueuses de PPG200-DAT ont été ajustées pour respecter les mémes
concentrations en PPG (solutions de 0.015 a 520 mg/L).

Les résultats sont présentés Figure 2.
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Figure 2— A) Spectres d’émission du pyrene en solution aqueuse de A) PPG,q-DAT et C) dibloc 1 a différentes
concentrations (Aex = 373 nm). Variation du rapport d’intensité I3355/1333 en fonction du log de la concentration en B)
PPGzooo-DAT et D) dibloc 1.

Pour le bloc élémentaire PPGao00-DAT, aucun déplacement de la bande d’émission du pyréne
ni augmentation significative de son intensité ne sont observés sur la gamme de
concentrations analysée (Figure 2.A et B). En effet, le bloc n’est amphiphile que pour des
températures faibles (5°C, hypothese de micelles cylindriques), quand la chaine PPG est
hydrophile et 1’unit¢é DAT hydrophobe. Au-dela, comme c’est le cas pour cette mesure a
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température ambiante, 1’ensemble du bloc est totalement hydrophobe et ne peut donc s’auto-
organiser pour former des objets.

Pour le dibloc 1, le déplacement bathochrome de la bande d’émission et 1’augmentation de
I’intensité sont en revanche trés nettes (Figure 2.C), et la rupture de pente correspond & une
concentration de 22 mg/L, soit 6,1.10° mol/L. Ce résultat démontre la formation d’objets en
solution aqueuse comme pour les copolyméres amphiphiles classiques (poloxaméres).?>®
Dans ce cas, le caractere amphiphile est apporté par les chaines PPG hydrophobes, au cceur, et
la chaine PEG hydrophile, dans la couronne.

d. Stabilite du dibloc 1 en solution aqueuse

Afin d’évaluer la stabilité des objets formés en solution aqueuse par le dibloc 1, la CMC a été
mesurée dans le temps a J+1, J+14 et J+30 sur les solutions préparées initialement (Figure 3).
Alors que la valeur reste stable sur deux semaines (22 mg/L), elle croit drastiquement a 178
mg/L aprés 30 jours (Figure 3B). La perturbation de la CMC indique que la formation des
objets est plus difficile, ce qui suggére que la balance amphiphile est fortement diminuée.
Comme nous I’avons expliqué précédemment, 1’interaction supramoléculaire Thy/DAT est en
équilibre dynamique avec les unités non associées. Bien qu’hydrophobes, les unités Thy et
DAT sont polaires et protiques et donc capables de former les liaisons hydrogene avec des
molécules d’cau. Ainsi 1’eau peut agir sur ces unités, non comme un solvant mais comme un
compétiteur de liaisons hydrogene, qui empéche la réassociation des unités Thy et DAT. En
conséquence, de proche en proche, le copolymére est rompu en blocs élémentaires PPG 2q00-
DAT et PEG1o00-Thy, peu amphiphiles et incapables de s’auto-organiser dans I’eau.

Pour résumer, aprés 30 jours, la concentration réelle en copolymeére supramoléculaire a
fortement diminuée, ce qui se traduit par une CMC apparente trés perturbée. Ce résultat
démontre néanmoins que la liaison supramoléculaire Thy/DAT du dibloc 1 est stable au
moins 14 jours, ce qui est une avancée considérable si I’on compare a la stabilité de 48 h de
dispersions de nanotubes greffés Thy sur lesquels sont attachées de chaines PPG 000-DAT.*®
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Figure 3 — Variation du rapport d’intensité I3355/1333 en fonction du log de la concentration du dibloc 1 mesurée A) le
jour méme et B) aprés 30 jours.
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Néanmoins, une stabilité dans 1’eau inférieure a un mois n’est pas satisfaisante pour une
application cosmétique, dont le temps de vie exigé est de 3 ans. Toutefois, les formulations
cosmétiques contiennent également des solvants hydrophobes. On peut donc penser que le
contact direct et prolongé avec 1’eau y sera plus limité et que la stabilité des copolymeres sera
renforcée. 1l sera nécessaire d’évaluer cette stabilité pour ces formulations, ainsi qu’en
présence de molécules hydrophobes encapsulées.

Il. Détermination de la taille et de la forme des objets formés
par les copolymeéres supramoléculaires par DLS

1. Introduction

a. Etude des poloxameres en DLS

Les poloxameéres sont de formule chimique génerale suivante :
H(OCH,CH3)x(OCH(CH3)CH,),(OCH2CH2)xOH. Les objets formés par les poloxameéres en
solution aqueuse ont fait I’objet de nombreuses études, notamment en diffusion de la lumiere
(statique ou dynamique),®'®?* cette technique permettant de déterminer la taille et la forme
des objets micellaires. Pour les poloxameres L64, P85, F88, F68 et F127, la taille (rayon
hydrodynamique) des unimeres triblocs et des micelles formees est d’environ 1 nm et 10 nm
respectivement, au-dela de leur CMT (Tableau 1).2

Tableau 1 — Caractéristiques de 5 références poloxaméres : masses molaires et rayons hydrodynamiques?

Reéférence M, Fraction massique | Ry des unimeres Ry des micelles
(g/mol) de PEG (%) (nm) (nm)
L64 2900 40 - 10-125
P85 4600 50 1.8 8
F68 8400 80 2.3 8
F88 11400 80 - 105-13
F127 12600 70 - 10.2

L’analyse DLS de différents poloxaméres révéle la présence en solution de populations
distinctes : unimeres, micelles et « agrégats de micelles ». Leur proportion relative dépend
fortement de la concentration en polymére et de la température a laquelle la mesure est
réalisée.>*?*% Ainsi, Zhou et al. ont défini trois domaines de température : le premier ol les
poloxameéres sont majoritairement sous forme d’uniméres, le second dit de transition ou
coexistent uniméres et micelles et le troisiéme ot les micelles sont prépondérante.?® Ces trois
domaines de température correspondent au procédé de micellisation décrit et étudie par p-
DSC au Chapitre 3 : le domaine de transition débute a la CMT (Tonset mesurée en u-DSC,
début de la micellisation) et se termine a la température Tofreet (fin de la micellisation). Au-
dela de cette température, les micelles sont majoritaires. A titre d’exemple, la micellisation du
poloxameére P85 débute vers 25 °C (Tonset) €t se poursuit jusqu’a 40°C (Tosser). SUr cette plage
de température, les unimeéres et les micelles coexistent. Au-dela, seules des micelles sont
observées.?®
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b. Partie theorique

La diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic Light Scattering, DLS) est une technique
permettant de déterminer la taille de particules en suspension ou de polymeres en solution,
mesurant typiqguement moins d’un micron. Elle repose sur la mesure de la vitesse du
mouvement Brownien des particules sur une période de temps donnée, et relie ces fluctuations
a la taille des objets. La vitesse du mouvement Brownien est définie par le coefficient
translationnel de diffusion D.*

En DLS, les fluctuations temporelles de I’intensité diffusée, dues au mouvement Brownien
des particules, sont détectées. Pour analyser le mouvement des particules, 1’appareil
(corrélateur) enregistre une fonction d’auto-corrélation pendant toute la durée de
I’expérience : il évalue comment I’intensité mesurée a to est corrélée avec 1’intensité mesurée
a to+. Cette fonction d’auto-corrélation est mono-exponentielle si 1’échantillon ne contient
qu’une taille unique de particules, il convient donc de travailler sur des solutions diluées pour
éviter toute forme d’agrégation. Sur les temps courts, la fonction d’auto-corrélation est
constante car I’intensité varie peu. Sur les temps longs, elle varie et peut étre totalement
différente de son état initial : la fonction de corrélation diminue donc avec le temps.

Cette diminution traduit le mouvement des particules en solution : plus le temps passe, plus
les particules diffusent et leur nouvelle position est indépendante de leur position initiale. Le
fit de la fonction d’auto-corrélation par la méthode des cumulants permet de déterminer le
temps de corrélation t et le coefficient de diffusion D des particules. En injectant ces données
dans I’équation de Stokes-Einstein (Equation 1), on détermine le rayon hydrodynamique Ry
des particules, avec # la viscosité du solvant, T la température et kg la constante de Boltzmann

Equation 1 — Relation de Stokes-Einstein.
_ kT
61nD

R,

On note que le rayon mesuré par DLS référe a la facon dont une particule diffuse en solution
(rayon hydrodynamique) et correspond a une sphere de méme coefficient de diffusion que la
particule étudiée. Le coefficient de diffusion dépend de la taille de la particule mais également
de sa structure, de sa concentration en solution et du type d’ions en solution.

La DLS renseigne également sur la polydispersité de 1’échantillon, la largeur de la distribution
en taille des objets présents en solution étant présumée gaussienne. L’allure de la fonction
d’auto-corrélation est une premiere indication de la polydispersité d’un échantillon : si elle
s’approche d’une mono-exponentielle, 1’échantillon est monodisperse. L’indice de
polydispersité (PDI) est calculé par analyse des cumulants de la fonction d’auto-corrélation. Il
est sans unité et varie typiquement entre 0.05 et 0.7. Une valeur inférieure a 0.05 est rarement
atteinte, exception faite des solutions trés monodisperses. Une valeur supérieure a 0.7 indique
que I’échantillon est tres polydisperse (agrégation, objets non sphériques) et ne peut étre
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analysé par DLS. Dans la pratique, une valeur proche de 0.1 indique un échantillon
relativement monodisperse.

c. Partie expérimentale

Le dispositif utilisé est un appareil ALV/CGS-3 Compact Goniometer System a laser He-Ne
(A = 632,8 nm), qui permet de travailler en diffusion statique (SLS) ou dynamique (DLS) de
la lumiere. Les solutions a analyser sont introduites dans une cuve cylindrique en verre (3
mL). La cuve est ensuite placée dans une cellule immergée dans un bain thermostaté de
toluéne. Le bain et I’échantillon sont stabilisés 1 h a la température choisie avant la mesure.
Le faisceau laser est envoyé sur I’échantillon et I’intensité diffusée est collectée par un
détecteur (photomultiplicateur) placé a un angle 6 par rapport au rayon incident (6 peut varier
entre 30 ° et 150 °).

Les solutions de copolymeres ont été préparées et laissés a 4 °C pendant une nuit. Les
mesures ont été réalisées a un angle de 90° pour différentes températures (5, 10, 20 et 40 °C).
La fonction d’auto-corrélation de I’intensité a été enregistrée pendant des périodes de 60 s et
la valeur de la viscosité du solvant corrigée en fonction de la température.

2. Analyses DLS du dibloc 1 en température

Par p-DSC, nous avons montré que la CMT le dibloc 1 (Tonset) Se Situait entre 11 °C et 16 °C
pour des concentrations de 10 % et 0.5 % en masse (soit 10* et 5.10% mg/L) et que la fin de la
micellisation se situait vers 40 °C (Chapitre 3). On cherche maintenant a estimer la taille des
objets formés sur les trois domaines de température : @ 5 °C avant la micellisation, a 10 °C et
20 °C pendant le processus de micellisation (domaine de transition) et enfin & 40 °C a la fin
du processus de micellisation.

a. Estimation de la longueur des blocs du copolymére

En amont des analyses de DLS, la longueur de chaque bloc élémentaire complétement étiré a
été estimée selon I’expression (chaine idéale) :

d=a X Npgg + b x Nppg + dDATouThy

avec a la longueur de I’unité EG (0.40 nm), Npgg le nombre d’unités monomeres PEG, b la
longueur de I'unité PG (0.46 nm), Nppg le nombre d’unités monomeres PPG et dpat ou Thy 12
longueur du motif supramoléculaire (0.55 nm).?® La longueur des unités est obtenue & partir
de leurs volumes molaires (Veg = 96.5 A® et vpg = 64.6 A%). Le nombre d’unités PEG et PPG
dans chaque bloc a été estimé par RMN *H (Chapitre 2).

Pour PPGu00-DAT (EG/PG = 7/36), la longueur est estimée a 19.9 nm et pour PEGiggo-Thy
(EG/PG =16/3) a 8.3 nm. La longueur totale du copolymere est donc de 28.2 nm. Dans le cas
ou les deux blocs sont en bon solvant, la taille de la pelote statistique (distance bout a bout,
<r> = (aN)") peut étre approximée a 5-6 nm.
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b. Mesures en températures
i.  Mesures a 5°C

Compte tenu des contraintes expérimentales (nécessité de se placer en régime dilué en DLS),
on se place a des concentrations inférieures a la plupart de celles utilisées en u-DSC (0.5, 5 et
10 %) et dont les CMT sont respectivement 16 °C, 13 °C et 11 °C. A 5 °C, nous nous situons
donc sous la CMT des solutions. Cependant, nous sommes au-dela de la CMC du dibloc 1,
mesurée a I’ambiante, & 22 mg/L (0.002 %).

Les résultats obtenus pour le dibloc 1 sont rassemblés dans le Tableau 2.

Tableau 2 - Mesures de Ry par DLS pour le dibloc 1, a 5 °C, pour différentes concentrations.

C (g/L) C (mg/L) C (%owt) Ry (nm) PDI
0.35 3,5.10° 0.035 38et94.5 | 0.018et0.459
05 5.10° 0.05 130 0.417
10 10* 10 171 0.355

En dessous de la CMT, lorsque tous les blocs sont en bon solvant, un copolymere amphiphile
du type poloxameére est attendu majoritairement sous forme d’unimeéres, c'est-a-dire de
chaines indépendantes les unes des autres en solution, hydratées et gonflees, de rayon
hydrodynamique de I’ordre de 1 a 2 nanometres (Tableau 1). Par ailleurs, nous avons estimé a
5-6 nm la taille d’un unimeére de dibloc 1. Il apparait donc que les valeurs de Ry mesurées
pour le dibloc 1 sont bien trop élevées.

Par ailleurs, la taille des objets augmente avec la concentration, ce qui est contraire a ce qui
est généralement observé : note généralement une diminution de la taille des objets lorsque la
concentration en copolymére augmente.>®> Pour les trois concentrations, les PDI sont
supérieures a 0.1, indiquant que les échantillons sont polydisperses, et la solution a 0.035 %
présentent méme deux valeurs de PDI et plusieurs temps caractéristiques sur la fonction
d’auto-corrélation, indiquant la présence de deux populations distinctes (Figure 5).

Ces observations suggérent que les copolymeéres ne sont donc pas sous forme d’uniméres mais
déja auto-assemblés. Ainsi, bien que les deux blocs soient en bon solvant a cette température,
le copolymere présente un caractere amphiphile par les paires supramoléculaires Thy/DAT
qui sont hydrophobes. Pour limiter les interactions entre les paires Thy/DAT et 1’eau, les
copolymeres doivent donc s’organiser avec un cceur hydrophobe d’unités supramoléculaires
et une couronne hydrophile de blocs PEG et PPG. Les paires supramoléculaires étant rigides,
planes et aromatiques, elles auront tendance a s’empiler par interaction t pour former un cceur
en batonnet plutdt qu’une sphére (Figure 4).2° L’analyse RMN *H du dibloc 1 a mis en
évidence I’existence de ces interactions (Chapitre 3), préalablement démontrées pour les
systémes «tout PPG » dans le toluéne.”® Ainsi, les micelles formées seraient plutdt
cylindriques et pourraient « s’allonger » avec la concentration en copolymere, et donc
présenter un rayon hydrodynamique apparent plus grand.
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Figure 4 — Représentation schématique des micelles cylindriques formées & 5 °C par les copolymeres
supramoléculaires (dibloc 1) vue de face (gauche) et de dessus (droite).
Cette hypotheése est également confortée par I’allure de la fonction d’auto-corrélation (Figure
5). En effet, trés fluctuante, aux temps courts comme aux temps longs, elle présente plusieurs
temps caractéristiques, ce qui semble typique des micelles cylindriques ou des transitions vers
ce type de micelles.®* Son approximation par une exponentielle simple (ligne rouge) corréle
difficilement la fonction expérimentale g (cercles évidés).
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Figure 5 - Fonction d’auto-corrélation de ’intensité pour le dibloc 1 a 5 °C, a 0.035%.

iL. Mesures a 10 °C

A cette température, on est toujours sous la CMT des solutions (estimées entre 16 °C et 20
°C). Les résultats sont reportés dans le Tableau 3.

Tableau 3- Mesures de Ry par DLS pour le dibloc 1, a 10 °C, pour différentes concentrations.

C (g/L) Ry (nm) PDI
0.35 (0.035%) 44 et 126 0.12 et 0.492
0.5 (0.05%) 129 0.482

Les mesures a 10 °C sont assez similaires a celles obtenues a 5 °C (Tableau 2) : présence
d’une double population a 0.035 % et augmentation du Ry apparent avec la concentration. Par
ailleurs, les Ry déterminés pour les échantillons a 0.05 % sont identiques aux deux
températures, suggérant que le méme type d’objets est formé.
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La fonction d’auto-corrélation reste fluctuante au temps courts et méme si I’approximation
par une exponentielle simple semble Iégérement plus satisfaisante, elle n’est pas optimale
(ligne rouge, Figure 6). Cependant, la valeur du coefficient de corrélation au début de la
mesure est légerement plus haute, 0.7 contre 0.6 a 5 °C, suggérant des objets mieux définis.
La température étant plus haute, on peut penser que les objets, formés par auto-assemblage
des paires Thy/DAT (interactions m + hydrophobes), atteignent leur « taille » d’équilibre,
celle-ci apparaissant moins sensible a la concentration.
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Figure 6 - Fonction d’auto-corrélation de ’intensité pour le dibloc 1 a 10 °C, a 0.05%.
iii. ~ Mesures a 20 °C

Les résultats des mesures réalisées a 20 °C sont rassemblés dans le Tableau 4. A cette
température, les solutions de dibloc 1 ont dépassé leur CMT.

Tableau 4 - Mesures de Ry par DLS pour le dibloc 1, & 20 °C, pour différentes concentrations.

C (g/L) Ry (nm) PDI
0.35 (0.035%) 106 0.0966
0.5 (0.05%) 107 0.101

A cette température, on observe une population unique dont le rayon hydrodynamique est
d’environ 100 nm et constant avec la concentration. Par ailleurs, la PDI est faible (< 0.1),
confirmant que les échantillons sont monodisperses. La fonction d’auto-corrélation ne
présente aucune fluctuation parasite et I’approximation par une exponentielle simple (ligne
rouge) est tres satisfaisante (Figure 7). La valeur du coefficient de corrélation aux temps
courts est remontée a 0.9, ce qui confirme une distribution monodisperse d’objets bien définis.
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Figure 7 - Fonction d’auto-corrélation de ’intensité pour le dibloc 1 a 20 °C, a 0.05%.

Ainsi, les objets formés a 20 °C sont différents de ceux formés a plus basse température, sous
la CMT des solutions de dibloc 1. A cette température, c’est la déshydratation de la chaine
PPG qui gouverne le processus de micellisation, la proportion de PPG étant bien supérieure a
celle des unités supramoléculaires Thy/DAT. On repasse donc dans un processus de
micellisation « classique », conduisant a des micelles sphériques avec un cceur dense de
chaines PPG hydrophobes et une couronne de chaines PEG hydrophiles (Figure 8). Les
associations Thy/DAT hydrophobes, mais plus polaires et rigides que les blocs PPG, sont
vraisemblablement réparties a I’interface cceur/couronne.

Figure 8 - Représentation schématique d’une micelle sphérique formée au-dela de la CMT (= LCST des blocs PPG).
Les copolymeéres supramoléculaires sont amphiphiles.

iv. Mesures a 40 °C

A 40 °C, le processus de micellisation est terminé. Les mesures réalisées a cette température
sont rassemblées dans le Tableau 5.
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Tableau 5 - Mesures de Ry par DLS pour le dibloc 1, & 40 °C, pour différentes concentrations.

C (g/L) Ry (nm) PDI
0.35 (0.035%) 21 et 62 0.2 et 0.387
0.5 (0.05%) 55 0.378

On observe que le Ry a sensiblement diminué, passant de 100 nm a 20 °C, a 55-60 nm a 40
°C. En effet, en augmentant la tempeérature, on pourrait supposer que 1’eau résiduelle est
expulsée du ceeur PPG, qui devient plus dense (hydrophobie accentuée). Cependant, on note
que deux populations apparaissent pour la concentration 0.035 %. Par ailleurs,
I’approximation de la fonction d’auto-corrélation par une exponentielle simple (ligne rouge)
est moins satisfaisante qu’a 20 °C, la PDI est plus élevée (Figure 9). La valeur du coefficient
de corrélation chute a 0.4, ce qui traduit la présence d’objets mal définis.
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Figure 9 - Fonction d’auto-corrélation de ’intensité pour le dibloc 1 a 40 °C, 4 0.05%

Ces résultats semblent traduire la déstabilisation des micelles. Nous avons montré
précédemment que I’équilibre dynamique entre paires Thy/DAT et leurs unités non associees
permet a 1’eau d’agir comme un compétiteur des liaisons hydrogéne et, de proche en proche,
rompre les copolymeres en leurs blocs élémentaires. A 20 °C, nous avons montré que la
liaison est stable pendant au moins deux semaines (cf. mesures de la CMC). A 40 °C, cet
équilibre est plus rapide et le temps de vie des espéces associées diminue.*! 1l en résulte que
I’action compétitrice de 1’eau est plus efficace.

Ainsi, la rupture des copolyméres auto-associés a I’interface entre le cceur dense hydrophobe
de PPG et la couronne hydrophile de PEG tend a déstabiliser les micelles. Les micelles
perdent une partie de leurs blocs PEG (couronne) qui assurent leur stabilisation stérique. La
concentration reelle en copolymere diminue. En solution, & coté des micelles, on retrouve des
blocs PEG gonflés mais incapables de s’auto-assembler et des blocs PPG effondrés, donnant
une forte turbidité aux échantillons. On notera enfin que les mesures a 40 °C sont peu
reproductibles.
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3. Analyses DLS du tribloc 4 et du Synperonic PE/P84 en température

De la méme fagon que le dibloc 1, les solutions aqueuses de tribloc 4, DAT-PPG200-DAT +
PEGi1000-Thy, et de son homologue covalent, Synperonic PE/P84 ont été analysés par DLS a
5,10, 20 et 40 °C. L’analyse en u-DSC a révélé que la transition de phase se produit autour de
15 °C pour une solution a 0.5 % de tribloc 4 et vers 25 °C pour le Synperonic.

Comme précédemment, la longueur des blocs élémentaires peut étre estimée par :
d=a x Npgg + b X Nppg + XdpAT ou Thy (x=1o0u?2)

avec a la longueur de I’unité EG (0.40 nm), Npeg le nombre d’unités monoméres PEG, b la
longueur de ’'unité PG (0.46 nm), Nppg le nombre d’unités monomeres PPG et dpat ou Thy 12
longueur du motif supramoléculaire (0.55 nm).?

Pour DAT-PPG2000-DAT (PG = 34), la longueur est estimée a 17.7 nm et pour PEGp00-Thy
(EG/PG = 16/3) a 8.3 nm. La longueur total du copolymére tribloc est donc de 34.2 nm. Dans
le cas ou les deux blocs sont en bon solvant, la taille de la pelote statistique (distance bout a
bout, <r> = (aN)*) peut étre approximée a 6-7 nm.

Pour le Synperonic PE/P84, constitué de 38 unités PEG et 43 unités PPG,* sa longueur de
chaine étiree est estimée a environ 35 nm et la distance bout-a-bouta 6 nm.

i Mesuresas°C

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau 6.

Tableau 6 - Mesures de Ry par DLS pour le tribloc 4 et le Synperonic PE/P84, a5 °C.

Echantillon C (g/L) Ry (nm) PDI
Tribloc 4 75 0.291
Synperonic | 0.5 (0.05%)

PE/P84 67 0.623

Les rayons hydrodynamiques sont similaires mais, comme pour le cas du dibloc 1, tres
supérieurs a ceux d’uniméres. Les PDI sont élevées (> 0.1), notamment pour le Synperonic
PE/P84, indiquant la présence de différentes populations d’objets (échantillons polydisperses).

Les fonctions d’auto-corrélation des deux échantillons sont également trés fluctuantes aux
temps cours et I’approximation par une simple exponentielle n’est guére satisfaisante (Figure
10). Les coefficients de corrélation aux temps courts sont faibles : 0.65 pour le tribloc 4 et
0.45 pour le Synperonic PE/P84. Ces faibles valeurs refletent donc I’absence d’assemblages
bien définis en solution.
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Figure 10 - Fonctions d’auto-corrélation de I’intensité pour le tribloc 4 (cercles noirs) et le Synperonic PE/P84 (cercles
bleus), a5 °C, a 0.05%.

Le Synperonic PE/P84 est connu pour former des micelles cylindriques et présenter une

transition vers des micelles sphériques vers 40 °C.**3* Ainsi, les résultats expérimentaux

corrélent difficilement le modéle d’une sphére. Le comportement similaire du tribloc 4

suggere que celui-ci forme également des micelles cylindriques, ce qui conforte I’hypothese

de paires Thy/DAT empilées par interactions 7 et hydrophobes une couronne de chaines PEG
et PPG gonflées dans I’eau.

ii.  Mesures a 10 °C

A cette température, on est toujours sous la CMT des solutions, estimées supérieures a 15 °C
et 25 °C a la concentration de 0.05%. Les résultats sont reportés dans le Tableau 7.

Tableau 7 - Mesures de Ry par DLS pour le tribloc 4 et le Synperonic PE/P84, a 10 °C.

Echantillon C (g/L) Ry (nm) PDI
Tribloc 4 108 0.118
Synperonic 0.5 (0.05%)

PE/P84 76 0.54

On note cependant que les Ry mesurés sont supérieurs a ceux obtenus a 5 °C et que la PDI
s’est améliorée notablement pour le tribloc 4 (0.12), ce qui traduit la formation d’objets plutot
monodisperses bien définis. Sa fonction d’auto-corrélation présente un coefficient de
corrélation optimal (0.9), peu de fluctuations aux temps courts et une approximation
exponentielle satisfaisante (Figure 11). Le tribloc 4 semble donc avoir changé de
morphologie, passant de micelles cylindriques a des micelles sphériques.

Pour le Synperonic PE/84, le rayon a légérement augmenté et la PDI légerement diminuée. Sa
fonction d’auto-corrélation est similaire a celle enregistrée a 5 °C : fluctuations aux temps
courts, faible coefficient de corrélation (0.4) et approximation exponentielle peu satisfaisante.
A cette température, il reste donc sous forme de micelles cylindriques mal définies.
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Figure 11 - Fonctions d’auto-corrélation de I’intensité pour le tribloc 4 (cercles noirs) et le Synperonic PE/P84 (cerlces
bleus), a 10 °C, a 0.05%

iii.  Mesures a 20 °C

A 20 °C, la CMT du tribloc 4 est depassée et on approche de celle du Synperonic PE/P84.
Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 8.

Tableau 8 - Mesures de Ry par DLS pour le tribloc 4 et le Synperonic PE/P84, a 20 °C.

Echantillon C (g/L) Ry (nm) PDI
Tribloc 4 233 0.101
Synperonic 0.5 (0.05%)

PE/P84 97 0.427

Le tribloc 4 forme des objets deux fois plus gros qu’a 10 °C avec une PDI de 0.101 (objets
monodisperses bien définis) et une fonction d’auto-corrélation encore mieux définie (Figure
12). Ce rayon hydrodynamique est conforme a I’observation macroscopique de la solution qui
est opaque et non transparente. Cette valeur est toutefois trop élevée pour que les objets
formés soient de simples micelles sphériques. Par ailleurs, si tel était le cas, la taille des
micelles devrait diminuer avec la température.®*® Nous suspectons donc une transition de
morphologie des micelles sphériques vers des micelles a nouveau cylindriques mais beaucoup
plus grosses, transitions qui ont été observées pour des poloxameres en solution aqueuse avec
la température.®®3 La transition vers des polymersomes est également envisagée. La
visualisation directe des objets par cryo-TEM devrait nous aider a identifier la morphologie
(cf. section suivante). Une autre technique aurait été de comparer le R et le Ry de ces objets
en DLS.

Pour le Synperonic PE/P84, de nouveau, la taille des objets augmente Iégérement et la PDI
diminue 1égérement. La fonction d’auto-corrélation présente toujours des fluctuations aux
temps courts, son approximation exponentielle reste peu satisfaisante, et son coefficient de
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corrélation faible. A cette température, il reste donc sous forme de micelles cylindriques mal
définies.
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Figure 12 - Fonctions d’auto-corrélation de I’intensité pour le tribloc 2 (cercles noirs) et le Synperonic PE/P84 (cercles
bleus), a 20 °C, & 0.05%.

iv. Mesures a 40 °C

A 40 °C, la CMT des deux solutions de copolymeéres est largement dépassée. Les résultats
obtenus sont rassemblés dans le Tableau 9.

Tableau 9 - Mesures de Ry par DLS pour le tribloc 2 et le Synperonic PE/P84, a 40 °C.

Echantillon C (g/L) Ry (nm) PDI

Tribloc 4 223 0.199
i 0.5 (0.05%)

SVP”Ep/engz'c 10.56 0.181

Le rayon hydrodynamique du tribloc 4 a légérement diminué (223 nm contre 233 nm a 20
°C) et sa PDI est plus éleveée, indiquant une certaine polydispersité. Comme pour le dibloc 1,
cette observation peut montrer que la rupture des liaisons Thy/DAT est responsable de la
déstabilisation des objets. Cependant, dans I’hypothése ou le tribloc 4 adopte une forme
complexe de type cylindre ou vésicule et en supposant que la cinétique de rupture est
identique a celle du dibloc 1 (cinétique de dissociation de Thy/DAT), le détachement des
blocs PEG stabilisants a un effet moins marqué.

Pour le Synperonic PE/P84, le Ry est de I’ordre de 10 nm, valeur en accord avec celles
mentionnées dans la littérature pour le Synperonic PE/P84 en morphologie micellaire
sphérique (7 nm). Le copolymére a donc effectué sa transition sphéres-cylindres.®?%*
Cependant, I’allure de sa fonction d’auto-corrélation présente quelques irrégularités, son
approximation exponentielle n’est pas parfaite, son coefficient de corrélation est de 0.85 et sa
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PDI supérieure a 0.1 (Figure 13). L’échantillon est donc étre légérement polydisperse,
suggérant qu’il est encore dans le domaine de transition.
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Figure 13 - Fonctions d’auto-corrélation de I’intensité pour le tribloc 2 (cercles noirs) et le Synperonic PE/P84 (cercles
bleus), & 40 °C, & 0.05%.
Conclusion
La DLS nous a permis d’obtenir une premiére estimation de la taille des objets formés par le
dibloc 1, le tribloc 4 et sa référence covalente Synperonic PE/P84, en fonction de la
concentration et de la température.

Sous la CMT du dibloc 1, il apparait que les copolymeres ne sont pas sous forme d’unimeéres
mais forment déja des objets dont la taille dépend de la concentration et de la température. On
suggere que les copolymeres s’auto-assemblent par leurs paires supramoléculaires Thy/DAT.
Ces unités s’empilent par interactions w et hydrophobes, les blocs PPG et PEG se déployant
autour pour minimiser 1’énergie du systéme. A 5 °C, la taille de ces objets dépend de la
concentration (95 — 170 nm). A 10 °C, les objets semblent atteindre une taille critique de 175
nm environ. Au-dela de la CMT (20 °C), on retrouve un comportement classique des
surfactants thermosensibles, et ils forment des micelles sphériques bien définies et
monodisperses d’environ 100 nm. La proportion de PPG étant largement superieure a celle
des unités Thy/DAT, c’est bien la déshydratation de ce bloc qui pilote la micellisation. Les
unités Thy/DAT se situent globalement a I’interface entre le cceur PPG hydrophobe et la
couronne PEG hydrophile. Par élévation de la température, elles commencent a se rompre, ce
qui conduit a une destabilisation des micelles, caractérisée par une augmentation de la
polydispersité et la diminution de la taille des objets.

A5 °C, sous la CMT, le tribloc 4 se comporte de la méme facon que le dibloc 1 et forme
vraisemblablement des micelles cylindriques avec des cceurs de paires supramoléculaires
Thy/DAT empilées (R4 = 75 nm). A 10° C, toujours sous la CMT, on observe une transition
vers une population unique de micelles sphériques d’environ 100 nm. A 20 °C, au-dela de la
CMT, la taille des objets est double (230 nm), ce qui ne peut s’expliquer que par une
transition vers une autre morphologie vraisemblablement de type cylindre ou vésicule,
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I’approximation sphérique étant satisfaisante. L’effet de la température (40 °C) sur la
déstabilisation des micelles est moins marqué que pour le dibloc 1, probablement a cause de
leur forme plus complexe (mobilité et accessibilité réduites des unités).

Dans une derniere partie, on discute la forme et la taille des objets formés observés par
visualisation directe en microscopie cryo-TEM.

I11. Essais d’observation des objets par cryo-MET

On a souhaité observer la forme des objets formés par les copolymeres en solution au-dela de
leur CMT par leur visualisation directe en microscopie. Le choix s’est porté sur la
microscopie électronique a transmission en cryomeétrie (cryo-TEM). Les observations ont été
réalisées par Frédéric Gobeaux du LIONS, au laboratoire de Physique du Solide (LPS) a
Orsay

Au préalable, des essais de visualisation par MET et cryo-fracture MET se sont revélés
infructueux, les objets étant trop fragiles dans les conditions expérimentales. Les observations
par MET ont été réalisées par Malika Ouldali, a I’Institut de Biologie Intégrative de la Cellule
de Paris Saclay (Gif-sur-Yvette). Les analyses par cryo-fracture MET ont été réalisées par
Thierry Pouget, au sein du centre de recherche Hélios de LVMH Recherche (Saint-Jean de
Braye).

1. Introduction

a. Partie théorique

En cryo-MET, le contraste entre le solvant et les structures observées provient des différences
de densité¢ électronique des molécules de I’échantillon. La densité électronique d’une
molécule est définie selon I’Equation 2 :

Equation 2 — Calcul de la densité électronique

AZ
6 = ENmZTeZini

ou o est la densité électronique, A la longueur du faisceau incident d’¢électrons, N, la densité
de molécules, r. le rayon de 1’électron, Z; le nombre atomique de I’atome i et n; le nombre
d’atomes i dans la molécule. La densité d’une molécule N, est reliée & sa masse volumique p,
a sa masse molaire M et au nombre d’Avogadro Na par 1’équation Equation 3. Elle s’exprime
en molécules. A™.

Equation 3 — Calcul de la densité d’une molécule

ey

N
moM
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b. Partie expérimentale

Les grilles de cryo-MET sont préparées a 1’aide d’un appareil Vitrobot. Quelques gouttes de
la solution sont déposées sur des grilles recouvertes d’un film de carbone (Quantifoil R2/2)
ayant préalablement subit un traitement plasma. L’excés de liquide est essuy¢ avec du papier
filtre. Les grilles sont alors immédiatement immergées dans de 1’éthane liquide, afin de
former un film de glace vitreux. L’observation des échantillons est faite sur un microscope
JEOL 2010 FEG utilise a 200 kV a basse température (-180°C). La défocalisation est fixée a
7000 — 10000 nm afin d’obtenir un contraste suffisant entre les phases tout en observant
I’échantillon dans des conditions les plus douces possibles. Les images sont prises a I’aide
d’une caméra Gatan.

Les solutions a 10 %wt sont préparées selon la cold method : les copolymeéres sont dissous
dans I’eau pendant 24h a 4 °C. Aprés homogénéisation, les solutions sont stabilisées a
température ambiante pendant 2 h.

2. Observation du dibloc 1 et du dibloc covalent

Les clichés du dibloc 1 sont présentés sur la Figure 14 et Figure 15, et ceux de son homologue
covalent sur la Figure 16. On rappelle qu’a 20°C, les micelles sphériques d’une solution a
0.05% ont un Ry de 107 nm (PDI = 0.101).

Les observations se révélent difficiles. En effet, des objets sphériques sont repérés, mais les
grilles semblent tapissées d’une couche de polymeére, qui «bulle» sous le faisceau a la
seconde observation. Les grilles ne sont donc pas « propres ».

Sur les clichés de la Figure 14 (premiére observation), la taille des objets varie entre 50 et 80
nm de diametre, mais entre 30 et 100 nm lors de la seconde observation (Figure 15). Les
objets observés sont donc bien plus petits et plus polydisperses que ce qui a été mesuré par
DLS. La technique de préparation des échantillons pour la cryo-TEM peut étre a I’origine de
ce changement, et perturber les tailles des objets fragiles.

A B.
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Figure 14 - Clichés de cryo-MET du dibloc 1 supramoléculaire : A) premiére observation, B) deuxiéme observation :
les objets sont fragiles et bullent. On note que le fond des grilles est tapissé de polymere.

A B.

Figure 15 - Clichés de cryo-MET du dibloc covalent : A) premiére observation, B) deuxiéme observation : les objets
sont fragiles et disparaissent.

Pour comparaison, on a réalisé la méme analyse du dibloc covalent, PPG2u00-NH-PEG1000
(Figure 16).

A

Figure 16 - Clichés de cryo-MET du dibloc covalent : A) premiere observation, B) deuxiéme obseratioﬁ : les objets
sont fragiles et disparaissent.

Contrairement au dibloc 1, on observe des objets plutét sphériques et relativement
monodisperses, avec un diamétre d’environ 50 nm. La encore, les objets sont fragiles et
disparaissent sous le faisceau d’analyse.

Pour les deux diblocs, on note toutefois que leur forme sphérique est en accord avec les
analyses de DLS: a 20 °C, les copolymeres supramoléculaires sont amphiphiles et forment
des micelles sphériques avec un cceur dense de PPG et une couronne hydrophile de PEG.
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3. Observation du tribloc 4 et du Synperonic PE/P84

Les clichés du dibloc 1 sont présentés sur la Figure 17 et ceux de son homologue covalent
Synperonic PE/P84 sur la Figure 18. On rappelle qu’a 20 °C et une concentration de 0.05%, le
tribloc 4 forme des micelles sphériques avec un Ry de 233 nm (PDI = 0.101) et que le
Synperonic PE/P84 forme des micelles cylindriques avec un Ry de 97.5 nm (PDI = 0.427)

A la premiere observation, le tribloc 4 montre des objets sphériques mais I’échantillon est
polydisperse. Il présente majoritairement des sphéres de 100 nm de diamétre, nettement
inférieure a ce qui a été mesuré par DLS. Le changement de taille des objets observés
comparé¢ a la DLS peut s’expliquer par la fragilité des objets supramoléculaires. Leur taille
peut étre modifiée par la préparation de I’échantillon.

Sur la seconde observation, on note que les objets « bullent », ce qui témoigne de leur grande
fragilité. Néanmoins, ce phénomeéne apporte la preuve les objets observés sont bien les objets
formés par le copolymere supramoléculaire et non des artefacts.

A 7 - B.

Figure 17 — Clichés de cryo-MET du tribloc 4, A) premiére observation, B) deuxieme observation : les objets sont tres
fragiles et bullent.

Le Synperonic PE/P84 étant un copolymere covalent et commercial, on s’attendait a une

observation aisée. Cependant, celle-ci n’est pas concluante : des objets sont visibles, entre 15

et 30 nm de diamétre, plus petits que ceux mesurés en DLS (Figure 18), mais les grilles

semblent contaminées. De plus, les objets ne « bullent » pas sous le faisceau a la seconde

observation, mettant en doute leur nature (polymere ou contamination ?).
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Figure 18 - Clichés de cryo-MET du Synperonic PE/P84.

D’autres essais (grilles différentes, solutions a 5 et 10 %) n’ont pas permis de faire de
meilleures observations.

Conclusion

La visualisation des objets formés en solution aqueuse par cryo-MET ne s’est pas révélée
totalement satisfaisante. Conformément aux résultats de DLS, elle a permis de mettre en
évidence la présence d’objets sphériques, mais leur taille et leur polydispersité sont
différentes. Les conditions expérimentales, préparation des grilles et observations sous
faisceau, semblent donc impacter les objets formés (fragiles) et ne permettent pas d’avoir une
vision juste. Les difficultés rencontrées pour réaliser d’autres expériences TEM (coloration
négative) et cryo-fracture TEM indiquent que ce genre d’expériences n’est tout simplement
pas adapté a I’étude de ces systémes.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudi¢ la formation d’objets en solution aqueuse des
copolymeres amphiphiles supramoléculaires, en fonction de la température et de la
concentration.

A température ambiante, la CMC du dibloc 1 est mesurée a 0.002 % (22 mg/L) par
spectroscopie de fluorescence, ce qui démontre la formation d’objets. Leur stabilité en
solution aqueuse (c'est-a-dire la stabilité des interactions Thy/DAT) a pu étre évaluée a au
moins deux semaines.

L’analyse en DLS des dibloc 1, tribloc 4 et Synperonic PE/P84, conduite a différentes
températures (en-dessous et au-dessus de la température critique de micellisation, CMT) et a
différentes concentrations, a mis en évidence la formation d’objets, dont la taille et la forme
dépend de la température et, dans certains cas, de la concentration.

A basse température, sous la CMT ou les blocs PEG et PPG sont hydrophiles, on observe des
objets non sphériques (PDI > 0.1, fonctions de corrélation fluctuantes). L hypothese émise
pour expliquer les résultats de I’analyse RMN (Chapitre 3) et selon laquelle les paires
Thy/DAT hydrophobes s’empilent par interactions 7 pour se protéger du solvant avec les
blocs polymeres gonflés autour (micelles cylindriques) semble donc confirmée. On remarque
par ailleurs que pour le dibloc 1, la taille de ces micelles évolue avec la concentration et
semble atteindre une taille critique de 175 nm de rayon. Pour le tribloc 4, on observe une
transition de morphologie cylindres-sphéres, avec un rayon de 105 nm environ.

Au-dela de la CMT, le bloc PPG devenant hydrophobe, on observe une transition de
morphologie. Le dibloc 1 passe des micelles cylindriques a des micelles sphériques avec un
ceeur de chaines PPG, de taille constante quelle que soit la concentration (Ry = 100 nm
environ). Le tribloc 4 passe des micelles sphériques a des objets doubles qui pourraient étre
des vésicules (Ry =230 nm environ).

A plus haute température (40 °C), on observe que la taille des objets diminue Iégerement et
que la polydispersité augmente. La température accélérant 1’équilibre entre la paire Thy/DAT
et ses unités libres, les copolyméres sont partiellement détruits. 1l en résulte que les objets se
déstabilisent.

Enfin, I’observation en cryo-MET des solutions a 10 % a 20 °C confirme la présence d’objets
sphériques. Toutefois, leur taille et leur polydispersité sont tres différentes de celles mesurées
par DLS sur des solutions plus diluées (0.05 %). Cette différence de concentration peut en étre
a ’origine, mais il semble surtout que les copolymeres sont trop fragiles aux conditions de
préparation et d’observation, ce qui ne permet pas d’en avoir une vision juste.

Dans le dernier chapitre, nous étudions les copolymeéres supramoléculaires en milieu
biphasique, eau-solvant lipophile. Nous espérons que la phase lipophile ralentira 1’hydratation
des unités supramoléculaires et garantira ainsi une bonne stabilité aux émulsions formées.
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Introduction

Dans les deux chapitres précédents, nous avons montré que les copolyméres amphiphiles
supramoléculaires en solution aqueuse, dibloc 1 et triblocs 1 et 4, forment des objets auto-
assemblés au-dela de leur CMT. Toutefois, leur stabilité dans 1’ecau, 1 mois pour le dibloc 1,
est insatisfaisante au regard d’une application cosmétique. Pour y remédier, les copolyméres
ont été introduits dans des systémes biphasiques d’cau et de solvants lipophiles.

Dans ce dernier chapitre, nous étudions la capacité des copolyméres supramoléculaires a
stabiliser des émulsions directes (huile dans eau) et indirectes (eau dans huile), des
dispersions liquides-liquides, et leur capacité a encapsuler des composés lipophiles. Diverses
méthodes d’émulsification sont testées pour déterminer la formulation la plus stable. Les
émulsions sont réalisées en présence d’eau et de solvants hydrophobes tels que le toluéne
mais également de solvants lipophiles cosmétiques (myristate d’isopropyle, Miglyol). Les
émulsions obtenues avec les copolymeres supramoléculaires sont comparées a des émulsions
stabilisées par des références covalentes.

Enfin, en guise de perspective, nous presentons egalement des systemes copolymeéres utilisant
la chimie covalente réversible, plus robustes et plus stables et avec des profils de relargage
modulables selon la nature du stimulus.

I. Lesémulsions — un bref état de I’art

La stabilité de la liaison supramoléculaire Thy/DAT dans I’cau est limitée a quelques jours ou
quelques semaines. En effet, 1’équilibre dynamique entre paire associée et unités libres est
déplacé par I’effet compétiteur des molécules d’eau, formant des liaisons hydrogéne avec les
motifs supramoléculaires et les empéchant de se réassocier. Cette rupture irréversible de la
liaison Thy/DAT est donc a I’origine de la déstabilisation des objets auto-assemblés de
copolymeres supramoléculaires. A I’inverse, les solvants peu polaires favorisent la formation
de la paire associée et ralentissent fortement I’équilibre dynamique avec les unités libres,
comme le montre la valeur trés élevée de la constante d’association mesurée dans le toluéne
(4,3.10* L/mol, Chapitre 2). On espére donc que dans un mélange biphasique, ou le
copolymere se situera a priori a I’interface eau/huile, la liaison supramoléculaire Thy/DAT
sera moins sensible a 1’effet compétiteur de I’eau. Les émulsions biphasiques stabilisées par
les copolymeres supramoléculaires peuvent s’apparenter a une encapsulation, un solvant étant
encapsulé dans un autre (dispersion liquide-liquide).

Dans cette section, nous présentons une courte revue bibliographique définissant les
émulsions et décrivant les différents procédés permettant de les réaliser. Sur cette base, nous
indiquons les méthodes retenues pour notre étude.
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1.

Les émulsions

Une émulsion est le mélange métastable de deux liquides a priori non miscibles entre eux,
typiquement de 1’eau et de I’huile. Plus précisément, I’un des liquides est dispersé dans
’autre, ce qui requiert la création d’interfaces. La formation de ces interfaces est coliteuse en
énergie mais peut étre facilitée par 1’ajout d’un émulsifiant qui s’adsorbe aux interfaces pour
diminuer la tension interfaciale. L’émulsifiant permet donc de stabiliser le systéeme et de
retarder cinétiquement la séparation des deux phases incompatibles.

Les émulsions peuvent étre classées en sous-categories selon leur stabilité thermodynamique
et la taille des gouttes de la phase dispersée :

©)

Les macro-émulsions, appelées communément émulsions, présentent une taille
moyenne de goutte supérieure au micron.’ Ces systémes sont thermodynamiquement
instables et leur préparation nécessite un apport énergétique extérieur. Elles sont
généralement soumises au crémage ou a la sédimentation sous 1’effet de la gravité.

Les nano-émulsions sont des systemes dont la taille des gouttes dispersées est de
I’ordre de 20 & 200 nm, et plus généralement autour de 100 nm.? Elles sont préparés
par des procédés hautement énergétiques ou, a I’inverse, faiblement énergéetiques mais
complexes qui exploitent certaines propriétés spécifiques du systeme (ex : inversion de
phase). Elles sont ainsi moins sensibles a la sédimentation et au crémage que les
macro-émulsions, mais sont cependant instables.

Les microémulsions sont des dispersions de 1’ordre du nanométre, sous forme de
micelles gonflées ou de phases bi-continues.®> Ces systémes ne nécessitent aucun
apport énergétique pour leur formation et sont thermodynamiquement stables.

a. Les différents types d’émulsions

Selon la nature de la phase dispersée, on distingue différents types d’émulsions :

les émulsions directes, huile dans eau (H/E) (Figure 1.A),

les émulsions indirectes ou inverses, eau dans huile (E/H) (Figure 1.B),

les émulsions multiples (H/E/H) ou (E/H/E) (Figure 1.C),*

les émulsions Janus ((H: + H2)/E), contenant au moins 3 phases (Figure 1.D). En
général, deux huiles immiscibles sont dispersées dans 1’eau, donnant une émulsion
directe dont chaque goutte contient les deux huiles.>®

A. B. C. D.

—_— e —— - D
N—— | — ‘-—-’
H/E E/H E/H/E (H,+H,)/E

,_9
bb
0
O

Figure 1 — Différents type d’émulsions : A) directe, B) indirecte, C) multiple & phase continue eau, D) Janus.’
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b. Les différents émulsifiants

Différentes entités chimiques peuvent stabiliser les émulsions : les tensioactifs, les protéines
et phospholipides, les particules et les copolyméres.®

Les tensio-actifs sont les plus employés et les plus étudiés. Déja décrits dans le chapitre 1,
nous ajouterons simplement que leur petite taille leur permet de s’adsorber de fagon rapide et
réversible aux interfaces.” Les tensio-actifs ioniques apportent une stabilisation électrostatique
et les tensio-actifs non ioniques une stabilisation stérique qui reste limitée compte tenu de
leurs faibles masses.

Les protéines sont des macromolécules biologiques formées d’une ou plusieurs chaines
d’enchainements d’acides aminés et présentent une organisation spatiale complexe. Elles
permettent de stabiliser efficacement les émulsions par répulsion stérique et électrostatique,™®
notamment les émulsions multiples.™* A titre exemple, citons la p-caséine, une protéine du lait
trés utilisée pour stabiliser des émulsions dans I’industrie agroalimentaire.*?

Lorsqu’une émulsion est stabilisée par des particules solides, on parle d’émulsion de
Pickering.”!* Dés que leur taille excéde 0.5 nm, les particules s’adsorbent de fagon quasi
irréversible a linterface des deux liquides," stabilisant I’émulsion sur des temps trés longs.
Les gouttes formées sont de taille bien contrélée et monodisperses, les particules formant une
barriére qui empéche leur coalescence.'®'” Les particules peuvent étre de nature inorganique

18,1 20,21 1922 . 23,24 A
5,19 0- > microgels 5 ). Leur structure peut étre

(silice, argile”™’) ou organique (latex,
homogéne, coeur-écorce” ou Janus.?® Dans ce dernier cas, elles sont modifiées en surface (par

greffage ou adsorption) afin de présenter un caractére amphiphile.

Enfin, les copolyméres sont des émulsifiants efficaces. Comme évoqué dans le chapitre 1, ils
peuvent étre d’origine naturelle ou synthétique et présenter des compositions chimiques et des
architectures trés diverses. Grace a leur masse molaire élevée, ils peuvent créer une répulsion
stérique importante entre les gouttes, stabilisant les émulsions a long terme sans qu’il soit
besoin d’en ajouter de grandes quantités.”’

c. Mécanismes de déstabilisation

Les émulsions sont des systémes hors équilibre, instables thermodynamiquement, et toute la
difficulté de leur formulation est d’atteindre une bonne stabilité. Selon la nature des phases
dispersées et continues et des émulsifiants utilisés, les émulsions peuvent étre stables
plusieurs heures, plusieurs mois, voire plusieurs années. En général, la stabilité de 1I’émulsion
diminue avec des tailles de gouttes plus importantes.

La déstabilisation d’une émulsion peut se produire selon plusieurs mécanismes (Figure 2),
pouvant conduire a une modification de leur morphologie et jusqu’a une séparation de phase
macroscopique.® Ces mécanismes peuvent étre réversibles ou irréversibles.
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\ (¢) Coalescence

. . (f) Phase scparation
o

(b) Flocculation

(¢) Creaming or sedimentation

Figure 2 — Les différents mécanismes de déstabilisation d’une émulsion.

Le crémage, la sédimentation et la floculation rentrent dans la premicre catégorie, et ne
conduisent pas a une déstabilisation macroscopique de I’émulsion®: les gouttes dispersées
restent structurellement intactes (pas de drainage de liquide entre elles), leur distribution de
taille n’est pas impactée, I’émulsion devient simplement inhomogéne.

Le crémage et la sédimentation résultent de la différence de densité entre les deux phases
(Figure 2.¢).?® La phase dispersée remonte 4 la surface de la phase continue (crémage) ou se
concentre en dessous (sédimentation). Ces phénomenes se produisent lorsque les forces de
gravité dominent I’agitation thermique.

La floculation a lieu lorsque les forces attractives entre gouttes (déplétion, pontage des
gouttes, interaction de Van der Waals...)** 1’emportent sur les forces répulsives (interactions
électrostatiques ou stériques) (Figure 2.b).

Pour ces trois phénomeénes, la redispersion du systéme permet de revenir a son état initial
homogene.

Le murissement d’Ostwald et la coalescence ménent a la séparation de phase irréversible de
I’émulsion. Lors de la coalescence, les gouttes fusionnent par rupture du film interfacial,’® ce
qui est favorisé lorsque les gouttes dispersées sont proches, notamment aprés crémage,
sédimentation ou floculation de I’émulsion (Figure 2.e). Lors du mirissement d’Ostwald, les
plus petites gouttes disparaissent par transfert vers les plus grosses,’'”* par différence de
pression de Laplace, la pression étant plus importante dans les petites gouttes qui se vident au
profit des plus grosses (Figure 2.d).

d. Prédire le type d’émulsion

Pouvoir prédire le type d’émulsion formée selon les liquides et émulsifiant utilisés est capital.
On expose ici rapidement les moyens permettant de faire ces prédictions selon la nature de
I’émulsifiant, tensioactif, particules ou polymere.
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i.  Emulsions stabilisées par des tensio-actifs

Dans ce premier cas, plusieurs méthodes existent :

o régle empirique de Bancroft.**3 Dans sa « théorie de 1’émulsification », Brancroft
relie le type d’émulsion formée a la solubilité du tensioactif utilisé dans les phases de
I’émulsion. Il énonce que la phase continue de I’émulsion est généralement celle dans
laquelle le tensioactif est le plus soluble.

o balance hydrophile — lipophile (HLB).** Ce paramétre classe les tensioactifs selon
leur affinité pour I’eau et permet de choisir un tensioactif en fonction du type
d’émulsion recherché. Pour les tensioactifs non ioniques, cette échelle va de 0 a 20.
Une HLB élevée correspond a un tensioactif plutét hydrophile qui stabilisera
préférentiellement les émulsions directes. Inversement, un tensioactif de faible HLB
sera plutét lipophile et stabilisera les émulsions inverses. La HLB d’un tensioactif,
seul ou en mélange, se calcule selon la fraction massique des groupes, hydrophiles et
lipophiles, qui le constituent.®® Par exemple, pour les alkyles éthoxylés (CiEy) :

HLB =20 ————
Wei + Wy

avec Wg; la fraction massique en groupements éther et Wc; celle en groupements
alkyles.

Davies a attribuée un nombre HLB a chaque groupement chimique, d’autant plus
élevé que le groupement est hydrophile.®” La HLB peut alors étre calculée comme
suit :

HLB =7+ Z HLB hydrophile + ZHLB lipophile

Cette méthode est toutefois limitée car elle ne prend pas en compte I’environnement
du tensioactif (température, pH, force ionique, etc.) qui aura pourtant un impact
certain sur le type d’émulsion formé.

o rapport R de Winsor.®® S’appliquant aux microémulsions, le rapport R définit
empiriquement les interactions des tensioactifs a I’interface avec les molécules
proches de I’huile et de 1’eau. Selon la valeur de R, on obtient respectivement des
microémulsions de type Winsor | (R > 1, microémulsion H/E), Winsor Il (R < 1,
microémulsion E/H) ou Winsor 111 (R =1, microémulsion bi-continue).

o courbure spontanée Cy a I’interface eau-huile. Déja évoqué dans le chapitre 1, le
paramétre de packing P est défini par :

avec V le volume du bloc hydrophobe, ag 1’aire interfaciale optimale par chaine et I la
longueur de la chaine hydrophobe étirée.***° La valeur de ce paramétre peut étre reliée
a la courbure spontanée Co. Harkins et Langmuir ont été parmi les premiers a relier la
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notion de courbure spontanée du tensioactif au type d’émulsion.*** Ainsi, un
tensioactif de courbure moyenne positive (téte polaire dominante par rapport a la
chaine hydrophobe) favorisera la formation d’une émulsion directe. A I’inverse, un
tensioactif de courbure moyenne négative (chaine hydrophobe dominante par rapport a
la téte polaire) favorisera la formation d’une émulsion inverse. Ce parametre permet
de prédire correctement le type d’émulsion formée, mais il faut se garder de relier
directement la courbure de l’interface des gouttes de I’émulsion & la courbure
spontanée du tensio-actif.*® En effet, Kabalnov et Wennertrém ont montré que c’est la
stabilité des films interfaciaux (a I’interface de deux gouttes coalescentes) qui controle
la stabilisation des émulsions directes et indirectes.**

ii. ~ Emulsions stabilisées par des particules (Pickering)

Dans le cas des émulsions de Pickering, les travaux de Finkle et al. relient la mouillabilité des
particules au type d’émulsion formée.* La mouillabilité a I’interface eau-huile est estimée par
la valeur de 1’angle de contact 6, mesuré du coté de la phase aqueuse (Figure 3). Ainsi, les
particules formant un angle de contact inférieur a 90 ° sont préférentiellement mouillées par
I’eau (hydrophiles) et stabiliseront des émulsions directes. A 1’inverse, pour un angle de
contact supérieur a 90 °, les particules sont hydrophobes et stabiliseront préférentiellement
des émulsions inverses.*®

huile

6 O 6 O 6 :
eau
8<90° 6=90° 6>90°

Figure 3 — Position d'une particule sphérique a I'interface huile — eau, pour différents angles 6.

Pour les émulsions Pickering, la régle de Bancroft ne peut étre appliquée directement pour
prédire de fagon fiable le type de I’émulsion. En effet, des comportements « anti-Bancroft »
ont été observés pour des émulsions de Pickering ou les particules sont majoritairement
solubilisées dans la phase dispersée.*’ Le critére de courbure spontanée reste toutefois vérifié :
méme si les particules sont solubilisées dans la phase dispersée, aprés adsorption a I’interface,
leur mouillage les dirige majoritairement vers la phase continue.*’

iii. ~ Emulsions stabilisées par des copolymeéres

Il n’existe actuellement aucune régle fiable permettant de prédire le type d’émulsion stabilisée
par des copolymeéres. En effet, comme pour les émulsions de Pickering, certains systemes ne
suivent pas la régle de Bancroft.*® D autre part, la conformation des copolyméres a I’interface
eau — huile est souvent complexe a déterminer et il est difficile de raisonner sur leur courbure
spontanée a l’interface. Ainsi, si I’on considére un copolymeére dibloc amphiphile a une
interface eau-huile, les blocs peuvent soit se positionner dans la phase avec laquelle ils ont le
plus d’affinité (comportement de brosse, Figure 4.A), soit s’adsorber a I’interface, ce qui est
le cas le plus fréquent (Figure 4.B).*° Plusieurs paramétres interviennent : affinité des blocs
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dans les deux phases, température, force ionique, pH, etc., la conformation étant encore plus
aléatoire pour un copolymere statistique (Figure 4.C).

Cara o

Figure 4 — Schémas de la conformation d’un copolymeére & I’interface eau — huile : A) conformation brosse d’un
dibloc, B) adsorption a I’interface d’un dibloc et C) conformation d’un copolymére statistique.’

2. Préparation d’émulsions

Dans I’industrie, les émulsions sont généralement préparées en deux étapes. La premiére, pré-
émulsification, consiste a mettre en suspension les gouttes de la phase dispersée (environ 100
nm) dans la phase continue. La deuxiéme étape, homogénéisation, consiste a réduire la taille
et la distribution des gouttes.

Souhaitant réaliser des émulsions pouvant éventuellement étre développées a 1’échelle
industrielle, nous avons recherché les méthodes déja mises en place dans I’industrie.
Cependant, ces méthodes étant généralement couteuses en énergie, on s’est aussi intéressé aux
méthodes ne nécessitant aucun apport d’énergie extérieur.

a. Méthodes avec apport d’énergie extérieur

Dans la majorité des cas, un apport d’énergie extérieur au systéme phase aqueuse/phase
grasse/émulsifiant est nécessaire pour former une émulsion, I’énergie libre interfaciale de
I’émulsion étant supérieure a celle du mélange non émulsifié.®® Cette énergie est le plus
souvent d’origine mécanique, notamment un cisaillement ou une cavitation (Figure 5).

A. B.
alice i i A Turbine
Heélica Circulation o ) Tailla .
Turbine A g Rotor-stator des
o . “ uttes
L rd Moulin colloidal <
Dilacaratour -
i Ultrasons
Rotor-stator e L. .
P Homogénaiseurs haute pression
- - & - .
Moulin colloidal - Cizaillement W Circulation Puissanca

volumique locale

Figure 5— A) Comparaison de la circulation et de I’intensité du cisaillement pour différentes méthodes
d’émulsification par agitation mécanique, et B) comparaison de la taille des gouttes obtenues selon les différentes
techniques >

i.  Emulsification par agitation mécanique

Deux types d’appareils fournissent une énergie mécanique : les disperseurs (turbines, hélices)
et les homogénéiseurs (rotor-stators, broyeurs colloidaux). Ils générent des zones de fort
cisaillement entrainant la rupture des gouttes.
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Plus en détails, les disperseurs doivent présenter une bonne recirculation pour fournir une
distribution de taille assez étroite, les gouttes ayant tendance a coalescer lorsqu’elles
s’éloignent de la zone de cisaillement. Les homogeénéiseurs utilisent de tres forts taux de
cisaillement pour ramener la taille des gouttes dispersées sous le micron et conférer a
I’émulsion sa granulométrie finale. Les rotor-stators, les plus couramment utilisés, sont
constitu¢ d’un stator percé d’orifices ou de fentes plus ou moins fines et resserrées, et d’un
rotor tournant a grande vitesse (Figure 6). Les homogénéiseurs peuvent également étre utilisés
directement pour former une émulsion en une seule étape.

25

-1 Rotar

\ — *",—Staml
- o’

Figure 6 — Schéma d’un rotor-stator vu de dessous.™

Dans ces procédés, la majorité de 1’énergie mécanique est dissipée dans le mélange sous
forme de chaleur. Actuellement, on tend a améliorer leur efficacité, notamment pour
I’¢laboration de gouttelettes de petites tailles requérant une plus grande quantité d’énergie.

ii.  Emulsification par phénomeéne de cavitation

Différents appareils peuvent étre utilises :

o Homogénéiseurs haute pression.”> Dans ces dispositifs, la pré-émulsion est
fortement comprimée et forcée de passer par un orifice de trés petite taille. En sortie,
la dépression subite engendre la cavitation et provoque 1’éclatement, la pulvérisation
des gouttes.

o Maélangeurs statiques.®® Un mélangeur statique est un tube composé de plusieurs
éléments immobiles placés bout a bout, dont chacun présente une structure
géométrique rigide particuliere qui divise et recombine le flux.

o Procédés ultrasonores.> Les ultrasons sont des ondes sonores dont les fréquences f
sont comprises entre 16 kHz et 1 MHz (I’oreille humaine percoit entre 20 Hz et 20
kHz). Elles se propagent avec une célérité c et une longueur d’onde A = c/f. Dans un
premier temps, lors de 1I’émulsification, les ondes forment des bulles de cavitation et
génerent ainsi des instabilités a I’interface liquide-liquide. L’implosion des bulles au
voisinage des gouttes de liquide permet de les casser et de réduire progressivement
leur diameétre moyen.

b. Meéthodes avec apport d’énergie moindre ou nul

i.  Emulsification par procédé a membrane

Ce procédé permet d’obtenir des émulsions peu concentrées par faible cisaillement.>>’ I

requiert donc peu d’énergie et est adapté aux entités sensibles au cisaillement. Une premiére
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technique consiste a faire passer la phase dispersée dans la phase continue a travers une
membrane de filtration dont la taille des pores peut étre réglée. Aprés formation, les gouttes se
détachent de la membrane par écoulement de la phase (Figure 7.A). Une seconde technique
consiste a f