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AAsc : acide ascorbique
AcOEt : acétate d’éthyle

ATRP : polymérisation radicalaire controlée par transfert d'atomes

BP : benzophénone
BPO : peroxyde de benzoyle

BPMODA : N, N-bis(2-pyridylméthyl)octadécylamine

CDCls : chloroforme

CDI : 1,1’-carbonyldiimidazole

CHClI; : dichlorométhane

Cryo-MET : Microscopie Electronique 4 Transmission a basse température

CuAAC : cycloaddition azide-alcyne catalysée par le cuivre (I) (ang. Copper-Catalysed
Azide-Alkyne Cycloaddition)

D : Coefficient de diffusion d’une substance active dans une matrice polymere
b : dispersité

DexC=C : dextrane porteur de fonctions méthacrylate

DexCsC=C : dextrane porteur de fonctions alcene

Dex-Nj3 : dextrane porteur de fonctions azide

D,L-LA : D,L-lactide

DMAP : 4-diméthylaminopyridine

DMF : N,N-diméthylformamide

DMPA : 2,2-Diméthoxy-2-phénylacétophénone

DMSO : diméthylsulfoxyde
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DMSO-ds : diméthylsulfoxyde déutéré
dn/dc : incrément d’indice de réfraction pour un polymere dans un solvant [mL/g]

DTT : dithiothréitol

EDTA : acide éthylene diamine tétraacétique
EE : efficacité d’encapsulation de la substance active

Et3N : triéthylamine

HexAm : n-hexylamine

HSQC : corrélation hétéronucléaire entre un carbone et un proton liés par liaison

covalente (ang. Heteronuclear Single Quantum Coherence)

MCs : microcapsules

MDSC : Calorimétrie Différentielle a Balayage Modulée
M,, : masse molaire moyenne en nombre

M,, : masse molaire moyenne en masse

MET : Microscopie Electronique a Transmission

MS810 : Miglyol®810

NaAsc : ascorbate de sodium
NCs : nanocapsules
NPs : nanoparticules

NSs : nanospheres

OG : gallate d’octyle

o/w : émulsion huile-dans-eau



Liste d’abréviations

PACA: poly(cyanoacrylates d’alkyle)

PBA : poly(acrylate de n-butyle)

PBMA : poly(méthacrylate de n-butyle)

PCL: poly(e-caprolactone)

PEG : poly(éthylene glycol)

PLA : polylactide ou acide(poly lactique)

PLAcomm : polylactide a, ®-dihydroxy (commercial)

PLA a-alcyne : polylactide fonctionnalisé par des fonctions alcyne en bout de chaine
PLA a-SH : polylactide fonctionnalisé par des fonctions thiol en bout de chaine
PLA-SS-PLA : polylactide porteur d’une liaison disulfure en milieu de chaine
PLGA : poly(acide lactique-co-glycolique)

PMMA : poly(méthacrylate de méthyle)

PNIPAM : poly(N-isopropylacrylamide)

POC : polymérisation par ouverture de cycle

PS : polystyrene

RAFT : polymérisation radicalaire controlée par transfert de chaine réversible par

addition-fragmentation

RMN 'H : résonance magnétique nucléaire du proton

SA : substance active
SDS : dodécyl sulfate de sodium

SEC-MALLS : chromatographie d'exclusion stérique couplée a la diffusion de la

lumiere multi-angle

SnOct; : octoate d’étain ou 2-éthylhexanoate d’étain



Liste d’abréviations

T
TCEP : chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyl) phosphine
Tr: température de fusion
T, : température de transition vitreuse
THF : tétrahydrofurane
U
u.g. : unité glucopyranose
W
w/o : émulsion eau-dans-huile
Autres

T : taux de substitution ; nombre moyen de groupements hydrocarbonés fixés pour 100

motifs glucopyranose

Apz : épaisseur du recouvrement en dextrane en surface de NPs
A : longueur d’onde

{ : potentiel Zéta

% click : efficacité de la réaction « click »

% m : pourcentage massique

% vol : pourcentage volumique
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INTRODUCTION
GENERALE

Au cours des dernieres décennies, 1’encapsulation de substances actives (SA) au sein
de particules polymeres a suscité un fort intérét dans de nombreux domaines d’applications :
biomédical, alimentaire, agrochimique, cosmétique, peintures et recouvrements... Dans le
domaine de I’environnement, les pesticides et les engrais sont les SA dont I’encapsulation a
été le plus étudiée. Les pesticides (herbicides ou insecticides par exemple) sont utilisés pour
protéger les récoltes en luttant contre des organismes considérés comme nuisibles (mauvaises
herbes ou insectes, respectivement). Les engrais sont, quant a eux, employés pour améliorer la
croissance ainsi que la qualité et le rendement des récoltes. Ces deux SA ayant un mode
d’action différent, elles sont généralement conjointement utilisées sur les cultures : par
exemple, les pesticides sont généralement employés périodiquement, tandis que les engrais
doivent étre délivrés progressivement et sur une durée de plusieurs mois. L’encapsulation
d’une de ces SA a I’intérieur de capsules polymeres peut alors permettre de la libérer a la dose

souhaitée, adaptée aux besoins des cultures.

Pour des applications environnementales, 1’encapsulation d’une SA possede plusieurs
avantages par rapport a son utilisation directe dans le milieu : (i) la possibilité de contrdler la
libération de la SA, (i1) protection de la SA contre la dégradation provoquée par le milieu
extérieur (meilleure résistance a la pluie ou a d’autres conditions atmosphériques...), ii1)
diminution de I’effet écotoxique® (notamment diminution de I’impact sur des organismes non-

ciblés), iv) protection contre la distribution incontrdlée des xénobiotiques®, v) réduction des

@ Toxicité de la substance pour le milieu environnant.

® Substance chimique étrangére présente dans un organisme vivant, polluante et souvent toxique.
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pertes de la SA (par exemple, si elle est volatile), vi) diminution de la pollution
environnementale (par exemple dans le cas d’un lessivage des sols), vii) réduction de la
quantité totale de SA utilisée, viii) masquage éventuel de 1’odeur, ix) stockage plus sir (par

exemple en raison d’une réduction de I’inflammabilité ou de la volatilité de la SA) ...

Ainsi, plusieurs pesticides et engrais ont déja été encapsulés dans des capsules
polymeres et sont commercialement disponibles. Le Tableau suivant regroupe quelques
exemples. Ces formulations commerciales contiennent des capsules de diametres variant de
quelques micrométres jusqu’a 2-3 millimetres. De plus, ils existent dans la littérature des
travaux sur élaboration des capsules de taille submicronique pour agriculture® ; mais ces

formulations n’ont pas encore été commercialisées.

Tableau. Exemples des capsules polymeéres commerciales encapsulant des pesticides ou des engrais
(d’aprés Knowles, D.A (1998), Chemistry and Technology of Agrochemical Formulations, p. 146; Benita, S.
(2006), Microencapsulation, chapitre 2, p. 55-77. Trenkel, ML.E. (2010), Slow- and Controlled release and
Stabilized Fertilizers. International Fertilizer Industry Association; Jacobs D.F. (2005), Variation in
Nutrient Release of Polymer-Coated Fertilizers, United States Department of Agriculture)

Application Nom Substance active Ecorce polymere Fournisseur
commercial
Insecticide ~ Knox-Out®2FM  Diazinon Polyamide, Elf Atochem/Pennwalt
polyurée Corp.
Penncapthrin®200 Permethrin Polyamide, Elf Atochem/Pennwalt
polyurée Corp.
Penncap-M® Parathion de Polyamide, Elf Atochem/
méthyle polyurée Pennwalt Corp.
Herbicide Micro-Tech® Alachlor Polyurée Monsanto
Bullet® Polyurée Monsanto
Engrais Nutricote® Majoritairement  Polyoléfines, Chisso-Asahi
Meister® nutriments de poly(chlorure  de Fertilizer Co.
base contenant vinylidene) et leur
les éléments : copolymeres
Osmocote® azote, phosphore Résines alkydes O.M. Scotts Co.

et potassium (polyesters  modifiés

avec des acides gras)

Polyon® Polyuréthane Agrium/Pursell

Multicote® Polyuréthane Haifa Chemicals

¢ Voir exemples dans la Partie I, Paragraphe 11.1.2.3., p. 15.
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Cette thése s’inscrit dans le cadre du projet BioCapTech soutenu par la Région
Lorraine. Il associe 5 entreprises et 7 laboratoires lorrains et vise a développer des traitements
biocides a moindre impact sur I’environnement. L’idée est de concevoir, fabriquer et
commercialiser des vecteurs innovants sous forme de particules matricielles (spheres) ou de
capsules susceptibles de diffuser des SA d’origine naturelle dans la lutte contre les
proliférations d'algues. Il s’agit alors d’un type particulier de pesticide — un algicide?. Dans ce
cadre, deux theses ont été menées en parallele au LCPM et font suite aux recherches menées
jusqu’alors sur 1’¢laboration de nanospheres (NSs) recouvertes de polysaccharide. Les travaux
de theése présentés dans ce manuscrit consistent plus précisément a développer un nouveau
type d’objets pour le LCPM : des nanocapsules (NCs) a cceur liquide recouvertes de
polysaccharide. L’objectif était donc de concevoir des NCs biodégradables et non toxiques

pour les milieux aquatiques, permettant I’encapsulation et la libération de ces SA.

L’originalité de ces travaux de thése est double car il existe peu de travaux sur
¢laboration de NCs a cceur liquide recouvertes de polysaccharide, et encore moins d’exemples
de capsules dont le recouvrement hydrophile soit attaché de fagon covalente a I’écorce par
couplage a I’interface. A notre connaissance, aucun travail ne regroupe ces deux aspects.
Ainsi, le challenge de ce doctorat était dans un premier temps de réaliser un couplage efficace
et peu écotoxique entre le polymére constituant I’écorce et le recouvrement polysaccharide, et
ce au cours d’un procédé classique d’¢élaboration de NCs. Nous avons choisi de mener un
couplage par chimie « click » a I’interface liquide/liquide. Les effets d’un tel couplage sur les
caractéristiques des NCs ont ensuite été étudiés ainsi que I’aptitude de ces nano-objets a

I’encapsulation et la libération d’une SA mod¢le.

Ce manuscrit est donc divisé en trois grandes parties : (I) étude bibliographique, (II)

résultats et discussion et (III) matériels et méthodes.

La premiere partie est entierement consacrée a une étude bibliographique focalisée sur
deux grands themes : nanoparticules polymeres et réactions de chimie «click ». Dans un
premier temps, nous nous intéressons plus particulierement aux NCs a cceur liquide, leurs
applications potentielles et leurs différents procédés d’élaboration. Concernant ces derniers,
nous avons entre autres examiné les réactions de chimie « click » réalisées in situ a 1’interface

liquide/liquide. Dans un deuxieme temps, nous présentons des généralités sur les réactions de

4 Une SA algicide peut avoir un double effet: algicide — consistant & détruire la totalité des algues présentes dans

le milieu d’analyse, ou algistatique — consistant a arréter la croissance et/ou le développement des algues.
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chimie «click » en nous focalisant principalement sur les deux types de réactions les plus
souvent utilisées pour le couplage des polymeres : la cycloaddition azide-alcyne catalysée par
le cuivre (I) (CuAAC) et les réactions de type thiol-ene. Cette partie bibliographique se
termine sur les applications potentielles des réactions de chimie « click » pour la préparation

et/ou la fonctionnalisation des particules polymeres.

La deuxieme partie présente les résultats obtenus au cours de ces trois années de these.
Ainsi, le 1 chapitre décrit la synthese et la caractérisation des polymeres précurseurs (dérivés
2éme

du polylactide et du dextrane) utilisés pour des réactions « click ». Le chapitre est

consacré quant a lui a ’optimisation de la réaction « click » in situ a I’interface liquide/liquide
lors de 1’élaboration des nano-objets polymeres. Dans le 3°™ chapitre, ces nano-objets sont
caractérisés en termes de tailles, de taux de recouvrement en dextrane, d’épaisseur et de
stabilité de ce recouvrement, de morphologie ainsi que de stabilité colloidale. Finalement, le
4°me chapitre aborde les études sur 1’encapsulation et la libération d’une SA modele a partir de

ces nano-objets.

Enfin, ce manuscrit se cldture par une conclusion générale et par 1’énumération de
quelques perspectives. Les protocoles expérimentaux et les techniques de caractérisation

utilisées lors de cette these seront présentés a la fin de ce manuscrit.
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ETUDE

BIBLIOGRAPHIQUE

I. INTRODUCTION

Depuis quelques dernieres décennies les particules polymeres de taille submicronique
suscitent un fort intérét de la part des chercheurs. Ces objets sont destinés a de nombreuses
applications potentielles, comme plus particulierement des systemes de délivrance de
substances actives dans des domaines aussi variés que le domaine biomédical,
environnemental, agroalimentaire, ... etc. Cette partie bibliographique présente dans un
premier temps les différents types de nanoparticules polymeres qui, selon leur morphologie,
sont divisées en deux groupes principaux : nanospheres et nanocapsules. Dans un deuxieme
temps, notre intérét se portera sur les nanocapsules a cceur liquide. Aprés avoir mentionné
quelques-unes des applications potentielles de ce type de nano-objets, nous discuterons de
leurs différents procédés d’élaboration. Parmi ces procédés, nous nous sommes
particulierement intéressés aux réactions de chimie « click » réalisées in situ a I’interface
liquide/liquide. Apres des généralités sur cette chimie, les deux types de réactions les plus
utilisées seront détaillées: la cycloaddition azide-alcyne catalysée par le cuivre (I) et des
réactions de type thiol-ene. Nous insisterons tout particulicrement sur 1’utilisation de ces

réactions pour la synthese et la fonctionnalisation de particules polymeres.
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II. NANOPARTICULES POLYMERES

I1.1. LES DIFERENTES MORPHOLOGIES

Les premieres nanoparticules (NPs) ont été développées dans les années 1970 dans le
but d’encapsuler des médicaments anticancéreux et/ou des vaccins afin de faciliter leur
administration'. Elles sont définies comme des objets colloidaux globalement sphériques et de
taille submicronique, c’est-a-dire de dimension inférieure a 1 pm. Selon leur morphologie, les
NPs peuvent étre divisées en deux groupes principaux: les particules polymeres matricielles
(nanospheres, NSs) et les particules de type cceur liquide/écorce (nanocapsules, NCs) (Figure

L.1).

b)

Matrice polymere Ecorce polymére gy iqglde

Figure I.1. Nanoparticules polymeéres: a) nanosphére, b) nanocapsule

Afin d’¢éviter I’accumulation des NPs dans un systeme (qu’il s’agisse d’applications
biomédicales, alimentaires ou environnementales), elles sont le plus souvent constituées de
polyméres biodégradables®>. Ces derniers sont soit d’origine naturelle, soit synthétiques
(Tableau I.1). Parmi les polyméres naturels®, on peut citer les polysaccharides* > (par exemple
le chitosane, le dextrane ou 1’alginate) et les protéines® "(telles que la gélatine ou 1’albumine)
qui sont utilisés pour former des NPs. Concernant les polymeres synthétiques biodégradables,
les plus couramment utilisés sont les polyesters aliphatiques tels que la poly(e-caprolactone)
(PCL)3, le polylactide aussi appelé poly(acide lactique) (PLA)° ou le poly(acide lactique-co-
glycolique) (PLGA)'°, ainsi que les poly(cyanoacrylates d’alkyle) (PACA)'!.

10
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Tableau L.1. Structures de certains polymeres biodégradables d’origine naturelle ou synthétiques utilisés

pour former des NPs

Origine du polymere Nom Formule
OH OH OH
Chitosane o) s ™ OH
NH, NH, NH,
n
o)

OH OH
HO %/ o
HO g
Dextrane HO Q
e} HO
K OH

Naturelle
o)
0
TN
OH
o}
OH
_ O_g o) og
Alginate - 'OHo/\ OHO L o
0~ “OH]
O
Poly(e-caprolactone)
(PCL) o],
Polylactide ou
poly(acide lactique) /P\“/ OJ\
n
(PLA) o
o
Poly(acide lactique-co- o J,H
Synthétique glycolique) (PLGA) HO J;(L”AO y
O
|CN :
R = par exemple;
] 5\
Poly(cyanoacrylates RO o 3

d’alkyle) (PACA) ‘>_
‘\_\

A

11
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II.1.1. Nanospheres polymeres

Les nanospheres (NSs) sont des systemes sphériques matriciels possédant une
structure pleine et homogene dans I’ensemble de la particule. Une substance active (SA),
qu’elle soit de nature hydrophile ou lipophile, peut y étre incorporée sous forme dissoute,
dispersée et/ou encore €tre attachée physiquement (par adsorption) ou chimiquement a leur
surface (Figure 1.2). Cependant, I’encapsulation de la SA au sein de la particule est préférable
a son attachement en surface. Ceci peut en effet permettre une meilleure protection de la SA

mais également une libération plus progressive!'.

a) b) c)

Figure 1.2. Nanosphéres polymeéres contenant une substance active: a) encapsulée a l’intérieur, b)

adsorbée en surface, ¢) accrochée chimiquement a la surface

Dans la littérature, il existe de nombreuses méthodes pour préparer ce type de vecteurs
particulaires'” 3. Elles peuvent étre regroupées en deux grands procédés : (i) ’utilisation de
méthodes physico-chimiques en employant des polymeres préformés et (ii) des techniques de
polymérisation de monomeres. Dans le premier type de procédé, la formation de la matrice
polymere peut étre provoquée par |’évaporation de solvant organique (émulsion-
évaporation'), la diffusion de solvant organique vers la phase aqueuse (nanoprécipitation'?,
émulsion-diffusion'®) ou encore I’ajout d’un agent coacervant (émulsion-coacervation'”).
Dans le deuxieme cas, le polymere est formé directement in situ au cours de processus de
polymérisation qui se déroule en milieu dispersé. Afin d’obtenir des objets de taille
suffisamment petite et peu dispersée, la polymérisation en miniémulsion est la technique de
polymérisation la plus utilisée'®. Le procédé choisi dépend de plusieurs paramétres telles que
les propriétés physico-chimiques du polymere utilisé, celles de la SA a encapsuler ainsi que

de la gamme de tailles d’objets envisagées'.

12
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I1.1.2. Nanocapsules polymeres
I1.1.2.1. Définition et avantages

Les nanocapsules sont des systemes particulaires de morphologie coeur/écorce
composés d’un coeur entouré d’une couche fine de polymere. Le coeur est le plus souvent
liquide (aqueux ou huileux) (Figure 1.3b-c) mais peut aussi étre vide (NCs creuses) (Figure
1.3d) ou solide (cas d’huiles qui se solidifient a température ambiante). Dans la présente étude,

notre intérét s’est majoritairement porté sur des NCs a cceur liquide.

Matrice polymere Ecorce polymére

a)

Ceeur liquide

Figure 1.3. Nanoparticules polymeres: a) nanosphere, b-c) nanocapsules a cceur liquide, d) nanocapsule

creuse (a ceeur vide)

Le cceur de NCs peut servir de réservoir pour y encapsuler une SA?* 2! ou peut étre la

22, 23

SA elle-méme comme par exemple dans le cas des huiles essentielles ou des huiles

alimentaires®* 2. L'

écorce polymere située autour de ce coeur joue le role d’'une membrane de
protection vis-a-vis de la SA?®. Idéalement, elle permet de contrdler les échanges de matiere
entre le coeur et le milieu environnant la NC. En réalité, selon les NCs, la SA peut étre aussi
bien adsorbée en surface des NCs, qu’étre encapsulée, sous forme dissoute, liquide ou
dispersée a 1’état solide, dans le cceur ou encore dans I’écorce polymére®’. Selon la nature du
cceur liquide de la NC (aqueux ou huileux), des substances hydrophiles ou lipophiles peuvent
y étre incorporées. Méme si I’efficacité d’encapsulation d’une SA dépend du procédé utilisé
pour 1’élaboration des NCs, la solubilité de la SA dans le cceur doit étre optimale afin de
permettre son encapsulation au sein du coeur® ?°. Un de principaux avantages des capsules
par rapport aux particules pleines (spheres) est la possibilité de moduler la cinétique de

libération de la SA en variant la polarité du coeur, mais aussi la nature chimique et 1’épaisseur

de I’écorce polymére (c'est-a-dire la morphologie des objets)®® 3!,

13



Fartie I : Etude Bibliographique

I1.1.2.2. Différents types de coeurs liquides

Comme représenté sur la Figure 1.3, le cceur des NCs peut étre constitué d’un liquide
de nature hydrophile (aqueux) ou lipophile (huileux). Lorsque le cceur des NCs est aqueux,
celles-ci peuvent encapsuler des SA hydrophiles®? par exemple des hormones telles que
I’insuline’? ou des médicaments comme la pénicilline34. Dans le cas de NCs a cceur huileux, la
polarité de I’huile peut &tre modulée ce qui permet I’encapsulation d’une large gamme des
composés de polarité variable dissous dans ce liquide. Dans la suite de ce paragraphe nous
allons présenter particulierement des NCs a coeur huileux qui font 1’objet de ces travaux de

these.
I1.1.2.2.1. Nanocapsules a cceur huileux

Afin d’obtenir des NCs a cceur huileux, une huile non-miscible ou peu-miscible au
polymere qui constitue I’écorce de la NC doit étre employée afin d’assurer une séparation de
phases efficace qui permet de générer au final une structure cceur/écorce. L’huile choisie, en
plus d’étre un bon solvant pour la SA a encapsuler, doit étre non-toxique, de préférence peu
volatile (afin notamment d’éviter son évaporation tout au long de processus d’élaboration des
NCs) et non réactive vis-a-vis du polymere et de la SA?®. Néanmoins, il existe dans la
littérature des exemples de NCs contenant des huiles volatiles dans leur cceur, notamment
dans le cas des huiles essentielles pour lesquelles la SA constitue I’huile elle-méme?? 2> 33,
Dans ce cas-13, la volatilité de 1’huile complique parfois son encapsulation®. Si on considére
les huiles non-volatiles les plus couramment utilisées dans des formulations
pharmaceutiques®’, on peut citer les triglycérides d'acides caprique (C10) et caprylique (C8),
par exemple le Miglyol®810, le Miglyol®812, le Neobee®M-5, le Myritol®318. Ces
triglycérides varient en composition en acides C8 et C10 (voir Tableau 1.2)°%*?. D’autres

43, 44

huiles, moins fréquentes comme le benzoate de benzyle ou d’autres huiles triglycérides,

45, 46 39, 47

insaturées, telles que I’huile d’olive ou I’huile de ricin ont aussi été testées (Tableau
1.2). Des huiles qui cristallisent a température ambiante (encore appelées lipides solides)
peuvent étre employées afin de former des capsules a cceur solide, lequel peut devenir liquide
par simple augmentation de température du milieu. Parmi les lipides solides on trouve par
exemple le palmitate de cétyle, I’acide stéarique, 1’acide éicosanoique (encore appelée acide
arachidique), les paraffines ou le dibéhénate de glycéryle (Tableau 1.3). Ce type d’huiles a
principalement été utilisé pour obtenir des particules solides lipidiques (SLN) ne contenant

pas de polymere*®. Néanmoins, des NCs polymeres ont aussi été obtenues**°,

14
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Les propriétés de I’huile employée, comme sa viscosité, son hydrophobie, sa tension
interfaciale avec 1’eau ainsi que la formulation employée lors du procédé d’élaboration (ratio

entre tous les composants, nature du tensioactif et du polymere utilisés) peuvent influencer la

distribution de taille et la morphologie des NCs obtenues®'~>>,

I1.1.2.3. Applications des nanocapsules a ceeur liquide

Les NCs polymeéres, notamment celles a cceur liquide, ont suscitées un fort intérét au
cours des dernieres décennies grace a leur grande capacité d’encapsulation. L’incorporation
des SA dans le cceur liquide permet de les protéger au mieux contre la dégradation du milieu
environnant. Ceci permet également de diminuer les effets toxiques potentiels d’une SA s’il
s’agit par exemple d’un médicament, ou écotoxiques par exemple dans le cas d’un pesticide.
De plus, de nombreuses SA sont insolubles dans 1’eau ou encore volatiles, et il est dont

intéressant de les encapsuler pour pouvoir les véhiculer dans un systeme aqueux.

Les NCs polymeres ont trouvé de nombreuses applications en tant que vecteurs de SA,

destinées a différents domaines tels que la santé®® 4 les industries cosmétiques®: ¢,

57,58

agrochimiques®” °® ou alimentaires®®. De nombreuses SA ont été encapsulées : médicaments”

33, 34, 38, 59-62 67-70 41, 42

, parfums® %4, filtres UV®> %, agents de contraste®” 7, pesticides*! 4%, colorants’!-

22,23, 35,74,75 24,25 36, 76-78

3 huiles essentielles , alimentaires ou autres . Les différents domaines
d’applications ainsi que les méthodes et les réactifs utilisés pour préparer ces NCs sont

récapitulés dans le Tableau 1.4.
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Tableau 1.2. Exemples d’huiles non-volatiles utilisées dans la formulation de NCs

Huile Structure Composition massique moyenne
Acide Acide
Nom caprylique caprique
commercial
(Cs0) (Cio0)
O
N PN : ®
Triglycéride d'acides o) 0 Miglyol®810 | 65-80% 20-35%
caprique et captylique o) Miglyol®812 | 50-65% 30-45%
O_ll_/\/\/\/\
Neobee®M-5 | 65-75% 23-33%
Myritol®318 | 65-77% 23-35%
O S Acide oléique (Cis.1) : 74%
e P G NP P . . .
' . O 5 Acide linoléique (Cis2) : 9,5%
Huile d’olive {O—g—/\/\/\/\/\/\/\/\ Acide palmitique (Cigo) : 11,5%
O_u_/\/\/\/\/\/\/\
0]
o AN
( 0 S OH Acide ricinoléique (Cis:1)
Huile de ricin [O
O OH
o AN
OH
o}

Benzoate de benzyle ©*OA©

Benzoate de benzyle

16
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Tableau 1.3. Exemples d’huiles qui se solidifient a température ambiante

Huile Structure Température de fusion [°C]
O
Palmitate de cétyle A/\/\/\/\/\MO 54
D e e e
O
Acide stéarique /\/\/VM 69
OH
Acide éicosanoique 0 75
(arachidique) A/\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
: . e e e P e e e e S 80-90%
Paraffine solide ( o el masse
(mélange d’hydrocarbures n-paraffine
linéaires N
(n-paraffine), ramifiés (iso- 46-68
paraffine) ou cycliques iso-paraffine (selon la composition)
(cycloparaffine)) e
/\W/ 10-20% en masse
cycloparaffine y.
OH

Dibéhénate de glycéryle
(Compritol®888 ATO)

RO\)\/O R

R = CyHy30,

65-77

17
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Tableau I.4. Applications des NCs polymeéres a ceeur liquide préparées par différents procédés. (*Composition de I’huile non précisée)

Applications Ecorce polymere Ceeur liquide Substances encapsulées et Méthode Réf.
leurs actions
PCL Miglyol®810 Amétryne ou atrazine ou Nanoprécipitation 41,42
Agriculture . : .
Myritol®318 simazine (herbicides)
PLA Miglyol®810 Palmitate de rétinyle (agent Nanoprécipitation 65,79
Palmitate de rétinyle anti-vieillissement)
. Phtalate acétate de cellulose Méthoxycinnamate M¢éthoxycinnamate d’octyle Emulsion-diffusion 66
Cosmétiques , .
d’octyle (filtre UV)
Copolymeres Lilial Lilial ou a-pinene Polymérisation a 63
(méth)acryliques : o-pindne (parfums) I’interface 64
P(MMA)-co-BA), PIMMA-co-
BMA-co-MAA-co-BDDMA)  (parfums)
PLGA Triglycéride d'acides Benzocaine (anesthésique Nanoprécipitation 20
caprique et caprylique*  locale)
Eudragit® RS100 Huile de noix de coco Clotrimazole (antimycosique) Nanoprécipitation 60
Santé PEG-b-PBA-b-PEG Huile d’olive Extraits de plantes Emulsion-diffusion 45, 80

médicinales : Elaeagnus
angustifolia, Onopordon
leptolepis

(anti-inflammatoires,
analgésiques, antifungiques)
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Applications Ecorce polymere Cceur liquide Substances encapsulées et Méthode Réf.
leurs actions
PLGA Bromure de Bromure de perfluorooctyle Emulsion-évaporation 67-70
PLGA-b-PEG perfluorooctyle (agent de contraste)
Gomme de xanthane Huile d’amande Porphyrine (agent Emulsion-coacervation 61
Mpyristate d'isopropyle photototerapeutique)
PBAd Eau Pénicilline (antibiotique) Emulsion double 34
PLA Eau Chlorhydrate de gemcitabine ~ Emulsion double 59
(anticancéreux) ou insuline 33
(hormone)
Santé . . . . .
PDADMAC*, PSS Palmitate d’isopropyle, = Cyanine ou Oil red (colorants Emulsion template couche- 73,71
Acide oléique hydrophobes) par-couche
N-dodécane
PMMA, Eau Digluconate de chlorhexidine  Déposition d’une couche 62
PCL, PMA (antiseptique) polymeére
PU Miglyol®812 Ibuproféne Polymérisation a 38

(anti-inflammatoire et
analgésique)

I’interface
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Applications Ecorce polymere Cceur liquide Substances encapsulées et Méthode Réf.
leurs actions
Alginate de sodium Huile de curcuma Huile de curcuma (additif Emulsion-coacervation 36
Alginate de sodium/chitosane alm.aentazr.e, a8 ent. ) 76
antibactérien, antifongique,
antioxydant, anticarcinogéene)
Santé/ Industrie o L. . . ] i
. . Gélatine Capsaicine Capsaicine (additif Emulsion-coacervation 77
alimentaire ) .
alimentaire, agent
antimicrobien, analgésique)
Chitosane Huile d’origan Huile d’origan ou carvacol Emulsion-coacervation 23
Carvacol (huiles essentielles) 35
PCL Triglycérides d'acides Bixine (colorant naturel) Nanoprécipitation 72
caprique et caprylique*
PCL Huile de tournesol, Huile de tournesol ou acétate ~ Emulsion-diffusion 24
Acétate d’a-tocopheryle d (‘l—tocop.h'eryle. ou hul.le de
soja (additifs alimentaires,
Industrie Huile de soja antioxydants)
alimentaire ] .
PLA Acide a-linoléique Acide a-linoléique (additif Emulsion-diffusion 78
alimentaire, antioxydant)
PCL Huile de poisson Huile de poisson (agent Emulsion-diffusion 25
Eugénol nutritif) ou eugénol (aréme) ]1

20




Fartie I : Etude Bibliographique

Applications Ecorce polymere Cceur liquide Substances encapsulées et Méthode Réf.
leurs actions

Industrie Chitosane Eugénol Eugénol (agent Emulsion-coacervation 22,75
alimentaire/ antimicrobien, antioxydant)
Emballages

PLA : polylactide, PCL : poly(e-caprolactone), PLGA : poly(acide lactique-co-glycolique), PEG : polyéthyléne glycol, Eudragit®RS100 : copolymére d’acrylate d’éthyle et de
méthacrylate de méthyle contenant une petite fraction d’un ester méthacrylique, PBAd : adipate de polybutyle, PDADMA® : poly(chlorure de diallyldiméthyle ammonium),
PSS : poly(4-styrene sulfonate de sodium), PMMA : poly(méthacrylate de méthyle)) PMA : poly(acrylate de méthyle)) PBMA : poly(méthacrylate de butyle),
PMAA : poly(acide méthacrylique), PBDDMA : poly(diméthacrylate de 1,4-butanediol), PBA : poly(acrylate de n-butyle), PU : polyuréthane.
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I1.1.3. Recouvrement des nanoparticules par un polymeére hydrophile

Les NPs peuvent étre recouvertes d’une couronne de polymere hydrophile et neutre
(Figure 1.4) pour différentes raisons. Il s’agit parfois de leur assurer une meilleure stabilité
colloidale et/ou d’empécher 1’adsorption de molécules indésirables a leur surface. Par
exemple, dans le cas d’applications biomédicales, il s’agit d’empécher l’adsorption de
certaines de protéines (opsonines) a la surface, ce qui permet de diminuer la reconnaissance et
’élimination prématurée des NPs par le systéme immunitaire®> *. Le plus souvent, ce
recouvrement est constitué de poly(oxyde d’éthyléne) aussi appelé poly(éthyléne glycol)
(PEG)%7- 98-8 ou de polysaccharides®> % tel que le dextrane!'>®’. En général, I’hydrophilisation
de la surface des NPs se fait par trois méthodes : (i) ’adsorption physique des polymeéres
amphiphiles aprés ou lors de la préparation des NPs, (ii) ['utilisation de copolymeres
amphiphiles pour préparer directement des NPs ou encore (iii) ’ancrage chimique d’un

polymere hydrophile sur des NPs préformées.

Recouvrement hydrophile

Matrice polymere

Ecorce polymére

Figure 1.4. Nanoparticules polymeres recouvertes d’une couronne de polymere hydrophile: a) nanosphere,

b) nanocapsule

I1.1.3.1. Adsorption physique de polyméres amphiphiles

Certains polymeres peuvent s’adsorber a la surface de NPs hydrophobes par
interactions électrostatiques (s’il s’agit des particules chargées) ou par interactions
hydrophobes (s’il s’agit de particules hydrophobes et neutres). Par exemple, du chitosane
(polysaccharide chargé positivement) a été adsorbé en surface des NCs de poly(e-
caprolactone) de charge surfacique opposée®®. Dans le cas d’interactions hydrophobes, un
polymere amphiphile (par exemple un dextrane modifié par des groupements hydrophobes)

peut étre utilisé comme stabilisant de 1’interface huile-dans-eau et restera adsorbé en surface

22



Fartie I : Etude Bibliographique

des NSs de PLA grice a des interactions hydrophobes avec la matrice®. Cette adsorption peut

aussi étre réalisée apreés la préparation des objets eux-mémes®.

I1.1.3.2. Utilisation de copolyméres amphiphiles

L’utilisation de copolyméres amphiphiles (a blocs ou greffés) au cours d’un procédé
d’élaboration de NPs permet leur ancrage physique en surface si la partie hydrophobe du
copolymere est compatible avec le polymere qui constitue le ceeur de NPs (matrice ou écorce
polymere). Si cette partie hydrophobe est suffisamment importante, elle peut elle-méme
constituer le cceur de ces NPs. Par exemple, des copolymeres a bloc PLA-b-PEG, PLGA-b-
PEG® ou tribloc PEG-b-PBA-b-PEG* ont servi pour obtenir des NCs a cceur huileux, tandis

qu’un copolymére greffé dextrane-g-PLA'> %7 a été utilisé pour élaborer des NSs.

I1.1.3.3. Ancrage chimique d’un polymere hydrophile a la surface

L’ancrage chimique d’un polymeére hydrophile a la surface de NPs consiste a former
des liaisons covalentes entre ce polymere et des fonctions introduites (ou existantes) en
surface des NPs. Ceci peut se faire par différentes réactions chimiques : soit par couplage
direct du polymere avec les fonctions en surface (par exemple par chimie « click »”!, voir
Paragraphe IV pour plus de détails sur la chimie «click »), soit par polymérisation d’un
monomere hydrophile a partir de ces fonctions (par exemple par polymérisation radicalaire

par transfert d'atomes (ATRP) amorcée en surface de la particule®?).

III. METHODES D’ELABORATION DE CAPSULES A C(EUR LIQUIDE

Dans la littérature de nombreuses revues sont dédiées aux méthodes de préparation des

1. 13. 18, 19.26-28 mais peu de revues sont focalisées uniquement sur les NCs*" %8,

NPs polymeres
Dans le cas des NCs a cceur liquide, ces procédés d’élaboration peuvent étre classés en trois
groupes principaux : (i) ségrégation de phases entre le polymere (généralement préformé ou
formé in situ par polymérisation) qui constituera au final I’écorce de la NC et le cceur liquide.
Ceci aboutit a la précipitation du polymere autour du cceur liquide ; (ii) déposition (ou
précipitation) d’un polymere préformé en surface d’un nano-template dur ou mou et (iii)

réactions interfaciales a la surface des nano-gouttelettes d’une émulsion. Ces trois grands

types de procédés sont décrits plus en détails dans la suite de ce chapitre.
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III.1. SEGREGATION DE PHASES

La premiere technique pour élaborer des NCs consiste a induire une ségrégation de
phases entre le polymere de 1’écorce (préformé ou formé in situ par polymérisation) et le cceur
liquide. Dans le cas de polymeres préformés, leur précipitation est généralement induite soit
par élimination du bon solvant du polymere de la phase dispersée suite a sa diffusion dans la
phase continue (nanoprécipitation®®, émulsion-diffusion®) ou a son évaporation (émulsion-
évaporation®”), soit par ajout d’un agent coacervant (émulsion-coacervation®). Dans le cas ol
le polymere est formé in situ par polymérisation, il s’agit généralement de polymérisation en

chaine. Ces différents procédés d’¢élaboration sont successivement discutés ci-dessous.

III.1.1. Nanoprécipitation

La nanoprécipitation, appelée aussi déplacement de solvant (« solvent displacement »)
ou déposition interfaciale (« interfacial deposition ») est une méthode développée en 1988 par
Fessi et al.®> %. Depuis, elle est parmi les techniques les plus couramment utilisées pour

obtenir des NCs a partir de polymeres préformés.

Cette technique nécessite I’emploi de deux solvants miscibles. Le polymere synthétisé
au préalable est solubilisé dans un premier solvant, solvant 1 (bon solvant du polymere, c’est
souvent I’acétone). Ce solvant 1 contient également I’huile (qui constituera au final le cceur
liquide de la NC) et le plus souvent la SA a encapsuler. Cette solution de polymere (phase
dispersée) est ensuite ajoutée goutte-a-goutte et sous agitation modérée dans la phase continue
contenant un deuxieme solvant (solvant 2) miscible au premier et non-solvant du polymere (le
plus souvent 1’eau). La phase continue contient souvent des tensioactifs permettant la
stabilisation des particules formées. Une diffusion rapide du solvant 1 vers le solvant 2
conduit a la précipitation du polymere. Le polymere, étant immiscible a I’huile, s’en sépare,
ce qui conduit a la formation de NCs (Schéma 1.1). Le solvant 1 est finalement éliminé par
évaporation, dialyse ou filtration®®. Les paramétres physico-chimiques®® tels que le débit
d’injection de la phase dispersée dans la phase continue, la vitesse d’agitation, le ratio
volumique phase dispersée/phase continue”’ ainsi que la nature et la concentration du
polymere dans la phase dispersée ou celles du tensioactif dans la phase continue influencent

53,98 .

les propriétés des NCs obtenues : taille, taux de recouvrement, efficacité d’encapsulation

de la SA, etc.
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Phase dispersée
(solvant 1 + polymére + SA + huile)

Interdiffusion &
& Polymere préformé % % évaporation
®  Substanceactive (SA) ‘% |
'Q Tensioactif % qa v I >
Huile Agitation modéree U %
Phase continue Suspension de NCs
(solvant 2) polymeéres

Schéma L.1. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé de nanoprécipitation

Le procédé de nanoprécipitation est simple et ne requiert pas d’apport d’énergie
important car [’agitation est assurée par un agitateur magnétique ou mécanique, ce qui rend ce
procédé facilement transposable a 1’échelle industrielle!. Cependant, cette méthode n’est pas
adaptée a I’encapsulation de SA hydrophiles a cause de leur tendance a migrer vers la phase
aqueuse externe pendant la formation de la dispersion colloidale®. En revanche, les SA
lipophiles peuvent étre encapsulées avec de grandes efficacités si elles présentent une tres

bonne solubilité dans le coeur huileux?" - 72,

1I1.1.2. Emulsion-diffusion de solvant

Le procédé d’émulsion-diffusion de solvant pour I’élaboration de NCs a été proposé
en 1998 par Quintanar-Guerrero et al.'®. Cette méthode consiste a préparer une émulsion
d’une phase dispersée dans une phase continue. Par exemple, la phase continue est de I’eau
(solvant 2) saturée avec le solvant de la phase organique dispersée (solvant 1). Cette phase
continue contient un tensioactif stabilisant I'émulsion (par exemple du poly(alcool vinylique)).
Le solvant 1 de la phase dispersée est aussi saturé avec le solvant 2 et contient le polymere
préformé, une huile non-volatile et non-miscible au solvant 2 et, éventuellement, une SA a
encapsuler. Le solvant 1 choisi doit étre partiellement miscible au solvant 2 (par exemple
I’acétate d’éthyle). Apres dispersion de la phase dispersée dans la phase continue, 1'addition
d’une grande quantité de solvant 2 (par exemple ’eau) provoque la diffusion du solvant 1
dans la phase continue. Ceci entraine la précipitation du polymere et s’il est immiscible a
I’huile, aboutit a la formation de NCs (Schéma 1.2). Le solvant 1 et une partie de solvant 2

sont ensuite éliminés par évaporation afin d’obtenir une suspension concentrée de NCs
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2445 Plusieurs paramétres influencent les propriétés des objets formés

polymeres':
(notamment leur taille). Celles-ci sont par exemple les conditions d’émulsification (vitesse et
durée d’agitation) mais aussi la viscosité et la concentration de 1’huile utilisée pour former le
cceur des NCs ou la concentration du tensioactif présent dans la phase continue® 101 102,
Cependant, le parametre crucial qui influence le plus la taille des objets formés est le volume
de solvant 2 ajouté apres émulsification. Ce volume doit étre suffisamment important afin
d’assurer une diffusion totale et rapide du solvant 1 des gouttelettes d’émulsion vers la phase
continue®®. En variant tous ces paramétres, des capsules peuvent étre préparées dans une large
gamme de tailles. Au final, les solutions obtenues sont tres diluées. Ceci est un inconvénient
majeur de la méthode d’émulsion-diffusion puisqu’il est nécessaire d’éliminer de grandes

quantités de solvant 2 (le plus souvent 1’eau).

Solvant 2 + tensioactif Solvant 1 + polymére + SA

—"\’(
Tn

EE | ¢
Interdiffusion &
5 v évaporation
Emulsion solvant 1- |:> - ﬁ
dans-solvant 2 ——t— np & prs
Solvant 2 Suspension de NCs
& Polymeére préformé polymeéres
®  Substanceactive (SA)
%  Tensioactif
Huile

Schéma I.2. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé d’émulsion-diffusion

I11.1.3. Emulsion-évaporation de solvant
II1.1.3.1. Emulsion simple

Le procédé d’émulsion-évaporation de solvant est la premiere méthode a avoir été
utilisée pour préparer des NPs a partir de polymeéres préformés'>. Elle consiste & former une
émulsion en dispersant deux phases non-miscibles (généralement huile-dans-eau). La phase

continue (solvant 2, le plus souvent de 1’eau) contient généralement un stabilisant de
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I’émulsion. La phase dispersée est composée d'un polymere et de la SA a encapsuler, tous
deux dissous dans un solvant volatil (solvant 1). Ce dernier doit étre un bon solvant pour le
polymere, par exemple le dichlorométhane (CH2Cl;), le chloroforme (CHCI3) ou 1’acétate
d’¢éthyle si le solvant 2 est de I’eau. Dans le but d’obtenir des NCs, une huile non-volatile

miscible au solvant 1 et mauvais solvant du polymere est ajoutée dans la phase dispersée.

L’émulsification de la phase dispersée dans la phase continue nécessite un apport
conséquent d’énergie qui peut étre fourni par exemple a I’aide des ultrasons. L’évaporation du
solvant 1 (bon solvant du polymere) entraine la précipitation du polymere dans la phase
continue et une ségrégation de phases entre le polymere et I’huile correctement choisie ce qui
provoque la formation de 1’écorce polymére et du cceur liquide (Schéma 1.3)¢7%. La taille des
NCs peut étre controlée en jouant sur la méthode d’émulsification (ultrasons,
homogénéisateur, agitation magnétique, etc.), la viscosité de la phase dispersée et celle de la
phase continue, ainsi que sur le type et la concentration du tensioactif dans la phase

continue'?.

58 T

4 .
% Evaporation du
= % %"Q solvant 1

Phase dispersée % :>
(solvant1+ polymeére + SA % v

+ huile) Agitation lente

Phase continue Suspension de NCs
(solvant2) polyméres

@ Polymeére préformé
®  Substanceactive (SA)
Tensioactif
Huile

Schéma L.3. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant

1I1.1.3.2. Emulsion double

Les émulsions doubles sont des systemes complexes souvent appelées « émulsions des
émulsions ». Généralement, on peut distinguer deux types des émulsions doubles : émulsion
eau-dans-huile-dans-eau (w/o/w) et huile-dans-eau-dans-huile (o/w/0)'®’. Les émulsions

w/o/w sont plus couramment utilisées dans la littérature et permettent d’encapsuler des SA
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hydrophiles dans le cceur aqueux des NCs. Ces émulsions sont préparées par deux étapes
d’émulsification, en utilisant deux types de tensioactifs. D’une part, un tensioactif lipophile,
dissous dans la phase organique, stabilise I’interface eau-dans-huile (w/o0) et de 1’autre, un
tensioactif hydrophile présent dans la phase aqueuse est utilisé pour stabiliser I’interface eau-

dans-huile-dans-eau (w/o/w)3* 3+,

Par exemple, Cosco et al.”

ont préparé une émulsion w/o/w afin d’encapsuler une SA
hydrophile et anticancéreuse au sein d’une NC de type cceur aqueux/écorce PLA. Dans ce cas,
une double émulsion a été obtenue par dispersion d’une premicre émulsion (réalisée a partir
d’une phase aqueuse contenant la SA et d’une phase organique dans laquelle le polymeére
PLA et un tensioactif lipophile ont €té dissous) dans une phase aqueuse contenant un
tensioactif hydrophile. L’interface interne w/o est alors stabilisée par le tensioactif lipophile et
I’interface externe w/o/w par le tensioactif hydrophile. Le solvant organique utilisé a ensuite
été €liminé par évaporation et les NCs contenant la SA hydrophile ont été formées (Schéma
1.4). L’ajout d’un poly(éthyleéne glycol) hydrophobisé dans la phase organique a permis

d’obtenir un recouvrement stable en PEG pour les NCs finales, ce qui améliore leur

biocompatibilité>®.
Eau + SA Solvant organique + polymere + tensioactif lipophile
&
POV
O 2% +
é o* %Q_a‘uf‘sa Evaporation de
an.r\ec\il/ o % solvantor 1
& ganique
Q'g o* % %
LT 5 n| 2
Emulsion eau-dans- % v Lavages
solvant organique v
Eau Suspension de NCs polyméres

@ Polymere préformé
e Substance active (SA)
&V Tensioactif lipophile stabilisant I'interface interne w/o
eV Tensioactif hydrophile stabilisant I'interface externe w/o/w

Schéma 1.4. Elaboration de NCs a cceur aqueux par le procédé de double émulsification
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1I1.1.4. Emulsion-coacervation

La méthode d’émulsion-coacervation se déroule en deux étapes: tout d’abord un
solvant 1 (par exemple de 1’huile) est dispersé dans un solvant 2 auquel il n’est pas miscible
(le plus souvent de 1’eau) sous agitation mécanique ou grace aux ultrasons. Les gouttelettes de
cette émulsion servent ensuite de template lors de la seconde étape de coacervation. La
coacervation consiste a diminuer la solubilité du polymere initialement dissous dans le solvant
2 de fagon a le faire précipiter. Si le solvant 2 est 1’eau, on peut réduire la solubilité du
polymére par un changement de la température du milieu®® ou par addition de quantité
importante de différents composés : un électrolyte (par exemple CaCl*® 7°, Na,SO4°!) qui
peut favoriser la précipitation par effet de « salting-out » (c’est-a-dire par augmentation des
interactions hydrophobes); un agent déshydratant (par exemple un alcool’’); un non-solvant
du polymere. Dans la méthode de coacervation, les molécules de polymere dessolvatées
coalescent et forment des gouttelettes, dites gouttelettes de coacervat. Si la coacervation se
fait dans une phase dispersée d’une émulsion, les gouttelettes de coacervat se regroupent a
l'interface liquide/liquide de I’émulsion créant ainsi une membrane qui devient 1’écorce de la
NC (Schéma L.5). 1l est possible de durcir cette membrane et de la rendre plus résistante par
des réactions de réticulation (« cross-linking ») entre les chaines de polymere en utilisant, par

exemple, le glutaraldéhyde’”’” ou un réticulant ionique tel que le tripolyphosphate

pentasodique®> .
° L ] .. L) L ] % &
. Ajoutd’un agent z bt 3 ® D )
®e coacervant w® 8 %) Réticulation @
Qo ® od | L
+ {.'}
o S%e * v

Gouttelettes du solvant 1 (huile) + SA Coacervation du polyméreen Suspension de NCs

dans le solvant 2 (solution aqueuse surface des gouttelettesdu polymeéres

de polymeére) solvant1 (contenantlaSA)

@® Coacervat du polymere préformeé
e Substanceactive (SA)
Huile

Schéma L.5. Elaboration des NCs a cceeur huileux par le procédé d’émulsion-coacervation

Les polymeres employés pour former des NCs par la méthode d’émulsion-
coacervation sont le plus souvent d’origine naturelle, comme par exemple le chitosane®, la

gomme xanthane®! ou I’alginate de sodium®® 6. Mais des polymeéres synthétiques comme le
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PLA!'% ou autres'® peuvent aussi étre employés. Dans une coacervation dite complexe, deux
polymeres (ou plus) de charges opposées sont employés : par exemple la gélatine chargée
. s . in hoat 106-108 .
positivement est associée a la gomme arabique chargée négativement . Puisque, la
coacervation complexe repose sur les interactions électrostatiques entre deux polymeres,
I’ajustement du pH du milieu est primordial. La difficult¢é de la méthode d’émulsion-
coacervation réside notamment dans la mise au point des parametres opératoires afin d'obtenir

des NCs monodisperses et une bonne efficacité d'encapsulation de la SA.

III.1.5. Polymérisation

La polymérisation des monomeres en milieu dispersé (le plus souvent polymérisation en
chaine) est une autre technique classique d’obtention de systémes colloidaux. Associée a un
phénomene de ségrégation de phases, cette méthode permet également d’obtenir des capsules
a cceur liquide. Pour obtenir des NCs, la polymérisation en miniémulsion'® est la technique la
plus appropriée. Elle consiste a réaliser la polymérisation dans les gouttelettes d’une
émulsion. Suivant le type de capsules envisagé (cceur huileux ou aqueux), une miniémulsion
est formée par dispersion de la phase organique dans la phase aqueuse (miniémulsion directe)
ou par dispersion de la phase aqueuse dans la phase organique (miniémulsion inverse). La
distribution de taille des gouttelettes est, dans le cas idéal, étroite et se situe en moyenne entre
50 et 500 nm. Comme dans le cas du procédé d’émulsion-évaporation de solvant, I’obtention
d’une nano-émulsion nécessite I’apport d’une quantité importante d’énergie (fournie par des
techniques telles que les ultrasons ou un homogénéisateur a haute pression). La stabilité de la
dispersion des nano-gouttelettes dans la phase continue est assurée par la présence d’un
tensioactif stabilisant et d’un co-stabilisant. Ce co-stabilisant est réparti de maniére homogene
dans les gouttelettes de la miniémulsion et a la particularité¢ d’étre trés peu soluble dans la
phase dispersée de fagon a diminuer I’effet de murissement d’Ostwald. Grace a cela, la taille
des objets finaux est trés similaire 2 la taille des gouttelettes de miniémulsion de départ!'®.
Afin d’obtenir des NCs, il faut cependant ajouter une huile non-volatile dans la phase
dispersée de départ. Cette huile doit étre parfaitement miscible au(x) monomere(s) et, au
contraire, immiscible au polymere formée. Ainsi, une séparation de phases se produira au
cours de la polymérisation entre le polymere formé in situ et I’huile, ce qui assurera la

formation des NCs a cceur liquide huileux (Schéma 1.6).
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Monomere + Huile + SA
+ Amorceur
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huile+tmonomeére -dans-eau polyméres
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e Substanceactive (SA)
%  Tensioactif
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Schéma 1.6. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé de polymérisation en chaine en

miniémulsion directe

I11.1.6. Probleémes de controle de la morphologie des capsules

Les procédés basés sur la précipitation du polymere a I’interface posent souvent des
problemes de contrdle de la morphologie des objets finaux. Ceci est dii a la complexité du
processus de ségrégation de phases entre le polymere et 1’huile. Ainsi, différents types de
morphologies peuvent étre obtenus (Figure L.5).

a)

b) c)

d)

Figure 1.5. Différentes morphologies des capsules: a) ceeur/écorce, b) « gland », ¢) poreuse, d) nanosphere

et nano-gouttelette d’huile séparées

Plusieurs travaux ont ét¢ menés afin d’étudier la ségrégation de phases entre le
polymere (qu’il soit préformé ou obtenu in situ au cours d’une polymérisation) et I’huile. Par

exemple, Pisani et al.”

ont étudié plusieurs parametres de procédé d’émulsion-évaporation de
solvant tels que la concentration du polymere préformé ou la vitesse d’évaporation de solvant

volatil afin de favoriser 1’obtention d’objets de morphologie contrdlée. Cependant, dans
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chaque cas, ces auteurs signalent la coexistence de différentes morphologies au sein d’un
méme lot de nano-objets. Finalement, le choix d’un tensioactif approprié qui est a la fois un
bon stabilisant de I’interface phase organique/phase aqueuse et de I’interface huile/phase
aqueuse s’est avéré étre le paramétre crucial permettant d’obtenir une morphologie
cceur/écorce (Figure 1.5a). Dans une autre étude, Loxley et al.''° ont montré que la réduction
trop importante de la tension interfaciale phase organique/phase aqueuse (grace a 1’utilisation
de tensioactifs ioniques tels que le bromure de cétyltriméthylammonium ou le dodécyl sulfate
de sodium (SDS)) mene a I’obtention de capsules de morphologie de type « gland » (Figure

111

I.5b). En outre, la tension superficielle entre I’huile et ’air'’" ainsi que la compatibilité

(miscibilité) entre le polymére et I’huile!!?

sont aussi des parametres importants a prendre en
compte et qui influencent la morphologie et la porosité de I’écorce entourant le cceur liquide.
Par exemple, dans le cas des objets a écorce PMMA, [I’utilisation d’huiles de tension
superficielle élevée (> 30 mN m™') (comme par exemple 1’acétate de benzyle, le géraniol ou le
xyléne) a permis d’obtenir des capsules avec une écorce homogene et lisse, tandis que
I’emploi d’huiles de tension superficielle plus basse (< 25 mN m) (par exemple le
Miglyol®812 ou le dodécane) a abouti a la formation de capsules avec des membranes
poreuses'!'!. De plus, ’utilisation de 1’huile peu miscible avec le polymére favorise I’obtention
d’une structure cceur/écorce liée a la démixtion rapide entre ces deux composants, tandis que

I’emploi d’une huile plus miscible avec le polymere conduit a la formation de capsules

poreuses (Figure 1.5¢)!!2,

De méme, dans le cas d’une polymérisation en miniémulsion, le choix judicieux de
tensioactifs appropriés et de 1’huile, ainsi que la polarit¢é du monomere, jouent sur la tension

interfaciale entre ces composants et influencent donc la morphologie des objets obtenus®” %

114

Enfin, Yan et al.!'> ont exploité des diagrammes de phases polymére/solvant 1/solvant
2 et huile/solvant 1/solvant 2 pour établir des conditions optimales en termes de formulation
utilisée lors du procédé de nanoprécipitation. Il s’agit de favoriser la précipitation du
polymere a I’interface de gouttelettes d’émulsion et ainsi promouvoir la formation de capsules

bien définies.

Le contrdle de la morphologie des capsules est donc 1i€ a la complexité du processus
de séparation de phases. Au contraire, les méthodes employant des templates (coeurs

sacrificiels) (voir Paragraphe II.2) ou ayant recours a une réaction a l’interface d’une
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gouttelette (voir Paragraphe II1.3) facilitent 1’obtention de la morphologie de type

cceur/écorce.

I11.2. EMULSION TEMPLATE

Parmi les techniques basées sur I’émulsion template®, I’adsorption couche-par-couche

de polyélectrolytes de charges opposées!!6: 117

sur un cceur sacrificiel est la plus couramment
utilisée. Mais, dans certains cas, le polymere préformé peut aussi simplement étre déposé a la

surface d’une nano-gouttelette d’une émulsion qui sert de template®?.

I11.2.1. Méthode couche-par-couche

La synthese des NCs par une méthode couche-par-couche nécessite 1’utilisation d’un
cceur sacrificiel qui peut étre de nature solide (template dur) ou de nature liquide (template
mou)!'¥12! L utilisation d’un template dur nécessite au final son élimination, ce qui méne 2
I’obtention de NCs ayant un cceur vide. Ces dernieres peuvent devenir des NCs a cceur liquide
apres avoir rempli leur cavité par du liquide contenant la SA'?? (imprégnation). Au contraire,
I’emploi d’un template mou tel que les gouttelettes d’une émulsion permet d’obtenir
directement des NCs a cceur liquide avec la SA directement encapsulée a I’intérieur. La

formation de 1’écorce polymere peut se faire par exemple par adsorption de polyélectrolytes

123-125 122

de charges opposés , par adsorption des polymeres par liaisons hydrogenes'<“ ou encore

par réaction a partir de la surface!'2*128,

I11.2.1.1. Templating « dur »

La préparation de NCs a cceur liquide par «templating dur » comprend plusieurs
étapes (illustrées au Schéma 1.7) : 1°) obtention d’un cceur dur (par exemple nanoparticule de

8

silice!? 1%, de polymere!*°, de métaux ou d’oxydes métalliques''® ou encore de carbonate de

cadmium, de manganése ou de calcium (CdCO3;,MnCQO;,CaCO;!'!8 124 125) " 9oy
fonctionnalisation éventuelle de la surface du cceur, 3°) formation couche-par-couche de
I’écorce polymere autour du template dur, 4°) élimination du cceur sacrificiel, 5°) remplissage
du cceur par une solution contenant la SA par imprégnation, et finalement 6°) redispersion des

NCs dans ’eau.

L'avantage de la méthode de déposition couche-par-couche est la grande diversité de

cceurs utilisables. Certains cceurs durs sont disponibles commercialement dans une large

33



Fartie I : Etude Bibliographique

gamme de taille alors que d’autres sont faciles a synthétiser. De plus, 1'utilisation du template
d’un diamétre choisi facilite le controle de la taille des capsules obtenues et de leur cceur.

Enfin, les propriétés des capsules ainsi obtenues peuvent étre modulées en variant I’épaisseur

118, 131

et la nature de ’écorce

Schéma 1.7. Elaboration des NCs a cceur liquide par le procédé couche-par-couche a partir d’un ceeur
sacrificiel dur : 1°) synthése d’un cceur dur, 2°) fonctionnalisation éventuelle de la surface du cceur, 3°)
formation couche-par-couche de I’écorce polymére autour du template dur, 4°) élimination du cceur
sacrificiel, 5°) remplissage du cceur par une solution contenant la SA par imprégnation, 6°) redispersion

des NCs dans I’eau

Pour illustrer plus en détails cette technique «templating dur », on peut citer par
exemple les travaux de Huang et al.'?® (Schéma 1.8). Dans leur cas, des particules de silice ont
été utilisées comme templates et fonctionnalisées au préalable. Grace a deux polymérisations
successives controlées par transfert de chaine réversible par addition-fragmentation (RAFT),
des chaines de  poly(méthacrylate de  tert-butyle-co-méthacrylate de  2,3-
diméthylimidopropyle-b-N-(2-hydroxypropyl)méthacrylamide) sont produites a partir des
fonctions thioester en surface et constituent I’écorce polymere. Cette écorce est ensuite
réticulée sous UV. Finalement, le coeur de silice entouré de cette écorce polymere est éliminé

par dissolution dans une solution de fluorure d’ammonium afin d'obtenir des NCs creuses.

(o]
’ TN s YLO+\ (tBMA) Pol L. .
N~ =t olymérisation
@ Tof s N/ o 0 —
YLO/\ANXJ( (DMIPM) RAFT
P 4

W\,
Polymérisation Réticulation <. Elimination du cceur
— Mg _—
RAFT uv NH,/HF, pH = 5
5

Schéma L.8. Synthése de NCs vides par le procédé couche-par-couche par réaction de polymérisation
RAFT a partir de la surface en utilisant des nanospheéres de silice comme templates (adapté de la
référence!?’). tBMA = méthacrylate de tert-butyle, DMIPM = méthacrylate de 2,3-diméthylimidopropyle,
HPMA =N-(2-hydroxypropyle) méthacrylamide
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Concernant le remplissage de la cavité des capsules vides, on peut citer les travaux de
Sivakumar et al.'?? sur ’imprégnation de microcapsules (MCs) formées en employant des
particules de silice comme un cceur sacrificiel et en déposant divers couples de
polyélectrolytes : soit le poly(styrene sulfonate)/poly(chlorhydrate d'allylamine), soit le
poly(acide méthacrylique)/poly(vinylpyrrolidone). Apres 1’élimination du cceur de silice, ces
MCs vides sont remplies par une huile de silicone, une huile de paraffine ou encore par des
cristaux liquides. Si ces études ont été réalisées sur des MCs, les auteurs soulignent toutefois
la possibilit¢ d’employer cette méthode afin d’obtenir des capsules de tailles
submicroniques'??. Dans une autre étude, le méme couple de polyélectrolytes de charge
opposées poly(styrene sulfonate)/poly(chlorhydrate d'allylamine) a été déposé couche-par-
couche a la surface de cellules sanguines humaines (érythrocytes), qui ont été ultérieurement
éliminées par deprotéinisation, ce qui conduit & I’obtention de MCs vides'*. Celles-ci ont été
ensuite remplies par du décane, en diminuant progressivement la polarité du solvant externe

de la suspension de MCs vides (du plus polaire au moins polaire).

Malheureusement, tous ces procédés utilisant un template dur présentent également
quelques inconvénients. L’élimination du cceur dur est le plus souvent réalisée dans des
conditions agressives, par exemple par dissolution du cceur par un acide ou par thermolyse.
Ceci peut générer différents problemes, y compris la destruction éventuelle de la capsule
formée''®. Le procédé de formation de l'écorce par méthode couche-par-couche nécessite
souvent le lavage de 1’objet formé aprés chaque étape d’adsorption ou de réaction, ce qui
réduit considérablement le rendement de production des capsules. L’encapsulation d’une SA
par imprégnation et le remplissage du cceur vide de la NC avec un liquide sont des opérations
qui peuvent s’avérer délicates, surtout si la SA et le liquide ne sont pas compatibles avec

I’écorce de la NC'3!,

I11.2.1.2. Templating « mou »

Dans le cas du templating « mou », la formation de NCs se fait essentiellement par

adsorption couche-par-couche, le plus souvent de polyélectrolytes de charges opposées. On

utilise alors des cceurs sacrificiels mous tels que des gouttelettes d’émulsion’!: 73 117: 133136 qeg

137, 138 139, 140

vésicules ou des liposomes

Ces systemes présentent différents avantages par rapport aux procédés utilisant des

templates durs. D’une part, ces templates peuvent étre éliminés du systeme dans les

35



Fartie I : Etude Bibliographique

conditions beaucoup plus douces que celles nécessaires pour éliminer des templates durs (par

)118

exemple par évaporation)' '°. D’autre part, il est possible d’encapsuler directement la SA dans

un liquide constituant le cceur mou pendant la synthése de la capsule. Dans le cas des travaux

de Bazylinska et al.”

, une nano-émulsion chargée positivement est d’abord préparée en
utilisant un tensioactif cationique. Le palmitate d’isopropyle ou un acide oléique sont
employés comme huiles non-volatiles pour constituer le cceur liquide ; une SA lipophile
(colorants : cyanine ou Oil Red) est dissoute dans I’huile. La présence d’une charge résiduelle
en surface des nano-gouttelettes permet d’adsorber directement une premicre couche de
polymere anionique — le poly(styrene sulfonate). Ensuite, le poly(chlorure de
diallyldiméthylammonium) est utilis¢ comme polycation afin d’obtenir des NCs multicouches

(Schéma 1.9). Suivant le dernier polyélectrolyte utilisé, la surface des NCs finales est chargée

positivement ou négativement.

Polymére anionique

\ Tensioactif cationique

e Substance active

Huile

Schéma L1.9. Synthése de NCs a cceur huileux par le procédé couche-par-couche a partir de la surface

d’une nano-gouttelette d’émulsion chargée positivement (adapté de la référence’)

Malheureusement, les templates mous contrairement aux cceurs durs, du fait de leur
nature molle, peuvent subir des déformations. De plus, le controle de taille des NCs et de leur
uniformité semble étre plus difficile que dans le cas d’utilisation des cceurs durs''® ¥ La
nécessité d’utiliser de grandes quantités de tensioactif pour stabiliser 1’émulsion peut

également étre un des inconvénients majeurs de ce procédé.

I11.2.2. Dépot d’une couche polymére ou « polymer-coating »

Cette méthode est une modification apportée aux procédés classiques de
nanoprécipitation et d’émulsion-double?®. Elle consiste & précipiter un polymére préformé 2 la
surface d’une nano-gouttelette d’une émulsion, cette derniere servant de template mou. Tout

d’abord, une nano-émulsion est formée par I’ajout d’une phase dispersée (solvant 1) dans une
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phase continue (solvant 2) suivie d’une homogénéisation, par exemple par ultrasons.
L’émulsion est de type huile-dans-eau ou eau-dans-huile, selon le type de cceur liquide
souhaité. Si I’obtention de NCs a cceur huileux est envisagée, le solvant 1 est une huile non-
volatile et le solvant 2 est I’eau. Le polymere est dissous dans un solvant 3 miscible au solvant
2, puis ajouté goutte-a-goutte dans la phase continue lors de I’étape suivante. L’évaporation
du solvant 3 entraine la précipitation du polymere a la surface des nano-gouttelettes de
’émulsion. Ceci permet alors d’obtenir des NCs a cceur liquide et écorce polymeére® (Schéma

1.10).

Polymere dans un solvant 3

Evaporation du
Polymére préformé solvant 3

, g S8
e Substanceactive (SA) ?’l‘/‘g\)tvaﬂ»(g |:>

'?Q Tensioactif

o®
Huile o -ab <8
Nano-émulsion template Suspension de NCs
solvant 1-dans-solvant 2 polymeres

Schéma 1.10. Elaboration des NCs a cceur huileux par le procédé de dépot d’une couche polymére

(« polymer coating »)

Par exemple, Paiphansiri et al.®> ont encapsulé un agent antiseptique hydrophile dans
le cceur aqueux des NCs par la méthode de « polymer coating ». Pour ce faire, des nano-
gouttelettes aqueuses de la SA sont dispersées dans la phase organique continue (CH2Cl>
mélangé au cyclohexane) par sonication. Ensuite, une solution de poly(méthacrylate de
méthyle) (PMMA), de poly(e-caprolactone) (PCL) ou de poly(acrylate de méthyle) (PMA)
dans du CH>Cl est ajoutée goutte-a-goutte dans la phase continue. Le polymere précipite en
surface des nano-gouttelettes lors de 1’évaporation progressive du CH2Cly, ce qui permet de

former des NCs a cceur aqueux.

Prego et al.'*'"'** ont quant a eux utilisé une stratégie de déposition du polymeére en
surface des nano-gouttelettes huileuses servant de templates afin d’obtenir des NCs a coeur
huileux. Pour cela, une phase organique composée d’une huile triglycéride d’acides
caprique/caprylique (Miglyol®812), d’une lécithine (solubilisée dans 1’éthanol et utilisée

comme tensioactif stabilisant 1’émulsion) et de ’acétone, a été émulsifiée dans une phase

37



Fartie I : Etude Bibliographique

aqueuse contenant un tensioactif (Poloxamer 188). Ainsi, une nano-émulsion huile-dans-eau a
été préparée. Apres évaporation des solvants organiques, la suspension obtenue a été
introduite dans une solution aqueuse contenant du polymere (chitosane ou chitosane-g-PEG
selon le cas), ce qui a conduit a formation d’une couche de polymere en surface des nano-

gouttelettes.

III.3. REACTIONS A L’INTERFACE LIQUIDE/LIQUIDE

Concernant les réactions a [Dinterface liquide/liquide, les polymérisations en
miniémulsion (polymérisation par étapes ou polymérisation en chaine) sont les plus
couramment utilisées. Mais d’autres réactions interfaciales peuvent aussi étre employées,

comme par exemple celles de chimie « click ».

II1.3.1. Polymérisation a I’interface

La polymérisation de monomeres localisée a I’interface des gouttelettes est une autre
technique pour obtenir des capsules a cceur liquide. Comme décrit dans le Paragraphe III.1.5
du présent chapitre, la technique de polymérisation en miniémulsion est 1’une des plus

appropriées pour obtenir des capsules de tailles inférieures a 500 nm.

Les différents mécanismes de polymérisation peuvent €tre utilisés en miniémulsion.
Par exemple, la polymérisation par étapes a permis [’obtention de NCs a écorce en

145 ou de polyuréthane3® 19 145 146 '] 4 polymérisation en chaine

polyester'**, de polyamide
quant 2 elle a été couramment utilisée pour la synthése de NCs de polystyreéne (PS)'*’, ou
encore de polyacrylates®” !4 tels que par exemple poly(acrylate de butyle) (PBA),

poly(méthacrylate de méthyle) (PMMA) ou poly(méthacrylate de butyle) (PBMA).

Contrairement aux procédés d’élaboration de capsules par précipitation a l'interface
d'un polymere préformé (voir Paragraphe IIl.1), la méthode de polymérisation localisée a
I’interface permet de prévoir plus facilement la morphologie de capsules formées, puisque
I’émulsion sert elle-méme de template mou. L’efficacité d’encapsulation d’'une SA peut dans
ce cas étre tres élevée. Cependant, la SA et le(s) monomere(s) doivent €tre choisis avec
précautions afin de limiter le risque des réactions secondaires entre la SA et le(s)

monomere(s)?’

. De plus, le risque d’avoir des traces de monomere (souvent toxique) dans les
objets finaux peut malheureusement limiter les applications des NCs obtenues par cette

méthode.
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I11.3.1.1. Polymérisation par étapes : Polycondensation/Polyaddition

Il s'agit de réactions ayant lieu a I’interface liquide/liquide entre deux monomeres
bifonctionnels: 1'un hydrosoluble, par exemple une diamine (ou un diol) et l'autre
organosoluble, par exemple un dichlorure d’acide (ou un diisocyanate). Ainsi, la
polymérisation a D’interface phase organique/phase aqueuse permet de former 1’écorce
polymere rigide 2 la surface des gouttelettes de la miniémulsion (Schéma 1.11). Gaudin et al.*®
ont ainsi préparé des NCs biocompatibles de polyuréthane pour I’encapsulation d’ibuproféne.
Pour cela, une miniémulsion a été préparée a partir d’un monomere lipophile (diisocyanate
cyclique) solubilisé dans une huile triglycéride non-volatile (Miglyol®812). Cette phase est
dispersée dans la phase aqueuse (phase continue) contenant un tensioactif, le SDS. Ensuite, un
deuxieme monomere — hydrophile (1,6-hexanediol) — est ajouté goutte-a-goutte dans la
miniémulsion préalablement formée. Il faut noter que I’émulsification doit étre tres rapide
pour éviter que la polymérisation ne commence afin d’obtenir des nano-gouttelettes
régulieres'®. Ensuite, I’augmentation de la température du milieu jusqu’a 40°C permet
d’accélérer la polyaddition. Le polymere se forme a I’interface et comme il est insoluble dans
I’huile et dans I’eau, génére une écorce rigide ce qui permet I’obtention de NCs a cceur
huileux. Cette méthode de polymérisation par étapes peut aussi &étre appliquée a une

miniémulsion inverse afin d’obtenir des NCs a cceur aqueux'#-1%2,

Monomere 1 + Huile + SA

Sonication olymérisation
% %qa- |:> %) ’5{63 s,n;;,% Poly t

N
% Y %é !; ?l.ng’ al'interface
s
Phase aqueuse Emulsion Suspension de NCs
huile+monomere 1-dans-eau polyméres

* Monomeres
e Substance active (SA)
% Tensioactif

Huile

Schéma L.11. Elaboration de NCs a ceeur huileux par le procédé de polymérisation par étapes a I’interface

d’une gouttelette de miniémulsion

39



Fartie I : Etude Bibliographique

Siebert et al.'>?

quant a eux ont développé un nouveau concept de polymérisation par
étapes utilisant une réaction de chimie « click » CuAAC (cycloaddition azide-alcyne catalysée
par Cu(l)) a P'interface (la chimie «click » CuAAC est détaillé dans le Paragraphe IV.2.).
Pour cela, un monomere comportant deux fonctions azide (2,2-bis(azidométhylene)-1,3-
propanediol) est dissous en phase aqueuse. Le second monomere dialcyne organosoluble
(octa-1,7-diyne, 1,4-diéthynyl-benzene ou dipropiolate de 1,6-hexanediol) est dissous dans le
cyclohexane. Ces deux monomeres réagissent en miniémulsion inverse a [’interface
eau/cyclohexane, ce qui aboutit a former des NCs de polytriazole a cceur aqueux. Le méme

concept a été utilisé par Roux et al.'>*

pour obtenir des NCs a cceur huileux. Cette fois-ci, la
réaction a l’interface a lieu entre un 6,6’-diazido-6,6’-didéoxysucrose solubilisé en phase
aqueuse et un bis(propargyloxy) butane dissous dans la phase huileuse dispersée et constituée

de Miglyol®812.

I11.3.1.2. Polymérisation en chaine

Afin de localiser la polymérisation a I’interface, I’'un des composants du systeme
d’amorcage (ou I’amorceur lui-méme) ou encore un réactif qui permet de catalyser la
polymérisation, doit tre introduit dans la phase opposée a celle qui contient le monomere a
polymériser. Ceci favorise la localisation de la polymérisation a la surface des gouttelettes de
monomere. Plusieurs systeémes ont ainsi été développés. D’une part, on peut localiser des
amorceurs classiques a la surface de la gouttelette du monomere. Par exemple, un systéme
redox, soit initialement hydrosoluble tel que le systeme peroxyde d’hydrogene/acide
ascorbique™, soit contenant un oxydant organosoluble et un réducteur hydrosoluble (par
exemple peroxyde de benzoyle/sulfoxylate de formaldéhyde de sodium'>®), a été utilisé pour
amorcer la polymérisation en chaine a D’interface d’une miniémulsion. Des composés
tensioactifs réactifs peuvent également etre employés. Ils peuvent €tre a la fois stabilisants de
miniémulsion et amorceurs de la polymérisation, c’est pourquoi sont appelés inisurfs (Schéma
1.12). Par exemple, des copolymeres amphiphiles a bloc ont permis d’obtenir des NCs par
ATRP en miniémulsion'>®. D’autre part, des dérivés tensioactifs du dextrane rendus macro-
amorceurs par I’introduction de groupements bromoesters ont déja été employés par notre
équipe pour I’obtention de NSs'*’. De méme, le tensioactif réactif peut aussi servir de co-

) 158, 159

monomere (surfmer ou d’agent de transfert (transurf) lors d’une polymérisation,

comme dans le cas d’une polymérisation RAFT!60-162,
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Monomeéere + Huile + SA
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huile+tmonomeére /eau polyméres
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e Substanceactive (SA)

"% Tensioactif réactif
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Schéma 1.12. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé de polymérisation en chaine a I’interface

d’une gouttelette de miniémulsion

II1.3.2. Réactions de chimie « click » a ’interface

Afin d’éviter certains inconvénients des méthodes précédentes, notamment le risque
d’avoir des traces de monomeres résiduels souvent toxiques, les procédures laborieuses de
lavages des NCs ou encore les problemes du contrdle de la morphologie des nano-objets
formés, il est possible de combiner deux types de procédés. Ainsi, une réaction interfaciale
entre deux polymeres préformés (ou entre un polymere préformé et une petite molécule) peut
étre réalisée pour élaborer des capsules en plus d’un procédé¢ par ségrégation de phases. Afin
d’assurer le couplage efficace entre ces deux polymeres préformés, la chimie « click » est le

plus souvent utilisée.

Les réactions de chimie « click » sont connues dans la littérature pour leurs grandes
efficacités, leurs forts rendements, leur sélectivité, leur temps de réactions courts et les
conditions douces employées'®> 164 (voir Paragraphe IV pour plus de détails sur la chimie
«click »). Cependant, malgré ces avantages, il y a peu de travaux sur I’emploi de ces

165-167

réactions a I’interface pour élaborer des capsules a cceur liquide et encore moins pour

préparer des capsules a cceur vide!®®, Ceci est probablement dii aux difficultés liées 2a
I’accessibilité des fonctions réactives et/ou du catalyseur a l’interface. Ces travaux sont

détaillés ci-dessous.
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La réaction de chimie « click » CuUAAC entre un azide et un alcyne a été utilisée par
Kai et al.'®> ' Jors de la préparation des MCs a cceur chloroforme (CHCI3). Deux
copolymeres préformés, un poly(styréne sulfonate de sodium-co-acrylate de propargyle)
solubilisé dans la phase aqueuse et un poly(styréne-co-acrylate de 2-azidoéthyle)
organosoluble sont mis en réaction a I’interface CHClz/eau (Schéma 1.13). La présence de
catalyseur cuivreux dans la phase aqueuse (CuSOs/acide ascorbique — AAsc) assure le

couplage entre les fonctions azide et alcyne complémentaires.

SO3Na SO3Na

poly(styrene-co-acrylate
de 2-azidoéthyle)

)
SO3Na //)

poly(styrene sulfonate
de sodium-co-acrylate
de propargyle)

Schéma 1.13. Elaboration des MCs a ceeur CHCI; par réaction « click » CuAAC a l'interface CHCls/eau

Un autre type de réaction « click », dite thiol-ene, a ét€ employé par Paiphansiri et
al.'®” a I’interface d’une miniémulsion inverse, dans le but de former des NCs a coeur aqueux.
Pour cela, un oligonucléotide d’acide désoxyribonucléique (DNA) porteur des fonctions thiol
terminales, présent dans les gouttelettes de la phase aqueuse, réagit a I'interface eau/CH>Cl»
avec une molécule fluorescente fonctionnalisée par des groupements maléimide et dissoute
dans la phase organique. Ceci conduit au final a la formation de 1’écorce de la NC de DNA
entourant le cceur aqueux et stabilisée par du poly(éthylene-co-butyleéne)-b-poly(oxyde

d’éthylene) (Schéma 1.14).
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dansl’'eau
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de fonctions maléimide
dans la phase organique

| %

Phase organique

Schéma 1.14. Elaboration des NCs a cceur aqueux par réaction « click » thiol-ene a l'interface eau/CH:Cl:

(adapté de la référence'®”)

Chen et al.'® ont également utilisé le couplage thiol-ene, mais cette fois-ci pour
préparer des NCs a cceur vide. Pour cela, la phase organique contenant un dithiol de petite
masse molaire (bis-3-mercaptopropionate de 1,4-butanediol), un photo-amorceur (2,2-
diméthoxy-2-phénylacétophénone, DMPA) et éventuellement une SA (SA;, doxorubicine)
dans le CHCIl;3 est dispersée dans la phase aqueuse. Cette phase aqueuse contient un PLA sous
forme cationique (hydrosoluble) et porteur de fonctions alcenes. La réaction a I’interface
CHCls/eau est amorcée par irradiation sous rayonnement UV. L’évaporation ultérieure du
CHCl3 abouti a la formation des NCs a cceur vide. Ensuite, I’ajout de solution aqueuse d’une
autre SA (SA», un acide ribonucléique siRNA) permet son adsorption a la surface de NCs via

des interactions électrostatiques (Schéma 1.15).
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SA, : doxorubicine (Dox)
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siRNA-CPLA NCs Dox/siRNA-CPLA NCs

Schéma I.15. Elaboration des NCs vides par réaction « click » thiol-éne photo-amorcée a l'interface

CHCls/eau (adapté de la référence!®®)

IV. REACTIONS DE CHIMIE « CLICK »

IV.1. GENERALITES

La chimie « click » est un terme général introduit en 2001 par Sharpless et al.'®* afin
de regrouper des réactions de chimie organique utilisables dans une large gamme
d'applications, qui présentent de rendements élevés, des temps de réaction courts et des

conditions réactionnelles douces. Ces réactions doivent également €tre hautement sélectives,
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ce qui permet d’éviter la formation de produits secondaires. Les solvants utilisés pour la
réaction sont idéalement non-toxiques, et de préférence facilement éliminables. De méme,
s’ils existent des produits secondaires, leur élimination doit étre simple et ne pas nécessiter de
techniques chromatographiques. De nombreux types de réactions de chimie organique
remplissent plusieurs de ces conditions, comme les cycloadditions des composés insaturés (en
particulier la cycloaddition azide-alcyne de Huisgen et la réaction de Diels-Alder), les
additions a liaison multiple carbone-carbone (par exemple époxydation, dixydroxylation ou
addition de Michael), I'ouverture de cycle d’électrophiles hétérocycliques tendus (par
exemple les cycles époxydes ou aziridines) ou les réactions de carbonyle de type non-aldéique

(par exemple la formation d’urées ou d’hydrazones)'®.

Dans la présente étude, les réactions de chimie « click » les plus répandues, et qui

seront employées lors de cette these, sont détaillées a savoir la cycloaddition azide-alcyne

catalysée par Cu(I) (CuAAC) et la réaction thiol-ene.

IV.2. CYCLOADDITION AZIDE-ALCYNE CATALYSEE PAR Cu(I)

La cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azide et un alcyne, développée initialement par
Huisgen et ses collaborateurs dans les années 60, était menée a température élevée et
conduisait a un mélange de deux 1,2,3-triazoles (1,4- et 1,5-disubstitué, voir Schéma I.16a).
Les travaux indépendants des équipes de Sharpless'® et de Meldal'’® ont ensuite permis
d’améliorer la régiosélectivité de cette réaction et d’accélérer sa vitesse (jusqu’a 10° fois plus
rapide que la cycloaddition de Huisgen!’!), tout en éliminant la nécessité d’utiliser les
températures €élevées. Pour cela, un catalyseur cuivreux a été employé. La réaction a ainsi été
nommeée cycloaddition azide-alcyne catalysée par Cu(I) (« Copper-Catalyzed Azide-Alkyne
Cycloaddition », CuAAC) et a conduit a I’obtention d’un seul produit, triazole 1,4-disubstitué

(Schéma 1.16b) avec une grande efficacité et une purification minimale.

R1\N/N R1\N/N

N+ \\\N (a)
b l\( Rz)\/

Nzl@\é\l/l:h + R2 —_— Rg
\
Cugy TN (b)
=
Rz

Schéma I.16. Réactions de cycloaddition azide-alcyne : a) non-catalysée, b) catalysée par Cu(I)
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IV.2.1. Avantages

La réaction CuAAC possede plusieurs avantages comme par exemple un grand choix
d’alcynes et d’azides organiques commerciaux pendant que d’autres peuvent étre facilement
synthétisés. De plus, cette réaction est inerte vis-a-vis de nombreuses fonctions, vis-a-vis de
I’eau, de I’oxygene et peut étre réalisée dans la plupart des conditions de syntheése organique
et dans des milieux biologiques. La réaction peut ainsi étre menée dans différentes solvants,

dans une large gamme de pH et de température'®” 2

et peut encore étre accélérée par des
microondes'”® ou des ultrasons'™. Cependant, il faut noter que certains azides ont des
propriétés explosives et se décomposent rapidement par le moindre apport d'énergie
extérieure tel qu’un choc, la pression ou la chaleur ; ce qui limite I’emploi de cette réaction
CuAAC a certaines applications industrielles. Ces composés explosifs sont en particulier les
azides de métaux lourds ou les azides liés de facon covalente a des petites molécules
organiques!”. En fait, pour ces derniers, c’est le rapport entre les atomes d’azote et de
carbone qui est crucial ; le nombre d’atomes d’azote dans la molécule (Nn) ne doit pas
dépasser le nombre d’atomes de carbone (Nc). De plus, la relation suivante entre les atomes
doit étre respectée : (Nc+No)/Nn> 3, avec No correspondant au nombre d’atomes d’oxygene

dans la molécule!”>.

En outre, compte tenu du caractere orthogonal de la réactivité des réactions de chimie
«click », des transformations multi-étapes de type « one-pot multi-step » impliquant une
étape de la chimie «click » CuAAC peuvent étre réalisées dans un seul réacteur sans
purification intermédiaire. Par exemple, dans le cas des sucres, les différents monosaccharides
(D-glucose, D-galactose, D-mannose) ont été directement modifiés en 4 étapes, pour obtenir
des glycoconjugés de triazole (Schéma 1.17)!7°. La premieére étape consiste 4 protéger de
groupes hydroxyle du monosaccharide par acétylation avec de 1’anhydride acétylique
catalysée par des traces d’iode. Elle est suivie dans une seconde étape d’une bromolyse de
I’acétate en position anomere. Ensuite, dans la troisieme étape, la réaction avec I’azidure de
sodium (NaN3) conduit a génération de la fonction azide. Finalement, lors de la derniere
étape, 1’ajout d’acétylene de phényle et du catalyseur cuivreux (CuSQOgs/ascorbate de sodium
(NaAsc)) abouti a la formation du triazole souhaité. Pour les trois monosaccharides utilisés, le
rendement apres 4 étapes de synthese reste €levé et varie de 71% a 98%. Les auteurs ont
montré également la possibilité d’obtenir des glycoconjugés plus complexes, en utilisant des

176

alcynes multi-substitués Une revue sur [’utilisation de réactions CuAAC pour des
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transformations de type «one-pot multi-step » en chimie de polymeres a été écrite par

Lundberg et al.'”’.
Ph
i) Ac,0, iodine (cat.), rt F<N
HO/\Q"\OH ii) HBr-AcOH AcO O N\
iii) NaN3, BusNHSO,, NaHCO3
He e iv) CuSOy4, Na-Ascorbate, 4E0 Gne
OH CHCl3:EtOH:H,0 = 9:1:1 OAc
D-Glucose Ph——= (91%)

Schéma I.17. Modification de D-glucose via une transformation « one-pot multi-step » impliquant la

réaction de chimie « click » CuAAC'7®

IV.2.2. Méthodes de génération de Cu(I)

Différentes conditions catalytiques peuvent étre utilisées afin de réaliser la réaction
CuAAC!% 18179 T e Cu(I) est le catalyseur de la réaction (voir mécanisme au Schéma 1.18)
et peut etre généré de plusieurs facons : (1) utilisation directe des sels de Cu(l), (i1) formation
in situ du Cu(l) a partir de sels de Cu(Il) (soit par réduction, soit par dismutation avec Cu(0)),
(ii1) formation in situ par oxydation de Cu(0) métallique. De plus, des ligands organiques sont
parfois employés afin de mieux stabiliser 1’état d’oxydation du cuivre. Concernant le

C!72 180§l induit la formation d’un

mécanisme proposé de la réaction « click » CuAA
acétylure de cuivre (I) (Schéma 1.18) dont la structure n’a pas pu étre élucidée a cause de
plusieurs interactions possibles!’!. L abaissement de la barriére d’activation de I’alcyne, grace

a la formation de cet acétylure, induit une accélération de la réaction.

N 2
N eNeR
R H R'——H
[CuL,]
H H*
(V) ()]
N 2
N* 'NeR i)
}_( R!'=——CuL,
R Cul, Acétylurede Cu
SNy -R?
N=Naua ~R*°
(Iv) () =
=N
N 2 1] N=NG -
N/,I \N’R ( ) \N'P-?
k ] \/ — /
—=CuL, R =——Cul.,

5
Schéma 1.18. Mécanisme proposé de la réaction CuAAC'®
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IV.2.2.1. Utilisation des sel de Cu(I)

Les sels de Cu(I) les plus couramment utilisés sont le bromure (CuBr) ou I’iodure de
cuivre (Cul). Avec ce type de systeme catalytique, les donneurs d’électrons comme par
exemple des bases azotées (telles que la N,N-diisopropyléthylamine (DIPEA), la
N,N,N’,N’,N’’-pentaméthyldiéthyléne-triamine (PMDETA), la 2,2’-bipyridine, la 2,6-
diméthylpirydine (2,6-lutidine)) (Figure 1.6) sont souvent ajoutées pour stabiliser 1’état
d’oxydation du Cu(l) en le protégeant contre la dismutation ou I’oxydation. Ceci augmente

179

alors la vitesse et le rendement de la réaction' ””. Dans le méme but, on privilege si possible

I’emploi de certains solvants comme 1’acétonitryle (CH3CN).

a) b) c) d)
| \ =N = N
S SN YNY @—@ /@\
| | N N
PMDETA DIPEA 2,2'-bipyridine 2,6-diméthylpyridine

Figure 1.6. Exemples de bases utilisées dans la réaction de chimie « click » CuAAC : a) N,N,N',N',N''-
pentaméthyldiéthyleénetriamine, b) N,N-diisopropyléthylamine, c) 2,2’-bipyridine, d) 2,6-diméthylpirydine

Par exemple, différents alcynes terminaux ont été couplés a différents nucléosides?
substitués et porteurs de fonctions azide (voir Schéma 1.19) en présence de Cul et de DIPEA,
dans le mélange de solvants --BuOH/H,O/CH3CN 1 :1 :1 (v/v/v). Divers composés possédant
des propriétés antivirales, notamment anti-HIV, ont ainsi été obtenus'8!,

Bien que les réactions avec I’emploi de sels de Cu(I) soient le plus souvent réalisées
en solution homogene, c’est-a-dire dans un seul solvant (par exemple tétrahydrofurane (THF),
CH3CN ou diméthylsulfoxyde (DMSO) ou dans un mélange de solvants miscibles (par
exemple CH3CN/H20), les réactions peuvent aussi étre conduites a I’interface entre deux

solvants non-miscibles. Par exemple, Laville et al.’

ont préparés des NPs polymeres
biodégradables en faisant réagir a I’interface CH2Cl>/H>O (1 :10, v/v) un PLA fonctionnalisé
par un groupe alcyne a son extrémité (PLA a-alcyne solubilisé dans du CH2Clz) et un
dextrane porteur de fonctions azide (DexN3 solubilisé en phase aqueuse). Le DexNj3 alors

tensioactif se localise a 1’interface de 1’émulsion ou se déroule la réaction entre les fonctions

2 Les nucléosides sont des glycosamines constituées d’une base azotée liée a un ribose ou a un

désoxyribose via une liaison glycosidique.
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azide et les fonctions alcyne du PLA. Pour cela, le CuBr (sans emploi de ligand

supplémentaire) est ajouté directement a I’émulsion pour agir comme catalyseur.

‘ /K R — J /J\ R_
o ¥ 0 Cul, DIPEA - o Cz"s@’é'
MOy ¥ t-BuOH/H,0/CH,CN L5 &
ni® \ F ’:;,-N"""‘N\ \ F ;: g
£ M 3 o

Schéma L.19. Réaction de chimie « click » CuAAC entre des alcynes terminaux et un nucléoside (1-(4’-

azido-2’-deoxy-2’-fluoro-p-D-arabinofuranosyl) cytosine)!8!

1V.2.2.2. Génération in situ de Cu(l) a partir de sels de Cu(Il)

La génération in situ de Cu(l) a partir de sels de Cu(Il) peut étre réalisée de deux
fagons : soit par réduction du Cu(Il) avec un agent réducteur'®, soit par dismutation du Cu(II)
avec du Cu(0) métallique'®? (Schéma 1.20).

I réduction I
Cui —— » (Cu

I o dismutation I
Cu'+Cu’ — > 2Cu

Schéma L.20. Génération de Cu(I) a partir de sels de Cu(II)

Le systeme sel de cuivre (Il)/réducteur le plus largement utilisé est le sulfate de cuivre
pentahydraté associ¢é a 1’ascorbate de sodium (NaAsc) employé comme réducteur
(CuS04.5H,0/NaAsc)!% 18 (Figure 1.7a). Les réactions CuAAC sont alors le plus souvent
conduites dans le mélange eau/alcool, mais les mélanges eau/solvant organique (par exemple
DMSO, THF ou DMF) peuvent aussi étre employés et conduisent a des efficacités de
réactions élévées'’> 178 Dans le cas de réactions en milieu biologique, NaAsc est souvent
remplacé par le chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyl) phosphine (TCEP) (Figure 1.7b) comme

réducteur!’?. Ce dernier, en plus de ses propriétés réductrices vis-a-vis du Cu(Il), protege les
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protéines, et plus précisément des fonctions —SH de la cystéine, contre leur couplage

oxydant!83,
Y HQ H b) )(J)\A A)(J)\
=20

HO : o) HO P OH

— « HCl
Na* O OH
O OH

NaAsc TCEP

Figure 1.7. Agents réducteurs utilisés dans la réaction de chimie « click » CuAAC: a) ascorbate de sodium,

b) chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyle) phosphine

L’avantage des systemes sel de cuivre(Il)/réducteur est leur moindre sensibilité a 1’air :
le Cu(Il) est en effet beaucoup moins sensible a 1’air que le Cu(I) et un exces molaire de
réducteur assure une réduction continue du Cu(Il) en Cu(l) lors de la réaction. Tout comme la
réaction CuAAC qui utilise directement les sels de Cu(l), I’emploi du systéme sel de
Cu(Il)/réducteur a le plus souvent lieu en milieu homogene comme des mélanges
eau/alcool'’> ' mais aussi a D’interface d’une émulsion. Dans ce cas, chaque phase de
I’émulsion contient des composés correctement fonctionnalisés. Ainsi, Sun et al. 184 ont obtenu
un polymere greffé en faisant réagir trois polymeres fonctionnels en présence de
CuSOs/NaAsc : un poly(méthacrylate de glycidyle) porteur de nombreuses fonctions azide
(PGMA-N3), un poly(éthylene glycol) éther de méthyle porteur d’une fonction alcyne
terminale (MPEG-C=CH) et un polystyréne doté lui aussi d’un alcyne terminal (PS-C=CH) a
I’interface cyclohexane/MeOH (1:4, v/v) ou cyclohexane/DMF (1:1, v/v) ou encore
CH2CI2/H20 (2:1, v/v) (Schéma 1.21).

Phase hydrophobe
s hge VO
o
PS-C=CH
CuSO,/NaAsc
+ _
o]
A o o i -qg- - -
. B ‘L(\)L A VaVa Phase hydrophile PGMA-g-(MPEG-ran-PS)

MPEG-C=CH ® -C=CH ,ﬂ L(
Ny = [+] Y 'N3
o Y Y x ? {e (& X =MPEG or PS
O/r o OH R = CH;0CH,CH;0COC(CHy)-
B Ny "'—Z u_,rz

PGMA-N,

Schéma 1.21. Réaction de chimie « click » CuAAC réalisée a I’interface entre deux solvant non-miscibles et

catalysée par CuSO4/NaAsc (inspiré de'?*)
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IV.2.2.3. Oxydation de Cu(0) métallique

Dans ce cas, la génération de Cu(I) se produit en général par dissolution oxydante du
Cu(0) métallique (sous forme de tournures, poudre ou fil)!’® dans un sel chlorhydraté d’amine
(par exemple du chlorhydrate de triéthylamine)'®’

(par exemple CuSO4)'%? (Schéma 1.20).

ou par dismutation avec un sel de Cu(Il)

Bien que la méthode d’oxydation du cuivre métallique nécessite d’utiliser des
quantités plus importantes de cuivre et requiert un temps de réaction plus élevé que dans le
cas précédent, des triazoles peuvent é&tre obtenus avec des efficacités élevées!®. Cependant,
une l1égere acidification du milieu réactionnel (si les sels chlorhydratés d’amine sont utilisés)
peut nécessiter la protection d’autres fonctions sensibles aux conditions acides. De plus, le
cuivre métallique est beaucoup plus cher que les autres sources de cuivre ce qui peut limiter

son utilisation'”2.

IV.3. REACTIONS THIOL-ENE

Parmi les réactions de chimie «click » qui ne nécessitent pas d’utilisation de
catalyseurs métalliques (« Copper-free reactions »)!6% 186 187 ‘leg réactions thiol-éne sont les
plus connues. Elles reposent sur le couplage entre une fonction thiol (-SH) et une double
liaison C=C. Ces réactions peuvent etre menées selon deux principaux mécanismes (Schéma
1.22)!88-191: (i) un mécanisme nucléophile (ou basique ; selon la nucléophilie ou basicité du
catalyseur) et (ii) un mécanisme radicalaire (photo- ou thermo-amorcé). Le premier
mécanisme fait intervenir un nucléophile (ou une base) qui réagit sur une double liaison
appauvrie en électrons (par exemple des monomeres (méth)acrylates, maléimides,
cinnamates...) (voir Paragraphe IV.3.1 a suivre). Le second mécanisme consiste en une
addition radicalaire de thiols sur des doubles liaisons enrichies en électrons (voir Paragraphe

IV.3.2 a suivre).

S O

a) R—-SH + =— nucléophile ou base M
10 > H\SMHI
=y

b m-sH + — voud g g
Y ” S

=% ouredox

Schéma 1.22. Deux principaux mécanismes de la réaction thiol-éne: a) nucléophile ou basique, b)

radicalaire
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Les molécules comportant des triples liaisons C=C peuvent également réagir avec des
thiols, surtout par le mécanisme radicalaire, en présence d’un photo-amorceur. Ce type de
réaction est nommé « thiol-yne » et peut conduire a 1’obtention d’un produit 1,2-disubstitué si

deux équivalents de thiol sont utilisés'®2. Les thiols peuvent aussi réagir efficacement avec

188 )193
9

d’autres types de composés'®° comme par exemple les époxydes (réaction thiol-époxy
isocyanates (réaction thiol-isocyanate)!* ou halogénes (réaction thiol-halogene)'®’.
Néanmoins, dans le présent paragraphe, notre intérét s’est majoritairement porté sur des

réactions entre les thiols et les doubles liaisons C=C, c’est-a-dire les réactions thiol-éne.

IV.3.1. Mécanisme nucléophile (ou basique)

Les réactions thiol-ene conduites selon le mécanisme nucléophile (également appelées
réactions thiol-Michael) peuvent étre catalysées par des amines (primaires ou secondaires) ou
certaines phosphines tertiaires. Généralement, le nucléophile réagit sur la double liaison C=C
activée, en générant un fort carbanion intermédiaire qui déprotone ensuite le thiol. Ainsi un
anion thiolate est formé. Ce dernier réagit sur la double liaison activée en régénérant un
carbanion qui déprotone a son tour une autre molécule thiol avec la formation simultanée du

produit de la réaction thiol-eéne (Schéma 1.23)!88,

O 0 J
I O, RSH AN
.s e . OR OR'
%R+ | OR —= j + Rs®
RaX RaX
[} ®
o] j:f o
RO + HJ\O-R‘ thiol-ene j " ~or — /”\ OR
RS rRs”
/ \'] thiol-ene product
N

RS-H + acrylate

Schéma 1.23. Mécanisme de la réaction thiol-¢ne catalysée par une molécule nucléophile (XR3)'%

Le mécanisme proposé (Schéma 1.23) a été confirmé par exemple par Chan et al.'*®

qui ont réalisé une réaction équimolaire entre I’acrylate d’hexyle et 1’hexanethiol. Trois
amines différentes : primaire (hexylamine), secondaire (di-n-propylamine) ou tertiaire
(triéthylamine) ont été testées en tant que catalyseur de la réaction conduite a température
ambiante. L’amine primaire s’est avérée étre le catalyseur le plus efficace (95% de

rendement) par rapport a I’amine secondaire (60%) ou tertiaire (0%). Bien que les amines
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utilisées soient aussi des bases, ce type de réaction ne se déroule pas selon un mécanisme
basique (Schéma 1.24). En effet, la réaction devrait alors €tre influencée par la constante de
dissociation acide/base de 1’amine utilisée (pK,). Hors, cette derniere ne varie pas beaucoup
entre les trois classes d’amines. L’explication des différences d’efficacité entre ces amines

196 Ces constatations ont été confirmées en parallele par les

repose donc sur leur nucléophilie
travaux de Li et al.'®’ qui ont comparé des amines primaires et tertiaires. Notons cependant
que des bases plus fortes sont aussi couramment utilisées pour des réactions thiol-Michael
selon le mécanisme basique comme par exemple le méthoxyde de sodium ou I’hydroxyde de

benzyltriméthylammonium 3%,

RS-H + B == Rs® + @py
EWG o, EWG
(=

{ o Ewe EWG
DpH J/ — /r + B
O RS RS

Schéma 1.24. Mécanisme de la réaction thiol-éne catalysée par une base!®s, B correspond 2 une base et

EWG aux groupes attracteurs d'électrons (ang. Electron Withdrawing Groups)

Les phosphines tertiaires sont également de trés bons catalyseurs de la réaction thiol-
Michael'®8, Des exemples de phosphines sont donnés dans la Figure 1.8. Celles-ci sont moins
basiques que les amines, mais plus nucléophiles. Elles engendrent donc elles aussi un

mécanisme nucléophile (Schéma 1.23).
a) b) | c) Q d)
OO0 O 0
R R
\ H “HCI
O OH
Me,PhP MePh,P Ph,P (n-Pr);P TCEP

Figure L1.8. Phosphines utilisées en tant que catalyseurs nucléophiles dans la réaction thiol-éne : a)
diméthylphénylphosphine, b) méthyldiphénylphosphine, c¢) triphénylphosphine, d) tri-rz-propylphosphine,
e) chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyl) phosphine

I1 faut noter que I’efficacité de la réaction thiol-Michael dépend non seulement du type

de catalyseur mais aussi de sa quantité. En effet, la vitesse de la réaction thiol-Michael
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catalysée par une amine primaire augmente avec la concentration de 1’amine!®’.
y p p g

Deuxiemement, la déprotonation du thiol, notamment liée a son pK, (le pK, varie par exemple
de 4,13 pour le 2.4,6-trinitrothiophénol jusqu’a 11,2 pour le fert-pentylmercaptan), est un de
paramétres déterminant la vitesse de la réaction'®®. Enfin, plus la double liaison est appauvrie
en électrons, plus elle est réactive, ce qui accélere la réaction. On trouve alors le classement
suivant par ordre de réactivité décroissante: maléimides > fumarates > maléates >
acrylates/acrylamides > crotonate > cinnamate > méthacrylates/méthacrylamides'®® (Figure

1.9).
a) R b) c)

0 d) e)
0 OR =
OR 5 =<_>~ > = o S

RO

o, g) 0 h) )
> /\\\)LOR > O/\J\OR > zgio = :gzo
RO RoN

Figure 1.9. Exemples de composés avec une double liaison activée utilisés dans la réaction thiol-

o
VO
B

Michael (classés selon la réactivité décroissante): a) maléimide, b) fumarate, c¢) maléate, d) acrylate,

e) acrylamide, f) crotonate, g) cinnamate, h) méthacrylate, i) méthacrylamide

Les réactions thiol-ene nucléophiles peuvent également étre menées en milieux aqueux
avec des efficacités elevées!”®. Par exemple, la n-hexylamine a été utilisée comme catalyseur
de la réaction entre des fonctions thiol du cysteamine ou du glutathion et des fonctions
méthacrylate des oligoméres PEG-méthyléther méthacrylate!”’. Dans d’autres travaux, le
TCEP a été tout d’abord employé pour réduire des ponts disulfure d’un peptide. Dans une
deuxieme étape, réalisée dans le méme réacteur, ce TCEP a servi de catalyseur nucléophile de
la réaction entre des fonctions thiol du peptide et des fonctions acrylate du PEG-méthyléther

acrylate®¥> 233,

IV.3.2. Mécanisme radicalaire

Les réactions thiol-ene radicalaires consistent en I'addition radicalaire de thiols sur des
doubles liaisons de préférence enrichies en électrons (par exemple alcenes ou éthers allyliques
non encombrés stériquement), contrairement aux monomeres utilisés pour le mécanisme thiol-
ene nucléophile. Le mécanisme consiste dans un premier temps, a créer des radicaux. Ces

radicaux peuvent €tre générés par exposition a la lumiere (généralement UV, en présence d’un
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200
)199 ) 0

photo-amorceur) ™", a la chaleur (en présence d’un amorceur thermique)=" ou encore a un
systéme redox (oxydant/réducteur)®!. Ces différents types d’amorgage vont étre discutés par
la suite. Un radical réagit avec le thiol (R; — SH) et lui arrache un atome d’hydrogene pour
générer un nouveau radical a centre de sulfure, dit radical thiyle (R; — S’). Ce radical peut
alors réagir avec la double liaison C=C, en formant un radical libre a centre de carbone.
Ensuite, les radicaux carbonés peuvent eux-mémes réagir avec R; — SH pour former le
produit désiré et régénérer de nouveaux radicaux thiyles, ce qui assure la poursuite du

processus. Notons que des terminaisons peuvent aussi se produire par couplage entre deux

radicaux (Schéma 1.25)'8% 190,
SN
R4 R»
- Ri-SH
produit thiol-éne
hvou A ~
Ri-SH ———» RiS*  R7ONTR,
ou redox
\
Ro

Schéma 1.25. Mécanisme radicalaire de la réaction thiol-éne!®!

1vV.3.2.1. Photo-amorceurs

La plupart de photo-amorceurs disponibles dans le commerce absorbe la lumiere UV,
c’est-a-dire entre 200 et 400 nm. Un des groupements chromophores les plus efficaces pour
I’absorption de rayonnement UV est le groupement cétone aromatique (Figure 1.10). La
substitution de cette cétone aromatique par les groupes R et Rz influence les propriétés de ce
type de photo-amorceur et le mécanisme de formation de radicaux. D’une part, selon la nature
du groupe Ri, ces radicaux peuvent €tre obtenus soit par clivage de 1’amorceur (photo-
amorceurs de type 1), soit par transfert d’hydrogeéne du thiol (photo-amorceurs de type II). Par
exemple, la substitution du R par un groupement alkyle conduit aux photo-amorceurs de type
I alors que celle par un groupement aromatique conduit a des photo-amorceurs de type 11 (voir
Tableau 1.5). D’autre part, le remplacement d’un hydrogéne en position R> influence la

longueur d’onde (X) a laquelle le composé va absorber la lumiére®®. 11 est a noter que la
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réaction thiol-éne peut aussi €tre amorcée par 1’excitation directe du thiol, sans utilisation

d’un photo-amorceur’”®. Cependant ce type d’amorcage est moins efficace que lorsqu’un

photo-amorceur est ajouté au milieu réactionnel'®.

Figure 1.10. Un groupement chro

mophore cétone aromatique

Tableau 1.5. Exemples de photo-amorceurs de type cétone aromatique utilisés et disponibles dans le

commerce (d’apreés les références

199, 202, 204)

Photo-amorceur Nom commercial Structure chimique
. ®)
2,2-Diméthoxy-2- /@
phénylacétophénone Irgacure®651 (1651)
(DMPA) Hsco/\ OCHj3
0 ﬁo
| 2-Méthyl-1[4- NJ
é méthylthio)phényl]-2- Irgacure®907 (1907)
& | morpholinopropanone
HsCS
O
1-[4-(2-H éth -
[4-(2-Hydroxyethoxy)- | 1 ure®2959 OH
phényl]-2-hydroxy-2-
méthylpropanone (12959) HO
\/\O
O
Benzophénone Benzophénone O O
=
D
=
= O
Isopropylthioxanthone Isopropylthioxanthone N N
F S F
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Photo-amorceurs de type 1

Dans le cas des photo-amorceurs de type I, I’exposition a la lumiere suivie de
I’absorption du photon provoque le clivage de la liaison CO-alkyle et conduit a deux radicaux
réactifs. Dans le cas de la 2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone (DMPA) (voir Schéma 1.26),
un réarrangement du radical tertiaire provoque la formation d’un radical méthyle et de

benzoate de méthyle!.

O
hv ° H3CO
HsCO :

I
@

(@]

@)
o
o
I

&

+

I
R-SH “CHy 4 OCH;
Q R-SH\
H
+ RSe RSe + CHy

Schéma 1.26. Mécanisme d'amorcage de la réaction thiol-ene en utilisant un photo-amorceur de type I,

dans I’exemple du DMPA™®

Photo-amorceurs de type 11

Pour les photo-amorceurs non-clivables (type II), des radicaux thiyles réactifs et des
radicaux cétyles non-réactifs sont générés par réaction du thiol avec I’amorceur dans son état
excité, notamment par le transfert d’un hydrogene du thiol a I’amorceur. Par la suite, seul le
radical thiyle est suffisamment réactif. La non-réactivité des radicaux cétyles vis-a-vis la
double liaison provient de leur stabilit¢ due a leur encombrement stérique et a la
délocalisation des électrons célibataires sur le noyau benzénique'®®. L’amorcage de la réaction
thiol-ene en utilisant un amorceur de type II est illustré au Schéma 1.27, avec la benzophénone
(BP) comme exemple. Cependant, ces photo-amorceurs de type II sont moins efficaces que
ceux de type 1. En effet, dans le cas des amorceurs de type I, les radicaux sont produits par
réaction bimoléculaire, ce qui mene a un rendement quantique inférieur a celui obtenu avec
les amorceurs de type 1. D’ailleurs, dans ce deuxiéme cas, la durée de vie de 1’amorceur a

I’état excité est trés courte ce qui limite 1’extinction par le thiol'®.
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* OH
R-SH °
Etat excité Radical cétyle non-réactif

Schéma 1.27. Mécanisme d'amorcage de la réaction thiol-ene en utilisant un photo-amorceur de type II.

Cas de la benzophénone!”’

IV.3.2.2. Amorceurs thermiques

Un amorceur thermique doit étre relativement stable a température ambiante mais doit
se décomposer rapidement a température €levée. Un paramétre caractéristique de 1’amorceur
thermique est son temps de demi-vie (ti2). Il correspond au temps nécessaire pour
décomposer 50% de la quantité initiale d’amorceur a une température donnée. Parmi les
amorceurs thermiques, le 2,2’-azobisisobutyronitrile (AIBN) est le plus couramment utilisé
pour la réaction thiol-&ne!® 2%% 295 Cependant, d’autres composés ont aussi été employés>%.

Le Tableau 1.6 présente les amorceurs thermiques courants et leur température de

décomposition correspondant a un ty2 de 10h.

1V.3.2.3. Amorceurs redox

Les systémes redox sont les moins utilisés dans I’amorgage des réactions thiol-&ne?’":

206 alors qu’ils sont trés utilisés en polymérisation classique (par exemple dans la
polymérisation des méthacrylates pour des ciments osseux ou résines dentaires®’). Le plus
souvent, le systeme redox est constitué d’un peroxyde organique (oxydant, par exemple le
peroxyde de benzoyle, BPO) combiné avec une amine tertiaire (réducteur). La Figure 1.11

présente les amines tertiaires les plus couramment employées dans ces systemes BPO/amine.

a) b) HO )
/ \ / /0 N\ / on
DMT HO  purpr DMPOH

Figure 1.11. Exemples d'amines tertiaires utilisées comme réducteurs dans les réactions redox : a) N,/NV-

diméthyle-p-toluidine, b) N, N-bis-(2-hydroxyéthyle)-p-toluidine, ¢) alcool 4-N,N-diméthylaminophénylique
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Tableau 1.6. Exemples d’amorceurs thermiques utilisés dans la réaction thiol-éne. Les températures pour un ti2 de 10h sont issues du site de Sigma-Aldrich

(http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Aldrich/General_Information/thermal_initiators.pdf; Acces on-line le 23 avril 2015)

Température de
Amorceur Structure chimique et nature des radicaux formés décomposition pour
t12=10h (°C)
CHs CHs A CH3
2,2°-Azobisisobutyronitrile (AIBN) HsC I N=N I CHy — 2 H3C—| e + N 65
CN CN CN
1,1-Azobis(cyclohexanenitrile
(cy ) { >TN=N7C> L. o+ N 88
CN NC CN
7\ N A
Peroxyde de benzoyle (BPO) I 0—0 N\ / — 2 Qe 70
- 0 o] o
CH CH; CH
Peroxyde de dicumyle / N\ | ° | ° AN °
| 0—0 | \ / — 2 —QOe 115
— CHs CHs CHj3
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Le mécanisme de génération de radicaux par un systtme BPO/amine tertiaire
commence par la formation d’un complexe cyclique intermédiaire entre le BPO et I’amine.
Ceci conduit a la formation d’acide benzoique ainsi qu’a des radicaux benzoyloxy et des
radicaux d’aminométhyle (Schéma 1.28). Les deux types de radicaux produits peuvent

démarrer la réaction thiol-ene2"’.

H
Ar \{I:_H H |
\ {, Ar\ ;C_H"r,
Mol | W T
OCCes |, 0==C—CyH
CHs ] CHs | e
Amine tertiai 0—C—CgH —c—
mine tertiaire i gHs 0 cl; CeHs
0 o)
BPO Complexe cyclique intermédiaire BPO/amine tertiaire
9+
e i
Ar—TJ:O—Itli—CeH;, . O—C—CgHs
CH, O ]
?Ha 8]
Ar—l’l‘Jf _0—||—C5H5 I .O_ﬁ:_ceHﬁ
CH, C Radicaux benzoyloxy
Transfert H*

Amorgage de la réaction

tle; /,('
HOOC—CgHy + Ar—||~1

Acide benzoique CHj
Radicaux aminométhyle

Schéma 1.28. Mécanisme de formation de radicaux par un systtme BPO/amine tertiaire?’’

IV4. APPLICATIONS DES REACTIONS DE CHIMIE «CLICK» A LA
PREPARATION ET/OU FONCTIONNALISATION DE PARTICULES POLYMERES

De nombreux revues ont été publiés concernant 1’utilisation des réactions de chimie

«click » en ingénierie macromoléculaire pour 1’élaboration de : (i) matériaux polyméres'®*

216, 218-220

171,179, 188, 198, 208212 " (4j) bjomatériaux?'® 213217 (jii) en pharmacologie ou (iv) en

nano/micro-ingénierie’?* 22!, Ce paragraphe est focalisé surtout sur I’application de la chimie
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«click » (notamment des réactions CuAAC et thiol-ene) pour la synthese et/ou la

fonctionnalisation de nano/microparticules polymeres.

Certaines particules ont été obtenues en réalisant une réaction de chimie «click » a
I’interface, c’est-a-dire entre deux solvants non-miscibles. Cependant, ces travaux sont peu
nombreux car mener la réaction a I’interface pose certaines difficultés, notamment liées a
I’accessibilit¢ des fonctions réactives ou du catalyseur a I’interface. Dans les Paragraphes
II.3.1.1. et III.3.2, nous avons déja cité les travaux sur €laboration de capsules en réalisant

153, 154, 165'168; et a notre connaissance cette

une réaction de chimie « click » a I’interface
recherche bibliographique était exhaustive. Ces références peuvent étre complétées par les
recherches de Laville et al®' sur l'utilisation de réaction «click » CuAAC lors de
I’¢laboration de NSs. Tous ces travaux mentionnés ci-dessus sont présentés dans le Tableau

L7.

Pour 1I’élaboration de particules polymeres, 1’utilisation des réactions « click » entre

deux composés présents dans la méme phase, ¢’est-a-dire menées en milieu homogene ! 22>

225 est plus courante que 1’emploi de ces réactions a I’interface (voir des exemples dans le
Tableau 1.7). Les réactions « click » sont plus particulicrement utilisées au cours d’un procédé

128, 225-227

d’élaboration de capsules couche-par-couche sur des templates dur car elles

permettent d’éviter I’emploi de polyélectrolytes dont certains sont potentiellement

cytotoxiques'?®.

De méme, les réactions « click », surtout de type CuAAC, sont largement employées
dans la post-fonctionnalisation de particules (voir quelques exemples dans le Tableau 1.7). Les
objets sont fonctionnalisés par exemple par des molécules fluorescentes!®’, des ligands

? ou peptides®*®) ou des nanoparticules

bioactifs (par exemple des vitamines??®, anticorps?
métalliques??®. Néanmoins, les réactions de type thiol-ne ont aussi été employées par
exemple pour fonctionnaliser des NSs polymeres avec des molécules de ciblage pour des

applications thérapeutiques®!.
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Tableau L.7. Application des réactions de chimie « click » a la syntheése et/ou la fonctionnalisation de particules polymeres (NSs = nanospheres, NCs = nanocapsules,

MCs = microcapsules)

Objets

Chimie « click »,

Polymeéres utilisés Produit formé P catalyseur, milieu | Réf.
formées S
réactionnel
o) 2.0
HO
') H CuAAC
o=C NSs CuBr 91
\
(H2C)5-N3 CH:Cly/eau
PLA-alcyne Dextrane-N3
5]
s
(]
E M
£ N oD
=
M ou =—— —
E) DEB CuAAC
@) o CuBr,/BA(cTREN
X o NCs a coeur u . rf °
ou NN N AqUeUX utilisé comme 153
& 4 ligand/SnOcty
HDDP Eau/cyclohexane
HO Référence’™
+ N3%\N3
OH BAP
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Chimie « click »,

N3 p(Sty-co-AzA)

bjet
Polymeéres utilisés Produit formé 0 ']e, > catalyseur, milieu | Réf.
formées R
réactionnel
N3 Miglyol®812
OH
Hﬁ)o/é/% O.OH
OH5 CuAAC
OH N3 5
NCsacaur o g0 /aAse 154
6,6 -diazido-6,6’-dideoxysucrose Miglyol®812 ‘
. Miglyol®812/eau
N _o TR oo |
\/ \/\/\ON I Ho bHU,A'\':;;:-LH,,%_I’.'_
© OH W=
E bis(propargyloxy) butane
= Référence’™
~—
=
=
N
o
[t
]
@)
CuAAC
MCs a cceur 165
AA ’
CHCL CuSO4/AAsc 166
CHCls/eau
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Chimie « click »,

marqueur fluorescent BODIPY-maleimide

+ HSWSH

DNA-SH

Adapté de la référénce’”

Eau/ CHzClz

bjet
Polymeéres utilisés Produit formé 0 Je, > catalyseur, milieu | Réf.
formées At
réactionnel
o o
Ph\/RO\’(L ow)\ o}
OJ\% "7 A BDMP L
o) S) ) Thiol-éne
\ N f]m CPLA
Ef} s a NCs a cceur DMPA, UV
o vide CHCls/eau
/\)k A O SH
+ HS o Y\/ /\i
o o) S CPLA
) jof\/
2
= o
e };} P(E/B-b-EO)
=
o= N
;: j o ssDNA
=
= +BODIPY
© Thiol-éne
NCs 2
5@ caur Sans catalyseur 167
aqueux
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Chimie « click »,

/

PAA-alcyne

N3
PAA-N;

Adapté de la référence

~~ Dextrane-N; ou PAA-N;
~ Dextrane-alcyne ou PAA-alcyne

225

bjet
Polymeéres utilisés Produit formé 0 Je, > catalyseur, milieu | Réf.
formées RontiC
réactionnel
[2]
/\f")k/\/lj")k(\”h"” ., ",
N N
N T CuAAC
o [#]
P(VL-co-PVL) == Polymere réticulé 'q 'g NSs CuBr 222
T 2 N H Ny
,% NSO o AN b“"“acmowacuzus " 1]\/\H L DMF
on \{_0 0 MOH
S
g 1,8-diazide-3,5-dioxaoctane ):}_‘c"‘c H’m’c"’c"""@\ a =k
=
= . Sr5 g . 222
= Adapté de la référénce
=
=
5]
M N % HD%
(@] OH ¢ % oH
[t
S
Dextrane-N3 Dextrane-alcyne CUAAC 225,
MCsdcoeur | o s0aNaAse 128
HO Eau
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Chimie « click »,

O

+ d .
\)J\O %\o )J\/
TMPTA

ll.[ PTPS

~ TMPTA

Adapté de la référence’*

(Réaction dans la
phase organique)

bjet
Polymeéres utilisés Produit formé 0 ']e, > catalyseur, milieu | Réf.
formées
réactionnel
o} o
0 0 n
o o "X Thiol-ene
PLA-alcéne DMPA, UV
ou o o] (Acétate de n-
I AN L - NSs et
\L Aﬂéo j o 1 OH 5 R e % butyle + 3
o O)H% o n NCs a ceeur hexadécane)/eau
& mo0 0 ‘ " I~ pLA hexadécane ® dans |
D éaction dans la
80
g ou (PLA-b-PEQO)-alcéne A PLAPEO phase organique)
=) 0]
=
3 + HS/\/[kO/\/\/ OY\/SH
2 ]
p BDMP
5]
N
O R"‘s:—o—sws\/lwro ( A
: P e 'n
U Ry—Si z 0 qli oR‘ o
& [+ . N
R0 g~ Thiol-éne
Rq.-rSi'?—O—Si[\/wsq 13
PTPS Irgacure®907, UV
MCs a ceeur
/ vide Toluéne/eau 224
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Chimie « click »,

+ anticorps-N3

anticorps-N,

Adapté de la référence

229

bjet
Polymeéres utilisés Produit formé 0 ']e, > catalyseur, milieu | Réf.
formées Rt
réactionnel
N3 N3
o) D\ o)
{ %O)KN NLO%,J-' Marqueur fluorescent
Ny ; N PU-Nj ’ X = -alcyne ou -N,
2 O / 2
L -CO:H CuAAC
[ v

17, [}
% + M NCs a cceur CuBr, 150
= marqueur fluorescent-alcyne aqueux /PMDETA/AAsc
% oNooN Y N P EtOH/eau
— ~N 0. /NS/
> )/yoﬁo L Y =-N; ou -alcyne
< ¢ 9 a
2 \M e
—
<Zﬁ ’ 150
Z P(BCA-co-PCA) + marqueur Adapté de la référénce
2 fluorescent-N3
[
Q
Z
Q
=

W CuAAC

o} [oNe) \
X \ NGsaceur | 0450,/ NaAsc 229
' PVPONAIk vide
PBS
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Chimie « click »,

transporteur moléculaire dendritique

b f i :
:“Mr\mzm, molécule de ciblage

o

Adapté de la référence®’

5 — . L Objet - p
Polymeres utilisés Produit formé forl;];:s catalyseur, milieu | Réf.
réactionnel
marqueur fluorescent
7)) H :
& A/jL CLICK
S R N
=] 5 o
% o y r/" :k\»
= P oL Thiol-ene
= oL b
é eI NS e 231
S ™ S
j i M{Q Méthanol
Z (g . );,, "\,\/\' /(:
R - o "
5 <
= N )
= 5 R
Q ¢y
Z
o
=

PLA : polylactide, BODIPY : marqueur fluorescent, DNA : acide désoxyribonucléique, OD : 1,7-octadiyne, DEB : 1,4-diethynyl benzene, HDDP : 1,6-hexanediol dipropiolate, BAP : 2,2-

bis(azidométhyléne)-1,3-propanediol, CPLA : polylactide sous forme cationique, BDMP : 1,4-butanediol bis(3-mercaptopropionate), p(NaSS-co-PgA) : poly(styréne sulfonate de sodium-co-

acrylate de propargyl), p(Sty-co-AzA) : poly(styréne-co-acrylate de 2-azidoéthyle), P(VL-co-PVL) : poly(a-allyl-6-valerolactone-co-a-propargyl-o-valerolactone), PLA-b-PEQO : polylactide-b-

poly(oxyde d’éthylene), PAA : poly(acide acrylique), PTPS : silsesquioxane oligomere polyédrique amphiphile contenant des groupes thiol, TMPTA : triacrylate de triméthylolpropane, PU :

polyuréthane, P(BCA-co-PCA) : poly(cyanoacrylate de butyle -co- cyanoacylate de propargyle)) PVPONAlk : poly(N-vinylpyrrolidone-ran-acrylate de propargyle), PBS : un tampon

phosphate salin.
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V. CONCLUSION DE L’ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Deux types de nanoparticules (NPs) polymeres peuvent étre distingués selon leur
morphologie : les nanospheres (NSs) de structure matricielle et les nanocapsules (NCs) de type

ceeur (liquide, solide ou vide)/écorce.

Dans cette étude bibliographique, notre intérét s’est majoritairement porté sur les NCs
et particuliérement sur celles a cceur liquide. Ces dernieres, grace a une grande capacité
d’encapsulation de substances actives (SA) de différentes polarités, sont largement employées
pour la délivrance par exemple de médicaments, de parfums, de pesticides, d’huiles essentielles
ou alimentaires, etc. Plusieurs procédés ont été développés pour €laborer des NCs polymeres a
cceur liquide. Ces méthodes peuvent étre classées en trois groupes principaux : (i) ségrégation
de phases entre le cceur liquide et le polymere (généralement préformé ou formé in situ par
polymérisation), qui constituera au final I’écorce de la NC. Ceci aboutit a la précipitation du
polymere autour du cceur liquide ; (ii) déposition (ou précipitation) d’un polymere préformé en
surface d’un nano-template dur ou mou et (iii) réactions a I’interface liquide/liquide de nano-

gouttelettes d’une émulsion.

Afin d’éviter certains inconvénients des méthodes précédemment citées, notamment le
risque d’avoir des traces de monomeéres souvent toxiques (cas de polymérisation menée in situ),
les procédures laborieuses nécessitant plusieurs lavages (cas de 1’adsorption couche-par-couche
de polyélectrolytes de chargés opposées) ou encore les problemes de contrdle de la morphologie
de nano-objets (formés par ségrégation de phases entre 1’huile et le polymere), il est possible
de combiner deux types de procédés. Ainsi, une réaction interfaciale, menée entre deux
polymeres préformés (ou entre un polymere préformé et une petite molécule) peut Etre réalisée
au cours d’un procédé d’élaboration de capsules par ségrégation de phases. Afin d’assurer un

couplage efficace entre ces polymeres, la chimie « click » est le plus souvent utilisée.

Dans la suite de cette étude bibliographique, nous nous sommes donc intéressés a la
chimie « click » qui regroupe différentes réactions de chimie organique caractérisées par leur
haute sélectivité, leurs rendements élevés, leur courte durée de réaction et des conditions douces
d’utilisation. Nous avons particulierement détaillé deux grands types de réactions de chimie
« click », les cycloadditions azide-alcyne catalysées par Cu(I) (CuAAC) et les réactions de type

thiol-éne.
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Enfin, nous nous sommes plus particulierement intéressés a 1’utilisation de la chimie
« click » pour la préparation et la fonctionnalisation de différents objets particulaires. Ainsi,
cette étude bibliographique a montré I’intérét d’utilisation de réactions de chimie « click »

menées in situ, a I’interface lors d’un procédé classique d’¢laboration de nano-objets.

Par la suite, nous allons donc chercher a développer des NCs a coeur huileux/écorce
polymere biodégradable (PLA) et recouvertes de polysaccharide (dextrane) en combinant un
procédé d’émulsion-évaporation de solvant avec une réaction de chimie « click » réalisée in

situ a ’interface liquide/liquide.
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OBJECTIFS ET

STRATEGIE DE SYI'NHESE

Ce travail de these s’inscrit dans le cadre d’un projet soutenu par la Région Lorraine
qui vise a développer des traitements biocides a moindre impact sur 1’environnement,
notamment en minimisant 1’emploi de composés écotoxiques. L’objectif de cette these porte
plus précisément sur la conception et la synthese de nanocapsules (NCs) biodégradables
permettant ’encapsulation de substances actives (SA) algicides/algistatiques. Ces NCs sont
constituées d’une écorce en polymere hydrophobe, d’un cceur liquide et d’une couronne
hydrophile polysaccharide, et sont susceptibles de libérer la SA encapsulée a I’intérieur
(Figure 1). Le polylactide (PLA; un polymere bio-sourcé et biodégradable) a été choisi pour
former ’écorce de NCs, tandis que le Miglyol®810 (M810 ; une huile triglycéride?) a été
sélectionnée comme cceur liquide. Les objets sont recouverts d’une couronne hydrophile en

dextrane (polysaccharide neutre et biodégradable) qui assure leur bonne stabilité colloidale.

Recouvrement hydrophile (Dextrane)

Substance active (SA)

c liquide (M810
Ecorce polymeére hydrophobe (PLA) ceur liquide ( )

Figure 1. Nanocapsule de PLA a cceur M810 et recouverte d’une couronne en dextrane

2 Voir plus de détails dans la Partie I, Paragraphe I1.1.2.2.1., Tableau 1.2., p. 16.
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Suite a 1'étude bibliographique décrite dans la partie précédente, la méthode que nous
avons choisie pour formuler ces NCs de morphologie contrdlée a été de combiner une
réaction de couplage par chimie « click » & un procédé classique d’¢laboration de NCs par
ségrégation de phases. Ainsi, le procédé d’émulsion-évaporation de solvant, bien connu au
LCPM, a été choisi afin d’induire une ségrégation de phases entre 1’huile et le PLA préformé.
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a une réaction « click » de type CuAAC
(Cycloaddition azide-alcyne catalysée par Cu (I)) qui est trés répandue dans la littérature!
(voir Partie I, Paragraphe IV.2., p. 45). La réaction CuAAC avait déja été employée au LCPM
en milieu homogene? et les premiers essais de cette réaction CuAAC a Iinterface
liquide/liquide pour élaborer des nanospheres (NSs) ont été effectués dans le cadre de la these
de Maxime Laville®. Il s’agit ici de poursuivre ces études sur la réaction CUAAC a I’interface
d’une émulsion, mais cette fois pour obtenir des NCs de PLA recouvertes d’une couronne
hydrophile en dextrane. Dans un deuxieéme temps, nous avons cherché a optimiser un autre
type de réaction «click» a l’interface, qui ne nécessite pas 1’emploi de catalyseurs
métalliques. Pour cela, la réaction thiol-&ne* (voir plus de détails dans la Partie I, Paragraphe

IV.3., p. 51) a été choisie.

Pour mener ces réactions interfaciales, I’émulsion huile-dans-eau (o/w) est préparée
d’une part avec un PLA préformé correctement fonctionnalis€ a son extrémité par une
fonction X (appelé PLA-X) et dissous dans la phase organique. La fonction X est soit une
fonction alcyne (CuAAC), soit une fonction thiol (thiol-ene). Cette phase organique est
constituée d’un bon solvant du PLA, volatil et non-miscible a 1’eau (dichlorométhane —
CH:Cl: ou dans certains cas acétate d’éthyle — AcOEt) mélangé a une huile non-volatile qui
est non-solvant du polymere (Miglyol®810, M810) et qui constituera le cceur liquide des NCs.
L’huile et le solvant volatil sont miscibles en forte proportion. D’autre part, la phase aqueuse
contient du dextrane modifi€é par des chaines latérales hydrophobes fonctionnalisées a leur
extrémité par des groupements Y (appelé Dex-Y) complémentaires aux fonctions X. Dans le
cas de la chimie CuAAC, Y est un groupe azide alors que c’est une double liaison C=C dans
le cas de la réaction thiol-ene. Dex-Y, grice a ses groupements hydrophobes, permet de
stabiliser I’émulsion o/w et, par la présence de fonctions réactives, d’assurer la réaction de
couplage «click » entre PLA-X et Dex-Y a linterface liquide/liquide de I’émulsion.
L’évaporation du solvant volatil qui se produit ensuite entraine la précipitation du PLA a
I’interface. Ceci abouti a I’obtention de NCs de PLA a cceur M810 et recouvertes de dextrane,

couronne qui est alors fixée de fagon covalente a I’écorce PLA (Schéma 1).
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Le premier chapitre de ce manuscrit présente les syntheses des polymeres précurseurs
qui seront employés lors des réactions de chimie « click » CuAAC et thiol-ene. Dans le
deuxieme chapitre, ces réactions CuAAC et thiol-ene sont étudiées sans emploi de M810
(pour obtenir des NSs), puis en employant du M810 dans le but d’obtenir des NCs de PLA
recouvertes d’une couronne en dextrane. Le troisieme chapitre, quant a lui, est
particulierement consacré a la caractérisation des nano-objets obtenus en termes de taille, taux
de recouvrement en dextrane et épaisseur de cette couronne, morphologie, stabilité colloidale
en milieu salin aussi qu’en présence d’un tensioactif compétitif. Enfin, le dernier chapitre
présente ’encapsulation d’une SA modele au sein de ces nano-objets et le suivi de sa

libération.
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Nano-gouttelette de I’émulsion Nanocapsule

Réaction CLICK in situ
Eeassssssssssn———) )
. . : -0
HO
Evaporation du solvant volatil ;’o q 6%‘0\
» a
R
\
Y
Ecorce PLA X
\R'
_______ B} e
N o i1 00000 o . Recouvrement en dextrane ):O
MO PLAx O o —=
: OO ! - n = N OH
| Dex-Y g i

YR© =

R'X =;% ou ;\/\SH
R = chaine latérale hydrophobe
Y = groupement réactif

RY = OS)ou o ou O
N3 L /___

Schéma 1. Syntheése des NCs de PLA a ceeur M810 et recouvertes de dextrane obtenues par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction de

chimie « click » a ’interface de I’émulsion huile-dans-eau entre le PLA-X et le Dex-Y

86



CHAPITRE 1

SYNTHESE ET CARACTERISATION DE
POLYMERES PRECURSEURS POUR
LA CHIMIE « CLICK »






Partie Il — Chapitre I : Synthese et caractérisation de polymeéres précurseurs pour la chimie « click »

CHAPITRE I

Ce chapitre présente la syntheése des polymeres précurseurs qui seront employés pour
mener les réactions « click » interfaciales, c’est-a-dire les polylactides fonctionnalisés a leur
extrémité par un alcyne (PLA a-alcyne) ou par un thiol (PLA o-SH), ainsi que les dextranes

porteurs de chaines latérales fonctionnalisées par des azides ou des doubles liaisons C=C.
I. SYNTHESE DES POLYLACTIDES

I.1. Généralités

Le polylactide fait partie de la famille des polyesters aliphatiques. Il est généralement
obtenu par deux méthodes : polycondensation de I’acide lactique ou polymérisation par

ouverture de cycle (POC) du lactide (dimere cyclique de I’acide lactique) (Schéma II.1)°.

La premic¢re méthode est peu onéreuse mais présente beaucoup d’inconvénients tels
que la nécessité de recourir a des températures élevées (supérieures a 180°C), des longues
durées de synthése ou I’obligation d’éliminer I’eau qui est le sous-produit de la réaction afin
d’obtenir des masses molaires assez élevées. De plus, il est difficile de contrdler la masse

molaire et la dispersité du produit obtenu.

La POC du lactide se déroule dans des conditions plus douces que la polycondensation
de l’acide lactique. Selon I’amorceur et le type de catalyseur employés ainsi que les
conditions opératoires utilisées, la distribution de masses molaires du polymere obtenu peut
étre controlée. La POC du PLA est bien connue au LCPM?* % et a été optimisée a partir de
différents types d’amorceurs® ’ ou macroamorceurs® comportant une (des) fonction(s) alcool.

Elle peut étre catalysée par différents composés organométalliques parmi lequel le
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2-éthylhexanoate d’étain encore appelé octoate d’étain (SnOctz) est tres couramment utilisé.
Le SnOct: possede en effet I’avantage d’étre agrée par la FDA (Food and Drug
Administration) en tant que stabilisant alimentaire pour des teneurs ne dépassant pas 100
ppm’. Cependant, pour contourner les critiques de certains détracteurs, le bismuth
subsalicylate® a été testé comme catalyseur de cette POC. Ce catalyseur est réputé pour étre

beaucoup moins toxique que SnOctz pour des applications biomédicales.

HO O
2n

HaC OH

acide lactique O

)
H% W/U\lOH
2n
o) e} polylactide
(@) ]
lactide

Schéma II.1. Voies de synthese du polylactide

Dans ces travaux de these, les polylactides fonctionnalisés a leur extrémité par des
alcynes (PLA a-alcyne) seront utilisés pour le couplage de chimie « click » CuAAC avec le
dextrane porteur de fonctions azide. Parallelement, les polylactides fonctionnalisés a leur
extrémité par un thiol (PLA o-SH) serviront de réactifs dans les réactions thiol-ene avec le
dextrane porteur de doubles liaisons. Ainsi, nous allons tout d’abord présenter bri¢vement la
synthese de ces deux types de PLA et leur caractérisation par résonance magnétique nucléaire
du proton (RMN 'H) et par chromatographie d'exclusion stérique couplée 2 la diffusion de la

lumiere multi-angle (SEC-MALLS).
L.2. Conditions de synthese du PLA a-alcyne

Des PLA fonctionnalisés a leur extrémité par des fonctions alcyne ont été obtenus par
polymérisation contrélée par ouverture de cycle (POC) du D,L-lactide (D,L-LA) dans du
toluene a 100°C, en présence de SnOct> (catalyseur) et de I’alcool propargylique (amorceur)
(Schéma 11.2). Ce dernier contient une fonction alcyne ce qui assure la présence de cette
fonctionnalité a I’extrémité des chaines des PLA. Pour ces syntheses, nous avons repris les
conditions précédemment optimisées au laboratoire : un faible rapport molaire entre le

catalyseur et I’amorceur (R = SnOcto/OH = 0,03) est volontairement utilisé afin d’éviter des
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réactions de transestérification et ainsi de mieux controler la polymérisation®. La conversion
en monomere (D,L-LA) peut étre déterminée a partir du spectre RMN 'H (dans CDCl3) du
milieu réactionnel brut (avant purification du polymere — voir détails dans la Partie III, p.
192). Pour les deux lots du PLA synthétisés au cours de cette these, la conversion a été égale
ou supérieure a 94% apres 18h de polymérisation. Ceci correspond a la conversion maximale
pour limiter les réactions de transestérifications, comme nous avons pu le vérifier au cours de
précédentes theéses, compte tenu des équilibres thermodynamiques en jeu dans ce type de

polymérisation'®

SnOct,, toluene O
HO 2 4
J\: I 100°C, 18, sous Np 2n0/\

alcool propargylique

Schéma IL.2. Synthése du PLA o-alcyne par polymérisation par ouverture de cycle du D,L-lactide

catalysée par SnOctz et amorcée par I’alcool propargylique

L.3. Conditions de synthese du PLA o-SH

La synthese des polylactides contenant une fonction —SH en bout de chaine (PLA a-
SH) se déroule en deux étapes (Schéma I1.3) Tout d’abord, le D,L-LA a été polymérisé par
ouverture de cycle en présence de SnOct; (catalyseur) et d'un amorceur contenant un pont
disulfure, le 2-hydroxyéthyl disulfide. Cette premiere étape a conduit a la formation du PLA
porteur d’une liaison disulfure au milieu de chaine (PLA-SS-PLA). Dans un deuxieme temps,
un agent réducteur (le dithiotréitol, DTT) a été employé pour réduire ces liaisons —SS— du

PLA-SS-PLA. 1l en résulte alors la formation de chaines PLA o-SH.

(0]
SnOctp, 120°C f<o S 0 H
N N\
o’\/S‘S’\/OH + j: I 14h30, sous N, H nO S o7,
O

2-hydroxyéthyl disulfide

I DTT, flux N2
THF, 50°C, 24h

0
0 SH
2 Hé W)gno/\/

Schéma II.4. Synthése du PLA a-SH : I) Synthése du PLA-SS-PLA par polymérisation par ouverture de

cycle du D,L-lactide, IT) Réduction des liaisons disulfure en thiol
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1.3.1. EtapeI: Synthese du PLA-SS-PLA

Le protocole que nous avons adopté pour la POC du D,L-LA catalysée par le SnOct>
et amorcée par le 2-hydroxyéthyl disulfide est inspiré des travaux de Sourkohi et al.'l. Ces
auteurs avaient réalis€ la POC du D,L-LA a partir d’un amorceur bifonctionnel (OH-SS-
iBuBr), en présence de SnOct; dans le toluene dans le but d’obtenir un macroamorceur
d’ATRP (Schéma IL.5). Dans notre cas, le protocole est plus simple car le 2-hydroxyéthyl
disulfide peut étre utilisé directement comme amorceur de la POC. Aussi, nous avons adapté

les conditions précédemment utilisées pour la synthése du PLA a-alcyne.

acide 2-bromo-2-méthylpropanoique

(0]
. . . Br
2-hydroxyéthyl disulfide HO o
a) Ho s
\v/"\sx \/\‘DH Hovf-\s/s\/,-\o Br
DCC, THF

OH-SS-iBuBr
PoC o

8]
SnOct,, toluéne
b) OH-SS-iIBuBr 2 H,QO\’)}\OJ\VO\,/\S/S\,/\OJXB’
n
o] 0. 0
PLA-SS-iBuBr
(8] (9]

DL-LA

Schéma IL.5. Synthése d’un macroamorceur PLA d’ATRP : a) synthése de I’amorceur fonctionnel, b)

POC du D,L-LA!"

Puisque I’amorceur n’est pas soluble dans le tolueéne (solvant le plus couramment
employé dans la POC du lactide), nous avons choisi de mener cette polymérisation en masse.
Aussi, et comme lors des travaux précédemment menés au LCPM'?, la température du milieu
a été alors augmentée jusqu’a 120°C afin d’assurer la fusion entiere du D,L-lactide.
Cependant, il faut éviter les températures trop élevées car elles favorisent, en général, les
réactions de transestérification.

Le taux de conversion du monomere est obtenu a partir du spectre RMN 'H (dans
CDCl3) du milieu réactionnel brut obtenu apres polymérisation (voir détails dans la Partie III,

p. 191). Pour chaque lot de PLA, la conversion du monomere obtenue a été supérieure a 97%.
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1.3.2. Etape II : Réduction des liaisons disulfure

Dans le but d’obtenir des chaines PLA a-SH, chacune fonctionnalisée par un thiol
(—=SH) a leur extrémité, des liaisons disulfure des PLA-SS-PLA ont été réduites en utilisant un
thiol de petite masse molaire — le dithiothréitol (DTT, réactif de Cleland)!®. Ce dernier est le
plus couramment utilisé pour réduire les liaisons -SS- et peut étre employé dans une large
gamme de solvants tels que 1’eau, le THF, 1’acétone ou le chloroforme. D’autres thiols sont
également disponibles dans le commerce, comme par exemple la cystéine, le glutathion, le
mercaptoéthanol, le 2,3-dimercaptopropanol, le thioglycolate ou la tris(2-carboxyéthyle)
phosphine et peuvent aussi étre employés dans la réduction de liaisons disulfure. Le
mécanisme de la réduction par le DTT comporte deux étapes, avec I’oxydation du DTT en un

disulfide cyclique (Schéma II.6).

R-SS-R R - SH 2R-SH
+ + +
_S—R
/SH s
HO
H=——OH _ H——OH ?
HO——H HO——H S
HO
\SH \SH
dithiothréitol (DTT)

Schéma I1.6. Réduction d’une liaison disulfure a I'aide du DTT?

Afin de réduire nos PLA-SS-PLA, nous avons utilisé le protocole proposé par Cai et
al.'*. Dans ces travaux, un poly(N-isopropylacrylamide) porteur d’une liaison disulfure en
milieu de chaine (PNIPAM-SS-PNIPAM) a été réduit en PNIPAM-SH en utilisant 50 éq. de
DTT par chaine de PNIPAM-SS-PNIPAM dans le THF, sous flux d’argon et pendant 24h a
50°C. Un exces important d’agent réducteur avait été employ¢ afin de déplacer 1’équilibre de
la réaction vers la formation du PNIPAM-SH. Nous avons essayé d’optimiser ce protocole
dans le but de diminuer la quantité du DTT nécessaire pour la réduction de nos PLA-SS-PLA,

sans diminuer I’efficacité de la réduction (voir plus de détails dans le Paragraphe 1.4.2.).
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L4. Caractérisation par RMN 'H et SEC-MALLS
1.4.1. PLA a-alcyne et PLA-SS-PLA

L’analyse RMN 'H (dans CDCls) (Figure II.1) des polylactides obtenus par POC du
D,L-LA, réalisée apres précipitation des polymeres par de I’éthanol froid, permet d’une part
de vérifier la fonctionnalisation des chaines PLA a leur extrémités et d’autre part, d’estimer le
nombre d’unités de répétition du polymere (n)°. Ainsi, afin de déterminer n, I’aire A. du pic
correspondant aux protons méthyne des chaines du PLA (protons ¢ vers 5,2 ppm, Figure 11.1)
est comparée a l’aire Ap ou A, des protons méthylene provenant de I'amorceur
fonctionnel employé (protons b vers 4,8 ppm dans le cas du PLA a-alcyne, Figure II.1,
spectre 11, et protons a vers 2,9 ppm pour le PLA-SS-PLA, Figure II.1, spectre III). Ainsi, n
est obtenu grace aux Equations 1 et 2 dans le cas du PLA a-alcyne et du PLA-SS-PLA,

respectivement.
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. b )’ THE a THE ||
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Hé \\ OH 1 ‘! I I
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Figure I1.1. Spectres RMN 'H (dans CDCls) des différents polylactides utilisés dans ces travaux : PLA o,w
—dihydroxy (commercial) (I), PLA a-alcyne (II), PLA-SS-PLA (III) et mélange PLA-SS-PLA/PLA o-SH
av)

® Une molécule de lactide donne deux unités de répétition. Dans ce cas, ne pas confondre unité de répétition et

unité monomere.
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PLA a-alcyne : n = 2 [1]
Ap:2
PLA-SS-PLA : n=-"C02 [2]

A partir de n, la masse molaire moyenne en nombre (M,, RMN) est ensuite estimée
I’aide de I’Equation 3 et peut étre comparée a la masse moyenne en nombre théorique
(M,, théo) obtenue a partir de la conversion et des quantités des réactifs introduites
initialement en utilisant I’Equation 4 (Tableau II.1). La distribution massique des PLA

obtenus a également été évaluée par SEC-MALLS en utilisant le THF comme éluant.
M, RMN =n-M, + M, [3]

avec : M, — masse molaire d’une unité de répétition du PLA (72 g/mol),
M., — masse molaire de I’extrémité de chaine. Dans le cas du PLA a-alcyne, M,,; =
56 g/mol et dans le cas du PLA-SS-PLA M,,, = 152 g/mol.

—_— , m i .
M, théo = % - conversion [4]
OH

avec : Miacride — masse introduite du lactide (g),
non —nombre de mol des fonctions —OH de 1I’amorceur employé,

conversion — calculée a partir du spectre RMN 'H (voir Eq. 1, Partie III, p. 192).

Les spectres RMN 'H des produits purifiés (Figure I1.1) peuvent aussi étre utilisés
pour évaluer le nombre (f) de fonctions alcyne en extrémité de chaines, ou de fonctions —SH

potentielles (Tableau II.1). Pour cela, les Equations 5 a 7 sont utilisées :

_ Mfonctions
f B Nchaines 51
Aa
pour PLA a-alcyne : f = A men [6]
: — _Aa/2 1
pour PLA-SS-PLA : f= Ames 2 (7]

avec: Ag Ac— voir protons correspondant (Figure II.1 spectres II et I1I),

nsec — nombre d’unités de répétition du polymere évalué par SEC-MALLS grace a

M, SEC—Meyxtr

- avec My — masse molaire d’une unité de
0

I’équation suivante : ngge =
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répétition du PLA (72 g/mol), M,,; — masse molaire de I’extrémité de chaine dans le
cas du PLA a-alcyne (56 g/mol) ou de I'amorceur difonctionnel dans le cas du PLA-

SS-PLA (152 g/mol).

Tableau II.1. Caractéristiques des PLA fonctionnels obtenus par polymérisation par ouverture de cycle du
D,L-lactide catalysée par le SnOct: et en utilisant 1’alcool propargylique ou le 2-hydroxyéthyl disulfide

comme amorceur. * Polymérisé en solution toluéne (100°C, 18h), ** Polymérisé en masse (120°C, 14h30)

Polymere M, théo @ M,RMN ® M,,SEC © M,,/M,(P) | Fonctionnalité
(g/mol) (g/mol) (g/mol) © potentielle @
PLA a-alcyne 1* 2 800 3900 3500 1,2 0,92
PLA a-alcyne 2* 3900 3700 3900 1,2 0,96
PLA-SS-PLA 1** 2900 2700 2500 1,2 0,95
PLA-SS-PLA 2** 3500 3900 3400 1,1 0,89
PLA-SS-PLA 3%** 6 300 6 300 5400 1,3 0,82

M,, — masse molaire moyenne en nombre, M,, — masse molaire moyenne en masse, B — dispersité

(a) Calculée a partir de la conversion réelle et des quantités des réactifs utilisées initialement (voir Eq.4).

(b) Calculée a partir d'un spectre RMN 'H (voir Eq. 3).

(c) Obtenue par SEC-MALLS en THF en utilisant le dn/dc= 0,054 mL/g, correspondant au PLA dans le THF.
(d) Calculée a partir d’un spectre RMN 'H (voir Eq. de 5 & 7).

Les distributions massiques des polymeres obtenus sont monomodales (voir Partie 111,
p. 193) et relativement étroites comme le prouvent leur dispersités (P) (entre 1,1 et 1,3). Les
masses molaires moyennes en nombre estimées par RMN 'H (M,,RMN) correspondent 2
celles obtenues par SEC-MALLS (M, SEC) et sont en relativement bon accord avec les
masses molaires théoriques (M, théo) (Tableau II.1). Tous ces résultats témoignent d’un bon
controle de la polymérisation dans les conditions utilisées et de 1’obtention des PLA a-alcyne

et PLA-SS-PLA de masses molaires bien définies.

La présence de pics caractérisant des protons issus de [’amorceur: alcool
propargylique (protons a et b, vers 2,5 et 4,8 ppm, respectivement, Figure II.1, spectre II) ou
2-hydroxyéthyl disulfide (protons a et b, vers 2,9 et 4,4 ppm, respectivement, Figure II.1,
spectre III) témoignent de la présence des fonctionnalités souhaitées dans les PLA obtenus
(alcyne et pont disulfure). De plus, méme si cela n’est pas crucial pour notre étude, les valeurs
de ces fonctionnalités (f), c’est-a-dire le nombre de fonctions (alcyne ou thiol potentielles)

par chaines du PLA (Tableau II.1), sont relativement élevées (généralement proche de 1), ce
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N

qui montre que la polymérisation a bien été amorcée a partir des amorceurs fonctionnels
utilisés. On remarque cependant que cette fonctionnalité n’est pas quantitative, probablement

liée a la présence d’impuretés protiques en faible quantité dans le milieu de polymérisation.
1.4.2. PLA o-SH

Le spectre RMN 'H (dans CDCls) du PLA-SS-PLA aprés réduction par le DTT
(Figure II.1, spectre IV) montre ’apparition de nouveaux pics nommés a’ et b’ de la chaine
PLA réduite, correspondant a I’extrémité thiol. Cependant, comme on peut le voir, la
réduction du PLA-SS-PLA est partielle. En effet, les pics a et b correspondants aux protons
issus de I'amorceur difonctionnel sont encore observés. Le pourcentage de la forme réduite
dans le mélange, ce qui correspond a I’efficacité de la réduction (% réduction, voir Tableau

I1.2), peut étre calculé a I’aide de I’Equation 8.

% Réduction = ﬁ 100 8]

avec : Aq — aire des protons méthyléne issus de I'amorceur difonctionnel (vers 2,9 ppm),

Ap’ — aire des protons méthylene de la chaine PLA réduite (vers 4,25 ppm).

Dans les conditions opératoires utilisées'®, c’est-a-dire en employant 50 éq. de DTT
par chaine PLA-SS-PLA dans le THF, sous flux d’azote et pendant 24h a 50°C, nous avons
estimé 1’efficacité de réduction a 92% (voir entrée 1, Tableau I1.2). Ainsi, dans ces conditions,
92% du produit obtenu est alors sous forme réduite PLA a-SH et 8% restent sous forme de
PLA-SS-PLA non réduit. Cette réduction a aussi été confirmée par analyse SEC-MALLS du
PLA a-SH par rapport a celle du PLA-SS-PLA de départ (Figure 11.2). Le chromatogramme
du PLA o-SH alors obtenu est nettement décalé vers les forts volumes d'élution, par rapport a
celui du PLA-SS-PLA de départ. Ceci témoigne d’une diminution des masses molaires de
I’échantillon et donc bien la réduction du pont —S—S— du PLA-SS-PLA. Cependant, nous
n’avons pas pu calculer les masses molaires des PLA réduits, car étant tres petites, elles

étaient dans la gamme limite de la colonne utilisée.

Dans un deuxieéme temps, nous avons ensuite essayé¢ d’optimiser ces conditions
opératoires en variant le temps de la réaction, la quantit¢ du DTT utilisé, mais aussi en
vérifiant s’il est nécessaire de travailler sous flux d’azote pour réaliser la réduction.

Malheureusement, I’augmentation du temps de la réaction ne permet pas d’améliorer
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I’efficacité de la réduction qui reste pourtant assez élevée a 92% (comparer les entrées 1 et 2,

Tableau II.2). De plus, la diminution de la quantité du DTT de 50 a 30 éq./PLA-SS-PLA

entraine la diminution du % réduction (comparer les entrées 2 et 3, Tableau II.2). Enfin, le

maintien du flux d’azote en continu semble nécessaire pour empécher 1’oxydation du thiol

obtenu et la reformation de la liaison disulfure. En effet, I’efficacité de la réduction est bien

moindre lorsque la réaction a lieu sous N2 statique (comparer les entrées 3 et 4, Tableau I1.2).

Tableau I1.2. Conditions et résultats de réduction des PLA-SS-PLA a l'aide du DTT.

N° expérience Npr1/NPLA-SS-PLA Temps [h] | Flux de N; en continu | % Réduction @
1 50 24 + 92
2 50 48 + 92
3 30 48 + 69
4 30 72 - 25

(a) Calculé a partir du spectre RMN 'H (Figure I1.1, spectre IV) par I’Eq. 8, p. 96.

0.0

PLA-SS-PLA

PLA-SH

19.0

T
20.0 21.0

22.0 23.0 24.0

Volume d’élution [mL]

Figure II.2. Superposition de chromatogrammes SEC-MALLS obtenus dans le THF (détection

réfractométrique) du polymere de départ (PLA-SS-PLA) et du polymere apres la réduction (PLA a-SH)
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II. SYNTHESES DES DERIVES DU DEXTRANE

II.1. Généralités

Le dextrane (appelé dans ce manuscrit dextrane natif) est un polysaccharide de
structure quasi-linéaire produit par des microorganismes. Il est constitué majoritairement par
I’enchainement d’unités glucopyranose liées en a-1,6 et présentant un nombre variable de
liaisons a-1,2, a-1,3 et o-1,4" (Figure I1.3). Le dextrane le plus couramment utilisé en
pharmacie est produit par la bactérie Leuconostoc Mesenteroides et contient 95% de liaisons
0-1,6'%. Grace a sa biodégradabilité et biocompatibilité, il est utilisé sous forme modifiée pour
de nombreuses applications surtout dans les domaines thérapeutiques et médicaux, par
exemple comme le substitut de plasma sanguin. Il est un polymere treés hydrophile et donc
soluble dans I’eau, mais il n’est soluble que dans quelques solvants organiques polaires

comme le DMSO, I’¢éthylene glycol, le glycérol ou le formamide.

Les dextranes sont généralement désignés par I’intermédiaire de leur masse molaire
moyenne en masse (M,,) sous le nom générique Ty avec la masse molaire exprimée en
w

kg/mol. Le dextrane que nous avons utilisé au cours de cette these est de Tao.

(@]
Ho ~ Liai 1,6
0 iaison a-1,
OH
HO %/ OH(|) /
HO\—RO
O
< HO —
0 HO |
2 OH
Liaison a-1,3 o
(0]
HO —
HO
OHO

Figure I1.3. Structure quasi-linéaire du dextrane

Depuis des années, le LCPM travaille avec les dérivés du dextrane Ts comportant
différents chaines hydrophobes (Figure 11.4) : par exemple phénoxy (DexP), hexyle (DexCe),

décyle (DexCio)!'” et récemment des chaines fonctionnalisées par des azides (DexN3)? ou
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doubles liaisons méthacrylate ou alcene (DexC=C ou DexCsC=C, respectivement), que nous

avons synthétisés dans le cadre de cette these.

HO _—-0

HO

)

~

a) b) f)
H

@{yff

Figure I1.4. Différents dérivés du dextrane utilisés au LCPM: a) phénoxy (DexP), b) hexyle (DexCs),
¢) décyle (DexCio), d) azide (DexN3), e) alcene (DexCsC=C), f) méthacrylate (DexC=C)

Dans ces travaux de these, les groupements fixés sur dextrane sont également
hydrophobes afin que les dérivés obtenus puissent servir de tensioactifs lors de préparation de
nano-objets. Pour que les dérivés du dextrane soient aussi réactifs lors du processus, ces
groupements comportent des fonctions susceptibles de réagir par la chimie « click ». Il s’agit
de groupements alkyle N3 (DexN3) qui peuvent réagir lors du couplage de type CuAAC avec
le PLA a-alcyne ou de groupements comportant des doubles liaisons méthacrylate (DexC=C)
ou alcene (DexCeC=C) pour le couplage thiol-ene. La synthese de ces dérivés est discutée ci-

dessous.

I1.2. Conditions de syntheése du dextrane porteur de fonctions azide (DexN3)

La synthese des dérivés DexNs3 a été effectuée selon le protocole déja établi au
laboratoire? (voir Partie III, p. 195). Brievement, un dérivé de 1’acide 6-azidohexanoique
activé par I’imidazole a été synthétisé a partir de I’acide 6-bromohexanoique commercial, puis

réagit sur le dextrane dans le DMSO (Schéma I1.7). En variant la quantité de ’acide activé
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utilisé, il est possible d’obtenir les DexN3 avec différents taux de substitution en chaines

alkyle fixées.

o)
DMSO -0 72N
_=\_-0 N N D (CHs Ny ————> 0~ + N7 ONH
Hao + \¢, 50°C, 48h HO \__/

OH | Acide activé o 09\
09\ o

n
Dextrane n Dextrane-azide (CHy)s-Ns

(DCX-N3)

Schéma II.7. Synthése du dextrane-azide (DexNs) par réaction entre le dextrane natif et I’acide

6-azidohexanoique activé

I1.3. Conditions de synthese des dextranes porteurs de doubles liaisons

Afin de pouvoir réaliser une réaction de chimie « click » thiol-ene avec le PLA a-SH,
des dérivés du dextrane porteurs des doubles liaisons ont été synthétisés. Selon le mécanisme
choisi pour la réaction thiol-éne, ¢’est-a-dire nucléophile ou radicalaire, les doubles liaisons
C=C doivent étre appauvries en électrons (liaisons C=C activées) ou enrichies en électrons
(liaisons C=C non-activées). Pour plus d’informations, voir Partie I, Paragraphe IV.3., p.51).
C’est pourquoi, deux types de dérivés du dextrane ont été envisagés : un dextrane porteur de

fonctions méthacrylate (DexC=C) et un dextrane porteur de fonctions alcene (DexCsC=C).
I1.3.1. Synthese du DexC=C

Afin d’obtenir un dérivé du dextrane porteur de doubles liaisons activées
(méthacrylate), nous avons utilisé un protocole de synthese connu au laboratoire qui consiste
A estérifier le dextrane avec un anhydride, en une seule étape!® ' (voir Parie III, p. 196). Dans
le DMSO, I’anhydride a été activé par une quantité catalytique de 4-diméthylaminopyridine
(DMAP), en présence de la triéthylamine (EtsN) employée comme base. Ce protocole déja
optimisé avec I’anhydride acétique dans le DMSO!® a été adapté avec de 1’anhydride

méthacrylique (Schéma I1.8) dans le cadre de cette these.
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o)

o DMSO 0
— HO —
/ DMAP/EtSN HO + OH
50° C 20h, sous No 0
OH 09\

n
Dextrane n Anhydride méthacrylique

Dex-méthacrylate
(DexC=C)

Schéma IL.8. Syntheése du dextrane-méthacrylate (DexC=C) par réaction entre le dextrane natif et

I’anhydride méthacrylique
I1.3.2. Synthese du DexCsC=C

Afin d’obtenir un dérivé du dextrane porteur de doubles liaisons non-activées (alcene),
nous avons estérifi¢ le dextrane avec un dérivé de 1’acide hexenoique, en utilisant un
protocole similaire 4 celui pour la synthése du DexN3%. Pour cela, dans une premiére étape,
I’acide hex-5-enoique a été activé par la réaction avec du 1,1’-carbonyldiimidazole (CDI)
(voir Partie III, p. 197). Ensuite, cet acide activé a €t€ mis a réagir avec le dextrane natif dans
le DMSO, afin d’obtenir le produit souhaité, c¢’est-a-dire le dextrane modifié par des chaines
alkyle a 6 carbones comportant a leur extrémité une fonction alcéne (Schéma 11.9). Comme
précédemment, il est possible d’obtenir les DexCsC=C avec différents taux de substitution en

variant la quantité d’acide activé utilisé.

HO _—0 /\/\)]\ N DOMSO NH
2o \§/ 50°C, 48h H

OH Acide activé O
O 0

Dextrane n

Dextrane-alcene (CH2)s

(DexCgC=C) <\

Schéma I1.9. Synthese du dextrane-alcene (DexCsC=C) par réaction entre le dextrane natif et I’acide

hex-5-enoique activé
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I1.4. Caractérisation des dérivés du dextrane
I1.4.1. RMN 'H

Tous les dérivés du dextrane obtenus ont été caractérisés par RMN 'H dans le DMSO-
ds apres leur purification par de 1’éthanol froid. Leur taux de modification en chaines latérales
(Figure IL.5), encore appelé taux de substitution (1), a été évalué grace a ces spectres RMN 'H.
Ce taux correspond au nombre moyen de groupements hydrocarbonés fixés pour 100 motifs
glucopyranose. Sachant que chaque motif glucopyranose comporte trois fonctions hydroxyle,
le taux T peut varier de 0 a 300%. Ce t peut étre calculé par I’Equation 9.

7 (%) =2=-100 [9]

avec : A — aire de certains protons aliphatiques des chaines latérales (entourés sur la Figure
IL.5 : DexN3 — protons ¢, d et e entre 1,3 et 1,7 ppm ; DexC=C — protons ¢; et ¢z entre
5,5 et 6,2 ppm ; DexCsC=C — protons ¢, d et e a 1,6 ppm, 2,1 ppm et 5,7 ppm,
respectivement),
x — nombre de protons aliphatiques des chaines latérales : pour DexN3, DexC=C et
DexCsC=C x =6, 2 et 5, respectivement,
B — aire des protons —OH et anomere des unités glucopyranose entre 4,3 et 5,2 ppm
pour le dextrane natif. Quel que soit le t, ’aire B reste invariable et égale a 4. En effet,
comme nous I’avons montré précédemment'® ° I’introduction de groupements ester
sur le dextrane (modification de la fonction —OH? par exemple) entraine le
déplacement du protons —CH? glucosidique, résonnant initialement dans la zone de 3 2

3,9 ppm, vers la zone de 4,4 a 5,2 ppm (Figure ILS).

Dans le cas du DexCe¢C=C (Figure IL.5, spectre V), I’aire B est cependant faussée par
la présence de protons f et g provenant des chaines latérales. C’est pourquoi, dans ce cas

précis, nous utiliseront seulement 1’aire des protons anomere pour le calcul du taux .

Pour que les dérivés du dextrane présentent un nombre suffisant de groupements
réactifs des propriétés tensioactives appropriées, nous nous sommes fixés 1’objectif d’obtenir
des t supérieurs ou égaux a 15%. Cependant, afin que ces dérivés demeurent solubles dans
I’eau, nous avons décidé de limiter ces T a 30%. Dans le Tableau I1.3, les 1 réellement obtenus

pour les dextranes modifiés utilisés au cours de cette these sont indiqués. Par la suite, ces
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dérivés seront nommés DexNs-t, DexC=C-t ou DexC¢C=C-t ou t est le taux réel de

modification du dextrane en chaines latérales.

eton 1T

C [

Hanomere (H%)

H/ o

H,0 DMSO

OH*

B protons glucosidiques H2 a H®

Figure IL5. Spectres RMN 'H (dans DMSO-ds) du dextrane et de ses dérivés : I) Dextrane natif, IT) DexNa,
III) DexC=C, IV) DexCsC=C

Tableau I1.3. Degrés de substitution de dérivés du dextrane utilisés au cours de cette these

Dérivé du dextrane 7 (%) ®
DexNj3 17-23
DexC=C 20-28
DexCsC=C 21

(a) Calculé a partir du spectre RMN 'H (Figure I1.5) et par I’Eq. 9.
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I1.4.2. SEC-MALLS

Tous les dérivés du dextrane synthétisés au cours de cette these ont été analysés par
SEC-MALLS en utilisant le DMSO, contenant du 0,1 M de NaNQOj3, comme €luant. Ce sel
facilite la solubilisation des dextranes modifiés en écrantant les interactions hydrophobes. On
observe que les volumes d’¢lution des dérivés du dextrane sont 1égerement décalés vers les
volumes d’¢lution plus faibles, c’est-a-dire vers la zone de plus forts volumes
hydrodynamiques par rapport a celui du dextrane natif (Figure 11.6). Ceci témoigne que le
greffage de chaines latérales modifie 1égerement le volume hydrodynamique des dextranes
obtenus par rapport a celui du dextrane natif. Les masses molaires expérimentales (M, exp)
évaluées avec un dn/dc = 0,07 mL/g sont légerement plus grandes que celle du dextrane natif
et correspondent bien aux estimations théoriques (M, théo) (Tableau 11.4). Ceci confirme de
plus que les conditions opératoires utilisées pendant la synthese de ces dérivés ne dégradent

pas significativement les chaines du dextrane.

1.0
= Dex-natif

= DexN,-23
DexC=C-20
- DexC,C=C-21

RI

1 0.5

0.0

T T T T T
14.0 16.0 18.0 20.0 22.0

Volume d’élution [mL]

Figure II.6. Chromatogrammes SEC-MALLS obtenus dans le DMSO/NaNOs; 0,1 M (détection
réfractométrique) du dextrane natif (Dex-natif), du DexN3-23, du DexC=C-20 et du DexCsC=C-21
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Tableau I1.4. Caractéristiques du dextrane et de ses dérivés obtenus

N° dextrane M, théo @ (g/mol) M,, exp ® (g/mol) M,, /M, (D) ®
Dex-natif - 26 000 1.4
DexN3-23 31 000 28 500 1,5

DexC=C-20 28 000 28 500 1,5

DexCsC=C-21 29 000 28 500 1,5

M,, — masse molaire moyenne en nombre, M,, — masse molaire moyenne en masse, D — dispersité

(a) Calculée en utilisant la valeur de M,, du dextrane natif évaluée par SEC-MALLS et a [’aide de I’équation

Mpexp Dex—natif - My gmodifiée

suivante : M,, théo = avec M,.; (masse de I'unité glucopyranose) correspondant

My.g.
a 162 g/mol et My gmoairice = (1 —DS) My 4 + DS - (Mu_g. + M_ohaine hydmphobe) correspondant a 195,
175 et 181,5 g/mol pour le DexN3-23, le DexC=C-20 et le DexCsC=C-21, respectivement.
(b) Obtenue par SEC-MALLS dans le DMSO/NaNQO; 0, 1M en utilisant le dn/dc= 0,07 mL/g.

I1.4.3. Propriétés tensioactives

Les propriétés tensioactives des différents dérivés du dextrane ont ét€ évaluées par
suivi de la tension superficielle de leur solutions aqueuses en utilisant la méthode de I’anneau
Du Noiiy?!. Les valeurs de tension superficielle sont ensuite tracées en fonction de la
concentration en chaine alkyle ce qui donne I’isotherme de Gibbs. La Figure I1.7 présente les
résultats pour le DexNs-17, le DexC=C-28 et le DexC¢C=C-21. Plusieurs observations

peuvent Etre faites :

e Alors que le dextrane natif ne présente pas de propriétés tensioactives, la tension
superficielle de solution aqueuse de dextrane modifié est abaissée au-dela d’une certaine
concentration en chaine hydrophobe quel que soit le type de chaine latérale hydrophobe
introduite. Dans une premicre zone, I’interface est saturée en motifs hydrophobes adsorbés
et l’abaissement traduit uniquement la variation du potentiel chimique: plus la
concentration en chaine hydrophobe augmente, plus le travail a fournir pour augmenter la
surface diminue. La tension de surface varie alors de fagon linéaire au logarithme de la
concentration en chaine hydrophobe. A partir d’'une concentration plus élevée en chaine
hydrophobe (appelée concentration critique), la tension de surface reste constante. Ce

comportement typique des polymeres amphiphiles confirme la capacité de ces dérivés du
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dextrane a s’accumuler a I’interface air/solution aqueuse par organisation de leurs chaines

latérales hydrophobes et démontre ainsi leur caractere tensioactif.

e Les résultats trouvés dans le cas des dérivés DexN3 sont conformes a ceux obtenus par M.
Laville au cours de sa thése? °. Il avait de plus montré que la pression de surface de ces
dérivés (c’est-a-dire la réduction de tension de surface maximale par rapport a la tension de
surface de I’eau) augmente avec le taux de substitution t du DexNjs utilisé. De fait, ce
comportement est beaucoup plus général et se retrouve dans le cas de tous les dérivés

amphiphiles du dextrane précédemment étudiés au laboratoire®.

e On observe que la pression de surface est similaire pour les dérivés DexNs3-17 et
DexCsC=C-21. De fait, ces dérivés sont relativement similaires avec des chaines latérales a
6 carbones et des t voisins. Cependant, le DexC=C-28 est nettement moins tensioactif que
les deux autres dérivés du dextrane étudiés. Bien que son taux de substitution en chaines
hydrophobes soit supérieur, sa pression de surface est plus faible. Ceci est lié a des chaines
latérales moins hydrophobes car plus courtes — 4 carbones, au lieu de 6 carbones.
Néanmoins, comme on pourra le voir plus loin (Chapitre 1I), il est suffisamment tensioactif

pour stabiliser des émulsions huile-dans-eau (o/w) lors de préparation des nano-objets.
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Figure I1.7. Evolution de la tension superficielle des différents dérivés du dextrane solubilisés dans le
milieu aqueux en fonction de la concentration en chaines hydrophobes. Les mesures ont été réalisées a 25

°C par méthode de I’anneau Du Noiiy

Ce caractere tensioactif des dérivés du dextrane peut aussi €tre observé par un

abaissement de 1’interface CH2Clo/solution aqueuse de polymere. Cependant, par manque du
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temps, nous n’avons pu étudier que le cas du DexN3-17 (Figure I1.8). La encore, on observe
un abaissement de la tension interfaciale dés que la concentration en chaines hydrophobes en
solution est suffisante. On remarque que la chute de la tension interfaciale est moins bien
définie comme cela a déja été observé précédemment au LCPM pour d’autres dérivés du
dextrane. Quoi qu'il en soit, un plateau minimum est obtenu pour la tension interfaciale

au-dela de 10~ mol/L en chaine hydrophobe comme dans le cas de la tension superficielle.
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Figure IL.8. Etudes de la tension interfaciale CH2Cl2/solution aqueuse du DexNs-17 en fonction de la
concentration en chaines hydrophobes. Les mesures ont été réalisées a 25 °C par méthode de ’anneau Du

Noiiy

Pour conclure, les dérivés du dextrane synthétisés (DexNs-17, DexC=C-28 et
DexCsC=C-21) ont montré une capacité a abaisser la tension superficielle air/solution
aqueuse ainsi que dans le cas du DexN3-17, la tension interfaciale CH>Clo/solution aqueuse.
Nous verrons par la suite que ce caractere tensioactif est suffisant pour leur permettre de

stabiliser des émulsions o/w lors de la préparation des nano-objets (Chapitre II).

III. CONCLUSIONS DU CHAPITRE

Nous avons montré dans ce chapitre la synthese des polymeres précurseurs aux
parametres macromoléculaires controlés qui seront utilisés dans le prochain chapitre pour
mener des réactions « click » in situ lors d’¢élaboration de nanoparticules NPs (nanospheres —

— NSs et nanocapsules — NCs).
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e Des polylactides fonctionnels (PLA a-alcyne ou PLA o-SH) ont été synthétisés par
polymérisation par ouverture de cycle (POC) catalysée par le SnOct, et amorcée par

I’alcool propargylique ou le 2-hydroxyéthyl disulfide, respectivement.

e Les dérivés du dextrane porteurs de fonctions azide (DexN3) ou de doubles liaisons
(DexC=C ou DexCsC=C) ont été obtenus par estérification des fonctions hydroxyle du

dextrane natif soit avec un acide activé, soit avec un anhydride.

e Ces dérivés du dextrane ont montré une capacité a abaisser la tension superficielle
air/solution aqueuse de ces polymeres ainsi que, dans le cas de DexNs-17, la tension
interfaciale CH>Clo/solution aqueuse. Ce caractere tensioactif leur permettra de stabiliser

des émulsions huile-dans-eau lors de la préparation des nano-objets (Chapitre II).

Par 1la suite, ces dérivés PLA et du dextrane pourront étre couplés par chimie « click »
a ’interface liquide/liquide d’une émulsion o/w. D’une part, le PLA a-alcyne pourra réagir
lors d’une cycloaddition azide-alcyne catalysée par Cu(I) (CuAAC) avec le DexN3 pour
former de cycles triazole. D’autre part, les fonctions thiol, présentes en bout de chaines du
PLA o-SH, pourront se coupler avec les doubles liaisons des DexC=C ou des DexCsC=C

selon les diverses conditions employées.
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CHAPITRE 11

Apres avoir synthétisé les différents précurseurs PLA-X et les dérivés amphiphiles du
dextrane (Dex-Y), nous avons cherché a optimiser les réactions de couplage « click » entre
ces composés. Ces réactions se dérouleront lors d’un procédé d’¢élaboration de nano-objets par
émulsion-évaporation de solvant et plus précisément, a I’interface de I’émulsion. Pour réaliser
une telle réaction, d’une part, un PLA-X fonctionnalisé a son extrémité par une fonction X
(alcyne ou thiol) est solubilisé dans la phase organique qui est constituée d’un solvant volatil
(CH2Cly) et de quantités variables d’une huile non-volatile (M810). D’autre part, les dérivés
du dextrane (Dex-Y) porteurs de fonctions Y complémentaires a X, c’est-a-dire des fonctions
azide (DexN3) ou des doubles liaisons (DexC=C ou DexCsC=C), sont solubilisés dans la
phase aqueuse. L’émulsification de ces deux phases non-miscibles est obtenue grace a
I’énergie fournie par des ultrasons, ce qui permet 1’obtention d’une dispersion de nano-
gouttelettes stabilisées par les dérivés Dex-Y. En présence d’un catalyseur approprié, une
réaction a lieu entre les fonctionnalités complémentaires du PLA et du dextrane a I’interface
liquide/liquide de ces nano-gouttelettes. Par la suite, I’évaporation du solvant volatil permet
I’obtention de NPs de PLA recouvertes de dextrane (Schéma I1.10). Dans ce chapitre, nous
présentons d’abord les études menées sur la chimie «click » CuAAC, puis les résultats

obtenus en menant une chimie « click » thiol-éne.
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Nano-gouttelette de I’émulsion Nanocapsule
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Schéma I1.10. Synthése des NCs de PLA a cceur M810 et recouvertes de dextrane par le procédé

d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction de chimie « click » a I’interface de I’émulsion

huile-dans-eau. Des NSs seront obtenues s’il n’y a pas de M810 dans la formulation initiale

I. OPTIMISATION DE LA REACTION «CLICK» CuAAC A
L’INTERFACE

Différentes conditions catalytiques peuvent étre utilisées pour mener une cycloaddition
azide-alcyne catalysée par Cu(l) (ang. Copper-Catalysed Azide-Alkyne Cycloaddition,
abréviée CuAAC?®). Cu(I) peut provenir de différentes sources (voir Partie I, Paragraphe
IV.2.2., p. 47). D’une part, des sels de Cu(I) peuvent étre introduits directement dans le milieu
réactionnel. D’autre part, du Cu(l) peut étre généré in situ a partir soit de sels de Cu(Il) (par
réduction ou par dismutation avec du Cu(0)), soit de Cu(0) métallique (par oxydation). Dans
le cas des réactions de chimie « click » menées a I’interface entre deux phases non-miscibles,
le systeme catalytique le plus couramment employé dans la littérature est le CuSOj4 associé a
I’ascorbate de sodium (NaAsc) qui agit comme réducteur (CuSO4/NaAsc)**?. Toutefois, le
)

CuBr: associé a ’octoate d’étain (SnOctz) comme réducteur (CuBr2/SnOctz)”’ ainsi que le

CuBr? ont aussi été utilisés dans la littérature.
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Dans le cadre de ces travaux, nous avons cherché a comparer 1’efficacité de différents
systemes catalytiques a savoir : CuBr, Cul, CuSO4 associ¢ a 1’acide ascorbique (AAsc)
comme réducteur (CuSO4+/AAsc) en présence ou non d’un ligand lipophile, la N, N-bis(2-
pyridylméthyl)octadécylamine (BPMODA) (CuSO4/AAsc/BPMODA). L’influence des
conditions expérimentales sur 1’efficacité de la réaction « click », telles que la puissance et le

temps de sonication ont également été étudiés.

La réaction CuAAC a déja été étudiée au LCPM tout d’abord en milieu homogene,
puis les premiers essais a I’interface liquide/liquide ont été effectués pour obtenir des NSs? en
utilisant le CuBr comme catalyseur. Ainsi, dans ce chapitre nous poursuivons les études de la
réaction CuAAC interfaciale (Schéma II.11) dans le but d’obtenir des NSs de PLA
recouvertes d’une couronne hydrophile en dextrane. Dans un premier temps, nous avons
utilisé un protocole simplifié afin de déterminer les conditions optimales de la réaction
« click » CuAAC interfaciale. Ainsi, le CH2Clz a tout d’abord été employé comme solvant
constituant la phase organique. Puis, les réactions ont été testées en ajoutant progressivement

du M810 dans la phase organique pour obtenir, in fine, des NCs.
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Schéma II.11. Réaction « click » CuAAC entre un DexNs et un PLA a-alcyne

I.1. Mise en évidence de la formation du copolymere

Apres obtention des nano-objets, ceux-ci ont été lyophilisés, puis étudiés par RMN 'H.
Le spectre RMN 'H (Figure IL9, spectres II et III) montre alors la présence de pics
caractéristiques du PLA, notamment des protons méthyne ¢ (vers 5,2 ppm) et méthyle d (vers
1,5 ppm) ainsi que ceux du dextrane (protons —OH et —H des unités glucopyranose).
L’apparition d’un nouveau pic T vers 8,16 ppm, correspondant aux protons du cycle triazole,

est une preuve directe du fait que la réaction « click » a eu lieu. En effet, ce pic n’est pas
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présent dans le spectre RMN 'H d’un simple mélange physique PLA a-alcyne + DexNjs
réalisé en utilisant les mémes proportions massiques PLA/dextrane que dans les NPs finales.

Le spectre des NCs (Figure IL.9, spectre III) est quant a lui plus complexe a cause de la

présence de M810.
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Figure IL9. Spectres RMN 'H (DMSO-ds) : (I) mélange physique PLA a-alcyne + DexNs, (II) NSs et (I1I)
NCs lyophilisées apres avoir réalisé une réaction « click » CuAAC entre un PLA a-alcyne solubilisé dans
la phase organique (25 g/L) et un DexNs présent dans I’eau (5g/L) lors du procédé d’émulsion-évaporation

de solvant

En plus de la RMN 'H, ’analyse SEC-MALLS des nano-objets obtenus en réalisant la
chimie «click » interfaciale (que nous nommerons par la suite objets clickés) confirme la
formation du copolymere. A titre d’exemple, les NCs obtenues avec 10% vol de M810 dans la
phase organique initiale et en utilisant 5,5 éq. de CuSO4 par fonctions alcyne associé a 10 éq.
d’AAsc par CuSOs ont été dissoutes dans le DMSO (+0,1 M NaNOs) puis injectées en
chromatographie (Figure II.10). On voit clairement un décalage du chromatogramme
correspondant aux NCs clickées vers les volumes d’¢lution plus faibles, c’est-a-dire vers les
plus grands volumes hydrodynamiques. Ceci témoigne de la formation d’un copolymere

greffé dextrane-g-PLA. Les épaulements présents sur ce pic et situés vers les volumes
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d’¢élution élevés prouvent que les nano-objets contiennent également du PLA a-alcyne et du

DexN3 résiduel, n’ayant pas réagi entre eux.

DexN;
1.0
NCs: Dex-g-PLA
PLA a-alcyne
& 057
0.0
140 160 180 200 220

Volume d’élution [mL]

Figure I1.10. Chromatogrammes SEC-MALLS (détection réfractométrique) du PLA a-alcyne, du DexNs-
23 et des NCs obtenues avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale et dissoutes dans du

DMSO. Eluant : DMSO + 0,1 M NaNO3

1.2. Efficacité de la réaction « click » CuAAC

Dans les conditions opératoires utilisées pour réaliser les réactions de chimie « click »
CuAAC a I'interface (CH2Cl, +M810)/eau, les fonctions azide du DexN3 sont employées en
grand exces molaire par rapport aux fonctions alcyne du PLA (ratio molaire azide/alcyne égal
a 9,6). Ainsi, I’efficacité de la réaction CuAAC (% click) est définie par le pourcentage des
fonctions alcyne qui ont réagi pour former un cycle triazole. Ce % click est estimé a partir du
spectre RMN 'H des particules lyophilisées (Figure I1.9) dissoutes dans le DMSO-ds, en

utilisant I’Equation 10 :

100-T-n

% Click = [10]

c

avec: A.— aire du pic des protons méthyne du PLA (vers 5,2 ppm). Dans le cas de NCs, il
faut tenir compte de la contribution des protons f du M810 dont le pic est trés proche
de 5,2 ppm),

T — aire du pic des protons triazole (vers 8,16 ppm),

n —nombre des unités de répétition du PLA-alcyne utilisé.
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I1.3. Elaboration de NSs. Influence des conditions opératoires sur ’efficacité de la
réaction CuAAC

L’efficacit¢ de la réaction CuAAC a été étudiée dans différentes conditions de
sonication (durée et puissance d’irradiation) ainsi qu’en présence de différents catalyseurs :

CuBr, Cul, CuSO4/AAsc et CuSO4/AAsc/BPMODA (Tableau I1.5).

Tableau IL5. Influence de différents paramétres sur Defficacité de la réaction «click » CuAAC a
Pinterface CH2Cl/eau entre un PLA a-alcyne (M,,~ 4 000 g/mol) solubilisé dans la phase organique (25
g/L) et un DexN3-23 présent dans I’eau (5 g/L). Elaboration des NSs par le procédé d’émulsion-

évaporation de solvant

Conditions de sonication D T
N° . . Systéme catalytique alcyne:azide % Click ©
(puissance, durée)

:catalyseur
NS 1 45W, 120s CuBr 1:9,6:5,5 3042
NS 2 180W, 120s CuBr 1:9,6:5,5 28+2
NS 3 45W, 240s CuBr 1:9,6:5,5 2441
NS 4 45W, 120s Cul 1:9,6:5,5 1543
NS S 45W, 120s CuSOJ/AAsc® 1:96:5,5 5148
NS 6 45W, 120s CuSO/AAsc® 1:9,6:1 8+t1
NS 7 45W, 120s CuSO4/AAsc/BPMODA® 1:9,6:1 3745

(a) 10 éq.d’AAsc par CuSOy ont été ajoutés.
(b) 10 éq. d’AAsc et 1 éq. de BPMODA par CuSOy ont été ajoutés.
(c) Calculé @ partir d’un spectre RMN "H (voir Eq. 10). Les erreurs expérimentales correspondent a la déviation

standard calculée grdce aux Eq. 3 et 4 (voir Partie III, p. 205) avec n > 3 sauf NS4 et NS6 ot n=2.

Le Tableau II.5 montre que 1’augmentation de la puissance de sonication (de 45 W a
180 W, expériences NS1 et NS2, respectivement) ou le doublement du temps de la réaction
(de 120 s a 240 s, expériences NS1 et NS3, respectivement) n’améliorent pas 1’efficacité de la
réaction « click » CuAAC, laquelle demeure proche de 25%. L’utilisation de sels de cuivre (1)
comme CuBr (NS1) ou Cul (NS4) conduit a des % click moins élevés qu’en employant le sel
de cuivre (I) (CuSOs4, NS5) réduit in situ en cuivre (I) a ’aide de I’AAsc. On peut expliquer
ces résultats en considérant que méme si le milieu réactionnel est dégazé, 1’étape de
sonication se déroule a 1’air pendant 2 min. Ainsi, ces résultats sont probablement diis a la
sensibilité du Cu(I) a ’oxygene présent dans I’air qui cause sa désactivation partielle quand le

sel de Cu(I) est utilisé directement. Dans le systeme catalytique CuSO4/AAsc, 1’agent
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réducteur (AAsc) utilisé 10 fois en exces par rapport au sel Cu(Il) assure ainsi sa réduction
continue in situ en Cu(l), méme en présence de I’air. Ceci conduit alors a des efficacités de
réaction plus élevées (51£8)% (NS5). On peut d’ailleurs noter que le % click est fortement
influencé par la quantité de catalyseur utilisé car la diminution de la quantité de CuSO4 réduit
de fagon importante 1’efficacité de la réaction (expériences NS6 et NS5). En utilisant
uniquement 1 éq. de CuSO4 par alcyne, ’efficacité chute alors a 8% (expérience NS6).
Cependant, I’emploi d’un ligand lipophile, tel que le BPMODA permet de diminuer la
quantité de cuivre nécessaire pour mener la réaction sans réduction importante de 1’efficacité
de la réaction «click » (NS7). Ceci est probablement li¢ a la formation d’un complexe
lipophile entre le Cu(l) et le ligand qui facilite la solubilisation du Cu(I) dans la phase
organique, ce qui le rend plus accessible aux fonctions alcyne présents dans cette phase

organique et catalyse d’autant mieux la réaction.

1.4. Elaboration de NCs. Influence du M810 sur ’efficacité de la réaction CuAAC

L’étude de la réaction « click » CuAAC a l’interface d’une émulsion a été poursuivie
en présence de quantités variables de M810 dans la phase organique initiale (de 5 a 20% vol).
L’influence de I’ajout de M810 dans la formulation initiale sur le % click est résumée dans le

Tableau I1.6.

On observe une augmentation significative de I’efficacité de la réaction en présence de
MS810 quand le systeme CuSOs/AAsc est employé comme catalyseur (expériences NC2, NC3,
NC4 ~70%) par rapport a I’expérience NS5 menée sans huile (~51%). Plus précisément, le %
click semble ne pas étre influencé par la quantité d’huile ajoutée dans la phase organique
initiale (entre 5 et 20% vol). Ces résultats peuvent étre dus a la séparation de phases entre le
PLA et le M810 résultant de leur faible miscibilité et se produisant progressivement lors de
I’évaporation du CH2Cl» (bon solvant du PLA) (voir Chapitre III, Paragraphe IV.1., p. 154).
Ainsi, le polymere se séparant de I’huile (non-solvant du PLA) est progressivement déplacé
en surface des gouttelettes d’émulsion. Ceci doit sans doute contribuer a une meilleure
accessibilité des fonctions alcyne du PLA vis-a-vis du catalyseur a base de cuivre et des
fonctions azide du DexNs3 présents dans la phase aqueuse. Grace a cette meilleure
accessibilité, I’activation des alcynes par le catalyseur (formation d’un acétylure de cuivre (I))

responsable de la vitesse de réaction (voir Partie I, Paragraphe 1V.2.2., p.47) est favorisée.
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Ceci conduit a de meilleures efficacités de réaction, par rapport au cas ou la ségrégation de

phases n’a pas lieu, ¢’est-a-dire en I’absence d’huile non-miscible au PLA (M810).

Tableau IL.6. Influence du M810 sur Pefficacité de la réaction « click » CuAAC a Pinterface (CH2Cl:
+M810)/eau entre un PLA a-alcyne (M,~ 4 000 g/mol) solubilisé dans la phase organique (25 g/L) et un

DexNi-23 présent dans ’eau (5 g/L) lors de I’élaboration des NCs par le procédé d’émulsion-évaporation

de solvant
N° T(J/Ivsolli)g)e C(s)(r)ll(liilgl(;?:nde Systeme catalytique lt::zl;f)nrgglzz;g: % (Cd)l 23
(puissance, durée) :catalyseur

NS 1 0 45W, 120s CuBr 1:9,6:55 30+2
NC 1 10 45W, 120s CuBr 1:9,6:55 2944
NS5 0 45W, 120s CuSO4/AAsc® 1:9,6:55 5118
NC2 5 45W, 120s CuSO4/AAsc® 1:9,6:55 68+1
NC3 10 45W, 120s CuSO4/AAsc® 1:96:55 69+4
NC 4 20 45W, 120s CuSO4/AAsc® 1:9,6:55 70+1
NS 7 0 45W, 120s CuSO4/AAsc/BPMODA® 1:9,6:1 375
NCS5 10 45W, 120s CuSO4/AAsc/BPMODA® 1:9,6:1 38+1

(a) Quantité volumique initialement introduite dans la phase organique (volume total de la phase organique =
ImL).

(b) 10 éq.d’AAsc par CuSOy ont été ajoutés.

(c) 10 éq. d’AAsc et 1 éq. de BPMODA par CuSOy ont été ajoutés.

(d) Calculé a partir d’'un spectre RMN 'H (voir Eq. 10). Les erreurs expérimentales correspondent a la déviation

standard calculée grdce aux Eq. 3 et 4 (voir Partie II1, p. 205) avec n > 3 sauf NC2 et NC5 ou n=2.

En ce qui concerne les autres catalyseurs testés (CuBr et CuSO4/AAsc/BPMODA),
seules les formulations avec 1’ajout de 10% vol de M810 dans la phase organique initiale ont
été rapportées dans le Tableau I1.6. On n’observe cependant aucune influence de 1’ajout de
MS10 sur I’efficacité de la réaction « click » CuUAAC dans ces cas (comparer les expériences
NS1 avec NC1 et les expériences NS7 avec NC5). Lorsque du CuBr est utilisé, celui n’est
soluble ni dans la phase organique ni dans la phase aqueuse. Le fait que PLA a-alcyne migre
de la phase organique vers I’interface lorsque du M810 est employé ne favorise alors pas
I’accessibilit¢é de fonctions alcyne par rapport au catalyseur. En effet, contrairement au
CuSOqs, le CuBr n’est pas dissous en phase aqueuse et est situé a l’interface phase

organique/eau quelle que soient les conditions expérimentales (avec ou sans M810). Le %
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click reste donc inchangé par rapport aux expériences sans ajout de M810. Dans le cas du
systtme CuSO4/AAsc/BPMODA, comme dit précédemment, 1’utilisation du BPMODA
(ligand lipophile) permet de complexer le Cu(I) en formant un composé organosoluble. Ainsi,
quelle que soit la composition de la phase organique (sans ou avec M810), ce systeme
catalytique migre dans cette phase organique et sa capacité a réagir vis-a-vis des fonctions
alcyne du PLA est toujours la méme, que le M810 soit utilisé ou non. Par conséquent, le %

click ne varie pas non plus dans ce cas-la.

1.5. Elimination du cuivre résiduel

La présence de cuivre résiduel dans les produits finaux peut limiter I’emploi de ces
NPs dans le cadre de certaines applications, par exemple environnementale (traitement de
milieux aqueux) ou pharmaceutique. C’est pourquoi, nous avons vérifié qu’il était possible de
réduire au maximum la quantité résiduelle de catalyseur a base de cuivre présente dans ces
NPs. Cette thése était essentiellement focalisée sur 1’obtention de NCs, nous avons mené ce
test avec les NCs préparées avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale qui ont été
alors purifiées par traitement avec de 1’acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA) connu
pour ces propriétés chélatantes, notamment du cuivre. Pour cela, la suspension de NCs a été
mise sous agitation en présence d’environ 5 éq. d’EDTA par mol de cuivre a température

ambiante et pendant une nuit (voir plus de détails dans la Partie IIL, p. 215).

La quantit¢é du cuivre résiduel dans les NCs finales a ensuite été déterminée par
spectroscopie par source plasma a couplage inductif et absorption optique (ang. Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES). Nous avons analysé les NCs
clickées qui ont été obtenues en utilisant les principaux systemes catalytiques de notre étude
(Tableau I1.7). Ces résultats montrent 1’efficacité de la méthode de purification avec I’EDTA.
En effet, quel que soit le systtme catalytique employé, plus de 95% du cuivre initialement

introduit dans le milieu réactionnel est éliminé des objets finaux.

La quantité de cuivre résiduel dans les NCs varie ainsi entre 15 et 153 mg par kg de
NCs (c’est-a-dire entre 15 et 153 ppm). Or, selon la législation européenne concernant la
quantité de cuivre autorisée dans des plans d’eaux?®, basée sur les résultats des tests
d’écotoxicité, une quantité de cuivre inférieure a 2,7 pg/L n’induit aucun effet néfaste.

Cependant, une concentration dix fois plus importante (27 pg/L) entraine un risque d’effet
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l1étal sur les especes les plus sensibles ce qui conduit a une diminution de leur population.
Ainsi, en tenant compte de la quantité de cuivre résiduel dans nos NCs apres leur purification
avec de ’EDTA, la quantité maximale de NCs autorisée pour traiter 1 m> d’eau est comprise
entre 17 et 180 g de NCs selon le systeme catalytique utilisé lors de leur formulation (Tableau

IL7).

Le catalyseur CuSO4 (expérience NC3, Tableau I1.7) semble étre le plus facile a
éliminer, vraisemblablement en raison de sa bonne solubilité dans 1’eau contrairement au
CuBr (NC1) qui, quant a lui, n’est soluble ni dans I’eau ni dans la phase organique. Enfin,
I’utilisation du ligand lipophile BPMODA associé¢ au CuSO4 (NC5) rend I’élimination du
cuivre plus difficile, malgré sa quantité initiale 5 fois moins importante que dans le cas des
expériences NC3 ou NCI1 (voir Tableau II.6), sans doute a cause de la formation d’un

complexe qui devient alors peu soluble dans 1’eau.

Tableau I1.7. Détermination de la quantité du cuivre résiduel dans les NCs (préparées avec 10% vol de

MB810 dans la phase organique initiale) par méthode d’ICAP-OES

Fraction Quantité
maximale des

NCs autorisée [en

Quantité du cuivre

X vt
SRS AT e résiduel dans les

N° massique du

utilisé NCs [ppm] @ cuivre éliminé o] v (it
[%]® 1m? d’eau ©
NC 3 CuSO4/AAsc 15 99,9 180
NCS5  CuSO«/AAsc/BPMODA 144 95,5 18
NC 1 CuBr 153 99,2 17

(a) 1 ppm = 105, ce qui correspond par exemple a 1mg de cuivre dans 1kg de nanocapsules.
(b) Déterminé par rapport a la quantité initialement introduite.
(c) Calculé en tenant compte de la quantité maximale de cuivre autorisée par la législation européenne dans les

plans d’eaux égale a 2,7 ug/L (= 2,7 mg/m’)

Pour conclure, le systtme CuSO4/AAsc (sans ligand) semble étre le plus « propre »
parmi les trois systemes testés. De plus, il s’est avéré étre le plus efficace dans nos conditions
opératoires pour réaliser les réactions « click » CuAAC, avec ou sans M810 dans la phase
organique. Ces principales raisons nous ont conduits a le sélectionner pour la suite de nos

études.
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II. OPTIMISATION DE LA REACTION «CLICK» THIOL-ENE A
L’INTERFACE

Le couplage de type thiol-eéne, c’est-a-dire entre un thiol et une molécule porteuse
d’une double liaison C=C, est une des réactions de chimie « click » qui attire actuellement
I’intérét de la communauté scientifique. Dans le cas de cette réaction, 1’ajout de catalyseur

métallique n’est pas nécessaire ce qui est un avantage important par rapport a la chimie

CuAAC.

Selon la littérature (voir Partie I, Paragraphe IV.3, p.51), les réactions thiol-éne
peuvent étre catalysées par des molécules nucléophiles ou basiques ou encore peuvent étre
menées selon un mécanisme radicalaire. Au cours de cette these, nous nous sommes plus
particulierement intéressés a des réactions menées selon le mécanisme nucléophile que nous
appellerons réactions « thiol-ene nucléophile ». Ainsi, dans ce paragraphe, nous présentons
dans un premier temps des résultats préliminaires de ce type de réaction en milieu homogene.
Ensuite, en tirant profit des résultats obtenus grace a ces expériences préliminaires, nous
avons pu réaliser cette réaction thiol-ene nucléophile a I’interface d’une émulsion lors de
’¢laboration de NPs. Finalement, nous décrirons quelques résultats préliminaires de réactions

thiol-éne conduites a I’interface d’une émulsion selon le mécanisme radicalaire.

II.1. Réaction thiol-éne nucléophile

Cette réaction a été réalisée en utilisant le dextrane porteur de doubles liaisons
méthacylates (DexC=C) appauvries en €lectrons et susceptibles de réagir avec la fonction
thiol de la chaine PLA (PLA o-SH), en présence d’un catalyseur nucléophile (Schéma I1.12).

Apres réaction, un copolymere dextrane-g-PLA est alors formé.
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Schéma II.12. Réaction « click » thiol-ene nucéophile entre un DexC=C et un PLA a-SH

I1.1.1. Expériences préliminaires menées en milieu homogene

Afin de déterminer des conditions efficaces de couplage entre le DexC=C et le PLA a-
SH nous avons tout d’abord effectué¢ des expériences en milieu homogene. Pour cela, il a été
nécessaire d’utiliser un solvant commun aux deux réactifs — le DMSO. Nous avons choisi de

tester deux catalyseurs nucléophiles (la n-hexylamine (HexAm) et la triéthylamine (Et3N)).

Rappelons tout d’abord que I’efficacité de la réduction du PLA-SS-PLA est de 92%
(voir Chapitre I, Paragraphe 1.4.2., p. 96) et qu’il est tout a fait possible que les fonctions thiol
se recombinent en pont disulfure durant le couplage thiol-ene, ce qui conduit a leur
inactivation vis-a-vis la double liaison C=C. Pour ces raisons, nous avons décidé d’utiliser un
exces molaire de PLA (1,5 éq.) par rapport aux doubles liaisons du DexC=C dans ces

expériences préliminaires.

II.1.1.1. Mise en évidence de la formation du copolymere

Le spectre RMN 'H (dans DMSO-ds) du copolymere dextrane-g-PLA formé par
couplage thiol-eéne (catalyse HexAm) entre le DexC=C et le PLA o-SH, et purifié par
précipitation par I’éthanol froid, a été réalisé afin de vérifier le bon déroulement de la réaction
(Figure II.11, spectre II). Il peut étre comparé au spectre du mélange physique PLA o-SH +
DexC=C (Figure II.11, spectre I) réalisé en utilisant les mémes proportions massiques
PLA/dextrane que dans 1’échantillon précédent. Les pics caractéristiques du PLA (c ou ¢’ etd
ou d’) et ceux des unités glucopyranose du dextrane sont bien observés sur la Figure II.11,

spectre II. Cependant, les pics correspondant aux chaines latérales du DexC=C, c’est-a-dire
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aux protons vinylique (Cz, C2) ainsi que les protons méthyle (B) de la fonction méthacrylate
ne sont plus visibles sur la Figure II.11, spectre II. Ceci confirme la conversion totale de la
double liaison (% click = 100). De plus, par rapport au spectre du mélange physique PLA a-
SH + DexC=C de nouveaux pics apparaissent. IlIs correspondent aux protons a, g, e (entre 2,6
et 3 ppm) et aux protons f (entre 1,2 et 1,4 ppm). Ceci confirme la formation d’un copolymeére

dextrane-g-PLA.
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Figure IL.11. Spectres RMN 'H (dans DMSO-ds) du mélange physique PLA a-SH + DexC=C (I) et du
copolymere dextrane-g-PLA purifié et produit par la réaction thiol-ene (II) entre le DexC=C-20 (1 éq. de
C=C) et le PLA a-SH (M,,~ 3 100 g/mol, 1,5 éq. SH /C=C) dans le DMSO (% click = 100)

Pour confirmer la formation du copolymeére dextrane-g-PLA, un spectre RMN 2D 'H-
13C (HSQC, dans DMSO-ds) du produit de la réaction thiol-ene entre le DexC=C-20 et le
PLA 0o-SH (% click = 100%) a été réalisé. Ce spectre peut également €tre comparé a celui
effectué pour un mélange physique PLA a-SH + DexC=C de composition équivalente a celle
du copolymere (Figure I1.12). Sur les deux spectres, on observe bien les signaux
correspondants aux couplages proton-carbone des unités de répétition du PLA, ainsi que ceux
provenant des unités glucopyranose du DexC=C. Sur le spectre du mélange physique PLA a-

SH + DexC=C (Figure II.12, spectre I), on note la présence des signaux correspondant a la
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double liaison du DexC=C (signaux Ci, Cz et B) tandis qu’ils ne sont plus observés sur le
spectre du copolymere dextrane-g-PLA (Figure I1.12, spectre II). Ceci confirme encore une
fois que les doubles liaisons du DexC=C ont totalement réagit. De plus, on note 1’apparition
de nouveaux signaux (signaux a, g, e et f) par rapport au spectre du mélange physique PLA a-

SH + DexC=C, d’ou la formation d’un nouveau produit : le copolymere dextrane-g-PLA.
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Figure I1.12. Spectres RMN 2D 'H — 3C (HSQC) (DMSO-ds) du produit de la réaction thiol-éne entre le
DexC=C-20 et le PLA o-SH dans le DMSO (% click = 100) (II) et du mélange physique PLA a-SH +

DexC=C dans les méme proportions que dans le copolymere (I)
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En outre, le produit de la réaction thiol-ene a été injecté en SEC-MALLS et son
chromatogramme a été comparé a ceux des substrats utilisés, c’est-a-dire le DexC=C et le
PLA a-SH. Le DMSO (+ 0,1M NaNO:s3) a été employé comme éluant. La superposition des
chromatogrammes obtenus est présentée a la Figure IL.13. On observe que le
chromatogramme du dextrane-g-PLA est clairement décalé vers les faibles volumes d’¢lution
par rapport a ceux des réactifs de départ. Cependant, un épaulement est visible sur ce
chromatogramme vers les grands volumes d’¢lution. Le % click obtenu pour ce produit
(100%) et déterminé précédemment indique vraisemblablement que toutes les fonctions
méthacrylate du DexC=C ont réagi. Aussi, cet épaulement correspond probablement a du
PLA o-SH résiduel qui avait été utilisé en exces (1,5 éq./C=C) et qui n’a sans doute pas été

éliminé lors de précipitation du produit.

PLA a-SH
07 Dex-g-PLA DexC=C
€ 05
0.0 S
'IZI.O 14I.0 16I.0 'ISI.O ZOI.O 22I.0

Volume d’élution [mL]

Figure I1.13. Superposition des chromatogrammes SEC-MALLS (détection réfractométrique) du PLA a-
SH, du DexC=C-20 et du copolymere Dex-g-PLA obtenu par la réaction thiol-ene en DMSO. Eluant :
DMSO + 0,1 M NaNO3

11.1.1.2. Efficacité de la réaction et résultats

L efficacité de la réaction thiol-ene nucléophile a été évaluée par RMN 'H (dans
DMSO-ds) (Figure 1I.11, spectre II) en utilisant comme référence les doubles liaisons du
DexC=C qui étaient en défaut par rapport aux fonctions —SH du PLA. Ainsi, le taux de

substitution du dextrane® en fonctions méthacrylate apres réaction thiol-ene et précipitation du

¢ Le t du DexC=C est calculé a I’aide d’un spectre RMN 'H (DMSO-d;) (voir Chapitre I, Paragraphe 11.4.1.,
p-102).
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produit (') est comparé au taux de substitution initial du DexC=C (z) selon I’Equation 11, ce
qui nous permet d’évaluer I’efficacité de la réaction.

Tt

T

% Click = (1 - —) -100 [11]

0

Différentes conditions réactionnelles ont été testées : réactions sous atmosphere inerte
(sous N2) ou non, avec ou sans agent réducteur (dithiothréitol, DTT) qui favorise la rupture
des ponts —SS— et en utilisant deux amines différentes (une amine primaire : HexAm ou

tertiaire : EtsN). Les résultats sont présentés dans le Tableau IL.8 ci-dessous.

Tableau IL.8. Résultats des réactions thiol-éne entre le DexC=C-28 (1 éq.) ou le DexC=C-20 (1 éq.) et le
PLA a-SH (M,,~ 3 100 g/mol, 1,5 éq./C=C) dans le DMSO

N° Catalyseur @ DTT Sous N, % Click ®
1 HexAm (~3,3éq./SH) - + 0
P Résiduel dans le PLA
2 HexAm (~3,3éq./SH) (2 2 3% molaire) + 100
. Résiduel dans le PLA
3 Et3N (~3,3éq./SH) (2 2 3% molaire) + 6
4 HexAm (~3,3éq./SH) 10 éq./SH + 100
HexAm (~3,3éq./SH) 10 éq./SH - 100
6 HexAm (~3,3éq./SH) 1 éq./SH - 100

(a) 3,3 éq./SH correspond icia 5 éq./C=C
(b) Calculé a partir d'un spectre RMN 'H (voir Eq. 11).

Pour mener les expériences présentées dans le Tableau II.8, nous avons utilisé deux
lots différents de PLA o-SH dont un contenait encore du DTT résiduel qui n’avait pas été
entierement éliminé apres 1’étape de la réduction du PLA-SS-PLA. La quantité résiduelle de
DTT dans ce lot a été estimée entre 2 et 3% molaire (entrées 2 et 3 du Tableau 11.8). Selon le
Tableau I1.8, I’expérience 2 menée avec ce lot de PLA a-SH en présence de I’HexAm, a
fonctionné a 100%, alors que la méme réaction menée avec un lot de PLA o-SH parfaitement
purifié (sans DTT résiduel) n’a pas du tout fonctionnée (entrée 1). Afin de comprendre ces
résultats et de les confirmer, nous avons réalisé des expériences en utilisant le PLA a-SH
purifié et en ajoutant volontairement 10 éq. de DTT par fonctions thiol du PLA dans le milieu
réactionnel (comparer les entrées 4 et 2). A nouveau, la conversion totale des liaisons C=C a

été atteinte. Ces résultats mettent clairement en évidence la nécessité d’ajouter un agent
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réducteur (DTT) pour que la réaction thiol-éne nucléophile se déroule parfaitement. En effet,
le DTT empéche la recombinaison éventuelle entre deux fonctions —SH et la formation de

ponts disulfure incapables de réagir avec le DexC=C.

De plus, nous avons noté que le dégazage du milieu réactionnel n’est pas nécessaire
pour que la réaction fonctionne aussi bien (entrées 5 et 6). Une nouvelle expérience nous a
enfin permis de diminuer dix fois la quantité de DTT nécessaire, ¢’est-a-dire a 1éq./ —SH sans
influencer I’efficacité de la réaction (voir entrée 6). L’amine tertiaire (EtsN) a également été
testée comme catalyseur nucléophile de la réaction thiol-ene. Cependant, la réaction se
déroule alors difficilement (% click chute de 100 a 6 %) (Tableau I1.8, entrées 3 et 2). Ceci
peut étre expliqué par la plus faible nucléophilie d’EtsN par rapport 2 HexAm?.

N

Pour conclure, les conditions optimales a employer pour réaliser des expériences
ultérieures de réaction thiol-ene nucléophile a I’interface liquide/liquide sont ~ 3,3 €q.

d’HexAm par fonction —SH en tant que catalyseur et d’ajouter 1éq. DTT/PLA a-SH.

I1.1.2. Réaction thiol-ene nucléophile a I’interface d’une émulsion pour obtenir des

NPs

Apres avoir sélectionné les conditions optimales pour mener la réaction thiol-ene
nucléophile en solution homogene dans le DMSO (voir Paragraphe II.1.1., p. 120) nous avons
réalisé ce couplage a I’interface d’une émulsion employée pour formuler des nano-objets.
Ainsi, la solution organique de PLA o-SH dans du CH2Clz (avec ou sans ajout de M810) et
contenant le catalyseur (HexAm) et le réducteur DTT (1éq./~SH) est dispersée a 1’aide des
ultrasons dans la phase aqueuse contenant un DexC=C. Comme dans le cas de la réaction
«click » CuAAC (Paragraphe I, p. 110), la réaction thiol-ene nucléophile se produit a
I’interface liquide/liquide entre ces deux phases non-miscibles. Les concentrations en PLA
a-SH et DexC=C ont été fixées a 25 g/L et 5 g/L, respectivement. Le lot de PLA a-SH (PLA-
SS-PLA3, voir Tableau II.1, Chapitre I, p. 94) réduit a 92 % et le DexC=C-28 ont été

employés pour notre étude d’optimisation de la réaction thiol-ene nucléophile interfaciale.

Nous avons étudié 1’influence de la quantité du catalyseur (de 1 a 3,3 éq./SH), ainsi
que la présence de 1’huile M810 dans la phase organique sur I’efficacité de la réaction thiol-
ene nucléophile a I’interface (CH>Cl, £M810)/eau (Tableau I1.9). Contrairement aux réactions

conduites en milieu homogene, les fonctions méthacrylate du DexC=C, utilisé a la fois
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comme stabilisant de I’émulsion et comme réactif pour le couplage « click », sont ici en large
exces (ratio molaire C=C/SH = 9,5/1). 1l serait donc préférable de ne pas les utiliser comme
référence pour déterminer ’efficacité de la réaction (% click). Cependant, a cause des
difficultés d’intégration des pics correspondants aux protons caractéristiques du lien covalent
qui s’établit entre les fonctions —SH et les doubles liaisons C=C, c’est-a-dire les protons a, g,
e (entre 2,6 et 3 ppm il y a également un pic « satellite » du DMSO (Figure 11.14) et les
protons f qui résonnent sous le pic correspondant aux protons méthyléne j du M810 (entre 1,1
et 1,4 ppm, Figure II.14), nous avons utilisé 1’intégration du pic des protons des doubles
liaisons (C1, C2) comme référence pour évaluer le % click (Tableau I1.9). Notons de plus,
qu’il est difficile d’observer les pics du PLA o-SH (a’, b’). Ainsi, I’efficacité¢ de la réaction
thiol-ene a I’interface (CH2Cl,2M810)/eau est calculée par rapport aux taux de substitution de
dextrane (t) initial et final en fonctions méthacrylate, comme cela a été le cas pour les

réactions en milieu homogene (voir Paragraphe I1.1.1.2., p. 123).
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Figure I1.14. Spectre RMN 'H (dans DMSO-ds) des NCs lyophilisées avant leurs lavages obtenues par le
procédé d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction thiol-ene in sifu (voir expérience NC,

Tableau I1.9)

126



Partie 11 — Chapitre Il : Optimisation de la réaction « click » a ['interface afin d’obtenir
des nano-objets polymeres

Tableau IL.9. Influence de différents parameétres sur Pefficacité de la réaction « click » thiol-eéne
nucléophile 3 Pinterface (CH2ClL.#MS810)/eau entre un PLA a-SH (M,~ 3 100 g/mol) solubilisé dans la
phase organique (25 g/L) et un DexC=C-28 présent dans I’eau (5 g/L) lors de I’élaboration de NSs et NCs

par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant

Ne % vol ((i:e M810 Ratio molaire C=C : SH : % Click ©
a catalyseur ®
NS 1 0 95:1:1 0
NS 2 0 95:1:2 17
NS 3 0 95:1:33 22+1
NC 10 95:1:33 28+5

(a) Quantité volumique initialement introduite dans la phase organique (volume total de la phase organique =
ImL).

(b) Pour chaque expérience, 1éq. du DTT est ajouté par 1éq. du PLA-SH. Le catalyseur est HexAm.

(c) Valeurs moyennes, évaluées avant lavages de nano-objets grdce a un spectre RMN "H (voir Eq. 11, p.124).
Les erreurs expérimentales correspondent a la déviation standard calculée grdace a I’Eq. 3 (voir Partie I, p.

205) avec n =3.

Le Tableau I1.9 montre que 1I’augmentation de la quantité d’amine permet d’améliorer
I’efficacité de la réaction thiol-ene nucléophile a I’interface CH>Clz/eau (expériences de NS1
a NS2). Compte-tenu des erreurs expérimentales, on observe également que le % click reste
du méme ordre de grandeur pour des objets obtenus dans les conditions sans ou avec 1’ajout

de M810 dans la phase organique initiale.

Cependant, certains problémes ont été rencontrés lors de 1’évaluation de ce % click. Le
taux de substitution résiduel du dextrane (') du DexC=C, évalué aprés lavages des
suspensions de nano-objets, est supérieur au t° du DexC=C initial (avant la réaction).
Logiquement, le taux de substitution devrait diminuer si les liaisons C=C ont réagi ou rester
du méme ordre de grandeur si la réaction n’avait pas lieu. Une explication peut étre avancée.
On peut supposer qu’au cours de I’¢laboration des nano-objets, le DexC=C le plus substitué
en chaines latérales (alors avec le t plus grand) s’adsorbe principalement en surface des nano-
gouttelettes de 1’émulsion grace a des interactions hydrophobes avec le PLA, tandis que les
chaines du DexC=C les moins substituées demeurent en phase aqueuse externe et se
retrouvent éliminées lors les lavages de la suspension de nano-objets. Si cette hypothese est

juste, le T du DexC=C évalué selon le spectre RMN 'H réalisé apres lavages serait donc

127



Partie 11 — Chapitre Il : Optimisation de la réaction « click » a ['interface afin d’obtenir
des nano-objets polymeres

toujours faussé. L’analyse des eaux de lavages montre effectivement que du DexC=C y est
présent et qu’il possede un taux de substitution inférieur au T du DexC=C initial, ce qui

confirme notre hypothese (Tableau I1.10 ).

C’est pourquoi, pour les calculs de ’efficacité de la réaction thiol-éne a 1’interface,
nous utilisons les spectres RMN réalisés avant lavages de NPs. 1l faut noter que le t évalué,
que ce soit avant ou apres lavages, correspond toujours au nombre moyen de chaines latérales

fixées.

Tableau II.10. Taux de substitution moyen (t) du DexC=C déterminé sur des NSs avant et apreés leur
lavages et dans les eaux de lavages. Les erreurs expérimentales correspondent a la déviation standard

calculée grace a I’Eq. 3 (voir Partie III, p. 205) avec n =4.

L. 7 avant lavages dela T apres lavages de la
7 initial . . 7 eaux de lavages
suspension suspension

28 22+1 311 23+1

I1.2. Réaction thiol-¢ne radicalaire a I’interface

I1.2.1. Expériences préliminaires
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Schéma I1.13. Réaction « click » thiol-éne entre un DexCsC=C et un PLA o-SH dans les conditions

radicalaires
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Nous avons effectué quelques essais préliminaires de la réaction thiol-éne a I’interface
d’une émulsion dans des conditions radicalaires (Schéma II.13), sans avoir testé
précédemment cette réaction en milieu homogene. Afin de simplifier notre systeme, le M810
n’a pas €té ajouté dans la phase organique. Pour mener cette réaction, un photo-amorceur 2,2-
diméthoxy-2-phénylacétophénone (DMPA), connu dans la littérature pour son efficacité dans
ce type de réaction®®, a été employé comme catalyseur au lieu d’une molécule nucléophile.
Son exposition 2 la lumiere UV (372 mW/cm?) pendant 15 min permet de générer des
radicaux libres réactifs. Afin de favoriser la réaction thiol-€ne radicalaire avec le PLA o-SH,
nous avons choisi d’employer cette fois-ci un dextrane porteur de chaines alkyle en six
carbones avec une fonction alcéne a leur extrémité (DexCsC=C). Cette liaison C=C, enrichie
en électrons et moins encombrée stériquement que la fonction méthacylate du DexC=C, est
ainsi plus favorable a des réactions thiol-eéne radicalaires. Notons que le DTT n’a pas été
ajouté cette fois-ci dans le systeéme afin d’éviter la formation de radicaux issus du DTT qui

pourraient éventuellement induire des réactions secondaires.

11.2.2. Efficacité de la réaction et résultats

Comme dans le cas des réactions thiol-ene conduites selon le mécanisme nucléophile,
’efficacité de la réaction a été évaluée par analyse RMN 'H des NSs lyophilisées avant
lavages, dans le DMSO-ds (Figure 11.15). Cependant, cette fois nous avons utilisé une autre

méthode pour I’évaluer (voir par la suite).

Apres avoir exposé a la lumiere UV la suspension brute de NPs (avant lavages) puis
lyophilisation (Figure II.15, spectre II) on peut remarquer que le spectre RMN 'H ne varie pas
beaucoup du spectre de la suspension initiale réalisé¢ avant I’irradiation UV (Figure II.15,
spectre I). Si le copolymere dextrane-g-PLA était formé, les protons f, g, e, d donneraient des
signaux avec des déplacements chimiques proches de ceux des protons de la chaine latérale
du DexCeC=C (protons B, (). Ainsi, il n’est pas possible d’utiliser ces aires pour calculer le
% click comme nous ’avions fait auparavant. En outre, le pic correspondant aux protons
anomere des unités glucopyranose (e vers 4,7 ppm) semble disproportionné par rapport a
ceux des protons des unités glucopyranose du DexCsC=C sortant dans la méme zone (entre
4,3 et 5 ppm) et ne peut donc pas étre utilisé. Seuls deux pics semblent utilisables : le pic D
(vers 2,1 ppm) et le pic E (vers 5,8 ppm) correspondant aux protons méthyleéne et méthyne,

respectivement, du DexCsC=C qui n’aurait pas réagi. Ainsi, I’exploitation de ces spectres
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RMN !H réalisés avant et aprés I’irradiation UV permet de calculer 1’efficacité de la réaction
en utilisant I’Equation 12.

t
% Click = [1 — gj—;’;o] -100 [12]

avec: (E/D) et (E/D)° — ratio des aires correspondants aux protons méthyne de la double
liaison du DexCsC=C (pic E vers 5,8 ppm) et aux protons méthylene (pic D vers 2,1

ppm) apres et avant la réaction, respectivement (déterminé sans lavages des

suspensions).
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Figure I1.15. Spectres RMN 'H (dans DMSO-ds) d’une suspension PLA a-SH + DexCsC=C + DMPA
lyophilisée avant I’irradiation UV (I) et du produit de la réaction thiol-ene radicalaire (II) entre le

DexCsC=C-21 et le PLA 0-SH (M,,~ 3 100 g/mol) a I’interface d’une émulsion
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Tableau IL.11. Résultats des essais préliminaires de la réaction « click » thiol-ene radicalaire a ’interface
CH:Clz/eau entre un PLA a-SH (M,~ 3 100 g/mol) solubilisé dans la phase organique (25 g/L) et un
DexCsC=C-21 présent dans I’eau (5 g/L) au cours d’un procédé d’émulsion-évaporation de solvant (sans

MS810)

N° Conditions d’irradiation UV Ratio molaire C=C : SH : DMPA % Click ®
NS1 15
NS 2 365 nm, 15 min, 372 mW/cm?® 7,2:1:0,2 13
NS 3 4

(a) Correspond a 20% de la puissance maximale de la lampe UV utilisée.
(b) Evalués avant lavages de NSs grdce a des spectres RMN 'H du milieu avant et aprés irradiation UV (voir

I’Eq. 12, p. 48).

Les premiers résultats de couplage radicalaire entre des fonctions alcene du
DexCsC=C et des fonctions thiol du PLA a-SH a I’interface CH>Cly/eau semblent indiquer
que la réaction a aussi lieu dans ces conditions (Tableau II.11). Cependant, les résultats ne
sont pas tres reproductibles car le % click varie de 4 a 15% pour trois expériences réalisées
dans les mémes conditions et avec les mémes réactifs. De plus, contrairement aux résultats
obtenus sur la réaction thiol-e¢ne nucléophile, la catalyse radicalaire de cette réaction « click »
thiol-ene ne semble pas été optimale (% click faible). Les conditions expérimentales
nécessitent d’étre encore optimisées afin d’améliorer leur reproductibilité et I’efficacité de

couplage.

III. CONCLUSIONS DU CHAPITRE

Nous avons montré dans ce chapitre qu’il est possible de réaliser une réaction de
chimie «click » in situ, pendant 1’élaboration de nano-objets (NSs et NCs) par le procédé
d’émulsion-évaporation de solvant. La réaction a lieu a I’interface entre deux solvants non-
miscibles : le CH2Cl (sans ou avec I’ajout de M810) et I’eau. Une partie de ces travaux,
notamment concernant des objets obtenus avec la réaction CuAAC, fait I’objet d’une

publication’!.
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Dans la premiere partie de ce chapitre, la réaction de chimie « click » CuAAC entre le
PLA a-alcyne et le DexN3 a I’interface d’une émulsion a été étudiée. Afin d’optimiser cette
réaction, nous avons testé diverses conditions de sonication (durée et puissance d’irradiation)
ainsi que différents catalyseurs : CuBr, Cul et CuSOy4 associé a I’acide ascorbique (AAsc) qui

agit comme réducteur en ajoutant ou non un ligand lipophile (BPMODA).

e Le systeme catalytique CuSO4/AAsc s’est avéré étre le plus efficace des catalyseurs a base
de cuivre testés. Son utilisation a conduit a I’obtention de NSs et de NCs avec 50% et 70%,
respectivement, des fonctions alcyne ayant réagi (celles-ci étaient en défaut par rapport aux

fonctions azide).

e Nous avons observé qu’une variation de la quantit¢ de M810 dans la phase organique

initiale (de 5 a 20% vol) n’influence pas 1’efficacité de la réaction CuAAC.

e Le CuSOqs, grace a sa bonne solubilité¢ dans I’eau, s’est aussi révélé étre le catalyseur le
plus facilement éliminable par traitement avec de ’EDTA. Les NCs ainsi purifiées ne

contiennent que 15 ppm de cuivre résiduel.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre, les réactions thiol-ene entre le PLA a-SH et
des liaisons C=C réparties sur le dextrane été étudiées. Ce type de réaction « click » étant
nouveau au LCPM, la réaction thiol-ene nucléophile a tout d’abord été testée en milieu

homogene, dans un solvant commun du PLA et du dextrane — le DMSO.

e [a n-hexylamine a été utilisée en tant que catalyseur et le dithiothréitol (DTT) a été ajouté
pour empécher le recouplage éventuel entre les fonctions —SH du PLA et la formation de

ponts disulfure non-réactives vis-a-vis de la double liaison méthacrylate.

e Les conditions expérimentales pour mener la réaction thiol-ene nucléophile ont été

optimisées et ont permis d’atteindre une conversion totale.

e Ce systeme catalytique a ensuite été transposé a I’interface (CH>Cl,2M810)/eau au cours
d’un procédé de préparation de NSs et des NCs par émulsion-évaporation de solvant. Nous
sommes parvenus mener la réaction thiol-€ne nucléophile et nous avons pu observer que

pres de 30% de doubles liaisons méthacrylate avaient réagi.
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Finalement, nous avons présenté des premiers essais de réaction thiol-ene menée a
I’interface de 1’émulsion selon le mécanisme radicalaire, en présence d’un photo-amorceur
(2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone, DMPA). Cependant, les conditions utilisées
nécessitent encore d’étre optimisées afin d’améliorer 1’efficacité de couplage et sa

reproductibilité.

Grace a ces différentes réactions interfaciales de chimie « click », des nano-objets
(NSs et NCs clickées) ont été élaborés. Leurs différentes caractéristiques sont présentées dans
le chapitre suivant et comparées aux objets non-clickés : taille, taux de recouvrement en
dextrane et épaisseur de ce recouvrement, morphologie. De plus, la stabilité colloidale de ces
nano-objets en présence de sel ainsi qu’en présence d’un tensioactif compétitif va également

étre étudiée.
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CHAPITRE 111

Dans le présent chapitre, les NPs précédemment obtenues par le procédé d’émulsion-
évaporation de solvant couplé a la chimie «click » interfaciale seront caractérisées. Nous
nous sommes plus particuliecrement focalisés sur les nano-objets clickés obtenus par des
réactions de chimie « click » CuAAC et thiol-ene nucléophile en employant du PLA a-alcyne
ou le PLA a-SH et du DexN3-23 ou du DexC=C-28, respectivement. Des NPs ont ainsi été
préparées avec des quantités variables de M810 (de 0 a 20% vol dans la phase organique
initiale) et comparées a leurs homologues non-clickées. Ces dernieres ont été préparées avec
le PLA non fonctionnalisé (PLA commercial) sans réaliser la réaction interfaciale de chimie
«click ». Dans un premier temps, nous avons tout d’abord cherché a déterminer les
caractéristiques classiques de ces NPs: distribution de taille, taux de recouvrement en
dextrane et épaisseur de la couche superficielle. Dans un deuxieéme temps, la stabilité
colloidale de ces NPs en fonction de la force ionique ainsi que la stabilit¢ de leur
recouvrement dextrane en présence d’un tensioactif compétitif ont été étudiées. Enfin, nous
nous sommes intéressés a caractérisation de la morphologie de ces NPs. Une partie du présent
chapitre, notamment concernant la caractérisation des objets obtenus avec la réaction CuAAC,

fait I’objet d’une publication®’.

I. DISTRIBUTION DE TAILLE DES NANO-OBJETS

Comme nous I’avons mentionné dans le chapitre précédent, les NPs ont été préparées
par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant. Lors de ce procédé, 1’énergie apportée par
la sonde a ultrasons permet ’obtention de gouttelettes de tailles submicroniques. Apres
évaporation du solvant volatil, ces gouttelettes se transforment en NPs. Leur distribution de

taille peut étre déterminée a 1’aide d’un granulometre laser (voir Partie III, p. 209) a partir des
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d[0,1], d[0,5] et d[0,9] qui représentent les diametres de particules en dessous desquels se
trouvent respectivement 10, 50 ou 90% du volume total des particules de 1’échantillon. Grace
a ces valeurs, le Span peut étre calculé par I’Equation 13. Il nous renseigne sur la largeur de
cette distribution de taille. L appareil donne en plus un diametre moyen en surface nommé

d[3:2] et un diametre moyen en volume nommé d[4:3].

d[0,9]-d[0,1]

d[o,5] [13]

Span =

Dans un premier temps, nous avons d’abord analysé les NPs élaborées par émulsion-
évaporation de solvant sans réaliser la réaction « click » interfaciale. Plus précisement, des
NSs ont été obtenues sans ajout de M810 dans la phase organique et des NCs ont été
préparées avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale. Deux types de stabilisants

de I’émulsion (DexN3-23 et DexC=C-28) ont été utilisés pour préparer ces NPs.

Avant de rentrer dans les détails, il est important de noter que toutes les NPs obtenues
restent stables au cours des lavages pendant le procédé de formation. La distribution de taille
déterminée avant et apres lavages dans le cas de NCs clickées obtenues avec 10% vol de
MS810 dans la phase organique initiale et avec le DexN3-23 comme stabilisant est donnée en
exemple dans la Figure II.16a. Pour la suite, nous ne donnerons que les distributions de taille

des NPs apres lavages.

Cas de NSs

Comme on peut le voir sur les Figure II.16b et 16c, ainsi que dans le Tableau II.12
(valeurs de Span), le procédé d’émulsion-évaporation de solvant permet d’obtenir des NSs de
taille submicronique avec une distribution relativement étroite quel que soit le stabilisant
utilisé que 1’on réalise ou non la réaction « click » interfaciale. Idéalement la valeur de Span
devrait étre la plus petite possible et inférieure a 1. Cependant, des valeurs de Span jusqu’a
1,5 refletent une distribution de tailles rélativement étroite. Les résultats présentés sont
d’ailleurs analogues a ceux obtenus précédemment au LCPM avec d’autres types de dérivés
tensioactifs du dextrane® > !7. Ceci montre I’efficacité du DexN3-23 et du DexC=C-28 a
stabiliser la nano-émulsion initiale, liée aux propriétés tensioactives de ces dérivés du

dextrane (voir Chapitre I, Paragraphe 11.4.3, p.104).
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Figure II.16. Distributions de taille obtenue par granulométrie laser : a) NCs clickées avant et apreés
lavages, b) NPs non-clickées, apres lavages, ¢c) NPs clickées, apres lavages. Les NPs sont préparées par le
procédé d’émulsion-évaporation de solvant avec ou sans réaction « click » et en utilisant du PLA a-alcyne,
o-SH ou commercial (25 g/L) et le DexN3-23 ou le DexC=C-28 (5 g/L)) (comme stabilisant). Pour les NCs,

10% vol de M810 ont été ajoutés dans la phase organique initiale.

Cas de NCs

Comme on peut le voir sur les Figure I1.16b et 16c, la distribution de taille des NCs est
plus large que celle des NSs quel que soit le dérivé amphiphile du dextrane utilisé, que les
objets soient ou non clickés. Les valeurs de Span (Tableau II.12) sont également bien
supérieures pour les NCs (entrées 1 versus 2, 3 et 4 et entrées 5 versus 6, 7 et 8, Tableau

IL.12).
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En outre, on observe que le d[3:2] des NPs augmente avec la quantit¢ de M8&10
introduite dans la phase organique initiale (Tableau II.12, Figure II.17) que ces NPs soient
clickées ou réalisée sans chimie « click » interfaciale. Nous pouvons supposer que cette
augmentation provient de la quantité croissante de matiere non-volatile (M810) constituant le
cceur hydrophobe des NPs. Le phénomene est cependant moins marqué pour les NPs obtenues
avec le DexC=C-28 (« click » thiol-ene) que pour celles obtenues avec le DexN3-23 (« click »

CuAAC).
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Figure II.17. Influence de la quantité de M810 sur le diametre moyen en surface d[3:2] des NPs lavées :
(@) NPs clickées, (H) NPs non-clickées, --- diamétre moyen en surface théorique (D) calculé par I’Equation
14, p. 139. La quantité du PLA dans la phase organique ainsi que la quantité du DexN3-23 dans la phase

aqueuse sont constantes et égales a 25 g/L et 5 g/L, respectivement.

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons évalué les diametres théoriques moyens
(D) des NPs en employant I’Equation 14. Pour cela, nous avons tenu compte du volume réel
de M810 (Vms1o0 final) encapsulé dans les NCs et déterminé par analyse RMN 'H. Cependant, il
faut noter que le Vmsio final n€ correspond pas au volume initialement introduit dans la phase
organique (Tableau I1.12). On observe globalement que plus la quantité¢ d’huile initialement
utilisée est €levée, plus la quantité d’huile perdue apres lavages est importante. Par exemple,
seulement environ 65% du volume initial de M810 utilisé se retrouve encapsulé dans les NCs
finales quand la phase organique initiale est constituée de 20% vol de M810 (entrées 4 et 8 du
Tableau I1.12). Ces pertes de M810 sont confirmées par la turbidité croissante des surnageants
apres centrifugation des NPs lors de leurs lavages. La turbidité observée provient de la
présence d’huile dans les surnageants. Ceci montre que ’utilisation de volumes é¢élevés de

MS810 dans la phase organique par rapport au PLA augmente le risque de formation des
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gouttelettes d’huile stabilisées par les dextranes modifiés et ne contenant pas de PLA. Ces
gouttelettes sont au final éliminées par centrifugation lors des lavages. Nous avons également
supposé que le nombre de NPs dans la suspension (Npar, calculé par 1’Equation 15) était
constant, quel que soit le volume de M810 initialement ajouté dans la phase organique. Pour

chaque expérience, le volume de la phase organique est constant et égal a 1 mL.

3 3-(mPLA+V ; )-8
D _ dpra M810 final [14]
47T'Npart
Nygre = ——2pLa [15]
part — dl3:2lys)°
apLaan(=51)

avec : mpra— masse du PLA initialement introduite (0,025 g),
dpra — densité du PLA (1,25 g/mL),
d[3:2]ns — diametre moyen en surface pour des NSs,

Vms10 finat — volume réel du M810 encapsulé a I’intérieur des NCs (Tableau I1.12).

Comme on peut le voir sur la Figure II.17, les valeurs théoriques (D) sont assez
cohérentes avec les valeurs expérimentales des d[3:2]. Ceci confirme que 1’augmentation du
diametre des particules est bien majoritairement due a 1’encapsulation d’une quantité

croissante d’huile M810 a I’intérieur des NCs que les NPs soient clickées ou non.
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Tableau II.12. Caractéristiques de NPs clickées et non-clickées, préparées en utilisant le DexN3-23 ou le DexC=C-28 comme tensioactif, en termes de quantité de

M810 encapsulées dans les objets finaux, tailles moyennes en surface (d[3:2]) et valeurs de Span

Vol. M810 Vol. M810 final Diametre di3:21 [nm]@ Span © Ratio massique
v | Typede | %vol | initia [WV25mg PLA| BRI P MS10/PLA ©
NPs MS810 @ [n/25mg Avec Avec Avec Avec Avec Avec Avec Avec
PLA]® DexN3 DexC=C DexN3 DexC=C DexN3 DexC=C DexN3 DexC=C
1 0 0 0 0 113 110 1,2 1,3 0 0
2 50 48+3 129 — 2,5 - 1,8+0,1
Clickées
3 10 100 8814 89+6 151 128 2,9 2,2 3,340,2 3,340,2
4 20 200 129440 = 192 — 2,8 — 49+1,5 =
5 0 0 0 0 115 112 1,2 0,9 0 0
6 Non- 5 50 50+1 = 149 - 23 _ 1,940 -
7 clickées 10 100 91+14 114+1 184 122 2,7 1,8 3,440,5 4,340
8 20 200 138+42 — 224 — 2,4 — 5,2+1,6 —

(a) Pourcentage volumique de M810 introduit initialement dans la phase organique (volume totale de la phase organique = ImL).

(b) Volume de M810 introduit dans la phase organique initiale.

(c) Volume de M810 demeurant dans les NPs aprés évaporation de solvant et lavages. Déterminé par RMN 'H et calculé grace a I’Eq. 7 (Partie III, p. 207). Les erreurs

(d) Obtenus par granulométrie Laser.

expérimentales correspondent a la déviation standard calculée grdce a I’Eq. 3 (Partie IIl, p. 205) avec n > 3.

(e) Obtenus par granulométrie Laser et grdce a I’Eq. 13, p. 136.
(f) Déterminé par RMN 'H grdice a I’Eq. 5 (Partie 111, p. 207)
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II. CARACTERISATION DE LA COUCHE EXTERNE HYDROPHILE

Les dérivés du dextrane utilisés lors de la formation de nano-objets (DexN3-23 et
DexC=C-28), ne sont pas solubles ni dans le M810 ni dans le CH2Cl; et restent donc
probablement hors de la phase organique tout au long du procédé d’élaboration des NPs.
Gréce a leurs propriétés tensioactives (voir Chapitre I, Paragraphe 11.4.3, p. 104) provenant
des chaines latérales hydrophobes fixées sur le dextrane, ces dérivés peuvent s’adsorber a
I’interface huile/eau et stabiliser les nano-gouttelettes de la suspension de NPs. Ceci d’ailleurs
a déja été observé dans d’autres travaux menés au LCPM sur 1’élaboration de NSs non-
clickées!” ou clickées®. Nous avons donc cherché a caractériser cette couche de dextrane,

hydrophile et neutre, qui se situe en surface des NPs.

Pour rappel, nous avons montré dans le Chapitre II (Paragraphe I.1., p. 111 et IL.1., p.
119) que I’ajout de catalyseur approprié (Cu(I) ou amine dans le cas des réactions CuAAC ou
thiol-ene, respectivement) dans la formulation permet de lier le dextrane au PLA de facon
covalente par chimie «click ». Cependant, sachant que les fonctions Y des dérivés du
dextrane Dex-Y (azide pour DexNs; ou méthacrylate pour DexC=C) sont utilisées en large
exces molaire par rapport aux fonctions X du PLA-X (alcyne ou thiol), toutes les fonctions Y
ne réagissent pas avec les fonctions X pour former un cycle triazole ou une liaison thiol-
carbone, respectivement. De plus, 1’efficacité de ces réactions n’a jamais atteint 100% ce qui
veut dire par exemple dans le cas de la réaction « click » CuAAC, pour laquelle le % click a
été évaluée a maximum 70% des fonctions alcyne initialement présentes dans le milieu, que

30% de chaines PLA n’ont pas €t¢ attachées au dextrane de facon covalente.

II.1. Mise en évidence du recouvrement hydrophile

Afin de mettre en évidence la présence de la couche dextrane en surface de NPs (NSs
et NCs) de PLA, la mobilité électrophorétique des objets dispersés dans les solutions de NaCl
de concentrations variables (de 10 a 102 M) a été étudiée. Ensuite, les valeurs de potentiel
Z&ta (C) ont été calculées a partir de ces mesures de mobilités électrophorétiques, a I’aide de

I’équation de Booth modifiée® (pour plus de détails, voir Partie III, p. 211).

La Figure I1.18 montre les résultats obtenus pour des NPs élaborées avec le DexN3-23.
Ces NPs ont été comparées a des NCs de PLA non recouvertes (dites NCs nues) préparées en

utilisant du SDS (3 g/L) au lieu de DexN3, puis lavées. Un spectre RMN 'H de ces NCs nues
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apres lyophilisation a permis de confirmer que les objets ne contenaient plus de tensioactif.
On observe que les charges de surface des NPss de PLA sont bien négatives comme lors de
nos travaux précédents sur des NSs de PLA? 7. Cependant, les charges sont écrantées plus
efficacement par la présence de NaCl dans le cas des NPs recouvertes (NSs et NCs clickées
ou non-clickées) que dans le cas des NCs nues. Ceci met en évidence de facon indirecte la
présence d’une couche neutre (dextrane) en surface des objets qui permet d’atténuer la charge

négative du PLA en surface des objets.

Concentration en NaCl [mol/I]
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Figure I1.18. Evolution du potentiel Zéta de nano-objets clickés ou non dispersés dans une phase aqueuse
de NaCl de 10°° 2 10> mol/L. Cas des NPs préparées par procédé d’émulsion-évaporation de solvant en
utilisant le DexN3-23 en tant que stabilisant (sauf NCs nues): (l) NSs clickées, (X) NCs clickées, (4) NCs
non-clickées, (®) NSs non-clickées, (7') NCs nues. La réaction « click » est réalisée en utilisant 5,5 éq.
CuSOy/alcyne (+10 éq. AAsc/CuSQ4) comme catalyseur. Les NCs sont préparées avec 10% vol de M810

dans la phase organique initiale.

I1.2. Détermination de I’épaisseur de la couche externe et du taux de recouvrement

Afin de davantage caractériser ce recouvrement en dextrane, son épaisseur (Apz) peut
étre estimée pour les différentes NPs. Pour cela, 1’évolution du potentiel Zéta ¢ versus kn® aux
faibles concentrations en NaCl peut étre approximée par I’équation d'Eversole et de

Boardman®?. La valeur absolue de la pente correspond a 1’épaisseur Apz (voir Partie III, p.

d k5 correspond 2 la longueur de Debye liée 2 1a force ionique.
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212) (Tableau II.13). Par manque du temps, nous nous sommes focalisés sur les NPs
préparées avec du DexN3-23 en tant que stabilisant. Ainsi, dans le cas de ces NPs, le Apz varie

de 13 a 16 nm pour des NPs non-clickées et de 21 a 28 nm pour des NPs clickées.

Tableau IL.13. Caractéristiques du recouvrement en dextrane. Cas des NPs clickées et non-clickées
obtenues par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant et en utilisant le DexN3-23 ou le DexC=C-28 en

tant que stabilisant de I’émulsion

Iexp [mg/m? NPs] ® ©
N° Type de NPs %vol M810 @ exp [mg/ ] Arz [nm]
Avec DexN3 Avec DexC=C (avec DexN3)

1 0 9,4+1,6 10,3+0,3 28+1

2 5 5,710,2

Clickées

3 10 4.240,5 4,040,1 2140,5

4 20 4,842,2 - =

5 0 3,540,2 1,340,2 13+1

6 5 2,8+0,3 - -

Non-clickées

7 10 2,940,5 0,8+0,1 16+1,5

8 20 3,240,5 .

9 Clickées apres 0 3,7 - -

10 évap. du CH,Cl, 10 2,5 . .

(a) Pourcentage volumique de M810 introduit initialement dans la phase organique (volume totale de la phase
organique = ImlL).

(b) Taux de recouvrement des NPs en dextrane déterminé par [’Eq.10 (Partie I, p. 208). Les erreurs
expérimentales correspondent a la déviation standard calculée grdce aux Eq. 3 et 4 (Partie I1I, p. 205) avec
n > 3 sauf expérience n°2 oun = 2.

(c) Epaisseur de la couche externe dextrane, obtenue a partir des valeurs de { calculées en utilisant [’équation
d'Eversole et Boardman et en fonction du paramétre de Debye-Hiickel ki?’. Les erreurs expérimentales sont

calculées pour n = 2 (Eq. 4, Partie IlI, p. 205).

De plus, le taux de recouvrement des objets (I'exp), qui correspond a la masse de
dextrane par unité de surface des NPs, a été évalué par RMN 'H (Tableau I1.13) grice a
I’Equation 10 (voir Partie III, p. 208). Ces I'exp peuvent étre comparés aux résultats obtenus
précédemment au LCPM concernant [’adsorption de dérivés amphiphiles du dextrane
contenant des chaines latérales hydrophobes (phénoxy, hexyle, decyle) en surface de NSs de
t'7.

PLA formulées par le procédé d’émulsion-évaporation de solvan Dans ces études

précédentes, [exp variait de 3,2 2 4,6 mg/m? selon les conditions expérimentales. Dans notre
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cas, les résultats obtenus avec le DexN3-23, pour des NPs non-clickées (de 2,8 a 3,5 mg/mz,

entrées de 5 a 8, Tableau II.13) sont cohérents avec ces valeurs.

Cependant, les taux de recouvrement des NPs non-clickées préparées avec du
DexC=C-28 (de 0,8 a 1,3 mg/mz, entrées 5 et 8, Tableau II.13) sont significativement
inférieures a ces valeurs. Ceci peut étre dii a I’affinit¢é moindre du PLA avec les chalnes
latérales hydrophobes du DexC=C. Ces dernieres sont effectivement plus courtes (4 carbones)
que celles du DexNj3 (6 carbones) ou d’autres dérivés utilisés au LCPM (phénoxy, hexyle,
decyle). Ainsi, lors de 1’évaporation du solvant organique et des lavages, on peut supposer que
les chaines du dérivé dextrane faiblement adsorbées en surface de NPs se désorbent si elles ne

sont pas liées de fagon covalente (clickées) au PLA.

Quand la réaction « click » est effectuée (quelle que soit cette réaction), c’est-a-dire
quand le catalyseur approprié est ajouté a la formulation et que les PLA correctement
fonctionnalisés sont utilisés au lieu du PLA commercial (non-fonctionnalisé), on observe une
augmentation significative du taux de recouvrement (de 4,2 2 9,4 mg/m? dans le cas de
réaction CuAAC et de 4,0 a 10,3 mg/m2 dans le cas de thiol-éne, entrées de 1 a 4, Tableau
I1.13). Ces valeurs de I'exp, supérieures pour des NPs clickées par rapport aux non-clickées,
sont certainement dues a I’immobilisation covalente du dérivé dextrane en surface des objets.
Cet ancrage chimique empéche alors la désorption du dérivé dextrane lors de 1’évaporation du
CHxCly, c’est-a-dire quand la surface et le volume des particules se contractent (Figure 11.19).
Les résultats de I'exp obtenus sont cohérents avec les valeurs de Apz qui sont significativement
plus élevées dans le cas des NPs clickées que non-clickées (entrées 1 et 5 ainsi qu’entrées 3 et
7, Tableau I1.13). Les valeurs plus grandes de Apz pour des NPs clickées sont alors liées a la
densité élevée des chaines du dextrane a leur surface. Ceci entraine un encombrement stérique
des chailnes dextrane en surface et, en conséquence, 1’étirage des boucles de dextrane, de la

couche externe et donc une augmentation de 1I’épaisseur de ce recouvrement.
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Désorption du DexN;

2,9 mg/n? de dextrane
Ap;=16 nm |

4,2 mg/m? de dextrane
Apy;=21nm

Avant évaporation du CH,Cl, Aprés évaporation du CH,CI,

Figure I1.19. Représentation schématique de la contraction volumique de NCs clickées ou non-clickées lors
de I'évaporation du CH2Cl.. Les valeurs de I'exp et de Apz sont données pour des NCs préparées avec 10 %

vol de M 810 dans la phase organique initiale et en utilisant du DexN3-23 comme stabilisant

Afin de confirmer nos interprétations, la réaction « click » (par exemple CuAAC) a été
réalisée apres évaporation du CH2Cl, et lavages des NPs Ainsi, les NPs sont tout d’abord
formées et une fois le CH2Cl; évaporé, le catalyseur a base de cuivre (CuAAC/AAsc) est
ajouté a la suspension pour démarrer la réaction. Dans ce cas (entrées 9 et 10, Tableau II.13)
les taux de racouvrement sont similaires a ceux obtenus pour des NPs non-clickées (compte-
tenu des erreurs expérimentales) (entrées 5 et 7, Tableau 11.13). En effet, quand la réaction
«click » n’est pas réalisée, seules les chaines DexN3 bien adsorbées en surface de NPs de
PLA restent accrochés apres évaporation du CH2Clz. Quand la réaction « click » est réalisée
apres évaporation du CH>Cl, seules les chaines DexN3 déja présentes en surface des NPs sont
disponibles pour réagir avec le PLA a-alcyne. Ceci aboutit a un taux de recouvrement

similaire a ceux des NPs non-clickées et inférieur a celui des NPs clickées in situ.

Finalement, pour vérifier si notre interprétation est quantitativement en accord avec les
résultats expérimentaux, nous avons estimé la contraction de surface des NPs au cours de
I'évaporation du CH2Clz. Pour cela, nous nous sommes basés sur la composition de la phase
organique initiale et sur la composition finale des NCs (déterminée par RMN 'H, Tableau
I1.12). En accord avec de précédents résultats du LCPM, nous avons de plus considéré que le
taux de recouvrement initial (I'iniia) des gouttelettes de la phase organique par des chaines

DexN3-23, formées par ultrasons, est de l'ordre de 1 mg/m? juste avant 1’évaporation du
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CHxCl, c’est-a-dire avant que la contraction de surface commence>*. Cette valeur de Tinitial
avait précédemment été trouvée grace aux travaux menés au LCPM pour des émulsions huile-
dans-eau préparées dans des conditions similaires. Ceci correspond a une couche dense de
polysaccharides amphiphiles dont tous les groupes alkyle sont en contact avec l'interface.
Enfin, nous nous sommes placés dans le cas ou la réaction de chimie « click » a lieu et nous
avons considéré que les chaines de dextrane adsorbées a la surface des gouttelettes de la phase
organique étaient encore présentes a la surface des NCs apres évaporation du CH2Clz. En
tenant compte des hypotheses précédentes, le taux de recouvrement théorique final (I'théorique)
peut étre calculé a I’aide de 1’Equation 16.

_ Sinitiale
1ﬂthéorique_ Cinitar® S, [16]
finale

avec : Siniriale — surface de particule avant 1’évaporation du CH2Clo,

Sfinale — surface de particule apres 1’évaporation du CH2Cla.

En utilisant la relation entre la surface (S) et le volume d’une sphere (V) (Eq. 17), le taux de

recouvrement théorique (I'iéorique) peut €tre calculé par I’Equation 18 ou par I’Equation 19.

2
3V /3
S=4m-(= [17]
4T
2
T =T . Vinitial /3 [18]
théorique — 1 inital Vinal
m
dPLA+VCH2C12+M810
r . =T, . ,-|=ELA [19]
théorique — 1 inital MPLA i ,
dpra M810 final

avec : [iniia — taux de recouvrement des gouttelettes de la phase organique avant évaporation
du CH2CL (=1 mg/m2, comme évalué dans la référence’),

mpra — masse de PLA introduite initialement (0,025 g),

dpra — densité du PLA (1,25 g/mL),

Verzciz+msio— volume de la phase organique initiale (= 1 mL),

Vms10 final — volume de M810 final (évalué par RMN 'H, voir Tableau I1.12).

Les valeurs de taux de recouvrement théorique apres évaporation du CH2Clz (I'théorigue)
sont en accord raisonnable avec les valeurs expérimentales obtenues pour des NPs clickées

(Figure I1.20). Ainsi, nous pouvons conclure que le phénomene de contraction volumique dii a
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I’évaporation de CH2Cl, est bien a I’origine de la désorption des chaines de DexN3 non-

clickées et faiblement adsorbées a la surface des NPs.

14 -
12 -

10 A

Taux de recouvrement expérimental
[mg/m?]

0 2 4 6 8 10 12 14

Taux de recouvrement théorique [mg/m?]

Figure I1.20. Comparaison entre le taux de recouvrement expérimental (Iexp ; calculé par I’Eq. 10, Partie
III, p. 208) et théorique (I'théorique; calculé par ’Eq. 19, p. 146) des NCs clickées. La ligne pointillée

représente la premiere diagonale

Pour conclure, le mécanisme de formation du recouvrement hydrophile en dextrane en
surface des NPs de PLA se produit comme suit. Pendant la sonication, la phase organique
(contenant du CH2Clz, du PLA et du M810) est dispersée sous forme de nano-gouttelettes
suspendues dans I’eau qui sont rapidement couvertes par une couche dense du dextrane
modifié. Une grande majorité des chaines hydrophobes latérales de ce tensioactif se trouve en
contact direct avec D’interface phase organique/eau. L’évaporation du CH>Cl> induit la
contraction volumique de nano-gouttelettes ce qui résulte en un encombrement stérique des
chaines de dextrane présentes en surface des gouttelettes. Dans le cas des objets non-clickés,
cette contraction volumique augmente la densité de la couche superficielle de dextrane
jusqu’a la valeur maximale située entre 2,8 et 3,5 mg/m? (pour DexN3-23), ce qui est en bonne
cohérence avec les résultats obtenus précédemment au LCPM en utilisant d’autres dérivés du
dextrane. Cette contraction volumique est accompagnée par la désorption de chaines DexN3
faiblement adsorbées (c’est-a-dire dont le nombre de points d’ancrage physique est peu élevé)

et/ou des chaines DexN3 simplement enchevétrées dans la couche superficielle de dextrane.

Dans le cas de NPs clickées, la réaction « click » peut commencer quand les fonctions
azide ou méthacrylate des chaines latérales des dextranes modifiés se mettent en contact avec

leurs fonctions antagonistes portées par le PLA a I’interface phase organique/eau. Grace a la
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formation des liaisons covalentes avec les fonctions alcyne ou thiol du PLA, les chaines du
dextrane restent irréversiblement immobilisées a la surface des NPs. Cet ancrage chimique
limite leur désorption lors de I’évaporation du CH2Cly, ¢’est-a-dire quand le volume de NPs se
contracte. Ainsi la densité superficielle augmente ce qui est confirmé par le taux de
recouvrement plus élevé que dans le cas des chaines de dextrane non-clickées. Cette densité
superficielle élevée est a lorigine de 1’¢longation des boucles de dextrane, due a
I’encombrement stérique, ce qui est observée par une augmentation de Apz. Ainsi, on
remarque une corrélation directe entre le ['exp et le Apz, ¢’est-a-dire plus la densité superficielle

en dextrane est élevée, plus I’épaisseur du recouvrement est grande (Figure I1.21).
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Figure I1.21. Variations du taux de recouvrement en dextrane (DexN3-23) (I'exp) en fonction de 1'épaisseur
du recouvrement (Apz) obtenue a partir de valeurs de potentiel Zéta ({). Les erreurs expérimentales

correspondent a la déviation standard calculée grace a I’Eq. 4 (Partie II1, p. 205)

III. STABILITE COLLOIDALE

La stabilité colloidale d’une dispersion de NPs dans le milieu aqueux, c’est-a-dire leur
résistance contre 1’agrégation, est un parametre crucial a prendre en compte pour des
applications envisagées. Cette stabilité est fortement liée a la structure de surface des
particules ainsi qu’a la concentration en électrolyte dans le milieu. Elle résulte d’un équilibre
délicat entre des attractions de van der Waals et des forces répulsives (soit stériques, soit
électrostatiques) entre les particules™. Afin de maintenir la bonne stabilité du systtme
colloidal, les forces répulsives doivent étre suffisamment fortes. Il existe plusieurs moyens
d’assurer la stabilité colloidale de NPs, mais un recouvrement hydrophile et neutre peut

permettre d’assurer cette stabilité. Ce recouvrement est tres important afin de conserver la
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stabilité colloidale de NPs, mais aussi dans certains cas pour les protéger contre I’adsorption
en surface de molécules indésirables comme certaines protéines par exemple lorsqu’il s’agit

des applications biomédicales’® 7.

Compte-tenu des applications visées de nos NCs dans le domaine des traitements des
plans d’eaux, un autre parametre important a prendre en compte est la stabilité de ce

recouvrement hydrophile notamment en présence d’autres molécules tensioactives.

C’est pourquoi ces deux aspects ont ¢été successivement étudiés pour les NCs
précédemment synthétisées (stabilité colloidale en milieu salin et stabilité du recouvrement

hydrophile en présence d’un tensioactif compétitif).

IILI.1. Stabilité colloidale en fonction de la force ionique

La stabilité colloidale des nano-objets a été étudiée par turbidimétrie (spectroscopie
UV-visible entre 450 nm et 650 nm) pour des suspensions de NPs dans des solutions aqueuses
de NaCl de différentes forces ioniques (voir Partie III, p. 213). La turbidité des suspensions
colloidales peut étre reliée a leur densité optique (DO). Celle-ci a donc été suivie en fonction
de la concentration en NaCl dans le milieu dispersant. Cette étude permet de détecter une

variation de la taille des particules et éventuellement leur floculation’®.

La stabilité colloidale de NSs du PLA recouvertes de dextrane a déja été étudiée par
notre équipe au LCPM?. C’est pourquoi, dans ces travaux de thése, nous nous sommes
particulierement intéressés aux cas des différentes NCs que nous avons préparées : avec une
réaction «click » soit de type CuAAC (NCs clickées CuAAC), soit de type thiol-ene
nucléophile (NCs clickées thiol-ene), sans réaction « click » (NCs non-clickées), clickées et
ensuite traitées par le SDS® (NCs clickées CuAAC_apres SDS et NCs clickées thiol-ene_apres
SDS) et NCs non recouvertes de dextrane (NCs nues') (Figure 11.22, Tableau I1.14).

¢ Pour plus de détails, voir le paragraphe suivant.

fPréparées avec 3 g/L de SDS au lieu de DexN3; dans la phase aqueuse initiale de la formulation.
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Figure IL1.22. Stabilité colloidale de NCs en présence de NaCl. Les NCs ont été préparées par le procédé
d’émulsion- évaporation solvant en utilisant 10%vol. de M810 dans la phase organique initiale et en
réalisant ou non in situ la réaction de chimie « click » CuAAC ou thiol-éne nucléophile (voir détails dans le

Tableau I1.14)

Tableau II.14. NCs utilisées dans les expériences de stabilité colloidale. Les NCs ont été préparées en
utilisant 10% vol de M810 dans la phase organique initiale, le PLA a-alcyne ou le PLA a-SH (25 g/L) et le
DexN3-23 ou le DexC=C-28 (5 g/L), respectivement

N° de Type de réaction . L. .

NCs <click » Conditions de la réaction « click » Remarques
1 Thiol-éne nucléophile 3,3 éq. HexAm/SH, 1 éq. DTT/SH -
2 Thiol-éne nucléophile 3,3 éq. HexAm/SH, 1 éq. DTT/SH Traitées par SDS
3 CuAAC 5,5 éq. CuSOu/alcyne, 10 éq. AAsc/CuSOy -
4 CuAAC 5,5 éq. CuSOu/alcyne, 10 éq. AAsc/CuSO,  Traitées par SDS
5 Sans « click » — _
6 Sans « click » = Non recouvertes

Dans le cas des NCs clickées (quel que soit le type de réaction de couplage « click »)
ou non-clickées, les suspensions sont stables et aucune floculation n’est observée apres 1h de
mise en suspension dans des milieux salins de concentration variant entre 10 et 4 mol/L en
NaCl (Figure I1.22). Au contraire, dans le cas des NCs nues, une floculation des NCs est
observée pour des concentrations en NaCl supérieures a 102 mol/L. Cette floculation se
traduit par une chute du d(log DO)/dA versus concentration en électrolyte (Figure 11.22). La
déstabilisation du systeme est liée au fait que les charges négatives présentes a la surface des
NCs non-recouverts (provenant des fonctions carboxyle du PLA et qui sont a 1’origine de

répulsions électrostatiques) sont écrantées par 1’addition d’électrolyte. Une floculation est
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ainsi favorisée lorsque I’on augmente la force ionique du milieu. Au contraire, dans le cas de
NCs recouvertes de dextrane (clickées ou non-clickées), une bonne stabilité colloidale est
observée méme aux plus fortes concentrations en sel. Elle provient du recouvrement
hydrophile en dextrane qui est suffisamment dense pour assurer cette stabilité grice aux
répulsions stériques qui s’ajoutent aux répulsions électrostatiques des charges de surface. Ce
comportement a déja été observé pour des NSs? et permet de confirmer la présence du
dextrane en surface des NPs. Nos résultats sur les NCs confirment de plus que la présence de

I’huile a I'intérieur des NPs ne perturbe pas leur stabilité colloidale.

II1.2. Stabilité du recouvrement en présence d’un tensioactif compétitif

Nous avons également étudié la stabilité du recouvrement en dextrane a la surface des
NCs en présence d’un tensioactif compétitif. D’une part, ces études nous ont permis de
vérifier si les chaines du dextrane clickées sont vraiment ancrées de facon irréversible a la
surface de particules. D’autre part, nous avons pu nous assurer de la stabilité de ce
recouvrement et donc, in fine de la stabilité de nos NCs dans des milieux contenant des

composés tensioactifs ou encore des protéines.

Pour cela, les suspensions de NCs ont été agitées pendant 24h en présence d’une
solution aqueuse containant 1% massique d’un tensioactif anionique, le dodécyl sulfate de
sodium (SDS). La désorption de polymeres par SDS a déja été étudié au LCPM? et dans la
littérature®> “°. Elle permet d’évaluer I’irréversibilité de 1’adsorption de polymeéres sur des
surfaces solides. Effectivement, ce tensioactif peut entrer en compétition avec les dérivés du
dextrane amphiphiles tensioactifs utilisés lors de la formulation de NCs et alors s’adsorber a
la surface des NCs. Apres contact avec le SDS, les nano-objets ont ensuite été lavés a 1’eau
Milli-Q, lyophilisés, puis dissous dans le DMSO-ds et enfin caractérisés par RMN 'H. Un
exemple de ces spectres RMN 'H obtenus dans le cas des NCs formulées avec le DexN3-23

est présenté sur la Figure I1.23.
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Figure I1.23. Comparaison des spectres RMN 'H (dans DMSO-ds) des NCs obtenues par émulsion-

évaporation de solvant avec le DexN3-23 comme stabilisant et en réalisant in sifu la réaction de chimie

«click » CuAAC (B) ou non (A). Les spectres sont comparés avant et apres traitement par le SDS (1%

massique en milieu aqueux)

Les résultats obtenus sont ressemblés dans le Tableau I1.15. Dans ces études, les NCs

élaborées avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale ont été comparées aux NSs,

puis nous avons comparé les NPs clickées aux NPs non-clickées.

Tableau I1.15. Comparaison des propriétés des NPs (obtenues par émulsion-évaporation de solvant, en

réalisant ou non in situ la réaction de chimie « click » CuAAC ou thiol-éne) avant et apres traitement par

SDS (1% massique dans le milieu aqueux)

Type de % vol | Rinitiar (avant SDS)® | Reinal (apres SDS) ® % Dex désorbé ©
N° X
NPs M810 ® | cyAAC | Thiol-éne | CuAAC | Thiol-éne | CuAAC | Thiol-éne
1 0 0,187 0,203 0,121 0,116 35 43
Clickées
2 10 0,334 0,254 0,240 0,130 28 49
3 Non- 0 0,061 0,023 0 0 100 100
4 clickées 10 0,189 0,084 0 0 100 100

(a) Pourcentage volumique de M810 initialement introduit dans la phase organique (volume total de la phase

organique = 1 mL).

(b) Ratio molaire unité glucopyranose dextrane/unité de répétition PLA (Dex/PLA) évalué par RMN 'H (voir Eq.
9, Partie 111, p. 207).

(c) Calculé a I’aide de |’équation suivante: % Dex désorbé = (1 — M) -100

initial
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Dans le cas de NPs préparées sans réaction «click » et quel que soit le dérivé du
dextrane (DexN3-23 ou DexC=C-28) utilisé en tant que stabilisant de I’émulsion, on observe
sur le spectre RMN 'H des objets aprés traitement par le SDS la disparition des pics
caractéristiques du dextrane, notamment ceux des protons —OH et H anomere des unités
glucopyranose des dérivés du dextrane (entre 4,3 et 5,0 ppm, voir Figure I[.23A dans le cas
des NCs obtenus avec le DexN3-23). Ceci témoigne de la désorption totale de la couche de
dextrane a la surface des NPs (entrées 3 et 4, Tableau II.15). Au contraire, dans le cas de NPs
clickées, quel que soit le type de chimie « click » et quel que soit le type d’objets (NCs ou
NSs), le recouvrement en dextrane est beaucoup plus stable. Dans le cas des NCs clickées
CuAAC (ou thiol-ene) seulement 28% (a 49%), respectivement, du dextrane initialement
présent dans le recouvrement des NCs avant traitement par SDS sont désorbés (Tableau 11.15,

entrée 2). Les résultats sont similaires dans le cas de NSs (Tableau II.15, entrée 1).

Cependant, quel que soit le type d’objets clickés (NCs ou NSs), cette désorption
partielle de chaines de dextrane par le traitement au SDS ne réduit pas leur stabilité colloidale

en milieu salin (cas des NCs — Figure 11.22, paragraphe précédent, p. 150).

Enfin, on observe que, dans le cas des NPs clickées par chimie « click » CuAAC, le
% click® reste inchangé méme apres le traitement par le SDS. Ainsi, pour des NCs clickées, le
% click est entre 70 et 68% avant et apres le traitement par le SDS, respectivement. Ceci
prouve que seules des chaines du dextrane physiquement adsorbées ou enchevétrées entre
elles-mémes, ou encore sur des chaine de dextrane clickées a la surface ont été éliminées par
traitement par le SDS. En revanche, celles accrochées chimiquement (grace a une réaction
« click ») restent immobilisées en surface de NPs. Ces résultats semblent étre prometteurs en
terme de stabilité de la couche superficielle de dextrane lorsque cette derniere est liée de facon

covalente a la surface de NPs par rapport a une simple adsorption physique.

¢ Pour rappel : Dans le cas de la réaction CuAAC, le % click est évalué par rapport aux fonctions alcyne ayant
réagi (Chapitre II, Paragraphe 1.2., p. 113). Dans le cas de la réaction thiol-ene, le % click est évalué par rapport
aux fonctions méthacrylate ayant réagi (Chapitre II, Paragraphe II.1.1.2., p. 123). Dans ce cas, ce % click ne peut
pas étre déterminé apres traitement par le SDS : comme nous 1’avons observé précédemment (Chapitre II,
Paragraphe 11.1.2., p. 127), il y a effectivement des problémes d’évaluation du T du DexC=C (par RMN 'H) apres
lavages des NPs) probablement en raison de I’élimination d’un certain nombre de chaines DexC=C lors des

lavages.
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De plus, nous nous sommes interrogés sur I’éventuelle influence de 1’efficacité de
I’ancrage chimique du dextrane au PLA, c’est-a-dire I’influence du % des réactions « click »
sur la quantité du dextrane désorbée (Figure I1.24). Pour cette étude, nous nous sommes
limités a des NSs préparées avec du DexN3-23 en tant que stabilisant. La réaction « click »
CuAAC réalisée dans différentes conditions catalytiques nous avait permis d’obtenir des %
click variés. Ces résultats montrent que méme un % click peu élevé (~ 8%) est suffisant pour
empécher la désorption de 60% du dextrane en surface et d’assurer une relativement bonne
stabilité du recouvrement en DexNs (60% du DexNj3 reste donc immobilisé a la surface du
PLA). Cette bonne stabilité du recouvrement superficiel vient certainement du fait que méme
un petit nombre de liaisons covalentes est suffisant pour ancrer le dextrane de facon

irréversible au PLA et donc aux NPs (voir une représentation schématique sur la Figure 11.25).

100 ¢
80
60
40 -

20 +

% Dextrane désorbé

% click

Figure I1.24. Influence de 1'efficacité de la réaction « click » (% click) sur la désorption du DexN3-23 dans
le cas de NSs préparées par procédé d’émulsion-évaporation de solvant dans des différentes conditions

catalytiques. La tendance probable est indiquée par la ligne pointillée

DexN,

PLA a-alcyne

Figure IL.25. Représentation schématique de I’immobilisation chimique d’une chaine de DexNs a la

surface de NPs de PLLA dans le cas d’un couplage « click » CuAAC entre un PLA a-alcyne et un DexN3
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Pour conclure, les résultats présentés dans ce paragraphe confirment que la réaction
« click » permet d’améliorer nettement la stabilité du recouvrement en dextrane et que cette

bonne stabilité est assurée méme par un faible nombre de points d’ancrage chimique.

IV. MORPHOLOGIE DES NANO-OBJETS

IV.1. Analyse thermique (MDSC)

Dans la suite de nos travaux sur la caractérisation des NCs, nous avons voulu étudier
la compatibilité entre tous les composants constituant nos NCs, a savoir le PLA, le dextrane et
le M810. Pour cela, des analyses de Calorimétrie Différentielle a Balayage Modulé (MDSC)
ont été réalisées. Apres avoir analysé chaque composant séparément, des mélanges entre les
composants (PLA/M810, PLA/dextrane, M810/dextrane) dans des proportions similaires a

celles des NCs finales ont €té étudiés.

Afin d’évaluer tout d’abord la miscibilité PLA/dextrane, les thermogrammes MDSC
d’un mélange des deux composants a une composition similaire a celle dans les NCs finales
ont été analysés et comparés a ceux du PLA commercial (PLAcomm) et du DexN3 (Tableau

I1.16).

Tableau II.16. Résultats des analyses MDSC du DexN3 M810 et PLA comm (35 000 g/mol) et des mélanges
DexN3/PLAcomm et DexN3/M810. Les valeurs données sont moyennées sur le 2¢™ et le 3*™ cycle de
chauffage (voir Partie IIL, p. 213). L’erreur expérimentale sur les températures de transition est de +1°C
sauf pour des échantillons contenant du DexNi. Pour ceux-ci, le saut correspondant a la Ty était tres peu

visible et donc I’erreur est plus grande (donnée dans le tableau)

N° C;)’I;l:;s,igﬁl;:e Feomposant 1® Feomposant 2 @ T, [°C] T¢ [°C]
1 DexNj3 100 0 18616 -
2 PLAomm 100 0 53 -
3 M810 100 0 - 4
4 DexN3/PLA comm 19 81 53;195+4
5 DexN3/M810 15 85 19545 —4

(a) Pourcentage massique (% m).
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Le thermogramme du mélange DexN3/PLAcomm 19:81 (m/m) fait apparaitre deux
températures de transition vitreuse (Tg) correspondant a celle du PLAcomm et celle du DexNs.
En effet, les valeurs de ces Ty sont similaires a celles des Ty des composants purs (a 1’erreur
expérimentale pres ; comparer I’entrée 4 avec 1 et 2). Dans le cas d’un mélange DexN3/M810
15:85 (m/m), en plus d’une transition correspondant a la Ty du DexNs, il apparait un
phénomene de fusion (Tr) vers -4°C. Cette Tt correspond a celle du M810 (comparer I’entrée
5 avec 1 et 3). Ces deux analyses confirment donc bien que le dextrane n’est miscible ni au

PLA ni au M810.

Concernant les mélanges PLA/M810, ceux-ci ont été réalisés avec les différents types
de PLA utilisés (PLAcomm, PLA a-alcyne ou PLA a-SH) et avec un ratio massique PLA/M810
égal a 20:80. Ce ratio correspond a celui dans les NCs finales formulées avec 10% vol de

MS810 dans la phase organique initiale et qui sont nos objets de référence.

Selon les résultats présentés dans le Tableau II.17, on note que les T, observées pour
des mélanges PLA/M810 (entrées 3, 6 et 9) sont plus basses que la Tg du PLA correspondant
utilis€é dans le mélange (entrées 2, 5, et 8, respectivement). Par exemple pour le mélange
PLAcomm/M810, la Ty est abaissée a 45°C contre 53°C pour le PLAcomm pur. De plus, quel que
soit le PLA, on observe un phénomene de fusion pour chaque mélange avec une Tt vers -4°C

caractéristique du M810.

Tout ceci témoigne de la miscibilité partielle entre les différents PLA et le M810.
Ainsi, dans chaque mélange, il existe deux phases (I'une contenant le M810 pur et l'autre
contenant du PLA plastifié par du M810). Si I'on admet que la T expérimentalement obtenue
suit la loi de Fox*! (Equation 20), c’est-a-dire le PLA et le M810 sont entierement miscibles
dans cette derniere phase, la proportion du M810 plastifiant le PLA peut étre évaluée a 1'aide
de la Ty expérimentale. On obtient ainsi une fraction du M810 plastifiant le PLA égale a

environ 3 — 4% m quel que soit le type de PLA dans ce mélange (20:80 m/m).

1 Fpolymere + F plastifiant [20]
Tg Tgpolymere TYplastifiant

avec : Fpoiymere €t Fplasiifians — fractions massiques du polymere (ici le PLA) et du plastifiant (ici
le M810), respectivement,

Tgpoiymere — température de transition vitreuse du polymere (exprimée en K),
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Tgpiasiifian: — température de transition vitreuse du plastifiant (exprimée en K). Cette

derniére peut étre déterminée a partir de 1’équation suivante®*: T, =

correspond a la température de fusion du plastifiant.

8

2T
Tf avec Ty

Tableau II.17. Résultats des analyses MDSC des PLA (PLAcomm 35 000 g/mol, PLA a-alcyne 4 000 g/mol,

PLA a-SH 3 100 g/mol), du M810 et de leurs mélanges. Les valeurs données sont moyennées sur le 28™ et

le 3*™ cycle de chauffage (voir Partie III, p. 213). L’erreur expérimentale sur les températures de

transition £1°C

N° | Composition de I’échantillon Fpra © Fusio © T, [°C] | T:[°C]
1 M810 100 0 - —4
2 PLA comm 100 0 53 -
3 PLAcomn/M810 19 81 45 -5
d] pemmdade | 0o | w |
5 PLA a-alcyne 100 0 45 -
6 PLA a-alcyne/M810 23 77 37 -3

ické (a)
| fodieonaes | no e |
8 PLA a-SH 100 0 43 -
9 PLA a-SH/M810 23 77 34 —4
0 NCs clickées thiol-eéne®™ - - 0 _3
(PLA a-SH + M810)

(a) % Click évalué par rapport aux fonctions alcyne = 64% (Eq. 10, Chapitre I, p. 113).
(b) % Click évalué par rapport aux fonctions C=C = 23% (Eq. 11, Chapitre II, p. 124).

(c) Pourcentage massique (% m).

Afin de confirmer ces résultats, nous les avons comparés aux thermogrammes des

échantillons de NCs lyophilisées correspondant aux différents mélanges utilisés (comparer les

entrées 4 et 3, Tableau II.17). Des résultats similaires concernant la miscibilité partielle

PLA/M810 ont été obtenus pour les NCs non-clickées (entrée 4 versus 3, Tableau I1.17).

Cependant, pour les échantillons de NCs clickées (quel que soit le type de couplage « click »)

(entrées 7 et 10, Tableau I1.17) les T, observées correspondent aux Ty des PLA purs utilisés

dans ces formulations. Ainsi, par exemple pour les NCs préparées avec la réaction CuAAC, la

T, de 46°C est identique (2 I’erreur expérimentale pres) a celle du PLA a-alcyne seul (45°C).
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Dans cet échantillon, le fait d’accrocher le PLA au dextrane devrait entrainer une
augmentation de la T du produit par rapport a la Ty du PLA non-clické a cause de la moindre
mobilité des chaines PLA dans le copolymere dextrane-g-PLA alors formé. Cependant, il faut
noter qu’en plus du copolymere, cet échantillon de NCs contient également du PLA n’ayant
pas réagi (% click = 64%). Quand ce dernier est mélangé avec du M810 (PLA a-alcyne/M810
(23:77 m/m), il est plastifié par le M810 a 3% m comme le montre I’expérience n°6 (Tableau
I1.17). Ainsi la diminution de la T, par rapport a celle du PLA dans le cas des NCs clickées
due a sa plastification par le M810 est compensée par 1’augmentation de la T provenant de la
formation du copolymere dextrane-g-PLA. Ceci peut expliquer pourquoi au final la T,

moyenne des NCs ne varie pas par rapport a la T, du PLA de départ.

Pour conclure, les résultats MDSC présentés dans ce paragraphe mettent en évidence
la non-miscibilité ou une tres faible miscibilité (dans le cas des mélanges PLA/M810) entre
tous les composants constituant nos objets (i.e. dextrane, PLA et M810) dans des proportions
correspondant a celles dans les NCs finales. Ceci semble indiquer que chaque composant tend
a se séparer des deux autres, induisant ainsi une ségrégation de phases nécessaire pour la

formation de NCs.

En effet, le PLA, s’il est initialement soluble dans la phase organique (dans les
proportions M810/CHCl; utilisées), se sépare du M810 au cours de 1’évaporation de son bon
solvant (CH2Cl2) et migre progressivement a l’interface pour y réagir avec le dextrane
correctement fonctionnalisé. Les dérivés amphiphiles du dextrane (le DexNj3 et le DexC=C),
quant a eux, ne sont solubles ni dans le M810 ni dans le CH>Cl. IIs restent donc hors de la
phase organique tout au long du processus. Mais grace a leurs propriétés amphiphiles, ils
peuvent s’adsorber a I’interface huile/eau. Ils se retrouvent alors en surface des objets formés
assurant leur stabilité colloidale (voir Paragraphe III.1, p. 149) et écrantant leur charge de
surface (voir Paragraphe IL.1, p. 141). Ainsi, dans le cas ou du M810 est employé, nous

imaginons des NPs présentant la morphologie représentée sur la Figure I1.26.
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Recouvrement hydrophile
(Dextrane)

Ceeur liquide (M810)
Ecorce polymere hydrophobe

(PLA non-clické et clické + 3% m M810)

Figure I1.26. Nanocapsule clickée a écorce PLA, cceur M810 et recouverte de dextrane

Cependant, tous ces résultats étant des preuves indirectes de la morphologie cceur
liquide/écorce solide de NCs, nous avons voulu observer ces NCs par Microscopie

Electronique a Transmission (MET).

IV.2. Analyses MET

Des analyses MET a basse température (cryo-MET) ont été effectuées sur trois types
d’objets précédemment préparés en suspension dans I’eau : NSs (Figure I1.27a), NCs non-
clickées (Figure I1.27b) et NCs clickées par réaction CuAAC (Figure 11.27c). Rappelons que

les NCs ont été préparées avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale.

Figure I1.27. Micrographies cryo-MET des NPs en suspension dans I’eau : a) NSs, b) NCs non-clickées, c)
NCs clickées par réaction CuAAC. Les NCs ont été préparées avec 10% vol de M810 dans la phase

organique initiale

Ces images cryo-MET confirment la sphéricité des objets et les valeurs de leur
diametres moyens précédemment estimés par granulométrie (110, 180 et 150 nm
respectivement pour les NSs, les NCs non-clickées et les NCs clickées). Cependant, en raison

du manque de contraste suffisant entre le coeur huileux (M810) et I’écorce de PLA, la
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morphologie de type cceur/écorce des NCs n’a pas pu étre prouvée par cette méthode. Nous
avons alors utilisé un agent de contraste, le tétraoxyde d’osmium (OsQO4), connu pour se fixer
sur les insaturations. Nous espérions alors qu’il s’adsorbe sur la triple liaison du PLA a-
alcyne n’ayant pas réagi et ainsi améliore le contraste. Malheureusement, il n’a
vraisemblablement pas réussi a pénétrer dans les objets déja formés pour réagir avec les
chaines PLA a-alcyne qui s’y trouvaient, si bien qu’aucune différence de contraste n’a été

observée.

C’est pourquoi, nous nous sommes tournés vers 1’utilisation de 1’ultramicrotomie a
basse température (cryo-ultramicrotomie). Cette méthode permet de réaliser des coupes
ultrafines (60-65 nm) des objets apres les avoir emprisonnés dans une résine. Ces coupes
peuvent étre ensuite observées en MET classique. Le procédé de préparation de I’échantillon
pour la coupe nécessite de fournir des objets sous forme solide (Iyophilisés). Ainsi, deux types
de particules ont été préparés : les NCs clickées (préparées avec 10% vol de M810 dans la
phase organique initiale) et les NSs. Les NPs lyophilisées ont ensuite été emprisonnées dans

une résine appelée Epofix.

La comparaison des images des deux types de NPs, d’une part des NCs (Figure 11.28a)
et d’autre part des NSs (Figure I1.28b) a mis en évidence deux morphologies différentes. Une
structure cceur/écorce pour les NCs et une structure pleine pour les NSs. Cependant, les objets
observés, qu’il s’agisse de NSs ou de NCs, sont de tailles beaucoup plus élevées que celles
déterminées par granulométrie laser (110 et 150 nm respectivement pour les NSs et les NCs)
ou observées par cryo-MET sans couper les échantillons (Figure 11.27). Le gonflement de ces
objets peut étre lié au mode de préparation des échantillons et plus précisément a la résine

Epofix employée, ce qui a déja été rapporté dans la littérature®.

Figure I1.28. Micrographies MET aprés la coupe des NPs lyophilisées : a) NCs clickées préparées avec
10% vol de M810 dans la phase organique initiale, b) NSs
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Faute de temps, nous n’avons pas pu poursuivre nos investigations. A 1’avenir, il serait
intéressant de réaliser d’autres analyses qui pourront prouver la morphologie coeur/écorce de
nos NCs sans modifier leur taille. Des cryofractures peuvent étre envisagées afin de mieux
observer I’intérieur des objets ou I’introduction d’un agent fluorescent permettant d’ameliorer
le contrast entre le coeur huileux et 1’écorce polymeére. Eventuellement des analyses de
diffusion de neutrons pourraient permettre de moduler le contraste entre les constituants de

I’objet en utilisant par exemple des solvants deuterés.

V. CONCLUSIONS DU CHAPITRE

e Dans ce chapitre, nous avons montré que les objets colloidaux obtenus sont de diametres
submicroniques. Les NCs sont néanmoins plus grosses que les NSs ce qui provient de
I’encapsulation d’huile a I’intérieur des objets en plus du PLA et conduit a ’augmentation

de leur volume.

e Les travaux menés précédemment au LCPM ont montré que les dérivés amphiphiles du
dextrane pouvaient s’adsorber a I’interface huile/eau et notamment a la surface des NPs. La
présence de cette couche neutre en dextrane a la surface des NPs élaborées au cours de
cette these a été mise en évidence grace aux mesures de la mobilité électrophorétique des
objets dispersés dans les solutions de NaCl de concentrations variables (de 10 2 102 M).
Ainsi, les charges négatives de surface des NPs sont écrantées plus rapidement par un
milieu salin si les NPs ont été formulées avec des dérivés amphiphiles du dextrane (NPs
recouvertes) par rapport aux NPs nues. A partir de ces résultats, le potentiel Zéta () des
NPs a pu étre estimé, puis 1’épaisseur du recouvrement en dextrane (Apz) des NPs a pu étre
calculée. Cette derniere variait entre 13 et 28 nm pour des NPs non-clickées et clickées,

respectivement.

e Nous avons déterminé par RMN 'H le taux de recouvrement (Iexp) des NPs préparées en
utilisant comme tensioactif deux dérivés du dextrane différents (le DexN3-23 ou le
DexC=C-28). Les résultats obtenus avec le DexN3-23 pour des NPs non-clickées variaient
entre 2,8 et 3,5 mg/m?. Ceci est cohérent avec les I'exp Obtenues précédemment au LCPM
pour d’autres dérivés tensioactifs du dextrane. Cependant, les I'exp des NPs préparées avec

du DexC=C-28 comme tensioactif (de 0,8 a 1,3 mg/mz) restaient significativement

inférieures. Ceci provient probablement de 1’affinité moins importante du PLA avec des
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chaines latérales hydrophobes du DexC=C plus courtes (a 4 carbones) par rapport a celles
du DexN3 (a 6 carbones). Au contraire, une augmentation significative de Lexp a été
observée quel que soit le type des NPs clickées, indépendamment du dextrane utilisé

(jusqu’a 9,4 mg/m? dans le cas de DexN3-23 et a 10,3 mg/m? pour DexC=C-28).

e La présence du dextrane en surface des NPs a également été indirectement prouvée par
I’amélioration de la stabilité colloidale par rapport aux NPs non-recouvertes en présence de

sel de concentrations variables (entre 10 4 2 mol/L).

e La stabilité du recouvrement hydrophile des NPs a été étudiée en présence d’un tensioactif
compétitif — le SDS. La comparaison des spectres RMN 'H des NPs non-clickées, avant et
apres le traitement par le SDS, a montré une désorption totale du dextrane, quel que soit le
dérivé amphiphile utilisé. Au contraire, dans le cas des NPs clickées, plus que 50% de
chaines dérivés du dextrane sont restées immobilisées a la surface des objets, quel que soit
le type de couplage « click » (CuAAC ou thiol-ene nucléophile). Ceci confirme 1’avantage
de fixer la couche externe de dextrane a la surface de NPs par liaison covalente par rapport

a une simple adsorption physique.

e [es analyses MDSC ont prouvé la non-miscibilité (ou la tres faible miscibilité) de
composants constituant les NCs (i.e. dextrane, PLA et M810) dans les proportions
correspondantes a celles dans les NCs finales. Ainsi, 1’évaporation du bon solvant du PLA
(CH2Cl2) au cours du processus d’élaboration de NCs provoque la précipitation du PLA a
I’interface huile/eau. Ce dernier se sépare du M810 et migre progressivement a 1’interface.
Ceci devrait permettre la formation des NPs de type capsule a cceur liquide et écorce

polymere solide.

e La morphologie cceur liquide/écorce solide des NCs a été prouvé ultérieurement par des
analyses MET réalisées apres les avoir coupées par cryo-ultramicrotomie. De plus, des
images cryo-MET, ont confirmé la sphéricité des objets et les valeurs de leur diametres

moyens précédemment obtenus par granulométrie.

Dans le chapitre suivant, nous allons présenter les résultats d’encapsulation d’une
substance active modele pour notre application au sein des NCs et du suivie de sa cinétique de

libération.
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CHAPITRE IV

\

Cette these fait partie d’un projet visant a traiter des plans d’eau a 1’aide d’une
substance active (SA) algicide". Le but est de minimiser 1’emploi des composés écotoxiques
et de délivrer la SA de facon progressive et continue sur quelques jours. Dans ce cadre, notre
travail consistait a encapsuler une SA au sein de nos NCs, puis a étudier sa cinétique de

libération. Le gallate d’octyle (OG) a été choisi comme SA modele pour notre étude.

Nous avons montré dans les chapitres précédents qu’il était possible de préparer des
NCs a cceur huileux, écorce PLA et recouvertes de dextrane par un procédé d’émulsion-
évaporation de solvant couplé a une réaction de chimie « click » réalisée in situ a I’interface
des gouttelettes d’émulsion. Nous avons pu montrer comment la réaction « click » favorise la
stabilité et augmente la densité du recouvrement de dextrane en surface en liant chimiquement
ce dernier a I’écorce de PLA. Tout ceci assure une bonne stabilité aux NCs en milieu aqueux.
Méme si nous avions fait varier la teneur d’huile M810 dans nos NCs, celles élaborées en
utilisant 10% vol de M810 dans la phase organique initiale ont été choisies comme nos objets
de référence pour mener cette étude d’encapsulation/libération de SA. Ces NCs contiennent
déja une forte teneur en huile (M810/PLA m/m ~3,3) et ont été les plus étudiées dans le
chapitre précédent. De méme, la réaction de chimie « click » CuAAC catalysée par le systeme
CuSO4/AAsc a été la plus étudiée dans ces travaux de these et a donc été utilisée pour réaliser

les NCs avec la SA a Dintérieur.

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous présentons quelques généralités sur

I’encapsulation et libération d’une SA a partir des particules polymeres. Cette derniere peut

h Une SA algicide peut avoir un double effet : algicide — consistant a détruire la totalité des algues présentes dans

le milieu d’analyse, ou algistatique — consistant a arréter la croissance et/ou le développement des algues.
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étre modélisée de différentes facons pour des objets de morphologie et géométrie variées.
Nous nous sommes particulierement intéressés a des objets sphériques de type cceur
liquide/écorce polymere (capsules) et de matrice polymere (spheres). A la fin de cette

premiere partie, nous présentons la SA modele choisie dans ces travaux de these.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre, nous avons étudié tout d’abord la solubilité de
la SA dans notre formulation. Ensuite, la SA a été¢ encapsulée a I’intérieur des NCs clickées
par chimie «click » CuAAC. Ces dernicres ont été alors caractérisées en termes de
distribution de taille, de quantité de SA et de M810 encapsulés a I’intérieur, de taux de
recouvrement et d’efficacité du couplage « click ». Finalement, la cinétique de libération de la
SA a partir de ces NCs a été évaluée et comparée a la libération de la SA encapsulée au sein

de NSs clickées.

I. GENERALITES

I.1. Encapsulation d’une SA au sein de NCs

Les NCs a cceur huileux sont largement utilisées pour I’encapsulation de différentes
SA lipophiles (voir exemples dans la Partie I, Tableau 1.4, p. 18). Le taux de charge en SA et
I’efficacité d’encapsulation (EE) sont fortement influencés par la solubilité de la SA dans
’huile constituant le cceur de NCs*. Généralement plus la SA est soluble dans le cceur
huileux et plus le coefficient de partage de cette SA entre I’huile et la phase aqueuse est en
faveur de ce cceur, plus il est facile de I’encapsuler avec des efficacités élevées. Sila SA est a
la fois miscible au polymere, elle peut également étre dissoute dans 1’écorce. Ceci permet

d’augmenter la quantité totale encapsulée, mais aussi peut accélérer la cinétique de libération.

Cependant, si la SA est une huile elle-méme et qu’elle est utilisée en quantité
suffisamment élevée par rapport au polymere qui constitue 1’écorce, elle peut constituer le
ceeur de NCs. Dans ce cas, la non-perméabilité de 1’écorce polymere vis-a-vis de la SA est
cruciale pour augmenter I’EE, surtout s’il s’agit d’une huile volatile. Hofmeister et al.** ont
cherché a quantifier I’influence de 1’écorce polymere sur cette EE. La présence de 1’écorce
polymere protege la SA et assure une barriere contre sa diffusion a 1’extérieur. Cependant,
I’épaisseur de 1’écorce de NCs est généralement plus fine que celle des microcapsules. Aussi

la solubilité de la SA dans 1’écorce polymere des NCs doit étre faible pour assurer une forte
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barriere a la diffusion de la SA et donc faciliter son encapsulation. Les auteurs ont démontré
I’existence d’une relation linéaire entre un des paramétres de solubilité de Hansen! (&) (qui
traduit ici la solubilité de la SA (huile) dans 1’écorce polymere) et I’efficacité d’encapsulation,

dans leurs systemes étudiés (Figure 11.29)%.
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Figure I1.29. Relation linéaire entre ’efficacité d’encapsulation et un des parameétres de solubilité de

Hansen (8},) pour la SA (huile) dans I’écorce polymére et efficacité d’encapsulation*

Ainsi, plus la valeur du parametre de solubilité de Hansen &, est faible pour un
systeme donné, plus les interactions entre le cceur liquide et 1’écorce des NCs (polymere et
SA, respectivement) sont faibles et, par conséquent, plus I’efficacité d’encapsulation est

élevée (Figure 11.29).

I.2. Libération d’une SA a partir des NCs

Lorsque la SA est encapsulée a D'intérieur d’une capsule, il existe plusieurs
mécanismes de libération a partir de cette capsule. Ils peuvent étre répartis en deux grands

types*’ : (i) libération déclenchée et (ii) libération prolongée.

Dans le cas d’une libération déclenchée, les NCs sont dites « stimulables ». Elles sont
préparées de facon a libérer leur contenu par exposition a un stimulus externe. Ce dernier peut
étre par exemple un changement de pH, de température, de pression (mécanique ou

osmotique) ou encore 1’application d’ultrasons ou d’un champ magnétique.

! Solubilité de Hansen peut étre décrite par trois parametres : 8, 8, et &, basés sur des forces dispersives, des

interactions dipolaires et des interactions de type liaison hydrogeéne, respectivement*S.
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Dans le cas d’une libération prolongée, deux phénomenes fondamentaux peuvent étre
distingués : (i) la diffusion de la SA a travers I’écorce polymére et (ii) la dégradation
chimique de ’écorce de la capsule (Schéma I1.14). Dans le cas (i), la diffusion de la SA est
régie par le gradient de sa concentration entre I’intérieur de NCs et son milieu environnant
(lois de Fick, voir paragraphe suivant). Cependant, quand la SA est dispersée dans 1’écorce
polymére a 1’état solide, sa libération est précédée par sa dissolution dans 1’écorce. Cette
derniere se produit par infiltration du milieu de libération par capillarité au sein de 1’écorce.
Ainsi, la SA présente dans les pores de 1’écorce se dissout jusqu'a une concentration de
saturation’, ce qui lui permet de diffuser a travers le réseau poreux jusqu'a la surface de la
capsule, puis dans le milieu extérieur. Dans le cas (ii), la dégradation de I’écorce polymére
peut se faire par exemple par son hydrolyse en milieu acide ou basique (par exemple cas du
PLA) ou suite a I’action d’enzymes comme la dextranase (par exemple cas du dextrane). Ces
deux mécanismes peuvent se produire en méme temps et contribuer tous les deux a la

libération de la SA mais selon les cas, I'un des deux peut étre prépondérant.

vécorce
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Schéma I1.14. Mécanismes principaux de libération prolongée de la SA a partir d’une capsule polymére

Afin de mieux contrdler la libération de la SA a partir des capsules polymeres, divers
paramétres peuvent étre ajustés** *® tels que la taille des capsules, la nature du polymeére
(polarité) et la morphologie (porosité et épaisseur) de 1’écorce, la solubilité de la SA dans
I’écorce et dans 1’huile qui constitue le cceur de capsules, et éventuellement la solubilité de la

SA dans le milieu environnant (par exemple dans ’eau).

Généralement, plus la particule polymere est grande, plus la libération de la SA est
lente*®. De plus, dans le cas des capsules, une augmentation de 1’épaisseur de 1’écorce

polymére et une diminution de sa porosité peuvent également retarder la libération de la SA**:

J Solubilité maximale du soluté dans le milieu environnant.
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50 Cette épaisseur peut étre modulée par la quantité du polymere utilisée dans la formulation
initiale, tandis que la porosité peut étre influencée par exemple en ajustant la vitesse de
I’évaporation du solvant volatil lors du procédé d’émulsion-évaporation de solvant ou par une

réticulation du polymere constituant 1’écorce.

Le coefficient de partage de la SA trés en faveur du cceur huileux par rapport au milieu

environnant peut également ralentir sa libération>® 3!

. Le milieu extérieur peut étre la force
motrice permettant la libération de la SA mais aussi un parametre la limitant quand la SA y
atteint sa concentration de saturation. C’est pourquoi, afin d’éliminer son influence, les
cinétiques de libération sont généralement réalisées dans des conditions appelées « sink ». Ces
conditions correspondent a un milieu extérieur infiniment dilué, de sorte que la concentration
en SA dans le milieu extérieur soit toujours largement inférieure a sa saturation (< 20-30% de
sa solubilité maximale ou < 10% pour « perfect sink »). Ceci correspond d’ailleurs a une
libération dans des conditions ou un milieu extérieur est en permanence renouvelé (exemples

d’une application environnementale avec une introduction dans un cours d’eau ou d’une

application biomédicale avec une injection intraveineuse dans le milieu physiologique).

1.3. Modélisation de la cinétique de libération

Selon la géométrie de 1’objet encapsulant la SA, plusieurs modéeles de cinétique de
libération de cette derniere peuvent étre établis. Cependant, dans ces travaux de these, nous
nous intéresserons préférentiellement aux modeles de géométrie sphérique pour deux types

des objets : capsules a cceur liquide et spheres (particules matricielles).

Lorsque la diffusion de la SA a travers 1’écorce polymere (cas de capsules) ou la
matrice (cas de spheres) est le phénomene limitant, la loi de Fick (Equation 21) est la plus
souvent utilisée. Cette loi décrit le mécanisme de diffusion et de transport d’un soluté a
travers un réseau polymere. En dérivant la premiere loi de Fick, on obtient la seconde loi de
Fick (Equation 22) dont la solution donne le profil de concentration de la SA en fonction du

temps (t) et des ordonnées spatiales (X, y, z).

ac
F=-D=- [21]

avec : F —flux de la SA par unité de surface [mol/m?.s],
¢ — concentration de la SA diffusant [mol/m?],

D — coefficient de diffusion de la SA dans le polymére [m?/s].
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oc d%c |, 9%c |, 9?%c
7= PGet 5t i) [22]

Il est cependant possible de trouver des modeéles mathématiques plus simples®2. Si on
considere que la diffusion de la SA est I’étape cinétiquement déterminante (par rapport aux
autres phénomenes tels que dissolution ou dégradation), des hypotheéses suivantes peuvent

étre posées :

- Intégrité de I’écorce polymere tout au long de la cinétique (absence de trous, ruptures
ou déformations qui entraineraient la fuite de la SA).

- Concentration constante en SA a ’extérieur des NCs et proche de zéro (valable
notamment dans les conditions « sink »).

- Coefficient de diffusion D constant.

- Résistance au transfert massique au niveau de la couche de liquide du milieu de

libération négligeable.

Compte-tenu de ces hypotheses, différents profils de libération de la SA a partir des

particules sphériques peuvent étre obtenus (Figure 11.30)*.
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Figure IL.30. Réprésentation des différents profils de libération de la SA a partir des particules

polymeéres : capsules (A-D), sphéres (E) (Image inspirée de référence 47)

A partir de capsules polymeres on peut obtenir des cinétiques d’ordre 0 (profil A),
d’ordre 0 modifié (profil B et C) ou encore d’ordre 1 (profil D). La cinétique d’ordre O (profil
A) correspond a une vitesse de libération de la SA constante au cours du temps (voir cas 1, ci-

dessous). Ainsi, cette cinétique reflete une libération progressive et idéalement controlée.
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Dans le cas de cinétique d’ordre 1 (profil D) (voir cas 2, ci-dessous), la vitesse de libération
dépend fortement de la concentration en SA a un instant 7. Le profil B correspond a une
cinétique accélérée en début de libération par rapport a la cinétique A d’ordre 0, appelée effet
« burst ». Ceci peut notamment provenir de la présence de la SA dans I’écorce. Au contraire,
le profil C présente une cinétique ralentie au début par rapport au profil A. Ceci peut étre par
exemple lié a une SA présente a 1’état solide dans 1’écorce polymere ou dans le cceur. Dans ce
cas, le temps de latence au début de la cinétique correspond au temps nécessaire pour
dissoudre la SA et pour qu’elle diffuse a travers la membrane avant de se libérer dans le

milieu environnant.

Cas de capsules

Cas 1 (profil A, Figure 11.30) : La concentration en SA a l'intérieur de la capsule reste
constante. Cela est vrai lorsque la saturation de I’huile en SA est maintenue. Lorsque la
concentration de la SA décroit, le cas 2 (ci-dessous) s’applique. Pour une géométrie
sphérique, la cinétique de libération est d’ordre 0. La masse de la SA libérée a temps ¢ peut se
modéliser selon I’Equation 23.

__ AmDKCsror;

To—Ti

M, t [23]

avec: M; — quantité de la SA libérée a temps ¢ [g],
ro, ri —rayons externe et interne de la capsule [m] (voir Figure I1.31a),
C; — solubilité de la SA dans le cceur de la capsule [g/m?],
ro - ri — épaisseur de 1’écorce polymere de la capsule [m],
D — coefficient de diffusion de la SA a travers 1’écorce polymeére [m?*/s],
K — coefficient de partage de la SA entre le polymeére constituant I’écorce de la capsule
et I’huile constituant son cceur,

t — temps [s].

Cas 2 (profil B, Figure I1.30) : La concentration en SA a I’intérieur de la capsule varie au
cours du temps. Dans ce cas, la cinétique globale est d’ordre 1. La diminution de la

concentration de la SA dans le cceur est exponentielle au cours du temps (Equation 24).
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ﬁ=1—exp(—

3roDKt )
Moo

1i2(ro—17)

[24]

avec: M;, M, — quantit¢ de la SA libérée a temps ¢ et quantité totale encapsulée,

respectivement [g].

ro, ri — rayons externe et interne de la capsule [m] (voir Figure 11.31a),

D — coefficient de diffusion de la SA a travers 1’écorce polymére [m?/s],

K — coefficient de partage de la SA entre le polymere constituant I’écorce de la capsule

et ’huile constituant son ceeur,

t — temps [s].

Figure IL.31. Représentation de morphologies différentes des objets : a) capsule, b) sphere

Cas de spheres

L’équation 25 peut étre utilisée afin de modéliser la cinétique de libération de la SA a

partir des spheres polymeres si on se limite a la période de libération pendant laquelle la

quantité de SA libérée est <a 90%.

1
M, Dt \ /2 Dt
(2 —3=
Moo TR2 R2

N

[25]

avec: M;, M, — quantit¢ de la SA libérée a temps t et quantité totale encapsulée,

respectivement [g],

D — coefficient de diffusion de la SA a travers 1’écorce polymeére [m*/s],

R —rayon de la sphere [m] (voir Figure 11.31b),

t —temps [s].

I.4. SA modeéele choisie

Dans le cadre du projet BioCapTech dans lequel cette these s’inscrit, le pouvoir

algicide/algistatique de plusieurs SA a été testé. Plus particulierement, divers esters de I’acide
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gallique ont été envisagés (Tableau I1.18). Ces esters varient par la longueur de la chaine de

I’alcool utilisé lors de leur préparation.

Au cours de cette these, le gallate d’octyle (OG) a été choisi comme substance active
modele a encapsuler a I’intérieur de nos NCs. En effet, des études ménées dans un des
laboratoires partenaires du projet (Laboratoire FP Environnement situé a Merten en Lorraine)
ont démontré le pouvoir algistatique de 1’OG sur un type d’algues donné (détails
confidentiels) au bout de 24h et a faible concentration dans 1’eau. De plus, un effet algicide a

100% a été observé apres 24h a forte concentration en OG.

Par ailleurs, il est intéréssant de noter qu’en plus de ces propriétés
algicide/algistatique, ’OG possede également des propriétés antioxydantes. C’est pourquoi, il
est aussi couramment utilis€é dans les formulations cosmétiques, pharmaceutiques et

alimentaires. Il est aussi repertorié comme additif alimentaire sous le nom de E311%,

Tableau I1.18. Acide gallique et ses esters

Formule générale R Nom de la substrance
RO 0 H Acide gallique
CH»CHj3 Gallate d’éthyle
CH>CH,CH3 Gallate de propyle
HO OH (CH»),CH;3 Gallate d’octyle
OH (CH2)11CH3 Gallate de lauryle
II. RESULTATS

II.1. Solubilité de I’OG dans la formulation et dans les NCs

L’objectif était de solubiliser ’OG a l'intérieur des NCs. C’est pourquoi, afin
d’évaluer la quantité de I’OG a employer dans les essais d’encapsulation, il a été nécessaire de
déterminer au préalable sa quantité globalement dans la formulation initiale mais aussi dans

les NCs finales.

Afin d’évaluer la quantité d’OG globalement soluble dans les NCs, il faut tenir compte
de sa quantité maximale soluble dans le cceur huileux M810. Cette derniere a été évaluée a 46

mgoc/mLwmsio (voir Partie III, p. 208). L’OG est également miscible a I’écorce PLA jusqu’a
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50% massique. Cette miscibilit¢é maximale a été déterminée par des analyses MDSC des
mélanges PLA/OG en proportions variables (voir Partie III, p. 214). Ainsi, ’OG peut étre
dissous a la fois dans le coeur M810, mais peut également se solubiliser dans I’écorce PLA. 11
faut donc tenir compte de ces deux contributions pour préparer nos formulations initiales
(Tableau II.19). Notons que pour chaque expérience, la phase organique est de volume
constant et contient 0,1 mL de M810, 0,9 mL de solvant volatil et 25 mg de PLA. Ainsi, en
plus des 4,6 mg d’OG solubilisés dans le coeur M810, jusqu’a 25 mg d’OG pourrait étre
dissous dans le PLA (Tableau I1.19).

Tableau I1.19. Quantités d’OG potentiellement possibles a encapsuler dans les NCs et expériences a
réaliser selon le solvant organique volatil choisi. La masse de PLA utilisée dans la formulation est
constante et égale a 25 mg. Le volume de la phase organique est constant et égal a 1 mL (soit 0,9 mL

CH2ClL; et 0,1 mL M810)

Quantité d’OG dans I’écorce Quantité d°0G Masse totale OG Solvant volatil
Rapport mg OG/25 mg dissoute dans dans la formulation
PLA/OG (m/m) PLA @ M810 ® [mg] © CH:Cl; | AcOEt
100/0 0 4,6 + +
80/20 6,3 10,9 +/— +
4,6
70/30 10,7 15,3 - +
50/50 25 29,6 - +

(a) Correspond a la quantité de 1’OG miscible dans [’écorce des NCs en tenant compte de la colonne
précédente.

(b) Correspond a la quantité de 1I’OG soluble dans le volume de M810 utilisé dans la formulation initiale
d’élaboration de NCs.

(c) Correspond a la totalitée d’OG possible a dissoudre dans les NCs (4,6 mg dans le cour M810 + la quantité

miscible dans [’écorce PLA).

Cependant, comme nous voulions encapsuler la plus grande quantité possible de I’OG
dans les NCs, mais en le gardant toujours soluble, nous avons décidé¢ d’utiliser des
concentrations de 1’OG supérieurs a sa solubilité dans le coeur M810. Malheureusement,
toutes ces expériences ne sont pas réalisables en pratique car il faut aussi tenir compte de la
solubilit¢ de ’OG dans la phase organique initiale. Celle-ci dépend du solvant volatil
employé. Ainsi, I’emploi de CH2Cl; utilisé jusqu’a présent comme solvant volatil permet de
solubiliser seulement 10 mg d’OG par 1 mL de la phase organique initiale. C’est pourquoi,
nous avons également testé un autre solvant — 1’acétate d’éthyle (AcOEt). En effet, dans ce
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dernier cas, plus de 160 mg d’OG pouvaient étre dissous par 1 mL de la phase organique

initiale, ce qui est bien supérieur au cas du CH>Cl.

Pour conclure, cette analyse montre que le CH>Cl> n’est pas le solvant volatil le plus
approprié pour préparer des NCs contenant de I’OG en quantité suffisante a cause de sa faible
capacité a solubiliser la SA. Au contraire, 1’utilisation de I’AcOEt comme solvant volatil
permettra d’augmenter la quantité de I’OG utilisable dans nos formulations. C’est pourquoi
pour la suite de nos essais d’encapsulation, nous avons choisi d’employer I’AcOEt comme
solvant volatil dans la phase organique, méme si toute la premiere partie de ce manuscrit a

décrit des NPs réalisées en employant le CH>Cl> comme solvant volatil.

I1.2. Encapsulation de ’'OG

Le protocole de préparation des NCs contenant de I’OG a ’intérieur est similaire a
celui utilisé pour la préparation de NCs sans SA mis a part que le CH>Cl, a été remplacé par
I’AcOEt. Des quantités variables d’OG (de 0 a 25 mg) ont été solubilisées avec le PLA dans
la phase organique. La distribution de taille des NCs ainsi obtenues a été tout d’abord
déterminée par analyse de leurs suspensions par granulométrie laser. Ensuite, 1’analyse RMN
'H des NCs lyophilisées a permis d’évaluer les quantités de ’0OG et de M810 encapsulées a
I’intérieur des NCs mais aussi 1’efficacité de couplage « click » et le taux de recouvrement en

dextrane (I'exp).
I1.2.1. Distribution de taille des NCs

La Figure I1.32 présente la comparaison des distributions de tailles apres lavages de
NCs préparées avec différentes quantités d’OG initialement ajoutées a la formulation (de 0 a
15 mg OG). Leur diametre moyen en surface (d[3:2]) augmente notablement avec la quantité
d’OG introduit dans la phase organique initiale. Ainsi, le lot des NCs préparé sans OG
(NCAaO) présente le diametre d[3:2] plus faible (126 nm) tandis que le d[3:2] des objets NCal
et NCa2, obtenus avec 10 et 15 mg d’OG, respectivement, est plus élevé (172 et 204 nm,
respectivement). Ceci peut étre di a la redispersion de ces NCs qui n’est pas optimale entre
les étapes de lavages. Néanmoins, il faut noter que 1’on n’observe pas 1’apparition d’agrégats

de tailles microniques lors de ces étapes.
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Figure I1.32. Comparaison des distributions de tailles des NCs lavées et préparées avec des quantités
variables de ’OG (de 0 a 15 mg) dans la phase organique initiale (0,1 mL M810 + 0,9 mL AcOEt) et en
réalisant une réaction CuAAC in situ. DexN3-23 est utilisé comme stabilisant. Les diamétres entre

parentheses correspondent aux d[3:2]

Notons ici que les NCs formulées avec de I’AcOEt et sans OG (NCAOQ) présentent un
diametre (d[3:2] = 126 nm) légerement plus faible que celles obtenues en employant le
CH:Cl> dans les méme conditions (d[3:2] = 151 nm, voir Tableau II.12 du Chapitre III, p.
140).

I1.2.2. Efficacité d’encapsulation de la SA

Les NCs lyophilisées ont été dissoutes dans le DMSO-ds, puis caractérisées par RMN
'H (Figure 11.33). L’ajout de deux gouttes de D,O dans le tube est cependant nécessaire pour
améliorer la précision d’un pic de référence de I’OG (pic r vers 6,9 ppm) utilisé pour évaluer
la quantit¢ de ’OG dans 1’échantillon (grace aux Equations 26 ou 27). Ceci permet la
disparition des protons labiles tels que ceux dans les fonctions —OH des unités glucopyranose
(entre 4,3 et 5 ppm) (voir Partie III, Figure II1.7, p. 206 pour la comparaison des spectres sans
et avec D20). L’efficacité d’encapsulation de ’OG (EE) a I’intérieur de NCs peut quant a elle

étre donc calculée grace a ’Equation 28.

mg 0G /25 mg PLA = 212206 ria [26]
c'MurPLA
mg 0G/g objets = —2r/ZMoaMeLa . 10 [27]

AcMyrpLa-(MpLa+tmpysio)

avec : A, — aire du pic des protons aromatiques —CH de 1’OG situé vers 6,9 ppm,
A. — aire de pic des protons méthine du PLA situé vers 5,2 ppm. Cette aire est obtenue
a partir de ’aire totale du pic vers 5,2 ppm qui correnspond aux protons ¢ et aux

protons n du M810. La contribution de ces derniers est estimée grace a ’aire des
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protons m, o du M810 qui résonnent entre 4,0 et 4,3 ppm. Or les protons s de I’'OG
présentent un déplacement chimique dans cette méme zone. Aussi, 1’aire Amso+s €5t

Am+o+s_Ar)
b

elle-méme corrigée en tenant compte des protons s, d’ou: A, = Acyp — ( "

Moc — masse molaire de ’OG (282 g/mol),
M.,..pLA — masse molaire d’une unité de répétition du PLA (72 g/mol),
mpra — masse du PLA dans I’échantillon (0,025 g).

EE(%) = —0&finale , 100 [28]

Mmog initiale

avec : mog initiale — Mmasse d’OG initialement introduite,
moG finale — masse d’OG encapsulée dans les nano-objets évaluée par RMN 'H et a

I’aide de I’Equation 26.

HIS|)OSs = H o v H,0 omso | jru i+w
O 0., r
/ HO d+k|/ |
0=C N=N OH |
(H2C)s—N__}
\T/> ol k i .
o) mo—— A7
o | ALy
SR | |
o) o-0 ¢ |
n;"/ ! m+o+s [ ‘
\
r c+n (1
i o “ \
: i 1 1
1 1 1
1 i ] 1 | \
H 1 1 i ' | l [
I i i H
! i 1 1 I ‘ [ ‘ | |
1 1 “ 1 | | |
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1 1 \ I o | / | | “ |
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Figure I1.33. Exemple d’un spectre RMN 'H (DMSO-ds + 2 gouttes D20) des NCs PLA/OG

Cette analyse RMN 'H permet également d’estimer 1’efficacité de la réaction « click »
CuAAC, la quantit¢é de M810 encapsulée et le taux de recouvrement (I'exp) des NCs en

dextrane (Tableau 11.20).
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Tableau I1.20. Résultats d’encapsulation de ’OG dans les NCs préparées par le procédé d’émulsion-
évaporation de solvant avec une réaction « click » CuAAC (catalyseur CuSO4/AAsc, pour plus de détails
voir Chapitre II, Tableau IL.6, p. 116, échantillon NC3). Les expériences ont été effectuées au moins deux

fois (n > 2), sauf NC3

Masse | Masse OG Diamotre o
N oG encapsulée | EE [%] | Masse M810 | Ty [mg/m? d[3:2] [nm] cliZk
initiale [mg/g ®) [mg/g objets]©| objets] @ ) - -
[mg] objets] @

NCecraci2 0 - - 76949 4,240,5 151+10 69+4
NCa0 0 = - 756+19 2,01+0,1 126+11 79+1
NCal 10 63+13 64+11 757+10 2,840,3 172420 7311
NCa2 15 149+1 7145 649420 4,040,2 213+10 81+2
NCa3 25 208 63 672 n.d. n.d. 85

(a) Obtenue par RMN 'H (DMSO-ds +D;0) (voir exemple Figure 11.33) et calculée a l’aide de ['Eq. 27, p.174.

(b) Efficacité d’encapsulation calculée a ’aide de ['Eq.28, p.175.

(c) Calculée a l’aide de I’Eq. 8 (Partie 11, p. 207).

(d) Taux de recouvrement en dextrane calculé a l’aide de I’Eq. 10 (Partie 111, p. 208).

(e) Diameétre moyen en surface déterminé par granulométrie laser.

(f) Obtenu par RMN 'H (dans DMSO-ds + 2 gouttes D,0; sauf NC CH>Cl, — dans le DMSO-ds seul) et a [’aide
de I’Eq.10 (Chapitre II, p. 113).

L’efficacité¢ d’encapsulation (EE) de I’OG a I’intérieur de NCs se situe généralement
entre 60 et 70 % quelle que soit la masse d’OG employée initialement (NCal, NCa2 et NCa3,
Tableau I1.20). Ainsi, la quantit¢ de 1’OG encapsulée dans les NCs finales peut étre
augmentée en introduisant plus d’OG dans la formulation initiale : de 63 mg/g de NCs
(NCal) jusqu’a 208 mg d’OG/g de NCs (NCa3). De plus, comme cette quantité d’OG
encapsulée est supérieure a la solubilité de I’OG dans le M810 (46 mgoc/mL M810, voir
Paragraphe IL.1., p. 171), on peut supposer que 1’OG est réparti dans le cceur huileux mais

aussi dans 1’écorce des NCs dans tous les cas (NCal, NCa2 et NCa3).

Cependant, on note une diminution de la quantité du M810 contenues dans les NCs
lorsque la quantité d’OG augmente nettement (NCa2 et NCa3) bien que toutes ces
expériences aient été réalisées avec la méme quantité de M810 dans la formulation initiale.
Ces résultats sont en accord avec les observations visuelles réalisées lors de la préparation de

ces NCs : les surnageants récupérés lors des lavages étaient plus troubles dans le cas de NC2
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et NC3. Ceci n’était pas le cas en I’absence d’OG (NCa0) ou lorsqu’il a été utilisé en faible

quantité (NCal).

On peut également remarquer que le taux de recouvrement en dextrane (I'exp) des NCs
préparées en utilisant I’AcOEt comme solvant volatil (en I’absence d’OG) est inférieur au ['exp
des NCs élaborées avec du CH2Cly (NCaO versus NCchacr2). Ces résultats indiquent que les
propriétés des NCs sont fortement liées a la composition initiale de la formulation et

notamment aux propriétés du solvant volatil choisi dans la phase organique.

Enfin, P’efficacité de la réaction « click » (% click) pour tous les NCs préparées reste
élevée (~70 — 80%) et ne semble pas étre influencée par la présence de 1’OG dans la

formulation.
I1.2.3. Cinétiques de libération de la SA

Pour évaluer la cinétique de libération de I’OG a partir des NCs (réalisée a température
ambiante), le lot NCal (voir Tableau I1.20) préparé avec 10 mg de 1’OG introduits
initialement a été choisi a titre d’exemple. En plus de ces NCs et afin de pourvoir observer
I’influence de la morphologie des objets sur la cinétique de libération, nous avons également
préparé des NSs. Afin de limiter ’influence de la concentration de la SA a I’intérieur des
objets sur sa cinétique de libération, ces NSs ont été élaborées avec une quantité¢ de 1’OG
encapsulée par g d’objets équivalente a celle dans I’échantillon NCal. Les caractéristiques de

toutes ces NPs sont présentées dans le Tableau 11.21.

Tableau IL.21. Caractéristiques des NPs utilisées dans les expériences d’évaluation des cinétiques de

libération de I’OG. Les expériences ont été effectuées deux fois (n = 2)

Masse OG Masse OG .
o N .. . p | Diametre d[3:2]
N Type d’objets initiale encapsulée [mg/g | EE [%] [nm] ©
[mg] objets] @
NCal Nanocapsules 10 63113 64111 172420
NS Nanospheres 3,7 7148 48+5 11243

(a) Obtenue par RMN 'H (DMSO-ds +D20) (voir exemple Figure 11.33) et calculée a [’aide de 1'Eq. 27, p. 174.
(b) Efficacité d’encapsulation calculée a I’aide de I’Eq.28, p. 175.

(c) Diametre moyen en surface déterminé par granulométrie laser.

Afin de suivre les cinétiques de libération de I’OG a partir de ces NPs, des boudins de

dialyse ont été utilisés et placés dans un grand volume d’eau (voir Partie III, p. 215). Cette
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méthode implique la diffusion de la SA a partir des NPs vers le milieu extérieur (I’eau dans
notre cas) a travers la membrane de dialyse. Cette derniére assure une séparation entre la SA
libérée et celle encore présente a 1’intérieur des NPs. Comme indiqué précédemment (p. 167),
afin d’assurer que le milieu environnant ne soit pas limitant pour la diffusion de la SA, il a
été nécessaire de travailler dans des conditions « sink » (dans notre cas < 20% de saturation

du milieu extérieur en SA).

100 e R ——
_____________________________________ |/

80 ’/i/ T
EJ) /
\QLJ ,'" 4
8 60 .}
Q % ® NCs(172+20 nm)
o X *
X i1/ = NSs(112+ 3 nm)

20 |

0

0 5 10 15 20 25 30
Temps [h]

Figure I1.34. Cinétiques de libération de 1'OG a partir des NCs et NSs préparées par le procédé

d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction de chimie « click » CuAAC (n = 2). Le %0G
o_ t

libéré a été calculé selon Déquation suivante: %OG libéré = mo‘:ﬂ#- 100 ou myg°, mygt
0G

correspondent aux masses d’OG a temps initial et a temps ¢ calculées grace a I’Eq. 26, p. 174. Diametres

entre parenthéses correspondent aux d[3:2]

On note que tout I’OG encapsulé a I’intérieur des NCs ou des NSs est libéré au bout de
20h et 26h, respectivement (Figure 11.34). Cependant, la cinétique de libération de I’OG est
différente pour les deux types d’objets. La libération est plus rapide a partir des NCs qu’a
partir des NSs, malgré leur diametre plus important (172 nm pour NCs et 112 nm pour NSs).
Ceci provient vraisemblablement de morphologie différente de ces objets. Ainsi, en admettant
que la diffusion de la SA dans le polymere soit le facteur limitant la libération de la SA, la
plus faible épaisseur de polymere a traverser dans les cas des NCs explique la cinétique plus
rapide. Effectivement, dans notre cas 1’épaisseur de 1’écorce polymere dans les NCs, qui a pu
étre évaluée a partir des rayons externe (r,) et interne (r;) de la nanocapsule, est beaucoup plus
faible (~ 5 nm) que le rayon (R) de la nanosphere (~ 56 nm). r, et R sont égaux aux d[3:2]/2

pour les NCs et NSs, respectivement, tandis que le r; est estimé en tenant compte du volume
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d’huile encapsulée (voir Partie III, Eq. 15, p. 216). Ainsi, le systeme de type réservoir (NCs)
facilite la libération de la SA.

Nous avons ensuite appliqué les modeles de libération de la SA a partir de NCs et NSs
présentés dans le Paragraphe 1.3., p. 167 afin de pouvoir estimer les coefficients de diffusion
(D) de I’OG a travers I’écorce ou la matrice PLA (Tableau I1.22). Dans le cas des NSs,
connaissant leur rayon, on peut évaluer la valeur D comme variable ajustable de I’Equation 25
(p- 169) en ne corrélant que les premiers points pour lesquels le % OG libéré reste inférieur a
90%. Cependant, dans le cas des NCs, la modélisation des cinétiques de libération par
I’Equation 24 (p. 170) ne nous permet d’évaluer que le produit K x D ou K est le coefficient
de partage de la SA entre le polymere et I’huile. Il faut signaler que nous ne connaissons pas
ce coefficient K pour notre systeme SA/polymere/huile. Cependant, nous avons approximé la
valeur de K a ~107 a partir des valeurs que nous avons trouvées pour d’autres systémes
SA/polymere/huile (Tableau I1.23). Ceci nous a permis de proposer une estimation de la

valeur D pour nos NCs (Tableau 11.22).

Tableau I1.22. Résultats de détermination de coefficients de diffusion (D) de I’OG dans les NCs et NSs.

n.a. = non-applicable

N° Type d’objets K x D [m%s] @ D [m%s]®
NCa2 Nanocapsules 2,0x 1020 ~20x 10"
NS Nanospheres n.a. 1,3x10%

(a) Calculé par I’Eq. 24, p. 170.
(b) Pour NSs calculé par I’Eq. 25, p. 170 ; pour NCs D = ?(—If avec : K* - ordre de grandeur du coefficient de

partage de la SA entre le polymére et I'huile égal a 107 (selon le Tableau 11.23).

Tableau I1.23. Coefficient de partage du 4-nitroanisole entre le polystyréne et différents huiles™

Huile du cceur Hexadécane Diéther de n-butyle Isovalérate d’éthyle | 4-heptanone

K 52x103 4,4 x103 1,2x 103 9,6 x 1073

Le coefficient de diffusion (D) de I’OG dans la matrice PLA dans le cas de NSs est de
’ordre de 102 m?/s. Cette valeur est similaire a celle évaluée précédemment au LCPM pour
des NSs de PLA encapsulant une autre SA (la lidocaine)>*. Cependant, notre estimation de D
pour nos NCs est trois ordres de grandeur supérieure a celui des NSs (107! m?/s). Ceci semble

indiquer que I’OG diffuse plus rapidement dans 1’écorce des NCs que dans la matrice des
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NSs. Des résultats similaires ont été obtenus par Nordstierna et al.>®. Dans leurs travaux, les
valeurs de D étaient également supérieures dans le cas des microcapsules PMMA (~10"°
m?/s) par rapport 2 des microsphéres PMMA (~10"2° m?/s). L hypothése émise par ces auteurs
¢tait que le choix d’une huile (hexadécane) plastifiant le polymere (PMMA) permet
d’accélérer la libération de la SA (4-nitroanisole) en augmentant la flexibilité des chaines

polymeres et en rendant 1’écorce plus poreuse par rapport a des sphéres obtenues sans huile.

Dans notre cas, compte-tenu du fait que le D devrait étre constant pour un systeme
SA/polymere donné, nos résultats semblent indiquer que I’écorce PLA dans les NCs a
également été modifiée par rapport aux NSs. Il est possible que cette modification soit due,
comme dans le cas cité ci-dessus, a la plastification du polymere par 1’huile. Nous avions
effectivement montré précédemment (Chapitre III, Paragraphe IV.1., p. 155) par des analyses
de miscibilité par MDSC que le PLA est plastifié par 3% m de M810 dans son mélange
physique. Il est également possible que la variation de D observée pour les NCs et les NSs
soit due a un autre phénomene entrainant des différences dans la morphologie de la matrice

PLA dans ces deux cas.

III. CONCLUSIONS DU CHAPITRE

Nous avons réussi a encapsuler une SA algicide/algistatique modele — le gallate
d’octyle (OG) au sein de NCs. Ces dernicres ont été préparées par le procédé¢ d’émulsion-

évaporation de solvant couplé a une réaction de chimie «click » CuAAC en utilisant le

systeme catalytique CuSO4/AAsc.

Afin d’augmenter la solubilité de la SA dans la phase organique initiale, nous avons
étudié dans un premier temps la solubilité de la SA dans la formulation et a I’intérieur des
NCs. Le dichlorométhane (CH2Cl») utilisé jusqu’a présent comme solvant volatil s’est avérée
peu pertinant, aussi il a été remplacé par 1’acétate d’éthyle (AcOEt) qui est un meilleur

solvant de I’OG.

Dans un deuxieme temps, nous avons réalisé diverses formulations en solubilisant
différentes quantités de la SA dans la phase organique initiale afin de varier la quantité
encapsulée a I'intérieur de NCs. Nous avons ainsi observé que le diametre moyen d[3:2] de
NCs augmente avec la quantité d’OG initialement utilisée. L’efficacité d’encapsulation est de

I’ordre de 60 — 70% indépendamment de la quantité d’OG utilisée initialement. La quantité de
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I’OG chargée dans les NCs est supérieure a sa solubilité dans le cceur M810 ce qui suggere
que la SA doit alors étre répartie entre le coeur huileux et 1’écorce des NCs. Ainsi, nous avons
pu encapsuler jusqu’a 208 mg d’OG/g de NCs. En outre, 1’efficacité de la réaction « click »
pour tous les NCs préparées est élevée (~70 — 80%) et ne semble pas étre influencée par la

présence de I’OG dans la formulation.

Finalement, nous avons suivi la libération de I’OG a partir de ces NCs. Pour
comparaison, des NSs clickées ont été également préparées avec une quantité de 1’OG
encapsulée par g d’objets équivalente a celle dans les échantillons de NCs étudiées. Nous
avons observé la libération totale de ’OG au bout de 20h et 26h pour des NCs et NSs,
respectivement. De plus, nous avons observé une cinétique de libération de ’OG plus rapide a
partir de NCs qu’a partir de NSs malgré leur diametre plus important. Ces résultats ont montré
I’influence de la morphologie (cceur huileux/écorce polymére ou matrice polymeére) des nano-
objets sur la vitesse de libération de la SA. En utilisant les modeles théoriques de libération
d’une SA a partir des objets polymeres, nous avons pu estimer les coefficients de diffusion
(D) de I’OG dans 1I’écorce PLA des NCs et dans la matrice PLA des NSs. Le D estimé pour
des NCs est de trois ordres de grandeur supérieur a celui obtenu pour des NSs. Ceci témoigne
d’une modification de 1I’écorce PLA des NCs qui est certainement liée a la plastification du

PLA par I’huile constituant le cceur (M810).
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CONCLUSION GENERALE

De nombreuses méthodes d’¢laboration de nanocapsules (NCs) polymeéres existent et
peuvent €tre classées en trois groupes principaux : (i) ségrégation de phases entre le cceur
liquide et le polymere (généralement préformé ou formé in situ par polymérisation)
constituant au final 1’écorce de la NC. Ceci aboutit a la précipitation du polymere autour du
cceur liquide ; (i1) déposition (ou précipitation) d’un polymere en surface d’un nano-template

dur ou mou et (iii) réactions a I’interface liquide/liquide de nano-gouttelettes d’une émulsion.

Afin d’éviter certains inconvénients des méthodes précédemment citées, notamment le
risque d’avoir des traces de monomeéres résiduels souvent toxiques (cas d’une polymérisation
menée in situ durant le procédé), les procédures laborieuses nécessitant plusieurs lavages (cas
de I’adsorption couche-par-couche de polyélectrolytes de chargés opposées) ou encore les
problemes du contrdle de la morphologie des nano-objets (dans le cas notamment d’un
procédé utilisant une ségrégation de phases entre I’huile et le polymeére), il est possible de
combiner deux types de procédés. Ainsi, une réaction interfaciale, menée entre deux
polymeres préformés peut étre réalisée pendant 1’¢laboration des capsules par ségrégation de
phases. Dans ce cas, il peut étre intéressant d’utiliser la chimie « click » afin d’assurer un
couplage efficace entre ces polymeéres. Cependant, ce type de réaction a jusqu’ici été trés peu
employé a I'interface liquide/liquide. L’ objectif de cette thése était d’utiliser ce procédé de
couplage de polymeres a I’interface d’une émulsion par chimie « click » afin de préparer des
NCs biodégradables susceptibles d’encapsuler et de libérer une substance active (SA)
algicide/algistatique. A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude de couplage de
polymeres préformés a I’interface par chimie « click » permettant 1’élaboration des NCs a
ceeur huileux. Dans ces travaux, ces NCs sont constituées d’une écorce en polymere
hydrophobe (polylactide, PLA), d’un cceur liquide (Miglyol®810, M810) et sont recouvertes

d’une couronne hydrophile polysaccharide (dextrane). Elles ont été obtenues par le procédé
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N

d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction de chimie « click », soit de type

cycloaddition azide-alcyne catalysée par Cu (I) (CuAAC), soit thiol-ene.

Pour cela, nous avons dans un premier temps synthétisé et caractérisé les polymeres
précurseurs de ces réactions de chimie « click ». D’une part, des polylactides fonctionnalisés a
leur extrémité par une fonction X (appelés PLA-X) ont été obtenus. D’autre part, le dextrane a
été modifié par des chaines latérales hydrophobes comportant des fonctions Y susceptibles de
réagir avec les fonctions complémentaires des PLA. Ces dérivés sont notés Dex-Y. Selon le
type de chimie «click » envisagé, X et Y sont, dans le cas de la réaction CuAAC, une
fonction alcyne (PLA a-alcyne) et une fonction azide (DexN3), ou une fonction thiol (PLA a-
SH) et un méthacrylate ou un alcene (DexC=C ou DexCsC=C), dans le cas de la réaction
thiol-ene. De plus, grice a la présence de chaines latérales hydrophobes, ces dérivés du
dextrane Dex-Y ont montré une capacité a abaisser la tension superficielle air/solution
aqueuse ainsi que la tension interfaciale CH>Clz/solution aqueuse, ce qui leur permet de

stabiliser des émulsions huile-dans-eau (o/w).

Dans un deuxieme temps, nous avons cherché a optimiser les réactions de couplage
«click » entre ces composés, réalisées lors d’un procédé d’élaboration de nano-objets
polymeres par émulsion-évaporation de solvant, et menées a l’interface liquide/liquide de
I’émulsion. Pour réaliser cette réaction interfaciale, I’émulsion o/w a été préparée d’une part
avec une phase organique constituée d’un solvant volatil (CH2Cl2) mélangé ou non a 5 a 20%
vol d’une huile (M810) non-volatile et non-miscible au polymere (PLA a-alcyne ou PLA a-
SH). D’autre part, la phase aqueuse contenait un dérivé du dextrane approprié (DexNs,
DexC=C ou DexCsC=C). L’ajout de M810 dans la phase organique était nécessaire pour
obtenir des NCs a cceur liquide, tandis que son absence a abouti a la formation d’objets pleins
(nanospheres, NSs). En faisant varier différents parametres opératoires (puissance et temps de
sonication, nature chimique et quantité du catalyseur, quantité de M810) nous avons réussi a
lier le dextrane de fagon covalente a 1’écorce PLA des NCs a ’interface (CH2Cl> mélangé au
MS810)/eau en utilisant une réaction « click » soit CuAAC, soit thiol-eéne. Cette étude nous a

permis d’établir différents points :

e Dans le cas de couplage de type CuAAC, différents systemes catalytiques ont été testés
(CuBr, Cul et CuSOs4 associé a I’acide ascorbique (AAsc) en ajoutant ou non un ligand
lipophile (BPMODA). Le systeme catalytique CuSOs4/AAsc s’est avéré étre le plus

efficace. L optimisation des conditions opératoires nous a permis d’obtenir des NSs et des
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NCs avec 50% et 70%, respectivement, des fonctions alcyne ayant réagi. De plus, grace a
sa bonne solubilité dans ’eau, il s’est aussi révélé étre le catalyseur le plus facilement
¢liminable par traitement avec de ’EDTA. Les NCs ainsi purifiées ne contenaient que 15

ppm de cuivre résiduel.

e Dans le cas des réactions thiol-ene, la n-hexylamine a été utilisée en tant que catalyseur et
le dithiothréitol (DTT) a été ajouté pour empécher a la fois le recouplage éventuel entre les
fonctions —SH du PLA et la formation de ponts disulfure non-réactifs vis-a-vis de la double
liaison C=C. Ainsi, pour nos NCs élaborées avec 10% vol de M810 dans la phase
organique initiale, nous avons pu faire réagir jusqu’a prés de 30% des liaisons C=C avec

des fonctions —SH du PLA.

Dans un troisieme temps, nous nous sommes intéressés a caractériser les
nanoparticules (NPs) obtenues : NCs et NSs. Tout d’abord nous avons cherché a déterminer
les caractéristiques classiques de ces NPs : distribution de tailles, taux de recouvrement en
dextrane, épaisseur de ce recouvrement et la morphologie des NPs. Les objets colloidaux
obtenus sont de diametres submicroniques. Les NCs sont néanmoins plus grosses que les NSs.
Ceci provient de I’encapsulation d’une quantité d’huile plus importante a I’intérieur des objets

en plus du PLA, ce qui conduit a I’augmentation de leur volume.

Nous avons pu montrer que la réaction « click » favorise la stabilité du recouvrement
polysaccharide en présence d’un tensioactif compétitif (SDS) et augmente la densité de ce
recouvrement en surface en liant chimiquement le dextrane a I’écorce PLA. De plus, nous
avons confirmé les résultats obtenus précédemment au LCPM : le recouvrement hydrophile
des NPs par du dextrane améliore leur stabilité colloidale en présence de sel par rapport aux
NPs non-recouvertes. En outre, les analyses MDSC ont mis en évidence la non-miscibilité (ou
la tres faible miscibilité) des composants constituant les NCs, ce qui permet alors leur
séparation au cours de procéd¢ d’élaboration des NCs. Enfin, les analyses MET, réalisées
apres avoir coupé des NCs par cryo-ultramicrotomie, ont prouvé la morphologie coeur

liquide/écorce solide de nos NCs.

Finalement, nous avons étudi¢ 1’encapsulation de la SA modele (gallate d’octyle, OG),
puis sa libération a partir des NCs et des NSs. Si des encapsulations d’OG peuvent étre
réalisées en utilisant le CH>Cl> comme solvant volatil dans la phase organique, son

remplacement par 1’acétate d’éthyle (bon solvant de la SA) a permis d’augmenter la quantité
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d’OG soluble dans la formulation initiale. Ainsi, I’efficacité d’encapsulation est de 1’ordre de
60 - 70% par rapport a la quantit¢ d’OG initialement introduite, ce qui nous a permis de
charger ces NCs jusqu’a 208 mg d’OG/g de NCs. Le suivi de la cinétique de libération d’OG
a permis d’observer que tout I’OG encapsulé dans les NCs ou dans les NSs a été libéré au
bout de 20h et 26h, respectivement. Dans le cas des NCs, la libération s’est avérée étre plus
rapide que dans le cas des NSs, ce qui montre la forte influence de la morphologie des objets

(cceur liquide/écorce ou matrice polymere) sur la vitesse de libération de la SA.
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PERSPECTIVES

Ces travaux de thése ont montré qu’il est possible d’obtenir des NCs polyméres
potentiellement biodégradables a cceur huileux recouvertes d’une couronne hydrophile par le
procédé d’émulsion-évaporation de solvant. Nous avons pu effectuer un certain nombre de
caractérisation sur ces objets. Ainsi, nous avons prouvé que ce recouvrement hydrophile peut
étre densifié et que sa stabilité peut €tre améliorée en réalisant une réaction de couplage
covalent entre le polymére de 1’écorce et celui constituant le recouvrement. Les premiers
résultats d’encapsulation et de libération d’une SA a partir de ces NCs montrent le grand
potentiel de ce type de vecteur pour la délivrance des SA. Cependant, en raison d’un manque
de temps, nous n’avons pas pu approfondir ces études. Un certain nombre de points

intéressants peut étre énuméré:

e Optimiser les conditions opératoires de la réaction « click » thiol-éne a I’interface lors de
I’¢élaboration des NCs. Dans le cas des conditions nucléophiles, il pourrait étre envisagé de
tester d’autres catalyseurs, par exemple des phosphines. Dans le cas des conditions
radicalaires, il faudrait optimiser la quantité de photo-amorceur utilisé ainsi que le temps et

la puissance d’irradiation UV.

e Caractériser davantage la morphologie de NCs. Par exemple réaliser des cryofractures nous
permettrait d’observer les objets sans les emprisonner dans une résine et de résoudre ainsi
les problémes de gonflement. Il n’est cependant pas sur que les cryofractures permettent de
casser les NCs pour voir leur morphologie creuse. Des analyses par diffusion de neutrons
aux petits angles dans des solutions H2O/D>O de compositions variables pourraient nous
permettre d’élucider davantage la structure interne de nos objets, voire d’évaluer

I’épaisseur de I’écorce de nos NCs. De plus, I'introduction d’un agent fluorescent par
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exemple dans I’huile pourrait permettre de mieux observer la différence de contraste entre

le coeur et I’écorce des NCs.

e Augmenter encore la quantité de la SA modele encapsulée in fine dans les NCs. Pour cela,
il serait intéressant de tester d’autres huiles peu volatiles qui soient de meilleurs solvants
pour ’OG et/ou d’augmenter I’épaisseur de I’écorce polymére des NCs afin d’encapsuler

davantage d’OG.

e Tester ’encapsulation d’autres SA potentiellement algicides/algistatiques. Des expériences
préliminaires récentes avec une autre molécule algicide (confidentielle) et analogue a I’'OG
ont montré qu’il était possible de ’encapsuler dans les NCs élaborées au cours de cette
thése avec la méme efficacité que dans le cas d’OG. De plus, ces NCs ont montré un
pouvoir algicide notable des lors qu’elles sont utilisées en concentration suffisante dans le

milieu. Ces essais demanderaient a étre poursuivis plus avant.

e Tester la stabilit¢ des NCs au cours de temps dans le milieu d’utilisation. Il s’agirait de
déterminer la durée au bout de laquelle nos NCs se dégradent et de vérifier si cela ne

modifie pas les cinétiques de libération.

Enfin, ces travaux de recherches ouvrent la voie vers d’autres applications pour ces
NCs potentiellement biodégradables. Ainsi, suivant la nature de la SA hydrophobe
encapsulée, voire de I’huile utilisée, des applications pourraient étre envisagées dans le

domaine biomédical ou cosmétique par exemple.
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Partie III : Matériels et méthodes

I. MATERIELS

Le dextrane T4o (produit par la bactérie Leuconostoc Mesenteroides) est fourni par Sigma-
Aldrich. L’analyse de sa distribution massique par chromatographie d’exclusion stérique couplée a
une diffusion de lumiere multi-angle (SEC-MALLS) (éluant = DMSO + 0,1 M NaNOs) donne une
masse molaire moyenne en nombre (M) d’environ 26 000 g/mol et une dispersité (D) égale a 1.4.
Avant modification, il est séché pendant une nuit sous vide dynamique a 100°C, directement dans le
ballon réactionnel. Le D,L-lactide (Sigma-Aldrich) est recristallis€é deux fois dans du toluéne sec
(préalablement distillé sur CaH,), puis séché pendant une nuit sous vide dynamique a 25°C
directement dans le ballon réactionnel. L alcool propargylique (99%) fourni par Alfa Aesar est distillé
sous pression réduite en présence de CaH; puis stocké a 4°C dans un ballon sous atmosphere inerte. Le
disulfure de 2-hydroxyéthyle fourni par Aldrich est séché sur CaH,, filtré sous atmosphere inerte puis
stocké a 4°C dans un ballon sous atmosphere inerte. Le diméthyl sulfoxyde (DMSO), le
dichlorométhane (CH,Cl,) et le tétrahydrofurane (THF) dits « sec » sont séchés sur tamis moléculaire
apres ouverture.

Les réactifs suivants, fournis par Sigma-Aldrich-Fluka, sont utilisés sans purification
supplémentaire : ’azidure de sodium (NaNs), le 1,1'-carbonyldiimidazole (CDI), 1’anhydride
méthacrylique, 1’octoate d’étain (2-éthylhexanoate d’étain II, SnOcty), poly(D,L-lactide) o,®-
dihydroxy commercial (PLAcomm, M, ~ 35 000 g/mol, D = 1.3 déterminé par SEC-MALLS dans le
THF), le bromure de cuivre (CuBr, 99,9%), I'iodure de cuivre (Cul, 99.9%), le sulfate de cuivre
pentahydraté (CuSQOs, SH20), le sulfate de magnésium (MgSOs), I’acide L-ascorbique (AAsc, 99+%),
le dodécyl sulfate de sodium (SDS), le chlorure de sodium (NaCl), l'acide
éthyleénediaminetétraacétique (EDTA), le D,L-dithiothréitol (DTT), la 4-diméthylaminopyridine
(DMAP), le 1,1’-carbonyldiimidazole (CDI), le 2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone (DMPA). La
trié¢thylamine (Et:N) et la n-hexylamine (HexAm) sont stockées sur tamis moléculaires apres
ouverture. Le Miglyol®810 (M810, triglycéride d'acide caprylique (C8: 69,3%) et caprique (C10:
30,1%), densité = 0.94 g/cm?, taux d’humidité = 0,02%, viscosité = 28 mPA.s, solubilité dans le
CHxCl,: > 2 mL. M810/1mL CH>Cl,) a été offert par Cremer Oleo Division. L’eau déminéralisée est
produite par le systtme de filtration Milli-Q Plus (Millipore France). Le N, N-bis(2-
pyridylméthyl)octadécylamine (BPMODA) a été synthétisée selon la procédure décrite dans la

littérature .
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II. PROTOCOLES OPERATOIRES DE SYNTHESES

II.1. POLYMERISATION DU LACTIDE

Afin d’assurer le contrdle de la polymérisation, il faut opérer dans des conditions strictes pour
éviter toute trace d’eau, d’oxygene ou d’impureté protonique. C’est pourquoi la verrerie utilisée lors
de ces travaux est séchée et flambée sous vide dynamique. De méme, les polymérisations sont
effectuées sous atmosphere inerte. Le toluene est distillé une premiere fois sur CaH et il est stocké
sous atmosphere inerte et sur un agent desséchant (polystyryl lithium). Juste avant la polymérisation, il
est a nouveau distillé sur paroi froide. Le monomere D,L-lactide (D,L-LA) est recristallisé deux fois
dans du toluene sec (10 g du lactide dans 20 mL de toluene), puis filtré. Ensuite, il est introduit dans
un bicol préalablement conditionné et pesé, puis séché sous vide a 25°C pendant une nuit. Le produit

est repesé le lendemain pour connaitre la masse exacte du monomere sec.

II.1.1. PLA a-alcyne (Schéma III.1)

o)
__HO™Z o
i I SnOctg toluéne H(/ W/”i;ox\

100°C, 18h, sous Ny

Vi

Schéma IIL.1. Synthése du PLA a-alcyne par polymérisation par ouverture de cycle du D,L-lactide catalysée par

SnOct: et amorcée par 1’alcool propargylique

Exemple de la synthése du PLA a-alcyne 1 (voir Partie II, Chapitre I, Tableau II.1, p. 94)

31 mL de toluene fraichement distillé sur paroi froide sont transférés par une canule flambée,
sous N, dans un bicol contenant 7,6 g du D,L-LA sec (soit 4,1 mL de toluéne pour 1g de D,L-LA).
Ensuite, 3,8 mL de la solution de 1’alcool propargylique a 0,661 mol/L (2,53 x 10 mol) dans le
toluene sec sont introduits. Le mélange est porté a 100°C. Puis, 3,9 mL de la solution de SnOct; a
1,95x102 mol/L (7,59 x 10 mol) dans le toluéne sec sont ajoutés dans le réacteur de fagon 2 obtenir le
rapport molaire R = [SnOct]/OH égal a environ 0,03. La réaction est conduite a 100°C pendant 18h

sous N statique.

La polymérisation est arrétée par ajout de quelques gouttes d’éthanol acidifi¢ par de I’acide
acétique et un prélevement du milieu brut est effectué, puis analysé par RMN 'H (dans CDCls) afin de
déterminer la conversion en monomere (Figure III.1, Equation 1). La conversion est ainsi obtenue en
comparant les aires respectives des signaux correspondant aux protons méthyne du PLA (A., vers 5,2

ppm) avec ceux du monomere (A;, vers 4,9 ppm). Puis, le systeme est refroidi dans un bain de glace.
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Le polymere est solubilisé dans du THF, précipité deux fois par de I’éthanol froid et enfin séché sous

vide dynamique a 40°C.
Conversion (%) = -100 [1]
Ac+Aq
40 . o ° ° 2 toluéne d
1
" TN I I
2 O (0]
d : ﬂ
|
2
\
| c
‘ ‘V
L
f I ‘ EtOH
1 EtOH y |
_ il e _ / - Ji
55 5.0 4:5 4.0 35 3‘.0 2‘.5 2‘.0 115 1.0 ppm‘

Figure IIL.1. Spectre RMN 'H (CDCI3) du milieu réactionnel brut (avant purification) dans le cas de la synthése du
PLA c-alcyne 1

1.0

£ 05

0.0

T T T T T T
150 200 250

Volume d’élution [mL]

Figure III.2. Exemple d'un chromatogramme SEC-MALLS, détection réfractométrique, éluant THF (PLA a-alcyne ;
M,,=3900 g/mol, D =1,2)

I1.1.2. PLA o-SH

I1.1.2.1. Synthése de PLA-SS-PLA (Schéma II1.2)

(0]
O’\/S\S’\/OH
H%O O/\/S\S/\/O O>H
SnOctg, 120°C n n
(e}

14h30, sous N»

Schéma II1.2. Synthése du PLA-SS-PLA par polymérisation par ouverture de cycle du D,L-lactide catalysée par
SnOct: et amorcée par le 2-hydroxyéthyl disulfide
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Exemple de la synthése du PLA-SS-PLA 1 (voir Partie II, Chapitre 1, Tableau II.1, p. 94)

0,45 mL (3,64 x 10 mol) de 2-hydroxyéthyl disulfide (séché sur CaH,, puis filtré sous N»)
sont transférés par une seringue flambée, sous N, dans un bicol contenant 10,9 g de D,L-lactide sec.
Ensuite, 2,6 mL de la solution de SnOct; a 4,28 x 10”2 mol/L dans le toluéne sec (1,092 x 10 mol)
sont ajoutés dans le réacteur de facon a obtenir le rapport molaire R = [SnOct:]/OH égal a environ
0,03. Le ballon réactionnel est mis sous vide pour environ 2 min afin d’enlever le toluéne, puis il est

remis sous N». La réaction est conduite a 120°C pendant 14h30 sous N statique.

La polymérisation est arrétée par ajout de quelques gouttes d’éthanol acidifié par de 1’acide
acétique et un prélevement du milieu brut est effectué, puis analysé par RMN 'H (dans CDCls) afin de
déterminer la conversion en monomere (Equation 1, p. 193). Le polymere est solubilisé dans du THF,

précipité deux fois par de 1’éthanol froid et enfin séché sous vide dynamique a 40°C.

I1.1.2.2. Réduction du PLA-SS-PLA (Schéma III.3)

O DTT, flux No O
THF, 50°C, 24h
o) s o) }H 50°C, Qo SH

(0]

Schéma II1.3. Réduction du PLA-SS-PLA avec du DTT

Exemple de ’expérience dans des conditions optimales (voir Partie II, Chapitre I, Tableau II.2, entrée

1, p. 96)

3g de PLA-SS-PLA (4,76 x 10 mol) sont solubilisés dans 30 mL de THF (soit 10 mL de THF
pour 1g de PLA) dans un bicol et la solution est dégazée pendant 30 min sous flux de N». Ensuite, 3,7
¢ de DTT (soit 50 éq. par rapport aux ponts -SS- du PLA; 2,38 x 10 mol) sont introduits via un
entonnoir dans le ballon réactionnel sous flux de N,. Le milieu est laissé sous agitation, a 50°C,

pendant 24h et sous faible flux de No.

Le milieu réactionnel est concentré par distillation sous pression réduite. Puis, le polymere est
précipité deux fois par de I’éthanol froid dans un volume au moins 10 fois plus important que le

volume de la solution du polymere et séché sous vide dynamique a 30°C.
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II.2. MODIFICATION DU DEXTRANE
I1.2.1. Dex-azide (DexN3) (protocole repris des travaux précédents menés au LCPM?)

I1.2.1.1. Synthése de ’acide 6-azidohexanoique (adapté de la réf.? ; Schéma 111.4)

DMSO

HOOC-(CH2)5-BI‘ + NaN3 RT. 4h

HOOC'(C H2)5'N3 + NaBr

Schéma I11.4. Synthese de 1'acide 6- azidohexanoique

8,17 g d’azidure de sodium (0,126 mol, soit 1,22 €q./COOH) sont solubilisés dans 250 mL de
DMSO. 20,1 g d’acide 6-bromohexanoique (0,103 mol) sont ajoutés progressivement. La réaction se

poursuit sous agitation pendant 4h a température ambiante.

La purification du produit se fait par extraction liquide/liquide. Tout d’abord, 250 mL de 1’eau
acidifiée par HCI (pH = 3) sont ajoutés au milieu réactionnel. La phase aqueuse est extraite 3 fois avec
200 mL du CHCl,. Puis, la phase organique est lavée 2 fois avec 200 mL de 1’eau acidifi¢e a pH = 3.
Finalement, la phase organique est séchée avec du MgSO; et filtrée sur le coton. Le CH.Cl, est
éliminé par évaporation sous pression réduite a 25 °C (attention, ne pas trop chauffer, car risque de
formation d’un composé explosif*). Le produit est séché sous vide dynamique a température ambiante.
Le produit final (rendement = 96%) est analysé par RMN 'H aprés sa dissolution dans le CDCls
(Figure II1.3). Il contient une certaine quantité du DMSO. Sa teneur dans le DMSO (de 72% massique)

peut étre alors calculée de ’Equation 2 :

(Af+Ab +Ac+Ap+Aq):10-Mge N3

Yomye ys = 100 [2]
ac.N3 (Af+Ap+ActAc+Ag):10-Mgc N3+ AcH3 DMS0:6°"MpMso
P
CH;L)MSO
HOOC-CH,- CH,- CH,- CH,- CH, -N,
a b c d e f
0 b
4 f
HiC” “CHy
c,e
DMSO
d
‘ |
L CHCl, |
/a |
s \
== L‘ .J,lJU ,Jj
""" " 1 s s 7 & s a3 2 oom

Figure II1.3. Spectre RMN 'H de I’acide 6-azidohexanoique dans CDCl3
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I1.2.1.2. Synthése de ’ester activé de I’acide 6-azidohexanoique (Schéma IIL.5)

0 @) )
N7 THFEDOM - 7 N7 S (CHo)s-Ng + N7 7 NH +CO
HOOC-(CH,)s-N N _— 2)5-N3 + 00,
(CHels N + \/’ \\/ RT, 2h, flux Ny N\¢l \—/
CDI

Schéma IIL.5. Synthése de I’ester activé de I’acide 6-azidohexanoique

Afin d’éliminer toute trace d’eau, la verrerie est mise a 1’étuve et purgée sous No. 19,4 g de
1,1’-carbonyldiimidazole (CDI) (0,120 mol, soit 1,3 €q./COOH) sont mis en suspension dans 250 mL
d’un mélange THF/CH»Cl, (1:1; v/v) secs, sous circulation de N». 14,5 g d’acide 6-azidohexanoique
(contenant du DMSO résiduel, soit 0,079 mol d’acide pur) sont mélangés avec 13 mL du mélange
THF/CH,CI; (1:1; v/v) sec, et ensuite introduits goutte-a-goutte dans le milieu réactionnel sous N». La

réaction se poursuit pendant 2h30 sous agitation et sous faible flux d’azote a 40°C.

Une fois la réaction terminée, la majorité des solvants est éliminée sous pression réduite. Le
produit est ensuite dissous dans 50 mL de CH,Cl,, puis le milieu réactionnel est rapidement lavé 2 fois
a 100 mL d’eau. La phase aqueuse obtenue est lavée 2 fois a 100 mL du CH,Cl,. La totalité des phases
organiques est alors lavée rapidement 2 fois a 1’eau, séchée sur MgSO; et finalement filtrée sur papier
filtre. Le CH2Cl, est évaporé sous pression réduite et le produit est séché a température ambiante sous
vide dynamique pendant 1h. Le produit final (rendement = 96%) est analysé par RMN 'H (dans le
CDCls, Figure II1.4) puis stocké a -20 °C.

a o
N7 N7 CH,-CH,-CH,-CH,y-CHy-Ny
=, b cd e f f b
|t
C
a a3 |a, e
CH,Cl, THF )
\\
( | 1
. l |
| | |
) _JUJG /
S o, S s
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 3 1.0 ppm

Figure IIL.4. Spectre RMN 'H de I’acide 6-azidohexanoique activé par ’imidazole dans CDCl3
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I1.2.1.3. Réaction du dextrane avec I’acide 6-azidohexanoique activé (Schéma III.6)

(6]
DMSO
N N//\NJ\(CHz)s'NS o HO 0 . NTNH
o L 50°C, 48h | \_/

oH | o
=AY o O%
n
(CHy)5-

Schéma II1.6. Réaction du dextrane avec I’acide 6-azidohexanoique activé

Exemple de la synthese (cas de DexN3-23)

10 g de dextrane sec (6,17 x 102 mol d’unités glucopyranose (notées par la suite u.g.) sont
dissous dans 100 mL de DMSO sec (soit 10 mL de DMSO pour 1 g de dextrane) sous agitation et en
chauffant 1égérement. 3,1 g d’acide 6-azidohexanoique activé (1,49 x 10 mol, soit 0,24 éq./u.g.) sont
ensuite introduits dans le ballon réactionnel. En variant la quantité d’acide activé utilisé, il est possible
d’obtenir des DexN3 avec différents taux de substitution en chaines -N3. La réaction se poursuit sous
agitation pendant 48h a 50°C. Le produit est précipité deux fois par de 1’éthanol froid, filtré et enfin

séché sous vide dynamique a 30°C.

I1.2.2. Dex-méthacrylate (DexC=C) (adapté des travaux menés précédemment au LCPM®;

Schéma II1.7)
(0]
o Q Q DMSO o
HO — . o DMAP/EtsN Hﬂ o + OH
HO OH 50°C, 20h, sous Ny 0 ;\
(@) 0 0

Schéma II1.7. Réaction du dextrane avec I’anhydride méthacrylique

Exemple de la synthése (cas de DexC=C-28)

1,1 g de dextrane sec (6,79 x 10~ mol d’u.g.) sont dissous dans 20 mL de DMSO sec (soit 18
mL de DMSO pour 1 g de dextrane) sous agitation et en chauffant 1égerement. Une solution
catalytique DMAP/Et:N est ensuite préparée par dissolution (en chauffant 1égérement sous flux de N»)
de 128 mg de DMAP (1,04 x 102 mol, soit 0,05 éq./OH) dans 8,8 mL de triéthylamine (Et;N, 6,28 x
102 mol, soit 3 éq./OH). La solution catalytique DMAP/Et;N est transférée dans le ballon réactionnel a
l’aide d’une seringue. Ensuite, 0,2 mL de ’anhydride méthacrylique (1,40 x 10 mol) sont ajoutés

dans le ballon réactionnel a I’aide d’une seringue flambée. En variant la quantité d’acide activé utilisé,
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il est possible d’obtenir des Dex-C=C avec différents taux de substitution en groupes méthacrylate. La

réaction se poursuit sous agitation, sous N> statique, a 50°C pendant 20h.

Le produit obtenu est précipité deux fois par de 1’éthanol froid, filtré et enfin séché sous vide

dynamique a 30°C.

I1.2.3. Dex-alcene (DexCsC=C) (adapté des travaux précédemment menés au LCPM®)

I1.2.3.1. Syntheése de I’ester activé de ’acide hex-5-énoique (Schéma III.8)

i i o
/\/\)j\ CHQClz /\/\)I\ +
OH + N LN AT 20 fuxh, l\\;\/N + N7 NH + CO,

Schéma I11.8. Synthese de I’ester activé de I’acide hex-5-énoique

Afin d’éliminer toutes traces d’eau, la verrerie est mise a I’étuve et purgée sous N». 4,3 g de
CDI (2,63 x 102 mol, soit 1,5 éq./COOH) sont mis & 38 °C en suspension dans 100 mL de CH,Cl, sec
sous flux de N> et a 38°C. Ensuite, 2,1 mL d’acide hex-5-énoique (1,75 x 10 mol) dissous dans 5 mL
de CHCl; sec, sont introduits goutte-a-goutte dans le milieu réactionnel sous N». Le bain chaud est
retiré et la réaction se poursuit pendant 2h sous agitation & température ambiante et sous faible flux de

N>.

Une fois la réaction terminée, le milieu réactionnel est lavé rapidement 2 fois avec 25 mL
d’eau, puis la phase aqueuse est lavée 2 fois avec 50 mL de CH>Cl,. La totalité des phases organiques
est lavée avec 100 mL d’eau, séchée sur MgSO, et filtrée sur papier filtre. Le CH>Cl, est évaporé
lentement a température ambiante sous pression réduite. Le produit final est analysé par RMN 'H

(dans le CDCls, Figure II1.5) puis stocké a -20 °C.

a a3 a, fig b d c

i
|
' CH,Cl,
\

Figure IIL.5. Spectre RMN 'H de I’acide hex-5-énoique activé par I’imidazole dans CDCls
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I1.3.2.2. Réaction du dextrane avec I’acide hex-5-énoique activée (Schéma II1.9)

O
o o~ DMSO -0 2~
T T i
OH O
O) o o
n n
(CH2)3

Schéma II1.9. Réaction du dextrane avec ’acide hex-5-énoique activée

Exemple de la synthése (cas de DexCsC=C-21)

5,12 g de dextrane sec (3,21 x 10> mol d’u.g) sont dissous dans 52 mL de DMSO sec (soit 10
mL de DMSO pour 1 g de dextrane) sous agitation et en chauffant légerement. 1,17 g d’acide hex-5-
énoique activé (7,13 x 107 mol, soit 0,22 éq./u.g.) sont ensuite introduits via une seringue sous N». En
variant la quantité d’acide activé utilisé, il est possible d’obtenir des DexCsC=C avec différents taux
de substitution en chaines alceéne. La réaction se poursuit sous agitation pendant 48h & 50°C et sous N»
statique. Le produit est précipité deux fois par de 1’éthanol froid, filtré et enfin séché sous vide

dynamique a 40°C.
I1.3. PREPARATION DES NANO-OBJETS

I1.3.1. Nano-objets clickés

I1.3.1.1. Chimie « click » CuAAC (Schéma II1.10)

| DexN;-23 + H,0 Ii

+ CuBr ou Cul

(poudre) a) Analyse granulométrique
PLA a-alcyne +
CH,CI, + M810 ® 2. Evaporation T
ou 3 du CH,CI,
— Emulsion o/w NSs ou NCs
DexN,-23 + H,0 + 1. Sonication 3.EDTA
AAsc (solution dans 4. Lavages Lyophilisation
Peau)
b)
+CuS0, Analyse RMN 'H

(solution dans I’eau)

PLA a-alcyne +
CH,CI, + M810 +
BPMODA

N

Schéma II1.10. Préparation des NSs ou des NCs par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une

réaction de chimie « click » CuAAC en utilisant différents catalyseurs: a) CuBr ou Cul, b) CuSO4 (xBPMODA)/AAsc
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11.3.1.1.1. Utilisation de CuBr ou Cul comme catalyseur

25 mg de PLA a-alcyne (4 000 g/mol ; 6,25 x 10°° mol) sont dissous dans une phase organique
composée de (1-x) mL de CH»Cl, et x mL. de M810 (x = 0 dans le cas des NSs et x = 0,1 pour des
NCs). En parallele, 50 mg de DexN3-23 (6,05 x 10 mol de fonctions N3) sont dissous dans 10 mL
d’eau Milli-Q saturée par du CH>Cl; puis cette solution est dégazée sous N, pendant 30 min. La phase
organique est ensuite ajoutée dans la phase aqueuse, puis 5,5 éq. par fonctions alcyne (3,44 x 107 mol)
de CuBr (soit 5 mg) ou de Cul (soit 6,6 mg) sont introduits. Le mélange est préémulsifié a I’aide d’un
vortex pendant 40s sous flux de N». Ensuite, le mélange est émulsifié en utilisant la sonde a ultrasons
Vibracell en mode pulsé et en présence d’un bain de glace (120 s, puissance 45 ou 180 W).
L’émulsion est transférée dans un cristallisoir de 50 mL puis le CH,Cl, est évaporé pendant 2h dans
une étuve ventilée & 37°C sous agitation modérée a 65 tours par minute (= 65 rpm). Ensuite, des NPs
sont centrifugées (10 000 rpm, 30-50 min, 15 °C), le surnageant est enlevé et des NPs sont
redispersées dans 5 mL d’eau Milli-Q a ’aide d’un bain a ultrasons (environ 10-15 min). La procédure
est répétée encore deux fois. Finalement, des NPs sont caractérisées par granulometrie puis

lyophilisées pour I’analyse RMN 'H.

I1.3.1.1.2. Utilisation de CuSO4(xBPMODA)/AAsc

25 mg de PLA o-alcyne (4 000 g/mol ; 6,25 x 10 mol) sont dissous dans une phase organique
composée de (1-x) mL. de CH,Cl, et x mL de M810 (x = 0 dans le cas des NSs et x = 0,05 ; 0,1 ou 0,2
pour des NCs). Si nécessaire, 1 éq. d¢ BPMODA par mol de Cu(II) (soit 2,8 mg, 6,20 x 10°® mol) est
ajouté. En parallele, 50 mg de DexN3-23 (6,05 x 107 mol de fonctions N3) sont dissous dans 10 mL
d’eau Milli-Q saturée par du CH>Cl, puis cette solution est dégazée sous N, pendant 30 min. Environ
10 min avant la fin de dégazage, 10 €q. d’AAsc par mol de CuSO; (soit de 0,1 a 0,6 mL de la solution
aqueuse d’AAsc a 0,57 mol/L) sont introduits. La phase organique est ensuite ajoutée dans la phase
aqueuse, puis de 1 a 5,5 éq. de CuSO; par fonctions alcyne (soit de 0,08 & 0,4 mL de la solution
aqueuse de CuSOs; a 0,08 mol/L) sont introduits. La suite de la procédure est identique au cas

précédent avec le CuBr ou le Cul comme catalyseur.

I1.3.1.1.3. Réalisation de la réaction « click » apres évaporation de CH,Cl,

Le protocole est similaire a celui des NPs clickées obtenues avec le systeme catalytique
CuSO4/AAsc avec des légeres modifications. L’AAsc (10 éq./CuSOs, soit 0,6 mL de la solution
aqueuse a 0,57 mol/L) est ajouté dans la suspension de NPs aprés évaporation du CH>Cl,, puis le
mélange est dégazé sous N> pendant 30 min. Ensuite, 5,5 éq. de CuSOs par fonctions alcyne (soit 0,4

mL de la solution aqueuse a 0,08 mol/L) sont ajoutés. La suspension est a nouveau dégazée pendant 5
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min et laissée sous agitation magnétique, a température ambiante pendant une nuit. Les NPs sont

ensuite lavées comme décrit précédemment.

I1.3.1.1.4. Nano-objets avec de I’OG encapsulé a ’intérieur

Le protocole est similaire a celui permettant 1’¢laboration des NPs clickées avec le systeme
catalytique CuSO;s (5,5 éq./alcyne)/AAsc (10 éq./CuSOs) (voir Paragraphe 11.3.1.1.2.). Cependant, le
CH.Cl, utilis¢ comme solvant volatil dans la phase organique est remplacé par 1’acétate d’éthyle
(AcOEt) et du gallate d’octyle (OG) est ajouté dans la phase organique. Cette derniere est alors
constituée de (1-x) mL d’AcOEt, de x mL. de M810 (avec x = 0 pour les NSs et x = 0,1 pour les NCs),
de 25 mg PLA a-alcyne (4 000 g/mol) et d’une quantité variable d’OG (3,7 ; 10 ; 15 ou 25 mg).

11.3.1.2. Chimie « click » thiol-éne

I1.3.1.2.1. Conditions nucléophiles
11.3.1.2.1.1. Expériences préliminaires en milieu homogene

19 mg de DexC=C-20 (2,15 x 10 mol de fonctions C=C), 100 mg de PLA a-SH (3 100
g/mol ; 3,22 x 10 mol ; 1,5 éq./C=C) et 5 mg de dithiotréitol (DTT ; 3,22 x 10~ mol, 1 éq./-SH) sont
solubilisés dans le 1 mL de DMSO. Ensuite, 14 uL de n-hexylamine (1,075 x 10* mol ; 5 éq./C=C ou
3,3 éq./-SH) sont ajoutés dans le milieu réactionnel. La réaction se poursuit dans un ballon de 5 mL, a
température ambiante, pendant 24h. Le produit est précipité deux fois par de I’éthanol froid (dans un

bain EtOH/N; liquide).

I1.3.1.2.1.2. Réactions a ’interface (Schéma II1.11)

Analyse granulométrique

DexC=C-28 + H,0 li @ 2. Evaporation
du CH,Cl,
+ hexylamine — | Emulsion o/w NSs ou NCs
1. Sonication 3. Lavages
CH,CI, + M810 + Lyophilisation
PLA ¢-SH + DTT
(solution dans CH,Cl,) Analyse RMN 'H

Schéma III.11. Préparation des NSs ou des NCs par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une

réaction de chimie « click » thiol-éne dans des conditions nucléophiles

25 mg de PLA o-SH (3 100 g/mol ; 8,06 x 10° mol) sont dissous dans une phase organique
composée de (1-x) mL de CH,Cl, et x mL de M810 (x = 0 dans le cas des NSs et x = 0,1 pour des
NCs). Ensuite, 1 éq. de DTT par fonctions -SH (soit 62 ul de la solution DTT dans CH.Cl, a 0,13
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mol/L) est ajouté dans la phase organique. En parallele, 50 mg de DexC=C-28 (7,78 x 10”° mol de
fonctions C=C) sont dissous dans 10 mL d’eau Milli-Q saturée par du CH,Cl,. La phase organique est
ensuite ajoutée dans la phase aqueuse, puis de 1 a 3,3 €q. d’hexylamine par fonctions -SH (soit de 11 a
35 ul de la solution d’hexylamine dans CH»Cl, a 0,761 mol/L) sont introduits. Le mélange est
préémulsifié a 1’aide d’un vortex pendant 40s sous flux de N,. Ensuite, le mélange est émulsifié en
utilisant la sonde a ultrasons Vibracell en mode pulsé et en présence d’un bain de glace (120 s,
puissance 45 W). L’émulsion est transférée dans un cristallisoir de 50 mL et le CH,Cl, est évaporé
pendant 2h dans une étuve ventilée a 37°C sous agitation modérée (65 rpm). Ensuite, des NPs sont
centrifugées (10 000 rpm, 30-50 min, 15 °C), le surnageant est enlevé et des NPs sont redispersées
dans 5 mL d’eau Milli-Q a I’aide d’un bain a ultrasons (environ 10-15 min). La procédure est répétée
encore deux fois. Finalement, des NPs sont caractérisées par granulometrie et puis lyophilisées pour

I’analyse RMN 'H.

I1.3.1.2.2. Conditions radicalaires (Schéma II1.12)

DexC,C=C-21 + H,0 }—

<
= 2. Irradiation UV

1. Sonication

CH,ClL, + PLA o-SH 3. Evaporation
+ DMPA (solution +——— du CH,Cl, Lyophilisation
dans CH,Cl,) 4. Lavages

Analyse RMN 'H

Schéma II1.12. Préparation des NSs par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction de chimie

« click » thiol-eéne dans les conditions radicalaires

25 mg de PLA a-SH (3 100 g/mol ; 8,06 x 10° mol) sont dissous dans une phase organique
composée de 1 mL de CH,Cl,. Ensuite, 0,2 éq. de DMPA par fonctions -SH (soit 42 ul de la solution
DMPA dans CH,Cl, a 0,039 mol/L) est ajouté dans la phase organique, en la protégeant de la lumiere.
En parallele, 50 mg de DexCsC=C-21 (7,7 x 10> mol de fonctions C=C) sont dissous dans 10 mL
d’eau Milli-Q saturée par du CHxCl» et cette solution est dégazée sous N> pendant 30 min. La phase
organique est ensuite ajoutée dans la phase aqueuse. Le mélange (protégé de la lumiere) est
préémulsifié a I’aide d’un vortex pendant 40s sous flux de N, puis émulsifié en utilisant la sonde a
ultrasons Vibracell en mode pulsé et en présence d’un bain de glace (120 s, puissance 45 W).
L’émulsion est transférée dans un cristallisoir de 50 mL et mise a irradier sous UV (A = 365 nm, 372
mW/cm?, soit 20% de puissance maximale de la lampe OmniCure®Series1000 utilisée) pendant 15
min. Le CH2Cl; est ensuite évaporé pendant 2h dans une étuve ventilée a 37°C sous agitation modérée
(65 rpm). Ensuite, des NPs sont centrifugées (10 000 rpm, 30-50 min, 15 °C), le surnageant est enlevé

et des NPs sont redispersées dans 5 mL d’eau Milli-Q a I’aide d’un bain a ultrasons (environ 10-15
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min). La procédure est répétée encore deux fois. Finalement, des NPs sont lyophilisées pour 1’analyse

RMN 'H.

I1.3.2. Nano-objets non-clickés

Le protocole est similaire a celui pour élaborer des NPs clickés, mais au lieu d’utiliser un PLA
fonctionnel, le PLA a,0—dihydroxy commercial (35 000 g/mol) a été employé. De plus, la phase

aqueuse n’est pas dégazée et aucun catalyseur n’est ajouté.

I1.3.3. Nano-objets nus

Le protocole est similaire a celui pour élaborer des NPs non-clickés, mais au lieu d’utiliser un
dérivé amphiphile du dextrane, du SDS (3 g/L) est employé. Un spectre RMN 'H de ces nano-objets

nus apres lyophilisation confirme que les objets ne contiennent plus de tensioactif.

ITII. CARACTERISATION DES POLYMERES

ITI.1. Spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN sont enregistrés a 25°C a 1’aide d’un spectrometre Briiker Avance 300. Les
champs utilisés sont 300 MHz pour les expériences RMN 'H et 75,5 MHz pour les RMN 3C. Les
analyses sont réalisées pour des solutions homogenes dans des solvants deutérés : diméthyl sulfoxyde
(DMSO-ds, Sigma-Aldrich) ou chloroforme (CDCls, Sigma-Aldrich).

Pour les analyses RMN 'H, les tubes RMN contiennent de 8 4 10 mg d’échantillon dans 0,6
mL de solvant deutéré et 40 mg d’échantillon pour la RMN !*C. Les déplacements chimiques sont
exprimés en ppm par référence aux impuretés isotopiques résiduelles du solvant deutéré. Des spectres
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), corrélation hétéronucléaire entre un carbone et un

proton liés par liaison covalente, sont réalisés pour des solutions homogenes dans du DMSO-db.

III.2. Chromatographie d’exclusion stérique (SEC)

La SEC est un de type de chromatographie en phase liquide permettant de séparer les
macromolécules en fonction de leur volume hydrodynamique en solution. Les molécules éluées
peuvent plus ou moins pénétrer dans les pores de la phase stationnaire — un gel polymere, dont sont
remplies les colonnes. Ainsi, les macromolécules ayant le volume hydrodynamique le plus faible sont
d'avantage retenues que celles avec le volume hydrodynamique plus grand parce que leur temps de

rétention est plus long. Apres avoir parcouru la colonne, les macromolécules sont analysées par des
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détecteurs, le plus souvent un refractometre différentiel (RI). Ce détecteur mesure une différence
d’indice de réfraction entre une cellule de référence qui contient de 1'¢luant pur et une cellule de
détection ou s'écoule I'échantillon élué. Le couplage de I’appareil a un détecteur de diffusion de la
lumiere permet d’évaluer la masse molaire moyenne absolue, a condition de connaitre le dn/dc de

I’échantillon a analyser.
Au cours de cette these, des analyses SEC ont été réalisées en utilisant deux appareillages:

e Cas de THF comme éluant : un appareil constitué d’un détecteur de diffusion de lumiere multi-
angles (MALLS) de modele Mini Dawn Treos Wyatt, mesurant 1’intensité de la lumiére diffusée a
45, 90 et 140°, d’un refractometre différentiel (RI) de type OPTILAB rex (Wyatt Technology
Corporation), d’un dégazeur AF (waters in-line), d’une pompe Waters 515 (débit = 1 mL/min),
d’une boucle d’injection de 100 pl, d’une série de trois colonnes de séparation PLgel 5pm, 300 mm
x 7,5 mm (10° A, 10° A, 100 A) avec une pré-colonne et d’un passeur d’échantillon de type

Waters 2707.

e Cas de DMSO + 0,1 M NaNO; comme éluant : un appareil constitué d’un détecteur de diffusion de
lumiere multi-angles mesurant I’intensité de la lumiere diffusée a 45, 90 et 140° (Mini Dawn
Wyatt), d’un refractometre différentiel (RID - 10A, Shimadzu), d’un détecteur UV (SPD - 20A
Shimadzu), d’un dégazeur (DGU - 20A3r, Shimadzu), d’une pompe (LC - 20AD, Shimadzu) (débit
= 0,7 mL/min), d’'une boucle d’injection de 100 pl, d’une série de trois colonnes de séparation
PLgel 5um, 300 mm x 7,5 mm (105 A, 10° A, 100 A) avec une pré-colonne et d’un passeur

d’échantillon de Schimadzu.

Les échantillons sont préparés la veille dans I’éluant (environ 10 g/L), puis filtrés sur des
filtres Millex HA de 0,2 um. La valeur du rapport dn/dc égale a 0,054 mL/g est utilisée dans le cas des
PLA analysés dans le THF. Pour les analyses dans le DMSO + 0,1 M NaNOs, le dn/dc utilisé dans le

cas du dextrane et de ses dérivés est égal a 0,07.

II1.3. Propriétés tensioactives

Tension superficielle air/solution aqueuse de DexY

Les mesures sont effectuées selon la méthode de I’anneau de Du Noily sur un tensiometre
Kriiss K20 EasyDyne automatique, thermostaté a 25 °C. Une solution mere de DexY est préparée et
mise sous agitation pendant 7h a température ambiante. Les solutions a concentration variable en
DexY (20 mL), préparées par dilution de la solution mere, sont placées dans les godets de mesure
(préalablement nettoyés avec de I’acide sulfurique afin d’éliminer toute trace organique, abondamment
rincés a 1’eau et séchés) et laissées au repos pendant la nuit dans un endroit frais. Avant de commencer

la mesure, un temps d'attente de 10 min est respecté pour permettre la stabilisation de la température.
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Pour chaque échantillon, cinq mesures sont effectuées et une valeur moyenne est calculée. Entre

chaque mesure, I'anneau est rincé a I’eau puis a l'acétone et séché par la flamme d'un chalumeau.

Tension interfaciale CH,Cl,/solution aqueuse de DexY

Les mesures sont effectuées selon la méthode de 1’anneau de Du Noiiy sur un tensiometre
Kriiss, thermostaté a 25 °C. Une solution mere de DexY est préparée et agitée pendant 8h a
température ambiante. 20 mL. de CH>Cl, (stabilisé a ’amyléne) sont introduits dans les godets de
mesure (préalablement nettoyés avec de 1’acide sulfurique afin d’éliminer toute trace organique,
abondamment rincés a 1’eau et séchés), puis 10 mL de la solution aqueuse a concentration variable en
DexY, préparée par dilution de la solution mere, sont doucement ajoutés au-dessus. Les échantillons
sont laissés au repos pour une nuit dans un endroit frais. Avant de commencer la mesure, un temps
d'attente de 10 min est respecté pour permettre la stabilisation de la température. L anneau est placé
dans la phase organique et ensuite doucement remonté vers la phase aqueuse. Pour chaque échantillon,
trois mesures sont effectuées et une valeur moyenne est calculée. Entre chaque mesure, I'anneau est

rincé a I’eau puis a I'acétone et séché par la flamme d'un chalumeau.
IV. CARACTERISATION DES NANO-OBJETS

IV.1. Calculs des erreurs expérimentales

Pour n > 3 (n — nombre de répétition d’une expérience), les erreurs expérimentales

correspondent a la déviation standard calculée grace a I’Equation 3. Pour n < 3, les erreurs sont

Sna3 = /—Z(xin_i)z avec X = % [3]

Sn<z = |x; — X| [4]

calculées grace a I’Equation 4.

IV.2. Spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN 'H sont enregistrés a 25°C a I’aide d’un spectrométre Briiker Avance 300.
Le champs utilisé est 300 MHz. Les analyses sont réalisées pour des solutions homogenes dans des
solvants deutérés : diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-ds, Sigma-Aldrich) éventuellement avec ajout
de 2 gouttes de DO (Sigma-Aldrich).

Les tubes RMN contiennent de 8 a 10 mg d’échantillon dans 0,6 mL de solvant deutéré. Les
déplacements chimiques sont exprimés en ppm par référence aux impuretés isotopiques résiduelles du

solvant deutéré.
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Les NPs lyophilisées sont dissoutes dans le DMSO-ds (Figure I11.6) ou DMSO-ds + 2 gouttes
de D,O (uniquement dans le cas des NPs contenant de I’OG, Figure II1.7) pour évaluer la quantité de

M3810 encapsulé, le ratio molaire Dex/PLA et le taux de recouvrement en dextrane.
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Figure II1.6. Spectres RMN 'H (DMSO-ds) des NCs lyophilisées aprés avoir réalisé une réaction de chimie « click » :
a) CuAAC entre un PLA a-alcyne et un DexN3s, b) thiol-éne nucléophile entre un PLA a-SH et un DexC=C
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Figure IIL.7. Spectres RMN 'H des NCs lyophilisées, clickées par réaction CuAAC et avec de ’OG encapsulé, réalisés
dans DMSO-ds (en bas) ou dans DMSO-ds + 2 gouttes D20 (en haut)

IV.2.1. Détermination de la quantité de M810 dans les NCs

Nous n’avons pas toujours utilisé les mémes pics selon les conditions différentes d’élaboration

des NCs (c’est-a-dire pour des réactions CuAAC, thiol-ene et en présence d’OG) car il n’a pas été

possible de déterminer un pic de référence pour le M810 qu’il soit invariable dans les trois conditions
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utilisées (Tableau III.1). Le ratio massique M810/PLA est estimé selon I’Equation 5 et la quantité de
MS810 dans les NCs selon les Equations 6 a 8.

Tableau III.1. Pics de référence de M810 pour les spectres RMN 'H des NCs obtenues dans différentes conditions

. Pic de référence pour Déplacement chimique
Conditions MS10 (Anisio) Nombre de protons (x) [ppmi]
CuAAC i 9 0,8
Thiol-¢ne 1 6 2,3
Présence d’OG m, 0 4 4,0-4,4
Ratio massique M810/PLA = (10X e ) 5]
AcMyrpLa
mg M810/25 mg PLA = (2uewe/Zue0ra) . 10 6]
AcMyrpLa
uL M810/25 mg PLA = —— - (Auewe/ZHueiomea) 199 [7]
dmsio AcMyrpLa
mg M810/g objets = —aMe10/*Mus10MeLa . 40 8]

AcMyrpLa(Mpra+mysio)

avec: Amsio/x — aire du pic de référence pour le M810 divisée par le nombre de protons
correspondant (voir Tableau III.1),
A, — aire du pic des protons méthine du PLA (vers 5,2 ppm). Cette aire est obtenue grace a
’aire totale du pic vers 5,2 ppm correspondant aux protons ¢ et aux protons 7 du M810. La
contribution de ces derniers est estimée grace a 1’aire Ays;o des protons i, I ou m, o du M8§10
(voir Tableau III.1), d’ou : A, = Acyn — Amsgio/X.

Musio, My.r.pra — masses molaires de M810 (498 g/mol) et d’une unité de répétition du PLA (72
g/mol),

mpra, musio — masses de PLA (0,025 g) et de M810 (déterminée par I’Eq. 6) dans I’échantillon,
dusio — densité du M810 (0,94 g/mL).

IV.2.2. Détermination du ratio molaire Dex/PLA

Le ratio molaire Dex/PLA est déterminé selon I’Equation 9.

Ratio molaire Dex/PLA = Za [9]
A

c

avec : Aq — aire du pic des protons anomere des unités glucopyranose (vers 4,7 ppm),
A, — aire du pic des protons méthine du PLA (vers 5,2 ppm). Cette aire est obtenue griace a

I’aire totale du pic vers 5,2 ppm correspondant aux protons ¢ et aux protons 7 du M810. La
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contribution de ces derniers est estimée grace a 1’aire Ays;o des protons i, I ou m, o du M810

(voir Tableau III.1), d’ou: A, = Acyn — Amsgio/X.

IV.2.3. Détermination du taux de recouvrement en dextrane [mg/m?]

Le taux de recouvrement des nano-objets en dextrane est déterminé selon I’Equation 10.

Aa'162'mpLA
Ac'72:(mprLat+mpysg10)-Sp

Toxplmg/m?) = ( )- 1000 [10]

avec : A, — aire du pic des protons anomere des unités glucopyranose (vers 4,7 ppm),
A, — aire du pic des protons méthine du PLA (vers 5,2 ppm). Cette aire est obtenue grace a
’aire totale du pic vers 5,2 ppm correspondant aux protons ¢ et aux protons n du M810. La
contribution de ces derniers est estimée grace a I’aire Ausio des protons du M810 (voir Tableau
IL.1),d’ou: A; = Acyn — Amsio/X,
S, — surface spécifique déterminée par granulométrie laser,

mpra, Musio — masses de PLA (0,025 g) et de M810 (déterminée par I’Eq. 6) dans I’échantillon.

IV.2.4. Détermination de la solubilité maximale du gallate d’octyle dans le M810

Dans un pilulier contenant 2 mL. de M810 on ajoute progressivement 10 mg d’OG jusqu’a
saturation (~100 mg/2 mL. M810). La solution est laissée a température ambiante sous agitation
pendant toute la nuit. Le lendemain, la solution est centrifugée (19000 rpm, 1h, 15 °C) et le surnageant
(solution saturée) est récupéré. Une masse connue de la solution saturée (14,8 mg) est transférée dans
un tube RMN, puis une masse connue de phénol utilisé ici comme référence interne (4,4 mg) y est
ajoutée. Le spectre RMN 'H est réalisé dans le CDCl; (Figure II1.8). Le phénol (Ph) a été choisi
comme référence car son spectre RMN 'H dans le CDCl; posséde au moins un pic distinct des autres
substances. La solubilit¢ maximale d’OG est alors calculée grace a I’Equation 11. Si la quantité de

MS810 est comparée a celle introduite initialement dans le tube RMN, un écart relatif de seulement

2,4% est obtenu. Ceci permet de montrer la pertinence des résultats obtenus par cette méthode.
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Figure I1L.8. Spectre RMN 'H (CDCl3) du M810 saturé en OG en utilisant phénol comme référence interne

Solubilité maximale = —28P" 5 MG o g o = 46,04 mgoc [11]

Rmsio/pn - Mmsio mL M810

Ap+p/3

avec: Rog/pn = — ratio molaire des pics des protons —OH d’OG (vers 5,8 ppm) et du proton

—CH de phénol (vers 6,9 ppm),

Ruysgio/ph = A;—ZG — ratio molaire des pics des protons —CH, de M810 (vers 2,3 ppm) et du

proton —CH de phénol (vers 6,9 ppm),
Mo, Musio — masses molaires d’OG et de M810 égales a 282 et 498 g/mol, respectivement,
dusio — densité du M810 (0,94 g/mL).

IV.3. Distribution de taille (granulometrie laser)

La distribution de tailles des suspensions aqueuses de nano-objets est déterminée par

granulométrie laser (Mastersizer 2000© Malvern Instruments) (Figure I11.9).

Le principe de cette méthode repose sur la diffraction de la lumiere. Ainsi, lorsqu'un faisceau
laser éclaire une particule, des franges de diffraction sont observées et la variation angulaire de
l'intensité de lumiere diffusée est mesurée. Les grosses particules diffusent la lumiére a de petits angles
par rapport au faisceau laser et les petites particules diffusent la lumiere a des angles supérieurs au
faisceau laser. Les données relatives a l'intensité diffusée en fonction de l'angle sont analysées pour
calculer les diametres des particules qui ont créé 1image de diffraction, grace a la théorie de Mie. Cette

théorie fait intervenir les indices de réfraction de 1’échantillon et du milieu porteur. Les diamétres des
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particules donnés représentent les diametres des spheres équivalentes, ayant le méme volume que les

particules analysées.
Laser
Source de lumiére bleue
Cellule de mesure //%.
Détecteurs 4

g

Figure IIL.9. Granulométre Mastersizer 20000 Malvern’

Pour effectuer une mesure, il est nécessaire de connaitre des indices de réfraction du milieu
(eau : 1,33) et des objets (PLA : 1,407) et la densité des objets. La densité pour les NSs correspond a
celle du PLA égale a 1,25 g/mL, tandis que la densité des NCs est calculée grace a I’Equation 12.

_ Mpra'+ Mysgio
dNCS - mpLA/d +mM810/d [12]

PLA M810

avec : mpra, musio— masses de PLA (0,025 g) et de M810 (I’Eq. 6, p. 206) dans les NCs,
dpra, dusio— densité du PLA et du M810 (1,25 g/mL et 0,94 g/mL, respectivement).

En pratique, une mesure d’un blanc est réalisée au préalable. La cellule de I’appareil est alors
remplie avec de 1’eau Milli-Q, puis 1’agitation et la pompe sont mises en marche. L appareil détecte
I’image de diffraction du blanc qui sera ensuite soustraite a 1’image de diffraction de 1’échantillon
analysé. Pour effectuer une mesure de 1’échantillon, la cellule de I’appareil est remplie avec de I’eau
Milli-Q, puis quelques gouttes de suspension de nano-objets sont ajoutées pour obtenir une

obscuration de laser entre 1 et 5%. Chaque mesure est effectuée trois fois.

IV.4. Mesures de la mobilité électrophorétique (détermination de I’épaisseur du recouvrement

en dextrane)

La présence de groupes chargés a la surface d’une particule affecte la distribution ionique dans
la région interfaciale entre la particule et le liquide. Il en résulte une augmentation de la concentration
en contre-ions pres de la surface de la particule, qui peut étre modélisée sous la forme d’une double
couche électrostatique (Figure II1.10). La premicre couche appelée couche de Stern, correspond a la
région la plus proche de la surface et comporte des contre-ions solidement liés. La seconde couche

appelée couche de Gouy-Chapman, est plus diffuse et son épaisseur dépend de la force ionique du
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milieu. Au fur et a mesure que 1’on s’¢loigne de la surface de la particule, le potentiel chimique de la

couche diffuse décroit.

Surface de

4 <——————— Plan de glissement ou de cisallement

P iel de surface ‘¥,

cessscendeacsee

+
———F— Ppotentiol zéta ¢

Potentiel

Couche diffuse

A\ 4

Distance dans la solution

Figure I11.10. Modélisation de la double-couche électrostatique autour d'une particule chargée®

Quand un champ électrique est appliqué a travers un électrolyte, les particules en suspension
qui possédent une charge électrique sont attirées vers 1’électrode de charge opposée et la force de
frottement subie par les particules s’oppose a ce mouvement. Quand 1’équilibre entre ces deux forces
est atteint, les particules se déplacent a vitesse constante. Leur vitesse dépend du champ électrique, du
milieu et de la charge de la particule. Sous I’effet des forces de frottement, la couche d’ions diffusés
est arrachée jusqu’a un certain plan appelé plan de cisaillement. Le potentiel mesuré au niveau de ce

plan de cisaillement est appelé potentiel Zéta ().

Les valeurs de potentiel Zéta ({) sont calculées a partir des mesures de mobilités
électrophorétiques pr (exprimées en cm?V-!s) et a I’aide de 1’équation de Booth modifiée® (Equation

13) comme dans les travaux menés précédemment au LCPM!'% 1,

{(mV) = 25,7 F - C3(H)E ZC‘*(H)E ; ] [13]
1 f1+3c3(H) +4C4(H)

avec E = 7520 ug et f; est le facteur de correction de Henry, qui tient compte de la déformation du
champ électrique autour des particules, alors que les effets de relaxation sont pris en compte par les

coefficients Cs, Cy.

Cette équation permet de calculer le { pour toute valeur de kx (kj® est la longueur de Debye

liée a la force ionique) et de a (rayon de la particule). Contrairement aux équations classiques du
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Smoluchowski et Hiickel qui ne peuvent étre appliquées que dans deux cas limites, c’est-a-dire quand
kya > 100 et kya < 0.1. Ensuite, afin d’estimer 1’épaisseur du recouvrement, 1’évolution du ¢ versus
kn aux faibles concentrations en sel peut étre approximée par une équation d'Eversole et de
Boardman'? (Equation 14). La valeur absolue de la pente correspond ainsi au Apz (voir Figure II1.11 a

I’exemple des NCs clickées).

In [tanh (Z;ZT)] =lIn [tanh (i z:’;)] —ky - Dpy [14]

avec : Z— valence de I’ion considéré dans le milieu,
e — charge élémentaire de 1’électron (1,6022 x 10" C),
ks — constante de Boltzmann (1,381 x 102 J.K™),
T — température absolue du milieu (298 K),

Y, — potentiel de surface de la particule.

Ze
In [tanh( ¢ )] ky [m]
4kp T/}
0E}00 2E+08 4E+08 6E+08 8E+08 1E+09 1E+09
.3 4
ZeW
In [tanh (—0)
4kpT)) |

81 Pente=-4,

R?=0.997

Figure I11.11. Exemple de détermination de Apz, d’aprés les valeurs de potentiel { des NCs clickées. Les calculs sont

réalisés en utilisant I’équation d'Eversole et Boardman, et en fonction du parametre de Debye-Hiickel kn

Ainsi, la mobilité électrophorétique est mesurée dans des solutions de NaCl de concentration
variable (de 10° a 102 mol/L) et a ’aide de Zetasizer Nano-Z (Malvern Instruments). Pour cela,
quelques gouttes de suspension des NPs clickées ou non sont ajoutées a 5 mL d’une solution de NaCl
de fagon que la concentration finale en NPs soit d’environ 0,01% m. La cuvette d’analyse est tout
d’abord rincée avec de ’eau Milli-Q, puis avec de la suspension a analyser. Enfin, cette cuvette est
remplie de suspension des NPs, en veillant a ne pas introduire de bulles d’air, et fermée par des

bouchons de deux cOtés.
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IV.5. Stabilité colloidale en présence de NaCl

La stabilité colloidale des dispersions aqueuses des nano-objets est étudiée par turbidimétrie a
’aide d’un spectrophotometre UVikon (Bio-Tek Instruments). Les NCs clickées ou non sont préparées
avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale. 0,5 mL de la dispersion de ces NCs dans 1’eau
(a C =54 mg/mL) est ajouté dans des cuves spectrophotométriques remplies avec 3 mL de solution
NaCl de concentration variable (de 10* a 4 mol/L). Les cuves sont agitées manuellement et laissées au
repos a température ambiante pendant une heure. Juste avant la mesure les cuves sont a nouveau
agitées. Des mesures de la densité optique (DO) de ces suspensions sont effectuées entre 450 nm et

650 nm avec des intervalles de 50 nm. Pour chaque concentration en NaCl, la courbe log (DO) en

fonction de log (M) est tracée et la pente d(log OD)/dA est calculée.

IV.6. Stabilité du recouvrement en dextrane en présence d’un tensioactif compétitif

1% massique de SDS est ajouté dans la suspension aqueuse des NPs lavées et le mélange est
laissé sous agitation a température ambiante pendant 24h. Ensuite, les NPs sont centrifugées, lavées 2
fois comme pendant leur élaboration et enfin lyophilisées. Un spectre RMN 'H (DMSO-d;) est réalisé
a partir des NPs avant et apres le traitement par le SDS afin de déterminer la quantité de dextrane

résiduel.

IV.7. Calorimétrie Différentielle a Balayage Modulée (MDSC)

La technique MDSC, par rapport a la DSC conventionnelle, permet de séparer le flux de
chaleur total en deux parties : un flux inversible (qui répond linéairement a la variation de la vitesse de
chauffage) et un flux non inversible (qui dépend du temps et de la température absolue et donc qui ne
répond pas linéairement a la variation de la vitesse de chauffage). Le flux inversible permet de détecter
la capacité calorifique (Cp), la température de transition vitreuse (T,) ou la température de fusion (Ty),
tandis que le flux non inversible permet d’observer par exemple des phénomeénes tels que la
cristallisation, 1’évaporation, la réticulation, la décomposition ... L’analyse MDSC se réalise a deux
vitesses de chauffage: moyenne (linéaire) et modulée (sinusoidale). Ceci permet d’obtenir en méme
temps des bonnes résolution et sensibilité (capacité a détecter les transitions dans 1’échantillon),

meilleures qu’en utilisant la DSC classique.

Au cours de cette theése, des analyses thermiques sont réalisées en utilisant un calorimétre
différentiel a balayage en mode modulé (Q2000, TA Instruments). La méthode opératoire consiste en
trois cycles de chauffage et refroidissement de -25°C & 200°C (ou 220°C) sous flux continu de N, avec

une vitesse constante de 5°C/min, en modulant £1°C chaque 40s. Les échantillons (environ 10 mg ;
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séchés a I’étuve sous vide pendant une nuit) sont introduits dans des creusets en aluminium (Tzero
Aluminium) et placés dans le passeur automatique de 1’appareil avec un autre creuset, vide, servant de
référence. Un exemple du thermogramme MDSC est présenté dans la Figure III.12 dans le cas du

mélange PLAcomn/M810 (19:81; m/m).
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Figure I11.12. Exemple du thermogramme MDSC (flux inversible) du mélange PLA comn/M810 (19:81 m/m)

Des analyses MDSC des mélanges PLA/OG en proportions variables (Partie II, Chapitre 1V,
Paragraphe IL.1., p. 171) ont été réalisées par Asma Chebil (these en cours). Les résultats sont

regroupés dans le Tableau III.2.

Tableau IIL.2. Résultats des analyses MDSC des différents mélanges PLA/OG. Les analyses réalisées au LCPM au

cours de la thése d’Asma Chebil en cours

N° Composition de I’échantillon FpLa [% m] Foc [% m] T [°C] Tt [°C]
1 PLA 100 0 53 -

2 oG 0 100 - 90

3 90 10 39 -

4 85 15 34 -

5 PLA/OG 75 25 26 -

6 67 33 16 -

7 50 50 7 81

IV.8. Microscopie Electronique a Transmission

Les NPs ont été observées par Microscopie Electronique a Transmission a basse température
(cryo-TEM) a 1’aide d’un appareil Philips CM120 (120 kV). Les échantillons ont été préparés en
mettant quelques gouttes de la suspension aqueuse des NPs sur un support de cuivre recouvert par une

couche fine de carbone. Les échantillons sont ensuite congelés dans de I’éthane liquide et puis
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transférés dans de 1’azote liquide pour stockage. Pour plus de contraste, dans certains cas, les NPs

préparées avec du PLA a-alcyne ont été marqués avec de 1’OsOsa.

Afin de prouver la morphologie cceur liquide/écorce de NCs, des objets lyophilisés ont été
enrobés dans une résine Epofix qui est ensuite polymérisée pendant 2h a 60°C et finalement coupée
par tranches de 60 nm a 1’aide d’un cryo-ultramicrotome. Ensuite, les échantillons ont été observés par
TEM classique. Toutes ces analyses ont été réalisées au Centre Technologie des Microstructures,

Université Lyon 1, France.

IV.9. Détermination de la quantité de cuivre résiduel

Afin d’éliminer le maximum de cuivre des nano-objets, environ 5 éq. d’EDTA par Cu sont
ajoutés dans une suspension aqueuse des NCs non-lavées, préparées avec 10% vol de M810 dans la
phase organique initiale. La suspension est laissée sous agitation, a température ambiante, pendant une
nuit. Ensuite, elle est centrifugée et lavée 2 fois avec de 1’eau Milli-Q. Apres lyophilisation, des NCs
sont solubilisées dans 5 mL de la solution aqueuse d’acide nitrique HNO; a 2% massique a
température ambiante, pendant une nuit. Avant I’analyse, des échantillons sont filtrés en utilisant des

filtres de porosité 0,45 pm.

La quantité de cuivre résiduel dans les NCs finales est déterminée par spectrométrie par torche
a plasma (ICP-OES) a I’aide d’un spectromeétre ICAP 6000 (Thermo Scientific). L’appareil est calibré
avec des solutions de concentrations variant de 0 a 5 ppm en CuSOs. Cet appareil est situé¢ a ’ENSIC

(TP chimie analytique).

IV.10. Cinétique de libération de la SA

La cinétique de libération de la SA a partir des NPs est suivie par dialyse dans 1’eau, a
température ambiante en utilisant une membrane (Standard RC tubing, MWCO: 12—-14 kD) fournie
par Spectral Laboratories. Apres centrifugation des NPs, le surnageant est enlevé puis 1’échantillon est
redispersé dans 25 mL d’eau Milli-Q a I’aide d’un bain a ultrasons (environ 15-20 min). La membrane
de dialyse de la longueur d’environ 27 cm est remplie avec 4 mL de la suspension des NPs lavées et
fermée avec des nceuds des deux cotés. Environ 8 boudins de dialyse sont préparés pour chaque lot de
NPs. Une fois les membranes remplies, elles sont introduites dans un bécher contenant 2 L d’eau
distillée et sont laissées sous agitation (environ 200 rpm) jusqu’au premier prélévement apres 1h.
L’eau dans le bécher est changée deux fois par jour. Chaque échantillon prélevé est congelé dans

I’azote liquide, lyophilisé puis analysé par RMN 'H dans du DMSO-ds + 2 gouttes de D,O.
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IV.11. Détermination du rayon interne de la nanocapsule

Le rayon interne de la nanocapsule r; est estimé en tenant compte du volume d’huile M810

3|3 VMs10 final
= /# [15]
41'Npncs

mpLa

encapsulée selon I’Equation 15.

3
Nycs = . ( Vms1o final) [16]

411(_‘1[3'2]NC)3 dpra

avec : r;—rayon interne de la nanocapsule,
Vmsio finar — volume réel du M810 encapsulé a I’intérieur des NCs (voir Partie I, Chapitre III,
Tableau I1.12, p. 139),
d[3:2]nc — diametre moyen en surface des NCs,
Nncs —nombre de NCs dans la suspension,
mpra— masse du PLA initialement introduite (0,025 g),

dpra — densité du PLA (1,25 g/mL).

V. REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

1. Xia, J. H.; Matyjaszewski, K., Controlled/"living" radical polymerization. Atom transfer radical
polymerization catalyzed by copper(I) and picolylamine complexes. Macromolecules 1999, 32, (8), 2434-2437.
2. Laville, M.; Babin, J.; Londono, I.; Legros, M.; Nouvel, C.; Durand, A.; Vanderesse, R.; Leonard, M.;

Six, J.-L., Polysaccharide-covered nanoparticles with improved shell stability using click-chemistry strategies.
Carbohydrate Polymers 2013, 93, (2), 537-546.

3. Zhang, W. L.; Huang, J.; Fan, N. Q.; Yu, J. H.; Liu, Y. B.; Liu, S. Y.; Wang, D. X;; Li, Y. P,
Nanomicelle with long-term circulation and enhanced stability of camptothecin based on mPEGylated
alpha,beta-poly (L-aspartic acid)-camptothecin conjugate. Colloids and Surfaces B-Biointerfaces 2010, 81, (1),
297-303.

4. Brase, S.; Gil, C.; Knepper, K.; Zimmermann, V., Organic azides: An exploding diversity of a unique
class of compounds. Angewandte Chemie-International Edition 2005, 44, (33), 5188-5240.

5. Dupayage, L. Elaboration contrdlée de glycopolymeres amphiphiles a partir de polysaccharide: syntheése
de Dextrane-g-PMMA par polymérisation radicalaire par transfert d'atome. INPL, Nancy, 2009.

6. Soliman, S. M. A. From photosensitive glycopolymers to smart drug delivery systems. Université de
Lorraine, Nancy, 2014.

7. Manuel d'utilisation du granulomere Mastersizer2000© Malvern. In.

8. Wu, M. Synthése de nanoparticules a propriétés de surface controlées par polymérisation en
miniémulsion pour la véctorisation de molécules actives. INPL, Nancy, 2007.

9. Deshiikan, S. R.; Papadopoulos, K. D., Modified Booth equation for the calculation of zeta potential.
Colloid and Polymer Science 1998, 276, (2), 117-124.

10. Rouzes, C.; Gref, R.; Leonard, M.; Delgado, A. D.; Dellacherie, E., Surface modification of poly(lactic
acid) nanospheres using hydrophobically modified dextrans as stabilizers in an o/w emulsion/evaporation
technique. Journal of Biomedical Materials Research 2000, 50, (4), 557-565.

216



Partie III : Matériels et méthodes

11. Delgado, A. D.; Leonard, M.; Dellacherie, E., Surface modification of polystyrene nanoparticles using
dextrans and dextran-POE copolymers: Polymer adsorption and colloidal characterization. Journal of
Biomaterials Science-Polymer Edition 2000, 11, (12), 1395-1410.

12. Eversole, W. G.; Boardman, W. W., The Effect of Electrostatic Forces on Electrokinetic Potentials.
Journal of Chemical Physics 1941, 9, 798.

217



Partie III : Matériels et méthodes

218



LISTE DES FIGURES






Liste des Figures

PARTIE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Figure I.1. Nanoparticules polymeres: a) nanosphere, b) nanocapsule...........c.cceeceevieriieineenieneennenns 10

Figure I.2. Nanospheres polymeéres contenant une substance active: a) encapsulée a I’intérieur, b)
adsorbée en surface, c) accrochée chimiquement a la Surface...........ccccevceeriiiiiiniiniiiienceceeeee, 12

Figure 1.3. Nanoparticules polymeres: a) nanosphere, b-c) nanocapsules a cceur liquide, d)
NanNOCaPSUle Creuse (& COBUT VIAR) .. .ieruieiiieiieiieieeri ettt ettt ettt ettt e bt e bt e s bt st e e teebeesbeesaeeeas 13

Figure I.4. Nanoparticules polymeres recouvertes d’une couronne de polymere hydrophile: a)
NanOSPhEre, b) NANOCAPSUIE.........iiitiiiiiiiiee ettt ettt sttt esbeesbee e 22

Figure L.5. Différentes morphologies des capsules: a) coeur/écorce, b) « gland », c) poreuse, d)
nanoparticule et nano-gouttelette d huile SEPAr€es.........coouiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 31

Figure 1.6. Exemples de bases utilisées dans la réaction de chimie « click » CuAAC : a) N.N.N',N'.N"-
pentaméthyldiéthylenetriamine, b) N, N-diisopropyléthylamine, ¢) 2,2’-bipyridine, d) 2,6-
AIMENYIPITYAINE ..ottt ettt e b e b e s a e et et e e bt e bt e sbtesateeneeebeesbeesneeaas 48

Figure 1.7. Agents réducteurs utilisés dans la réaction de chimie « click » CuAAC: a) ascorbate de
sodium, b) chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyle) phosphine............ccoceriiriiiiiiiniiinieiieeeeceeeeee 50

Figure L.8. Phosphines utilisées en tant que catalyseurs nucléophiles dans la réaction thiol-éne : a)
diméthylphénylphosphine, b) méthyldiphénylphosphine, c) triphénylphosphine, d) tri-n-
propylphosphine, e) chlorhydrate de tris(2-carboxyéthyl) phosphine...........ccccocevveeniniinninninicnnens 54
Figure 1.9. Exemples de composés avec une double liaison activée utilisés dans la réaction thiol-

Michael (classés selon la réactivité décroissante): a) maléimide, b) fumarate, c) maléate, d) acrylate,
e) acrylamide, f) crotonate, g) cinnamate, h) méthacrylate, i) méthacrylamide............c.ccccceevvveennenne 55

Figure 1.10. Un groupement chromophore cétone aromatique..............cecveruereeriereeesienieneenieeeeneeneeenees 56

Figure I.11. Exemples d'amines tertiaires utilisées comme réducteurs dans les réactions redox : a)
N,N-diméthyle-p-toluidine, b) N,N-bis-(2-hydroxyéthyle)-p-toluidine, c) alcool 4-N,N-
diméthylaminOPhENYIIQUE .......ccccuiiiiiiieiie ettt ettt et e st e e tteesbeesneeessseeenseeesnseennns 59

PARTIE II : RESULTATS ET DISCUSSION

Figure ILI.1. Spectres RMN 'H (dans CDCl3) des différents polylactides utilisés dans ces travaux :
PLA o,0 —dihydroxy (commercial) (I), PLA a-alcyne (II), PLA-SS-PLA (III) et mélange PLA-SS-
PLA/PLA 0-SH (IV) ottt sttt 92

Figure IL2. Superposition de chromatogrammes SEC-MALLS obtenus dans le THF (détection
réfractométrique) du polymere de départ (PLA-SS-PLA) et du polymere apres la réduction (PLA a-

Figure I1.3. Structure quasi-linéaire du deXtrane...........c.ccceveerernienienieniieeeeeee et 97

Figure I1.4. Différents dérivés du dextrane utilisés au LCPM: a) phénoxy (DexP), b) hexyle (DexCg),

¢) décyle (DexCjo), d) azide (DexN3), e) alcene (DexCsC=C), f) méthacrylate (DexC=C).................. 98
Figure IL5. Spectres RMN 'H (dans DMSO-ds) du dextrane et de ses dérivés : I) Dextrane natif, II)
DexNs, III) DeXC=C, IV) DEXCECIC....ooo ittt e e et e et e eeveeeeareean 102



Liste des Figures

Figure II.6. Chromatogrammes SEC-MALLS obtenus dans le DMSO/NaNOs; 0,1 M (détection
réfractométrique) du dextrane natif (Dex-natif), du DexN3-23, du DexC=C-20 et du DexCsC=C-21 103

Figure IL.7. Evolution de la tension superficielle des différents dérivés du dextrane solubilisés dans le
milieu aqueux en fonction de la concentration en chaines hydrophobes. Les mesures ont été réalisées a
25 °C par méthode de I’anneau DU NOTY . .....cccueeuiiiiiiiiiieiie ettt s 105

Figure IL.8. Etudes de la tension interfaciale CH>Cly/solution aqueuse du DexNs-17en fonction de la
concentration en chaines hydrophobes. Les mesures ont été réalisées a 25 °C par méthode de I’anneau

Figure I1.9. Spectres RMN 'H (DMSO-ds) : (I) mélange physique PLA a-alcyne + DexNs, (IT) NSs et
(III) NCs lyophilisées apres avoir réalisé une réaction « click » CuAAC entre un PLA a-alcyne
solubilisé dans la phase organique (25 g/L) et un DexNs présent dans I’eau (5g/L) lors du procédé
d’émulsion-€vaporation de SOIVANL..........cciiiiiiiiiiiiiieeter ettt sttt et e e b e s 112

Figure II.10. Chromatogrammes SEC-MALLS (détection réfractométrique) du PLA a-alcyne, du
DexN3-23 et des NCs obtenues avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale et dissoutes
dans du DMSO. Eluant : DMSO 4 0,1 M NANQOG.......uuuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeesesesasssesneesesnnenesnnnnnnnes 113

Figure I1.11. Spectres RMN 'H (dans DMSO-ds) du mélange physique PLA a-SH + DexC=C (I) et du
copolymere dextrane-g-PLA purifié et produit par la réaction thiol-e¢ne (II) entre le DexC=C-34 (1 éq.
de C=C) et le PLA a-SH (M, ~ 3 100 g/mol, 1,5 éq. SH /C=C) dans le DMSO (% click = 100)...... 121

Figure I1.12. Spectres RMN 2D 'H — *C (HSQC) (DMSO-ds) du produit de la réaction thiol-&ne entre
le DexC=C-20 et le PLA a-SH dans le DMSO (100% click) (II) et du mélange physique PLA o-SH +
DexC=C dans les méme proportions que dans le copolymere (1) .......cccvueeveieerriernsiiinnieenieeecieeeeenn 122

Figure I1.13. Superposition des chromatogrammes SEC-MALLS (détection réfractométrique) du PLA
a-SH, du DexC=C-20 et du copolymere Dex-g-PLA obtenu par la réaction thiol-ene en DMSO.
Eluant : DMSO 4 0,1 M NANO3 .....ooiriiiiiriinieteteieeeen sttt ettt ettt 123

Figure I1.14. Spectre RMN 'H (dans DMSO-ds) des NCs lyophilisées avant leurs lavages obtenues
par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction thiol-ene in situ (voir
expérience NC, Tableau I19) ........cooiiiiiiiie ettt et te et e st e e e beesteeesnseeenaeesnseean 126

Figure I1.15. Spectres RMN 'H (dans DMSO-ds) d’une suspension PLA o-SH + DexC¢C=C + DMPA
lyophilisée avant I’irradiation UV (I) et du produit de la réaction thiol-¢ne radicalaire (II) entre le
DexC¢C=C-21 et le PLA a-SH (M,, ~ 3 100 g/mol) a 'interface d’une émulsion...............ccccc......... 130

Figure 11.16. Distributions de taille obtenue par granulometrie laser : a) NCs clickées avant et apres
lavages, b) NPs non-clickées, apres lavages, c) NPs clickées, apres lavages. Les NPs sont préparées
par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant avec ou sans réaction « click » et en utilisant du
PLA a-alcyne, a-SH ou commercial (25 g/L) et le DexN3-23 ou le DexC=C-28 (5 g/L) (comme
stabilisant). Pour les NCs, 10% vol de M810 ont été ajoutés dans la phase organique initiale. ......... 137

Figure I1.17. Influence de la quantit¢é de M810 sur le diametre moyen en surface d[3:2] des NPs
lavées: (@) NPs clickées, () NPs non-clickées, --- diameétre moyen en surface théorique (D) calculé
par ’Equation 14, p. 138. La quantité du PLA dans la phase organique ainsi que la quantité du DexNs-
23 dans la phase aqueuse sont constantes et égales a 25 g/L. et 5 g/L, respectivement. ...................... 138

Figure I1.18. Evolution du potentiel Zéta de nano-objets clickés ou non en dispersion dans une phase
aqueuse de NaCl de 10° a 102 mol/L. Cas des NPs préparées par procédé d’émulsion-évaporation de
solvant en utilisant le DexN3-23 en tant que stabilisant (sauf NCs nues): (l) NSs clickées, (X) NCs
clickées, (A) NCs non-clickées, () NSs non-clickées, (@) NCs nues. La réaction « click » est réalisée

220



Liste des Figures

en utilisant 5,5 éq. CuSOd/alcyne (+10 éq. AAsc/CuSOs4) comme catalyseur. Les NCs sont préparées
avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale............cceeevveerrieeriiieinieeeieeenieesieeeieeeeiee e 142

Figure II.19. Représentation schématique de la contraction volumique de NCs clickées ou non-
clickées lors de I'évaporation du CH,Cl,. Les valeurs de I'cxp et de Apz sont données pour des NCs
préparées avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale et en utilisant du DexN3-23 comme
210311 EF: 11| SO OO OO OO PR OTRPPURRRRPONt 145

Figure I1.20. Comparaison entre le taux de recouvrement expérimental (I'exp; calculé par I’Eq. 10,
Partie III, p. 207) et théorique (I'méorique; calculé par I’Eq. 19, p. 145) des NCs clickées. La ligne
pointillée représente 1a premiere diagOnale..........cocuuieriiiiiiiiiiiiiniee ettt 147

Figure II.21. Variations du taux de recouvrement en dextrane (DexN3-23) (I'exp) en fonction de
I'épaisseur du recouvrement (Apz) obtenue a partir de valeurs de potentiel Zéta (). Les erreurs
expérimentales correspondent & la déviation standard calculée grace aux Eq. 3 et 4 (Partie III, p. 204)

Figure I1.22. Stabilité colloidale de NCs en présence de NaCl. Les NCs ont été préparées par le
procédé d’émulsion- évaporation solvant en utilisant 10%vol. de M810 dans la phase organique
initiale et en réalisant ou non in situ la réaction de chimie « click » CuAAC ou thiol-ene nucléophile
(voir détails dans le Tableau IL.14) ........ooooiiiiiiiiie e et ee e e et e e e aae e e eeaaaeeeeas 150

Figure I1.23. Comparaison des spectres RMN 'H (dans DMSO-ds) des NCs obtenues par émulsion-
évaporation de solvant avec le DexN3-23 comme stabilisant et en réalisant in situ la réaction de chimie
«click » CuAAC (B) ou non (A). Les spectres sont comparés avant et apres traitement par le SDS (1%
mMassique €N MIlIEU AQUEUX) ....eevvieerieeriieeeieeeiee ettt eeteeeetteesteeestteesnteesssseessseessseessnsaesnseeessseessseessnseenn 152

Figure I1.24. Influence de l'efficacité de la réaction « click » (% click) sur la désorption du DexN3-23
dans le cas de NSs préparées par procédé d’émulsion-évaporation de solvant dans des différentes
conditions catalytiques. La tendance probable est indiquée par la ligne pointille............cccceruenneen. 154

Figure I1.25. Représentation schématique de 1I’immobilisation chimique d’une chaine de DexN3s a la
surface de NPs de PLA dans le cas d’un couplage « click » CuAAC entre un PLA a-alcyne et un

Figure I1.26. Nanocapsule clickée a écorce PLA, cceur M810 et recouverte de dextrane ................ 159

Figure I1.27. Micrographies cryo-MET des NPs en suspension dans I’eau : a) NSs, b) NCs non-
clickées, c¢) NCs clickées par réaction CuAAC. NCs ont été préparées avec 10% vol de M810 dans la
Phase OrganiqueE INItIALE.........c.eeecuieerieeeieeeeieeeiteerte e et ettt e st e et e e e teeesteessseeenseeesnseesnseeensseesnseensnseenn 159

Figure 11.28. Micrographies MET apres la coupe des NPs lyophilisées : a) NCs clickées préparées
avec 10% vol de M810 dans la phase organique initiale, b) NSS........cccceeriiiiiiercieeriieciee e 160

Figure I1.29. Relation linéaire entre 1’efficacité d’encapsulation et un des parametres de solubilité de
Hansen (8h) pour la SA (huile) dans I’écorce polymére et ’efficacité d’encapsulation*.................. 165

Figure I1.30. Réprésentation des différents profils de libération de la SA a partir des particules
polymeres : capsules (A-D), spheres (E) (Image inspirée par référence “©) ..........ocoevvvvirveievererenennes 168

Figure I1.31. Représentation de morphologies différentes des objets : a) capsule, b) sphere........... 170

Figure I1.32. Comparaison des distributions de tailles des NCs lavées et préparées avec des quantités
variables de ’OG (de 0 & 15 mg) dans la phase organique initiale (0,1 mL M810 + 0,9 mL AcOEt) et
en réalisant une réaction CuAAC in situ. DexN3-23 est utilisé comme stabilisant. Les diametres entre
parentheses correspondent aUX A[3:2] ....eveeiireciireiiieeie et et e et e e enaeennree s 174



Liste des Figures

Figure I1.33. Exemple d’un spectre RMN 'H (DMSO-d; + 2 gouttes D,0O) des NCs PLA/OG......... 175

Figure I1.34. Cinétiques de libération de 1'0OG a partir des NCs et NSs préparées par le procédé
d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction de chimie « click » CuAAC (n = 2). Le %0G

libéré a été calculé selon I’équation suivante: %OG libéré = mOGt-mOGOmMOGO - 100 ou
mOGO, mOGt correspondent aux masses d’OG a temps initial et a temps ¢ calculées grace a I’Eq. 26, p.
173. Diametres entre parentheses correspondent aux d[3:2] ......ccoeoueeviiiiienienienienieeeeeeseesee e 178

PARTIE III : MATERIELS ET METHODES

Figure III.1. Spectre RMN 'H (CDCI5) du milieu réactionnel brut (avant purification) dans le cas de la

SYNthese du PLA 0-alCYNE ©..coouuiiiiiiiiiiieiieeteete ettt ettt et e st sab e e s ateesbeeesabeeenne 193
Figure II1.2. Exemple d'un chromatogramme SEC-MALLS, détection réfractométrique, éluant THF
(PLA a-alcyne ; M, =3 900 /MOl D = 1,2) ..ooviiiieceeieieeeeeeeeeeee e 193
Figure IIL3. Spectre RMN 'H de I’acide 6-azidohexanoique dans CDCls..........cceveueveueueueuenrienennen. 195

Figure IIL4. Spectre RMN 'H de I’acide 6-azidohexanoique activé par 1’imidazole dans CDCl;.... 196
Figure IIL5. Spectre RMN 'H de I’acide hex-5-énoique activé par I’imidazole dans CDCls............ 198

Figure II1.6. Spectres RMN 'H (DMSO-ds) des NCs lyophilisées apres avoir réalisé une réaction de
chimie « click » : a) CuAAC entre un PLA a-alcyne et un DexNs, b) thiol-ene nucléophile entre un

PLA 0-SH €t Un DEXC=C ...ttt ettt st sttt et e s 206
Figure IIL7. Spectres RMN 'H des NCs lyophilisées, clickées par réaction CuAAC et avec de ’OG
encapsulé, réalisés dans DMSO-ds (en bas) ou dans DMSO-ds + 2 gouttes D,O (en haut)................ 206
Figure IIL8. Spectre RMN 'H (CDCI3) du M810 saturé en OG en utilisant phénol comme référence
............................................................................................................................................................. 208
Figure II1.9. Granulometre Mastersizer 20000 MalVErn” ............cccooeueiririereenieiereeieiereeeeieeeeees 209

Figure II1.10. Modélisation de la double-couche électrostatique autour d'une particule chargée® .... 210

Figure IIL.11. Exemple de détermination de Apz, d’apreés les valeurs de potentiel { des NCs clickées.
Les calculs sont réalisés en utilisant 1I’équation d'Eversole et Boardman, et en fonction du paramétre de

DEDYE-HUCKEL KH ettt ettt ettt et e s saae e s 212
Figure II1.12. Exemple du thermogramme MDSC (flux réversible) du mélange PLA comn/M810 (19:81
TII/TIL) ottt et bttt bt e h b e h e a st e h bt bt h b ettt be et ea e aenee 214

222



LISTE DES SCHEMAS






Liste des Schémas

PARTIE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Schéma I.1. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé de nanoprécipitation.............cceeueeeee 25
Schéma 1.2. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé d’émulsion-diffusion........................ 26
Schéma 1.3. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant.. 27
Schéma 1.4. Elaboration de NCs a cceur aqueux par le procédé de double émulsification .................. 28
Schéma 1.5. Elaboration des NCs a cceur huileux par le procédé d’émulsion-coacervation ................ 29

Schéma 1.6. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé de polymérisation en chaine en
MINIEMUISION QITECLE .....eeeuriiieiiiiieitetirtet sttt ettt sb et ettt sbe et e sbesbeembesbeenaenneennen 31

Schéma L.7. Elaboration des NCs a cceur liquide par le procédé couche-par-couche a partir d’un cceur
sacrificiel dur : 1°) synthése d’un cceur dur, 2°) fonctionnalisation éventuelle de la surface du cceur,
3°) formation couche-par-couche de 1’écorce polymeére autour du template dur, 4°) élimination du
cceur sacrificiel, 5°) remplissage du coeur par une solution contenant la SA par imprégnation, 6°)
redispersion des NCS dans I’@aU........cccveeciieeiiecieiierie e ete ettt et e see e ebeebeesseessaessaesssessseessaessnesssenns 34

Schéma L.8. Synthese de NCs vides par le procédé couche-par-couche par réaction de polymérisation
RAFT a partir de la surface en utilisant des nanospheres de silice comme templates (adapté de la
référence'”). tBMA = méthacrylate de fert-butyle, DMIPM = méthacrylate de 2,3-
diméthylimidopropyle, HPMA =N-(2-hydroxypropyle) méthacrylamide ..........c..ccoceriieiiinninninnnnnns 34

Schéma 1.9. Synthése de NCs a ceeur huileux par le procédé couche-par-couche a partir de la surface
d’une nano-gouttelette d’émulsion chargée positivement (adapté de la rérérence™)........ccoceevvveveuennne. 36

Schéma 1.10. Elaboration des NCs a cceur huileux par le procédé de dépot d’une couche polymere («
POLYINET COALINE %) ...vieutieiietietieeite ettt et et e st e st e et e bt e bt e s bt e sbeesuteeabeea bt enbe e beesbeesaeesateenteenbeenbeesbeesneenns 37

Schéma I.11. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé de polymérisation par étapes a
I’interface d’une gouttelette de MINIEMUISION .....cc.eevviriiiiiniiiiniiceeeeeeceeece e 39

Schéma 1.12. Elaboration de NCs a cceur huileux par le procédé de polymérisation en chaine a
I’interface d’une gouttelette de MINIEMUISION ......ccc.eiiiiiiiiiiieieie e 41

Schéma I.13. Elaboration des MCs a cceur CHCls par réaction « click » CuAAC a l'interface
CHCIB/BAU. ...ttt sttt ettt a e bt st et aeeaeebeenesaen 42

Schéma 1.14. Elaboration des NCs a cceur aqueux par réaction « click » thiol-éne a Il'interface
eau/CH,Cl, (adapté de 1a TEFErenCe ) .........ovovivieeeececeeeeeeeeeeeeee e 43

Schéma 1.15. Elaboration des NCs vides par réaction « click » thiol-€ne photo-amorcée a l'interface
CHCls/eau (adapté de 1a TEfEreNCE ) .......ovovivieiieieececeeeeeeeee et 44

Schéma 1.16. Réactions de cycloaddition azide-alcyne : a) non-catalysée, b) catalysée par Cu(l)...... 45

Schéma 1.17. Modification de D-glucose via une transformation « one-pot multi-step » impliquant la
réaction de chimie « ClICK » CUAAC! .......oiiiiiiiiieee e 47

Schéma 1.18. Mécanisme proposé de la réaction CUAAC ..........coooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 48

Schéma 1.19. Réaction de chimie « click » CuAAC entre des alcynes terminaux et un nucléoside (1-
(4°-azido-2’-deoxy-2’-fluoro-B-D-arabinofuranosyl) cytosing)'® ............cccccovvvrverirererererereeeceeen, 49

Schéma 1.20. Génération de Cu(I) a partir de sels de Cu(I) .....cecvevverieeieririerieeeeieeee et 50

223



Liste des Schémas

Schéma 1.21. Réaction de chimie « click » CuAAC réalisée a ’interface entre deux solvant non-
miscibles et catalysée par CuSO4/NaAsc (inspiré par'®?)

Schéma 1.22. Deux principaux mécanismes de la réaction thiol-éne: a) nucléophile ou basique, b)
TAAICALAITE ..ottt et s s 52

Schéma 1.23. Mécanisme de la réaction thiol-&ne catalysée par une molécule nucléophile (XR3)'#.. 53

Schéma 1.24. Mécanisme de la réaction thiol-éne catalysée par une base'®’. B correspond 2 une base et
EWG aux groupes attracteurs d'électrons (ang. Electron Withdrawing Groups) .........ccccceveeveeneeneene 54
Schéma 1.25. Mécanisme radicalaire de la réaction thiol-€ne' ............cccoovivivieieieieeeeeeceeceie, 56

Schéma 1.26. Mécanisme d'amorgage de la réaction thiol-éne en utilisant un photo-amorceur de type I,

dans exemple du DMPA .. oottt 58
Schéma 1.27. Mécanisme d'amorcage de la réaction thiol-éne en utilisant un photo-amorceur de type
L Cas de 1a BPI ...ttt b bbbttt 58
Schéma 1.28. Mécanisme de formation de radicaux par un systtme BPO/amine tertiaire®®............... 61

PARTIE IT : RESULTATS ET DISCUSSION

Schéma IL.1. Voies de synthese du polylactide ...........cceeeeirieriirienieniiiiiieercseeeeeee e 88

Schéma I1.2. Synthése du PLA a-alcyne par polymérisation par ouverture de cycle du D,L-lactide
catalysée par SnOct; et amorcée par I’alcool propargylique..........cceeeeveeieninieneneeneneneenieeeceeneeeen 89

Schéma I1.3. Syntheése du PLA a-SH : I) Synthese du PLA-SS-PLA par polymérisation par ouverture

de cycle du D,L-lactide, IT) Réduction des liaisons disulfure en thiol ............ccccoooeniiiiiiiiiniininnns 90
Schéma I1.4. Syntheése d’un macroamorceur PLA d’ATRP : a) syntheése de I’amorceur fonctionnel, b)
POC AU D, L A e et e e et e e ee e et et e e e eeae et e ee e et eeaesteeeesaeeeeeneeeeeaeeaeenen 90
Schéma IL.5. Réduction d’une liaison disulfure a 1'aide du DTT ™ ....coooviiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 91

Schéma I1.6. Synthése du dextrane-azide (DexNs) par réaction entre le dextrane natif et 1’acide
6-2Z1dONEXANOTQUE ACHIVE ......eiiiiieiiieeieeeiie ettt et ete e et e e st e e eteeenbeessateesnseesnseeessseesnseeessaesnseesnnns 99

Schéma IL7. Synthése du dextrane-méthacrylate (DexC=C) par réaction entre le dextrane natif et
I’anhydride MEthaCTYIIQUE. ......ccuiiiieiiee ettt sttt et e beesbeesaeeens 100

Schéma I1.8. Synthése du dextrane-alcéne (DexCsC=C) par réaction entre le dextrane natif et 1’acide
S-hEXENOTQUE ACHIVE. ......eieitiiiiiiiieie ettt ettt ettt e st esat e e abe e bt e bt e bt e bt e sbtesaeesaeeenteenteesbeesseesneens 101

Schéma IL.9. Syntheése des NCs de PLA a cceur M810 et recouvertes de dextrane par le procédé

d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une réaction de chimie «click» a I’'interface de
I’émulsion huile-dans-eau. Des NSs seront obtenues s’il n’y a pas de M810 dans la formulation initiale

............................................................................................................................................................. 110
Schéma II.10. Réaction « click » CuAAC entre un DexN3 et un PLA a-alcyne.........cccoovevvecivennnnnns 111
Schéma II.11. Réaction « click » thiol-éne nucéophile entre un DexC=C et un PLA o-SH.............. 120

Schéma I1.12. Réaction « click » thiol-ene entre un DexC¢C=C et un PLA o-SH dans les conditions
TAAICALAITES. ..ottt ettt e e e e et e e e e e s e e e et ta e e e e e et aaa s eeeesssaannsasseeeesssnnnsesaaes 128

224



Liste des Schémas

Schéma II.13. Mécanismes principaux de libération prolongée de la SA a partir d’une capsule
0101 1 1113 L T O OO USRS 166

PARTIE III : MATERIELS ET METHODES

Schéma IIL.1. Synthése du PLA a-alcyne par polymérisation par ouverture de cycle du D,L-lactide
catalysée par SnOct, et amorcée par 1’alcool propargylique........c.cecvevveerierieecieeniierieeesee e sve e 192

Schéma IIL.2. Synthése du PLA-SS-PLA par polymérisation par ouverture de cycle du D,L-lactide

catalysée par SnOct; et amorcée par le 2-hydroxyéthyl disulfide..........ccceevviieiiiiniiiiniiiriieeieeee 193
Schéma IIL.3. Réduction du PLA-SS-PLA avec du DTT ....cccooieiiieieeeeeeeee e 194
Schéma III.4. Synthése de l'acide 6- azidOhEXaANOIQUE .......ccovevvieieriereieieeeeiee et 195
Schéma IIL.5. Synthése de I’ester activé de I’acide 6-azidohexanoique .............coccevevveeeerincncnnenne. 196
Schéma IIIL.6. Réaction du dextrane avec 1’acide 6-azidohexanoique activé ............cceeevevreevenennne. 197
Schéma III.7. Réaction du dextrane avec I’anhydride méthacrylique...........coceeevenienieiiincnicncnenee 197
Schéma IIL.8. Synthése de ’ester activé de I’acide hex-5-€n0iqUe........c.eeveverreeierieieecienieeeeveeeenes 198
Schéma IIL.9. Réaction du dextrane avec 1’acide hex-5-énoique activée.........c..cocevvevveieenenencnnenne. 199

Schéma II1.10. Préparation des NSs ou des NCs par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant
couplé a une réaction de chimie « click » CuAAC en utilisant différents catalyseurs: a) CuBr ou Cul,
b) CuSO4 (EBPMODA)/AASC ..ottt e s s s 199

Schéma III.11. Préparation des NSs ou des NCs par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant
couplé a une réaction de chimie « click » thiol-ene dans des conditions nucléophiles....................... 201

Schéma III.12. Préparation des NSs par le procédé d’émulsion-évaporation de solvant couplé a une
réaction de chimie « click » thiol-éne dans les conditions radicalaires..........cccccceeveieerrieenciienseeennnenn. 202

225



Liste des Schémas

226



LISTE DES TABLEAUX



Liste des Tableaux

PARTIE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau L.1. Structures de certains polymeéres biodégradables d’origine naturelle ou synthétiques

Utilisés pour former deS NPS .........ooiiiiiiiiie ettt ettt s ite e s te e sbee e bee e 11
Tableau 1.2. Exemples d’huiles non-volatiles utilisées dans la formulation de NCs..............cceeeunennne 16
Tableau 1.3. Exemples d’huiles qui se solidifient a température ambiante............ccccceveeceerenernenennne. 17

Tableau L.4. Applications des NCs polyméres a cceur liquide préparées par différents procédés.
(*Composition de I'hUile NON PIECISEL) ...evvrrrrirriieriierierieeieeteeitesttestestesreereeteesraessaesssesnseesseenseenees 18

Tableau L.5. Exemples de photo-amorceurs de type cétone aromatique utilis€s et disponibles dans le
commerce (d’aprés les références!*® 201 20)

Tableau 1.6. Exemples d’amorceurs thermiques utilisés dans la réaction thiol-éne. Les températures
pour un tin de 10h sont issues du site de Sigma-Aldrich
(http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/docs/Aldrich/General _Information/thermal_initiators.pdf; Acces on-line le 23 avril 2015).... 60

Tableau L1.7. Application des réactions de chimie « click » a la synthese et/ou la fonctionnalisation de
particules polymeres (NSs = nanospheres, NCs = nanocapsules, MCs = microcapsules) .................... 63

PARTIE II : RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau II.1. Caractéristiques des PLA fonctionnels obtenus par polymérisation par ouverture de
cycle du D,L-lactide catalysée par le SnOct; et en utilisant I’alcool propargylique ou le 2-hydroxyéthyl
disulfide comme amorceur. * Polymérisé en solution tolueéne (100°C, 18h), ** Polymérisé en masse

(120°C, TARB0) ..ttt ettt e b e et e et et e e bt e bt e bt e sbeesateeateebe e bt e ehteeateeabeenbeebeens 94
Tableau IL.2. Conditions et résultats de réduction des PLA-SS-PLA a l'aide du DTT...........ccccce.. 96
Tableau IL.3. Degrés de substitution de dérivés du dextrane utilisés au cours de cette these ............ 103
Tableau ILI.4. Caractéristiques du dextrane et de ses dé€rivés obtenus ...........cceceeveeieercenieneeneennnen. 104

Tableau ILS. Influence de différents parameétres sur ’efficacité de la réaction « click » CuAAC a
I’interface CH,Cly/eau entre un PLA o-alcyne (M,, ~ 4 000 g/mol) solubilisé dans la phase organique
(25 g/L) et un DexN3-23 présent dans 1’eau (5 g/L). Elaboration des NSs par le procédé d’émulsion-
EVaPOTAtION dE SOIVANL.......eiiiuiiiiiieeiieeeiteeeteeeiteeste e et e ettt esteesstteessteeesteessseesnseeesnsaesnseesasseesnseeennseenn 114

Tableau I1.6. Influence du M810 sur I’efficacité de la réaction « click » CuAAC a I’interface (CH>Cl»
+MS810)/eau entre un PLA a-alcyne (M, ~ 4 000 g/mol) solubilisé dans la phase organique (25 g/L) et
un DexN3-23 présent dans I’eau (5 g/L) lors de ’¢élaboration des NCs par le procédé d’émulsion-
EVAPOTAION A€ SOLVANT.....coitiiiiiiiiieit ettt ettt st st et e e bt e s bt e s bt e eateeateembeebee bt e sbeesatesaeeennean 116

Tableau I1.7. Détermination de la quantité du cuivre résiduel dans les NCs (préparées avec 10% vol
de M810 dans la phase organique initiale) par méthode d’ICAP-OES ..........cccocoiininiiiiniinnicninene. 118

Tableau IL.8. Résultats des réactions thiol-¢ne entre le DexC=C-28 (1 éq.) ou le DexC=C-20 (1 éq.) et
le PLA o-SH (M, ~ 3 100 g/mol, 1,5 éq./C=C) dans le DMSO.........cccccueeriieriieeiieerreecieeeeeeeevee s 124

Tableau IL.9. Influence de différents paramétres sur 1’efficacité de la réaction « click » thiol-éne
nucléophile a I’interface (CH2Cl,+M810)/eau entre un PLA a-SH (M;, ~ 3 100 g/mol) solubilisé dans

227



Liste des Tableaux

la phase organique (25 g/L) et un DexC=C-28 présent dans 1’eau (5 g/L) lors de I’¢laboration de NSs
et NCs par le procédé d’émulsion-évaporation de SOIVANL...........ceeveereerierieesieeieeieeseeseeseneseeennees 127

Tableau I1.10. Taux de substitution moyen (1) du DexC=C déterminé sur des NSs avant et apres leur
lavages et dans les eaux de lavages. Les erreurs expérimentales correspondent a la déviation standard
calculée grace a I’Eq. 3 (voir Partie IIL, p. 204) avec N =4....ccociiiiiiiiiieiieeieeeeeeee et 128

Tableau II.11. Résultats des essais préliminaires de la réaction «click » thiol-ene radicalaire a
I’interface CH»Cl»/eau entre un PLA o-SH (M, ~ 3 100 g/mol) solubilisé dans la phase organique (25
g/L) et un DexCsC=C-21 présent dans 1’eau (5 g/L) au cours d’un procédé d’émulsion-évaporation de
SOIVANE (SANS IMBLO) ..ot e e e e e e et e e e e eeeettaraeeeaeeeeenetnraeeeeeeeeennreees 131

Tableau IL.12. Caractéristiques de NPs clickées et non-clickées, préparées en utilisant le DexN3-23 ou
le DexC=C-28 comme tensioactif, en termes de quantité de M810 encapsulées dans les objets finaux,
tailles moyennes en surface (d[3:2]) et valeurs de SPan ........cccoeceeeviiiiiiiiniieniieeeee et 140

Tableau II.13. Caractéristiques du recouvrement en dextrane. Cas des NPs clickées et non-clickées
obtenues par le procédé d’émulsion-€vaporation de solvant et en utilisant le DexN3-23 ou le DexC=C-
28 en tant que stabilisant de I’émMulSION ........cccuoeiuiiiiiiiiiii e e 143

Tableau I1.14. NCs utilisées dans les expériences de stabilité colloidale. Les NCs ont été préparées en
utilisant 10% vol de M810 dans la phase organique initiale, le PLA a-alcyne ou le PLA a-SH (25 g/L)
et le DexN3-23 ou le DexC=C-28 (5 g/L), reSPECtIVEMENL ......ccccvrerrrieriieerieeeiieeeieeeieeeseeeseeeeeneeens 150

Tableau II.15. Comparaison des propriétés des NPs (obtenues par émulsion-évaporation de solvant,
en réalisant ou non in situ la réaction de chimie «click » CuAAC ou thiol-ene) avant et apres
traitement par SDS (1% massique dans le milieu aqUEUX).......ceecveeerivierrieeriiieeieeeiee e e eeee e 152

Tableau I1.16. Résultats des analyses MDSC du DexN3; M810 et PLAcomm (35 000 g/mol) et des
mélanges DexN3/PLAcomm €t DexN3/M810. Les valeurs données sont moyennées sur le 2°™ et le 3°™
cycle de chauffage (voir Partie III, p. 212). L’erreur expérimentale sur les températures de transition
est de £1°C sauf pour des échantillons contenant du DexNs. Pour ceux-ci le saut correspondant a la T,
était treés peu visible et donc I’erreur est plus grande (donnée dans le tableau)..........ccccoeveevieniennnns 155

Tableau I1.17. Résultats des analyses MDSC des PLA (PLAcomm 35 000 g/mol, PLA a-alcyne 4 000
g/mol, PLA a-SH 3 100 g/mol), du M810 et de leurs mélanges. Les valeurs données sont moyennées
sur le 2°™ et le 3™ cycle de chauffage (voir Partie III, p. 212). L’erreur expérimentale sur les
températures de transSition £L1C ......cuiieiiiiiiie ettt e e et e et e et e e snteeenaeeenree s 157

Tableau IL.18. Acide galliqUe €t SES ESIETS.......ieiuieriieriiertieriie ettt et ettt et e ettt be et e sbeesaeesaeeeaeeas 171

Tableau I1.19. Quantités d’OG potentiellement possibles & encapsuler dans les NCs et expériences a
réaliser selon le solvant organique volatil choisi. La masse de PLA utilisée dans la formulation est
constante et égale a 25 mg. Le volume de la phase organique est constant et égal a 1 mL (soit 0,9 mL
CH2Clz et 0,1 ML M8BT0) ..ttt ettt sttt ettt 172

Tableau I1.20. Résultats d’encapsulation de I’OG dans les NCs préparées par le procédé d’émulsion-
évaporation de solvant avec une réaction « click » CuAAC (catalyseur CuSOs/AAsc, pour plus de
détails voir Chapitre II, Tableau I1.6, p. 116, échantillon NC3). Les expériences ont été effectuées au
moins deux fois (N> 2), SAUTINC3 .......oooiiiiiciieeeeeeree et e v e e sb e b e eseessaessaeseseenreas 176

Tableau I1.21. Caractéristiques des NPs utilisées dans les expériences d’évaluation des cinétiques de
libération de I’OG. Les expériences ont été effectuées deux fois (N =2).....cccccceveirrviieviereeneennennens 177

Tableau II.22. Résultats de détermination de coefficients de diffusion (D) de I’OG dans les NCs et
NSS. 7.a. = NON-APPLICADIE .....ooeeriiiiiieeiie ettt rre st e et e e s e e e seeeesseesssaeessseesnseeenseeas 179



Liste des Tableaux

Tableau I1.23. Coefficient de partage du 4-nitroanisole entre le polystyréne et différents huiles®... 179

PARTIE III : MATERIELS ET METHODES

Tableau IIL.1. Pics de référence de M810 pour les spectres RMN 'H des NCs obtenues dans
QIffETENtES CONAILIONS ..c.veeutiiiiiieiiiieiee ettt sttt ettt et s ne s b b e b ene 207

Tableau IIL.2. Résultats des analyses MDSC des différents mélanges PLA/OG. Les analyses réalisées
au LCPM au cours de la these d’ Asma Chebil €n COUTS .......ccoviriininieninieienieceneecneeeee e 214

229



Liste des Tableaux

230



Résumé :

Des nanocapsules (NCs) biodégradables contenant une substance active et destinées a
des applications environnementales ont été élaborées par un procédé d’émulsion-évaporation
de solvant couplé a une réaction de chimie « click » interfaciale. Deux types de réactions
«click » ont été testés: (i) cycloaddition azide-alcyne catalysée par le Cu(l) et (ii) thiol-ene.
Ces NCs sont constituées d’une écorce en polymere hydrophobe (polylactide) entourant un
ceeur liquide (Miglyol®810) et recouverte d’une couronne hydrophile polysaccharide
(dextrane). Des nanospheres (sans cceur liquide) ont aussi été produites. Ces nano-objets ont
été caractérisés en termes de distribution de tailles, morphologie, taux et épaisseur de
recouvrement en dextrane ainsi qu’efficacité de couplage « click ». La stabilité colloidale en
milieu salin et la stabilité du recouvrement en présence d’un tensioactif compétitif ont été

étudiées. Enfin, une substance active a été encapsulée et libérée a partir des nano-objets.

Mots clés : nanocapsules, chimie «click », polysaccharide, biodégradable, polylactide,
encapsulation

Abstract :

Biodegradable nanocapsules allowing encapsulation of active substances for
environmental applications were produced by emulsion-evaporation method combined with a
“click” reaction occurring at the liquid/liquid interface of emulsion droplets. Two types of
“click” reaction were tested: (i) copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) and
(i1) thiol-ene reaction. The NCs are composed of a hydrophobic polymer shell (polylactide), a
liquid core (Miglyol®810) and a hydrophilic polysaccharide coating (dextran). For
comparison, nanospheres (without oily core) were also prepared. These nano-objects were
characterized in terms of size distribution, dextran coverage density and thickness, “click”
coupling efficiency and morphology. Colloidal stability in NaCl solutions as well as dextran
coverage stability against an anionic competitive surfactant were also studied. Finally, an

active substance was encapsulated and released from these nano-objects.

Keywords: nanocapsules, click chemistry, polysaccharide, biodegradable, polylactide,
encapsulation
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