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Introduction générale

Les produits issus de ressources naturelles constituent depuis trés longtemps une source
de matériaux, avec par exemple le coton, la laine, la soie, le caoutchouc lors de la

eéme

vulcanisation (en 1840) ou le cuir par le tannage. Au cours du XX siécle, la révolution
pétrochimique et I'utilisation quasi exclusive des ressources fossiles ont réduit au minimum
I’usage des ressources renouvelables. Cet état de fait est aujourd’hui remis en cause par
I’inexorable diminution des ressources fossiles dont le corollaire est ’augmentation du prix
du baril de pétrole. Par ailleurs, I’industrie chimique a pris conscience de I’empreinte
écologique qu’induit 1’utilisation abusive de ces ressources fossiles non inépuisables
(introduction en 2009 du protocole REACH, pour enregistrement, ¢valuation et autorisation
des substances chimiques, qui vise a couvrir le contrdle de la fabrication, de I’importation, de
la mise sur le marché et de I'utilisation des substances chimiques).

Rhodia est une entreprise de I’industrie chimique qui souhaite se positionner
durablement dans le domaine des matériaux issus de matiéres renouvelables. Rhodia posséde
déja aux Etats-Unis des activités tournées sur la modification de la gomme de guar
(polysaccharide composé essentiellement de galactomannane).”

Dans le cadre de ce travail de thése mené en partenariat avec Rhodia et les laboratoires
du CERMAYV de Grenoble et du LCPO de Bordeaux, il s’est agi de démontrer la possibilité
d’associer un polymere naturel avec toute une gamme de polymeéres synthétiques, dans une
architecture de type copolymeére a blocs. La stratégie de synthése adoptée a consisté a
modifier de fagon chimio-enzymatique le xyloglucane, polysaccharide issu de la graine de
tamarin, et a former un bloc vinylique par polymérisation radicalaire contrélée suivant la
méthodologie appelée « MADIX », brevetée par Rhodia (MADIX pour Macromolecular
Design by Interchange of Xanthate).! L’utilisation du xyloglucane comme modéle de
polymeére naturel est liée a I’expertise que possede le CERMAV sur la modification de ce
polysaccharide tandis que la polymérisation MADIX permet de contréler la polymérisation
d’un certain nombre de monomeres vinyliques comme 1’acrylamide, I’acétate de vinyle ou la
N-vinyl-2-pyrrolidone.

La plupart des polysaccharides possédent des caractéristiques d’hydrophilie, de
biocompatibilité¢ et de biodégradabilité. Leur association a une partie vinylique dans une
architecture de copolymeéres a blocs est encore peu étudiée et permet d’introduire une

incompatibilité entre les deux blocs. Il est alors possible de tirer les bénéfices de leur auto-

: http://www.rhodia.com
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assemblage, en particulier en solution aqueuse, afin de les utiliser dans des domaines aussi
variés que la détergence en cosmétologie, I’alimentaire (agent texturant, stabilisant), ou la

médecine (en tant qu’agent de libération contrdlée de principes actifs).

Ce manuscrit est donc consacré a la synthése de tels copolymeres « hybrides », a travers
la description détaillée des stratégies de synthese élaborées. Celles-ci nécessitent 1’utilisation
d’outils efficaces pour la modification du polysaccharide (chimie et hydrolyse enzymatique,
glycochimie, « chimie click ») en vue de son association a un bloc vinylique (polymérisation

MADIX) (Figure 1).

Outil 1 : Outil 2 :
Chimie et hydrolyse enzymatique Glycochimie

Matériaux : copolymeres a blocs

'S WQ .&&s)koa

S

Outil 3 : Outil 4 :
Chimie « click » Chimie MADIX

Figure 1 : Outils de synthése pour la préparation de copolyméres a blocs « hybrides »

naturel/vinylique.

Dans le premier chapitre, nous présenterons les outils utilisés au cours de ce travail.
Ainsi, nous décrirons les caractéristiques principales du xyloglucane, plus particulierement
ses origines, ses propriétés et ses applications potentielles. Les principes de la chimie
enzymatique pour la synthése glycosidique seront préalablement décrits.

Le deuxiéme chapitre traitera de la modification du polysaccharide permettant
I’obtention du premier bloc oligosaccharidique et de la polymérisation subséquente du bloc
vinylique.

Les troisiéme et quatriéme chapitres seront consacrés a 1’obtention des copolymeéres a

blocs hybrides oligosaccharide-b-vinylique selon deux voies de synthése, en 1I’occurrence
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1) la méthode appelée « starting from» ou le polymere vinylique est généré
directement a partir de 1’oligosaccharide préalablement modifié, et
2) la méthode « coupling onto » pour laquelle deux homopolymeéres sont couplés

entre eux par « chimie click ».

Références bibliographiques
1. Corpart, P.; Charmot, D.; Biadatti, T.; Zard, S.; Michelet, D. WO9858974, 1998.
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Dans une premiere partie, cette étude bibliographique présente le polysaccharide qui
sera utilisé par la suite, a savoir le xyloglucane de graines de tamarin. La deuxieme partie
introduit des notions de chimie enzymatique utilisée dans notre cas pour modifier, de manicre
spécifique et controlée les polysaccharides. La troisiéme partie fait 1’état de 1’art des

copolymeres séquencés comprenant au moins une partie glucidique.

1. Présentation du xyloglucane de graines de tamarin

1.1. Introduction

Chez les végétaux, la paroi cellulaire est généralement présentée sous la forme de trois

¢léments : la lamelle moyenne, riche en substances pectiques, la paroi primaire et la paroi

secondaire (Figure 1-2).

F 3

53

52 Paroi secondaire

51

Paroi primaire

L amelle movenne

Figure I-2 : Représentation schématique de la paroi cellulaire des végétaux.

La paroi primaire se présente comme un réseau lache de microfibrilles de cellulose
englobées dans une matrice amorphe fortement hydratée de pectines et d’hémicelluloses. La
paroi secondaire, quant a elle, est une structure inextensible et faiblement hydrophobe,

constituée de cellulose et de lignines. Elle présente trois couches successives, S1, S2 et S3, se
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distinguant par 1’orientation de leurs fibres de cellulose et conférant une grande résistance a la

paroi.

Les hémicelluloses sont des polysaccharides amorphes, constitués d’un squelette
d’unités pyranosyle neutres (ex. glucose, mannose, et xylose), substituées par d’autres unités
pyranosyle ou furanosyle et par des acides uroniques (ex. acide glucuronique, acide 4-O-
méthylglucuronique). Les hémicelluloses sont classées en quatre groupes de polysaccharides :

- Les xylanes
- Les mannanes
- Les B-glucanes

- Les xyloglucanes (ou XG)

Les xyloglucanes de la paroi primaire (structure de ce polysaccharide présentée dans le
paragraphe 1.3 de ce chapitre) sont les composants majeurs des hémicelluloses. Ils lient les
microfibrilles de cellulose entre elles par des liaisons hydrogéne (Figure I-3) et octroient ainsi

a ces dernieres la souplesse nécessaire a leur mouvement.

/ Al

Microfibrilles de cellulosel

Figure I-3 : Interactions potentielles entre xyloglucanes et cellulose.”

Il a été suggéré que, pendant la croissance de la plante, I’hydrolyse des fibres de
xyloglucanes par des enzymes endolytiques est nécessaire au développement des cellules.”

Certains oligosaccharides de xyloglucanes libérés par les -glucanases (enzymes hydrolysant
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les xyloglucanes) ont des fonctions biologiques et sont capables de promouvoir la croissance

cellulaire.?
1.2. Origine et préparation

Les xyloglucanes se trouvent dans la paroi primaire des plantes supérieures (regroupant
les plantes vascularisées).” Ils ont été caractérisés parmi les Dicotyledons (ex. hypocotyle de
Phaseolus, fruits d’Olea, Malus et Phaseolus, fibres de Lactula, cultures cellulaires d’Acer,
Rosa, Glycine et Populus), les Monocotyledons (ex. bulbes d’Allium, endosperme d’Oryzae,
jeunes plants d’Oryzae et d’Hordeum, pousses de bambous et cultures cellulaires d’Oryzae) et
les Gymnospermes (ex. cultures cellulaires de Pseuditsuga).* Les xyloglucanes constituent 20
a 30% de la matiére séche de la paroi cellulaire. Cette proportion est cependant réduite (5 a
10%) dans le cas des Graminées. Seules les graines de quelques plantes (ex. Tamarindus,
Impatients, Annona, Tropaeolum, Hymenaea, Detarium) possédent une quantité importante

de xyloglucanes autour de leur cotylédon.

Bien avant notre ére, les graines de tamarin étaient une ressource déja recherchée pour
les sucres, les protéines et les huiles qui en étaient extraits. En Inde, en Asie du Sud-est, aux
Antilles et au Brésil, les tamariniers (arbres produisant le tamarin) sont cultivés pour leurs
fruits et leur bois. Ils poussent rapidement et peuvent atteindre une hauteur de 25-30 meétres a
leur maturité. Ils produisent des fruits (Figure 1-4) a partir de 12 ou 13 ans et ce, jusqu’a plus
de 60 ans, donnant 200 a 250 kg de tamarin par an. Leur durée de vie peut dépasser les 120

ans.

Page 13



Chapitre I : Etude bibliographique

Figure I-4 : Fruits du tamarinier et graines de tamarins.

La graine de tamarin existe sous différentes formes : elle peut étre ronde, ovale voire
cubique.’ La longueur d’un c6té est d’environ 1,5 cm tandis que 1’épaisseur est de 0,75 cm.
Les graines sont de couleur brune et sont composées d’une cosse (30 % du poids total) qui
recouvre un noyau blanchatre (70 % du poids total). Celui-ci renferme les composants
suivant :

=  Protéines (15 a 23 %)

= Huiles (427 %)

= Fibres brutes (1 a 8 %)

= Fibres alimentaires (65 a 72 %)

= Cendres (2 a3 %)

La gomme de tamarin (ou poudre de noyau de tamarin : xyloglucane non purifi¢) a été
découverte durant la seconde guerre mondiale lors d’une recherche sur de nouveaux
matériaux d’encollage.® Sa production commerciale débuta en 1943, en remplacement de
I’amidon dans le textile. Aux Etats-Unis, elle a été utilisée en tant qu’additif dans I’industrie
papetiere en remplacement de 1’amidon ou des galactomannanes. La gomme de graine de
tamarin purifiée a ét¢ industrialisée pour la premiere fois en 1964 par le groupe japonais

Dainippon Pharmaceuticals Co., Ltd.

La préparation du xyloglucane de la graine de tamarin est effectuée selon un procédé

spécifique. La premicre étape consiste a laver les graines avec de I’eau et a les chauffer afin
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que leur enveloppe devienne friable.’ Les graines sont décortiquées dans le but d’enlever
I’endosperme qui, moulu, conduit a une poudre de noyau de tamarin. Cette derni¢re contient
au minimum 50 % de xyloglucane. Afin d’obtenir un degré de purification supérieur, la
poudre est portée a ébullition et agitée dans 30 a 40 fois sa masse en eau pendant 40 minutes,
puis on la laisse revenir a température ambiante et elle est décantée toute une nuit. Ce procédé
permet aux protéines et aux fibres de précipiter et de se déposer. Le surnageant est, quant a
lui, concentré a la moitié de son volume et filtré avant d’étre séché et moulu.
A ce jour, seules les graines provenant du tamarinier sont exploitées commercialement.’

Elles se trouvent sous trois formes, la nomenclature provenant de la société Dainippon
Pharmaceuticals :

= Préparation 3A : insoluble dans I’eau froide et demandant donc un chauffage a

75°C pendant au moins 15 minutes pour obtenir une solution
= Préparation 3S : solution visqueuse mais soluble dans I’eau froide

= Préparation 6C : soluble dans 1’eau froide et d’une grande limpidité

Dans la littérature, le xyloglucane est généralement hydrolysé de la maniére suivante :
au xyloglucane de tamarin (concentration finale 20 %) sont ajoutés 2 % d’endo-p-(1-2>4)-
glucanase du champignon Trichoderma viride. La suspension a pH 5 est chauffée a 40°C
pendant 12 heures. A la suite de cette réaction qui hydrolyse la chaine principale du
polysaccharide, le mélange réactionnel est chauffé a 100°C pendant 30 minutes pour
désactiver I’enzyme. Le mélange est ensuite centrifugé a 8000 tr/min pendant 15 minutes pour
¢liminer les produits insolubles puis il est filtré. Le filtrat est enfin concentré, neutralisé et

séché pour obtenir les oligosaccharides de xyloglucane (ou oligoxyloglucanes).”®

1.3. Nomenclature et structure

Le xyloglucane est un polysaccharide constitué d’unités D-glucopyranosyle liées en [3-
(1>4). Celles-ci peuvent étre jusqu’a 75 % substituées en position 6 par des mono-, di- ou

trisaccharides.

Afin de simplifier la dénomination des chaines latérales de xyloglucane, Fry et al. ont
proposé un systéme simple basé sur un code de lettres permettant de préciser la nature des

substituants (Tableau I-1).” Ainsi, la lettre « G » représente une unité glucose non ramifiée
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tandis que la lettre « X » représente une unité glucose substituée en position 6 par une unité
xylose. De méme, la lettre « L » représente une unité glucose substituée en position 6 par une
unité xylose elle-méme substituée en position 2 par une unité galactose. Le code « Gol » est
indiqué pour le glucose réducteur qui est converti en alditol (produit issu de la réduction de la

fonction carbonyle de 1’aldol). L annotation se fait a partir de 1’unité terminale non réductrice.

Tableau I-1 : Code a une lettre des sous-structures de xyloglucane.

oL ml-A3alp LAl
1 1 1
- 4 4
2 2 3
p-o-Galp | p-o-Galp p-o-Galp | ceL-Aral | el-Araf
1 1 1 1 1
] J ! 1 1
2 s 2 2 2
DA | peCeyle | o Deylp | Oe0eAYR | oeDedylp | oe0=R0I0 | oeDeRyin | o-Deyin | oeD=Kyip
1 1 1 1 1 1 1 1 1
+ J 1 ] 1 4 4 - !
& & & & & & 5] & &
fo-Gkp | Po-Gkp | po-Gkp | B0-Gep |BoOGkp Bo-Gkp | fo-Gkp ﬁ-n-zﬂk.:ﬁ ﬁ-n-zﬂm ﬁr&ﬂzlﬁﬂ o-Glog
T T T
i i 1
cL-Araf | p-Dyle | p-o-Kylp
3
T
1
eeeLefsraf

G F L X J S8 T A B C Gol

Sur la chaine principale, la position des substituants est réguliére. Cependant, leur
distribution ou leur arrangement est aléatoire. Il a également été montré que la distribution des
substituants entre deux espéces de plantes n’est pas identique, de méme qu’elle différe

ra ~ \ I ’ j .. 1
légérement entre deux mémes espéces ayant évolué dans deux milieux distincts.'?
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Dans le cas particulier du xyloglucane issu de graines de tamarin, la chaine principale

est constituée d’unités D-glucopyranosyle (Glcp ou Glc) qui sont partiellement substituées en

position 6 par des unités o-D-xylopyranosyle (Xylp ou Xyl). Certaines de ces unités

xylopyranosyle sont elles-mémes substituées en position 2 par des [-D-galactopyranosyle

(Galp ou Gal) (Schéma I-1).

DP7
aD-T(ylp rxD-T(yIp
6 6
pD-Glcp 1 —34 pp-Glcp | —=4 pp-Glcp | — 4 Bp-Glcp
6
1
aD-Xylp

DP8
po-Galp
1
2
aD-T(ylp rxD->I<yIp
6 6
pp-Glep 1 —»=4 pp-Glcp | —3»4 pp-Glep | —» 4 pp-Glep!
6
1
aD-Xylp
aD-T(ylp rxD->I<yIp
6 6
pD-Glcp 1 —»4 pD-Glcp | —»=4 pp-Glep | —» 4 pp-Glep!
6
1
oDb-Xylp
2
1
pp-Galp

OH

OH

DP9

pp-Galp
1

Y

aD-Xylp aD-iylp
1 1

Y Y

6 6

pp-Glep 1 —»=4 pp-Glcp | —3»4 pp-Glcp | —»4 pp-Glep
6

!

1
aD-Xylp
2

!

|
po-Galp

XLLG

Schéma I-1 : Unité répétitive du xyloglucane issu de graines de tamarin

(m=0oul;n=00ul).
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Ainsi, les unités répétitives du xyloglucane de tamarin sont I’heptasaccharide (XXXQ),
I’octasaccharide (XXLG ou XLXG selon que I'unité galactose est sur la premiére unité xylose
ou la seconde) et le nonasaccharide (XLLG).

Les rapports galactose/xylose/glucose sont généralement égaux a 1/2,25/2,8"" tandis que
le rapport entre les trois formes des oligosaccharides, heptasaccharide/octasaccharide/

nonasaccharide est égale a 13/39/48."

La masse molaire du xyloglucane issu de graines de tamarin varie selon les méthodes
d’analyse : de 115000 g/mol’ & 880 000 g/mol'' calculée par diffusion de la lumiére, en

passant par 650 000 g/mol déterminée par chromatographie d’exclusion stérique (CES)."

La structure du xyloglucane a été examinée par diffusion de la lumiére, diffusion des
rayons X aux petits angles (SAXS) et par diffusion par les neutrons.'* Les résultats montrent
qu’en solution aqueuse, le xyloglucane de graines de tamarin forme des agrégats de tailles
différentes. La longueur de Kuhn (équivalente a la longueur de 'unité répétitrice) Lk est de
110 nm tandis que le rayon de giration de la coupe transversale est estimé a Ry = 0,6 + 0,05
nm. La conformation des oligosaccharides de xyloglucane a été simulée par la méthode de
Monte-Carlo. Les résultats obtenus par la technique SAXS montrent que les oligomeres de
DP 7, 8 et 9 adoptent une conformation ellipsoidale. Le rayon de giration du nonasaccharide
est estimé a 0,77 nm tandis que celui de I’octasaccharide et de 1’heptasaccharide est estimé
respectivement a 0,62 nm et 0,86 nm. La plus grande valeur du rayon de giration de
I’heptasaccharide indique que 1’absence de substituants Gal ou Xyl-Gal favorise I’importance
des liaisons hydrogéne entre chaines de xyloglucane et favorise ainsi I’agrégation.

Levy et al. ont évalué qu’en solution aqueuse, des oligoméres seuls comportant
également des résidus fucosyle (le fucose est présent dans d’autres especes que le xyloglucane
de tamarin), adoptent une conformation hélicoidale. Cependant ils se distinguent par une
conformation en ruban plat en présence de cellulose ; il y a rotation des substituants afin

d’étre complémentaires de la chaine cellulosique (Figure I-5)."
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Figure I-5 : Conformation hélicoidale (a) et ruban (b) d’oligosaccharides de xyloglucane

— code couleur : Glc, rouge ; Xyl, jaune ; Gal, vert ; Fuc, violet.'®

1.4. Applications

Le xyloglucane de graines de tamarin a, dans un premier temps, trouvé de nombreuses
applications dans le domaine alimentaire avant d’étre utilis€ dans des domaines tels que les

industries cosmétiques et textiles ou encore biologiques.

1.4.1. Alimentaires

Le xyloglucane de graines de tamarin est utilisé comme additif au Japon et dans les pays
asiatiques du Sud-est tandis que les autorités européennes et américaines n’autorisent pas
encore son utilisation a ce jour. Des tests effectués pendant deux ans sur des rats ayant un
régime comportant 4, 8 et 12 % de xyloglucane de graines de tamarin n’ont pas révélé de
changements significatifs sur 1’animal."* '’

La quantité de xyloglucane introduit dans I’aliment dépend de la propriété recherchée
mais une proportion de 0,1 % a 0,5 % représente une moyenne. La mise en solution du

xyloglucane constitue le point important pour une utilisation optimale de celui-ci. Les facteurs

favorisant la dissolution sont :
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e [’utilisation d’une quantité d’eau suffisante

e une trés forte agitation et un ajout lent lors de la mise en solution

¢ une faible température de mise en solution

e [D’ajout éventuel d’alcool ou d’huile en tant que dispersant pour prévenir la

formation de grumeaux.

La propriété la plus importante d’un point de vue alimentaire est I’hydrophilie du
xyloglucane de par ses nombreuses fonctions hydroxyle le long des chaines. L’hydrophilie
garantit une teneur en eau maximale dans I’ensemble des aliments. '

En tant qu’épaississant, le xyloglucane fournit un caractére visqueux sans pour autant
apporter de caractére pateux ni filandreux. De plus, d’un point de vue gastronomique, il
fournit du corps et de la densité aux aliments. La consistance apportée introduit une stabilité
des petites particules dans les boissons telles que les jus de fruits. De méme, le xyloglucane
assure des émulsions stables : il induit des gouttelettes d’huile plus fines qu’avec 1’utilisation
de gomme de xanthane ou de carragenane ; le polysaccharide est ainsi utilisé dans les sauces
pour salades et la mayonnaise.

Le xyloglucane seul ou en combinaison avec d’autres polysaccharides (guar,
carragenane, etc.)'” stabilise trés efficacement les desserts glacés en leur conférant une
excellente stabilité aux chocs thermiques et en évitant la séparation des cristaux de glace et du
sucre sur de longues périodes de conservation.

Le xyloglucane de tamarin forme un gel élastique en présence d’autres polysaccharides
ou d’alcool. Dans ce sens, il est similaire aux pectines. Il forme un gel en présence de 40-65
% de saccharose sur une large gamme de pH. Cette quantité peut étre réduite en ajoutant de
I’alcool (jusqu’a 20 %). La texture du gel n’est pas affectée par une augmentation de
température, grace a une bonne stabilité¢ a chaud ; ainsi, on utilise le xyloglucane dans la gelée
ou la confiture.'” Ce gel résiste également a des cycles de congélation-décongélation.

Comme d’autres polysaccharides, le xyloglucane de tamarin est utilisé en tant que
substitut de graisses. En effet, ses solutions procurent une excellente sensation en bouche
ainsi que des propriétés se rapprochant des graisses ou des huiles (excepté dans le cas des
aliments frits). De ce fait, les sauces et les mayonnaises allégées constituent des applications
importantes du xyloglucane.'

Le xyloglucane permet également de supprimer le vieillissement de I’amidon sous

certaines conditions en apportant une meilleure stabilité¢ lors du chauffage, une meilleure
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résistance mécanique et une meilleure texture, notamment dans la farine de froment. En
combinaison avec I’amidon ou en remplacement de celui-ci, le xyloglucane de graines de
tamarin a été utilisé dans les crémes anglaises, les ragoits, les nouilles ou les confiseries

traditionnelles japonaises.
1.4.2. Textiles

Le xyloglucane de graines de tamarin a longtemps été utilisé, particulierement en Asie,
comme agent d’encollage pour le textile. En comparaison avec 1'amidon, I’encollage du coton
et du jute en sa présence, améliore la force de la fibre pendant le tissage et apporte de la
douceur et de la rigidité au textile."™ ' Ces effets sont probablement dus a I’enchevétrement
amélioré des fibres par les interactions xyloglucane-cellulose. L’encollage des fibres suivi de
I’utilisation d’une enzyme (la P-glucanases qui hydrolyse le squelette glucosique du

xyloglucane) 2

rompt une partie des interactions mettant en jeu le xyloglucane et permet
ainsi d’atténuer la couleur et de donner une apparence usée au vétement.”

Le xyloglucane est également utilis¢ en combinaison avec une autre enzyme, la XET
(« xyloglucan endotransglycosylase ») afin d’améliorer les propriétés de rétention de forme,

anti-faux plis, anti-rétrécissement, d’¢lasticité, de tenue des couleurs et anti-peluches.
1.4.3. Papier

L’utilisation de xyloglucane de graines de tamarin pour remplacer 1’amidon et les
galactomannanes dans 1’industrie du papier est décrite dans la littérature mais est peu mise en
ceuvre.'” Christiernin et al. ont étudié¢ I’effet de mouillage du xyloglucane introduit avec la
cellulose.** Le xyloglucane se lic 4 la pulpe de papier et améliore sa formation et sa
résistance. De méme, Stiernstedt et al. ont démontré la capacité du xyloglucane adsorbé sur de
la cellulose a former un film lubrifiant, ce qui permet de réduire la rugosité de la cellulose.”

Par ailleurs, Brumer et al. ont développé une méthode biomimétique pour modifier la
cellulose (Schéma 1-2).%° Elle consiste dans un premier temps a modifier des oligosaccharides

de xyloglucanes par amination réductrice (réaction exposée dans la partie 3.4.1.2 de ce

26, 27 26, 28

chapitre) afin d’introduire différentes fonctions réactives (R = amines
31 32

thiols,
29 fir e 30 e L
groupements fluorescents,” protéines,” amorceurs de polymérisation.” 7). Dans un second

temps, 1’utilisation de ’endo-transglycosylase XET permet de coupler 1’oligoxyloglucane a
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une chaine de xyloglucane (sous forme polysaccharidique). Les propriétés d’adsorption du
xyloglucane sur la cellulose sont ensuite utilisées afin de conférer a cette dernicre des

propriétés spécifiques comme une hydrophobie élevée.

Xyloglucanase .
— » B olgoxyloglucane

(hydrolyse du polysaccharide)

1.NH;HCO3/NaBH3;CN . _ . . .,
[ | > Fectrophile > R Oligoxyloglucane fonctionalisé

XET

+ R —— R

Adsorption du xyloglucane
fonctionnalisé
sur la surface de cellulose

%-——nﬂ

l polymérisation

—-r)

Schéma I-2 : Modification de xyloglucane et fonctionnalisation de la cellulose.”

1.4.4. Cosmétiques

Comme de nombreux polysaccharides, le xyloglucane de graines de tamarin est utilisé
dans le domaine cosmétique pour son caractére hydrophile. Associé a des aminoacides de

type glycine, il offre une meilleure hydratation de la peau.* **

De méme, le xyloglucane
induit un trés bon effet coiffant. Son association a un terpolymeére acrylique permet d’obtenir
une formule pour application capillaire, avec de bonnes propriétés de douceur et de démélage

" 35
tout en procurant de bonnes propriétés fixantes.
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Par ailleurs, Kawasoe et col. ont utilis¢ le xyloglucane afin d’améliorer les
performances fixatives des teintures pour cheveux et diminuer leurs effets irritants sur le cuir
chevelu.® Par addition de xyloglucane et de silicones dans le fixateur et la teinture, une trés
grande stabilité et une bonne tenue de la couleur ont été obtenues ainsi qu’une douceur au
toucher apres application.

Tout comme pour les applications alimentaires, le xyloglucane est utilis¢é en tant
qu’épaississant afin de donner du corps et améliorer la texture finale de la formule pour des
applications sur peau et cheveu.””™!

Enfin, Yokoyama et al. ont substitué¢ une partie des fonctions hydroxyle du xyloglucane
de graines de tamarin par des fonctions alkylamine quaternaires afin d’obtenir des tensio-

actifs dans une formulation shampooing améliorant ainsi la brillance et le coiffage du

cheveu.*”
1.4.5. Biologiques

Le xyloglucane, comme la plupart des polysaccharides complexes, a fait 1’objet de
nombreuses études afin de mettre en évidence ses fonctions biologiques.

Le xyloglucane est un polysaccharide non digestible qui agit comme des fibres
diététiques, en régulant le taux de glucose dans le sang et en réduisant le taux de cholestérol.’
Ces effets sont importants pour la prévention ou le traitement de maladies chroniques comme
le diabéte ou les problémes cardiaques.

Mastromarino et al. ont réalisé des tests démontrant que du xyloglucane de graines de
tamarin, porteur de fonctions sulfate, a une activité antivirale sur le virus responsable de la
rubéole empéchant sa réplication.**

Strickland et al. ont montré a travers des tests réalisés sur des souris que le xyloglucane
de graines de tamarin empéche la suppression des réponses immunitaires des lymphocytes T,
causées par une exposition continue aux rayonnements ultra-violets.”” Le xyloglucane ne
permet cependant pas de rejeter les tumeurs existantes; il jouerait plutdt un role
immunoprotecteur.%’47

Sreelekha et al. ont découvert que le xyloglucane de graines de tamarin induisent des
activités immunomodulatrices comme 1’augmentation de I’activité phagocytaire, 1'inhibition

de la migration des leucocytes et l'inhibition de la prolifération cellulaire.*®
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Des formulations de xyloglucane sous forme de gel ont été élaborées'’ pour permettre

e L1 . 49 . e 2150 51,52
I’administration de médicaments par voie rectale,” intrapéritonéale,” ophtalmique,””

percutanée,” et orale.>*’

Bodin et al. ont démontré I'intérét du xyloglucane de tamarin dans 1’ingénierie
tissulaire.” Une modification homogéne, en phase aqueuse, de nanofibrilles de cellulose par
un mélange de polysaccharide et d’oligosaccharide modifiés par une séquence peptidique sur

I’unité réductrice, permet une amélioration de 1’adhésion de cellules endothéliales ; celles-ci

interviennent dans 1’échange de substances nutritives au sein des vaisseaux sanguins.

1.5. Conclusion

Le xyloglucane constitue la part la plus importante de I’hémicellulose des plantes et
représente donc une ressource importante sur la planéte. La structure du xyloglucanes issu de
graines de tamarin est proche de la cellulose avec un squelette constitu¢é d’unités B-D-
glucopyranosyle substituées par des unités a-D-xylopyranosyle et [3-D-galactopyranosyle. Il
possede de nombreuses applications, tant dans le domaine alimentaire que médical et celui de
la détergence. Des travaux de modifications chimio-enzymatiques ont déja été effectués sur ce
polysaccharide, ce qui en fait un bon candidat pour ce travail de thése. Des notions de chimie
enzymatique visant a modifier de manicére spécifique et controlée le polysaccharide sont

présentées dans la partie suivante.

2. Synthese chimio-enzymatique d’oligosaccharides

La synthése chimique d’oligo/polysaccharides est souvent un travail long et fastidieux,
impliquant de nombreuses étapes de protection/déprotection des fonctions hydroxyle et
influant considérablement sur le rendement global de la syntheése. Une alternative consiste a
utiliser des enzymes afin de créer ces liaisons entre deux unités glycosidiques définies : le
donneur de glycosyle et I’accepteur de glycosyle (Schéma I-3). Les principales enzymes qui
seront présentées plus loin sont les glycosyltranférases, les glycoside-hydrolases et les

mutants de ces derniéres, les glycosynthases.
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Les avantages et inconvénients de [’utilisation d’enzymes dans la synthése

d’oligosaccharides sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau I-2 : Avantages et inconvénients de I’utilisation d’enzymes dans la synthése

glucidique.

Avantages = Réactions régio- et stéréosélectives
= Groupes protecteurs non nécessaires
= Efficacité élevée
= Conditions douces

= Biodégradabilité et non-toxicité

Inconvénients = Spécificité trop importante (il n’existe pas d’enzyme
universelle)
= Conditions spécifiques (utilisation des enzymes dans des

gammes de pH et/ou températures précises).

Si on s’intéresse a la structure d’une enzyme, la région ou se produit la réaction de
glycosylation est désignée « site actif ». Celui-ci est constitué¢ de plusieurs acides aminés qui
permettent de réaliser la réaction de glycosylation. De plus, il présente une structure
tridimensionnelle, formée par le repliement de la protéine enzymatique qui permet le

rapprochement des acides aminés et I’immobilisation des substrats.

Site de fixation
donneur de glycoside

Site de fixation
accepteur de glycoside

GP: groupe partantdu donneur de glycosyle
B : groupe nucléophile de I'enzyme
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Schéma I-3 : Syntheése enzymatique d’une liaison glycosidique.

Pour différencier les enzymes, des classifications ont été proposées. On peut citer la
classification de 'IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology).
Chaque enzyme recoit un numéro EC (Enzyme Comission) de type X.X’.X’’.X’"" selon la
réaction chimique qu’elle catalyse. Chaque code d'enzyme comporte donc les lettres
majuscules « EC » suivies de quatre chiffres séparés par des points.

Henrissat et al. ont également propos¢ en 1991 une classification appelée CAZy
(Carbohydrate-Active enZymes) portant sur les analogies des séquences protéiques.”” La
classification CAZy differe de la classification de I'ITUBMB par le fait que des enzymes de
spécificités différentes peuvent appartenir a la méme famille. Les enzymes répertoriées

peuvent étre consultées sur Internet a I’adresse suivante : www.cazy.org.
2.1. Les glycosyltransférases
Les glycosyltransférases (EC 2.4.X.X’) sont les enzymes responsables de la biosynthese
des oligo- et polysaccharides dans la nature. On distingue deux groupes de

glycosyltransférases en fonction du donneur de glycosyle utilisé : les enzymes de type Leloir

et celles de type non-Leloir (voir des exemples dans le Schéma 1-4).
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Glycosyltransférase de type non-Leloir

0 D/O:
HO>\;Q‘ HO OR < D/O }}/O
accepteur de glycosyle HOs==~0 nNOR
R (R=H ou glycoside) +
n
donneur de glycosyle
Glucose
OH
OH O
o HO "+~ H{%@O%OR
HQIO accepteur de glycosyle n
o (R=H ou glycoside) OH
OHg +
saccharose : donneur de glucosyle n
Glycosyltransférase de type Leloir
—O HO%OR <HO/\N~VO v—\.~OR
HO v n
accepteur de glycosyle +
(R=H ou glycoside)
donneur de glycosyle n

nucléotide monophosphate (NMP)
ou nucléotide diphosphate (NDP)

Schéma I-4 : Synthése enzymatique via une glycosyltransférase de type non-Leloir et

Leloir.

Si on considére les enzymes de type non-Leloir, deux cas se présentent. Dans un
premier cas, le donneur de glycosyle est activé par un phosphate (on parle alors d’enzyme
phosphorylase). Dans le deuxiéme cas, le donneur de glycosyle n’est pas directement activé
mais possede un ou plusieurs sucres jouant le role de groupement partant. Ainsi, utilise-t-on le
saccharose, transférant soit une unité fructosyle (on parle alors de fructosyltransférase) soit
une unité glucosyle (on parle alors de glucosyltransférase).

De méme des dérivés d’amidon sont utilisés en présence de cyclodextrine-
glucosyltransférases (appelées communément CGTases) afin de synthétiser des a-, B- ou -

cyclodextrines.
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Les enzymes de type non-Leloir possédent un potentiel important. En effet, elles ne
nécessitent pas I'utilisation de donneur de glycosyle onéreux (110 € les 100 mg de sels de
dipotassium d’a-D-Galactose 1-phosphate). Cependant, ces enzymes présentent également

une activité d’hydrolyse qui constitue un frein a leur développement en synthése.®

Les glycosyltransférases de type Leloir sont a I’origine de la synthése de la plupart des
glycoconjugués se retrouvant a la surface des cellules chez les mammiféres et dans la paroi
cellulaire des plantes, des champignons et des bactéries. Ces enzymes utilisent des donneurs
de glycosyle avec un nucléotide : la cytidine monophosphate (CMP), I’uridine diphosphate
(UDP), la guanosine diphosphate (GDP) ou la thymidine diphosphate (TDP).

La plupart des UDP/GDP-glycosyltransférases peuvent étre divisées en deux « super-
familles » : GT-A et GT-B.°' La différence entre les deux se situe au niveau de la structure de
I’enzyme, a savoir le repliement protéique des sites actifs mais également au niveau de leur
mécanisme de catalyse. Les enzymes de type GT-A requierent effectivement un métal
(souvent Mg®" ou Mn*") lors de la transglycosylation, ce qui n’est pas le cas des enzymes de
type GT-B

Le mécanisme de réaction conduit a des produits avec rétention et inversion de
configuration, sans aucune liaison avec I’appartenance a la famille GT-A ou GT-B de
I’enzyme. Les mécanismes d’inversion et de rétention de configuration sont donnés a titre
d’exemple pour les GT-A (Schéma I-5 et Schéma I-6). Les glycosyltransférases a inversion de
configuration passent par un état de transition de type oxocarbénium par la suite attaqué par
I’accepteur au niveau de la face opposée a la liaison sucre-nucléotide. Quant aux
glycosyltransférases a rétention de configuration, elles agissent selon un mécanisme qui n’a
pas encore été démontré mais qui semble mettre en jeu deux étapes (Schéma I-6).

Les enzymes GT-B suivent le méme mécanisme, sans I’intervention de métal.
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Schéma I-5 : Mécanisme d’action d’une glycosyltransférase GT-A avec inversion de

configuration.

La grande variété de glycosyltransférases de type Leloir avec des spécificités différentes
en terme d’accepteurs et de donneurs de glycosyle est un atout pour la synthése
d’oligosaccharides et permet la préparation de structures variées. De méme, certaines
glycoprotéines ou certains glycolipides peuvent fonctionner comme accepteurs offrant un
acces a divers glycoconjugués.

Cependant, les glycosyltransférases sont rapidement inhibées par la présence du
nucléoside libéré, ce qui limite généralement I’avancement et le rendement de la
glycosylation. Afin de contourner ce probléme, une méthode de régénération in-situ du sucre

nucléotide a été développée, permettant la synthése glucidique & grande échelle.®
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Schéma I-6 : Mécanisme d’action d’une glycosyltransférase GT-A avec rétention de

configuration.

2.2. Les glycoside-hydrolases

Les glycoside-hydrolases ou glycosidases (EC 3.2.1.X) sont dans la nature les enzymes
responsables de 1’hydrolyse des oligo- et polysaccharides. Les exo-glycosidases (exo
signifiant que I’hydrolyse se fait dans la plupart des cas sur le dernier sucre de la chaine,
conduisant le plus souvent a la libération de monosaccharides), de méme que les endo-
glycosidases (endo signifiant que 1’hydrolyse se fait aléatoirement a 1’intérieur de la chaine

glucidique) ont un role important dans le monde du vivant.

Mode d’action :

L’ hydrolyse enzymatique des liaisons glycosidiques est une réaction acido-basique qui
peut s’effectuer selon deux mécanismes décrits par Koshland.”

Il existe des glycoside-hydrolases qui agissent avec rétention de configuration et
d’autres agissant avec inversion de configuration. Dans les deux cas, la réaction passe par un

¢tat de transition de type oxocarbénium (Schéma I-7 a Schéma 1-9) et est gouvernée par la
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présence de deux acides aminés catalytiques: un donneur de proton acide/base et un
nucléophile/base.”* La différence entre les deux mécanismes se traduit par des modifications
structurales au sein du site actif et par une différence de distance entre les acides aminés
catalytiques. En effet, les acides aminés catalytiques d’une enzyme agissant avec rétention de
configuration sont distants en moyenne de 5,5 A tandis qu’elle est de 10 A en moyenne pour
une enzyme induisant une inversion de configuration. Cette distance plus importante est
nécessaire dés lors que le substrat ainsi qu’une molécule d’eau doivent étre présents
simultanément entre les deux acides aminés pour permettre la réaction (Schéma I-7 et Schéma

1-8)

Le mécanisme d’inversion de configuration s’effectue en une seule étape, comme suit :

" Tt
Qko Qko —oko
v&l_R - ‘:\}OB_R o OHO—R
Qé) - U\Oa_H D W
Hy H /H OH
0.0 0._0 O+_OH
T T T

Schéma I-7 : Mécanisme d’une -D-glycoside-hydrolase avec inversion de configuration.

L’atome d’oxygeéne glycosidique est protoné par le résidu acide/base et le départ de
I’aglycone R s’accompagne de I’attaque d’une molécule d’eau activée par la base. Cette
substitution conduit par conséquent a un produit de configuration opposée a celle du substrat

de départ.

Le mécanisme de rétention de configuration implique deux inversions successives
(Schéma I-8). La premicre étape est la protonation de I’atome d’oxygéne glycosidique par le
résidu acide/base et le départ de 1’aglycone assisté par le nucléophile, pour conduire a la
formation d’un intermédiaire glycosyl-enzyme. La deuxiéme étape se caractérise par
I’hydrolyse de I’intermédiaire covalent par une molécule d’eau, conduisant a un produit de

stéréochimie identique a celle du substrat initial.
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Schéma I-8 : Mécanisme d’action d’une B-D-glycoside-hydrolase avec rétention de

configuration (R’ = H, hydrolyse ; R’ = sucre ou alcool, transglycosylation).

Si, a la place d’une molécule d’eau, un nucléophile comme un alcool ou une fonction
hydroxyle d’un sucre est introduit dans le milieu, une réaction de transglycosylation se
produit, conduisant a la formation d’une nouvelle liaison glycosidique. Cette activité de
transglycosylation est exploitée lors de la syntheése enzymatique de glucides. La réaction est
favorisée en milieu hydroorganique et en introduisant un grand exces de ’accepteur désiré.
Une autre possibilité est d’utiliser un donneur possédant un bon groupement partant comme
un groupement para-nitrophényle. Celui-ci étant mauvais nucléophile, il n’aura pas tendance
a entrer en compétition avec 1’accepteur désiré. Cependant, le produit obtenu est également un
substrat pour I’enzyme et peut étre lui-méme hydrolysé. Une optimisation du procédé est
souvent nécessaire pour obtenir des rendements moyens de 50 — 60 %.

Malgré ce défaut, les glycoside-hydrolases possédant une activité de transglycosylation

offrent des avantages sur les glycosyltransférases. Elles sont souvent plus facilement
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disponibles car plus stables et certaines sont vendues en grandes quantités pour un prix

modéré (60 € les 100 mg de B-glucanase d Aspergillus Niger).
2.3. Les glycosynthases

Les activités de transglycosylation des glycoside-hydrolases ont conduit Withers et al.,
d’une part, et Planas et al., d’autre part, a proposer en 1997-1998 le concept de
glycosynthase.**°

Les glycosynthases sont des glycoside-hydrolases agissant avec rétention de
configuration, et dont I’acide aminé nucléophile a ét¢ remplacé par un plus petit résidu non
nucléophile via une mutagénese dirigée. L’identification de I’acide aminé a modifier peut se

) o \ 67,68
faire de différentes maniéres, "

par exemple a travers l’utilisation d’inhibiteurs ou en
¢tudiant la structure tridimensionnelle de I’enzyme. Lors de la réaction, le donneur de
glycosyle, activé en position anomere par un bon groupe partant (généralement un fluorure)
est convenablement positionné dans le centre actif de I’enzyme pour réagir avec 1’accepteur.
La configuration de son carbone anomere est opposée a ce qu’elle serait pour une enzyme non
mutée (ou sauvage) et permet ainsi au sucre donneur de mimer I’intermédiaire glycosyl-
enzyme. On utilise par exemple un fluorure d’a-glycosyle pour une B-glycoside hydrolase.
Par la suite, I’acide aminé responsable de la catalyse acide permet d’activer I’hydroxyle du

sucre accepteur. L’absence de résidu nucléophile rend ces enzymes incapables d’hydrolyser le

substrat ni le produit formé qui s’accumule ainsi dans le milieu.

cSj :o Q :o Qj :o
ROH H F- H

HO OH O-R /
§ N OH ho OH
HO

HO 2 " o> 0
! HO HO OR
HOE) OH
CH,4 CH,3 CHs
—_— —_ —_—
Ala 358 Ala 358 Ala 358

Schéma I-9 : Mécanisme d’action de la glycosynthase dérivée de la glucosidase
/galactosidase d’Agrobacterium sp. modifiée au niveau du résidu glutamique 358 par une

analine.
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C’est ainsi que Withers et al. ont utilisé en 1997 une exo-glycosidase d’Agrobacterium
sp. possédant une forte activité de transglycosylation afin de la modifier en glycosynthase par
mutation du résidu glutamique 358 (le résidu catalytique nucléophile) en alanine (sans activité
nucléophile).”**> L’enzyme modifiée accepte comme substrat le fluorure d’a-D-galactosyle
(Schéma 1-9) et le fluorure d’a-D-glucosyle.

En parall¢le, Planas et al. ont obtenu une glycosynthase a partir d’une endo-glycosidase,
la 1,3-1,4-glucanase de B. lichenisformis. Cette enzyme utilise comme substrat le fluorure
d’a-laminaribosyle et admet différents mono- et disaccharides comme accepteurs de
glycosyle.®

En 2000, Driguez et al. ont publié¢ des travaux sur une glycosynthase dérivée de Cel7B
d’Humicolas insolens. ®"' Une étude compléte concernant la spécificité de substrat de cette
enzyme a été effectuée et différents polysaccharides cellulosiques ainsi que de nombreux
oligosaccharides incorporant des unités D-mannosyle, D-galactosyle ou encore D- xylosyle ont

été obtenus, démontrant I’intérét d’une telle enzyme pour la synthése glucidique.” ™

Cette méthodologie a été utilisée pour d’autres exo- et endo-glycoside-hydrolases
donnant ainsi accés a une large gamme de composés glucidiques et de liaisons formées
(Tableau I-3). Une grande majorité concerne des enzymes créant des liaisons de configuration
1,2-trans. Cependant, Chiba et al. ont reporté la préparation de la premicre a-glycosynthase
issue du mutant Asp481Gly de I’ a-glycoside-hydrolase de Schizosaccharomyces pombe

amenant 4 la synthése d’a-maltosides et d’o-isomaltosides de nitrophényle.”
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Tableau I-3 : Glycosynthases dérivées des exo- et endo-glycoside-hydrolases.

Résidu

Origine de la glycosidase Famille muté Liaison formée référence
Exo-glycosidase
Agrobacterium sp. [-glucosidase GH1 E358 B-(1—4) B-(1—3)* 6
Sulfolobus solfataricus p-glycosidase GH1 E387 B-(1—3/4/6) »
Thermosphaera aggregans [-glycosidase GH1 E386 B-(1—3/4/6) 7
Pyrococcus furiosus [-glycosidase GH1 E372 B-(1—3) 7
Thermus thermophilusf-glycosidase GH1 E338  B-(1-3) (B-(1—6)) 7
Streptomyces sp. (-glucosidase GH1 E383  B-(1-3) (B-(1—4))*° 7
Oryza sativa -glucosidase GH1 E414 B-(1—4) I
Cellulomonas fimi f-mannosidase GH2 E519  B-(1-3) B-(1—4)° 80
Escherichia coli f-galactosidase GH2 E537 B-(1—6) 8
Termotogoma maritima f-glucuronidase GH2 E476 B-(1—4) 82
Schizosaccharomyces pombe a-glucosidase GH31 D481 a-(1—6/4) 7
Geobacillus stearothermophilus [(-xylosidase GHS52  E335 B-(1—4) .
Endo-glycosidase
Rhodococcus sp. glycoceramidase GHS E351 B-(1-1) 8
Humicola insolens cellulase GH7 E197 B-(1—4) o
Clostridium stercorarium f-(1—4)-xylanase GH10  E293 B-(1—4) 8
Bacillus halodurans (-(1—4)-xylanase GHI0  E301 B-(1—4) 8
Cellulomonas fimi Cex -(1—4)-xylanase GH10  E233 B-(1—4) 8
Thermotoga maritima [-(1—4)-xylanase GHI0  E259 B-(1—4) 8
Cellulomonas fimi CFX (-(1—4)-xylanase GHI0  E235 B-(1—4) 86
Geobacillus stearothermophilus }-(1—4)-xylanase ~ GH10  E265 B-(1—4) 87
Bacillus licheniformis [-(1—3)-(1—4)-glucanase GHl6  El134 B-(1—4) 66
Pyrococcus furiosus [-(1—3/4)-glucanase GHI6 E170  B-(1—4) p-(1—3)"° 8
Hordeum vulgare f(-(1—3)-glucanase GH17  E231 B-(1-3) 89,90
Cellvibrio japonicus f-mannanase GH26  E320 B-(1—4) o
Populus tremula x tremuloides GH16 E85 B-(1—4) .

? En fonction de I’accepteur, un mélange peut étre obtenu ; ° la régiosélectivité change en
fonction de I’accepteur.

2.4. Conclusion

La chimie enzymatique constitue un outil unique permettant d’obtenir des
oligosaccharides de maniere spécifique et controlée. Certaines enzymes ont pour fonction
d’hydrolyser les liaisons glucidiques tandis que d’autres permettent d’en créer. Il est
¢galement possible d’utiliser des procédés enzymatiques pour introduire des fonctions qu’il
serait tres difficile, voire impossible d’introduire par la voie chimique classique.

La chimie enzymatique ouvre ainsi la voie a des glucides de structures et d’architectures

différentes.
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3. Synthése de copolyméres a partir de glucides
3.1. Introduction

Les dérivés glucidiques présentent un intérét croissant en Science des polymeéres. Ils
peuvent par exemple jouer un role biologique en participant a la reconnaissance et au ciblage
de certaines cellules.”” Ils présentent également des propriétés de biodégradabilité et de
solubilité en phase aqueuse.”” *° Leur utilisation dans un composé macromoléculaire, en
association par exemple avec d’autres polymeres (naturels ou non) permet d’utiliser les
propriétés des polysaccharides et de les combiner a celles du polymére qui lui est associé.
L’intérét est de pouvoir moduler leur auto-assemblage en milieu aqueux sous forme de
nanostructures (micelles sphériques directes ou inverses, vésicules polymeéres appelées
polymersomes,...) tout en gardant en téte leur biocompatibilité et biodégradabilité.

Les copolyméres glycosidiques peuvent étre divisés en plusieurs catégories. Nous
choisirons d’en définir trois (Figure 1-6) :

- les copolymeres greffés
- les glycopolymeres issus de glycomonomeres

- les copolyméres a blocs

Remarque : la définition du terme glycopolymeére n’est pas encore précise dans la littérature.
Dans son acceptation classique, le terme désigne I’ensemble des polymeéres contenant des
unités glucidiques, a savoir aussi bien les polymeéres naturels (cellulose, amidon,...) que les
polymeres « hybrides » a base d’unités synthétiques et d’unités glucidiques naturelles (en
position latérale, terminale ou dans la chaine principale).

En ce qui nous concerne, nous limiterons dans ce manuscrit la définition du terme
glycopolymére aux polymeres synthétiques obtenus a partir d’unités glucidiques
(généralement un mono- ou disaccharide) porteuses de fonctions polymérisables (voie (b),

Figure 1-6).”°
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______________________________________________________________________________
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Figure I-6 : Principales architectures a base de copolymeres glycosylés.

Aprés une bréve description des méthodologies de synthése des copolymeéres
glucidiques greffés et des glycopolymeéres issus de glycomonomeres, un état de I’art complet
de la synthése des copolymeres a blocs renfermant au moins une fraction glucidique sera

présente.
3.2. Synthése de copolymeéres glucidiques greffés

Les copolymeéres greffés sont constitués d’une chaine principale (squelette ou tronc) sur
laquelle sont greffés latéralement un ou plusieurs types de polymeres (greffons). Deux
distinctions sont faites selon la méthode de fixation des greffons sur le squelette. L une d’elle
consiste a faire croitre le greffon a partir du squelette (méthode « grafting from »), tandis que
I’autre consiste a coupler les greffons préalablement synthétisés sur la chaine principale

(méthode « grafting onto »).
3.2.1. Synthése par la méthode « grafting from »
Dans le contexte qui nous intéresse, on trouvera des exemples ou le polymére

synthétique est lié de fagon covalente sur le squelette glucidique (cas (i), Figure 1I-6), ou

inversement (cas (ii), Figure 1-6).
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S’agissant du premier cas, la méthode associée consiste a modifier chimiquement les
fonctions hydroxyle des glucides dans le but de moduler leurs propriétés et ainsi élargir leur
domaine d’applications. Ainsi, la modification des fonctions hydroxyle de dérivés glucidiques
par une fonction permettant de faire croitre des greffons conduit a un copolymeére greffé avec
un squelette glucidique.

Une des limites de la technique « grafting from » est le controle difficile du nombre de
greffons obtenus.

Les méthodes de polymérisation « vivante/contrdlée » constituent des outils de choix
pour obtenir des copolymeéres bien définis avec une faible polymolécularité et capables
d’amorcer une polymérisation. Ces méthodes ont été utilisées pour faire croitre des greffons
sur de la cellulose, du chitosane, du dextrane ou du pullulane via polymérisation radicalaire

97-102

par transfert d’atome (ATRP), via polymérisation par transfert réversible par addition-

fragmentation (RAFT)'® '** ou via polymérisation par ouverture de cycle (ROP).*> 111
Dans cette méthode, nous intégrerons la synthése de copolymeres en étoile a partir d’a-

ou PB-cyclodextrine modifiée par des greffons sur son squelette. Ces derniers sont synthétisés

via polymérisation par les nitroxydes (NMP), ATRP ou RAFT."?%"%

Comme cela a été indiqué précédemment, la méthode « grafting from » peut étre
appliquée & la synthése de copolyméres greffés a greffons glucidiques. Ainsi, Kakuchi et al."'!
ont par exemple préparé un macroamorceur de polystyréne (PS) partiellement fonctionnalisé
par un maltohexaose et un maltopentaose, respectivement. Les auteurs ont allongé la chaine
glucidique par croissance enzymatique pour obtenir de ’amylose greffée sur du PS (Schéma

1-10).
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Schéma I-10 : Synthése de copolyméres PS-b-(PS-g-amylose) par extension enzymatique

du vinyl-maltohexaoside.

3.2.2. Synthése par la méthode « grafting onto »

La méthode « grafting onto » consiste a synthétiser préalablement les greffons pour les

coupler subséquemment sur le tronc macromoléculaire. D’une manieére générale,
I’encombrement stérique li¢ a la longueur des greffons limite le taux de greffage et cette
approche a été moins développée que la précédente ; les principaux exemples sont répertoriés

dans le Tableau [-4.

Tableau I-4 : Méthodologie « grafting onto » avec un squelette glucidique.

Fonction réactive du | Fonction réactive du | Copolymeéres obtenu Référence
squelette greffon
Alcool Imidazoyle Dextrane-g-PNVP 132 133
Amine Succinimidyle Chitosane-g-PCL 134
Acide Amine Alginate-g-(PEO-b-PPO) | '
Vinyl Vinyle PCL-g-chondroitine 156
Alcool lodure Cellulose-g-PEG 7
PNVP : poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) ; PCL : poly(e-caprolactone) ; PEO: poly-oxyde

d’éthyleéne) ; PPO : poly(oxyde de propyléne) ; PEG : poly(éthyléne glycol).
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Le groupe d’Hennink a récemment préparé des copolyméres greffés a partir d’une
méthode consistant & coupler le poly(acide lactique) activé par un groupe imidazoyle sur les

fonctions hydroxyle du dextrane (Schéma I-11)."% 1%

O

O)S/ + R—OH SnOcty, 130°C
)\H/O Synthése du PLA linaire

0]
L- (ou D-) lactide

oligomére d'acide L- (ou D-) lactique 1
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Schéma I-11 : Dextrane-g-PLA par couplage alcool-imidazoyle.

La méthode « grafting onto » peut aussi étre mise en ceuvre pour coupler des chaines
glucidiques sur des squelettes synthétiques. Ainsi, Marchant et al. ont oxydé le sucre
réducteur du dextrane en lactone par action de L/KOH'* et ont couplé le glucide modifié
avec un squelette synthétique de type poly(vinyl amine).'*" '*

L’équipe de Maruyama a utilisé¢ la méme méthode pour la synthése de copolymeéres de
type polylysine-g-polysaccharide, avec comme greffon glucidique le dextrane, I’amylose ou

143-14
le maltose.'*1%°
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3.3. Synthése de glycopolyméres

Les glycopolymeres ont été¢ développés afin d’obtenir des matériaux capables de mimer
le manteau cellulaire. Les glycopolymeéres ainsi obtenus peuvent avoir des propriétés de
reconnaissance biologique et interagir avec les cellules. Suivant la définition déja évoquée,
ceux-ci sont issus de la polymérisation —souvent de type « vivante/contrdlée »- de mono- ou
oligosaccharides dotés d’un groupement polymérisable (on parle de glycomonomeéres).

Il existe un grand nombre de glycomonomeres qui se différencient entre eux par la
nature du glucide, par le type de fonction polymérisable et par le lien chimique entre ces deux
entités. Les méthodes de polymérisation « controlée/vivante », par exemple NMP, ATRP,
RAFT ou ROP/ROMP ont facilité ce développement. Le Schéma I-12 présente cette diversité
de structures ainsi que les voies générales de synthése permettant d’obtenir des

glycopolymeéres.

/Fonctionpolymérisable()\

O

o - b
At

(0]

glycomonomére \. Ve G

roupement espaceur (£) \

*/v ©

\
Groupe saccharidique

B NO
glycopolymere HOM_H
E

Schéma I-12 : Variation structurale des glycopolyméres.

Haddleton,96 Varma,146 Okada'’ et Narumi'® ont publi¢ des revues sur ce sujet,

incluant notamment les méthodes de polymérisation (ATRP, NMP, RAFT, ROP, ROMP) et
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les architectures macromoléculaires accessibles (copolymeéres a blocs, polymeéres en étoiles,

etc.).

Parmi les exemples les plus récents, on peut citer les travaux de Narain et al. qui ont
étudié la synthése et les propriétés du poly(méthacrylamide de gluconamidoalkyle).'” Le
glycomonomere est d’abord ¢élaboré en couplant la D-gluconolactone avec, soit
I’hydrochlorure de 3-aminopropyl méthacrylamide, soit 1’hydrochlorure de 2-aminoéthyl
méthacrylamide. Il est ensuite polymérisé dans un mélange H,O/DMF par la méthode RAFT
(Schéma 1-13). Celle-ci autorise la croissance d’un second bloc cationique, a base
d’hydrochlorure de 3-aminopropyl méthacrylamide, d’hydrochlorure de 2-aminoéthyl
méthacrylamide ou de phosphorylcholine de 2-méthacryloxyéthyle. Les copolymeéres a blocs
correspondants ont permis de complexer de I’ADN plasmidique. De méme, des tests ont
permis de déterminer que le bloc glycopolymeére diminue la toxicité des copolymeéres a blocs :
80% des cellules sont vivantes avec des concentrations en glycocopolymeére de ’ordre de 2 a

6 uM.

o)
Et3N, MeOH
ﬁ\)k ~_NHHCI + Ho&& — o &VOTH(N\/\
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Schéma I-13 : Synthése du glycopolymére poly(méthacrylamide de 2-glucnamidoéthyl)

par polymérisation RAFT du glycomonomére correspondant.
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3.4. Synthése de copolymeres a blocs « hybrides » contenant une partie glucidique

La syntheése de copolymeéres « hybrides » naturel/synthétique dans une architecture a
blocs offre 1’avantage d’un auto-assemblage en masse ou en solution aqueuse sous la forme
d’objets nanostructurés et de morphologies bien définies.'”*'>>

Les tentatives de synthése de ces copolymeres a blocs « hybrides » sont relativement
récentes et assez peu relatées dans la littérature. Quelques exemples discutés ci-apreés ont
notamment été publiés dans le courant de ces 3 années de thése. Ce sont ces structures qui ont
été ciblées dans le cadre de ce travail.

Essentiellement deux méthodologies de synthese se distinguent. La premiére consiste a
obtenir le bloc synthétique et glucidique séparément, chaque bloc portant une fonction
antagoniste, puis a les coupler par réaction de ces extrémités antagonistes. La deuxiéme
approche repose sur la modification chimique d’un homopolymeére (le bloc glucidique ou le
bloc synthétique), puis sur la croissance du second bloc par polymérisation radicalaire

contrdlée dans le cas du bloc synthétique ou par croissance enzymatique dans le cas du bloc

glucidique.

3.4.1. Synthese par « couplage »

3.4.1.1. Couplage via une fonction lactone terminale
Cette méthodologie consiste a coupler un glucide, dont le sucre réducteur est
préalablement oxydé en lactone, a une amine, via une réaction d’amidification. C’est ainsi que
Winnik et al. ont obtenu des copolyméres & blocs de type dextrane-b-PEO (Schéma I-14)."*
Une carboxyméthylation partielle des fonctions hydroxyle du dextrane permet de moduler la
distribution et la taille des systémes auto-assemblés sous forme de micelles, en fonction de

I’acidité de la solution aqueuse.
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Schéma I-14 : Obtention du copolymere dextrane-b-PEO par couplage lactone/amine.

3.4.1.2.

L’amination réductrice est une méthode de couplage trés connue et utilisée en chimie

Couplage par amination réductrice

organique et notamment en chimie des glucides. Le principe consiste a faire réagir I’extrémité
réductrice du sucre avec une fonction amine pour conduire a la formation d’une imine, réduite

par la suite en amine par 1’action de cyanoborohydrure de sodium NaBH3;CN (Schéma I-15).

HO=—0

OH

o

H
HO=—OH N-g NaBHiCN HO=—OHN-g

Schéma I-15 : Amination réductrice sur un dérivé glucidique.

En se servant de cette réactivité de 1’unité terminale des glucides, Cohen-Stuart et al.
ont ¢laboré des copolymeéres contenant un bloc polystyréne PS (M, = 12 300 g/mol) et
différentes longueurs de bloc glucidique (glucose, maltodextrine et dextrane) (Schéma I-

16).">° Le solvant de réaction doit étre adapté en fonction de la solubilité des réactifs (DMF
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pour les monosaccharides et mélange DMF/H,O pour les oligosaccharides). De bons
rendements ont été obtenus (75-95 %), excepté pour le dextrane ayant une masse molaire
moyenne en nombre supérieure a 6 000 g/mol. La spectroscopie IR ainsi qu’une étude de la
tension interfaciale entre 1’air et I’eau a permis de confirmer le couplage et de vérifier le
caractére amphiphile de ces copolymeéres a blocs. L’ hystérésis observée pour des cycles
compression/décompression a I’interface air/eau est li¢e a la formation de liaisons hydrogénes
entre les chaines de polysaccharide. Cet effet peut étre diminué¢ en augmentant le temps de
décompression ou en diminuant la pression exercée. Un copolymeére dextrane-b-PS a ensuite
6té greffé a une surface de PS par la technique de déposition Langmuir-Blodgett.'*°

Les mesures d’ellipsométrie ont confirmé ce transfert de l'interface air/eau a la surface
de PS. Des mesures d’angle de contact en présence d’eau ont validé la présence de la couche
dextrane a la surface de PS. Des études par réflectométrie optique ont démontré une
diminution radicale de 1'adsorption des protéines BSA (albumine sérique bovine) et trypsine
(enzyme digestive du suc pancréatique) au-dela de 0,20 nm™, en raison des interactions de
volume exclu entre la protéine et les greffons de dextrane.

Cette étude n’a cependant pas montré que les greffons de dextrane apportent une

amélioration notable par comparaison a 1’utilisation de greffons de type PEO.

"
H
e O
o Hg&%
HO NaBH3CN m
HO - + DMF?HQS, 60°C OH o
OH (@) couplage HSO; E OH
0]
"Ro HO
HO OH
dextrane PS-NH, dextrane -b-PS

Schéma I-16 : Couplage dextrane/PS par amination réductrice.

Ohya et al ont couplé par amination réductrice un disaccharide, le lactose,
fonctionnalis¢ en position anomére par un groupement amine a un poly(acide lactique)
(PLA),."”" Le PLA a été préalablement synthétisé par ROP a partir du lactide et du 2-

aminoéthanol protégé par un fert-butoxycarbonyle comme amorceur. Les auteurs ont
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néanmoins noté un faible degré de fonctionnalisation (34 %). La réaction d’amidification sur

la lactonolactone conduit en revanche au conjugué amphiphile avec un rendement quantitatif.

Winnik et al. ont décrit la synthése en trois étapes de copolymeéres a blocs a base de
poly(2-éthyl-2-oxazoline) (PEtOz) et d’acide hyaluronique commercial de masse molaire
¢levée (My, ~ 590 000 g/mol). Les auteurs ont partiellement hydrolysé ce polysaccharide a
I’aide de 1’enzyme hyaluronidase, pour obtenir un oligomére (My = 2 700 g/mol)."*® En
parallele, un PEtOz fonctionnalisé en bout de chaine par une amine primaire a été synthétisé.
Il est enfin couplé a un oligomere d’acide hyaluronique par amination réductrice dans une
solution tampon pH 8,5 de borate de sodium a 40°C pendant 8 jours (Schéma I-17). La
caractérisation par spectrométric de RMN 'H et par chromatographie d’exclusion stérique a
rendu compte de I’efficacité de la méthode de synthése de ces copolymeéres a blocs acide

hyaluronique-5-PEtOz.
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Schéma I-17 : Synthése de copolymeéres acide hyaluronique-b-PEtOz par amination

réductrice.

Récemment, Dupont et al. ont présenté le couplage du dextrane avec un lipide, une

dihydroxylamine amphiphile, en transformant 1’aldéhyde du sucre réducteur en oxime

(Schéma I-18)."
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Schéma I-18 : Préparation d’un copolymere « hybride » amphiphile dextrane-b-Brij.

La spectroscopic de RMN 'H a permis de confirmer le couplage et des dialyses
successives ont démontré la stabilité de la liaison entre les deux blocs. Ce copolymere a blocs
a ensuite servi a décorer des nanoparticules lipidiques constituées d’un ceeur de triglycéride et

d’une écorce amphiphile.

3.4.1.3. Couplage par addition de Michael

Par couplage d’homopolymeéres, Zhang et al. ont élaboré des copolymeéres dextrane-b-
poly(e-caprolactone).'® La polymérisation par ouverture de cycle de I’e-caprolactone a partir
de butanol permet d’obtenir le poly(e-caprolactone) (PCL) a-hydroxy, lequel est ensuite
modifi¢ avec du chlorure d’acryloyle pour conduire a un acrylate de PCL. En paralléle, la
fonction anomeére du dextrane est modifiée par amination réductrice avec de I’éthyléne
diamine permettant d’obtenir un dextrane fonctionnalis¢ par une amine. Les deux
homopolymeres ont été par la suite couplés par addition de Michael, comme I’atteste la
spectroscopie de RMN 'H. L’auto-organisation en solution aqueuse de ce copolymére a blocs
a ¢été ¢étudiée par spectroscopie de fluorescence aprés encapsulation du pyréne; la
concentration micellaire critique (CMC) a été mesurée égale a 0,06 mg/ml. L’analyse par
microscopie ¢électronique en transmission (MET) a mis en évidence des agrégats sphériques
avec des tailles comprises entre 20 et 50 nm, attestant les résultats obtenus par diffusion

dynamique de la lumiere.
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Schéma I-19 : Préparation de dextrane-b-PCL par addition de Michael.

3.4.14. Couplage par cycloaddition 1,3 dipolaire de Huisgen catalysée par

le cuivre I (« chimie click »)”

C’est en appliquant la « chimie click » que Driguez et al. ont couplé des glucides
(oligoxyloglucanes et cellobiose) a des polyorganosiloxanes (un trisiloxane ou un
polysiloxane téléchélique contenant chacun une fonction pendante époxy).'®' La fonction
alcyne est introduite sur le glucide par action de la propargylamine. La fonction azoture est,
quant a elle, introduite sur le polyorganosiloxane en ouvrant la fonction époxyde avec de

I’azoture de sodium. Afin d’éviter I’hydrolyse du polymére, la réaction est conduite dans une

* .. L iy .. . . .
Pour une desantlon détaillée du couBlage par « chimie click », voir chaBltre 1I
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solution a pH 5-6. Les spectroscopies d’infrarouge et de RMN 'H ont permis de confirmer la
formation des produits ciblés. Ces derniers ont démontré de bonnes propriétés amphiphiles,
avec une CMC proche d’autres tensioactifs siliconés existants (100 a 200 mg/L) et ayant la
méme balance HLB (15, c'est-a-dire une partie hydrophile représentant 75 % de la masse
molaire totale), ainsi que de bonnes propriétés moussantes (grand volume de mousse

compacte et brillante formée, stable au cours du temps).

NaNs;, H,O
propoane-2-ol

_\

HO OH O
o0 1oy amomcoms &&
HO (@) ||)Ac20 MeOH @)
OH
OH

ii) 1+2 H20/p(r:cl>f:one -2-ol HO OH
ascorbaté de HO ) HO N>
sodium HO O 0 Ac

OH

Schéma I-20 : Synthése de tensioactifs cellobiose/Polyorganosiloxane par couplage

« click »

3.4.1.5. Couplage par réaction radicalaire
Abdekhodaie et al. ont récemment étudi¢ la « PEGylation »" du chitosane par couplage

. . 162
radicalaire.

La synthése s’effectue en deux étapes avec, dans un premier temps,
I’introduction d’une fonction vinyle par estérification de la fonction hydroxyle du

poly(éthyléne glycol) avec du chlorure d’acryloyle. Dans un deuxiéme temps, le PEO est

" La « PEGylation » est une méthode qui consiste a attacher une chaine de poly(éthyléne
glycol) (PEG ou poly(oxyde d’éthyléne) o, dihydroxytéléchélique) a une molécule
biologigue afin d’augmenter son hzdrthilie et sa circulation dans le corps humain.
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couplé au chitosane par réaction radicalaire avec du persulfate de potassium comme
générateur de radicaux (Schéma [-21). Ces radicaux coupent les chaines de chitosane au
niveau du carbone C4 et le radical résultant ouvre I’insaturation située sur le PEO. Apres
lavage et dialyse, le couplage a été mis en évidence par spectroscopie d’IR et de RMN 'H et

13C ainsi que par calorimétrie enthalpique différentielle.

K,S,0 — 2 » - +
29298 oooc somn 2504 1 + 2K

OH OH OH OH
NH;* . o
HOmOHO 30&&@1 S0t o0+ N0
HO . O , HO N CHsCOOH 1M - HO O-.
NH3 oH 3 N2 1 NH3* NH3*

chitosane -
Cl 1 -
—_— —_— ~O O
(CoH5)3N CH3COOH 1M HO
N,, 60°C NH-*
6H 3
3
2

Schéma I-21 : Couplage radicalaire du PEO sur du chitosane.

Le composé démontre des propriétés thermosensibles: des solutions aqueuses de
copolymeéres a blocs concentrés a 3 % (m/v %) avec un rapport PEO/chitosane supérieur a 40

% possedent une transition sol-gel aux alentours de 36 °C.
3.4.2. Synthése par la méthode « a partir de »
3.4.2.1. A partir du bloc synthétique

Il s’agit ici de faire croitre le bloc glucidique par voie enzymatique. Cette méthode a
pour la premiere fois été¢ décrite dans la littérature en 1984 par Ziegast et Pfannemiiller pour
obtenir des copolymeéres a blocs de type amylose-b-PEO-b-amylose ou amylose-b-PE-b-
amylose.'® Cette publication décrit d’ailleurs pour la premiére fois la synthése de

copolymeres a blocs « hybrides » naturel/vinylique.
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La synthése se fait en deux étapes. Dans un premier temps, un maltooligomere
fonctionnalisé par une aldonolactone est préparé par oxydation électrolytique avant d’étre
couplé a un oa-w-diamino-PEO ou a un a-w-diamino-PE. Dans un deuxiéme temps,
I’utilisation d’une phosphorylase permet la croissance enzymatique du maltooligomere pour
former un bloc de type amylose. Les auteurs ont modifi¢ ’amylose en introduisant des
fonctions carbanilates (OC(=O)NHC¢Hs) et ont étudi¢ les propriétés physico-chimiques des
copolymeres correspondants qui présentent la particularit¢ d’étre de nature
rigide/flexible/rigide. En comparaison avec un homopolymere d’amylose tricarbonilate, aucun
effet de la chaine flexible PEO n’a été révélé sur les propriétés statiques et dynamiques des
chaines de copolyméres. Cependant, la chaine flexible permet de rompre la structure

hélicoidale de I’amylose tricarbonilate et introduit par conséquent une relaxation diélectrique.

L’utilisation de cette méthodologie (association d’une lactone et d’une amine, puis
croissance enzymatique) a également été étudiée en 1997 par Loos et Stadler pour obtenir la
synthése de copolyméres amylose-5-PS.'** Ces copolyméres ont été obtenus selon un procédé
en deux étapes : du maltoheptaose provenant de 1’ouverture de la B-cyclodextrine suivi de son
oxydation par Br; est d’abord couplé avec du polystyréne fonctionnalisé en bout de chaine par
une amine. L’enzyme phosphorylase permet ensuite d’allonger la chaine du maltoheptaose
par chimie enzymatique, produisant de I’amylose (Schéma 1-22). Le polymére final est
caractéris¢ par chromatographie d’exclusion stérique CES dans le THF et montre une faible

dispersité de taille de chaines.

HO HO
H gé&ol OH Hg&j&% OH
"o on mcdeens oA od
Plion i ) e YL on
HO™E T +(n-6) PO HOZ 2707

Schéma I-22 : Croissance enzymatique du maltoheptaose.

Loos et al. ont par la suite mis au point deux autres méthodes faisant appel a I’amination

, . . A o 165 ' ;
réductrice pour obtenir les mémes copolymeres. > Les auteurs ont d'une part couplé un
maltoheptaose avec un amino-PS synthétisé par voie anionique avant de faire croitre la chaine

glucidique. D’autre part, ils ont fonctionnalis¢ le maltoheptaose avec de I’allylamine, suivi
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d’une protection par acétylation des fonctions hydroxyle de 1’oligosaccharide. Le
maltoheptaose ainsi fonctionnalisé est ensuite couplé a un PS-Si(Me),H par hydrosilylation,
avant croissance enzymatique de 1’oligosaccharide.

Pour une fraction volumique en PS supérieure a 50 %, ces copolyméres a blocs sont
solubles dans le THF, tandis qu’une fraction inférieure a 15 % induit une solubilité dans 1’eau.
Ces méthodes de synthese ont permis de faire varier les compositions du copolymere, tout en
gardant une taille du bloc PS élevée (DP, ~ 740). Les propriétés d’auto-assemblage dans 1’eau
(solvant sélectif de ’amylose) et dans le THF (solvant sélectif du PS) ont été étudiées. Par
spectroscopie a corrélation de fluorescence (ou « Fluorescence Spectroscopy Correlation »,
FSC) du copolymere amyloseg-b-PS749, une CMC d’environ 10 mg/L a été mise en évidence,
tandis que des agrégats ont été¢ détectés par diffusion de la lumiere en-deca de cette limite. Les
auteurs expliquent ce phénomeéne par une grande inhomogénéit¢ de tailles des objets
assemblés, comme le montrent les clichés de MET. En revanche, la mise en solution aqueuse
du copolymeére au-dessus de 200°C et sous pression (15 bars) permet d’atteindre 1’équilibre
thermodynamique et fait apparaitre la présence de micelles inverses (ou micelles « crew-cut »,

. . ’ r . 166
Figure I-7) avec des tailles en accord avec celles mesurées lors de 1’étude en solution.
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Figure I-7 : Image MET des micelles « crew-cut » de PS-b-amylose.

Akiyoshi et al. ont également utilisé la polymérisation par voie enzymatique pour
obtenir des copolyméres de type amylose-b-PEO.'®” Pour cela, un maltopentaose est tout

d’abord couplé¢ par amidification a une chaine de PEO activée par un carbonate de
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nitrophényle, puis I’amylose est obtenue par croissance enzymatique. A partir du
macroamorceur de PEO de longueur fixe (DP, = 110), les auteurs ont synthétisé trois
longueurs de blocs amylose et ont étudi¢ 1’auto-assemblage des copolymeres a blocs
« hybrides » correspondant dans le chloroforme, solvant sélectif du PEO, par diffusion
statique de la lumiére.'® Ils ont démontré que les copolyméres obtenus forment des particules

de type « star-like micelle » avec des rayons de giration inférieurs a 30 nm.

3.4.2.2. A partir du bloc glucidique

Cette stratégie, qui consiste essentiellement a modifier 1’unité glucidique terminale pour
introduire une fonction amorgante de polymérisation, est essentiellement employée pour
polymériser des monomeéres vinyliques par voie radicalaire contrdlée. C’est cette approche

que nous avons au demeurant suivie dans ce travail de thése.

En 2000, Haddleton et al. ont, de cette maniere, synthétisé des copolymeres a blocs a

partir de maltoheptaose acétylé.'®

Une fonction 2-bromo-isobutyrate est introduite sur la
position réductrice permettant de polymériser différents monomeres vinyliques (MMA,
styréene, PEGMA, PDMAEMA, MAIpGlc) par ATRP. La déprotection du maltoheptaose

permet d’obtenir les copolymeres a blocs « hybrides » amphiphiles.

L’équipe de Kakuchi a synthétisé un amorceur de polymérisation radicalaire controlée
de type NMP, en I’occurrence contenant une/des unité(s) glucidique(s) fonctionnalisée(s) par
un groupement alcoxyamine dérivé du 2,2,6,6-tétraméthyl-1-oxypipéridinyle (TEMPO).'”
Les différents oligosaccharides employés ont un DP, maximum de 6 et une étape de
protection (acétylation des fonctions hydroxyle) est nécessaire. Ces amorceurs alcoxyaminés
ont par la suite permis de polymériser le styréne par NMP et d’obtenir différentes tailles de
bloc synthétique. La désacétylation permet d’obtenir les composés « hybrides » amphiphiles
désirés (Schéma 1-23).

Pour un copolymére avec un DP, en PS fixé, la masse molaire des agrégats augmente

linéairement avec le nombre d’unités glucidiques.
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Schéma I-23 : Synthése de copolyméres « hybrides » malto-oligosaccharides-b-PS par

polymérisation NMP du Styréne.

Zhou et al. *"*? ont introduit une fonction amorcante de polymérisation a un dérivé
aminoalditol d’oligoxyloglucane. Ce précurseur est par la suite introduit en bout de chaine
d’un polysaccharide de xyloglucane via [lutilisation de [D’enzyme xyloglucan-
endotransglycosylase qui permet de coupler les deux glucides. Le produit obtenu est alors
mélangé a de la cellulose afin qu’il s’adsorbe sur cette derniére du fait de leur affinité. Enfin,
la polymérisation par transfert d’atome du MMA (Schéma I-24) ou la polymérisation par
ouverture de cycle de I’¢-CL ou du lactide a été effectuée. Cette technique permet d’obtenir
un matériau cellulosique protégé par un film de nature spécifique (par exemple hydrophobe)

et ouvre une voie vers la synthése de nouveaux matériaux biocomposites.
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Schéma I-24 : Modification de surface cellulosique par la synthése de copolymeéres a

blocs xyloglucane-b-PMMA par ATRP.

Au LCPO de Bordeaux, les travaux de thése de Houga (2004-2007) ont montré la

1 La stratégie

possibilité d’obtenir des copolymeéres a blocs dextrane-b-PS par ATRP.
adoptée repose sur la modification de I’extrémité réductrice du dextrane par un agent de
couplage, via une réaction d’amination réductrice, pour introduire une fonction terminale du
type bromoisobutyrate. Une étape de protection des fonctions hydroxyle par des groupements
triméthylsilyle s’est avérée nécessaire avant la polymérisation du styréne par ATRP. Des
copolymeéres a blocs avec une longueur de bloc glucidique fixe et une longueur de bloc PS
variable (DP, de 5 a 775) ont été synthétisés. Aprés déprotection en milieu acide des
groupements triméthylsilyle, I’auto-assemblage en solution (eau, DMSO, THF) de ces
copolymeres amphiphiles a été analysé et a clairement montré une dépendance vis-a-vis de la
structure du copolymére.'”? L’étude de ’auto-assemblage de ces composés a en réalité été

rendue difficile par le fait qu’aucun solvant n’est commun aux deux blocs (hormis pour des

compositions trés dissymétriques). Des mélanges THF/DMSO ont donc été utilisés. Par
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exemple, des morphologies « coeur-écorce » ont été visualisées dans [’eau pour les
copolymeéres contenant 93 % de dextrane en masse. Pour les autres structures contenant un
pourcentage de dextrane supérieur, des vésicules ont été observées, et ce, en désaccord avec
les prédictions de Discher et Eisenberg'” pour des copolyméres diblocs de type flexible-
flexible (coil-coil). Ainsi, des vésicules et non pas des « crew-cut », ont pu étre observées
pour des copolymeéres dextrane-b-PS,7p dans le THF, le DMSO et 1’eau. Les auteurs
expliquent cette particularité par la conformation du dextrane constitué de chaines de faible

masse molaire qui adoptent une conformation rigide de type baton.

Charleux et al. ont trés récemment eu recours a la polymérisation radicalaire controlée
RAFT/MADIX pour introduire un bloc poly(acétate de vinyle) (PAcV) et ainsi obtenir des
copolyméres « hybrides » dextrane-b-PAcV .'™ A cet effet, ils ont introduit une fonction O-
¢thyl dithiocarbonate (xanthate) sur la position réductrice du dextrane par le biais de la
« chimie click » entre un dextrane porteur d’une fonction alcyne et un composé O-éthyl
dithiocarbonate porteur d’une fonction azoture (Schéma I-25). Les auteurs dénotent cependant

une faible fonctionnalisation du dextrane (31 %).

Figure I-8 : Images AFM de copolymeéres dextrane-b-PS,7 (a) et dextrane-b-PS775 (b)
dans une solution DMSO/THF riche en THF."”"'”?
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Schéma I-25 : Insertion d’une fonction O-éthyl dithiocarbonate en bout de chaine du

dextrane et polymérisation MADIX en émulsion de ’acétate de vinyle.

Un tel dextrane fonctionnalisé, méme partiellement, a pu alors servir a la polymérisation
MADIX en émulsion ab initio de ’acétate de vinyle sans ajout de tensioactif puisque les
copolymeres a blocs formés in situ suffisent a stabiliser les latex de PAcV.

La polymérisation MADIX est mise en évidence par les effets de retardation visualisés
(connus lors de la polymérisation en émulsion) ainsi que par la non-stabilité des émulsions
effectuées avec du dextrane natif ou du dextrane modifié¢ par une fonction propargyle. Des
particules de latex contenant jusqu’a 27 % de solide ont pu étre obtenues a partir d’un faible
taux de dextrane modifi¢ (2-6 %). Ces particules possedent des diametres entre 86 et 146 nm

et sont stables pendant plusieurs mois.
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L’¢équipe de Zang a étudié les propriétés d’auto-assemblage de copolymeéres a blocs
maltoheptaose-b-PCL.'” La synthése repose sur la déprotection sélective de maltoheptaose
acétylé pour amorcer la polymérisation par ouverture de cycle de 1’e-CL. L’ hydrolyse totale
des fonctions acétate du maltoheptaose permet d’obtenir le copolymere amphiphile (Schéma
[-26). L’étude par CES indique que la totalit¢ du maltoheptaose amorce la polymérisation. Le
caractére amphiphile du copolymére a été étudié par fluorométrie en présence d’agent

fluorescent tandis que l’analyse par MET des copolymeéres en solution aqueuse a révélé

I’existence de micelles sphériques.
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Schéma I-26 : Synthése de maltoheptaose-b-PCL.

4. Conclusion

Lors de cette étude bibliographique, nous avons présenté le xyloglucane de graines de

tamarin. Ce polysaccharide constitue une ressource naturelle abondante et est d’ores et déja
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employ¢ dans de nombreux domaines d’applications (alimentaire, cosmétique, biologique),
tirant les bénéfices de ses propriétés singulieres.

Nous avons montré que la chimie enzymatique, avec notamment les
glycosyltransférases, les glycoside-hydrolases et les glycosynthases, constitue un outil
permettant d’obtenir de maniere spécifique et controlée des produits difficilement accessibles
par chimie organique. Parmi les substrats utilisés en chimie enzymatique, le xyloglucane de
graines de tamarin constitue un bon candidat car il peut étre hydrolysé et modifi¢ simplement
par des approches chimio-enzymatiques.

L’association de glucides avec des polyméeres synthétiques dans différentes
architectures est de plus en plus étudiée. Dans ce contexte, on peut noter que I’élaboration de
copolymeéres a blocs « hybrides » naturel/synthétique est en train d’émerger, comparativement
a la construction de copolymeéres greffés et a celle de glycopolyméres issus de
glycomonomeres. L’obtention de copolyméres a blocs offre 1’avantage de moduler 1’auto-
assemblage en solution des macromolécules formées. L’étude en solution peut cependant étre
rendue difficile par le fait qu’il existe peu de solvants communs aux blocs glucidiques et
vinyliques. Par ailleurs, la plupart des exemples de copolymeéres « hybrides » font intervenir
une partie glucidique constituée de dextrane ou d’amylose.

C’est a partir de ces constats que ce travail de theése a démarré. 11 a consisté a utiliser le
xyloglucane de graines de tamarin, aprés hydrolyse enzymatique pour disposer d’oligoméres
de structure bien définie, comme modéle de polysaccharide. Sans protection préalable, le
xyloglucane a été¢ associé a un polymeére vinylique dans une architecture de copolyméres a

blocs, en utilisant la polymérisation MADIX de différents monomeres vinyliques.
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Ce travail de theése a donc pour but d’établir une méthodologie pour associer une partie
glucidique a une partie vinylique dans une architecture de copolymeres a blocs bien définis,
ce qui est encore assez peu décrit dans la littérature. A cette fin, deux méthodologies ont été
étudiées et développées (Schéma II-) :

e Me¢éthode « starting from » : il s’agit de faire croitre un bloc vinylique par
polymérisation radicalaire contrélée (méthode MADIX) a partir d’un bloc
glucidique modifié et porteur d’une ou de deux fonctions xanthate menant a
des copolymeres diblocs ou triblocs, respectivement.

e Mc¢éthode « coupling onto » : il s’agit de coupler par « chimie click » un bloc
glucidique et un bloc vinylique obtenu par polymérisation MADIX, chacun des
précurseurs homopolymeres étant porteur d’une fonction antagoniste de celle

portée par I’autre homopolymere (alcyne et azoture).

1) « starting from »

5 - polymérisation
|d$$;9;:9 Y;@Sioa MADIX | X]}la SiOEt

macro-agent de transfert de chaine
a-monefonctionnel

EtO Sc-lm j\ polymérisation Q.I_
Y deDP7 V\,NGS OFt__MADIX oo s V\IN
° T -
S

S
SJ\OE1

macro-agent de transfert de chaine
o,@-difonctionnel

2) « coupling onto »

; «(l}imie
|‘*$$3%‘$:=\\ - N3 G Si ey, | v 5
!
N=N §” ~OEt

bloc glucidique OEt

Schéma II-1 : Méthodologies de synthéses des copolymeres a blocs glucidique/vinylique.

L’outil « chimie click » utilisé tout au long de ce manuscrit, sera d’abord présenté. Puis
il sera discutée de la modification chimio-enzymatique d’un polysaccharide, le xyloglucane
issu des graines de tamarin, en vue de 1’obtention de copolymeéres a blocs hybrides selon les

deux méthodes précédemment évoquées.

Page 74



Chapitre II : Modifications chimio-enzymatiques du xyloglucane et élaboration d’agents
de transfert de chaine MADIX

1. Introduction a la réaction de couplage par « chimie click »

% est une réaction entre deux composés

La cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen'’
porteurs d’insaturations qui donne accés a un produit comportant un hétérocycle a 5 atomes.
Les deux fonctions antagonistes les plus utilisées sont les azotures et les alcynes conduisant a
la formation d’un groupement triazole. La réaction requiert généralement une température

¢levée et mene alors a un mélange de régioisomeres 1,4 et 1,5 (Schéma 11-2).

5N-N
RI

NN \ RPN RN
N=N

_ 1 4 '
0 r= + RNy | RONF
- N=N

Schéma II-2 : Cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen (a) non catalysée, (b) catalysée par

du cuivre 1.

La réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée par le cuivre de degré d’oxydation I
(Cu(l)) entre un composé porteur d’une fonction azoture et un composé porteur d’une
fonction alcyne (appelée aussi CUAAC pour « Copper (I) Azide Alkyne Cycloaddition »)
permet de résoudre le probléme du mélange d’isomeéres en formant uniquement le
régioisomere 1,4. L’utilisation de cuivre I a été introduite en 2001, indépendamment par

1'7 d’une part, et par Sharpless et al. (qui ont introduit le terme de « chimie

178

Tornge et Melda
click ») d’autre part.
Cette réaction s’est révélée correspondre parfaitement a ce concept de « chimie click »,
a savoir qu’elle est quantitative (rendement > 95 %) et régiosélective (obtention de 1’'unique
régioisomére 1,4)."7* ' La méthode CuAAC offre un lien (le groupe triazole) trés robuste,
inerte vis-a-vis de la plupart des autres chimies utilisées (oxydation, réduction, hydrolyse).
Depuis 2004, les polyméristes ont largement exploité une telle « chimie click » en
ingénieric macromoléculaire pour la synthése de copolyméres a blocs, greffés, de
dendrimeéres, de polymeres cycliques, de gels... parfois impossibles a élaborer par d’autres

, 180-185
méthodes.
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Le couplage par « chimie click » a été utilisé lors de ces travaux de thése pour, soit
introduire une fonction amorcante de polymérisation sur les oligoxyloglucanes (dans le cadre
de la stratégie « starting from »), soit associer un bloc glucidique a un bloc vinylique (dans le

cadre de la stratégie « coupling onto »).

2. Méthode « starting from » : modification chimio-enzymatique de xyloglucane et

synthése de I’agent de transfert de chaine monofonctionnel

La stratégie générale de la synthése du macro-agent de transfert de chaine repose sur quatre
¢étapes-clés (Schéma II-3) :
- la synthése d’un agent de couplage porteur d’une fonction bromure (1 étape)
- D’hydrolyse enzymatique controlée du polysaccharide offrant un mélange
d’oligosaccharides XXXG, XXLG, XLXG et XLLG dans des proportions définies
(2°™ étape)
- la modification chimique de la position anomere de 1’oligosaccharide a 1’aide de
I’agent de couplage (3™ étape)
- la transformation de la fonction bromure en fonction xanthate conduisant au

eme

macro-agent de transfert de chaine ciblé (4" étape).
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p- O
. i dégradation
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fonctionnalisation N 3 '=_B r
| enctorpaienion, | TN\ couplgerm > | O G
N=N

oligosaccharides « chimie click »

4éme étape

substitution des fonctions

| _\(\N bromeo en fonctions xanthate Ii
e _\(\Nﬂ-s OFt

macro-agent de transfert de chaine o-meneofonctionnel

Schéma II-3 : Stratégie « starting from » pour la synthése du macro-agent de transfert

de chaine.

2.1. Synthése de I’agent de couplage a-azido, ®w-bromé

L’agent de couplage hétérofonctionnel a été choisi de telle maniére qu’il soit doté :
- d’une fonction bromure secondaire destinée a étre transformée ultérieurement en
fonction xanthate afin de permettre la polymérisation MADIX,
- d’une fonction azoture afin de coupler par « chimie click » I’agent de couplage aux

oligoxyloglucanes porteurs de la fonction alcyne antagoniste.

Pour satisfaire ces conditions, le composé 3 a été dans un premier temps synthétisé a

partir du 2-(2-chloroéthoxy)éthanol (Schéma I1-4).
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[0}

butanone DCC, DMAP 3
CH,Cl,
1 2 3

Br
HO (o}
o) NaNj3, BuyNI, 18C6 o)
CI/\/ V\OH =4 TP, Na/\/ V\OH _— N/\/OV\O Br

Schéma I1-4 : Syntheése du 2-(2-azidoéthoxy)éthyl 2-bromopropanoate.

Cependant, le couplage de ce composé par chimie « click » a 1’oligosaccharide substitué
par une fonction alcyne ne conduit pas a la molécule cible (Schéma II-5). En effet, cette
réaction catalysée par le sulfate de cuivre et I’ascorbate de sodium méne en partie a
I’hydrolyse de D’ester (composé 4), comme I’atteste 1’analyse du produit isolé¢ par
spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure II-). Les massifs 1619,46 m/z ; 1475,41 m/z et
1295,36 m/z [M+Na]" correspondent effectivement aux DP 9, 8 et 7 du produit hydrolysé.

Différents tests ont été réalisés pour connaitre 1’origine de cette hydrolyse. L’agent de
couplage a été mis dans les conditions opératoires en présence de 1’oligosaccharide seul puis,
en présence de sulfate de cuivre seul et enfin, en présence de sulfate de cuivre et d’ascorbate
de sodium. En suivant ces réactions par chromatographie sur couche mince, il est apparu que
la réaction d’hydrolyse n’est observée que dans le cas du mélange de sulfate de cuivre et

d’ascorbate de sodium.

R o
l;l/\(\/N AN \/\OH
(e} Ac N=N
4
R< SO Br H,0/MeOH . 4
’T‘/\ N3 © ascorbate de sodium + (0]
Ac CuSO,
R (0] Br
3 “.‘/\(\,N/\/ ~"o
Ac N=N

4

Schéma I1I-5 : Hydrolyse de I’ester.
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Figure II-1 : Spectre de masse MALDI-TOF du composé 4 aprés hydrolyse du composé
4’ (Schéma II-5).

Afin de pallier ce probléme d’hydrolyse de la fonction ester, un nouvel agent de
couplage a été envisagé en remplacant la fonction ester par une fonction amide connue pour
étre moins sensible aux traitements acides ou basiques. La synthése du composé (7),
contenant une telle « rotule » amide en plus des fonctions bromure et azoture en position o et
o, respectivement, est représentée dans le Schéma II-6.

La stratégie consiste a activer 1’acide 2-bromopropionique a ’aide d’une fonction
succinimidyle pour permettre la réaction d’amidification avec le composé porteur d’une

fonction amine.
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HO
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Br o ¥ Et3N CH20I2 N3
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I

Schéma I1-6 : Stratégie de synthése de ’agent de couplage 7.

Les synthéses des composés 5, et 6, sont déja décrites dans la littérature.'*® %7

Dans un premier temps, I’acide 2-bromopropionique et le N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) sont ajoutés a une solution de N-hydroxysuccinimide
(NHS) dans le dichlorométhane. Le produit 5 est isolé apres purification par chromatographie
d’adsorption sur gel de silice.

Dans un deuxiéme temps, la substitution nucléophile entre 1’hydrobromure de 2-

bromoéthylamine et 1’azoture de sodium est effectuée dans 1’eau, pour conduire au composé
6.

Enfin, ’amidification est réalisée par ajout de la 2-azidoéthanamine, en présence de
tri¢thylamine, a une solution de succinimidyle de 2-bromopropionate dans le
dichlorométhane. Le produit 7 est obtenu avec une conversion de 88 %, apres purification par
chromatographie d’adsorption sur gel de silice.

Le spectre de RMN 'H du composé 7 montre tous les signaux attendus, confirmant la
structure de ce produit (Figure 11-2). On note par exemple le pic a 3,46 ppm correspondant
aux protons du groupement éthylene CH,-CH, ainsi que le quadruplet a 4,43 ppm

correspondant au proton du groupement méthine C!' porteur du groupe méthyle et de la

fonction bromure.
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Figure II-2 : Spectre de RMN "H (CDCl;, 298 K) du N-(2-azidoéthyle)-2-

bromopropanamide (7).

La présence de la fonction azoture est confirmée par spectrométrie infrarouge qui
montre une absorption 4 2 100 cm™ caractéristique de cette fonction (Figure II-3). De méme,

la formation de la fonction amide est vérifiée par un pic d’absorption a 1658 cm’™.
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Figure I1-3 : Spectre IR du NV-(2-azidoethyl)-2-bromopropanamide (7)

L’agent de couplage a-azido,m-bromo-hétérodifonctionnel a donc pu étre synthétisé. La
présence de la fonction azoture permet d’envisager un couplage par « chimie click » a une
molécule possédant une fonction alcyne tandis que la fonction bromure peut étre transformée

ultérieurement en fonction xanthate par substitution nucléophile.
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2.2. Synthése des oligoxyloglucanes par hydrolyse du polysaccharide natif

Cellulase 3042A
H,0, 37°C

Ho o\
HO O Ho™ O\
HO 0
HO"HO

% % m, n =0_DP7
Ho w m=0,n=1oum=1,n=0—DP8
mn=1—'DP9
4“00” *ﬁo

Schéma II-7 : Hydrolyse du xyloglucane de graines de tamarin a I’aide de cellulase.

Les propriétés de la plupart des polysaccharides sont dépendantes de leur masse molaire
moyenne. Pour certaines applications, et notamment dans le domaine médical et cosmétique,
les polysaccharides de faible masse molaire ont un certain avantage sur leurs homologues de
masse molaire ¢élevée. Cela s’explique par la diffusivité accrue des composés de faible masse
molaire dans les tissus humains.

L’hydrolyse, c’est a dire la dépolymérisation, du xyloglucane de graines de tamarin peut
se faire selon différentes méthodes. Des traitements physiques peuvent étre utilisés. Ainsi,
Ebringerova et al. ont étudié la dépolymérisation du xyloglucane a I’aide de sources de
radiations comme les ultra-sons, les rayons v et les micro-ondes.'™ L’inconvénient de ces
méthodes tient au fait que la rupture se fait généralement de facon aléatoire, que ce soit sur le
squelette du polysaccharide ou sur les chaines latérales. Cela peut également s’accompagner
de réactions secondaires, comme la formation de fonctions carbonyle ou carboxyle affectant

la structure finale du polysaccharide.

Page 83



Chapitre II : Modifications chimio-enzymatiques du xyloglucane et élaboration d’agents
de transfert de chaine MADIX

Comme la plupart des polysaccharides, les chaines de xyloglucane peuvent également
étre dégradées a chaud en milieu acide, avec par exemple 1’acide trifluoroacétique
(CF5COzH).

La dégradation enzymatique, quant a elle, permet d’hydrolyser de fagon sélective la
chaine du polysaccharide, sans altérer sa composition. Parmi les enzymes actives sur le
xyloglucane et capables de le dégrader sélectivement, on peut citer les endoglucanases (ou
cellulases), les xyloglucane-endotranglycosylases (XET) et les xyloglucane endohydrolases

(XEH).

En ce qui nous concerne, nous avons choisi d’utiliser les cellulases pour hydrolyser le
xyloglucane de graines de tamarin, polysaccharide possédant un squelette équivalent a la
cellulose (unité¢ B-D-glucopyranosyle). Les cellulases sont des enzymes catalysant I’hydrolyse
des liaisons glycosidiques B-(1—4) entre deux unités glycosyle d’une chaine de cellulose.
Elles sont isolées de diverses bactéries, champignons ou plantes ainsi que chez certains
animaux (insectes, vers, crustacés). La topologie du centre actif des cellulases fait que seul
une unité glucosyle non substituée (identifiée sur le Schéma II-7 par les ciseaux) peut étre
accommodée dans le sous-site -1 et donc que tous les produits obtenus possédent une unité

glucosyle non substituée.'®

Afin d’hydrolyser le xyloglucane, une cellulase commerciale (cellulase 3042A de
Genencor) a été utilisée. Les travaux de theése effectués au CERMAYV par David Viet ont
montré que, comparée a d’autres cellulases (cellulases 3042B et 3042C de Genencor ou
cellulases Cel7B d’Humicola insolens, Celluclast type X et xyloglucanases d’Aspergillus
aculeatus famille 12), celle-ci conduit trés rapidement et majoritairement a des
oligosaccharides de degrés de polymérisation (DP) 7, 8 et 9 notés également XXXG, XXLG
(et XLXG) et XLLG (Figure 11-4).
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Figure II-4 : Oligoxyloglucanes de degré de polymérisation DP 7 (XXXG), 8 (XXLG et

XLXG) et 9 (XLLG).

L’introduction, a 37°C, de la cellulase 3042A dans une suspension aqueuse de

xyloglucane de graines de tamarin offre en 4 heures, avec un rendement massique de 100 %,

I’hepta-, 1’octa- et le nonasaccharide dans les proportions molaires exactes 15:35:50,

respectivement.

Le produit est caractérisé par spectrométriec de RMN 'H (Figure II-5) qui rend compte

des résultats attendus. Par exemple, les oligoxyloglucanes sont obtenus sous la forme o et

B, ce que montrent les deux doublets caractéristiques du proton anomere a (5,19 ppm) et du

proton anomere f3 (4,62 ppm) de 1’unité réductrice.
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Figure I1-5 : Spectre de RMN 'H (D,0, 298 K) des oligoxyloglucanes de DP 7, 8 et 9 (8).

L’étude par spectrométrie de masse MALDI-TOF est également en accord avec la
structure (Figure II-6). Les trois oligoxyloglucanes sont identifiés par les ions moléculaires

obtenus par insertion du sodium ([M + Na]").
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Figure I1-6 : Spectre de masse MALDI-TOF des oligoxyloglucanes de DP 7, 8 et 9 (8).

L’utilisation de I’enzyme cellulase a donc permis de dégrader le xyloglucane de graines
de tamarin de maniére spécifique et contrélée offrant, a 1’échelle de plusieurs grammes, des

oligosaccharides de DP 7, 8 et 9 dans des proportions connues.

2.3. Introduction de la fonction alcyne par modification du carbone anomére des

oligoxyloglucanes

L’objectif de cette étape est de modifier la position anomere des oligoxyloglucanes par
une fonction alcyne afin de modifier ultérieurement les oligosaccharides par « chimie click »

avec I’agent de couplage 7 décrit précédemment, porteur d’une fonction azoture.
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Il a été choisi d’introduire la fonction alcyne par I’intermédiaire de la N-glycosylamine
et de ne pas appliquer la réaction d’amination réductrice, ceci afin d’éviter 1’utilisation de
cyanoborohydrure de sodium, toxique et dangereux pour I’environnement.

L’équipe de Lockhoff a synthétisé des analogues de glycolipides par 1’intermédiaire de
N-glycosylamines obtenues par réaction entre un mono- ou un disaccharide et une chaine
grasse aminée dans un solvant polaire.'” Par la suite, la N-glycosylamine est acylée par une
chaine grasse acide (de 1’acide dodécanoique a 1’acide octadécanoique) permettant d’éviter
son hydrolyse.

De la méme manicre, Spevak et al. ont introduit une fonction allyle en faisant réagir,
sans solvant, différents saccharides avec de I’allylamine.”' Les produits ont été isolés aprés
peracétylation avec I’anhydride acétique dans la pyridine.

Plus spécifiquement, la synthése de N-propargyle glycosylamine a partir de glucides
non protégés est peu décrite dans la littérature. Seul Pérez-Balderas et al ont obtenu du N-
propargyle mannoside peracétylé a partir du sucre libre.'”> Les rendements sont cependant
faibles.

Dernieérement, Driguez et al. ont développé une méthode sélective pour la synthése de
N-propargyle oligoxyloglucanes ; c’est cette méthode, telle qu’elle est illustrée par le Schéma

I1-8 qui a été utilisée dans la suite de ce travail.'”
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Schéma II-8 : Introduction de la fonction alcyne sur les oligoxyloglucanes.

Un exces de N-propargylamine est ajouté a une suspension d’oligoxyloglucanes dans du
méthanol. La glycosylamine est précipitée dans un mélange méthanol/dichlorométhane puis
lavée avec la méme solution afin d’éliminer 1’excés d’amine. Une N-acétylation sélective dans

le méthanol permet d’isoler le composé 9 avec un rendement massique quantitatif
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Figure II-7 : Spectre de RMN 'H (D,0, 298 K) des N-propargyle oligoxyloglucanes (9).

Le spectre de RMN 'H 4 298 K confirme la structure du produit (Figure II-7). On note
premicrement que la réaction engendre un unique isomere, en 1’occurrence le B-N-glycoside
plus stable, comme en témoignent les pics a 5,51 ppm et 5,06 ppm. Le spectre montre
¢galement ’apparition des signaux correspondant aux protons de la fonction acétate (a 2,29
ppm et 2,21 ppm) et alcyne (a 2,72 ppm et 2,55 ppm). La multiplicité de ces signaux est due a

la présence de deux isomeres issus de 1’effet rotamére de 1’azote (Schéma I1-9).
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A

Schéma I1-9 : Rotaméres des N-propargyle oligoxyloglucanes (9) (R =

oligoxyloglucanes).

Cependant, la spectrométrie de RMN 'H du produit effectuée a 313 K permet
d’accélérer cette rotation autour de 1’azote. Ceci induit ainsi une coalescence des signaux,
comme le montre le spectre donné sur la Figure II-8. Le rapport 1/3 des intégrales des protons
de la fonction acétate avec le proton anomere du xylose IV permet de confirmer la

fonctionnalisation quantitative des oligoxyloglucanes.
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Figure I1-8 : Spectre de RMN 'H (D,0, 313 K) des N-propargyle oligoxyloglucanes (9).
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Il a ainsi été possible de modifier exclusivement 1’unité anomere des oligoxyloglucanes
a I’aide de N-propargylamine, dans le but d’utiliser ce nouveau composée dans le cadre d’un
couplage par « chimie click ». Pour plus de confort, nous déclarerons que la fonction alcyne

est en position o de 1’oligosaccharide.

2.4. Chimie « click » et transformation en macro-agent de transfert de chaine

La méthode repose sur la « chimie click », consistant a coupler les oligoxyloglucanes 5
porteurs de la fonction alcyne a 1’agent de couplage difonctionnel 7 porteur d’une fonction
azoture et d’une fonction bromure. La réaction est effectuée dans un mélange d’eau et de
méthanol pour garantir la solubilit¢ des deux réactifs. La solution de sulfate de cuivre
introduit dans le milieu réactionnel le cuivre sous forme Cu®" qui, une fois réduit par
I’ascorbate de sodium en Cu’ (Schéma II-10), permet de catalyser la réaction de « chimie
click ». Le produit attendu est purifié par chromatographie d’adsorption sur gel de silice puis

lyophilisé (Schéma II-11, (1)).

HO ONa O O
b\/\ * Cu* j\—ﬁ\/\ *Cu"* H"+ Na*
o (e) H OH o (e) s OH
OH OH

ascorbate de sodium

Schéma I1-10 : Réaction d’oxydo-réduction entre I’ascorbate de sodium et le sulfate de

cuivre.
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Schéma II-11 : Couplage par « chimie click » des oligoxyloglucanes avec I’agent de

couplage puis obtention du macro-agent de transfert de chaine.

L’efficacité du couplage est vérifiée par spectrométriec de RMN 'H (Figure 11-9). On
note en particulier sur le spectre correspondant la disparition totale du pic de 1’alcyne et
I’apparition des pics relatifs au proton du cycle triazole (8 ppm et 7,9 ppm) et ceux dus aux
protons de la fonction méthyle en alpha du brome (1,6 ppm). Par spectrométrie infrarouge, on

observe également la disparition du pic d’absorption & 2 100 cm™ relatif a la fonction azoture.
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Figure I1-9 : Spectre de RMN 'H (D,0, 298 K) des ®-bromo-oligoxyloglucanes (10).

Parmi les voies de synthése menant aux dérivés thiocarbonylthio, la principale consiste
a employer la substitution nucléophile d’un groupe partant en réagissant avec le sel du dérivé

194, 195

thiocarbonylthio correspondant. Les sels sont généralement issus du sulfure de carbone

CS; avec le groupement « Z » approprié¢ (Schéma II-12).

s
O @ g-(=g e r-x R

llzll M = ¥ Z S — ' Z S
sel de dérivé thiocarbonylthio

Schéma II-12 : Voie de synthése d’un dérivé thiocarbonylthio (xanthate, Z = OZ’).

Par la suite, les oligoxyloglucanes 10 possédant la fonction bromure sont mis en

solution a 40°C dans le DMF en présence d’O-éthylxanthate de potassium (Schéma II-11,
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(i1)), réactif commercial et bon marché. Le choix de mettre en ceuvre la substitution du brome
par le xanthate a ce stade de la synthése ainsi que 1’utilisation d’un exces de cuivre II sont
motivés par la volonté¢ d’éliminer un maximum de cuivre résiduel émanant de la « chimie
click ». Les sels de xanthate, et notamment I’O-éthylxanthate de potassium, sont en effet
employés dans I’industrie du traitement de 1’eau. Ils sont utilisés pour le flottage de métaux et
montrent une affinité avec le cuivre."”® '’ Le produit 11 est purifi¢ par chromatographie
d’adsorption sur gel de silice et est obtenu avec un rendement de 75 % aprées lyophilisation.
L’obtention du produit attendu est confirmée par spectrométric de¢ RMN '"H. On note
I’apparition des protons CH; de la fonction O-éthylxanthate. Les deux groupes méthyle

résonnent a la méme fréquence et apparaissent sous la forme d’un multiplet.

o o HO oty
HO HOOH a s
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S, C Hc\)L/c\
HO o cH, N 0

m,n =0—-DP7
m=0n 1foum=1,n=0—-DP8
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Figure II-10 : Spectre de RMN 'H (D,0, 298 K) des oligoxyloglucanes fonctionnalisés
xanthate (11).
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Le produit a également été caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Les
composés correspondant aux DP 7, 8 et 9, chacun porteur du groupement xanthate sont bien
présents (Figure 11-11). Les massifs a 1442,44 m/z, 1604,49 m/z et 1766,59 m/z [M + K]"
sont en accord avec les prévisions liées a la présence des trois valeurs de DP de xyloglucane
fonctionnalisé. Cependant, le spectre indique également la présence de sous-produits issus de
la fragmentation du xanthate qui a probablement lieu au moment ou 1’échantillon est soumis
au bombardement du laser du spectrométre de masse pour 1’ionisation. Cette fragmentation
des groupements xanthate pendant 1’étude par spectrométrie de masse MALDI-TOF a déja été

décrite dans la littérature.'*®

o
HON~=0 Ho’uoyér%caﬂ [M+Na]’
Hot,ﬁoo HOMTIN HooH /m s [M-Xa+H+Na]"
OH O OH H )j\
@E:o ﬁa:o
HO HO HO N
HO O\Z%:éz\ﬁo o\z;:grng\(/\y/\\/ s~ OOEt
OH 0 OH Ho N=N

) [M-Xa+H+K]"
HOOH Lo OoH (Xa)
b Vo =X b
H+O HO
n
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Ce4H105N5045S2 CsgHodN5040S, CsoHgsNsO 35S 2
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Figure I1-11 : Spectre de masse MALDI-TOF des oligoxyloglucanes fonctionnalisés
xanthate (11).
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La présence de la fonction xanthate a également été vérifiée par spectrométrie de RMN
BC (Figure 1I-12). Le pic a 212,7 ppm est, en effet, caractéristique de la liaison C=S. De
méme, le pic a 12,9 ppm est attribuable au carbone méthyle ¢ ' H; de la fonction O-CH,-C Hs.

On note également la présence du carbone du groupement triazole a 144,9 ppm.

CH
OH H  H 20 H
gSWN/\(/C\N/C\ N HC . CL _C< Hs
- ol I Hy ol
HO /0 N=N 2
0=C
CH3
CH-CH,
c=0 y
c=s ¢ N CH,-CH
\(/ N 273
/
¢ N=N /
\ CH-CH,

240 220 200 180 160

240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
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Figure II-12 : Spectre de RMN "*C (D0, 298 K) des oligoxyloglucanes fonctionnalisés
xanthate (11).

L’analyse par chromatographie d’exclusion stérique de ces oligoxyloglucanes 7 a
ensuite ¢été¢ effectuée en phase aqueuse. Le chromatogramme obtenu avec le détecteur
réfractométrique révele la formation d’agrégats lors de 1’élution du produit a travers les
colonnes (Figure II-13). Des chromatogrammes présentant la méme allure sont obtenus pour
les intermédiaires de réaction comportant les oligoxyloglucanes (composés 8, 9 et 10).
Comme indiqué dans 1’étude bibliographique consacrée au xyloglucane de graines de tamarin,

des résultats semblables ont été publiés dans la littérature.'” La formation de tels agrégats
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peut étre expliquée par 1’établissement de liaisons hydrogeéne entre oligoméres de DP 7, ne

possédant pas de substituant galactose (Schéma I1-13).

%OH
(e}

Xylose

Schéma I1-13 : Oligoxyloglucane de DP 7.

référence

12I00 ' 14I00 ' 16I00
temps d'élution (s)
Figure I1I-13 : Chromatogramme d’exclusion stérique en phase aqueuse du macro-agent

de transfert de chaine 11 -réponse réfractométrique.

Lorsque le produit est analysé par chromatographie d’exclusion stérique a 80°C dans le
DMF comme solvant d’¢lution (Figure II-14), la réponse réfractométrique ne montre plus ces
agrégats, ce qui ne laisse aucun doute sur la pureté du composé. De plus, la détection UV a
290 nm donne une réponse avec un faible indice de polymolécularité (I, = 1,07). Celle-ci est

caractéristique de 1’absorption de la fonction xanthate présente sur les oligoxyloglucanes.
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Figure 1I-14 : Chromatogramme d’exclusion stérique en phase DMF du macro-agent de

transfert de chaine 11 — réponse réfractométrique (a), UV a 290 nm (b).

Les caractéristiques moléculaires du produit 7 sont données ci-dessous (Tableau II-1),
en fonction de 1’¢luant utilisé. Les masses molaires M,, et M,, calculées par CES dans I’eau ne
sont pas indiquées de par la présence des agrégats. Il en est de méme pour I’indice de

polymolécularité

Tableau II-1 : Caractéristiques moléculaires du macro-agent de transfert de chaine 11.

CES H,O (réponse réfractométrique) CES DMF (réponse réfractométrique)

(g/mol)* (g/mol)°
M, - 4600
M, - 4100
M, 2740 ; 2580 5500
I, - 1,12

® calibration avec du PEO linéaire, valeurs de la population majoritaire puis minoritaire ; °
calibration PS

2.5. Conclusion

Afin d’obtenir des copolyméres a blocs «hybrides» naturel/synthétique, un
polysaccharide, le xyloglucane, a été hydrolysé de fagon controlée par voie enzymatique pour
obtenir trois populations d’oligosaccharides, de DP égal a 7,8 et 9 dans des proportions

parfaitement connues. Le couplage par « chimie click » avec un agent de couplage o,m-
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difonctionnel, préalablement préparé a dessein, a permis de préparer un macro-agent de
transfert de chaine de type RAFT/MADIX. Pour plus de confort, nous déclarerons que la
fonction xanthate est en position ® des oligoxyloglucanes. Son utilisation au cours de la
polymérisation radicalaire contrdlée avec différents monomeéres vinyliques donnera la

possibilité d’obtenir des copolymeres a blocs (chapitre III, partie 3,).

3. Méthode « starting from » : modification chimio-enzymatique de xyloglucane et

synthese de ’agent de transfert de chaine o,0-difonctionnel

L’objectif est ici de synthétiser un macro-agent de transfert de chaine saccharidique
a,m-difonctionnel, en vue de la croissance par polymérisation MADIX de deux blocs
vinyliques de part et d’autre du bloc glucidique d’origine naturelle. A notre connaissance, des
copolymeéres triblocs de type A-b-B-b-A a partir d’une chaine glucidique difonctionnelle
n’ont jamais été décrits dans la littérature.

En se fondant sur les travaux effectués pour la synthése du macro-agent de transfert de
chaine monofonctionnel, il a été choisi d’introduire une autre fonction xanthate, mais cette
fois sur I’'unité non réductrice de I’oligosaccharide, ce qui présente une certaine difficulté

(Schéma II-14).

unité non réductrice unité réductrice

Schéma I1-14 : Unités réductrice et non réductrice d’un oligosaccharide.

La modification de ’unité terminale non réductrice d’un oligosaccharide n’est en effet
pas aisément réalisable par la voie chimique « classique ». Il a donc été choisi d’utiliser une
approche enzymatique pour fonctionnaliser 1’extrémité non réductrice des oligoxyloglucanes.
Au CERMAYV, Fort et al. ont développé une glycosynthase a partir d'Humicola insolens,

capable de catalyser des réactions de glycosylation.*®” **' Cette glycosynthase, la HiCel7B
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E197A, est obtenue par mutation de l'acide carboxylique nucléophile de la cellulase Cel7B
d'Humicola insolens. 11 s’agit d’une endoglucanase de la famille GH7.

Cette enzyme est capable de condenser un fluorure de lactosyle sur un accepteur
oligosaccharidique avec de trés bons rendements. L’orientation axiale de 1’hydroxyle de la
position 4" autorise en effet le positionnement du lactose dans les sous-sites -2 et-1 de
I’enzyme (a I’intérieur du site catalytique, voir Schéma II-15).Contrairement au flurorure de
cellobiosyle qui est a la fois donneur et accepteur de glycosyle (il peut donc étre polymérisé
par I’enzyme), le fluorure de lactosyle peut étre transféré sur I’extrémité non réductrice d’un

oligosaccharide par une réaction de monocondensation (Schéma II-16).

nucléophile/base

e Y\/\

7

sous-site -2 sous-site -1 sous-site +1  sous-site +2

acide/base

Schéma II-15 : Site actif des glycoside-hydrolases.
(Par convention, les sous-sites de reconnaissance du substrat sont numérotés a partir du
site de coupure. Les sous-sites du c6té non-réducteur de la liaison a hydrolyser sont

numérotés négativement et ceux du coté réducteur sont numérotés positivement)
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polycondensation du cellobiose
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OH OH
OH OH
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Cel7B HO o
E197A_ Hfg 0 SO O>/ \ +OR
HO 0)
o
n OH

monocondensation du lactose

OHOH Cel’lB Ho OH celrs
o H E197A _ HO o
% O\?X—HOH HO NOR & BO K O%OR
OH
OH

Schéma I1-16 : Réactions entre le cellobiose et le lactose avec la glycosynthase Cel7B

E197A.

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que le xyloglucane de graines de tamarin ne possédant pas

de résidus galactosyle constitue un bon accepteur de la glycosynthase.*** >

rer 17 .t 1r . . . .. i
Il a été décidé d’introduire une fonction bromure sur la position 6 d’un a-fluorure de

lactosyle et de le condenser sur I’oligoxyloglucane de DP 7, avant de substituer la fonction

bromure par une fonction xanthate (Schéma II-17).

HO 0
HO
O
extrémité non réductrice &/
mise enjeu \wHo w
mOH

position C-6"

HO\ OH

F
OH|.——— a-fluorure en position c-1
O  Ho
HO 0 0

OH OH

Schéma I1I-17 : Mise en évidence des centres réactionnels.
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La stratégie de synthése (Schéma II-18) repose donc sur quatre étapes :

- I’hydrolyse enzymatique controlée du polysaccharide offrant un oligosaccharide
unique, XXXG (et non pas un mélange d’oligoxyloglucanes de DP 7, 8 et 9),

- la modification chimique de la position anomeére de 1’oligosaccharide par ancrage
du méme agent de couplage que précédemment c'est-a-dire porteur d’une fonction
bromure et d’une fonction azoture,

- I’incorporation d’une nouvelle fonction bromure sur un dérivé lactosyle, ce dernier
étant par la suite condensé par chimie enzymatique sur I’unité non-réductrice du
XXXG,

- la transformation des deux fonctions bromure terminales en fonctions xanthate
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1ére étape
Elaborat.ion dl.! bras —— N3 @@ Br

espaceur difonctionnel 1

agent de couplage 1
a.o-difonctionnel

2éme étape

@1’%
;o)

lodl : d . S . enzymatique Aleenesleal fonctionnalisation )‘
xyloglucanes e graines de tamarins —)— unique de DP7, des

oligosaccharides

| x N?ouplage |:)a?r mﬁe&

« chimie click »

3éme étape
Elaboration du bras -
ion du —> B ——upn > b

espaceur difonctionnel 2
enzymatique

e vl
> OB
N=N

couplage enzymatique

4éme étape
substitution des fonctions
B r@-.'i bromo en fonctions xanthate
It = >
N=N
| 1
o R e
4 S
T e,

macro-agent de transfert de chaine o,m-difonctionnel

Schéma II-18 : Stratégie de synthése du macro-agent de transfert de chaine o,o-

difonctionnel.
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La synthése du premier agent de couplage est rigoureusement identique a celle

précédemment décrite (2.1, Schéma I1-6) et méne au composé 7.

3.1. Synthése de I’oligoxyloglucane par hydrolyse du polysaccharide : obtention de

I’heptasaccharide et introduction de la fonction alcyne

HO
HO HO \
HO 0
O HO"oH

Cellulase
pou_dre de  “3pa0n &, B-galactosidase (A. Niger)
grainede ——————> o

tamarin 3""72% H,0, 60°C
& “ﬂ’
Aé §
,n =0 —'DP 7
=0 n=1oum=1,n=0—- DP8
,n=1- DP9
m kﬁ e
OH
% AN on= -0~ "
o g HO
OH Ho
H@m ;
OH
o OH 12
1. H,NCH,CCH, MeOH HO ot N
2. Ac,0, MeOH HO
25°C 13

Schéma II-19 : Hydrolyse du xyloglucane et introduction de la fonction alcyne.

La premiere étape consiste donc a préparer sélectivement I’heptaxyloglucane XXXG. Il
est nécessaire pour ceci d’hydrolyser sélectivement les résidus galactosyle des
oligoxyloglucanes de DP 8 et 9. Ainsi, York et al. ont décrit 1’utilisation d’une enzyme
commerciale, la 3-D-Galactosidase d’Aspergilus Niger, qui permet d’obtenir sélectivement un
isomére unique de DP 8. Une incubation sur des temps plus longs permet d’éliminer
I’ensemble des résidus galactosyle et d’isoler exclusivement 1’oligomére de DP 7.

A partir d’une solution de 8 dans 1’eau est ajoutée la B-D-Galactosidase d’Aspergilus
Niger. Apres 1h30 d’agitation a 60°C, la solution est portée a ¢ébullition afin de dénaturer
I’enzyme. Le produit 12 est purifié par chromatographie d’adsorption sur gel de silice avec
une conversion de 55 %. L’hydrolyse contrdlée des oligoxyloglucanes est confirmée par
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spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure II-15). On note, en effet, la présence de la
population de I’heptasaccharide de DP 7 (1085 m/z [M+Na] et 1101 m/z [M+K]") et

I’absence totale de population correspondant aux oligomeres de DP 8 et DP 9.

(e}

o)
[M+Na]" & Hﬁo%
HO
H& Q/ o) H
OH o OH H

HO oy
1085,44 mOH

CaoHseO33
Exact Mass: 1062,35

IO
OI

I T T T T T T 1
1050 1100 1150
m/z

Figure I1-15 : Spectre de masse MALDI-TOF de I’oligoxyloglucane de DP égal a 7 (12).

Par la suite, afin d’introduire une fonction alcyne et selon la méthode décrite dans le
paragraphe 2.2, le composé 12 est mis en suspension dans un exceés de N-propargylamine
suivi d’'une étape de N-acétylation. Les analyses effectuées par spectrométriec de masse
MALDI-TOF (Figure II-16) sont, 1a encore, en accord avec les structures attendues : le
spectre montre les ions moléculaires obtenus par insertion du sodium (1 164,49 m/z [M +

Na]") et du potassium (1 180, 52 m/z [M + K]").
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M+Na]"
[ ] H 0 "ﬁ O
H
HOO éH
g ow 8 N N
OH OO H OH H O A X
HO

OH
V%,

C44H71NOg
Exact Mass: 1141,39

1164,47

Figure II-16 : Spectre de masse MALDI-TOF du N-propargyle-XXXG (13).

L’utilisation d’une enzyme sélectionnée (une cellulase 3042A puis une [-D-
Galactosidase d’Aspergilus Niger) a ainsi permis d’obtenir un heptasaccharide xyloglucane
pur et de taille définie. L utilisation de la N-propargylamine a ensuite permis d’introduire une
fonction alcyne sur 1’unité réductrice en vue du couplage par « chimie click » avec un

composé porteur d’une fonction azoture.

3.2. « Chimie click »

OH
H

lo) 7 ‘ OH N
3 ’O\w"dc/\ Cuso; - ] —OHWNC/%/N/\/ Br
HO HO N=N 0
14

ascorbate de sodium
MeOH/H,0
13 25°C

Schéma I1-20 : Couplage par « chimie click » de I’oligoxyloglucane 13 avec I’agent de

couplage 7.

Page 107



Chapitre II : Modifications chimio-enzymatiques du xyloglucane et élaboration d’agents
de transfert de chaine MADIX

La chimie « click » visant a coupler le composé 13 porteur de la fonction alcyne, au
composé 7 porteur de la fonction azoture est effectuée dans les mémes conditions que dans la
partie 2.4 de ce chapitre. Elle est réalisée en milieu aqueux dans un mélange d’eau et de
méthanol pour garantir la solubilité des deux réactifs. La réaction est catalysée par le cuivre
Cu' issu de la réaction d’oxydo-réduction du sulfate de cuivre avec 1’ascorbate de sodium. Le
produit attendu est purifié par chromatographie d’adsorption sur gel de silice et est lyophilisé,
pour une conversion de 98 %.

L’efficacité du couplage est vérifiée par spectrométrie de RMN 'H dans le D,O,
attestant de la disparition du signal relatif aux protons de la fonction alcyne tandis que
I’absence de pic d’absorption a 2100 cm™ de la fonction azoture peut étre notée par

spectrométrie infrarouge.
3.3. Modification chimio-enzymatique du lactose et glycosylation

Comme cela a été mentionné précédemment, la stratégie de synthése consiste a coupler
un o-fluorure de lactosyle fonctionnalisé a un XXXG a I’aide de la cellulase Cel7B E197A

d'Humicola insolens.

L’a-fluorure de lactosyle est préparé en deux étapes décrites dans le Schéma II-21.
Dans un premier temps, le lactose peracétylé est traité par un mélange HF/pyridine selon un
procédé déja établi,””' afin d’introduire le fluorure en position a.. Cette étape est suivie, dans
un second temps, par une réaction de méthanolyse des groupements acétate. La solution est
neutralisée par ajout de résine Amberlite IR 120, puis le produit est isolé aprés purification

par chromatographie d’adsorption sur gel de silice.

AcO OAc 0 Ho HO
OA 1. HFpyridine, 0°C Sé//‘\

&Aco “onc S > Ho 0 J
ACO OAcO g 2. MeOH/MeONa, 25°C OH oH

OAc 15

Schéma I1-21 : Synthése de I’a-fluorure de lactosyle.
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Ce disaccharide 15 permet alors d’introduire la deuxieme fonction bromure par
acylation. Cette fonction doit étre introduite en position 6" afin de réaliser subséquemment la
réaction de glycosylation & 1’aide de la glycosynthase.”” La glycochimie est un moyen
classique pour y parvenir, mais elle demande de nombreuses ¢étapes de
protection/déprotection. De fagon intéressante, les lipases catalysent les réactions de
transestérification dans les milieux organiques. Cette activité a été¢ étudiée pour acyler de
maniére sélective les alcools et par transposition, les glucides.?*> 2%

En 1986, Klibanov et al. ont développé une méthode utilisant la lipase pancréatique
porcine dans la pyridine pour acyler préférentiellement les fonctions hydroxyle primaire de
monosaccharides (glucose, galactose, mannose et fructose). L’acylation se fait a 1’aide d’un
ester activé issu du 2,2,2-trichloroéthanol pour augmenter la vitesse de réaction et déplacer
I’équilibre vers la formation du monosaccharide substitué. Par la suite, la méme équipe a
étendu le champ de cette méthode et a, pour la premicre fois, acylé sélectivement des glucides
plus complexes.””” Dans la N,N’-diméthylformamide et a I’aide de la protéase subtilisine, ils
ont acylé des disaccharides comme le cellobiose et des glycoconjugués comme la saliciline.

Panza et al. ont étudi¢ I’activité d’acylation de différentes lipases et de la subtilisine, sur
des disaccharides.”®™ IIs ont introduit différents agents acylants (issus de 2,2,2-
trichloroéthanol et de 2,2,2-trifluoroéthanol) sur une cellobioside, un maltoside et plus
particulierement un lactoside. La lipase de Candida Antartica s’est révélée étre la meilleure
enzyme en terme de régiosélectivité et de rendement. Dans chaque cas, I’acylation se produit
préférentiellement sur 1’hydroxyle primaire de 1’unité non réductrice du disaccharide et avec

de trés bons rendements.

En se fondant sur ces travaux, un agent acylant permettant d’introduire un groupement
bromopropionate a tout d’abord été élaboré.

Celui-ci est obtenu en ajoutant le chlorure de 2-bromopropionyle et la triéthylamine a
une solution de 2,2,2-trifluoroéthanol dans le dichlorométhane (Schéma I1-22). Le produit est

purifié par chromatographie d’adsorption sur gel de silice. La conversion est de 88 %.

o
E o F Br
> om B EGN.CHCL . >0
F cl F
F F
16

Schéma II-22 : Stratégie de synthése de ’ester activé, porteur d’une fonction bromure.
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L’analyse du produit par spectrométrie de RMN "°C permet d’identifier la structure du produit
16. (Figure 11-17) Les quadruplets (117,3 ppm et 60,8 ppm) attestent par exemple de la
présence du groupement CH,-CF; tandis que le pic a 169 ppm correspond a la fonction

carbonyle de I’ester.

CH,
chloroforme
0 |
I Ho
BI’\H/C\ v \C/F
~
| | F
CHs; F
CH
H2
CF,

|
|

l | IJ | J s
I T T T T T T T
180 120 60
3 (ppm)

Figure II-17 : Spectre de RMN BC (CDCl, 298 K) de P’ester activé, porteur d’une
fonction bromure (16).

L’acylation régiosélective de 1’a-fluorure de lactosyle a I’aide de la lipase de Candida
antartica est réalisée selon les conditions décrites par Panza et al (Schéma 11-23).2%

L’a-fluorure de lactosyle et le composé 16 sont placés dans une solution d’alcool tert-
amylique. La lipase immobilisée de Candida antartica (Novozym 435) est par la suite
introduite dans le milieu réactionnel puis la suspension est agitée mécaniquement a 40°C. La

consommation totale de I’a-fluorure de lactosyle est suivie par chromatographie sur couche
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mince. Le produit est obtenu avec une conversion de 60 % aprés purification par

chromatographie d’adsorption sur gel de silice.

Br
OH OH F

HO
&0: HO
HO oH 0 9 I| ase
OH alcool tert amyl|que

15

Schéma 11-23 : Obtention par acylation enzymatique de l’a-ﬂuorure de 6"-2-

bromopropionyle-lactosyle (17).

La spectrométrie de masse en mode électrospray ESI confirme la présence du produit
ciblé (Figure II-18). Un amas isotopique a 494 m/z correspondant a 1’ion moléculaire obtenu

par insertion de I’ammonium [M + NH4]Jr est en effet détecté.

La fonctionnalisation précise de 1’a-fluorure de lactosyle en position 6 du disaccharide

sera démontrée par le succes de 1’étape de glycosylation ultérieure.

Br
(@)

HO F
oHO o
o
HO
OH

OH

-‘135
[M+NH,]*

C15H24BFFO1 1
Exact Mass: 478,05

m/z

Figure I1-18 : Spectre de masse ESI de ’a-fluorure de 6"-2-bromopropionyle-lactosyle
7.
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A partir des deux substrats 14 et 17, la réaction de glycosylation est effectuée dans les
mémes conditions que celles décrites dans la littérature (Schéma II-24).2%
L’heptaxyloglucane 14 et I’a-fluorure de 6"-2-bromopropionate-lactosyle 17 sont placés a
40°C dans une solution tampon phosphate a pH 7. La glycosynthase Cel7B E197A
d'Humicola insolens est par la suite introduite dans le milieu réactionnel, puis la solution est
agitée mécaniquement a 40°C. Le produit est isolé avec une conversion proche de 100 %,

apres purification par chromatographie d’adsorption sur gel de silice.

JB'
O
14

OH O
HO Cel7B 197A
(@) HO tampon phosphate pH 7
HO o\% 40°C
OH
OH
17
Br
OH O HO HOO HO (0] H
OH oH O OH
HO oH o O HO o O HO o o Ac o
OH OH o OH 1o N=N 0

@ﬁ
OH
0 OH 18

Schéma 11-24 : Obtention du a,®»-dibromo-oligoxyloglucane 18 par glycosylation a I’aide

de la glycosynthase Cel7B E197A.

Le produit est caractérisé par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 1I-19). On
observe une population a 1842,42 m/z [M + Na]" caractéristique de I’ion moléculaire du
produit 18. On observe également des populations correspondant a la fragmentation d’un seul
atome de brome issu de 18 (1762,46 m/z [M + Na]") ou de deux atomes de brome (1684 m/z
[M + Na]").
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Figure I1-19 : Spectre de masse MALDI-TOF du a,®»-dibromo-oligoxyloglucane 18.

En utilisant la chimie enzymatique il a donc été¢ possible de modifier 1’unité non
réductrice d’un oligoxyloglucane de DP égal & 7. Cela a été réalisé par couplage de
’oligosaccharide avec de I’a-fluorure de lactosyle, a ’aide de la glycosynthase Cel7B 197A
d'Humicola insolens. Cet o-fluorure de lactosyle est lui-méme porteur d’une fonction
bromure introduite spécifiquement en position 6" par réaction enzymatique avec une lipase.
Les deux fonctions bromure permettent alors d’envisager leur substitution nucléophile par un

sel de xanthate.

3.4. Transformation en macro-agent de transfert de chaine réversible

La réaction de substitution par action de 1’O-éthylxanthate de potassium permettant

d’obtenir le macro-agent de transfert de chaine a,m-hétérodifonctionnel est effectuée dans les
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mémes conditions que celles présentées dans la partie 2.4. de ce chapitre (Schéma I1-25). Elle
est réalisée dans le DMF a 25°C pendant 3h en présence d’un exces de sel de xanthate (1,5 éq.
par rapport aux fonctions bromo du produit 18). Un rendement de 48 % est obtenu, pouvant

slirement étre augmenté en effectuant la réaction a 40°C comme ce fut le cas précédemment.

Schéma II-25 : Synthése du macro-agent de transfert de chaine 19 par action de I’O-

éthylxanthate de potassium.

La caractérisation par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure I1-20) permet de
mettre en évidence la présence du produit ciblé 19 possédant les deux fonctions xanthate, avec
notamment le massif a 1926,57 m/z [M + Na]". On note aussi sur le spectre la présence de
produits de fragmentation correspondant par exemple a 1’élimination d’une ou de deux
fonctions xanthate (1806,55 m/z [M + Na]" et 1686,57 m/z [M + Na]") ou bien le produit de

la substitution de la fonction xanthate par un atome de chlore (1838,59 m/z [M + Na]").
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Figure I1-20 : Spectre de masse MALDI-TOF du macro-agent de transfert de chaine 19.

Afin de suivre 1’évolution des masses molaires lors de la croissance du bloc vinylique,
le macro-agent de transfert de chaine 19 a également été caractéris€ par chromatographie
d’exclusion stérique. En phase aqueuse (H,O/NaN3) (Figure 1I-21), tout comme le produit
monofonctionnel 11 déja décrit, la réponse réfractométrique du composé 19 difonctionnel

révele la formation d’agrégats lors de 1’¢lution a travers les colonnes d’exclusion stérique.

Page 115



Chapitre II : Modifications chimio-enzymatiques du xyloglucane et élaboration d’agents
de transfert de chaine MADIX

référence

12I00 14I00 16I00
temps d'élution (s)
Figure II-21 : Chromatogramme d’exclusion stérique en phase aqueuse du macro-agent

de transfert de chaine 19 (réponse réfractométrique).

Cependant, 1’analyse par chromatographie d’exclusion stérique avec détection
réfractométrique dans le DMF a 80°C (Figure 11-22), permet d’éviter la formation de ces
agrégats tandis que la détection UV a une longueur d’onde de 290 nm, caractéristique de la
fonction xanthate, fournit une distribution symétrique et unimodale, attestant du caractére

bien défini du composé.

(a) (b)
référence
\ référence
- ——,———————————r—————r—
16 18 20 22 24 26 28 30 32 16 18 20 22 24 26 28
temps d'élution (min) temps d'élution (min)

Figure I1-22 : Chromatogramme d’exclusion stérique en phase DMF du macro-agent de

transfert de chaine 19 — réponse (a) réfractométrique, (b) UV a 290 nm.
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Les caractéristiques moléculaires du produit 19 sont données ci-dessous (Tableau 1I-2),
en fonction de I’¢luant utilisé en CES. Les masses molaires M, et M, calculées par CES dans
I’eau ne sont pas indiquées de par la présence des agrégats. Il en est de méme pour I’indice de

polymolécularité.

Tableau II-2 : Caractéristiques moléculaires du macro-agent de transfert de chaine 19.

CES H,O (réponse réfractométrique) CES DMF (réponse réfractométrique)

(g/mol)* (g/mol)°
M, - 5800
M, - 5600
M, 3090 ; 2370 6000
I, - 1,03

® calibration avec du PEO linéaire, valeurs de la population majoritaire puis minoritaire ; °
calibration PS

3.5. Conclusion

En tirant les bénéfices de la spécificité et de la sélectivité des réactions enzymatiques, il
a été possible de modifier de maniére unique 1’unité non réductrice d’un oligoxyloglucane de
DP égal a 7. L’utilisation d’une lipase pour incorporer de fagon régiosélective un agent de
couplage sur un a-fluorure de lactosyle, ainsi que 1’utilisation de la glycosynthase Cel7B
E197A d'Humicola insolens pour coupler en une seule étape ce lactosyle fonctionnalisé a
I’heptaxyloglucane, a permis d’introduire une deuxiéme fonction xanthate. Ceci permet donc
d’accéder a un macro-agent de transfert de chaine que nous qualifierons o, w-difonctionnel (la
fonction xanthate est de part et d’autre de la chaine de xyloglucane). Son utilisation au cours
de la polymérisation MADIX d’un monomere vinylique (chapitre III, partie 4) donnera la
possibilité d’obtenir des copolymeres triblocs B-b-A-b-B avec un bloc glucidique central,

jamais encore décrits dans la littérature.
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4. Méthode « coupling onto » : modification chimio-enzymatique de xyloglucane et

synthése de macro-agent de transfert de chaine

Cette méthode, différente de la précédente (méthode « starting from » des parties 2 et
3), consiste a synthétiser séparément le bloc saccharidique de xyloglucane et le bloc
vinylique. Chaque bloc est porteur d’une fonction antagoniste (alcyne et azoture) permettant
leur couplage ultérieur par « chimie click ».

La méthode de synthése du bloc saccharidique porteur de la fonction alcyne a déja été
présentée précédemment (parties 2.2 et 2.3 de ce chapitre). Nous nous intéressons ci-dessous
a la préparation de 1’agent de transfert de chaine MADIX porteur a la fois de la fonction
azoture et de la fonction xanthate. La polymérisation de monomeres vinyliques a 1’aide de cet
agent de transfert permettra d’obtenir un bloc vinylique qui sera couplé au bloc saccharidique

(chapitre IV).

Nous nous sommes basés sur les résultats de la synthése du produit 7, déja décrit dans la

partie 2.1 de ce chapitre, pour parvenir au composé désiré (Schéma I1-26).

S
S
H PN H
N3 Br acétone, 25°C N3 S° OEt
7 ° EO

Schéma I1-26 : Synthése de I’agent de couplage 20 porteur d’une fonction xanthate.

Le produit 7 est mis en solution dans ’acétone en présence du sel d’O-éthylxanthate de
potassium. La solution est maintenue sous agitation magnétique a température ambiante
pendant Sh. Le produit est isolé apres purification par chromatographie d’adsorption sur gel

de silice.

La spectrométrie infrarouge permet de vérifier que la fonction azoture est toujours
présente (pic d’absorption & 2 100 cm™, Figure 11-23) tandis que la spectrométrie RMN °C
confirme la présence de la fonction xanthate par la présence du pic a 213,4 ppm ou résonne la

liaison C=S (Figure 11-24).
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Figure II-23 : Spectre IR de I’agent de couplage 20 porteur d’une fonction xanthate.
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Figure 1I-24 : Spectre de RMN BC (CDCl3, 298 K) de I’agent de couplage 20 porteur

d’une fonction xanthate.

5. Conclusion

Pour développer notre méthodologie permettant d’associer une partie glucidique
d’origine naturelle a une partie vinylique synthétique, dans une architecture de copolymeéres a
blocs, deux approches ont été suivies. La premicre consiste a faire croitre le bloc vinylique par
polymérisation MADIX a partir du bloc saccharidique modifié (méthode « starting from »).
Suivant une deuxiéme approche, chaque bloc est synthétisé séparément (par voie chimio-
enzymatique et par polymérisation radicalaire contrélée pour former le bloc glucidique et
vinylique, respectivement) et les deux homopolymeres sont couplés par « chimie click »
(méthode « coupling onto »).

Dans le cadre de la méthode « starting from » (chapitre III), nous nous sommes fondés

sur la glycochimie, la chimie enzymatique et la chimie « click », pour hydrolyser d’abord le
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xyloglucane issu des graines de tamarin, puis pour le modifier au niveau de son extrémité
réductrice, avant d’introduire un agent de couplage permettant 1’obtention d’un macro-agent
de transfert de chaine ®,-monofonctionnel. Celui-ci permettra d’aboutir a des copolymeéres a
blocs A-b-B aprés polymérisation MADIX. Selon la méme méthode et en utilisant une lipase
ainsi qu’une glycosynthase, une deuxiéme fonction xanthate a été introduite sur I’unité non
réductrice d’un heptaxyloglucane (DP 7), offrant un macro-agent de transfert de chaine o, -
difonctionnel. Ce dernier ouvre la voie a des copolyméres a blocs B-b-A-b-B avec un bloc
glucidique central qui n’est pas décrite dans la littérature.

Dans le cadre de la méthode « coupling onto » (chapitre IV), un oligosaccharide de
xyloglucane destiné a étre couplé par chimie « click » a été synthétisé. Ce dernier sera couplé
a un polymeére vinylique obtenu par polymérisation MADIX avec un nouvel agent de transfert

de chaine a,m-difonctionnel.
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1. Introduction

Les propriétés des glucides telles que la biodégradabilité, la biocompatibilité, la
reconnaissance moléculaire, ainsi que leur hydrophilie, ont conduit la communauté des

209211 1 eur utilisation dans un

polyméristes a s’intéresser a ces composés d’origine naturelle.
composé macromoléculaire en association avec d’autres polymeéres (naturels ou non) a été
¢tudiée afin de tirer profit de ces propriétés. Ainsi, comme illustré dans la partie
bibliographique de ce manuscrit, trois types de polymeéres glycosidiques sont décrits dans la
littérature : les copolymeres greffés, les glycopolymeéres issus de glycomonomeéres et les
copolymeéres a blocs. Ces derniers ont été assez peu étudiés (on dénombre une trentaine

d’articles depuis le premier exemple de Pfannemiiller en 1984); I’'intérét de ce type

d’architecture est de pouvoir moduler leur auto-assemblage en solution.

Dans ce chapitre, nous décrivons la méthodologie « starting from » (Figure III-)
permettant la synthése des copolymeéres a blocs « hybrides » a partir des macro-agents de
transfert de chaine (macro-CTA) 11 et 19 a base d’oligoxyloglucanes w-xanthate et o,w-
xanthate (Schéma III-). Rappelons que I’un des atouts d’une telle approche est de s’affranchir
de [l’utilisation de groupes protecteurs des fonctions hydroxyle de 1’oligosaccharide,
contrairement a ce qui est généralement décrit dans la littérature pour la syntheése de

copolymeéres « hybrides » similaires.
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HO o %o OH

me e

HO_OH OH
0 ’OAQ/OH » m,n =0 —~DP 7
H=—0 o - m=0,n=1oum=1,n=0— DP8
m,n=1— DP9

macro-agent de transfert de chaine a-monofonctionnel

% ©

macro-agent de transfert de chaine a,w-difonctionnel

Schéma III-1 : Présentation des macro-agents de transfert de chaine 11 et 19.

La croissance des blocs vinyliques s’effectue par polymérisation radicalaire controlée

(PRC), fondée sur I’établissement d’un équilibre entre especes actives (propageantes) et

212-214

especes dormantes (non propageantes). Parmi les principales méthodes de PRC

existantes (ATRP, NMP et RAFT)*"°, nous avons opté pour celle impliquant un transfert
réversible procédant par addition-fragmentation désignée RAFT/MADIX pour « reversible
addition fragmentation transfer » et « macromolcular design by interchange of xanthate ».2'®
Les polymérisations ont été effectuées en solution, préférentiellement en milieu aqueux, selon

la nature du bloc vinylique visé.

: S | ti
R s om0y |_V .
o OEt

macro-agent de transfert de chaine
a-monofonctionnel

S lymérisation
EtO SW B MADIX Q.I_
st Y\yas Rty o s Sj\
N=N \g/ N=N OEt

macro-agent de transfert de chaine
o,@-difonctionnel

Figure I1I-1 : Méthodologie de syntheése « starting from ».
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2. Présentation de la polymérisation MADIX

La méthode RAFT /MADIX est une technique de polymérisation radicalaire controlée
qui repose sur la capacité d’un composé organique a induire un transfert « dégénératif », en ce
sens que le transfert est réversible contrairement aux réactions de transfert classiques
(irréversibles) produisant des chaines « mortes », incapables de poursuivre la polymérisation

(Schéma III-2).

° o+ R-X —_— X + Re

agent de transfert
chaine en croissance de chaine polymeére mort

Schéma III-2 : Formation de chaines « mortes » par transfert de chaine irréversible.

Cette méthode trouve racine dans différents travaux, notamment de Tatemoto et al.*!” et

1.2"® qui appliquérent ce principe de transfert dégénératif en employant

de Matyjaszewski et a
des iodures d’alkyles. Dans la méme période, Rizzardo et al. ont développé des
macromonomeres de méthacrylate de méthyle non homopolymérisables opérant par addition-
fragmentation réversible.*"”

Zard, en collaboration avec Rhodia, a appliqué ses travaux concernant le transfert
dégénératif de xanthates sur les alcénes™
naissance & la méthode MADIX ! %%

Les méthodes RAFT/MADIX utilisent un agent de transfert de chaine porteur de

a un processus de polymérisation, ce qui a donné

groupements thiocarbonylthio (R—S(C=S)-Z) (Schéma III-3). Le terme RAFT est plus général
et est employé pour décrire la technique mettant en jeu les composés thiocarbonylthio dans
leur ensemble, tandis que I’appellation MADIX est spécifique de I’utilisation des xanthates.
Suivant le groupement Z activant (Schéma III-3), les agents de transfert de chaine ne
sont pas équivalents pour contréler la polymérisation radicalaire d’'un méme monomere
donné. Ainsi I’évolution des masses molaires avec la conversion du monomeére, celle de
I’indice de polymolécularité et la possibilit¢ de synthétiser des copolyméres a blocs ou
d’autres architectures « complexes » peuvent différer d’un monomere a I’autre, selon la nature

chimique de ’agent RAFT/MADIX.”****
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Par exemple, les dithioesters s’aveérent trés efficaces avec les monomeres
(méth)acryliques et styréniques mais inhibent totalement la polymérisation de 1’acétate de
vinyle. A contrario, les xanthates n’exercent aucun effet sur la polymérisation des
méthacrylates d’alkyle et sont, avec les dithiocarbamates, les seuls agents RAFT capables de
controler la polymérisation de 1’acétate de vinyle. D’autres systemes, comme le cobalt
(Co™*" ou du tellure d’alkyle”® permettent également d’obtenir des poly(acétate de vinyle)

bien définis.

R = alkyle dithioester : Z = alkyl, aryle
dithiocarbamate : Z = N,N'-dialkylamine
xanthate : Z = alkoxy

R/S\[(Z trithiocarbonate : Z = thioalkyle

S

Schéma III-3 : Agents de transfert de chaine thiocarbonylthio employés dans les

méthodes RAFT/MADIX.

Du point de vue de leur mise en ceuvre, les méthodes RAFT/MADIX s’apparentent aux
polymérisations radicalaires conventionnelles avec les mémes réactifs (amorceur,
monomere(s), agent de transfert). Ces polymérisations peuvent étre menées en masse, en
milieu solvant organique, en solution aqueuse ou en milieu dispersé.”® *° Les
polymérisations sont conduites a des températures modérées, par amorgage thermique,

photochimique ou redox.”'

Le mécanisme de la polymérisation RAFT/MADIX est le suivant (Schéma I11-4) :
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M, —f s
l+M — Ko » P
S *Z k S-S k s _Z
@ PR =———== P Y Rs——= g+ P
S K add 7 kg s
CTA poly-CTA
@) R+M —® 5 Pm*
S z Kadd S-S k S Z
(4) Pm' + Pn/ Y ‘—a—‘ F’n/ Y \Pm ‘——ﬁ‘ Pn' + Pm/ W
S K-add Z kp S
ko ko
k
) Pnt + Pne ——— 3 produits de terminaison

Schéma I11-4 : Mécanisme du procédé RAFT/MADIX (CTA = agent de transfert de

chaine).

Lors de la polymérisation, un oligoradical (Pne) issu de I’amorcage (étape 1)
s’additionne d’abord sur la double liaison C=S de 1’agent de transfert pour générer un
intermédiaire radicalaire (étape 2), dont le devenir (réactivité/stabilité) dépend de la nature
chimique des groupements R et Z. Dans un cas idéal, cette espece transitoire donne
rapidement lieu a une réaction de B-scission (fragmentation), en formant un oligomere
dithiocarboné et un nouveau radical (Re) devant étre capable de réamorcer la polymérisation
(étape 3). Ceci constitue le pré-équilibre (« pre-equilibrium »). Le polymére P,¢ en croissance
s’additionne au polymeére « dormant » dithiocarboné pour former un nouveau polymere en
croissance P,e réamorcant la polymérisation (étape 4). Ceci constitue 1’équilibre principal
(« main equilibrium ») de la polymérisation.

L’addition du radical propageant sur la liaison C=S dépend essenticllement de
I’activation apportée par le groupement Z de 1’agent de transfert réversible. Quant au radical
intermédiaire formé apres addition, sa fragmentation sera d’autant plus favorisée que R est un
bon groupe partant (de préférence, au moins aussi bon que le radical propageant). Ce dernier
radical doit également étre choisi de maniére a amorcer efficacement la polymérisation.
L’expression de la constante de transfert C(X) rend bien compte de la contribution de ces

deux étapes (Equation III-1):
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kg
K_adat+kp

Cor(X) = “;‘;d % (IT1-1)

Quand la totalité¢ de I’agent de transfert est consommée, le macro-CTA entre dans 1’équilibre
principal. Etant donnée la symétrie du radical dans cet équilibre, k..4qa = kg, et par conséquent,

Cy peut s’exprimer de la maniére suivante (Equation I1I-2) : **°

C,.(PnX) = ';—lj: (I11-2)

Deux conditions doivent étre respectées pour conduire efficacement une polymérisation
RAFT/MADIX :
I’établissement d’un échange rapide du groupement dithiocarbonate —S(C=S)Z
entre radicaux propageants et agents de transfert (moléculaire, CTA et polymere,
poly-CTA). En d’autres termes, Cy(X) et Cy(PnX) doivent étre suffisamment
élevés.
- une bonne gestion de la concentration initiale en amorceur : suffisamment élevée
pour mener la polymérisation a son terme, mais relativement faible par rapport a
[X]o pour minimiser la contribution des chaines terminées de maniére irréversible

(chaines mortes).

Le modéle cinétique établi par Miiller et al.>** pour prédire I’évolution de M, et de
I’indice de polymolécularité¢ (I,) pour des polymérisations reposant sur un mécanisme de
transfert dégénératif (2 1’époque, la polymérisation par transfert de groupe), est également
applicable au cas de la polymérisation RAFT/MADIX. Ses hypotheses sont :

- (1) terminaison bimoléculaire négligeable,

- (2) Ctr(X) = Ctr(PnX).

Il apparait que plus Ci est élevée, plus I’agent RAFT/MADIX est consommé
rapidement. La consommation totale de I’agent RAFT/MADIX aux faibles conversions en
monomere (condition a remplir pour une évolution linéaire de M, avec la conversion) est

obtenue si Cy; est supérieur a 10.
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L’indice de polymolécularité varie aussi de maniere significative en fonction de Cy : un
I, voisin de 1,2 en fin de réaction est obtenu pour Ci > 10 (Figure III-2). On peut également

prédire I’évolution du DP, et de I’I, en fonction de la conversion du monomére (équations I11-

3 et 111-4)

—_— [M]o % conversion

PP = ox (1-(1—comversiomewoy  (11-3) Ip= 1+ (-4
200 3
DP
n
100 |
00— 50 100 15 - iy

Conversion (%) Conversion (%)

Figure I11-2 : Evolution du DP, et de ’indice de polymolécularité en fonction de la

constante de transfert.

Si on considére la polymérisation MADIX uniquement, il est important de relever que,
contrairement aux agents RAFT de type dithiobenzoate (connus pour conduire a de forts
ralentissements de la polymérisation, surtout pour les monomeres acryliques), les O-éthyl
xanthates ne semblent pas avoir d’effet importants sur la vitesse de polymérisation, et ceci sur
une gamme trés large de concentration initiale en xanthate.””

La réactivit¢ modérée des O-éthylxanthates, notamment vis-a-vis des radicaux
propageants de type polystyryle ou polyacryloyle, a été expliquée par I’existence de formes
canoniques zwittérioniques induites par les doublets libres de 1’oxygeéne et la liaison C=S
(Schéma III-5). De ce fait, le caractére de la double liaison C=S est diminué, défavorisant
I’addition radicalaire (k,q4q) mais diminuant la stabilité de I’intermédiaire radicalaire.

Cet effet peut étre contrecarré par 1’incorporation de groupements électro-attracteurs (1-

diéthoxyphosphonyle, 2,2°,2”’-trifluorométhyle,...) dans le groupement activant Z’.***
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Néanmoins, cette réactivité modérée des O-éthylxanthates permet de polymériser de maniere
contrdlée 1’acétate de vinyle, la N-vinyl-2-pyrrolidone et d’autres monomeéres dont le radical

propageant est tres réactif.

Schéma III-5 : Structures canoniques des O-éthyl xanthates.

Nous avons donc choisi d’utiliser la méthode MADIX (Z = alkoxy) développée par
Rhodia car celle-ci est particuliecrement attrayante lorsqu’il s’agit de polymériser des
monomeres comme 1’acrylamide, 1’acétate de vinyle (AcV) ou la N-vinyl-2-pyrrolidone
(NVP). Ces polymérisations peuvent étre menées en solution dans 1’eau ou en milieu hydro-
alcoolique pour les monomeéres hydrophiles ou dans 1’acétate d’éthyle ou le dioxane pour
I’AcV et la NVP, respectivement. Elle permet également de polymériser des familles de
monomgéres (esters vinyliques et vinyl-lactames), réputés difficiles a controler par les autres

agents RAFT et méme par d’autres méthodes de PRC.

3. Synthése de copolymeéres a blocs xyloglucane-b-polymeére vinylique a partir du

macro-agent de transfert de chaine oligoxyloglucane w-monofonctionnel 11

Dans cette partie, nous nous intéressons a la polymérisation MADIX des monomeéres
acrylamide (Am), acétate de vinyle (AcV) et N-vinyl-2-pyrrolidone (NVP) a partir du macro-
agent de transfert de chaine xyloglucane 11 (XG-Xa) décrit dans le chapitre précédent.

3.1. Synthése de copolyméres a blocs XG-b-PAm par polymérisation MADIX de

I’acrylamide

Il a été¢ montré que la technique de polymérisation RAFT/MADIX est aujourd’hui la
seule qui permet un réel contrdle de la polymérisation de 1’acrylamide.”>**° Taton et al. ont

réalisé¢ pour la premiere fois en 2001 la polymérisation statistique de I’acrylamide et de
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I’acide acrylique en présence d’un agent de transfert MADIX mono- et difonctionnel (Figure

111-6).>*
S S S
/O\H)\S)J\O/\ /\)J\SJ\H/O\/O\H)\SJ\O/\
o) o)

(0]
agent MADIX monofonctionnel agent MADIX difonctionnel

Schéma III-6 : Agent de transfert de chaine MADIX pour la polymérisation de ’Am.”

Par la suite Thomas et al. ont réalis¢ la polymérisation radicalaire controlée de
I’acrylamide a partir de différents agents RAFT et dans différents solvants : les réactions
d’hydrolyse et d’aminolyse de I’agent de transfert de chaine observées dans 1’eau peuvent étre
diminuées en travaillant a un pH < 7 ou dans le DMSO.>*>*7 Convertine et al. ont également
obtenu du polyacrylamide de maniére contrélée en réalisant la réaction dans une solution
tampon pH 5,5 a température ambiante, a partir d’un agent de transfert trithiocarbonate,

supprimant au maximum les réactions secondaires.

Dans ce chapitre, et de fagcon générale, 1’acrylamide a été polymérisé a 70°C, en testant

différents solvants et différents amorceurs (Schéma III-7).

HO, }
o—}+H
0 0
HO HO N M
HO
H% 0]\ HO'HO /m

HoN (0] s
o] o N
Acrylamide HO% HSmOH\O 0 HO OHN/\(\N/\/N S)J\OEt
amorceur HO (¢) HO Ow /
"M OH o o OH Ho 0 Ac N=N o P

- solvant
HO OoH kO OH
o »;ﬁ,OH
H-+—O
o 21
n

70°C
Schéma III-7 : Synthése de XG-b-PAm a partir du macro-agent de transfert de chaine

11.

Dans un premier temps, la polymérisation a été effectuée dans des conditions
discontinues, c'est-a-dire en introduisant des le début de la polymérisation, le macro agent de
transfert de chaine 7 (not¢ XG-Xa), I’acrylamide et I’acide 4,4'-Azobis(4-cyanopentanoique)
(ACP) comme générateur de radicaux et en utilisant 1’eau comme solvant. Afin d’obtenir

différentes longueurs de blocs poly(acrylamide) (PAm), le rapport Am/XG-Xa a été modulé,
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tout en gardant constant le rapport amorceur/XG-Xa égal a 0,2. Le volume d’eau introduit a
été calculé afin d’obtenir un extrait sec (ES) final de 10%. Ce dernier parameétre est pris en
compte car il est couramment employé chez Rhodia et est facilement utilisable a 1’échelle
industrielle. Il s’agit de la fraction massique totale en réactifs fixée dans le mélange
réactionnel (Equation III-5). La durée de la polymérisation a été¢ fixée a 24 h, puis le

copolymeére a été récupéré apres précipitation dans 1’acétone.

ES (%) = Zz_m x 100 (I11-5)

imi+Xsms
ou m; et mg désignent respectivement la masse des réactifs et celle du solvant (ou du mélange

de solvant).

Trois copolymeres a blocs de type XG-b-PAm ont ainsi été synthétisés. Les résultats
des analyses par chromatographie d’exclusion stérique (CES) sont présentés sur la Figure III-
3, tandis que les différentes expériences effectuées et les caractéristiques des copolymeéres

obtenus sont rassemblés dans le Tableau I1I-1.

Tableau III-1 : Polymérisation MADIX de I’Am a partir de 11 (H,O, ACP, 70°C).

a - b
Echantillon  [Am]/[XG-Xa] (E/OS) (gl/\;lr:ol) I, Conzf/j)s“’n DP,, DP,’
21 25 10 9300 12 % 2% 30
212 50 10 17700 13 9% 48 60
213 100 10 31600 13 9% 9% 125

® déterminée par CES dans 1’eau sur le pic majoritaire (étalonnage avec du PEO linéaire) ; °
composition du bloc PAm déterminée par spectrométrie de RMN 'H dans le D-O.
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— XG-Xa
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Figure III-3 : Analyse par CES des copolymeéres XG-b-PAm dans I’eau (cf. Tableau I1I-

pour la méthode de synthése) — réponse réfractométrique.

Pour chaque copolymere synthétisé, une augmentation des masses molaires apparentes
avec 1’augmentation de la quantité initiale en monomeére et la disparition progressive du
macro-CTA précurseur sont observées. Ceci confirme I’amorcage de la polymérisation de
I’acrylamide et la formation des copolymeéres a blocs ciblés. De plus, les pics d’élution
correspondant a la population majoritaire possedent une distribution relativement étroite (I, <
1,3). Cependant, un épaulement dans le domaine des faibles masses molaires montre la
présence du macro-CTA XG-Xa résiduel, c'est-a-dire celui n’ayant pas contribué a la

formation de copolymeres.

Par spectrométrie de RMN 'H, la conversion du monomére peut étre établie en calculant
le rapport de 1’aire des signaux dus aux protons vinyliques du monomere résiduel sur celle du
signal dG au proton CH du polymeére. Ainsi, il est possible d’établir que la conversion de

I’acrylamide est égale a 96 %. Par cette méthode, il est également possible d’accéder au degré
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de polymérisation moyen en nombre du PAm en utilisant la formule suivante (Equation III-

6) :

=0 2XA
P, = 2
51XA1

(111-6)

ou A; et A, sont les aires des intégrales des protons CH; et de I’ensemble des protons des

oligoxyloglucanes, entre 3,1 et 4,3 ppm et CH,-CH,, respectivement.

Un exemple de spectre de RMN 'H du copolymére a blocs 21-1 XG-b-PAms, dans le
D,0 est donné ci-dessous (Figure I1I-4). On peut noter que les DP, calculés sont 1égérement
supérieurs aux valeurs théoriques DP, (par exemple, pour le copolymére a bloc 21-2, DPy ey,
= 60 pour un de 48), ce qui s’explique par la surestimation des protons des oligoxyloglucanes

di{ au macro-amorceur résiduel.

5

H H Ho HY
6] HH.O O H
H HoH ah OL HO m \'H\ég S

H
v Ton Hi H o on HH H
QM oégf& HO N/\(\N/\( S)]\OEt
o OO HOY o h e
H H OO w H HH oy
Hou O\ o CH
HA-0 H
n

13

(@] Hy P

I CH
HDO
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CH,-CH,
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Figure I1I-4 : Spectre de RMN "H (D,0, 298 K) du copolymére i blocs XG-b-PAm 21-1.
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Plusieurs pistes ont été¢ envisagées pour tenter de pallier le probléme de consommation
partielle de 1’agent de transfert de chaine :
- une augmentation de la constante de transfert C, en ajoutant le monomere en
continu,
- un changement du systéme solvant/amorceur pour prévenir la possible aminolyse
de la fonction xanthate,

- un changement de solvant pour améliorer la solvatation du macro-CTA.

En effet, une des hypothéses qui a ét¢ formulée est que 1’oligomere provenant de
I’amorgage de I’acrylamide transfere difficilement sur le macro-CTA. L’intérét d’introduire le
monomere en continu est donc de diminuer la concentration instantanée en espéces actives.
De cette manicre, le transfert est favoris¢ par rapport a la propagation, permettant une
consommation rapide du macro-CTA (il s’agit d’une augmentation « artificielle » de la
constante de transfert Cy;).

Cette méthode a été appliquée en introduisant dans le réacteur la totalit¢ du XG-Xa et
une partie de I’amorceur et de 1’eau, suivi d’un ajout séquentiel d’amorceur de méme qu’un
ajout d’un mélange Am/H,O a I’aide d’un pousse-seringue, avec un débit de 0,25 ml/h

pendant 5 h (Figure III-5). Différentes tailles de bloc poly(acrylamide) ont ainsi été visées.

VA-50

Am, Hy0 XG-Xa,Am, VA-50
0,25 ml/h

Figure III-5 : Systéme d’ajout en continu de ’acrylamide.

Page 140



Chapitre III : Synthese de copolymeres a blocs « hybrides » xyloglucane/polymere
vinylique par la voie « starting from »

Ce procédé continu n’a cependant pas permis d’aboutir & de meilleurs résultats :
I’analyse des produits obtenus par CES révele en effet a nouveau la présence

d’oligosaccharides xanthatés résiduels.

Une autre cause possible du transfert partiel de I’Am sur le XG-Xa est la dégradation du
xanthate par réaction d’aminolyse. McCormick et al. ont en effet montré que Ila
polymérisation RAFT de I’acrylamide en solvant aqueux a pH > 7 peut entrainer une

235, 237 N ra
’ Méme

hydrolyse partielle du monomeére engendrant la perte du groupement xanthate.
une petite quantité de monomere hydrolysé peut produire de I’ammoniaque et ainsi augmenter
le pH du milieu réactif.

Nous nous sommes donc placés dans les conditions décrites par ces auteurs, a savoir
que la polymérisation a été effectuée dans un milieu tampon acétate a pH 5, en utilisant le
2,2’-azobis[2-méthyl-N-(2-hydroxyéthyl)propionamide] (VA-086) comme amorceur. A pH <
7, Pammoniaque produit de 1’hydrolyse du monomére est neutralisé par 1’exces d’acide.
D’autre part, la décomposition lente de I’amorceur VA-086 nécessite 1’introduction d’une
plus grande quantité ([amorceur/XG-Xa] = 0,87 contre 0,2 précédemment) que dans le cas de

I’utilisation d’un amorceur moins stable thermiquement. Les différentes expériences

effectuées sont résumées dans le tableau ci-dessous (Tableau II1-2) :

Tableau III-2 : Polymérisation MADIX de I’Am a partir de 11 (tampon pH 5, VA-086,

70°C).
a )

Echantillon [Amég]XG (E/OS) (gl/\:[rlfol) I} Conzf/j)swn DP,, DP, Rmgq.
21-4 25 10 10900 1,16 95 24 30 R
21-5 100 10 26400 136 85 85 90 R
21-6 125 10 31200 1,40 97 121 115 R
21-7 150 10 37300 1,44 93 140 145 R
21-8 200 10 42900 1,52 84 168 170 R

* déterminée par CES dans I’eau sur le pic majoritaire (étalonnage avec du PEO linéaire) ;
® composition du bloc Am déterminée par spectrométrie de RMN 'H dans le D,O — R : XG-
CTA résiduel apres polymérisation.

Des résultats sensiblement identiques a ceux obtenus précédemment sont observés : les
conversions sont entre 85 et 97 %, et les valeurs de DP, sont proches des valeurs théoriques.

Le macro-CTA résiduel est malheureusement a nouveau observé par CES dans I’eau (Figure
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I11-6), méme pour de trés fortes masses molaires visées. Ce n’est pas montré dans ce
manuscrit, mais les mémes conditions ont été appliquées en ajoutant le monomeére en continu

sur une durée de 5 heures, sans améliorer notablement les résultats.

— XG-Xa
— 214

|
800 1200
Temps d'élution (s)

Figure III-6 : Analyse par CES des copolyméres XG-b-PAm dans I’eau (cf. Tableau I1I-2

pour la méthode de synthése) — réponse réfractométrique.

Comme cela a été discuté dans la partie bibliographique, les oligoxyloglucanes forment
des agrégats en solution aqueuse. Ils ont pour origine les liaisons hydrogéne entre les
différentes chaines. Les liaisons H sont plus importantes pour les oligoxyloglucanes de DP 7
et DP 8 qui ne contiennent aucun résidu ou bien qui possédent un seul résidu galactosyle. Ces
agrégats sont mis en évidence lorsque le macro-CTA est analysé par CES dans 1’eau (voir
figure 1I-13). Ils ne sont cependant plus visibles lorsque le produit est analysé par CES dans le
DMF a 70°C (voir figure 11-14). On peut donc penser que I’accessibilité a la fonction xanthate

sur la chaine en croissance est rendue difficile dans 1’eau pure. Sur la base de cette hypothése
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et, sachant que le DMF est un non-solvant du poly(acrylamide), il a été tenté de polymériser
I’acrylamide dans des mélanges H,O/DMF, avec ’ACP comme générateur de radicaux

(Tableau III-3).

Tableau III-3 : Polymérisation MADIX de I’Am a partir de 11 (HO/DMF, ACP, 70°C).

b

Echantillon [Amg]XG (E/f) HZ?V%VIF (g%;lol) I Cg% DP,, DP,’ Rmg.
219 50 20 1.1 12000 132 98 49 70 R
21-10 50 20 12 S .- Se
21-11 50 10 11 17700 134 97 49 65 R
21-12 50 0 12 S . - o Se
21-13 50 5 -1 13000 133 98 49 70 R

* déterminée par CES dans I’eau sur le pic majoritaire (étalonnage avec du PEO linéaire) ;
® composition du bloc Am déterminée par spectrométrie de RMN 'H dans le D,O — R : XG-
CTA résiduel apres polymérisation ; Se : séparation de phase.

Un ES de 20 % a d’abord été visé, ce qui n’a pas conduit, 1a encore, a la consommation
totale du XG-Xa. L’augmentation de la proportion de DMF (jusqu’a 66% en volume) ne
permet plus d’obtenir une solution homogéne et induit une séparation de phase au cours de
polymérisation.

La diminution de la concentration des réactifs (ES de 10 %) ne permet pas d’améliorer
les résultats, que ce soit avec un rapport H,O/DMF (v/v) 1-1 (ce qui a conduit a du XG-Xa
résiduel, noté R) ou 1-2 (ce qui a conduit & une séparation de phase, noté Se). Il en est de
méme lorsque la réaction est menée avec un ES de 5 % et un rapport H;O/DMF (v/v) 1-1 : le

macro-agent de transfert de chaine résiduel est toujours visible par CES dans I’eau (Figure I1I-

7).
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Figure I1I-7 : Analyse par CES des copolymeres XG-b-PAm dans I’eau (cf. Tableau I11-3

pour la méthode de synthése) — réponse réfractométrique.

Afin d’obtenir des copolymeres a blocs XG-b-PAm purs, des composés issus de la
premiere méthode de polymérisation (ACP, H,O, ES = 10 %, 70°C), conduisant a un mélange
de copolymeéres diblocs et de XG-Xa, ont été repris, puis ont été purifiés par dialyse afin

d’¢éliminer le maximum d’agent de transfert de chaine résiduel XG-Xa (Tableau I11-4).
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Tableau I11-4 : Polymérisation MADIX de I’Am a partir de 11 aprés dialyse (H,O, ACP,

70°C).
a - b
Echantillon [Am]/[XG-Xa] (];:/E) (gl/\frilol) I, Con\(/;: )S fon DP,, DP,°
21-14 25 10 9900 1,2 97 24 23
21-15 50 10 17840 1,3 98 49 75
21-16 100 10 31400 1,3 96 96 150
21-17 200 10 52200 1,3 96 192 210

* déterminée par CES dans 1’eau (étalonnage avec du PEO linéaire) ; ° composition du bloc
PAm déterminée par spectrométrie de RMN 'H dans le D,O.

Apres polymérisation, le mélange brut de réaction a été dialysé dans I’eau durant trois
jours, sans précipitation préalable avant d’étre lyophilisé. Comme [’atteste I’analyse par CES,

la disparition totale de 1’oligoxyloglucane résiduel est avérée.

—XG-Xa

— — 21-15 avant dialyse
21-15 apreés dialyse
21-16 avant dialyse

——21-16 apres dialyse

S
800 900 1000 1100 1200 1300 1400
Temps d'élution (s)

Figure I1I -8 : Analyse par CES des copolymeéres XG-b-PAm dans I’eau (cf. Tableau I1I-

3 pour la méthode de synthese) avant et aprés dialyse — réponse réfractométrique.

Page 145



Chapitre III : Synthese de copolymeres a blocs « hybrides » xyloglucane/polymere
vinylique par la voie « starting from »

Ainsi, a partir du macro-agent de transfert a base d’oligoxyloglucanes, la polymérisation
de I’acrylamide a pu étre menée directement en milieu aqueux. Cependant, la totalit¢ de
I’agent MADIX n’est pas consommé, probablement en raison de 1’agrégation des
oligoxyloglucanes, rendant difficile 1’accés aux fonctions xanthate. L’augmentation
« artificielle » de la constante de transfert par ajout en continu du monomeére ne permet pas
d’augmenter la consommation du xyloglucane porteur du xanthate. La polymérisation dans
une solution tampon a pH < 7 afin de prévenir toute dégradation intempestive des
groupements xanthate n’a pas non plus permis d’améliorer les résultats. Il a alors été suggéré
que la conformation de 1’oligosaccharide dans 1’eau, a savoir la formation d’agrégats,
implique une mauvaise accessibilit¢ de la fonction xanthate. En employant le DMF comme
cosolvant, on finit par provoquer la précipitation du PAm formé.

La purification par dialyse du mélange contenant le copolymére a blocs XG-b-PAm et
le macro-agent de transfert XG-Xa résiduel a finalement permis d’obtenir différents types de
copolymeére a blocs « hybrides » purs XG-b-PAm avec des tailles de longueur de chaine PAm

différentes.

3.2. Synthése de copolymeres a blocs XG-b-PAcV par polymérisation MADIX de

I’acétate de vinyle

La polymérisation de I’acétate de vinyle (AcV) est difficile a contrdler. Seules quelques

227 ou de tellure

méthodes comme MADIX ou les polymérisations en présence de cobalt (Co
d’alkyle’®® ont permis d’obtenir des poly(acétate de vinyle) (PAcV) de structure bien
controlée.

Le PAcV possede de nombreuses applications dans 1’industrie (dans les adhésifs et
additifs pour matériaux de construction mais aussi dans le domaine pharmaceutique). Le
PACcV est aussi le précurseur du poly(alcool vinylique) (PVA), polymére hydrosoluble, non
toxique, non cancérigéne et présentant des propriétés de bioadhésion.

Puisque le radical en croissance issu de 1’acétate de vinyle est trés réactif, un agent de

transfert de chaine avec une faible stabilisation du radical, et donc une fragmentation 3 rapide

(étape (4), Schéma II1-4), est requis.
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La premiére PRC de I’acétate de vinyle (croissance linéaire de M, avec la conversion, I,
< 1,5) a été réalisée en masse ou en solution a ’aide des S-alkyl-O-éthyl xanthates, moins

réactifs que d’autres agents de transfert de chaine RAFT.**! 24- 24!

Dans le cadre de ce travail, la polymérisation MADIX de 1’acétate de vinyle a partir du
composé 11 a été menée pendant 24 h dans le DMF afin que les réactifs et le copolymere
formé restent solubles. La température de réaction est de 60°C et I’amorceur utilisé est

I’azobisisobutyronitrile (AIBN). L’extrait sec visé est de 20 % (Schéma III-8).

Ho ot
HOﬁ&‘ Ho” O\
H
O™ Ho “HoHd
Acétate de vinyle % /\/\N /\/ )J\
AR %Ac
DMF

60°C

Schéma III-8 : Formation du bloc PAcV a partir du macro-agent de transfert de chaine

11.

Les différentes réactions sont résumées dans le Tableau I11-5.

Tableau III-5 : Polymérisation MADIX de I’AcV a partir de 11 (DMF, AIBN, 60°C).

a b
Echantillon [AC\QgXG [AIB)I\(I;/][XG (E/?) (gl/\;[rlljol) .~ Cg)l/?)/' DP,» DP,° Rmgq.
22-1 25 0,2 20 4600 1,02 16 1 1 E
22-2 50 0,2 20 5100 1,02 23 12 9 E
22-3 100 0,2 20 7000 1,01 23 23 18 E
22-4 50 0,4 20 6000 1,02 35 18 12 E
22-5 50 3x0, 24 20 5900 1,02 40 20 23 Eb

“ 1, de la population principale déterminé par CES dans le DMF (étalonnage PS);
determmee par gravimétrie ; © composition du bloc AcV déterminée par spectrométrie de
RMN 'H dans le DMSO ; d I’amorceur est introduit au début de la polymérisation et une
solution d’amorceur est ajoutée deux fois au cours de la polymérisation — E : observation par
CES d’un épaulement dans les fortes masses molaires.

L’incorporation des unités acétate de vinyle est mise en évidence par spectrométrie de

RMN 'H du produit formé (Figure III-9). On observe les signaux a 1,75 ppm correspondant
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aux protons CH, de la chaine vinylique du PAcV et les pics de résonnance entre 4 et 6 ppm
correspondant aux protons des oligosaccharides (42 H) et aux protons CH du PAcV. Le DP,

peut étre calculé a partir de I’Equation I11-7.

R A1

DPn = m X 42 (III-7)

ou A; et A, sont les aires des intégrales des protons CH, et de I’ensemble des protons du

xyloglucane et CH, respectivement.

Des DP, relativement faibles sont obtenus par rapport a ceux visés pour 100 % de
conversion mais ils sont en accord avec les conversions modérées obtenues. Des conversions
en monomere plus élevées, jusqu’a 35-40%, ont ét€¢ observées en augmentant la quantité

d’amorceur en début de réaction ou bien par ajout d’amorceur au cours de la polymérisation.

HO o H CH;
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(e}
O(CO)CH3
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Figure II1-9 : Spectre de RMN 'H (DMSO-dg, 298 K) du copolymére a blocs 22-6.
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Figure III-10 : Analyse par CES des copolyméres XG-b-PAcV dans le DMF (cf. Tableau

I11-5 pour la méthode de synthése) — réponse réfractométrique.

Les chromatogrammes des copolyméres a blocs XG-b-PAcV montrent que,
contrairement a la polymérisation de ’acrylamide, le macro-CTA est entiérement consommé
lors de la polymérisation de I’acétate de vinyle dans le DMF (Figure I11-10). Aucune trace du
macro-agent de transfert de chaine XG-Xa n’est en effet observée. Cela conforte 1’idée que le
macro-CTA est mieux solvaté dans le DMF que dans I’eau, I’ensemble des fonctions xanthate
étant accessibles aux oligo-PAcV en croissance. Les copolyméres obtenus posseédent par
ailleurs une polymolécularité relativement faible. Cependant, un épaulement dans le domaine
des masses molaires ¢élevées est noté, signe de I’occurrence de réactions secondaires au cours
de la polymérisation MADIX. Deux hypothéeses peuvent étre avancées pour tenter d’expliquer
ce phénomene.

La premicere est celle d’un transfert intra- et/ou intermoléculaire aux chaines de PAcV

elles-mémes. Le transfert de chaine au poly(acétate de vinyle) a été mis en évidence de
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maniére indirecte, en évaluant la différence de DP, des chaines polyméres observées avant et
aprés méthanolyse pour former le poly(alcool vinylique).”** *** Plus particuliérement, Lovell
et al. ont étudié en détail par spectrométric de RMN °C ce transfert de chaine au polymére
lors de la polymérisation de I’acétate de vinyle en masse et en émulsion.”** Ces auteurs ont
montré que I’arrachement du proton du groupe méthyle est prédominant par rapport a
I’arrachement du proton du groupe CH du squelette (Schéma III-9), le taux de ramification
augmentant avec la conversion. Cette derni¢re observation s’explique par 1’augmentation du

rapport concentration en polymeére sur concentration en monomere.
HOWW. HO%W
0._0 0._0
& oY 7
CH, CHs
Ho/\AAW/\’_H HO \ANW/\(JWV HO/‘AMN/\'_H Ho/\AW/\,fH
o O o0 O

CH3 CH3 CH3 (_:H2

arrachement du proton du squelette arrachement du proton de la fonction méthyle

f
__5_/”?)_7\

Schéma III-9 : Transfert au polymére lors de la polymérisation de I’acétate de vinyle.

+

La seconde hypothése attribue la deuxiéme population a des chaines de PAcV générées
par le transfert de la chaine en croissance aux fonctions hydroxyle du xyloglucane non
protégées. Durant la polymérisation, le radical de la chaine en croissance peut effectivement
arracher les protons de ces fonctions en formant des chaines de PAcV greffées sur le squelette

de I’oligosaccharide (Schéma II1-10).
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Loy

H H
HO>\;&W/\{. .o>\//&ww/\FH
o._0o— ™ 0._0 —=
XG Y Y 5
CH, CH,3

arrachement du proton des
fonctions hydroxyle

Schéma III-10 : Transfert aux fonctions hydroxyle des oligoxyloglucanes lors de la

polymérisation de ’acétate de vinyle.

Nous n’avons pas eu le temps d’étudier plus en détails ces aspects de la polymérisation
de I’acétate de vinyle. Afin de confirmer le transfert du radical de la chaine en croissance aux
fonctions hydroxyle du xyloglucane, il serait envisageable de polymériser 1’acétate de vinyle
en présence d’un agent MADIX « classique » (par exemple, le Rhodixan, nom du xanthate de
O-éthyl-S-(2-propanoate de méthyle) chez Rhodia) et de xyloglucane natif (non
fonctionnalis¢) ou méme d’un disaccharide modéle. Une autre possibilité serait de
polymériser 1’acétate de vinyle en présence d’un agent de transfert de chalne xyloglucane
protégé par des fonctions acétate et de vérifier I’absence d’épaulement lors de I’analyse par
CES. 1l faut d’ailleurs relever que, dans la littérature, la plupart des exemples traitant de

copolyméres comportant une partie glucidique, font intervenir des sucres protégés.”*>*

En conclusion, la polymérisation de I’acétate de vinyle a partir du macro-agent de
transfert de chaine a base d’oligoxyloglucanes XG-Xa a pu étre menée dans le DMF. Dans
ces conditions, I’ensemble de 1’oligosaccharide participe a la polymérisation MADIX. Des
copolyméres a blocs XG-b-PAcV amphiphiles ont ainsi été obtenus. La conversion est
cependant limitée (< 50 %) et une deuxieéme population attribuable a du transfert au polymere
et/ou aux fonctions hydroxyle des oligoxyloglucanes, apparait pour les fortes masses molaires

visées.

3.3. Synthése de copolymeéres a blocs XG-b-PNVP par polymérisation MADIX de la
N-vinyl-2-pyrrolidone

La poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) (PNVP) posséde de nombreuses applications,

notamment dans le domaine biomédical et dans I’industrie cosmétique.***>* Cet attrait

Page 151



Chapitre III : Synthese de copolymeres a blocs « hybrides » xyloglucane/polymere
vinylique par la voie « starting from »

provient de sa solubilit¢ dans les solvants aqueux et les solvants organiques et de sa
biocompatibilité : ce polymere a été utilisé comme substitut du plasma sanguin lors de la

254

seconde guerre mondiale.”" Il existe peu d’études sur la polymérisation radicalaire contrélée

de la N-vinyl-2-pyrrolidone.”>2%

La polymérisation MADIX de ce monomere suit les mémes tendances que celles de
I’acétate de vinyle : avec un groupe R judicieusement choisi, les agents de transfert de chaine
xanthate conviennent particulierement au radical en croissance tres réactif (Schéma III-11).
Le groupe du CAMD (Centre for Advanced Macromolecular Design) en Australie a montré
que ['utilisation d’agents MADIX avec un groupe R de type S-benzyle ou S-phényléthyle
permet la synthése en masse de PNVP d’architecture bien définie (linéaire, en étoile, a
blocs).*® Kamigaito et al. ont obtenu des résultats similaires en masse et dans des solvants
fluorés mais ont noté une période d’inhibition de 6 et 1h, respectivement, tandis que Stenzel
et al. ont observé une période d’inhibition de 1h pour la polymérisation en masse a partir
d’agents MADIX.*® La NVP a également été polymérisée avec succés soit dans le toluéne,
soit le dioxane, par [Dintermédiaire de S-phtalimidométhyle xanthate ou de
diphényldithiocarbamate de diéthylmalonate, respectivement.””’ Par ailleurs, Klupermann et
al. ont étudié la polymérisation de la NVP et ont identifi¢ plusieurs sous-produits issus de
cette polymérisation.”® II est par exemple conseillé de ne pas effectuer de polymérisation de

la NVP au-dela de 60°C pour éviter I’hydrolyse de la fonction xanthate.

Schéma I1I-11 : agents MADIX utilisés pour la polymérisation de la NVP.
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Dans notre cas, la polymérisation de la NVP a été réalisée dans différents solvants a

60°C en présence du macro-agent de transfert de chaine 11 et amorcée par I’ACP (Schéma

11-12).
O HO \
HS&% H%} OHO HO m

O/A'/—j
N S
o o) H
N-vinyl-2-pyrrolidone HO% HO OH O% HO OHN/\(\N/\/NMS)J\OB
1 ACP o« HO o o HO O%Ac _/
> OH OH Ho N=N (6] P

- 60°C o)
HO _OH LO OH
0 ’oﬁ,OH
H O
o 23
n

Schéma III-12 : Formation du bloc PNVP a partir du macro-agent de transfert de

chaine 11.

Les réactions de polymérisation représentatives de notre étude sont regroupées dans le

Tableau I11-6.

Tableau III-6 : Polymérisation MADIX de la NVP a partir de 11 (ACP, 60°C).

Echantillon Sfé:j;}f)ﬁe [NVP)/[XG-Xa] [ACP]/[XG-Xa] (E/f) Rmgq.
23-1 H,0 100 0,4 50 R/P
23-2° H,0 100 0,4 50 R/P
23-3 H,O0/MeOH 100 0,4 50 R/P
23-4 DMF 100 0,4 40 R/P

* polymérisation réalisée par ajout continue du monomére - R: XG-CTA résiduel aprés
polymérisation ; P : perte de la fonction xanthate.

La NVP a tout d’abord été polymérisée dans 1’eau pure (expérience 23-1). L’analyse par
CES dans le DMF avec détecteur réfractométrique du produit formé (Figure III-11-a) révele
que la PNVP est formée durant la réaction, mais il reste du XG-Xa n’ayant pas réagi.

Tout comme dans le cas de la polymérisation de 1’acrylamide, le monomere a alors été
additionné en continu (expérience 23-2) a l’aide d’un pousse-seringue, mais aucune
amélioration notable n’a été observée.

Par ailleurs, 1’analyse du chromatogramme d’exclusion stérique muni d’un détecteur
UV a 290 nm (Figure III-11-b), ne révele aucune population dans les fortes masses molaires.

Seule une réponse tres faible aux temps de rétentions correspondant au XG-Xa apparait (les
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chromatogrammes ont ét¢ normalisés). Il semble donc que le copolymeére formé ne soit pas
doté de la fonction xanthate en bout de chaine. La modification du solvant de réaction avec un
mélange H,O/MeOH (1-1, v/v) (23-3) ou dans le DMF (23-4) conduit a des

chromatogrammes présentant les mémes allures.

— XG-Xa
— XG-Xa — 191
—19-1 —194
—194
PAS DE REPONSE UV
T T T T T T T T T T T
15 20 15 20
Temps d'élution (min) Temps d'élution (min)
(a) (b)

Figure III-11 : Analyse par CES des copolyméres XG-b-PNVP dans le DMF (cf. Tableau
III-6 pour la méthode de synthese) — réponse (a) réfractométrique ; (b) UV a 290 nm.

Sur la base des travaux de Pound et al2®% %!

parus au cours de ce travail, une
explication peut é&tre apportée a ces observations. Les auteurs décrivent en effet un
phénomene de dégradation de la fonction xanthate en bout de chaine de PNVP par hydrolyse.
Par exemple, la PNVP placée dans 1’eau a 40°C pendant 16h est totalement hydrolysée et

laisse apparaitre une fonction hydroxyle en bout de chaine (Schéma I11-13).

Hy Hy H S ° Ha Hy Ha H
ngczgs H20, 40 CCCCOH + S
NC OEt NC NT AN
0(_f° Lfoi_fo OFt

Schéma III-13 : Hydrolyse de la fonction xanthate lors de la polymérisation de la NVP

dans ’eau a 40°C.2%% 261

Cette réaction serait spécifique de la présence du substituant N-pyrrolidone. Des

résultats similaires ont été obtenus pour la polymérisation de la NVP dans le DMF, ce qui
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semble indiquer que cette réaction secondaire pourrait étre propre a 1’utilisation de solvants

polaires.

En résumé, la polymérisation de la NVP a partir de 1’ w-xanthate-oligoxyloglucane XG-
Xa n’a pas pu €tre réalisée directement dans 1’eau, en raison de réactions secondaires pouvant
intervenir. Il a ainsi été observé, par analyse UV a 290 nm, une perte de la fonction xanthate
de I’oligosaccharide. D’autres solvants, comme le DMF conduisent aux mémes résultats.
L’utilisation d’un agent MADIX de transfert de chaine, de faible masse molaire et soluble
dans d’autres solvants sera utilis¢ dans le chapitre IV. En sa présence et dans le 1,4-dioxane a

60°C, des PNVP bien définis ont pu &tre obtenus.

4. Synthese de copolyméres a blocs PAm-b-XG-b-PAm a partir du macro-agent de

transfert de chaine oligoxyloglucane o,w-difonctionnel

Dans cette partie, nous nous intéressons a la polymérisation MADIX de I’acrylamide
(Am) a partir du macro-agent de transfert de chaine xyloglucane a,m-difonctionnel 19 (Xa-
XG-Xa) décrit dans le chapitre II, dans I'optique d’accéder a une nouvelle famille de
copolymeres a blocs « hybrides », composés de deux blocs vinyliques hydrophiles de part et
d’autres d’un bloc central glucidique.

La disponibilité d’une faible quantité¢ de composé difonctionnel 19 nous a imposé un

nombre limité de réactions.

La polymérisation de 1’acrylamide a partir du macro-agent de transfert 19 a été conduite
dans les mémes conditions que celles utilisées pour le macro-agent de transfert -
monofonctionnel 11. La réaction a été effectuée a 70°C dans I’eau pure avec I’ACP comme
générateur de radicaux (Schéma III-14). Deux copolymeéres ont ainsi été élaborés, avec 30 et
100 équivalents d’acrylamide par rapport a 1’oligosaccharide porteur des deux fonctions

xanthate (Tableau I1I-7).
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=

Acrylamide | H,0O
o s ACP 70°C

HoN >~0Et

Schéma I1I-14 : Formation des blocs PAm a partir du macro-agent de transfert de

chaine difonctionnel 19.

Tableau III-7 : Polymérisation MADIX de I’Am a partir de 19 (H,O, ACP, 70°C).

. ES M,? . Conv. — —
Echantillon [Am]/[XG-Xa] [ACP]/[XG-Xa] (%) (g/mol) (%) DP,wn DP,
24-1 30 0,2 20 3600 1,56 95 29 32
24-2 100 0,2 20 11500 1,26 96 96 100

* déterminée par CES dans 1’eau (étalonnage avec du PEO linéaire) ; ° composition du bloc
Am déterminée par spectrométrie de RMN 'H dans le D,0.

La polymérisation suit les mémes tendances générales que pour [’obtention du
copolymeére diblocs XG-b-PAm. La conversion de 1’acrylamide est de I’ordre de 95 % et une
augmentation des masses molaires moyennes est effectivement observée sur le
chromatogramme d’exclusion stérique par rapport au pic d’¢lution du macro-agent de
transfert de chaine 19 (Figure III-12). Il apparait 1a encore, un épaulement dans les faibles
masses molaires correspondant & une assez faible quantité d’oligosaccharide n’ayant pas
participé a la polymérisation.

De la méme maniere que pour le macro-CTA 11, des phénomenes d’agrégation dans
I’eau sont observés dans le cas du macro-CTA difonctionnel 19. Ils ont pour origine les
liaisons hydrogene entre les différents oligosaccharides présents dans la solution. Les unités
galactose (qui permettent de réduire la force des interactions hydrogéne) absentes du composé

19 favorisent probablement cette agrégation.
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Xa-XG-Xa
— 241
24-2

|
J

—T1 - 1 1T 1 1T T
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Figure III-12 : Analyse par CES des copolyméres PAm-b-XG-b-PAm dans I’eau (cf.

Tableau III-7 pour la méthode de synthése) — réponse réfractométrique.

Les DP, des blocs PAm ont néanmoins été calculés par spectroscopie de RMN 'H, en
déterminant le rapport entre la valeur de I’intégration des protons entre 3,2 ppm et 4,1 ppm
(correspondant aux protons H-2,3,4,5,6 des Glc, Xyl, Gal et aux protons du groupe CH,-CH,
de I’agent de couplage amide, soit 55 protons) et la valeur de ’intégration du groupe CH; du
squelette vinylique (Figure I1I-13). Les DP, obtenus sont relativement en bon accord avec les

valeurs attendues a partir du rapport [Am]/[19] (Equation III-8 ; Tableau III-7).

N~ 55 X Aq

DP, = =t ()

ou A; et A, sont les aires des intégrales des protons CH; et de I’ensemble des protons de

I’oligoxyloglucane (entre 3,1 et 4,3 ppm) et CH,-CH,, respectivement.
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Figure II1-13 : Spectre de RMN 'H (D,0, 298K) du copolymére a blocs 24-2.

A I’instar des synthéses des copolymeéres diblocs XG-b-PAm, il a été possible d’isoler
un copolymere triblocs PAm-bXG-b-PAm pur en effectuant une purification du mélange par
dialyse dans 1’eau. Apres cette opération, 1’analyse des produits par CES montre, en effet, la

disparition totale du précurseur a,m,difonctionnalisé (Figure I11-14).
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24-1 apres dialyse
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Figure I11-14 : Analyse par CES des copolyméres PAm-b-XG-b-PAm dans I’eau avant et

aprés dialyse — réponse réfractométrique.

Ainsi, a partir d’un précurseur oligoxyloglucane a,w,difonctionnalisé par des fonctions
xanthate, on peut faire croitre deux blocs de PAm par polymérisation radicalaire controlée via
MADIX. Ceci permet d’obtenir, pour la premicre fois, un copolymere triblocs PAm-b-XG-b-
PAm. La polymérisation menée directement dans 1’eau induit cependant 1’agrégation du
glucide et une consommation partielle de ce dernier au cours de la polymérisation MADIX.
Le copolymeére triblocs pur peut étre isolé aprés une étape de purification par dialyse,

¢liminant le précurseur glucidique résiduel.
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5. Conclusion

En combinant la modification chimio-enzymatique du xyloglucane et la polymérisation
radicalaire controlée via MADIX, des copolymeéres a blocs « hybrides » naturel/synthétique
ont pu étre obtenus par la méthode « starting from ». Trois types de monomeres (acrylamide,
acétate de vinyle, N-vinyl-2-pyrrolidone) ont ainsi été polymérisés via MADIX a partir
d’oligoxyloglucanes de DP 7, 8 et 9 modifiés sur 1’'unité réductrice par une fonction xanthate.
Pour chaque monomére, les conditions de polymérisation MADIX ont été adaptées.

- Ainsi, la polymérisation de 1’acrylamide a ét¢ menée en milieu aqueux. Dans ces
conditions, la formation d’agrégats des macro-CTA a base de xyloglucanes rend difficile
I’accessibilit¢ a la fonction xanthate de I’oligosaccharide. En conséquence, une petite
proportion du macro-agent de transfert de chalne n’est pas consommée au cours de la
polymérisation. Des copolymeéres diblocs purs xyloglucane-b-PAm ont néanmoins été obtenus
en effectuant une dialyse de la solution contenant les copolymeéres diblocs et contaminée par
le macro-CTA résiduel. En terme de perspectives, il serait intéressant de polymériser
I’acrylamide en présence de sels pour casser les liaisons hydrogéne entre les molécules de
xyloglucane et améliorer sa solubilité et avoir un meilleur acces aux fonctions xanthate.

- La polymérisation de la N-vinyl-2-pyrrolidone conduite dans 1’eau induit 1’hydrolyse
de la fonction xanthate terminale portée par les oligoxyloglucanes, comme le confirme la
perte de réponse du produit formé lors de son analyse par CES avec réponse UV a 290 nm.
Dans ces conditions, les copolymeéres a blocs ciblés n’ont pas pu étre obtenus. Le chapitre
suivant donnera une alternative a la synthése de tels copolymeéres a doubles blocs hydrophiles.

- La polymérisation de I’acétate de vinyle permet d’obtenir des copolymeres a blocs
sans xyloglucane résiduel. L’analyse par CES dans le DMF souligne cependant 1’existence
d’une seconde population de plus fortes masses molaires, suggérant 1’occurrence de réactions
de transfert au polymeére et/ou aux fonctions hydroxyle de 1’oligosaccharide lors de la
croissance du bloc PAcV. Une analyse de spectrométric RMN 2D du proton 'H et du carbone
PC pourrait probablement nous renseigner sur la présence de greffons PAcV. Par ailleurs,
’utilisation de xyloglucane « natif » (non modifi¢) ou d’un disaccharide mode¢le lors de la
polymérisation de 1’acétate de vinyle pourrait permettre de vérifier la présence de la seconde

population lors de 1’analyse par CES. Un autre moyen de vérifier ’hypothése de réactions de
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transfert aux fonctions hydroxyle serait de protéger ces dernicres (par des fonctions acétate ou

triméthylsilyle) et polymériser ainsi I’acétate de vinyle a partir du xyloglucane protégé.

A partir de I’heptaxyloglucane (DP 7) modifié a la fois sur les extrémités réductrices et
non réductrices par une fonction xanthate, I’acrylamide a été polyméris¢ directement dans
I’eau ce qui a permis d’accéder, pour la premiére fois a notre connaissance, a un copolymere
triblocs « hybride » naturel/synthétique de type PAm-b-XG-b-PAm. De la méme manicre que
pour le macro-CTA monofonctionnel, 1’agrégation des oligosaccharides difonctionnels
entraine la présence de précurseur résiduel en fin de polymérisation. Ce dernier peut toutefois
étre ¢éliminé par dialyse pour conduire a un copolymeére triblocs pur. Cette méthodologie
ouvre la voie a une nouvelle variété de copolymeéres a blocs « hybrides » impliquant la double

fonctionnalisation du bloc glucidique.

Pour compléter cette étude, il serait intéressant d’évaluer les propriétés physico-
chimiques d’auto-assemblage en solution des différents composés synthétisés et notamment

des systémes amphiphiles XG/PAcV.
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1. Introduction

Dans le chapitre précédent, il a ét¢ noté que I’oligosaccharide joue un role non
négligeable au cours de la synthése de copolymeres a blocs « hybrides » naturel/synthétique

réalisée par la voie « starting from ».

Ce nouveau chapitre est consacré a la synthese de copolymeéres diblocs similaires, mais
selon une voie différente, désignée ici « coupling onto ». Il s’agit d’abord de synthétiser
séparément les deux blocs, glucidique d’une part et vinylique d’autre part, puis de coupler
ensuite les deux types d’homopolyméres par « chimie click » (Schéma IV-).

Le bloc vinylique est obtenu a partir d’un agent de transfert de chaine a-azido (Xa,
composé 20) par polymérisation MADIX de différents monomeres : acrylamide (Am), acétate
de vinyle (AcV) et N-vinyl-2-pyrrolidone (NVP). L’emploi de cet agent MADIX est motivé
par la stabilit¢ de la «rotule » amide vis-a-vis des traitements acides ou basiques, en
comparaison a une « rotule » ester. Le bloc oligoxyloglucane, quant a lui, est doté¢ d’une
fonction alcyne en position ® —antagoniste a la fonction azoture- (composé 9), tel que décrit

dans le chapitre II (Schéma IV-2).

_S f—
5 o S :
3 polymérisation du 3 /U\

agent de couplage monomére vinyligue S OEt
a.o-difonctionnel

oligoxyleglucane
de DP7,Bet9

bloc glucidique Iuclt:\ I_V\ W — j\

couplage par « chimie click »
des oligoxyloglucanes porteurs S OEt
de la fonction alcyne

Schéma IV-1 : Stratégie « coupling onto » pour la synthése de copolymeéres a blocs XG-

b-polymére vinylique.
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Schéma IV-2 : Oligosaccharide et agent de transfert de chaine MADIX porteurs des

s ©

fonctions antagonistes alcyne et azoture.

La méthodologie qui consiste a coupler un bloc glucidique a un bloc vinylique a déja été
quelque peu étudiée. Elle nécessite cependant I’utilisation d’un excés d’un des deux blocs
ainsi qu’une purification apres couplage pour éliminer cet exces. La méthode la plus utilisée
repose sur la réaction d’amination réductrice entre la fonction aldéhyde du glucide et un
composé¢ porteur d’une fonction amine. ***?*® D’autres méthodes, comme le couplage par

% ont été employées. Derniérement, le

addition de Michael’® ou le couplage radicalaire”’
couplage par «chimie click » a également permis au groupe de Driguez d’obtenir des
copolyméres a blocs hybrides a base d’oligosaccharides et de polysiloxane.”’' C’est cette

derniére méthode que nous avons utilisée pour la suite de ce travail de these.

2. Synthese de copolymeéres a blocs xyloglucane-b-PAm par « chimie click »

La premicere famille de copolymeéres a blocs « hybrides » naturel/synthétique obtenue
par « chimie click » est celle composée d’oligoxyloglucanes et de poly(acrylamide) (PAm)

afin d’obtenir des copolymeres a doubles blocs doubles hydrophiles, notés XG-H-PAm.

2.1. Synthése des homopolymeéres a-azido-PAm par polymérisation MADIX

L’acrylamide étant hydrophile, I’objectif a été de mettre en ceuvre la polymérisation en
milieu aqueux. Néanmoins, la molécule Xa 20 porteuse de la fonction xanthate est
hydrophobe et I’emploi du méthanol comme cosolvant organique miscible a 1’eau s’est avéré

nécessaire. Le mode opératoire retenu utilise donc un mélange H,O/MeOH 1-1 (v/v) et la
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réaction a été effectuée a 70°C avec ’acide 4,4'-Azobis(4-cyanopentanoique) (ACP) comme
amorceur. L’extrait sec a été fixé a 20 % et la quantité d’ACP ajoutée est égale a 20 % par

rapport a la concentration en fonction xanthate (Schéma I'V-3).

Plusieurs homopolymeres ont ainsi été synthétisés aprés 24h de réaction, en faisant
varier le taux d’agent de transfert de chaine (entre 1 et 4 % molaire). Les conditions et les

caractéristiques de I’ensemble des polymeéres synthétisés sont résumées dans le Tableau II1-7.

s HoN _O s
H Acrylamide H
N AL (CANEP A
Ny \H)\S OEt H,O/MeOH 1-1 (v-v) N3 S” OEt
o) 70°C P
20

Schéma IV-3 : Synthése d’homopolyméres PAm a partir de ’agent MADIX 20.

Tableau IV-1 : Polymérisation MADIX de I’Am a partir de 20 (HO/MeOH 1-1 (v/v),

ACP, 70°C).
) ES M,? . Conv.’ — —
Echantillon [Am]/[20] [ACP]/[20] (%) (g/mol) (%) DP,w DP,
25-1 25 0,2 20 2320 1,81 99 25 32
25-2 50 0,2 20 4660 1,71 99 50 65
25-3 100 0,2 20 7540 1,66 99 99 110

® déterminée par CES dans I’eau (étalonnage avec du PEO linéaire), ° composition du bloc
Am déterminée par spectrométrie de RMN 'H dans le D,0.

La conversion des fonctions acryliques a été déterminée par spectrométriec de RMN 'H
dans le D,O. L’intégration des signaux relatifs au monomere a permis de conclure a une
conversion de 99 %. Par ailleurs, la valeur de I’intégration des protons du PAm (entre 2,1 et
2,5 ppm pour les protons CH et entre 1,4 et 1,9 ppm pour les protons CH) par rapport a la
valeur de l’intégration des protons du xanthate (3,45 ppm pour les protons CH,-CH>) a
permis de vérifier que les degrés de polymérisation moyens en nombre DP, sont proches des
valeurs théoriques (données par le rapport [Am]/[20]) (équation IV-1).

La Figure IV- présente le spectre de RMN 'H type d’un homopolymére dans le D,O

avec les signaux caractéristiques du produit formé.
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DP, = 2—: X 2 (IV-1)

ou A; et A, sont les aires des intégrales des protons CH; et C1,-Cli,, respectivement.

HoN_ O
oS \|¢ T H
2
c. N_ _C C C
NS/ \C/ \H/H\éﬁ/l_&\s)]\o/ \CH3
o) 2 p
CH,

HDO CH

5,5 5,0 45 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5
3 (ppm)

Figure IV-1 : Spectre de RMN 'H (D0, 298 K) du PAm 25-1 (D,0, 298K).

Apres purification par précipitation dans 1’acétone, les polyméres ont été analysés par
chromatographie d’exclusion stérique en milieu aqueux avec détecteurs réfractométrique et
UV réglé a 290 nm, longueur d’onde correspondant au maximum d’absorption des fonctions
xanthate (Figure IV-2). Les chromatogrammes révelent une distribution unimodale et un
indice de polymolécularité entre 1,6 et 1,8 signe d’un relatif bon contrdle de la polymérisation
MADIX de I’acrylamide. Ces indices sont proches de ceux trouvés par Taton et al. pour la
polymérisation de 1’acrylamide avec un agent de transfert de type xanthate mono- ou

272
1.

difonctionne Ces valeurs sont typiques d’un controle via RAFT/MADIX pour un agent de

transfert de chaine dont la constante de transfert (Cy) entre 1 et 10 (voir chapitre II, partie 2).
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On constate par ailleurs que les masses molaires apparentes augmentent avec la
diminution de la concentration en agent de transfert de chaine. De plus, les populations de
chaines sont visibles par détection UV, ce qui rend bien compte de la présence de fonctions
xanthate en bout de chaine, et atteste 2 nouveau du caractére controlé de la polymérisation

MADIX de I’acrylamide (Figure IV-2b).

—25-1
—25-2
(a) 253

référence

T T T T T T T T ]
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Temps d'élution (s)

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Temps d'élution (s)

Figure IV-2 : Analyse par CES des homopolyméres PAm 25 dans I’eau — (a) réponse

réfractométrique, (b) réponse UV a 290 nm.

Ces homopolymeéres montrent également la présence de la fonction azoture, comme le
confirme leur analyse par spectrométrie IR avec I’adsorption caractéristique a 2 100 cm™
(Figure IV-4). Il est alors possible d’envisager de coupler ces PAm a-azido sur des

oligoxyloglucanes comportant la fonction alcyne.
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2.2. Réaction de couplage par « chimie click »

Les réactions de couplage entre les a-azoture-PAm 25 et I’w-alcyne-XG 9 (noté¢ XG-
prop) ont été effectuées dans I’eau a température ambiante. La cycloaddition 1,3-dipolaire de
Huisgen est catalysée par le cuivre sous la forme d’un systéme sulfate de cuivre/ascorbate de
sodium (Schéma IV-4).*"* ?’* Le sulfate de cuivre est ajouté par le biais d’une solution
concentrée a IM. La réaction est réalisée ici avec un exces d’oligoxyloglucanes (2 €q.). Apres

8 h d’agitation, I’exces de glucide de méme que les sels de cuivre sont €liminés par dialyse

HO,
(0] H
o o
AN HO&% )
HO
HO=10 o]\ HOHO /m

H,N_ O
s
o oH ©O OH H
25 HSO%&OHWOC/)%OHWN/\/\/N/\/ S)J\oEt
= - pt
> OH °© OH o O A° =N o P

CusO,

(@)
ascorbate de sodium [0)
o on \ OH
H20, RT 0 Vo Ok
H O
H 26
n

Schéma IV-4 : Formation de copolyméres a blocs XG-b-PAm par « chimie click ».

dans ’eau.

Ieo

Trois types de copolymeéres a blocs ont ainsi été obtenus a partir du méme w-alcyne-XG
9 et des trois a-azido-PAm précédemment synthétisés. Les caractéristiques moléculaires des

réactifs et des produits formés sont décrites dans le Tableau IV-2.

Tableau IV-2 : Couplage par « chimie click » entre le @-alcyne-XG 9 et les a-azoture-

PAm 25.
XG-prop (9) i N;-PAm (25) i XG-b-PAm
Echantillon Mn Le BP.° Mn Lo Mn Lo
. (g/mol)* P ! n (g/mol)* P . (g/mol)® P
26-1 i P32 2320 1,81 : 5630 1,18
262 | 1215 1,04 | 65 4 660 1,71 1 7540 1,25
26-3 ! 110 7 540 1,66 1 12055 1,22

® déterminée par CES dans ’eau (étalonnage avec du PEO linéaire), ° déterminé par
spectrométrie de RMN 'H dans le D,0.
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La Figure IV-3 présente les analyses par chromatographie d’exclusion stérique des
précurseurs et des copolymeres a blocs ainsi obtenus. La réponse réfractométrique présente un
déplacement vers les fortes masses molaires apres la réaction de couplage, par comparaison
avec les PAm précurseurs et les oligoxyloglucanes w-alcynés (en pointillé sur la figure).

L’allure des chromatogrammes apres couplage et purification est unimodale et symétrique.

XG-prop
- ---25-1 avant click référence
—26-1 apres click
- - --25-2 avant click
— 26-2 apres click
25-3 avant click
26-3 apreés click

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
temps d'élution (s)

Figure IV-3 : Analyse par CES des copolymeéres a blocs XG-b-PAm 26 dans ’eau —

réponse réfractométrique.

L’efficacité de la réaction de couplage par « chimie click » est également vérifiée par
spectroscopie IR avant et aprés couplage. La Figure IV-4 montre les spectres du copolymere a
blocs XG-b-PAm 26-1 et de I’homopolymére PAm 25-1 dont il est issu. La disparition
compléte de la bande azoture 4 2 100 cm™ ainsi que le maintien des autres pics d’absorption

caractéristiques du PAm attestent de 1’efficacité du couplage (Figure 1V-4).
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—— 25-1 avant click
—— 26-1 apreés click

bande azoture

!

rrsrs+t+vyrrv+vr¢vr 4|1 r v v. T r v v ¢+t |ttt T t1 1 1]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (cm'1)

Figure IV-4 : Analyse par spectrométrie IR du copolymére a blocs XG-b-PAm et de
I’homopolymére PAm 25-1.

Enfin, la Figure IV-5 décrit la caractérisation du copolymere a blocs XG-b-PAms; 26-1
par spectrométric de RMN 'H dans le D,O. Les signaux caractéristiques des
oligoxyloglucanes (entre 3,1 et 4,3 ppm) et du PAm (entre 2,1 et 2,5 ppm pour les CH et entre
1,4 et 1,9 ppm pour les CH) sont mis en évidence. Ces spectres permettent de déterminer la
composition globale du copolymére (équation IV-2). Celle-ci est en parfait accord avec la

composition initiale des précurseurs avant couplage.

s 51 xAq

DP, = - (IV-2)

ou A; et A, sont les aires des intégrales des protons CH; et de I’ensemble des protons des

oligoxyloglucanes (entre 3,1 et 4,3 ppm) et CH,-CH,, respectivement.
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Figure IV-5 : Spectre de RMN 'H du copolymére i blocs XG-b-PAm 26-1 (D0, 298 K).

Par la voie « coupling onto » utilisant la « chimie click », a ainsi été préparée une série
de trois copolymeéres naturel/synthétique XG-b-PAm, a doubles blocs hydrophiles de structure

bien définie.

3. Synthése de copolyméres a blocs xyloglucane-b-PAcV par « chimie click »

La seconde famille de copolymeres a blocs « hybrides » naturel/synthétique visée est
composée d’oligoxyloglucanes et de poly(acétate de vinyle) (PAcV). Il s’agit ici d’obtenir des
copolymeres a blocs amphiphiles dans I’idée de moduler leurs propriétés d’auto-assemblage

en solution aqueuse, pour une utilisation potentielle comme nanovecteurs dans le domaine des
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applications médicales ou cosmétiques. Rappelons que ces polyméres n’ont pas pu étre

obtenus purs par la voie « starting from » décrite dans le chapitre précédent.

3.1. Synthése des homopolyméres a-azido-PAcV par polymérisation MADIX

L’acétate de vinyle a été polymérisé a partir de I’agent de transfert de chaine Xa 20 dans
I’acétate d’éthyle. L’acétate d’éthyle est un trés bon solvant du PAcV et la polymérisation de
I’AcV en présence de xanthates (différents de notre composé 20) a déja été étudiée dans ce

275, 276

solvant. La réaction a été réalisée a 60°C pendant 24 h avec 1’azobisisobutyronitrile

(AIBN) en tant que générateur de radicaux (Schéma IV-5).

H i acétat:lg(’e\‘vinyle H O jj\
Ns/\/N\[(LS OEt acétate d'éthyle Ny~ S® "OEt
le) 60°C
20
Schéma IV-5 : Synthése d’homopolyméres PAcV a partir de ’agent MADIX 20.

Trois homopolymeres ont ainsi été synthétisés en faisant varier la longueur du bloc
PAcV visée et en fixant I’extrait sec a 20 %. Le taux d’amorceur est également fixé a 20 %

molaire par rapport a I’agent MADIX 20 (Tableau IV-3).

Tableau IV-3 : Polymérisation MADIX de ’AcV a partir de 20 (acétate d’éthyle, AIBN,

60°C).
. ES M,* . Conv. — —
Echantillon  [AcV]/[20] [ACPV20] o) mony &' (vy DPan DPn
27-1 25 0,2 20 6 250 1,12 86 22 23
27-2 50 0,2 20 10430 1,23 87 44 41
27-3 100 0,2 20 17500 1,35 87 87 93

® déterminée par CES dans le DMF (étalonnage PS), ° composition du bloc AcV déterminée
par spectrométrie de RMN 'H dans le CDCl.

On peut déja observer que les conversions sont plus élevées que les valeurs obtenues en
polymérisant I’AcV a partir d’un xyloglucane portant les fonctions xanthate suivant la voie

« starting from » (conversion < 50 %, voir chapitre précédent). La Figure IV-6 montre les
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analyses des trois homopolymeéres effectuées par chromatographie d’exclusion stérique dans
le DMF. Par détection réfractométrique, on note une augmentation des masses molaires avec
I’augmentation du rapport [AcV]/[20]. La distribution des masses molaires est unimodale et la
polymolécularité est relativement faible (I, < 1,4). Le contrle de la polymérisation est
¢galement avéré de par la présence de la fonction xanthate en fin de polymérisation, comme

I’atteste la réponse obtenue avec le détecteur UV réglé a 290 nm.

—_—27-1
—27-2
27-3

LUNN [ B B D I NN RN R R R L B S SN R RN RN L N N R B B B B N B B L R |
17 18 19 20 21 22 23

Temps d'élution (min)

Figure IV-6 : Analyse par CES des homopolyméres PAcV 27 dans le DMF — réponse

réfractométrique.

Par ailleurs, la structure de I’homopolymere a été confirmée par spectroscopie de RMN
'H dans le CDCls. Le degré de polymérisation moyen a pu étre déterminé en calculant le
rapport des intégrations des protons de la chaine éthylénique du PAcV (par exemple
I’intégration des CH a 4,86 ppm) sur celle des protons de 1’agent de transfert de chaine (par

exemple I’intégration du CI,-CI, a 3,45 ppm.) (Equation IV-3).
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P, = x4 (IV-3)

ou A; et A; sont les aires des intégrales des protons CH et CI,-Ci,, respectivement.

Enfin, I’analyse par spectrométrie infrarouge a permis de rendre compte, par le pic
d’absorption 4 2 100 cm™, de la présence de la fonction azoture sur les homopolyméres

formés (Figure IV-9).

CH;
o:< acétate
C 0 s d'éthyle
R L L
Nl \H/H ﬁ/H%s O/C\CHg
o) Z
CH,— »
acétate
d'éthyle
CH,
acétate
CH d'éthyle l
+ CH,
CH c
c l Y
l Y

55 50 45 4.0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0
3 (ppm)

Figure I'V-7 : Spectre de RMN 'H de I’homopolymeére PAcV 27-1 (CDCl3, 298 K).

L’obtention d’homopolymeres de type a-azido-PAcV de structure relativement bien
définie est donc aisée par polymérisation MADIX. La rétention des fonctions xanthate et
azoture a été vérifie, ce qui permet d’envisager le couplage par « chimie click » de ces

composés avec les oligoxyloglucanes porteurs de la fonction alcyne (produit 9).

Page 179



Chapitre IV : Synthese de copolymeres a blocs « hybrides » xyloglucane/polymere
vinylique par la voie « coupling onto »

3.2. Réaction de couplage par « chimie click »

La réaction de couplage a ¢été réalisée dans un mélange de solvants afin de garantir la
solubilité du poly(acétate de vinyle), polymere insoluble dans 1’eau. Le DMSO est un bon
solvant des oligoxyloglucanes et du PAcV. L’utilisation de ’eau est néanmoins nécessaire
pour solubiliser le systéme catalytique de la réaction de « chimie click » (sulfate de cuivre et
ascorbate de sodium). Un mélange H,O/DMSO 1-9 (v/v) a donc été employé. La réaction a
¢été réalisée en présence d’un exces (2 éq.) d’oligoxyloglucanes. Apres 8h d’agitation a
température ambiante, I’exceés de glucide de méme que les sels de cuivre sont facilement

¢liminés par dialyse dans 1’eau (Schéma IV-6).

HO o H
Homo‘ Ho” O\
HO
HO HO HO ’ 0 j,\
N
2 CusSOo, > HO HO [e) AC o p
ascorbate de sodium

DMSO/H,0 9-1 (v-v)
RT

Schéma IV-6 : Formation de copolymeéres a blocs XG-b-PAcV par « chimie click ».

L’w-alcyne-xyloglucane a ainsi été couplé aux trois homopolymeéres a-azido-PAcV
décrits précédemment. Les caractéristiques moléculaires des réactifs et des produits formés

sont décrites dans le Tableau IV-4.

Tableau IV-4 : Couplage par « chimie click » entre le @-alcyne-XG 9 et les a-azoture-

PAcV 27.
XG-prop (9) i N;-PAcV (27) i XG-b-PAcV
Echantillon Mn Le BP.° Mn L@ Mn L@
. (g/mol)* P i n (g/mol)* P . (g/mol)* P
28-1 L0023 6 250 1,12 ¢ 7810 1,12
282 1 2300 1,01 | 41 10 430 1,23 i 11700 1,19
28-3 i 93 17506 1,35 | 18300 1,31

* déterminé par CES dans le DMF (étalonnage PS), ° déterminé par spectrométrie de RMN 'H
dans le CDCls.
La Figure IV-8 montre les chromatogrammes obtenus par CES dans le DMF des

homopolymeéres et des copolymeres synthétisés. Une augmentation des masses molaires
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moyennes apparentes aprées couplage est observée ; on note la présence d’une seule population
Yy 5

avec une répartition unimodale. L’ensemble des données confirment la formation des

copolymeres a blocs ciblés.

- — = 27-1 avant click
— 28-1 apreés click
~ - —27-2 avant click
\ — 28-2 aprés click
. 27-3 avant click

28-3 apres click

17 18 19 20 21 22 23
Temps d'élution (min)

Figure IV-8 : Analyse par CES des copolyméres a blocs XG-b-PAcV 28 dans le DMF —

réponse réfractométrique.

L’efficacité du couplage par « chimie click » est corroborée par 1’analyse infrarouge des
copolymeres formés. La Figure IV-9 montre la disparition de la bande d’absorption de la
fonction azoture sur le copolymére apres couplage avec 1’a-azido-PAcV, de méme que

I’apparition de la bande d’absorption des fonctions hydroxyle issues du glucide.
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—— 27-2 avant click
—— 28-2 apreés click
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Figure IV-9 : Analyse par spectrométrie IR du copolymére a blocs XG-b-PAcV et de
I’homopolymeére PAcV.

L’étude par spectrométric de RMN 'H dans le DMSO-ds des copolyméres permet de
distinguer la résonnance des protons des deux blocs (Figure IV-10). La région entre 4,2 et 5,7
ppm est attribuable a la résonance des protons du glucide et a celle des protons CH du
poly(acétate de vinyle). Le calcul du DP, du bloc PAcV a partir de I’équation IV-4 permet de

retrouver les mémes valeurs que celles déterminées dans le calcul du DP, de ’homopolymére.

J— Al

P, = m X 42 (av-4)

ou A et A, sont les aires des intégrales des protons CH, et de I’ensemble des protons du

xyloglucane et CH, respectivement.
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Figure IV-10 : Spectre de RMN "H du copolymére a blocs XG-b-PAcV 28-2 (DMSO-dg,
298 K).

En couplant ainsi un bloc glucidique hydrophile et un bloc vinylique hydrophobe par
« chimie click », on accéde a une série de copolyméres a blocs « hybrides » présentant un
caractere amphiphile. Dans une étude préliminaire, les propriétés d’auto-assemblage en milieu

aqueux de I’un de ces composés ont été évaluées.

3.3. Etude en solution aqueuse d’un copolymére a blocs XG-b-PAcV
Les propriétés d’auto-assemblage du copolymere a blocs XG-b-PAcVog; 28-3 possédant
la balance hydrophile/hydrophobe la plus faible (la fraction en masse de la partie hydrophile

est égale a f = 14 %) ont plus particulierement été étudiées.
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Au-dela des caractéristiques moléculaires, la méthode de préparation des nanoparticules
est un facteur clé pour controler le processus d’auto-assemblage des copolymeéres a
blocs.””*? En réalité, il n’existe pas de méthode universelle permettant de préparer des
nanostructures en solution a base de copolymeres. Les quatre méthodes de préparation les
plus utilisées dans ce domaine sont les suivantes :

e Dissolution directe : Cette technique consiste a solubiliser le copolymére a blocs

amphiphile directement dans I’eau. En général, I’auto-assemblage a lieu progressivement sous
agitation jusqu’a ce que 1’équilibre thermodynamique soit atteint.

o Méthode des « cosolvants » ou « dissolution indirecte » : Pour les copolymeres peu

solubles dans I’eau, I’emploi d’un solvant organique miscible a 1’eau devient nécessaire. Cette
technique comprend trois étapes. Dans un premier temps, le copolymere est solubilisé dans un
solvant organique non sélectif (thermodynamiquement bon pour les deux blocs) miscible avec
I’eau (DMF, DMSO, THF, acétone,...). L’eau est ensuite ajoutée progressivement sous
agitation dans la phase organique, en contrdlant la vitesse et la quantité. L’auto-organisation a
lieu de maniére progressive de fagon a minimiser le contact entre les blocs hydrophobes et
I’eau. Par cette méthode, la morphologie des objets formés aprés micellisation n’est cependant
pas nécessairement a 1’équilibre thermodynamique. En effet, la taille et la forme des agrégats
peut évoluer en fonction du temps, mais également de la quantité d’eau ajoutée.”®® La derniére
¢tape consiste a ¢éliminer le solvant organique par dialyse ou par évaporation s’il s’agit d’un
solvant volatil.

e  Réhydratation de film : Ce processus consiste a solubiliser le copolymere dans un

solvant organique volatil, puis a évaporer ce dernier. Les chaines de polymeéres vont ainsi
s’auto-assembler en masse, en raison de 1’incompatibilité¢ des deux blocs. Apres avoir ainsi
obtenu un film nano-organis¢, la quantité d’eau nécessaire est ajoutée et la solution est agitée
pendant au moins une semaine, avant d’€tre analysée. L’eau ajoutée provoque ainsi
I’hydratation progressive du film induisant la formation de structures auto-assemblées dans
I’eau a partir d’un systéme pré-organisé.

o Méthode de I’émulsification : La méthode de I’émulsification « huile dans I’eau » pour

la préparation de nanoparticules a base de copolymeéres a blocs nécessite tout d’abord la
dissolution des composés dans un mélange contenant de I’eau et un solvant organique non
miscible a 1’eau (par exemple le dichlorométhane). Les blocs hydrophiles présentent ainsi une

affinité pour la phase aqueuse alors que les segments hydrophobes sont dissous dans les nano-
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gouttes formées par la phase organique. Par conséquent, il est nécessaire d’agiter
vigoureusement la solution afin d’obtenir une bonne dispersion de la phase organique dans la
phase continue. L’utilisation des ultrasons est souvent requise pour optimiser cette dispersion.
Les agrégats micellaires sont obtenus apres élimination du solvant organique par évaporation
ou par dialyse.

Bien que la méthode de mise en solution des copolymeres a blocs soit primordiale pour
obtenir des nanostructures par auto-assemblage, d’autres parametres peuvent perturber le
phénoméne d’auto-assemblage. Par exemple, 1’addition d’une espéce, telle un sel, peut

influencer la morphologie des nanoparticules en solution.

Dans le cas du copolymeére a blocs XG-b-PAcVy; 28-3, la balance
hydrophile/hydrophobe est faible, rendant difficile la dissolution directe dans 1’eau.
Cependant, la technique de mise en solution indirecte convient parfaitement a ce composé. Le
copolymeére a blocs a donc tout d’abord été solubilisé¢ dans une solution de DMSO (solvant
non sélectif) avant d’ajouter, goutte a goutte, de 1’eau distillée pour aboutir & une
concentration finale en copolymeére a blocs de 1 mg/ml. La solution se trouble au fur et a
mesure de 1’addition d’eau, indiquant une auto-organisation des chaines de copolymeres. Par
la suite, le DMSO est éliminé par dialyse dans I’eau. Les tailles des particules ainsi générées
ont alors ét¢ mesurées par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) a différents angles. La
Figure IV-11 montre la distribution du temps de relaxation a un angle de ® = 90° (a) ainsi que

la dépendance angulaire (b) du copolymeére a 25°C.
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Figure IV-11 : a) Fonction d’auto-corrélation C(q,t) et distribution du temps de
relaxation G(t) (Contin) pour ©® = 90° et b) Fréquence de relaxation en fonction de qz,

pour une solution de copolyméres XG-b-PAcVy; dans I’eau a 25°C (¢ = 1 mg/ml).

Une distribution unique et étroite (c = 0,1) des temps de relaxation est observée.
L’¢évolution linéaire de la fréquence de relaxation avec q° traduit la présence d’un mode
diffusif, indiquant que les agrégats concernés sont sphériques et homogenes en taille. Cette
technique permet de mesurer le rayon hydrodynamique (Ry) des nanoparticules. On trouve ici
une valeur 8 Rg= 110 nm.

Par microscopie électronique en transmission (MET), la présence de particules
sphériques et creuses de type vésiculaire a pu étre observée (Figure 1V-12). Le diamétre

Y289 o5t de 80 nm, soit nettement inférieur a celui

moyen calculé pour ces « polymersomes »
calculé par DLS (220 nm). Il est vrai que pour un systéme micellaire possédant une
distribution en taille donnée, les analyses menées par MET peuvent conduire a des tailles
inférieures a celles mesurées par DLS. A cela, deux explications peuvent étre avancées :

- (1) en DLS, ce qui est mesur¢ est le rayon hydrodynamique. En ce sens, le rayon de

la couronne d’hydratation est pris en compte dans la valeur de la taille, ce qui n’est

pas le cas en MET ou les échantillons sont étudiés a 1’état de film non hydraté ;

" Le terme « polymersome» a été introduit par Discher et al. en 1999. Il définit les
polymersomes comme une classe de vésicules formées de copolymeéres a blocs amphiphiles.
Les polymersomes different des liposomes (vésicules constituées d’une membrane
phospholipidique), qui sont constitués d’une couche hydrophobe lipidique, par une plus

Erande stabilité et une imBerméabilité accrue.
Page 186



Chapitre IV : Syntheése de copolymeres a blocs « hybrides » xyloglucane/polymere
vinylique par la voie « coupling onto »

- (i1) pour les études de MET, les tailles obtenues se réferent a une distribution en
nombre tandis qu’il s’agit d’une distribution en intensit¢é en DLS. Comme
I’intensité diffusée est proportionnelle a la taille des particules, les tailles mesurées

par DLS sont normalement supérieures a celles observées par MET.

Discher et Eisenberg ont proposé en 2002 une loi générale et empirique qui stipule que
les copolymeéres a blocs amphiphiles possédant une fraction massique de bloc hydrophile (f) >
45% forment habituellement des micelles sphériques, tandis que les copolymeres a blocs avec
f < 25 % s’auto-assemblent en nanostructures inverses. Entre ces deux valeurs, des
morphologies de polymersomes sont observées.”™™ Ces propositions ont été faites pour des
copolymeres a blocs de type « flexible-flexible ». Dans notre cas, f = 14 % et, selon les
prévisions de Discher et Eisenberg, on doit s’attendre a obtenir des micelles inverses. Or les
photographies de MET montrent clairement des vésicules. Comme cela a déja été décrit pour

1.2%¢ (copolyméres a blocs dextrane-b-PS), il est fort

un systéme semblable par Houga et a
probable que I’oligoxyloglucane n’adopte pas une conformation de type pelote statistique

(flexible) mais plutot une conformation rigide induisant la formation des polymersomes.

Figure IV-12 : Clichés de MET montrant la formation de vésicules de XG-b-PAcVy;.
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Concernant la morphologie, il y a peu de doute que ces polymersomes se caractérisent
par une membrane hydrophobe formée de PAcV et que les oligoxyloglucanes constituent la
couronne stabilisant les nanoparticules. La Figure IV-13 illustre une telle structure vésiculaire

a base des copolymeéres diblocs hybrides XG-b-PAcV.

Figure I'V-13 : Représentation schématique des polymersomes formés de copolymeéres a

blocs XG-b-PAcVy,.

En conclusion, la combinaison de la polymérisation MADIX de 1’acétate de vinyle a
partir d’un agent de transfert de chaine a-azido avec la « chimie click » impliquant des ®-
alcyne-oligoxyloglucanes a permis d’accéder a des copolymeéres a blocs « hybrides » bien
définis. Leur caractére amphiphile et leur auto-association en solution aqueuse ont pu étre
¢tudiés sommairement pour I’un d’entre eux (XG-PAcVy;, 28-3) par DLS et par MET. Les
résultats montrent la formation d’ une morphologie de type vésiculaire méme si des analyses
physico-chimiques plus approfondies seront nécessaires (calcul du R, par diffusion statique
de la lumiére puis évaluation du rapport Ry/Ry égal a 1 pour des vésicules). L’étude des autres
copolymeéres a blocs, avec un taux de PAcV différent, donc une valeur de HLB différente,
devraient permettre de visualiser les variations de morphologie issues de 1’auto-assemblage en
solution aqueuse de ces nouveaux copolymeres a blocs renfermant un bloc glucidique

d’origine naturelle.
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4. Synthese de copolymeéres a blocs xyloglucane-b-PNVP par « chimie click »

La troisiéme famille de copolymeéres a blocs ciblée est constituée d’oligoxyloglucanes et

de poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) (PNVP).

4.1. Synthése des homopolymeéres a-azido-PNVP par polymérisation MADIX

Il a ét¢ noté dans le chapitre III que la polymérisation de la N-vinyl-2-pyrrolidone
(NVP) doit étre réalisée dans des conditions spécifiques. En particulier, il faut éviter la
présence d’eau et réaliser la réaction de polymérisation en-dec¢a de 60°C pour prévenir la perte
de la fonction xanthate au bout des chaines.”®” **® En nous inspirant des travaux antérieurs de
Gnanou et al., décrivant la polymérisation radicalaire contrélée de la NVP avec un agent
RAFT de type dithiocarbamate,*** mais aussi sur la base des travaux récents de Kluperman et
al 87 2% 290 13 NVP a été polymérisée dans les conditions suivantes : le 1,4-dioxane a été
employé comme solvant et I’AIBN a servi de générateur de radicaux, la réaction étant menée

pendant 24 h a 60°C (Schéma IV-7).

H N-vinyl-2-pyrrolidone N
N AIBN = N
N jH\S)J\OEt o > Nj S~ “OEt

0]
20 29

Schéma IV-7 : Synthése d’homopolyméres PNVP a partir de ’agent MADIX 20.

De la méme maniére que précédemment, trois homopolyméres PNVP ont été
synthétisés, en faisant varier le taux d’agent xanthate de 1 a 4% molaire par rapport au
monomgére, et en fixant I’extrait sec a 50 %. Les conditions de réactions, de méme que les

propriétés moléculaires des homopolymeres obtenus sont données dans le Tableau IV-5.
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Tableau IV-5 : Polymérisation MADIX de la NVP a partir de 20 (1,4-dioxane, AIBN,

60°C).
. ES M,? . Conv.) — — b
Echantillon  [NVP]/[20] [ACP]/[20] %) (/mol) I, (%) DP,un DP,
29-1 25 0,2 50 5910 1,12 90 22 16
29-2 50 0,2 50 10140 1,14 96 48 46
29-3 100 0,2 50 18740 1,19 96 96 119

? déterminée par CES dans le DMF (étalonnage PS), ° composition du bloc NVP déterminée
par spectrométrie de RMN 'H dans le CDCl.

La conversion du monomére est déterminée par spectrométric de RMN 'H dans le
CDCls. L’intégration des signaux du monomere a permis de conclure a une conversion entre
90 et 96 %. La Figure IV-14 présente le spectre de RMN 'H type d’un homopolymére dans le
CDCls, avec les signaux caractéristiques de la chaine éthylénique et du cycle pyrrolidone. La
longueur de chaine et le DP, ont été obtenus en calculant le rapport de la valeur de
I’intégration du C!'; de I’agent MADIX sur la valeur de I’intégration des protons du polymere

(Equation IV-5).

= _ 2xAq :
DP, = - >x 42 (IV-5)

ou A; et A; sont les aires des intégrales des protons C!' . et CH;, respectivement.
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Figure I'V-14 : Spectre de RMN 'H de I’homopolymére PNVP 29-1 (D0, 298 K).

Les chromatogrammes CES dans le DMF par réponse réfractométrique des o-azido-

PNVP sont présentés sur la Figure IV-15. Pour les trois homopolymeéres synthétisés, un

déplacement vers le domaine des fortes masses molaires est observé. La distribution des

masses apparait unimodale et étroite (I, < 1,4). La rétention de la fonction xanthate aprés

polymérisation est confirmée par la détection a 290 nm par spectrométriec UV. De méme la

fonction azoture est clairement identifiée par spectrométrie infrarouge de par la présence d’un

pic d’absorption a 2 100 cm’.

Ces trois copolymeres peuvent donc étre utilis€és pour la réaction de cycloaddition 1,3

dipolaire de Huisgen catalysée par le cuivre avec les m-alcyne-oligoxyloglucanes 9.

Page 191



Chapitre IV : Synthese de copolymeres a blocs « hybrides » xyloglucane/polymere
vinylique par la voie « coupling onto »

—29-1

I T T T T T T T T T T T 1
17 18 19 20 21 22 23

Temps d'élution (min)

Figure IV-15 : Analyse par CES des homopolymeres PNVP 29 dans le DMF — réponse

réfractométrique.

4.2. Réaction de couplage par « chimie click »

La réaction de cycloaddition 1,3 dipolaire de Huisgen est dans ce cas réalisée dans un
mélange H,O/DMSO 1-1 (v/v) a température ambiante pendant 8h. Le systéme catalytique est
le méme que celui utilisé précédemment, a savoir un systeme sulfate de cuivre/ ascorbate de
sodium (Schéma IV-8). L’exceés d’oligoxyloglucanes introduits en début de réaction, de

méme que les sels de cuivre sont aisément ¢liminés par dialyse dans 1’eau.
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Schéma IV-8 : Formation de copolymeéres a blocs XG-b-PNVP par « chimie click ».

Les m-alcyne-oligoxyloglucanes ont été couplés aux trois homopolymeres a-azido-
PNVP. Les caractéristiques moléculaires des réactifs et des produits formés sont décrites dans

le Tableau I'V-6.

Tableau IV-6 : Couplage par « chimie click » entre le @-alcyne-XG 9 et les a-azoture-

PNVP 29.
. XG-prop (9) N3-PNVP (29) XG-b-PNVP
Echantillon Mn Le BP.° Mn Lo Mn L@
C(gmol) " ¢ O™ (gmol® " | (g/mol*
30-1 : : 16 5910 1,12 7 740 1,10
30-2 2300 1,01 48 8 820 1,14 10480 1,11
30-3 L 119 15430 1,19 17210 1,15

T déterminée par CES dans le DMF (étalonnage PS), ® déterminé par spectrométrie de RMN
'H dans le D,O.

Les chromatogrammes d’exclusion stérique des produits formés montrent, 1a encore, un

. v ires, . v .
déplacement vers les fortes masses molaires, en comparaison avec les homopolymeéres
précurseurs. L’allure des chromatogrammes est unimodale avec un faible indice de

polymolécularité.
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Figure I'V-16 : Analyse par CES des copolymeéres a blocs XG-b-PNVP 30 dans le DMF —

réponse réfractométrique.

Les copolyméres obtenus ont également ¢té analys€s par spectrométrie infrarouge
(Figure IV-17). La disparition de la bande d’absorption de la fonction azoture est observée

sans que les autres bandes d’absorption ne disparaissent, attestant du succés du couplage.
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Figure IV-17 : Analyse par spectrométrie IR du copolymeére a blocs XG-b-PNVP et de
I’homopolymére PNVP.

La spectrométrie de RMN 'H dans le D,O des copolyméres a blocs permet d’identifier
les protons des deux blocs. La Figure IV-18 montre I’analyse du copolymére XG-b-PNVP ¢
30-1. On calcule ainsi le DP, du bloc PNVP, de méme valeur que le précurseur (équation IV-

6).

=~ 52 x Aq
pDP, = —>~~"1 -
" 2x(a-3xay) (IV-6)
ou A; et A, sont les aires des intégrales des protons CH, et de I’ensemble des protons du

xyloglucane, CH et CH,, respectivement.
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Figure IV-18 : Spectre de RMN 'H du copolymére a blocs XG-b-PNVP 30-1 (D,0, 298
K).

Nous avons ainsi couplé, avec succes, par « chimie click », un bloc glucidique
hydrophile @ un bloc PNVP obtenu par polymérisation MADIX. Les propriétés de
solubilisation de la PNVP dans de nombreux solvants hydrophiles et hydrophobes permettent
d’imaginer la mise en solution dans des systémes variés et notamment lipophiles comme

I’isododécane pour des applications cosmétiques.
4.3. Etude en solution hydro-organique d’un copolymére a blocs XG-b-PNVP
Etant donnée la solubilité de la PNVP dans les milieux carbonés, il a été décidé

d’observer les propriétés d’auto-assemblage du copolymeére a blocs XG-b-PNVP ;4 30-1 dans

un mélange acétone/H,O 9-1 (v/v). La préparation de 1’échantillon a été réalisée en ajoutant
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une solution d’acétone a une solution aqueuse de copolymére a blocs pour aboutir & une
concentration en copolymeére a blocs de 1 mg/ml, provoquant un trouble de la solution. Afin
d’¢tudier la morphologie du systéme, seule une analyse par microscopie électronique en
transmission a pu étre réalisée. Les photographies, bien que de qualité médiocre, montrent a
nouveau la présence de morphologies de type polymersome dont le diamétre moyen est de
I’ordre de 100 nm.

Figure IV-19 : Clichés de MET montrant la formation de vésicules de XG-b-PNVPy,.

Il est vraisemblable de proposer que les polymersomes formés se caractérisent par une
membrane hydrophile constituée d’oligoxyloglucanes et stabilisée par les blocs PNVP dans

I’acétone (Figure [V-20).
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Figure IV-20 : Représentation schématique des polymersomes formés de copolymeéres a

blocs XG-b-PNVPys.

L’association d’oligoxyloglucanes et de PNVP dans une structure de copolymeéres a
blocs « hybrides » est donc possible en combinant polymérisation MADIX et « chimie
click ». L’obtention de tels composés offre une nouvelle gamme de copolymeéres a blocs, avec
des propriétés de solubilisation de la PNVP en milieu aqueux et organique. L’étude par MET
a partir d’une solution acétone/H,O 9-1 (v/v) du copolymere a bloc XG-b-PNVPs 30-1 a
montré la présence d’'une morphologie vésiculaire.

Une analyse en solution par diffusion de la lumicre de 1’ensemble des copolymeéres a
blocs synthétisés s’avére cependant nécessaire pour connaitre les propriétés d’auto-

assemblage, que ce soit en solution organique ou en solution aqueuse.

5. Conclusion

La méthodologie qui consiste a coupler deux homopolymeéres a été utilisée pour obtenir
des copolymeres a blocs « hybrides » naturel/synthétique de différentes natures. A partir d’un
agent de transfert de chaine MADIX a-fonctionnalisé par un azoture, des homopolymeres
d’acrylamide, d’acétate de vinyle et de N-vinyl-2-pyrrolidone bien définis ont d’abord été
préparés. Le couplage par « chimie click » entre ces homopolymeéres et des oligoxyloglucanes
porteurs de la fonction alcyne en position ® a été réalisé avec succes. Ainsi, trois familles de

« nouveaux » copolymeres a blocs « hybrides » avec une longueur du bloc vinylique variable
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ont ainsi été élaborées. Cette méthodologie nécessite I'utilisation d’un exceés de 1’un des deux
blocs, en I’occurrence 1’oligoxyloglucane, ainsi qu’une purification des copolyméres a blocs
par dialyse.

En solution aqueuse, 1’analyse par DLS du copolymeére a blocs XG-b-PAcVy; a montré
la présence d’agrégats sphériques et homogenes en taille (~ 110 nm) dont la morphologie est
de type vésiculaire, avec une membrane hydrophobe a base de PAcV stabilisée par le bloc
hydrophile xyloglucane. Le copolymeére a doubles blocs XG-b-PNVPy; dans une solution
hydro-organique d’acétone s’auto-assemble pour former des polymersomes avec une
membrane constituée de XG et de blocs stabilisants a base de PNVP.

Il est a noter que I’oligoxyloglucane semble jouer un réle dans 1’auto-organisation en
solution des copolymeéres a blocs. Nous obtenons en effet des morphologies différentes de
celles généralement observées avec des copolymeres a blocs amphiphiles de type « flexible-
flexible » pour une fraction massique hydrophile donnée. Ceci peut étre le signe que les
oligoxyloglucanes adoptent une conformation de type batonnet, différente de celle d’une
pelote statistique.

Il est évident que I’analyse des propriétés physico-chimiques en solution de ces
copolymeéres doit étre complétée et qu’elle doit étre étendue a I’ensemble des copolymeéres a

blocs synthétisés.
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L’objectif de ce travail était de concevoir de nouveaux copolymeres a blocs
« hybrides » comprenant une partie glucidique d’origine naturelle et une partie synthétique.
L’étude bibliographique a montré que relativement peu de composés de ce type ont été
synthétisés et étudiés en physico-chimie pour leurs capacités a s’auto-assembler, notamment
en solution aqueuse. Les glycopolymeres générés par polymérisation de glycomonomeres et
les copolymeres « hybrides » greffés sont les plus décrits dans la littérature alors qu’on
dénombre a ce jour une vingtaine d’exemples de copolymeéres a blocs. On retiendra au
passage que, dans beaucoup de cas, les études portent sur le dextrane ou I’amylose et qu’une
chimie de protection/déprotection des fonctions hydroxyle du poly/oligosaccharide est requise
avant la croissance du bloc vinylique.

Le polysaccharide que nous avons sélectionné est le xyloglucane Le fait de pouvoir
disposer d’un oligosaccharide de xyloglucane de structure parfaitement définie par chimie
enzymatique est un avantage car il constitue ainsi un bon modele pour d’autres
polysaccharides.

Deux stratégies de synthéses ont été développées pour accéder a des copolymeéres a
blocs xyloglucane-b-polyméres vinyliques. A cet effet, les mémes outils ont été utilisés :
modification chimio-enzymatique du xyloglucane de la graine de tamarin pour générer des
structures glucidiques de maniére controlée, polymérisation radicalaire contrlée
RAFT/MADIX pour la croissance des blocs vinyliques et enfin, couplage par « chimie click »
assurant le lien covalent et stable entre les deux blocs.

La premicre stratégie, désignée « starting from » a consisté a introduire une fonction
xanthate sur le xyloglucane ; a partir de cette fonction servant de site de transfert réversible
par addition-fragmentation, le polymeére vinylique est formé de maniére contrdlée.

La deuxiéme stratégie, désignée « coupling onto », repose sur la synthése séparée des
deux blocs, glucidique d’une part et vinylique d’autre part, puis sur le couplage de ces deux

blocs par « chimie click ».

Dans une premic¢re partie, nous avons réalis€ avec succés la synthése
d’oligoxyloglucanes fonctionnalisés pour une utilisation dans les deux méthodologies.
L’hydrolyse enzymatique contrélée de xyloglucane issu de graines de tamarin a permis
I’obtention d’oligoméres de DP 7-9 qui ont ét¢ modifiés sur 'unité réductrice par une

fonction alcyne. En vue de la méthode « starting from », la possibilité est offerte d’introduire
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un agent de couplage permettant 1’obtention d’un macro-agent de transfert de chaine m,-
monofonctionnel de type xanthate et qui ouvre la voie a des copolyméres a blocs XG-b-
polymeres vinyliques.

En utilisant une lipase puis une glycosynthase, une autre fonction xanthate a été
introduite sur 1’extrémité non réductrice de 1’oligosaccharide, offrant un macro-agent de
transfert de chaine o,w-difonctionnel qui n’avait jamais été décrit a ce jour. Celui-ci ouvre la
voie a des copolymeres triblocs polymeres vinyliques-b-XG-b-polymeéres vinyliques.

Dans le cadre de la méthode « coupling onto », I’w-alcyne-oligoxyloglucane est disposé
a étre couplé par chimie « click » a un polymere vinylique obtenu par polymérisation MADIX
avec un agent de transfert de chaine a,w-difonctionnel porteur a la fois des fonctions azoture

et xanthate.

A partir des deux macro-agents de transfert de chaine - w-monofonctionnel et o,o-
difonctionnel - la polymérisation MADIX de différents monomeres (acrylamide, acétate de
vinyle et N-vinyl-2-pyrrolidone) a ét¢ menée en suivant la méthode « starting from ». Il a été
montré que 1’oligosaccharide joue un rdle important lors de la polymérisation de ces
monomeres.

D’une part, la tendance des oligoxyloglucanes a former des agrégats dans 1’eau réduit
I’accessibilité de la fonction xanthate. Des copolymeéres a blocs double hydrophiles XG-b-
PAm et PAm-b6-XG-b-PAm ont pu étre obtenus en éliminant le macro-CTA résiduel par
simple dialyse. A notre connaissance, le copolymére a blocs PAm-b-XG-b-PAm constitue le
premier exemple de copolymere triblocs « hybride » glucidique/vinylique.

D’autre part, des copolyméres XG-b-PAcV ont été synthétisés par polymérisation
MADIX dans le DMF. La présence d’une seconde population de polymere a été révélé par
CES. Nous attribuons cette population a I’existence de réactions de transfert au polymere
et/ou de transfert aux fonctions hydroxyle de I’oligosaccharide.

Par ailleurs, la polymérisation de la N-vinyl-2-pyrrolidone menée dans 1’eau a partir du
XG-CTA semble engendrer une hydrolyse de la fonction xanthate portée par les
xyloglucanes, comme le confirme la perte de réponse du produit formé lors de son analyse par
CES avec réponse UV a 290 nm. Ceci ne permet pas, dans ces conditions, la formation de

copolymeres a blocs XG-b-PNVP par la méthode « starting from ».
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Dans une troisiéme partie, la méthodologie « coupling onto », consistant a coupler les
deux homopolymeéres, a été utilisée pour obtenir des copolyméres a blocs « hybrides »
naturel/synthétique. Un nouvel agent de transfert de chaine MADIX a-fonctionnalisé par un
azoture a été synthétis¢ a cet effet, ce qui a permis de préparer des homopolymeéres
d’acrylamide, d’acétate de vinyle et de N-vinyl-2-pyrrolidone de structure bien définie. Le
couplage par « chimie click » entre ces homopolymeres et des w-alcyne-oligoxyloglucanes a
¢été réalisé¢ avec succes et donne acces a trois familles de copolymeéres a blocs « hybrides »
possédant des longueurs de blocs vinyliques variables.

En solution aqueuse, le copolymere a blocs XG-b-PAcVy; s’auto-assemble dans une
morphologie vésiculaire avec une membrane a base de PAcV hydrophobe et des blocs
hydrophiles xyloglucane stabilisants. Par ailleurs le copolymere a blocs XG-b-PNVPy; forme
également des polymersomes avec une membrane a base de xyloglucane et des blocs
stabilisants PN'VP, mais dans une solution H,O/acétone. Les propriétés d’auto-assemblage de

ces copolymeres a blocs « hybrides » restent a investiguer en détail.

Du point de vue de la synthése des copolymeres a blocs « hybrides », les deux stratégies
développées s’averent €tre simples et permettent d’envisager la création d’une grande variété
de composés en variant aussi bien la nature du bloc glucidique que celle du bloc synthétique.
La facult¢ de généraliser ces méthodes ouvrirait un champ de possibilités quant aux

monomeéres polymérisables (styréniques, acryliques,...).
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1. Méthodes générales

1.1. Solvants et réactifs

Le dichlorométhane et la triéthylamine sont distillés sur anhydride phosphorique (P,Os),
puis conservés sur tamis moléculaire. Les autres solvants sont utilisés sans autre purification.
L’acétate de vinyle et la N-vinyl-2-pyrrolidone sont distillés sous pression réduite avant

polymérisation tandis que I’acrylamide est utilisé tel quel.

1.2. Chromatographies sur silice

L'avancement des réactions est suivi par chromatographie sur couche mince (CCM) sur
plaque de gel de silice (Merk 60 F254) en utilisant des systémes d'é¢luants appropriés. La
révélation est effectuée par irradiation sous lumiere UV (A = 254 nm) et/ou par trempage dans
un révélateur acide (EtOH/H,O/H,SOy : 74-23-3 + 1 g d’orcinol) puis chauffage a 300°C.

Les séparations par chromatographie rapide sont réalisées sous pression d'air comprimé,

sur colonne de gel de silice (Merk Geduran SI 60 ; 40-63 um) avec 1'¢luant indiqué.

1.3. Caractérisation moléculaire et propriétés physico-chimiques

1.3.1. Spectrométrie par résonnance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de RMN 'H et °C ont été réalisés sur des spectrométres Britker AC300,
Avance 400 et AC400. Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en partie par million
(ppm).

Pour les mesures effectuées dans I'eau deutériée (D,O > 99.97 %), la référence utilisée
pour les spectres proton est le pic résiduel de HDO (étalonné a § = 4,79 ppm a 298K).

Pour les composés solubles dans le chloroforme, la référence utilisée pour les spectres
proton est le signal du chloroforme (étalonné a 6 = 7,26 ppm a 298K) ou, pour les spectres

carbone, la raie centrale du signal du CDCl; (étalonné a 6 = 77,0 ppm).
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Pour les spectres réalisés dans le diméthylsulfoxide deutéri¢ (DMSO-d¢), la référence
utilisée pour les spectres proton est le signal du diméthylsulfoxide (étalonné a 6 = 2,54 ppm a
298K).

La notation utilisée pour la description des spectres est la suivante : s (singulet), d

(doublet), t (triplet), q (quadruplet), m (massif ou multiplet).

1.3.2. Spectrométrie de masse

Les spectres de masse basse résolution ont été effectués au CERMAV sur un
spectrometre Waters Micromass ZQ pour la méthode d'ionisation de type electrospray (ESI)

et sur un appareil Bruker Autoflex pour la technique MALDI.

1.3.3. Spectrométrie infrarouge (IR)

Les spectres infrarouge ont été obtenus avec un spectrométre BRUKER Tensor 27
présentant une résolution inférieure 4 0.5 cm™ et un domaine spectral compris entre 7500 cm’
"et 370 cm™. Les différents échantillons ont été analysés qualitativement soit en réalisant une
pastille avec du KBr, soit aprés évaporation d’une goutte de solution sur une cellule ATR. Les

spectres obtenus ont, dans tous les cas, été corrigés par un « blanc ».

1.3.4. Chromatographie d’exclusion stérique (CES)

1.3.4.1. CES dans ’eau

Les masses molaires ainsi que les indices de polymolécularité des oligoxyloglucanes,
des polyméres de poly(acrylamide) de méme que leurs copolyméres a blocs ont été
déterminés par chromatographie d’exclusion stérique (CES) dans I’eau en présence de
NaNOs (8,5 g/l) et de NaNs (0,2 g/l) a 30°C (0.8 ml/min), a I’aide d’un appareil Polymer
Laboratories (PL — GPC50 Plus). Le systéme d’analyse est équipé de deux colonnes PL
aquagel-OH (PL aquagel-OH 40, 300x7,5 mm, 8um et PL aquagel-OH 30, 300x7,5 mm,
8um) et de deux détecteurs par réfractométrie différentielle et UV. Le dispositif est calibré a
I’aide de standard de poly(oxyde d’éthyléne) linéaire tandis que le marqueur est I’éthyléne

glycol.
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1.3.4.2. CES dans le DMF

Les masses molaires, les indices de polymolécularité des oligoxyloglucanes, des
polymeres de poly(acétate de vinyle) et de poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) ainsi que de leur
copolyméres a blocs ont été déterminés par chromatographie d’exclusion stérique (CES) dans
le DMF + LiBr (1g/l) a 60°C (0.8 ml/min), a I’aide d’un appareil Waters (Alliance
GPCV2000). Le systeme d’analyse est équipé de trois colonnes TSK (7,8%x30 cm, 5 pm,
G2000, G3000, et G4000 HHR avec une taille de pore de 250, 1500, et 10 000 A,
respectivement) et de deux détecteurs par réfractométrie différentielle (Jasco, RI-1530) et UV
(Jasco, UV-975). Le dispositif est calibré¢ a I’aide de standard de polystyreéne linéaire tandis

que le marqueur est le toluéne.

1.3.5. Diffusion dynamique de la lumiere

Les mesures de diffusion de la lumiére dynamique ont été effectuées avec le goniométre
ALVS5000 Laser d’ALV. La source du rayonnement est un laser hélium-néon (35 mW) dont la
longueur d’onde est égale a 632,8 nm. Il est équipé d’un corrélateur ALV-5000/EPP Multiple
Tau Digital possédant un temps d’échantillonnage initial de 125 ns. Les températures de
mesures peuvent étre régulées grace a un bain thermostaté. Les mesures ont été effectuées a
différents angles (50°< 0 < 130°) et sur une période de 60 a 300 secondes par angle. Les
fonctions de corrélation ont été traitées par la méthode CONTIN. Le programme utilisé pour

faire ces traitements est le logiciel d’acquisition et de contrdle d’ALV : ALV-5000E.

1.3.6. Microscopie électronique en transmission

Les clichés de microscopie €lectronique en transmission ont été obtenus sur un
microscope Hitachi H7650 opérant a 80kV équipé d’une caméra GATAN Orius 11
mégapixels. Les échantillons ont été préparés par la « méthode du spray » : cette technique
consiste a pulvériser sous pression d’azote une solution aqueuse de copolymeres a blocs a
Img/ml sur une grille adaptée (400 mesh, grille en cuivre recouverte de carbone). La grille est

ensuite laissée a ’air libre a température ambiante afin qu’elle séche.

Page 215



Partie expérimentale

2. Modifications chimio-enzymatiques du xyloglucane et élaboration d’agents de

transfert MADIX

N-(2-Bromopropanoyl)succinimide (5)

o
0
N\O)K(Br
o

21 A une solution

Le produit a été obtenu selon un procédé déja décrit dans la littérature.
de N-hydroxysuccinimide (9,9 g; 86,1 mmol ; 1,1 éq.) dans du dichlorométhane refroidie a
0°C sont ajoutés, goutte a goutte, de I’acide bromopropionique (7 ml ; 78,3 mmol ; 1 €q.) et le
dicyclohexylcarbodiimide (16,16 g ; 78,3 mmol ; 1 éq.). La réaction est agitée a température
ambiante durant une nuit. L’avancement de la réaction est suivi sur CCM sous UV (Et,0).

La solution est filtrée et le produit est purifié par chromatographie sur gel de silice

(Et20) pour donner un solide blanc (18,6 g, 95 %)

RMN 'H (ppm, CDCls, 298 K) : 1,96 (d, 3H, CH(CH;)Br,), 2,86 (s, 4H, Heyel), 4,61 (q, 1H,
CH(CH;)Br).

RMN “C (ppm, CDCls, 298 K): 21,67 (1C, CH(CH3)Br) 25,74 (2C, Cea), 34,97 (1C,
CH(CH3)Br), 166,17 (1C, C=0), 168,69 (2C, C¢ye=0).

2-Azidoéthanamine (6)

Na~—">NH,

Le produit a été obtenu selon un procédé déja décrit dans la littérature.””> A une solution
d’hydrobromure de 2-bromoéthylamine (20 g; 97,6 mmol ; 1 éq.) dans 1’eau (20 ml) est
ajouté I’azide de sodium (12,68 g ; 195 mmol ; 2 €q.). La réaction est agitée a la température

de 80°C pendant 3 jours et son avancement est suivi par CCM (acétonitrile/H,0, 8-2, v/v). La
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solution est par la suite concentrée et refroidie dans un bain de glace. De I’éther diéthylique
puis des pastilles d’hydroxyde de potassium (21 g) sont ajoutés tout en conservant une
température inférieure a 10°C. Apres séparation de la phase organique, la phase aqueuse est
extraite plusieurs fois avec de 1’éther diéthylique (130 ml). Les phases organiques sont
rassemblées et séchées avec Na,SOy, puis concentrées afin de donner un liquide transparent

(8,13 g:;97 %).

RMN 'H (ppm, CDCls, 298 K) : 1,50 (s, 1H, NH,), 2,71 (t, 2H, N3sCH,CH,NH,), 3,20 (t, 2H,
N;CH,CH,NH,).

RMN "*C (ppm, CDCls, 298 K) : 41,24 (1C, NsCH,CH,NH,), 54,54 (1C, N3CH,CH,NH,).

N-(2-Azidoéthyl)-2-bromopropanamide (7)

O

Ns\/\NJ\(Br
H

A une solution du composé 5 (669 mg ; 2,7 mmol ; 1 éq.), dans le dichlorométhane et
refroidie a 0°C sont ajoutés, goutte a goutte, le composé 6 (462 mg ; 5,37 mol ; 2 €q.) puis de
la triéthylamine (1,12 ml; 8,07 mmol ; 3 €q.). La réaction est agitée a température ambiante
pendant une nuit et 1’avancement de la réaction est suivi par CCM (éther de pétrole/acétate
d’¢éthyle, 8-2, v/v). La solution est concentrée puis purifié par chromatographie sur gel de

silice (éther de pétrole/acétate d’éthyle, 8-2, v/v) afin de donner un solide (518,3 mg ; 88 %).
Spectrométrie de masse (ES) : m/z=221 [M + H]"

RMN 'H (ppm, CDCls, 298 K) : 1,85 (d, 3H, CHCHs), 3,43 (m, 4H, N5sCH,CH,), 4,36 (q, 1H,
CHCH3), 6,61 (s, 1H, NH).

RMN "C (ppm, CDCls, 298 K) : 23,31 (1C, CHCH3), 39,87 (1C, N;CH,CH,NH), 45,12 (1C,
CHCHj3), 50,82 (NsCH,CH,).

Spectrométrie infrarouge (cm™, FTIR) : 2 100 (N3).
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Mélange de XXXG, XXLG et XLXG, XLLG (8)

OH
O+-H
HO 0 HO’EO\
H%) HO Oémin
0 no~CH 0 OH.oH
R L o O

0 OH HO
oy To %
o) m, n =0 =XXXG
HTO05 m=0,n=1oum=1,n=0— XLXG ou XXLG
n m,n=1—- XLLG

Du xyloglucane de graines de tamarin de 3A, Dainippon Pharmaceuticals (3,5 g) est

dissous dans 1’eau (500 ml) sous agitation mécanique a 37°C. Apres solubilisation totale du
polysaccharide, la cellulase 3042A de Genencor (1,35 ml) est ajoutée au mélange qui est agité
mécaniquement pendant 4 h a 37°C. L’avancement de la réaction est suivi par CCM
(acétonitrile/H,O, 7-3, v/v). La réaction est plongée dans un bain d’eau a 100°C afin de
dénaturer I’enzyme, puis elle est filtrée sur célite, concentrée et lyophilisée pour donner les
oligoxyloglucanes de DP 7, 8 et 9 dans les proportions 15-35-50, respectivement (3,5 g ;
80%).

Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : (XXXG) m/z = 1085 [M + Na]"
(XXLG et XLXG) m/z = 1247 [M + Na]"
(XLLG) m/z = 1409 [M + Na]"

RMN 'H (ppm, D,0, 298 K) : 3,20-4,10 (m, 47H, H-2,3,4,5.6 Glc, Gal, Xyl), 4,46-4,58 (m,
4H, H-1Glc et Gal), 4,62 (d, 1H, H-1 Glc'™®), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1 Xyl""™), 5,15 (s, 1H, H-1
Xyl™), 5,19 (d, 1H, H-1 GIc'%).
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Mélange de N-propargyle oligoxyloglucanes (9)

OH HO Ac
OHOH, VA _—~oH
0—=OH m 1 =0-xxxa
HT-0M% m=0,n=1oum=1,n=0— XLXG ou XXLG
n m,n=1—'XLLG

A une solution de 8 (4 g; 3,12 mmol ; 1 €éq.) dans le méthanol (6 ml) est ajoutée de la
N-propargylamine (4 ml ; 62,4 mmol ; 20 éq.) conduisant a une solution orange visqueuse.
Cette derniere est agitée a température ambiante pendant 3 jours. L’avancement de la réaction
est suivi sur CCM (acétonitrile/H,O, 7-3 v/v). La solution est diluée dans 120 ml d’un
mélange méthanol/dichlorométhane 1-2 (v/v). Un précipité blanc apparait et la solution est
laissée sous agitation magnétique pendant dix minutes. Puis elle est filtrée et le solide blanc
est lavé avec 120ml d’un mélange méthanol/dichlorométhane 1-2 (v/v). Le solide est alors
soumis a une N-acétylation en le plagant dans 800 ml d’un mélange méthanol/anhydride
acétique 20-1 (v/v). La solution est maintenue sous agitation magnétique pendant 24h a
température ambiante. Elle est ensuite évaporée et coévaporée au toluene puis lyophilisée. Le

mélange de N-propargyle oligoxyloglucanes est obtenu avec un rendement molaire de 94%.

Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : (XXXG) m/z= 1164 [M + Na]"
(XXLG et XLXG) m/z = 1326 [M + Na]"
(XLLG) m/z = 1488 [M + Na]"

RMN 'H (ppm, D,0, 298 K) : 2,21 et 2,29 (2 s, rotamere, 3H, CH; (NAc)), 2,55 et 2,72 (2 s,
rotamére, 1H, C=CH), 3,20-4,35 (m, 47H, H-2,3,4,5,6 Glc, Gal, Xyl), 4,46-4,58 (m, 6H, H-
1Glc et Gal et NCH,), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1 XyI"™ ™), 5,06 (d, 1H, H-1 Glc"), 5,15 (s, 1H,
H-1 XyI™).

Spectrométrie infrarouge (cm™', KBr): 1083 (CN, amide), 1 645 (C=0, amide), 2 700-
3 100 (CH oligosaccharide), 3 100-3 600 (OH, oligosaccharide).
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Mélange de w-bromo-oligoxyloglucanes (10)

H
Hotg /<“%
HO 0]\ HOHO /m

%&HW\HM Hw A(\N/\/ j(LBr

OHOH lVO
O fo

H-+—O HO
n

A une solution de 9 (50 mg ; 0,04 mmol ; 1 éq.) dans un mélange H,O/méthanol (5 ml,

—XXXG
=1oum=1,n=0— XLXG ou XXLG
- XLLG

333
sl
ne

430

1-1, v/v) est ajouté le produit 7 (12 mg ; 0,06 mmol ; 1,5 éq.), de 1’ascorbate de sodium (7
mg ; 0,04 mmol ; 1€q.) et une solution de sulfate de cuivre 0,1 M fraichement préparée (0,07
ml ; 0,008 mmol ; 0,2 €q.). La réaction est agitée a température ambiante pendant 4 h et
I’avancement de la réaction est suivi par CCM (acétonitrile/H,0O, 8-2, v/v). La solution est par
la suite concentrée et purifiée par chromatographie sur gel de silice (acétonitrile/H,O, 8-2,
v/v). Les fractions du produit désiré sont rassemblées et lyophilisées pour donner un solide

(42,5 mg ; 73 %).

Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : (XXXG) m/z = 1384 [M + Na]"
(XXLG et XLXG) m/z = 1546 [M + Na]"
(XLLG) m/z = 1708 [M + Na]"

RMN 'H (ppm, D,0O, 298 K) : 1,57-1,68 (m, 3H, CHCH3), 2,21 et 2,29 (2 s, rotamere, 3H,
CH; (NAc)), 3,20-4,35 (m, 51H, H-2,3,4,5,6 Glc, Gal, Xyl et CH,CH,), 4,36 (q, 1H, CHCH3),
4,46-4,58 (m, 6H, H-1Glc et Gal et NCH,), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1 Xyl™"™), 5,10 et 5,58 (d,
1H, H-1 Glc™), 5,15 (s, 1H, H-1 XyI"), 7,87 et 8,00 (2 s, rotamére, 1H, C=CH triazole).

Spectrométrie infrarouge (ecm”, KBr): 1652 (C=0, amide), 2700-3100 (CH
oligosaccharide), 3 100-3 600 (OH, oligosaccharide).
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Mélange de w-xanthate-oligoxyloglucanes (11)

H
HOﬁ&
HO 7 Yoo /m S

%Hmmﬁ& Hw /\/\N/\/N\[H\S)J\OEt

OHOH_\}/
0 Yo m, n =0 = XXXG
H+—O m=0,n=1oum=1,n=0— XLXG ou XXLG
HO o m,n=1- XLLG

A une solution de 10 (25 mg; 0,02 mmol ; 1 éq.), dans le DMF (2 ml), est ajouté de
I’O-éthylxanthate de potassium (21 mg; 0,16 mmol ; 8 éq.). La réaction est agitée a 70°C
pendant 4h. Le suivi de la réaction est effectué par CCM (acétonitrile/H,O, 7-3, v/v). La
solution est par la suite concentrée et purifiée par chromatographie sur gel de silice
(acétonitrile/H,0, 8-2, v/v). Les fractions du produit désiré sont rassemblées et lyophilisées

pour donner un solide (19,5 mg ; 75 %).

Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : (XXXG) m/z= 1442 [M + K]"
(XXLG et XLXG) m/z = 1604 [M + K]"
(XLLG) m/z= 1766 [M + K]

RMN 'H (ppm, D,0, 298 K): 1,04-1,62 (m, 6H, CH,CH; et CHCH3), 2,21 et 2,29 (2 s,
rotamére, 3H, CH; (NAc)), 3,20-4,35 (m, 51H, H-2,3,4,5,6 Glc, Gal, Xyl et CH,CH,), 4,36
(q, 1H, CHCH3), 4,46-4,58 (m, 6H, H-1Glc et Gal et NCH, et CH,CH3), 4,88-4,95 (m, 2H, H-
1 Xyl'™"™), 5,10 et 5,58 (d, 1H, H-1 Glc'®), 5,15 (s, 1H, H-1 Xyl'"), 7,87 et 8,00 (2 s, rotamére,
1H, C=CH triazole).
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Oligoxyloglucane XXXG (12)

A une solution de 8 (20 mg ; 0,02 mmol ; 1 éq.) dans I’eau (2 ml) est ajoutée la B-D-
Galactosidase d’A4.Niger (0,0056 ml). La réaction est agitée mécaniquement a 60°C pendant
90 min. L’avancement de la réaction est suivi par CCM (acétonitrile/H,O, 7-3, v/v). La
réaction est plongée dans un bain d’eau a 100°C afin de dénaturer I’enzyme, puis elle est
filtrée sur Célite, avant d’€tre purifiée par chromatographie sur gel de silice (acétonitrile/H,O,

8-2, v/v). Les fractions du produit désiré¢ sont rassemblées et lyophilisées pour donner un
solide blanc (9,4 mg ; 55 %).

Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : m/z = 1085 [M + Na]"

RMN 'H (ppm, D,0, 298 K) : 3,20-4,10 (m, 39H, H-2,3,4,5,6 Glc, Xyl), 4,46-4,58 (m, 3H,
H-1Glc), 4,62 (d, 1H, H-1 Glc'), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1 Xyl"™™), 5,15 (s, 1H, H-1 XyI"),

5,19 (d, 1H, H-1 GIc'%).

N-propargyle XXXG (13)

O O
19 JEAS
Hém‘l—loo HO HOO
OH OH
o O
HO HO 0 HO NS
H%OQ?H%OH%AC =
R
0 OH
A une solution de 12 (4 g ; 3,77 mmol ; 1 éq.) dans le méthanol (6 ml) est ajoutée de la

N-propargylamine (4 ml ; 62,4 mmol ; 17 éq.) conduisant a une solution orange visqueuse. La

solution est agitée a température ambiante pendant 3 jours. L’avancement de la réaction est
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suivi sur CCM (acétonitrile/H,O, 7-3, v/v). La solution est diluée dans 120 ml d’un mélange
méthanol/dichlorométhane 1-2 (v/v). Un précipité blanc apparait et la solution est laissée sous
agitation magnétique pendant dix minutes. La solution est par la suite filtrée et le solide blanc
lavé avec 120ml d’un mélange méthanol/dichlorométhane 1-2 (v/v). Ce solide est alors
soumis a une N-acétylation en le plagant dans 800 ml d’un mélange méthanol/acide acétique
20-1 (v/v). La solution est maintenue sous agitation magnétique pendant 24h a température
ambiante. La solution est ensuite évaporée et coévaporée au toluéne puis lyophilisée. Le

mélange de N-propargyle oligoxyloglucanes est obtenu avec un rendement molaire de 90%.
Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : m/z = 1164 [M + Na]"

RMN 'H (ppm, D,0, 298 K) : 2,21 et 2,29 (2 s, rotamere, 3H, CH; (NAc)), 2,55 et 2,72 (2 s,
rotamére, 1H, C=CH), 3,20-4,10 (m, 39H, H-2,3,4,5,6 Glc, Xyl), 4,46-4,58 (m, 5SH, H-1Glc

et NCH,), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1 Xyl™™), 5,06 (d, 1H, H-1 GIc'), 5,15 (s, 1H, H-1 XyI"™).

Spectrométrie infrarouge (em”, KBr): 1652 (C=0, amide), 2700-3100 (CH
oligosaccharide), 3 100-3 600 (OH, oligosaccharide).

®-Bromo-XXXG (14)

HO
FAE % ~ %
HO™""on m HO w A(\N Br
oy
5 —\"OH

A une solution de 13 (3 g ; 2,63 mmol ; 1 éq.) dans un mélange H,O/méthanol 1-1 (v/v)
est ajouté le produit 7 (867 mg ; 3,94 mmol ; 1,5 €q.), de I’ascorbate de sodium (521 mg ;
2,63 mmol ; 1éq.) et une solution de sulfate de cuivre 0,1 M fraichement préparée (0,53 ml ;
0,53 mmol; 0,2 éq.). La réaction est agitée a température ambiante pendant 4 h et
I’avancement de la réaction est suivi par CCM (acétonitrile/H,O, 8-2, v/v). La solution est par

la suite concentrée et purifiée par chromatographie sur gel de silice (acétonitrile/H,O, 8-2,
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v/v). Les fractions du produit désiré¢ sont rassemblées et lyophilisées pour donner un solide

(3,5 g; 98 %).

Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : m/z = 1384 [M + Na]"

RMN 'H (ppm, D,0O, 298 K) : 1,57-1,68 (m, 3H, CHCH3), 2,21 et 2,29 (2 s, rotamere, 3H,
CH; (NAc)), 3,20-4,35 (m, 43H, H-2,3,4,5,6 Glc, Xyl et CH,CH»), 4,36 (q, 1H, CHCH3),
4,46-4,58 (m, 5H, H-1Glc et et NCH,), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1 Xyl"™™), 5,10 et 5,58 (d, 1H,

H-1 Glc™), 5,15 (s, 1H, H-1 Xyl"), 7,87 et 8,00 (2 s, rotamére, 1H, C=CH triazole).

Spectrométrie infrarouge (cm’, KBr): 1652 (C=0, amide), 2 700-3 100 (CH
oligosaccharide), 3 100-3 600 (OH, oligosaccharide).

a-Fluorure de lactosyle (15)

OHOH Ho F
1o B2
OH 0
OH

Chemical Formula: C1oHp4FO4g
Exact Mass: 344,11

L’o-fluorure de lactosyle peracétylé® (3 g; 4,42 mmol ; 1 éq.) est dissous dans un
mélange HF/pyridine 7-3 (v/v) (20 ml) a 0°C contenu dans un bécher en plastique. La réaction
est agitée pendant 2 h puis diluée dans le dichlorométhane avant d’étre neutralisée a froid par
une solution d’ammoniaque 3M (60 ml). Apres extraction, la phase organique est lavée
plusieurs fois avec de I’hydrogénocarbonate de sodium. Les phases organiques sont
rassemblées et séchées sur Na,SO4 anhydre. Le produit est purifié¢ par chromatographie sur
gel de silice (éther de pétrole/acétate d’éthyle, 1-1, v/v). La solution est évaporée donnant un
solide blanc (2,5 g; 88 %) qui est identifié comme étant le produit attendu par comparaison
avec un échantillon identique de fluorure de lactosyle acétylée.””

Ce solide (8,1 g; 12,69 mmol ; 1 éq.) est dissous a froid dans le méthanol (800 ml)
avant d’ajouter du méthanoate de sodium 1M (6 ml). La réaction est agitée pendant 3h puis

neutralisée par de la résine Amberlite acide IR 120. Le mélange est filtré, concentré puis
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lyophilisé pour donner un solide blanc (4,3 g ; 98 %) qui est identifi¢ comme étant le produit

attendu par comparaison avec un échantillon identique de fluorure de lactosyle.

Spectre de masse (ESI) : m/z =367 [M+Na]"

(2.2.2-Trifluoroéthyl)-2-bromopropionate (16)

0]
E}F/\O)H/Br

A une solution de 2,2,2-trifluoroéthanol (2 ml ; 19,8 mmol ; 1 éq.) dans de chloroforme
sont ajoutés au goutte a goutte du chlorure de bromoprioponyle (1,44 ml ; 19,8 mmol ; 1 éq.)
et de la tri¢thylamine (3,04 ml; 21,8 mmol ; 1,1 éq.). La réaction est agitée a température
ambiante pendant Sh. L’avancement de la réaction est suivi par CCM (éther de pétrole/acétate
d’éthyle, 9-1, v/v). La solution est par la suite concentrée et purifiée par chromatographie sur
gel de silice (éther de pétrole/acétate d’éthyle, 8-2, v/v). Les fractions du produit désiré sont

rassemblées et évaporées pour donner un solide (518,3 mg ; 88 %).

RMN 'H (ppm, CDCLs, 298 K) : 1,83 (d, 3H, CHCHa), 4,39 (g, 1H, CHCHs), 4,51 (m, 2H,
CH,CF3).

RMN *C (ppm, CDCLs, 298 K) : 21,60 (1C, CHCH;), 38,55 (1C, CHCH3), 60,78 (g, 1C,
CH,CF3), 117,35 (q, 1C, CH,CF3), 169,06 (1C C=0).

o-Fluorure de 611-2-bromopropionyle-lactosyle (17)

Br
o
OHO Ho F
&O: HO
HO @) 0
OH

OH
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A une solution contenant I’a fluorure de lactosyle (3 g; 8,72 mmol ; 1 éq.) et la lipase
ommobilisé de Candida antartica Novozyme (9 g) dans 1’alcool tertio-amylique, est ajouté le
compos¢é 16 (30 ml; 12,82 mmol ; 14,7 €q.). La réaction est agitée mécaniquement a 40°C
pendant 2h. La solution est diluée dans le méthanol et filtrée. Le produit est concentré puis
purifié par chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d’éthyle, 1-9, v/v puis
dichlorométhane/méthanol, 85-15, v/v). Les fractions du produit désiré sont rassemblées et

évaporées pour donner un solide (2,5 g ; 60 %).
Spectrométrie de masse (ESI) : m/z =496 [M + NH,]"

o.®-Dibromo-xvloglucane (18)

Br
o~ HETR FEASE
OHO HO HO y
o HO O o OH O OH N
S AN et AN NSNS
HO O O HO @ O HO o) d 0 _
OH OH OH Ho Ac  N=N e}
OH Qon
v
S OH

Dans un erlenmeyer sont introduits le w-bromo-XXXG (2,8 g; 1,72 mmol ; 1 éq.) et
I’a-fluorure de 611-2-bromopropionyle-lactosyle (1,15 g ; 2,4 mmol ; 1,4 éq.). L’ensemble est
solubilisé dans une solution tampon phosphate pH 7 (110 ml) puis la glycosynthase HiCel7B
E197A d'Humicola insolens est introduite (70 mg). La réaction est agitée mécaniquement a
40°C pendant 90 min. Le produit est concentré et purifié¢ par chromatographie sur gel de silice
(acétonitrile/H,0, 85-15, v/v). Les fractions du produit désiré sont rassemblées et lyophilisées

pour donner un solide blanc (3,1 g ; 99 %).
Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : m/z = 1842 [M + Na]"

RMN 'H (ppm, D,O, 298 K) : 1,57-1,68 (m, 3H, 2 X CHCH3), 2,21 et 2,29 (2 s, rotamere,
CH; 3H, (NAc)), 3,20-4,35 (m, 55H, H-2,3,4,5,6 Glc, Xyl et CH,CH,), 4,20-4,52 (q, 2H, 2 X
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CHCHs), 4,46-4,58 (m, 11H, H-1Glc et Gal et NCH, et 2 X CH,CH3), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1
Xyl™ ™), 5,10 et 5,58 (d, 1H, H-1 Glc™), 5,15 (s, 1H, H-1 Xyl""), 7,87 et 8,00 (2 s, rotamére,
1H, C=CH triazole).

a,m-Dixanthate-xyloglucane (19)

EtO

S

OHO A FE
&HW%WH%WMNN%S OEt
%ﬁgH

A une solution de 18 (100 mg ; 5,5 umol ; 1 éq.) dans le DMF (0,8 ml), est ajouté 1’O-
¢thylxanthate de potassium (60 mg ; 0,37 mmol ; 3 €q.). La réaction est agitée a température
ambiante pendant 3h. Le suivi de la réaction est effectué¢ par CCM (acétonitrile/H,0, 7-3 v/v).
La solution est par la suite concentrée et purifiée par chromatographie sur gel de silice
(acétonitrile/H,0O, 8-2 v/v). Les fractions du produit désiré sont rassemblées et lyophilisées

pour donner un solide (50,2 mg ; 48 %).
Spectrométrie de masse (MALDI-TOF) : m/z = 1926 [M + Na]"

RMN 'H (ppm, D0, 298 K) : 1,27-1,72 (m, 12H, 2 X CH,CH; et 2 x CHCH3), 2,21 et 2,29
(2 s, rotamere, 3H, CH3 (NAc)), 3,20-4,35 (m, 55H, H-2,3,4,5,6 Glc, Gal, Xyl et CH,CH>),
4,20-4,52 (q, 2H, 2 x CHCHs), 4,46-4,58 (m, 11H, H-1Glc et Gal et NCH; et 2 X CH,CHs),
4,88-4,95 (m, 2H, H-1 Xyl"™ ™), 5,10 et 5,58 (d, 1H, H-1 Glc'), 5,15 (s, 1H, H-1 Xyl"), 7.87
et 8,00 (2 s, rotamere, 1H, C=CH triazole).
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Xanthate de O-éthyle-S-(N-(2-azidoéthyle)-propanamide) (20)

0]

No STOEt
H S

A une solution du composé 7 (14,6 g; 66,6 mmol ; 1 €q.), dans I’acétone (300 ml) est
ajouté de 1’O-éthylxanthate de potassium (16,1 g ; 99,9 mmol ; 1,5 éq.). La réaction est agitée
a température ambiante pendant Sh et 1’avancement est suivi par CCM (éther de
pétrole/acétate d’éthyle, 8-2, v/v). La solution est concentrée puis purifiée par
chromatographie sur gel de silice (éther de pétrole/acétate d’éthyle, 75-25, v/v). Les fractions

de produit désiré sont évaporées pour donner un solide jaune (12,3 mg ; 70 %).

RMN 'H (ppm, CDCls, 298 K) : 1,41 (t, 3H, CH,CHs), 1,55 (d, 3H, CHCH3), 3,42 (m, 4H,
CH,-CH»), 4,31 (q, 1H, CHCH3), 4,63 (q, 2H, CH,CH3), 6,69 (s, 1H, NH)

RMN “C (ppm, CDCl;, 298 K): 13,71 (1C, CH,CH3), 16,25 (1C, CHCH3), 39,20 (1C,
CH,NH), 47,79 (1C, CHCH3), 50,73 (1C, N3CH,), 70,81 (1C, CH,CH3), 171,08 (1C, C=0),

213,34 (1C, C=S).

Spectrométrie infrarouge (cm™, FTIR) : 2100 (N3).
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3. Synthese de copolymeéres a blocs « hybrides » xyloglucane/polymeére vinylique

par la voie « starting from »

Copolymeres a blocs XG-b-PAm par la méthode « starting from » (21)

H
Hom H,N. O
Ho 7 HOHO /m 2

p
HOH
0] ‘O OH m, n =0 =XXXG
H4+—0O m=0,n=1oum=1,n=0— XLXG ou XXLG
HO o m,n=1—- XLLG

Les polymérisations de I’acrylamide (Am) ont été réalisées selon le méme modele, en

faisant varier le solvant, la concentration en réactifs ou 1’amorceur.

Typiquement, la polymérisation de I’acrylamide en discontinu, et plus particulierement
I’obtention du copolymeére 21-1 (XG-b-PAmys), est réalisée de la maniére suivante : dans un
tube de Schlenk muni d’un barreau aimanté, le XG-Xa 11 (100 mg ; 61,6 umol ; 1 éq.), ’ACP
(3,5 mg; 12,3 umol ; 0,2 éq.), ’Am (109,5 mg; 1,5 mmol ; 25 éq.) et ’eau (1,9 ml) sont
successivement introduits. Le mélange réactionnel est homogénéisé, désoxygéné en réalisant
3 cycles gel/aspiration/dégel puis placé sous atmosphére inerte de diazote. Le tube est ensuite
placé dans un bain d’huile thermostaté a 70°C pendant 24h sous vive agitation.

Une fraction du produit brut est par la suite dissoute dans le D,O puis analysée par
RMN 'H afin de déterminer la conversion du monomére. Le reste de la solution est versé
lentement dans de 1’acétone (30 ml) sous vive agitation. Le précipité obtenu est centrifugé.
L’opération est répétée une seconde fois avant de sécher le précipité sous pression réduite a
température ambiante. Le produit purifié¢ obtenu est ensuite analysé par CES dans I’eau ainsi

que par RMN 'H aprés dissolution dans le D,0.

Dans le cas de la polymérisation de I’acrylamide en continu, et plus particulierement

I’obtention d’un copolymeére de type XG-b-PAmys, la réaction est réalisée de la maniére
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suivante : dans un tube de Schlenk n°l muni d’un barreau aimanté, le XG-Xa 11 (100 mg ;
61,6 umol ; 1 éq) et I’eau (0,31 ml) sont successivement introduits. Dans un tube de Schlenk
n°2 est préparée une solution 0,037M d’ACP dans 1’eau. Dans un tube de Schlenk n°3 est
préparée une solution 1,21M d’Am dans D’eau. Les solutions sont homogénéisées,
désoxygénées en réalisant 3 cycles gel/aspiration/dégel puis placées sous atmospheére inerte de
diazote. Le tube n°1 est ensuite placé dans un bain d’huile thermostaté¢ a 70°C. La solution
d’acrylamide est ajoutée au goutte a goutte a un débit de 0,254 ml/h pendant 5h a ’aide d’un
pousse-seringue, tandis qu’a I’instant initial puis toutes les heures pendant 5h, un volume de
0,053 ml d’amorceur est ajouté a ’aide d’une seringue dans le milieu réactionnel. Le temps
total de la polymérisation est de 24h.

Une fraction du produit brut est par la suite dissoute dans le D,O puis analysée par
RMN 'H afin de déterminer la conversion du monomére. Le reste de la solution est versé
lentement dans de 1’acétone (30 ml) sous vive agitation. Le précipité obtenu est centrifugé.
L’opération est répétée une seconde fois avant de sécher le précipité sous pression réduite a
température ambiante. Le produit purifi¢ obtenu est ensuite analysé par CES dans 1’eau ainsi

que par RMN 'H apreés dissolution dans le D,O.

Afin d’éliminer un maximum d’agent de transfert glucidique résiduel, et ainsi obtenir un
copolymere a blocs pur, une dialyse est réalisée en introduisant le produit pendant 3 jours
dans un boudin ayant une membrane de seuil de coupure égale a 14 000 g/mol en changeant
régulierement ’eau distillée. Le copolymere est obtenu apres lyophilisation de cette solution
aqueuse. Le produit purifié obtenu est ensuite analysé par CES dans 1’eau ainsi que par RMN

'H apres dissolution dans le D,0.

RMN 'H (ppm, D,O, 298 K): 0,92-1,23 (m, 6H, CH,CH; et CHCHs), 1,44-1,89
(CH,CH((C=0)NH,)), 2,11-2,46 (CH,CH((C=0)NH,) et CH; (NAc ), 3,20-4,35 (m, 51H, H-
2,3,4,5,6 Gle, Gal, Xyl et CH,CH,), 4,36 (g, 1H, CHCH3), 4,46-4,58 (m, 6H, H-1Glc et Gal et
NCH, et CH,CH3), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1 Xyl™™), 5,10 et 5,58 (d, 1H, H-1 Glc'?), 5,15 (s,
1H, H-1 XyI"), 7,87 et 8,00 (2 s, rotamére, 1H, C=CH triazole).
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Copolymeres a blocs XG-b-PAcV par la méthode « starting from » (22)

H

p

HOH ,
0 Yo OH m,n =0 —XXXG
H4+-0O m=0n—1oum=1,n=0—'XLXGouXXLG
HOn m,n=1- XLLG

Les polymérisations de 1’acétate de vinyle (AcV) ont été réalisées selon le méme

modele. Typiquement, la polymérisation de I’AcV pour I’obtention du copolymere 22-2 (XG-
b-PVAcs), est réalisée de la maniére suivante : dans un tube de Schlenk muni d’un barreau
aimanté, le XG-Xa 11 (100 mg; 61,6 umol ; 1 €q.), ’AIBN (2 mg; 12,3 umol; 0,2 éq.),
I’AcV (0,57 ml; 6,2 mmol ; 50 éq.) et le DMF (2,7 ml) sont successivement introduits. Le
mélange réactionnel est homogénéisé, désoxygéné en réalisant 3 cycles gel/aspiration/dégel
puis placé sous atmosphére inerte de diazote. Le tube est ensuite placé dans un bain d’huile
thermostaté a 60°C pendant 24h sous vive agitation.

Le solvant de la réaction ainsi que le monomere résiduel sont évaporés sous pression
réduite afin de déterminer par gravimétrie la conversion du monomeére. Le produit obtenu est
ensuite analysé par CES dans le DMF ainsi que par RMN 'H aprés dissolution dans le
DMSO-ds.

RMN 'H (ppm, DMSO, 298 K): 1,16-1,40 (6H, CH,CH; et CHCHs), 1,60-1,86
(CH,CH(O(C=0)CHj)), 1,86-2,16 (CH,CH(O(C=0)CHs)),. 3,00-3,93 (H oligosaccharide et
CH,-CHy), 3,97 (1H, CHCHs), 4,06-4,20 (CH,CH), 4,20-5,76 (H,OH oligosaccharide (42H),
CH,CH(O(C=0)CHs)).
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Copolymeres a blocs XG-6-PNVP par la méthode « starting from » (23)

Hﬁoﬁ% m> L

0] p

HOH
0] ‘O OH m, n =0 =XXXG
H4+—0O m=0,n=1oum=1,n=0— XLXG ou XXLG
HO o m,n=1—- XLLG

Typiquement, la polymérisation de la NVP pour 1’obtention du copolymeére 23-1 (XG-

b-PNVP,), est réalisée de la maniére suivante : dans un tube de Schlenk muni d’un barreau
aimanté, le XG-Xa 11 (100 mg ; 61,6 umol ; 1 éq.), PAIBN (2 mg; 12,3 umol ; 0,2 €q.), la
NVP (1,3 ml; 12,3 mmol; 100 éq.) et ’eau (5,9 ml) sont successivement introduits. Le
mélange réactionnel est homogénéisé, désoxygéné en réalisant 3 cycles gel/aspiration/dégel
puis placé sous atmosphére inerte de diazote. Le tube est ensuite placé dans un bain d’huile
thermostaté a 60°C pendant 24h sous vive agitation.

Une fraction du produit brut est par la suite dissoute dans le D,O puis analysée par
RMN 'H afin de déterminer la conversion du monomére. Le reste de la solution est versé
lentement dans de dioxane (300 ml) sous vive agitation. Le précipité obtenu est centrifugé.
L’opération est répétée une seconde fois avant de sécher le précipité sous pression réduite a
température ambiante. Le produit purifi¢ obtenu est ensuite analysé par CES dans le DMF

ainsi que par RMN 'H aprés dissolution dans le D,0.
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Copolymeres a blocs PAm-b-XG-b-PAm par la méthode « starting from » (24)
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Les polymérisations de I’Am ont été réalisées selon le méme modele. Typiquement, la
polymérisation de I’acrylamide, et plus particulierement 1’obtention du copolymére 24-2
(PAmso-b-XG-b-PAmsp), est réalisée de la manicre suivante : dans un tube de Schlenk muni
d’un barreau aimanté, I’oligoxyloglucane difonctionnel 19 (100 mg; 52,5 umol; 1 éq.),
I’ACP (2,9 mg ; 10,5 umol ; 0,2 €q.), ’Am (373,4 mg ; 5,3 mmol ; 100 éq.) et I’eau (1,9 ml)
sont successivement introduits. Le mélange réactionnel est homogénéisé, désoxygéné en
réalisant 3 cycles gel/aspiration/dégel puis placé sous atmosphére inerte de diazote. Le tube
est ensuite placé dans un bain d’huile thermostaté a 70°C pendant 24h sous vive agitation.

Une fraction du produit brut est par la suite dissoute dans le D,O puis analysée par
RMN 'H afin de déterminer la conversion du monomére. Le reste de la solution est versé
lentement dans de 1’acétone (30 ml) sous vive agitation. Le précipité obtenu est centrifugé.
L’opération est répétée une seconde fois avant de sécher le précipité sous pression réduite a
température ambiante. Le produit purifi¢ obtenu est ensuite analysé par CES dans 1’eau ainsi
que par RMN 'H aprés dissolution dans le D,O.

Afin d’¢éliminer un maximum d’agent de transfert glucidique résiduel, et ainsi obtenir un
copolymeére a blocs pur, une dialyse est réalisée en introduisant le produit pendant 3 jours
dans un boudin ayant une membrane de seuil de coupure égale a 14 000 g/mol en changeant
régulicrement 1’eau distillée. Le copolymere est obtenu apres lyophilisation de cette solution
aqueuse. Le produit purifié obtenu est ensuite analysé par CES dans 1’eau ainsi que par RMN

'H aprés dissolution dans le D,O.

RMN 'H (ppm, D,O, 298 K): 0,90-1,20 (m, 6H, CH,CH; et CHCHj), 1,44-1,89
(CH,CH((C=0)NH,)), 2,11-2,46 (CH,CH((C=0O)NH,) et CH; (NAc ), 3,20-4,35 (m, 55H, H-
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2,3,4,5,6 Glc, Gal, Xyl et CH,CH,), 4,20-4,52 (q, 2H, 2 x CHCH3), 4,46-4,58 (m, 11H, H-
1Glc et Gal et NCH, et 2 x CH,CH3), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1 XyI""™), 5,10 et 5,58 (d, 1H, H-
1 Glc™), 5,15 (s, 1H, H-1 Xyl'Y), 7,87 et 8,00 (2 s, rotamére, 1H, C=CH triazole).

4. Synthese de copolymeres a blocs « hybrides » xyloglucane/polymeére vinylique

par la voie « coupling onto »

Homopolymeéres a-azido-PAm (25)

Les polymérisations de I’Am ont été réalisées selon le méme modele. Plus
particulierement, I’obtention du copolymére 25-1 (N3-PAmys), est réalisée de la manicre
suivante : dans un tube de Schlenk muni d’un barreau aimanté, 1’agent de transfert de chaine
Xa 20 (100 mg ; 0,38 mmol ; 1 éq.), ’ACP (21,4 mg ; 76,3 umol ; 0,2 éq.), ’Am (678,1 mg ;
9,5 mmol ; 25 €q.) et ’eau (3,2 ml) sont successivement introduits. Le mélange réactionnel
est homogénéisé, désoxygéné en réalisant 3 cycles gel/aspiration/dégel puis placé sous
atmosphere inerte de diazote. Le tube est ensuite placé dans un bain d’huile thermostaté a
70°C pendant 24h sous vive agitation.

Une fraction du produit brut est par la suite dissoute dans le D,O puis analysée par
RMN 'H afin de déterminer la conversion du monomére. Le reste de la solution est versé
lentement dans de 1’acétone (100 ml) sous vive agitation. Le précipité obtenu est centrifugé.
L’opération est répétée une seconde fois avant de sécher le précipité sous pression réduite a
température ambiante. Le produit purifié obtenu est ensuite analysé par CES dans 1’eau ainsi

que par RMN 'H aprés dissolution dans le D,O.

RMN 'H (ppm, D,0, 298 K) : 1,11 (t, 3H, CH,CHs), 1,44-1,89 (CH,CH((C=0O)NH,)), 2,11-
2,46 (CH,CH((C=0)NH,), 3,42 (m, 4H, CH,-CH,), 3,77 (1H, CHCH).
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Spectrométrie infrarouge (cm™, KBr) : 1 616 (NH), 1 670 (C=0 amide), 2 110 (N3), 2 900
(CH (PAm)), 3 000-4 000 (NH (PAm)).

Copolymeéres a blocs XG-b6-PAm par la méthode « coupling onto » (26)

HO Q M H
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HO . m,n=1—- XLLG

Les réactions de couplage par « chimie click » sont réalisées selon le modéle suivant.

Dans un ballon, le composé 25-1 (75 mg; 36,8 umol ; 1 éq.), le composé 9 (101 mg ; 74
umol ; 2 éq.), I’ascorbate de sodium (18 mg ; 93 umol ; 2,5 éq.), I’eau (7,5 ml) et une solution
aqueuse de sulfate de cuivre 0,1 M fraichement préparée (0,074 ml ; 74 umol ; 2 éq.) sont
successivement introduits. La réaction est agitée a température ambiante pendant une nuit.
L’exces d’oligoxyloglucanes est par la suite éliminé par dialyse en introduisant la solution
pendant 3 jours dans un boudin ayant une membrane de seuil de coupure égale a 14 000 g/mol
en changeant régulierement 1’eau distillée. Le copolymeére est obtenu apres lyophilisation de
cette solution aqueuse. Le produit purifié¢ obtenu est ensuite analysé par CES dans I’eau ainsi

que par spectrométrie infrarouge et RMN 'H aprés dissolution dans le D,O.
RMN 'H (ppm, CDCl, 298 K) : voir la caractérisation du composé 21.

Spectrométrie infrarouge (cm™', KBr) : 1 616 (NH), 1 670 (C=0O amide), 2 900 (CH (PAm
et oligosaccharide)), 3 000-4 000 (NH (PAm), OH (oligosaccharide)).
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Homopolymeéres a-azido-PVAc (27)

Les polymérisations de I’AcV ont été réalisées selon le méme modele. Plus
particulierement, 1’obtention du copolymere 27-2 (N3-PVAcs)), est réalisée de la maniere
suivante : dans un tube de Schlenk muni d’un barreau aimanté, 1’agent de transfert de chaine
Xa 20 (50 mg; 0,19 mmol ; 1 éq.), I’AIBN (6,3 mg ; 38,2 umol ; 0,2 éq.), ’AcV (0,88 ml ;
9,5 mmol ; 50 éq.) et I’acétate d’éthyle (3,5 ml) sont successivement introduits. Le mélange
réactionnel est homogénéisé, désoxygeéné en réalisant 3 cycles gel/aspiration/dégel puis placé
sous atmosphere inerte de diazote. Le tube est ensuite placé dans un bain d’huile thermostaté
a 60°C pendant 24h sous vive agitation.

Une fraction du produit brut est par la suite dissoute dans le CDCIl; puis analysée par
RMN 'H afin de déterminer la conversion du monomére. Le reste de la solution ainsi que le
monomeére résiduel sont évaporés sous pression réduite. Le produit purifié obtenu est ensuite

analysé par CES dans le DMF ainsi que par RMN 'H aprés dissolution dans le CDCls.

RMN 'H (ppm, CDCl;, 298 K): 1,00-1,50 (6H, CH,CH; et CHCH;), 1,60-1,89
(CH,CH(O(C=0)CH3)), 1,90-2,11 (CH,CH(O(C=0)CH3)),. 3,45 (m, 4H, CH,-CH,), 4,10
(1H, CHCH3), 4,58 (6H, CH,CHs), 4,78-5,06 (CH,CH(O(C=0)CHs)).

Spectrométrie infrarouge (cm, FTIR) : 1676 (C=0 amide), 1 740 (C=0 (PAcV)), 2 105
(N3), 2 800-3 000 (CH (PAcV)).
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Copolymeres a blocs XG-b-PAcV par la méthode « coupling onto » (28)

H

p
HOH
0] ‘O OH m, n =0 =XXXG
H4+—0O m=0,n=1oum=1,n=0— XLXG ou XXLG
HO o m,n=1—- XLLG

Les réactions de couplage par « chimie click » sont réalisées selon le modele suivant.

Dans un ballon, le composé 27-2 (100 mg ; 21,9 umol ; 1 éq.), le composé 9 (60 mg ; 44
umol ; 2 €q.), I’ascorbate de sodium (11 mg ; 55 umol ; 2,5 €q.), un mélange H,0/DMSO 1-9
(v/v) (11 ml) et une solution aqueuse de sulfate de cuivre 0,1 M fraichement préparée (0,044
ml ; 44 umol ; 2 €q.) sont successivement introduits. La réaction est agitée a température
ambiante pendant une nuit. L excés d’oligoxyloglucanes ainsi que le DMSO sont par la suite
¢liminés par dialyse en introduisant la solution pendant 3 jours dans un boudin ayant une
membrane de seuil de coupure égale a 14 000 g/mol en changeant régulicrement 1’eau
distillée. Le copolymeére est obtenu apres lyophilisation de cette solution aqueuse. Le produit
purifié obtenu est ensuite analysé par CES dans I’eau ainsi que par spectrométrie infrarouge et

RMN 'H apres dissolution dans le DMSO-dg.
RMN 'H (ppm, DMSO, 298 K) : voir la caractérisation du composé 22.

Spectrométrie infrarouge (cm™, KBr) : 1 648 et 1 676 (C=0O amide), 1 740 (C=0 (PAcV)),
2 800-3 000 (CH (PAcV)), 3 050-3 800 (OH oligosaccharide).

Page 237



Partie expérimentale

Homopolymeéres a-azido-PNVP (29)

e
N S
H
N3/\/NMSJ\OEt

o) p

Les polymérisations de la NVP ont été réalisées selon le méme modele. Plus
particulierement, I’obtention du copolymére 29-3 (N3-PNVPc(), est réalisée de la manicre
suivante : dans un tube de Schlenk muni d’un barreau aimanté, 1’agent de transfert de chaine
Xa 20 (50 mg; 0,19 mmol ; 1 éq.), ’AIBN (6,3 mg ; 38,2 umol ; 0,2 éq.), la NVP (2,04 ml ;
19,1 mmol ; 100 éq.) et le dioxane (2,1 ml) sont successivement introduits. Le mélange
réactionnel est homogénéisé, désoxygeéné en réalisant 3 cycles gel/aspiration/dégel puis placé
sous atmosphere inerte de diazote. Le tube est ensuite placé dans un bain d’huile thermostaté
a 60°C pendant 24h sous vive agitation.

Une fraction du produit brut est par la suite dissoute dans le CDCIl; puis analysée par
RMN 'H afin de déterminer la conversion du monomére. Le reste de la solution est versé
lentement dans de 1’éther diéthylique (30 ml) sous vive agitation. Le précipité obtenu est
centrifugé. L opération est répétée une seconde fois avant de sécher le précipité sous pression
réduite a température ambiante. Le produit purifié obtenu est ensuite analysé par CES dans le

DMF ainsi que par RMN 'H aprés dissolution dans le CDCls.

RMN 'H (ppm, CDCl;, 298 K): 1,12 (3H, CH,CH3), 1,47-1,95 (CH,CHN), 1,95-2,20
((C=0)CH, CH, CH,N), 2,20-2,61 ((C=0)CH, CH, CH,N), 3,05-3,53 ((C=0)CH, CH,
CH,N et CH,CHy), 3,53-4,05 (CH,CHN), 4,32-4,45 (1H, CHCH).

Spectrométrie infrarouge (cm™”, FTIR) : 1 660 (C=0 (PNVP)), 2 105 (N3), 2 800-3 000 (CH
(PNVP)), 3 000-3 800 (OH (hydratation PNVP)).
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Copolymeres a blocs XG-b-PNVP par la méthode « coupling onto » (30)

H

0] p
OHOoH 'v OH
0 Yo OH m, n =0 =XXXG
H4+—0O m=0,n=1oum=1,n=0— XLXG ou XXLG
HO m,n=1—- XLLG

n

Les réactions de couplage par « chimie click » sont réalisées selon le modele suivant.
Dans un ballon, le composé 29-3 (100 mg ; 8,8 umol ; 1 éq.), le composé¢ 9 (24 mg ; 18
umol ; 2 €q.), I’ascorbate de sodium (4 mg ; 22 umol ; 2,5 éq.), un mélange H,0/DMSO 1-1
(v/v) (4 ml) et une solution aqueuse de sulfate de cuivre 0,1 M fraichement préparée (0,018
ml; 18 umol ; 2 €q.) sont successivement introduits. La réaction est agitée a température
ambiante pendant une nuit. L excés d’oligoxyloglucanes ainsi que le DMSO sont par la suite
¢liminés par dialyse en introduisant la solution pendant 3 jours dans un boudin ayant une
membrane de seuil de coupure égale a 14 000 g/mol en changeant régulicrement 1’eau
distillée. Le copolymeére est obtenu apres lyophilisation de cette solution aqueuse. Le produit
purifié obtenu est ensuite analysé par CES dans I’eau ainsi que par spectrométrie infrarouge et

RMN 'H apres dissolution dans le D,O.

RMN 'H (ppm, D;O, 298 K): 0,93-1,04 (CH,CH3), 1,47-1,95 (CH,CHN), 1,95-2,20
((C=0)CH, CH, CH,N), 2,20-2,61 ((C=0)CH, CH, CH,N et CH; (NAc)), 3,10-4,35 (m,
51H, H-2,3,4,5,6 Glc, Gal, Xyl et (C=0)CH, CH, CH,N et (CH,CHN) et CH,CH,), 4,17
(CHCHs), 4,46-4,58 (m, 6H, H-1Glc et Gal et NCH, et CH,CHs), 4,88-4,95 (m, 2H, H-1
Xyl™™), 5,10 et 5,58 (d, 1H, H-1 Glc™), 5,15 (s, 1H, H-1 Xy1'), 7,91 (C=CH triazole).

Spectrométrie infrarouge (cm™, KBr) : 1 660 (C=0 (PNVP)), 2 800-3 000 (CH (PNVP)),
3 000-3 800 (OH (hydratation PNVP), OH (oligosaccharide)).
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Résumé : Le xyloglucane issu de la graine de tamarin (XG) est un polysaccharide provenant de
la biomasse. Son association a un bloc vinylique dans une architecture de copolymeéres a blocs
« hybrides » naturels/synthétique permet d’envisager des applications de par leur auto-
assemblage en solution aqueuse.

Afin d’obtenir de tels copolymeéres a blocs, deux stratégies de synthése sont proposées, basées
sur la modification chimio-enzymatique du xyloglucane et la polymérisation radicalaire
contrdélée MADIX de monomeéres vinyliques : acrylamide (Am), acétate de vinyle (AcV), N-
vinyl-2-pyrrolidone (NVP). La stratégie « starting from » consiste en la polymérisation
radicalaire contr6lée MADIX d’un monomeére vinylique a partir de 1’oligosaccharide du
xyloglucane modifié par une ou plusieurs fonctions polymérisantes. La stratégie « coupling
onto » consiste en un couplage par « chimie click » entre un polymeére vinylique issu de la
polymérisation radicalaire contrélée MADIX a partir d’un agent de transfert de chaine porteur
d’une fonction azoture, et 1’oligosaccharide modifi¢ par une fonction alcyne. Ainsi, quatre
familles de copolymeéres a blocs « hybrides » ont été obtenus (XG-b-PAm, PAm-b-XG-b-
PAm, XG-b-PAcV, XG-b-PNVP). Une étude physico-chimique en solution préliminaire des
copolymeéres XG-b-PAcV et XG-b-PNVP a également été réalisée indiquant la formation de
polymersomes.

Mots-clés : oligosaccharide, xyloglucane, polymere vinylique, modification chimio-
enzymatique, polymérisation radicalaire contrdlée, polymérisation RAFT/MADIX, chimie
click.

Abstract : Xyloglucan from tamarind seeds (XG) is a natural occurring polysaccharide. The
association of the xyloglucan with a vinylic polymer part in an “hybrid” natural/synthetic
block copolymer architecture gives the possibility to take advantages of its self-assembly in
aqueous solution.

We propose in this manuscript two synthetic strategies giving rise to “hybrid” block
copolymers, based on chemo-enzymatic modification of xyloglucan oligosaccharides and
controlled radical polymerization MADIX of vinylic monomers: acrylamide (Am), vinyl
acetate (AcV), N-vinyl-2-pyrrolidone (NVP). The “starting from” strategy consists in MADIX
controlled radical polymerization of a vinylic monomer starting from a modified
oligosaccharide bearing one/two polymerizable group(s). The “coupling onto” strategy
consists in a coupling by “click chemistry” between vinylic polymer obtained by controlled
radical polymerization of a chain transfer agent bearing an azide function and a modified
oligosaccharide bearing an alkyne function. Four families of “hybrid” block copolymers were
thus obtained (XG-b-PAm, PAm-b-XG-b-PAm, XG-b-PAcV, XG-b-PNVP). A previous
physic-chemical study in solution of these copolymers has also been achieved suggesting the
formation of polymersomes.

Key words: oligosaccharide, xyloglucan, vinylic polymer, chemo-enzymatic modification,
controlled radical polymerization, RAFT/MADIX, click chemistry.



