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RESUME

Les complexes de polyélectrolytes (PECs) sont typiquement formés par interaction
électrostatique entre deux polyélectrolytes de charge opposée. Alors que de nombreuses études ont
été consacrées aux propriétés de ces complexes, I'objectif de la thése est de mieux comprendre le role
de I'intensité de l'interaction entre deux polyélectrolytes sur la morphologie des complexes ainsi que la
cinétique et la thermodynamique de la complexation. Différents systemes complexants, faibles et forts,
donnant lieu a la formation de coacervats ou de précipités ont été choisis et étudiés sur une large
gamme de rapport de charges (Z[+]/[-]) afin d'obtenir différents états physiques (soluble, colloidal,
phase dense). La morphologie des complexes a été déterminée par microscopie (optique, fluorescence,
force atomique) et diffusion de rayonnement (lumiere, neutrons). La cinétique et la thermodynamique
de complexation ont été étudiées par utilisation respective d'un mélangeur a flux stoppé et de la
calorimétrie de titration isotherme. Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence un certain
nombre de caractéristiques permettant de distinguer les systemes complexants forts et faibles. En
particulier, les complexes forts sont hors équilibre d'un point de vue thermodynamique et en
conséquence ils présentent une forte dépendance aux conditions initiales de complexation. Un autre
aspect important et qui pourrait étre a l'origine de la distinction entre les complexes forts et faibles est
I'énergie d'hydratation des polyélectrolytes qui a été déterminée pour de nombreux polyélectrolytes et
corrélée aux propriétés des complexes.

Mots clés : polyélectrolytes, PECs, thermodynamique, cinétique, morphologie, interaction, co-
assemblage, assemblages hors équilibre

ABSTRACT

Morphologies, kinetics and thermodynamics of the assemblies

Complexes of polyelectrolytes (PECs) are oppositely charged polymers assemblies held together
by electrostatic interaction. As the non-covalent assembly of macromolecules/colloids in solution has
been thoroughly investigated over the last decade with a particular emphasis put on the morphology of
the final aggregates as a function of the building blocks-chemistry, the objective of this thesis is to come
to a better understanding of the influence of interaction strength between polyelectrolytes on
complexes morphologies, as well as kinetics and thermodynamics of the complexation. For this study,
weakly and strongly interacting systems given rise to coacervate and precipitate phases has been
elected. Those systems have been studied on a wide charge ratio scale (Z[+]/[-]) to span several physical
states of the PECs (soluble and colloidal PECs, dense phases). Morphologies of assemblies are assessed
by microscopy (optical, fluorescence, atomic force) and scattering techniques (neutron, light). Kinetics
and thermodynamics of the complexation process are studied by use of a stopped-flow mixing device
and anisothermal titration calorimeter. Results gave us keys to discriminate strongly interacting systems
from weakly interacting ones. In particular, the ‘strong systems’ are showed to be non-equilibrium
assemblies, jie. the formulation pathway or the way these different macromolecules are coming into
contact is then a key step. Another important aspect that could explain the complexation process
behavior is the hydration energy of the polyelectrolytes. Calorimetry measurements have been
performed for numerous polyelectrolytes and then correlated to complexes properties.

Key words: polyelectrolytes, PECs, thermodynamics, kinetics, morphology, interaction strength, co-
assembly, out-of-equilibrium assemblies
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SYMBOLES ET ABREVIATIONS

Matériaux

Abréviation Nom complet

DI water De-lonized Water-Eau Déminéralisée

NaCl Sodium Chloride-Chlorure de Sodium

NaOH Ammonium Hydroxide-Soude

D20 Deuterium Oxide-Eau Deutérée

HCl Hydrochloric Acid-Acid Chlorhydrique

PSSNa Poly(Styrene Sulfonate)-Poly(Styrene acide sulfonique)

PEs Polyelectrolytes-Polyélectrolytes

¢PEI Linear Poly(Ethylenelmine)-Poly(Ethylénelmine) linéaire

¢ PEI Branched Poly(Ethylenelmine)-Poly(Ethylénelmine) branchée
DxS Dextran Sulfate, Sodium Salt-Sulfate de Dextrane

PDADMAC Poly(DiAllyIDiMethyl  Ammonium Chloride)-Poly(Chlorure de DiallylDiMethyl

Ammonium)

PAA/PANa Poly(AcrylicAcid)- Poly(Acide Acrylique)/Poly (Acrylate) de Sodium
PEC(s) PolyElectrolyte(s) Complexe(s)-Complexe(s) de PolyElectrolytes
Parametres

Abréviation Nom complet

D Coefficient de diffusion

b Dispersité d’un polymére

hr (s) Hour(s)-Heure(s)

IEP Isoelectric point-Point isoélectrique

Is lonic strength-Force ionique

K Binding Constant-Constante d’interaction

Min(s) Minute(s)

MNIS Multiple Non-Interacting Site Model-Modeéle a Sites Multiples Indépendants
Mw Molecular weight-Masse molaire

N Stoichiometry-Steechiométrie d’interaction

) Diameétre de particules

PDI Polydispersity index-Indice de polydispersité (diffusion de lumiére)
pH Hydrogen potential-Potentiel hydrogene

Rg Gyration radius-Rayon de gyration

Ru Hydrodynamic radius-Rayon hydrodynamique

RO Rayleigh ratio-Rapport de Rayleigh

RPM Rotation per minute-Tour par minute

Sec(s) Second(s)-Seconde(s)

VA Charge ratio-Rapport en charge

AH Binding enthalpy-Enthalpie d’interaction

AS Binding entropy-Entropie d’interaction

AG Gibbs energy-Energie libre/énergie de Gibbs

p Densité de longueur de diffusion
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Techniques de Caractérisation

Abréviation

Nom complet

AFM

Cryo-SEM/Cryo MEB

DLS/SLS
ITC
NMR/RMN

EPR-RPE
SANS/DNPA
SEC
SEM/MEB
SLS

TGA/ATG
USAXS

SAXS
UV-Visible
Spectroscopy

Atomic Force Microscopy-Microscopy a Force Atomique
Cryo-MEB-Scanning Electron Microscopy-Microscopie a Balayage Electronique

Dynamic/Static Light Scattering-Diffusion Dynamique/Statique de la Lumiere
Isothermal Titration Calorimetry-Titrage Isotherme suivie par Calorimétrie
Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy-spectroscopie de Résonnance
Magnétique Nucléaire

Electron Paramagnetic Resonance-Résonance Paramagnétique Electronique
Small Angle Neutron Scattering-Diffusion de Neutron aux Petits Angles
Steric Exclusion Chromatography-Chromatographie d’Exclusion Stérique
Scanning Electron Microscopy-Microscopie Electronique a Balayage

Static Light Scattering-Diffusion Statique de la Lumiéere

ThermoGravimétric Analysis-Analyse Thermogravimétrique

Ultra Small Angle Time resolved X-Ray Scattering

Small Angle X-Ray Scattering-Diffusion des Rayons X aux Petits Angles

Ultra Violet-Visible Spectroscopy-Spectroscopie Ultra Violet-Visible
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INTRODUCTION

Les complexes de polyélectrolytes (PECs) sont obtenus par interaction électrostatique de
polyélectrolytes (PEs) de charge opposée. Ils appartiennent a la classe des assemblages non covalents
de macromolécules en solution. Tres utilisés dans des domaines aussi variés que la science des
matériaux, les revétements, la purification de I'eau ou bien encore la génétique et les biotechnologies,
ils présentent un fort intérét non seulement académique mais également technologique et industriel.
Classiqguement, I'assemblage non-covalent de macromolécules en solution est étudié en supposant des
conditions d’équilibre. Or dans la plupart des applications du monde réel, ce type d’assemblages se fait
dans des conditions hors-équilibre. Les chemins de formulation, ou la facon dont ces
différentes “briques élémentaires” vont venir en contact intime, vont alors avoir un impact sur les
morphologies générées et par extension sur les propriétés visées. Cette étape-clé, présente dans tout
processus d’assemblage macromoléculaires et/ou colloidal, reste a I'heure actuelle paradoxalement
peu documentée dans la littérature.

Dans le cas de PEs de charge opposée en solution aqueuse, les forces en présence
(électrostatiques, hydrogénes et/ou hydrophobes...) vont, lors de I'étape de mélange, mener a une
compétition entre le temps de mélange et le temps de réaction qui va influer grandement sur la
thermodynamique et la cinétique de complexation et donc sur les morphologies finales des complexes.
Le contréle de paramétres tels que I'ordre et la vitesse d’ajout, la concentration et la force ionique de
la solution, et/ou l'intensité des interactions permet dans certains cas d’atteindre des conditions de
pseudo équilibre lors de la complexation et générer ainsi des complexes mieux définis et stables dans
le temps (peu ou pas de vieillissement physique). Cette approche est la base de ce travail de thése ou
la complexation de PEs connus et disponibles commercialement est étudiée en fonction de parametres
tels que le temps de mélange, la concentration, le rapport de charge molaire, la force ionique et le pH
en se fixant pour objectif d’évaluer leur impact sur les morphologies générées au travers d’une meilleure
connaissance de la thermodynamique et la cinétique de complexation.

Cing polymeéres chargés présentant des propriétés typiques du monde des PEs sont étudiés dans
ce travail : le poly(éthyleneimine) linéaire et branché (PEl) et le poly (acide acrylique)(PAA),
respectivement polycations et polyanion dits ‘faibles’ ; le chlorure de poly (diallyldiméthlyammonium )
(PDADMAC), le polystyrene sulfonate de sodium (PSSNa), et le sulfate de dextrane (DxS) tous trois des
polyions dits ‘forts’. Pour I'ensemble des systemes étudiés, les divers types de PECs générés ont été
analysés a différentes échelles, allant de I'observation macroscopique par inspection visuelle a la
diffusion de la lumiere et des neutrons en passant par les microscopies optiques, électroniques et AFM
afin d’avoir des informations sur leur taille caractéristique, leur structure interne ou bien encore sur leur
stabilité dans le temps. Au-dela de I'étude approfondie de la structure de ces PECs en solution,
I"évaluation de I'état thermodynamique (et cinétique) de ces assemblages constitue un des challenges
de cette thése. La complexation entre PEs de charge opposée posseéde une composante enthalpique
due aux interactions en présence (électrostatiques et aux forces secondaires) mais également une forte
composante entropique liée a la libération des contre-ions et des molécules d’eau associés aux charges
présentes sur le squelette des PEs.

L’approche utilisée pour accéder aux parametres thermodynamiques lors de I'assemblage en
solution est la titration calorimétrique isotherme (ITC). La technique d’ITC permet la mesure directe de
la chaleur de réaction des deux composants aprés mélange. Cette technique de caractérisation permet
d’associer des données thermodynamiques et morphologiques pour une meilleure compréhension de
I'influence des chemins de formulations sur I'assemblage de ces systemes hors d’équilibre. L’accent est
par ailleurs mis sur I'étude de I'environnement chargé des complexes, I"hydratation des chaines de
polymere et leur conformation native en solution. Enfin, la cinétique du processus de complexation est
étudiée conjointement sur ces systemes a I'aide d’'un mélangeur ultra-rapide (temps mort de 4 ms) de
type stopped-flow couplé a la diffusion de lumiere.
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Ce manuscrit de thése s’organise de la fagon suivante :

Le chapitre 1 détaille les prérequis a la lecture de ce travail sur les polyélectrolytes et les
complexes de polyélectrolytes, ainsi que les méthodes de caractérisation permettant I'étude de la
complexation.

Le chapitre 2 s’intéresse a un systeme modele a interaction forte, le poly (styréne sulfonate de
sodium) (PSSNa) comme polyanion et le poly (éthyléneimine) (PEI) comme polycation. La longueur des
chaines de PSSNa ainsi que la vitesse de mélange sont variées. Les morphologies résultantes sont des
complexes de polyélectrolytes (PECs) insolubles/dispersés qui forment une phase colloidale stable a
tous les rapports de charge (Z) étudiés en dehors de la steechiométrie (Z~1) ou ils s’agrégent fortement
et forment un précipité solide (transition liquide-solide). Plus particulierement, I'étude de la
structuration cceur-écorce de ces PECs dispersés constitue un des objectifs de ce chapitre de these.
L'accent est également mis sur I'étude cinétique et morphologique des premiers instants de la
complexation en conservant le PSSNa en exces (Z[+]/[-]< 1). Lutilisation dans un second temps d’un
mélangeur microfluidique permet de comparer les caractéristiques des PECs avec celles obtenues par
ajouts manuels, goutte a goutte et stopped-flow en s’affranchissant du parametre ‘opérateur’
(répétabilité et reproductibilité). Dans l'ensemble de ce chapitre, les mesures de diffusion de
rayonnement (lumiere et neutrons) sont croisées avec l'imagerie AFM.

Le chapitre 3 présente I'étude d'un systeme d’intérét biologique composé du poly(éthyléeneimine)
branché (PEl) utilisé couramment comme agent de transfection de I'ADN, associé a un polysaccharide
fortement chargé, le sulfate de dextrane (DxS). Le point de départ de ce chapitre est le comportement
thermodynamique singulier de la complexation qui dépend fortement de I'ordre d’ajout des polymeéres.
Bien que ce systeme ait la faculté de coacerver a la stoechiométrie (transition liquide-liquide), nous
verrons qu'il présente par ailleurs certaines signatures similaires a un systéeme de type précipité d'ou
son intérét pour mieux comprendre la nature des interactions mises en jeu.

Pour finir, le chapitre 4 propose, a l'aide d’expériences préliminaires sur la complexation de PEs
modeles tres étudiés dans la littérature, une feuille de route pour étudier tout systéeme de PEs de charge
opposée de maniére plus systématique. La complexation est étudiée d'un point de vue morphologique,
thermodynamique et cinétique en variant le temps de mélange et I'ordre d’ajout des composés. Afin de
mieux comprendre l'origine de la formation des complexes 'forts' (précipités) et 'faibles' (coacervats),
des mesures d'hydratation des PEs ont été effectuées.

Une synthése obtenue sur ces différents systémes modeles ainsi que les hypotheses faites sur les
parametres clés de controle de la complexation est finalement présentée. Ces informations devraient
permettre une complexation plus prédictive de ces systemes souvent hors-équilibre, tant au niveau
morphologique que cinétique en discutant en particulier 'influence de certains paramétres de
formulation.
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CHAPITRE 1

‘Pour connaitre le chemin, interroge celui qui en vient’
Proverbe chinois
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CHAPITRE 1

Etat de I'art

1.1 Polyélectrolytes

Cette partie bibliographique a pour objectif de décrire la complexation électrostatique des
polyélectrolytes en solution. La premiere partie donne une définition des polyélectrolytes et des
grandeurs physico-chimiques associées. Une seconde partie s’intéresse aux mécanismes de
complexation qui donnent lieu a différents types de morphologies. Enfin la thermodynamique et la
cinétique de complexation dans ces systémes chargés sont abordées. En conclusion de ce chapitre, nous
présenterons un certain nombre d'aspects de la complexation des polyélectrolytes peu étudiés a ce jour
et qui ont motivé ce travail de recherche.

1.1.1 Définitions

Les polyélectrolytes sont des polymeéres contenant une fraction f de monomeres chargés (0 <
f < 1). Les charges peuvent étre permanentes ou obtenues par ionisation d'un groupement acide ou
basique en solution. Les charges portées par le polymére sont accompagnées d'un contre-ion afin de
respecter [|'électroneutralité (Figure 1-1). On définit des polyélectrolytes cationiques appelés
polycations qui en solution deviennent chargés positivement et sont accompagnés de contre-ions
anioniques; et des polyélectrolytes anioniques ou polyanions entourés de contre-ions cationiques [1,2].
Enfin, il existe des espéces polyampholytes qui portent des groupements chargées cationiques ou
anioniques en fonction du pH du milieu.

(a)

Polyélectrolyte anionique Polyélectrolyte cationique
o © o

Figure 1-1: Représentation schématique de polyélectrolytes anioniques et cationiques sous forme (a) non dissociée et (b)
dissociée. Cette derniére est rencontrée en solvant polaire et ionisant tel que I'eau (Adaptée de la référence [2]).

De I’ADN au chitosane, les polyélectrolytes présentent une grande diversité de structures et de
compositions chimiques. Dans le paragraphe suivant, les polyélectrolytes sont classés en fonction de
leur origine, leur densité de charge et de leur comportement (chargé) en solution. Sachant que les
polyélectrolytes en solution sont le siege d’interactions électrostatiques inter- et intramoléculaires et
également avec les contre-ions et les ions du milieu les lois de I’électrostatique en solvant aqueux seront
présentées, ainsi que le comportement de ces macromolécules chargées.
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CHAPITRE 1

1.1.1.1 Les classes de polyélectrolytes (PEs)

Polyélectrolytes naturels et synthétiques

Les polyélectrolytes naturels sont souvent

difficiles a extraire, et nécessitent la plupart du OH OH OH
. - o]
temps de nombreuses étapes de purification. Leur HO ~ o O 0%&,@4
. HO
structure est généralement complexe avec par NH NH; NH;

exemple la présence de ramifications. Ils sont tres
intéressants pour des applications cosmétiques
ou encore médicales car biodégradables et biocompatibles.[3] Les plus connus sont '’ADN et les
polysaccharides, comme le chitosane ou l'alginate, extrait d’algues brunes naturelles et utilisés entre
autres en formulation alimentaire ou en cosmétique comme gélifiant (Figure 1-2). Les protéines
peuvent étre également considérées comme des polyélectrolytes car nombre d'acides aminés sont
porteurs d'une charge a pH physiologique.

Figure 1-2 : Structure du chitosane.

Tableau 1-1 : Acides aminés ionisables et leur structure.

Acide aminé Abréviation pKa"apparent Structure chimique

o

2

[¥]
OH
NH,
NN\‘)'LOH
H
NH2
o]
i OH
NH,
(o] 8]
OH
NH;
(o]

lysine Lys 10.8

arginine Arg 12.5

HaN
HzN
histidine His 6.0 (NN\
HN
acide glutamique Glu HOJ\(\/L
4.1

acide aspartique Asp Y\l)‘\on
OH NHy

Les polyélectrolytes synthétiques sont obtenus a partir de monomeéres ionisables ou modifiables
pour introduire une charge apres polymérisation. lls offrent une grande variété de propriétés car il est
possible de synthétiser des structures linéaires, greffées, a blocs ou en étoile. Le plus étudié des
polyélectrolytes est le poly(styréne sulfonate) de sodium qui est un polyélectrolyte relativement
hydrophobe en raison de la présence de noyaux aromatiques (Figure 1-3). De facon générale, on
distingue les PEs synthétiques anioniques portants des fonctions : -carboxy,- sulfate, -sulfonate, ou
phosphate des PEs cationiques possédant des groupements —amino,-imino,-ammonium,-sulfonium, ou
-phosphonium.

SO3N8
(1N~ “fN

Figure 1-3 : Poly(styrene sulfonate) de sodium (PSSNa) partiellement sulfoné.

*
Les valeurs de pK,sont dépendantes de I'environnement en solution du groupement ionisable.
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CHAPITRE 1

Polyélectrolytes dits ‘forts’ et polymeéres dits ‘faibles’

D’autres propriétés des polyélectrolytes permettent de les regrouper sur des critéres liés plus
spécifiqguement a leur comportement en solution. Le taux de charge f défini précédemment permet de
classer les PEs.

Une fois dissociés en solution, ceux possédant un taux de charge élevé et ou les forces
électrostatiques seront donc prédominantes sont appelés polyélectrolytes forts. Ce taux de charge ne
dépend pas des conditions du milieu et en particulier est indépendant du pH ; on dit que alors que les
charges sont permanentes.

Au contraire, pour des chaines PEs possédant un faible taux de charge, les forces électrostatiques
seront en compétition avec les forces de van der Waals. Ces espéces sont appelées polyélectrolytes a
faible densité de charge et leur taux de charge dépend du pH du milieu extérieur dans lequel se trouve
le polymere ; le polyélectrolyte sera aussi appelé faible. On caractérise alors la capacité d'ionisation du
polyélectrolyte a partir de la constante d'acidité (K3)[2] :

AH + H,0 & A™ + H;0*
aA‘i X Ay, o+ Equation 1-1

a
Agcide

ol a est Iactivité de 'espéce considérée avec a=[C]/[C]° ; [C] la concentration de I'espéce considérée et [C]° la concentration de
référence prise égale a 1 M.

Si le polymere porte une fonction acide, il se dissociera a pH > pK, en formant des groupements
anionigues et inversement une polyamine se protonera a pH < pK.. Le taux de charge f peut étre calculé
a I'aide de la relation de Henderson-Hasselbalch (Equation 1-2 et Tableau 1-2). Pour des concentrations
faibles, les concentrations seront assimilées aux activités.

a
1—-«a

pH = pK, + log Equation 1-2

avec a = 4] le degré de dissociation
[AH]o

Tableau 1-2 : Variation du taux de charge f d’un polyélectrolyte en fonction du pH d’étude exprimé en fonction du pK, du
polycation ou du polyanion.[2]

pH K, — 2 K, -1 K, pK, +1 K, + 2
fpo/yacide 0.01 0.1 0.5 0.9 0.99
fpo/yam/’ne 0.99 0.9 0.5 0.1 0.01

Le poly(acide acrylique) (PAA) et le poly(éthyléeneimine) (PEl) représentés ci-dessous sont tous
deux des polyélectrolytes faibles formant respectivement un polyanion et un polycation en solution
aqueuse. A linverse, le chlorure de polydiallyldiméthyammonium (PDADMAC) et le poly(styréne
sulfonate) de sodium sont des polyélectrolytes forts ; Pour le PDADMAC cela est d(i a la présence d’une
fonction amine quaternaire, pour le PSSNa, c’est grace a son pK; faible). Cette dénomination est la plus
couramment utilisée dans la littérature et en particulier dans le domaine de la complexation des PEs.

1.1.1.2 Propriétés

Les répulsions électrostatiques entre les charges portées par les chaines leur fait adopter une
conformation étirée en solution. Cette conformation implique un grand volume hydrodynamique et par
conséquent une viscosité importante en solution et ainsi un large champ d’applications en formulations
liquides. On peut les trouver comme stabilisants dans les suspensions colloidales en formant des
micelles, dans les mousses, mais aussi comme épaississants, rhéofluidifiants ou gélifiants.[2] Ils se
rencontrent par exemple dans le traitement des polluants par floculation [4] ou encore dans la papeterie
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CHAPITRE 1

pour aider au maintien de la pate de papier par agrégation et comme agent de renforcement des fibres

de cellulose.[5]

Interactions en solution

Bien que les polyélectrolytes et leur comportement en
solution soient des sujets d’étude tres documentés, une
compréhension claire du comportement des
polyélectrolytes n’a pu étre avancée que lors de cette
derniere décennie.[6—-8] En effet, les interactions entre les
polymeres chargés peuvent étre multiples et donc
complexes a appréhender: forces électrostatiques avec
écrantage possible par introduction d'ions libres, effet
hydrophobe, liaisons hydrogene, peuvent étre présents
simultanément et agir conjointement au sein de la solution
(Figure  1-4).[9] Ainsi le  comportement d'un
polyélectrolyte differe de celui d’'un polymeére neutre car il

counterions
+ +

hydrogen bonding

counterion
adsorption *-

chain connectivity

Figure 1-4 : Complexité des parametres en jeu

dans le PE naturel ADN.[260]

est influencé par les charges qu’il porte. De méme, le comportement des charges d'un PE differe du
comportement des électrolytes de faible masse car les charges sont portées par une chaine polymere.

La présence de multiples charges le long de la chaine macromoléculaire est a I'origine d’un certain

nombre d’effets répertoriés par Frueh et al.[10]:

(i) L’effet de charge du polyélectrolyte
. s N 7 = -
augmente la viscosité par rapport a 10 o P2VPEG N, =(ng-n,)/n,
. . , 10°] 4 BOPMVP-IHO
celle d’un polymére neutre. Mais on 1 & eeaeaie
. . s 2 10 ¥
note 'abaissement de la viscosité = .1 = BOPMVP-CVEG
\ = 10 = B0PMVP-I/NMF
par rapport aux polyméres neutres £ 10
. o
avec  l'augmentation de la 3 10§ Y
. = . o™
concentration en PE pour des PEs Z 10" o ; :,n:o; *
. o= o o2® » wx _
forts sans ajout de sel [11,12]. En §_ 10° 21 X -
effet, les contre ions condensés @ 10"] . gk .
. 2 o
sont le centre d’attractions L
; ; ; 10’ - B - - -
dipolaires lorsque la concentration W A A A A e 2

augmente en solution. On a alors
une phase dont la conformation est
déterminée par I'attraction

Concentration, ¢ (M)

Figure 1-5: Evolution de la viscosité en fonction de la
concentration pour des chaines de 60PMVP-I et 60PMVP-CI

d'p0|a're entre les paires d’ion, dissoutes dans I'eau, le N-Methyl-2-Pyrrolidone (EG) et le N-
comme pour les ionomeres et la  methyl-formamide. Le P2VP dans EG est le polymére neutre &

viscosité de cette phase de ‘chaines  la base du copolymere PMVP.
de dipoles’ est diminuée.[13—15] La Figure 1-5 compare la viscosité du poly(2-
vinylpyridine)(P2VP) avec le copolymeére basé sur le P2VP et les chlorure et iodure de N-
méthl-2-vinylpyridinum(PMVP) dans différents solvants. Pour tous les PE, la viscosité a forte

concentration est nettement inférieure a celle du P2VP, polymere neutre (violet).

(ii) La zone de transition entre les régimes dilués et semi dilués abaissée par rapport aux
polymeéres neutres.[13,16-18] L'augmentation de la charge de la chaine augmente les
répulsions électrostatiques entre les unités monomeres. Par conséquent, le volume de la
pelote polymere augmente et la concentration en polymere a l'intérieur de cette pelote

diminue.

(iii) La pression osmotique est augmentée due a la présence des contre-ions.[19]
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CHAPITRE 1

(iv)

Organisation des solutions de PEs sous forme de structures régulieres en milieu homogene,
et apparition d’un ‘pic polyélectrolyte’ en diffusion de rayonnement (lumiere, X, neutrons);
Ce phénomene est illustré Figure 1-6 c par diffusion de rayons X en fonction du vecteur
d’onde g sur des iodures de poly(1-vinyl pyridine) a plusieurs concentrations, dissous dans
du N-methyl formamide. L'intensité de diffusion est alors proportionnelle a la concentration
en PE en c¥?en régime semi-dilué. De Gennes explique que la pression osmotique due aux
contre ions empéche le recouvrement des domaines de corrélation des PE et les forces
électrostatiques qui obligent les chaines a conserver ce volume de non-recouvrement
(Figure 1-6 a). De plus, la répulsion électrostatique entre proches voisins sur la chaine de
PE favorise la présence d’un espacement régulier inter-chaines.[20,17] A titre de
comparaison, pour des polymeres neutres, les domaines de corrélation se recouvrent et la
diffusion reste élevée a faible vecteur d’onde(Figure 1-6 b).[13]

(b) (c)

60PMVP-I/NMF, concentration: mg/mi
neutral \‘-A o 25
polymer G N \-/\\ N %0
3 = o
s « 70
£ o 100
2 o 150
polyelectrolyte
27/E

0.01

0.01 0.1

I
0gq ad)

Figure 1-6 : (a) Modele proposé par de Gennes pour les solutions isotropique en régime semi dilué de de Gennes, (b) Allure
du facteur de structure en fonction du vecteur d’onde pour des polymeéres neutres et PE, en échelle logarithmique, (c)
Profils en SAXS de solutions de PMVP-I dans le NMF a différentes concentrations. Les chaines de PMVP-I sont en régime
semi dilué sans sel ajouté.

(v)

(vi)

Formation de structures en blobs électrostatiques, en colliers de perles ou en cylindres, en
fonction de la qualité du solvant et de la charge du PE étudié.[21]

Formation spontanée de complexes de PEs de charges opposées.[22]

Réle du solvant et interactions électrostatiques

Lorsque I'on introduit un PE dans un solvant, décrit par sa constante diélectrique relative €,., on
peut définir une énergie coulombienne d’interaction U(r) entre les charges négatives A~ et
positives B .

ZyZge? A
Ur)=———— Equation 1-3
4T €, €9Typ

€
avec €, = . Equation 1-4
0

Z,et Zg les valences des charges A et B

r la distance entre les deux charges

e la charge électrique élémentaire, e = 1.6 x 1071° C

€o la constante diélectrique ou permittivité du vide, €, = 8.84 X 1072C2N~1m?
€, la permittivité du milieu, normalisée par un milieu de référence

la permittivité du milieu

€

Dans cette thése, I'eau est le solvant choisi et ses caractéristiques sont les suivantes :

. . , s ¥
* Son moment dipolaire fiy, o est élevé

*~“H20 = 2uoy cos(HOH /2) en Debye (D).
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e [esmolécules d’eau ont la capacité de faire des interactions dipdle-charge

Comme vu précédemment, la valeur de la constante diélectrique du vide €, est faible, ce qui
signifie que la force de cohésion des charges est importante et qu’il faut donc un solvant avec une
constante diélectrique suffisamment élevée pour écranter l'interaction. Les ions résultants de cette
dissociation se verront alors solvatés et dispersés si le solvant est assez polaire pour former des
interactions de type dipdle-charge. Dans le cas de I'eau, la solubilité des polyélectrolytes est apportée
par les interactions dipolaires entre les molécules d’eau et les monomeéres chargés. La forte répulsion
entre les doublets non liants de I’'atome d’oxygéne impose a la molécule d’eau un angle de 104° entre
les H-O-H. Par ailleurs les liaisons O-H étant polarisées (Figure 1-7 a), il en résulte un moment dipolaire
permanent trés élevé de 1.85 D, qui lui permet une solvatation facilitée des especes de nature chargée.
Enfin, les molécules d’eau peuvent interagir a distance et entre elles par interaction électrostatique en
formant des liaisons hydrogéne (Figure 1-7 b). La force attractive entre charges est abaissée car ce
solvant posséde un moment diélectrique fort (€,=78.5 a 25°C), ce qui confére a ce solvant une habileté
a dissocier (constante diélectrique élevée) et solvater (moment dipolaire permanent) les espéces
chargées.

(a) 25" (b) | ]
/O\ Q\..-—(_)_:‘ ’Q'--‘S_:
st 7 N st st 25 5

H lﬁ.H -

~ /0\3

Figure 1-7 : (a) Géométrie de la molécule d’eau et polarisation de ses liaisons ; a=104.45° et la longueur d’une liaison O-
H=95.84 pm. (b) Solvatation des ions A-et B* par interaction ion-dip&le avec les molécules d’eau (adapté de [2]).

Ainsi, de facon plus générale, en tenant compte de la constante diélectrique ou de permittivité €
et du moment dipolaire u, il est possible de classer les solvants en termes de capacité de dissociation
des paires de charges et de solvatation des charges en solution (Tableau 1-3). En solvant organique, on
assiste dans la plupart des cas a une faible solvatation des espéces chargées (solvant apolaire) et la
constante diélectrique est faible ce qui traduit une faible dissociation des monomeéres ionisables. Les
interactions entre les dipdles formés par les paires d’ion menent a la formation uncharged
d’agrégats dipolaires. C'est le cas des ionomeéres zwiterrioniques” dans des Br  monomer
solvants comme le THF ou le toluene. La classification de polyméres chargés en
ionomeres dépend du degré de substitution des groupements ioniques ainsi
que de leur structure. Ainsi, ces polyméres ioniques comportent un petit
nombre (généralement moins de 15% contre 80% pour les PEs) de sites charged
ioniques ou ionisables (Figure 1-8). De plus, les groupements font toujours Figure 1-8: Modéle
partie intégrante du squelette du polymere, et se placent de facon discontinue 9'une chaine d'ionene

C . ;. N ) , N S cationique.[30]
sur celui-ci. Uutilisation d’ionomeres permet d’accéder a des propriétés en
solution différentes des PEs car le squelette polymere non polaire et les groupements ioniques polaires
sont peu compatibles en termes énergétiques. Ainsi, des séparations de phase se créent pour former
des domaines enrichis en ions.

+

|
) B

Tableau 1-3 : Quelques solvants usuels et leurs caractéristiques [23].

Solvant u €, Type de solvant
Eau 1.85 80.1 polaire, protique
Toluene 0.43 2.38 apolaire, aprotique
DMSO 3.96 46.7 polaire, aprotique

*
Espéce chimique moléculaire possédant des charges électriques de signe opposé, en général sur des atomes non adjacents.
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Polyélectrolytes hydrophobes et hydrophiles

Les complexes de PEs utilisant I'eau comme solvant dans ces travaux de recherche, il est donc
d’intérét de connaitre en général la solubilité des PEs dans ce solvant. On distingue deux classes de
polyélectrolytes comme pour les polymeres neutres : Les polyélectrolytes hydrophiles qui sont en bon
solvant ou en solvant © dans |'eau, et les polyélectrolytes hydrophobes qui ont moins d’affinité pour
I'eau. A titre d’exemple, le PAA et le PEI sont des PE hydrophiles (Figure 1-10 a et b) ; le PE hydrophobe
de référence est le PSSNa (Figure 1-10 d), le monomere styrene étant a 'origine de ce comportement.

(a) (b) (c) (d)
Ccl~ n
Os_OH
Y T
n
n N

4 ~
n HaC' CHg 0=8=0
ONa
PAA PEI PDADMAC PSSNa
PE faible hydrophile PE faible hydrophile PE fort PE fort hydrophobe

Figure 1-9 : Formules chimiques des polyélectrolytes : (a) Polyacide acrylique (pKy~5), (b) Polyéthyléne imine (pK,~5.5), (c)
Chlorure de polydiallyldimethyl ammonium et (d) Polystyrene sulfonate de sodium (pK,=1.8).

Longueur de Bjerrum

Comme défini précédemment, les interactions électrostatiques entre deux charges sont régies
par l'interaction coulombienne U, fonction de la distance entre les charges r et de la constante
diélectrique. On définit la longueur de Bjerrum lg comme la distance a laquelle I'énergie d’interaction

de Coulomb entre deux charges élémentaires e est égale a I'énergie d’agitation thermique kgT" :

62

lp=—m78M— Equation 1-5
B4 €r€okpT

Dans I'eau pure a 25°C, la valeur de lg s’éleve a 0.714 nm.

On peut ainsi de fagon pratique exprimer U(r) en fonction de I'énergie thermique et de [gsous
la forme :

l
U(r) =Z,Zg 7BkBT Equation 1-6

En fonction de la distance entre les charges élémentaires, on aura donc prédominance de 'une
ou l'autre des formes d'énergie. Si r < lg, I'électrostatique primera sur 'agitation thermique, et
inversement.

Longueur de Debye-Hiickel

Dans I'eau, solvant ionisant, les charges se dissocient. Comme vu précédemment, I’eau posséde
une constante diélectrique élevée, qui associée a des charges libres en solution (sel ajouté et ions
hydroxyde et hydronium issus de l'autoprotolyse de I'eau) influent sur le potentiel d’interaction
électrostatique du systéme. On introduit la longueur de Debye Hickel, Ap, qui traduit la portée des
interactions électrostatiques dans I'eau. Le potentiel d”interaction s’exprime alors sous la forme :

kT = = 4.114 107" Joules 4 25°C
A
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lp (-1
U(r) = ZyZp 736( AD)kBT Equation 1-7

La longueur de Debye Hiickel dépend de la force ionique de la solution (1), car celle-ci correspond
a une longueur d’écrantage de l'interaction électrostatique et donc a I'épaisseur de la double couche
électrique.

1) Equation 1-8
4‘”13
I

1 . S .
avec I = EZL-ZL-ZCL- et C; la concentration de 'espéce i en solution

D=

Dans cette these, la concentration en NaCl est contrélée ; a titre de comparaison des valeurs de
Ap sont répertoriées dans le Tableau 1-4 ci-dessous.

Tableau 1-4 : Valeurs de longueur de Debye-Hlickel dans I'eau pour diverses salinités.[24]

Type de solution Ap

Eau ultra-pure ~1000 nm
Eau ultra-pure de laboratoire ~100 nm
Solution de NaCl 0.001M 10 nm
Solution de NaCl 0.1M 1nm
Solution de NaCl 1M 0.3nm

Au cours de cette thése, la concentration en NaCl sera en général inférieure a 0.1 M, ce qui signifie
que la longueur de Debye sera de I'ordre du nanometre ce qui est en général suffisant pour générer des
interactions électrostatiques entre des especes de charge opposée.

1.1.1.3 Conformation des chaines en solution

Conformation des PEs faiblement chargés

Comme précisé précédemment, la présence de charges libres a de grandes répercussions sur les
interactions électrostatiques en solution. Dans I'eau pure, la longueur de Debye Hickel est supérieure
a 1000 nm, c’est-a-dire que la portée des interactions électrostatiques est bien plus grande que la
distance moyenne entre charges. A I'état neutre, une chaine polymere flexible en solvant © posséde
une configuration de pelote gaussienne [17], mais sous |'effet des fortes interactions électrostatiques,
la chaine adopte une conformation étirée. Cependant, le co(it entropique associé a cette conformation
est trop élevé et on observe ainsi une fluctuation a une échelle plus locale permise par |'énergie
thermique. Pour caractériser la conformation prise par des chaines de polyélectrolytes faiblement
chargées, on introduit alors le concept de blob électrostatique qui prend en compte a la fois I'interaction
a longue portée électrostatique et I'effet de I'agitation thermique a courte portée. Ces blobs

électrostatiques correspondent a des sphéres théoriques de rayon $btob e /2 , de charge qpiope = f X

Nponomere X €, et dont la taille correspond a une compensation entre I'agitation thermique et les
interactions électrostatiques (Upiop e = kgT). Ainsi, a l'intérieur du blob, la chaine se comporte comme
un polymere neutre; a grande échelle les répulsions entre blobs alignent la chaine(Figure 1-10 et
Tableau 1-5).
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!

Uptope = ksT
Shlov e

L chaine

Figure 1-10 : Schéma des blobs électrostatiques. Un blob correspond a une sphere de rayon &p,;05/2. Une chaine de longueur
L est composée d’un enchainement de N monomeres de taille m (d’aprés [2]). Localement la chaine a une conformation
gaussienne. A plus grande échelle, elle est étirée.

Tableau 1-5 : Caractéristiques des blobs électrostatiques.

d <S$pope d > Epiob e
Régime d'interaction Energie électrostatique=KsT Energie électrostatique > KT
Conformation de la chaine Pelote Etirée

En fonction de la qualité du solvant, et en utilisant les hypotheses de blob électrostatique, on
peut déterminer la taille du blob ; dans les deux cas présentés dans le Tableau 1-6 des polyméres en
solvant © ou en bon solvant, la chaine polymeére adopte une configuration étirée dont la longueur est
reliée au taux de charge f de la chaine.[17,13]

Tableau 1-6 : Caractéristiques de la chaine en solvant 6 et en bon solvant.

Solvant © Bon solvant (T >8)
1 =3
Diamétre du blob ~y (1_3)3 % f_TZ ~l, (l_B) ! X f_76
I I
Longueur de la Ig _Tl 2 Ig % 4
chaine Ly X Ny, (—) x f3 Ly X Ny, <—) x f7
L, Ly

avec Iy la longueur du monomere, N le nombre de monomeéres et Igla longueur de Bjerrum.

Conformation des PEs fortement chargés

Lorsque la densité de charge est trés élevée, les interactions électrostatiques sont trés
importantes et la taille d'un blob électrostatique peut se réduire a celle d'un monomere. Le potentiel
électrostatique est alors tres élevé et implique de fortes interactions avec les contre-ions, ce qui se
traduit par une diminution de la densité de charge apparente. Selon Manning et Osawa, il y a
condensation des contre-ions sur la chaine chargée si le gain d’énergie est plus important que la perte
d'entropie associée a la perte de mobilité des contre-ions condensés.[25,18]
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Figure 1-11 : Illustration de la théorie de la condensation des contre-ions de Manning. Dans la région 1a, les contre-ions sont
liés a une charge de signe opposé et ne peuvent se déplacer ; dans la région 1b, les contre-ions sont libres de mouvement dans
un volume appelé volume de condensation ; La zone 2 ou les contre-ions et les co-ions coexistent, est appelée atmosphere de
Debye-Huckel.

Il est alors possible d’assimiler cette configuration a celle d’un polyélectrolyte faiblement chargé
puisqu’une partie des charges est neutralisée par les contre-ions. Le parametre de Manning I, définit
la densité de charge du polyion comme le rapport de la longueur de Bjerrum sur la distance entre deux
charges voisines r (Equation 1-9).

Iy =— Equation 1-9
T

Tableau 1-7 : Comportement de PE & forte densité de charge en fonction de la valeur du paramétre de Manning-Osawa.

Iy <1 Iy >1
Densité de charge Faible Forte (instabilité)
Condensation : diminution de
Contre-ions Libres en solution [y jusqu’a
Iy = 1 etarrét de la condensation
Distance entre les charges r r>lg r<lp

Conformation des PEs hydrophobes

Dans le cas d'un PE hydrophobe les monomeéres montrent plus d'affinité avec les autres
monomeres qu'avec le solvant. Pour minimiser le contact avec le solvant, la chaine va alors se replier et
former un globule a l'instar des gouttelettes d’huile insolubles dans I'eau. Ce globule de diamétre
Dgiobuie €st formé de blobs thermiques de taille &0 ¢ qui correspondent a la taille pour laquelle
I'energie interfaciale eau-polymére est égale a I'énergie thermique a l'intérieur du blob.

lls sont globalement insolubles et doivent posséder un taux de charge f assez élevé pour leur
permettre un minimum de solubilité dans I’eau. Les charges vont avoir pour effet d’étirer la chaine en
créant des zones de répulsion entre blobs. Deux théories s‘appliquent a décrire le comportement de
ces PE hydrophobes dans I'eau : le modeéle en cigare de Khokhlov qui décrit la morphologie résultante
comme un cylindre dont les dimensions sont régies par |'énergie électrostatique interfaciale [26] ; et le
modele du collier de perles introduit par Dobrynin et Rubinstein qui se base sur l'instabilité de goutte
de Rayleigh (Figure 1-12).[27] A partir d’une certaine charge et sous I'effet de forces a courte portée, la
goutte (ici le globule) va se diviser en plus petites gouttes pour minimiser les instabilités. Dans le cas de
PE hydrophobes, la chaine va devenir une succession de ‘perles’ constituée de blobs, reliés entre eux
par une chaine de I'épaisseur d’un blob. Cette structuration du PE aura de fortes conséquences lors de
la complexation avec d’autres PEs ; les systemes seront généralement instables et auront tendance a
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précipiter.[28] Les récentes études et simulations statuent en faveur du collier de perles[29], en tenant
compte des contre-ions autour de la corde reliant les perles. Par ailleurs, il est a noter que I'on retrouve
le phénomene de condensation des contre-ions dans ces PEs lorsque le critere de Manning est
vérifié.[12]

L

chaine

Figure 1-12 : (a) Comportement d’une chaine de PE hydrophobes a dilution infinie dans I'eau, adapté de [2] ; (b) Simulation de
cette méme chaine.[31]

Régimes dilués et semi dilués : lois d’échelle

Pour les polymeres neutres, on définit différents régimes en fonction de la concentration et de
la masse du polymere. Lorsque I'on augmente la concentration, la distance entre les chaines de
polymeres diminue jusqu’a une concentration appelée concentration critique de recouvrement C*.
Cette concentration marque la limite entre les régimes dilués et semi-dilués en solution. Au-dela de C*,
De Gennes définit I'agencement des chaines de polyméres comme un réseau isotrope caractérisé par
le parametre de maille & du réseau formé par les chaines.[16]

Pour une concentration encore plus élevée en polymeére, les chaines se trouvent ensuite en
régime concentré (Figure 1-13).

Concentration
c<cC* c=cC*
Régime dilué Régime semi-dilué puis concentré

Figure 1-13 : Comportement de chaines de polymeéres neutres en bon (gauche) et mauvais solvant (droite), en fonction de la
concentration (adapté de [261]). La concentration critique de recouvrement en solvant © est supérieure a celle obtenue en
bon solvant.

La concentration critique de recouvrement C* peut étre calculée avec I'équation suivante :
o=
4

3 HRgNa Equation 1-10

avec My, la masse molaire du polymere, R ; son rayon de giration, N'a le nombre d’Avogadro.
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Par ailleurs, en fonction de la qualité du solvant, le comportement et la conformation des chaines
de polymeére varient. En solution trés diluée, les chaines de polymere sont séparées les unes des
autres : en solvant ©, la conformation est idéale ; en bon solvant, les chaines sont en conformation
gonflée. Le rayon de giration des pelotes sera donc différent pour ces deux qualités de solvant en milieu
dilué :

3/ ‘
o Rg~a.N 5 pour un polymeére en bon solvant

1
o Rg~a. N /2 pour un polymere en solvant ©
avec N le nombre de segments de la chaine qui forment des pelotes, a la taille de ces segments

C* en bon solvant est donc inférieure a C* en solvant © car les interactions répulsives entre les
segments des pelotes dominent dans ce cas. On a alors des pelotes gonflées et ainsi le Rg qui augmente,
abaissant ainsi la concentration nécessaire au recouvrement des pelotes.

Dans le cas des polyélectrolytes, on distingue comme pour les polymeres des régimes de
concentration et un C* marquant le passage du domaine dilué au semi-dilué.

Pour les PEs hydrophobes, on peut faire une analogie avec les polymeéres neutres en solvant © ;
la conformation est plus compacte que pour des PE plus hydrophiles. En effet, les interactions inter et
intra chaines sont dans ce cas plus importantes et donc la limite en concentration C* sera plus élevée.
On définit deux sous-régimes semi-dilués correspondant a deux parameétres de maille & distincts : le
régime de la corde (la maille du réseau englobe plusieurs perles reliées par une corde) et le régime de
la perle (le réseau est centré sur une perle entourée de corde). Cette valeur & est dépendante de la
concentration en polymere et de la taille du monomeére. Le Tableau 1-8 présente les lois d'échelle de C*
et & en fonction de la nature du PE.

Tableau 1-8: Relations d'échelle de la concentration critique d’enchevétrement c*et de la maille du réseau
&, en régime semi-dilué pour des PEs hydrophiles et hydrophobes.[2]

Nature .
PZ PE hydrophile PE hydrophobe
Régime de la corde Régime de la perle
] = xl -2 1 3 X leorde ~1 B X Lerte 2
¢ ~Imonomere ~ X lchaine ~lmonomere = X lcorde monomere perle
_171/2 1/2 _1"1/2 -1/2 _ ~—1/3
EC - 1monomére xc / - lmonomére X / =c /

Les valeurs expérimentales du parametre de maille sont obtenues par AFM a travers I'apparition
de forces oscillantes dont la période permet de remonter a &..[6] Par diffusion de rayons X ou de
neutrons on peut aussi déterminer le parameétre de maille a partir de la position du pic de
corrélation.[30]

Effet de 'ajout de sel

Le sel, méme a tres faible concentration écrante considérablement la portée des interactions
électrostatiques. L'ajout de sel augmente la force ionique de la solution et écrante les charges
responsables de la conformation étirée de la chaine. La conformation étirée n’est alors plus possible et
le polyélectrolyte peut méme adopter la conformation en pelote typique d'un polymeére neutre lorsque
la force ionique est suffisamment élevée. L’équipe de Kiriy a entrepris de visualiser I'effet de sel sur la
morphologie du poly(chlorure de méthacryloxyéthyl de diméthylbenzylammonium) [31]. On observe
par AFM le repliement de la chaine lors de 'augmentation de la salinité du milieu (Figure 1-14).
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Poly(chlorure de méthacryloyloxyethyl
de diméthylbenzylammonium)

Figure 1-14 : Effet de I'ajout de Na,PO,4 sur la conformation de chaines de poly(chlorure de méthacryloyloxyethyl de

diméthylbenzylammonium).[31]

L'effet d'écran se traduit aussi par une diminution de I'épaisseur de la couche ionique entourant

la chaine et la longueur de persistance électrostatique Lpe*du polymere.

Pour le polyacrylate de sodium(PANa), PE flexible étudié dans le
chapitre 4, la longueur de persistance chute remarquablement lorsque la

force ionique du milieu est augmentée (Tableau 1-9).

Tableau 1-9 : Longueurs de persistance électrostatique pour la PANa en fonction de la force

Stoll et Chodanowski ont montré I'influence de la

I,(M) L,
0.005 18.8
0.01 115
0.05 6.5
0.1 4.4
0.5 2.1
jionique du milieu.[32] 15 1.2
Kang
[koT/deg’] 0 0.0005 1 0.001 0.02

concentration en sel par simulation Monte-Carlo sur la
conformation de chaines de PE flexibles, semi-flexibles et
rigides[33,34]. Lorsque la force ionique augmente, les
chalnes de PE perdent leur rigidité, et ce jusqu’a des
rigidités intrinséques de chaine kang de 0.001 KsT/deg?.

Dans le cas des PEs rigides on observe a C=1 M, ou
I'écrantage des interactions électrostatiques est quasi
total, Stoll et al. observent la formation de domaines
rigides connectés entre eux par des domaines plus flexibles
(cadres jaunes). Il est possible de I'expliquer par la perte
d’entropie qui accompagne l'augmentation de kang Par
contre, on n’observe plus cette structuration dans le
derniére cas c’est a dire pour des PE trés rigides. Il existe
donc une rigidité pour laquelle la chaine est peu sensible a
la force ionique en solution (cadre bleu).

Lorsque I'on se place dans le cas de chaines flexibles
a kang=0, la diminution de la quantité de sel s"accompagne
de la formation de structures en cylindre pour minimiser
I’énergie électrostatique entre monomeres.

* 1A%
Lpe — B2 02
41Ty
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Figure 1-15: Conformations de chaines de 200
monomeres de PE isolés par simulation Monte-Carlo
en fonction de la rigidité king du PE et de la
concentration en sel C;.[34]

et Ly, = Lp; + Ly, avec rla distance entre deux unités chargées
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1.1.1.4 Dynamique des solutions de PEs

Aprés avoir passé en revue la statique des polyélectrolytes en solution, cette partie s’intéresse a
leur comportement dynamique. En effet, les solutions de polyélectrolytes sans sel ajouté, ou a faible
force ionique, montrent un comportement atypique.[35] Ainsi, deux types relaxation peuvent étre
observées en diffusion dynamique de la lumiere : une relative a la diffusion des chaines (mode rapide)
et une autre liée a la présence de domaines pour le mode lent.[36]

Le mode rapide

En solution, les temps de relaxation mesurés pour les chaines de PE sont ‘anormalement’ faibles
au vu de leur taille. Sedlak montre que le coefficient de diffusion Dy d’une chaine de PE n’est pas si
faible par rapport au coefficient de diffusion d’un ion isolé (Dygc;=1.7x10° cm?-s) lorsque I'on ajoute
du sel dans une solution de PE.[36] C’est donc suite a la dynamique couplée entre les macromolécules
et les contre-ions que I'on voit I"apparition d’un mode rapide, considéré comme le comportement de
diffusion ‘normal’” au sein de la solution. Deux théories tentent d’expliquer ce phénoméne. La théorie
de mode couplé explique que ce phénomene de relaxation est lié au couplage entre les charges portées
par le PE et les contre ions. Une seconde théorie fait état d’une interaction de particules browniennes
accélérées par la nature chargée des PE et les interactions électrostatiques entre les chaines.
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Figure 1-16 : Evolution du coefficient de diffusion Df associé au mode rapide [35] en fonction : (a) du degré de neutralisation
a (acide poly méthacrylique, My=30 000, g/mol c=36.6 g/L); (b) de la masse molaire du PSSNa, c=45.6 g/L a 90° (c) de la
concentration en NaCl ajouté (mol/L) (PSSNa, My=1 200 000, c=5g/L); (d) de la concentration en polyélectrolyte (g/L) (PSSNa,
My=100 000, c=5g/L ).[37-40]

Le rapport de concentration (contre ion/motifs chargés) étant globalement constant, le
coefficient de diffusion dépendra essentiellement du taux de charge fdu PE (Figure 1-17 a). Le mode
rapide dépend de l'intensité des interactions électrostatiques. Lorsque la force ionique augmente, le
couplage des charges du PE avec les contre ions est écranté d’ou une diminution de Dy avec la
concentration en sel (Figure 1-17 c). Ce mode ne dépend pas de la masse molaire des PEs. On observe
la méme valeur de Dy pour des chaines de faible masse ou les chaines ne peuvent s’enchevétrer et pour
des PEs de tres forte masse qui sont enchevétrés ; dans ce cas, Dy traduit la diffusion couplée des contre
ions avec les segments de polyméres entre enchevétrements (blobs). Enfin, concernant la dépendance
du mode rapide a la concentration de PE, deux régimes de concentration peuvent étre mis en évidence
(Figure 1-17 d). A forte concentration, Dy est élevé et constant ce qui traduit un couplage fort entre les
contre ions et les charges du PE. En diminuant la concentration molaire en PE, les contre ions sont de
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moins en moins nombreux a proximité de la chaine et ainsi leur influence sur la dynamique des chaines
est fortement atténuée. Par ailleurs, comme les contre ions sont relativement libres de diffuser dans
I'ensemble de la solution dans ce régime de concentration, ils peuvent participer a I'écrantage des
charges entre les PEs ce qui contribue aussi a diminuer Dy. Il est important de préciser que la transition
entre les deux régimes ne correspond pas a la transition dilué=>semi dilué. Typiquement sur la Figure
1-17 d, C* est situé sur le plateau supérieur. Cela confirme que la dynamique des PEs est dominée par
le mode couplé : la diffusion des segments de PEs dans le régime semi dilué est similaire a celle des
chaines globales de PE dans le régime dilué.[37—-40]

Le mode lent

Ce mode de diffusion doit son origine a la présence de domaines de chaines plus compactes ou
encore d’agrégats en solution. Il est observé en plus du mode rapide au-dela d'une concentration
critique en polymere. L'étude du coefficient de diffusion associé a ce mode, Dg, montre une tres forte
dépendance angulaire qui peut étre interprétée comme la présence d’objets de taille
importante.[37,41] Il a été montré en utilisant le loi de Stokes Einstein“que la diffusion provient de
I'enchevétrement de plusieurs chaines, formant des structures compactes d’indice de réfraction
différant de celui de la solution.[35]

Le comportement de ce mode lent a lui aussi été étudié en fonction de différents parameétres en
particulier la concentration en PE.[40] Le coefficient de diffusion D varie avec la concentration en PE
et diminue lorsque celle-ci augmente mais n’atteint pas un plateau comme pour Dy.[42]

Enfin, trés récemment, Muthukumar indique que le mode lent est d{ a la formation de paires de
dipbles de type ‘charge-contre ion’ qui permettent aux chaines de PE en solution d'étre en interaction
les unes avec les autres. Il en résulte la formation d’un réseau semblable a un microgel, caractérisé par
un vecteur de magnitude U, qui représente la force d’attraction de deux dipdles adjacents moyennée
sur I'ensemble des orientations possibles (Figure 1-17 b). N quantifie le nombre de motifs polymeéres
entre deux nceuds formés par ces dipdles.[35] Quand on rajoute du sel, les interactions dipoles-dipdles
sont alors détruites et ce mode disparait. C'est ce que I'on a observé expérimentalement sur nos
solutions de PDADMAC et de PSSNa (voir chapitre 4).

-U,

Figure 1-17 : (a) Nuage crée par les contre-ions (en gris), entourant une chaine de polyélectrolyte (en vert). La mesure de la
dynamique de la chaine et de ses contre-ions est caractérisée par le mode rapide. (b) Schéma présentant des paires dipole-
dipole a I'origine de la formation d’agrégats de type microgel ; ce comportement est attribué au mode lent.

1.1.2 Conclusion

Les polyélectrolytes sont des polymeres qui allient les propriétés des polymeéres et ceux des
entités chargées et dont le comportement est propre et unique. Large est la palette des PEs, si bien que
le choix du type de polyélectrolytes va alors dépendre essentiellement de I'utilisation et des propriétés

* kT . . , . .
D = p— avec k la constante de Boltzman, n la viscosité du solvant, T la température du milieu en Kelvin, Ry le rayon

hydrodynamique de la particule

33



CHAPITRE 1

souhaitées (hydrophobes, hydrophiles, amphiphiles...). La Figure 1-18 classe ceux-ci en fonction de
plusieurs propriétés. L'intérét principal de ces macromolécules chargées étant leur aptitude a former
des complexes en solution et aux interfaces par interaction électrostatique avec diverses entités
chargées (polyélectrolytes, ions, nanoparticules...), la partie suivante s’intéressera plus particulierement
au mécanisme de complexation et aux propriétés des complexes.
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Figure 1-18 : Classification des polyélectrolytes en fonction de la nature des charges et de leur position le long de la chaine.[54]

1.2 Complexes de polyélectrolytes

Les complexes de polyélectrolytes, résultant de 16001y povers »
I'association non covalente de polyions de charge —e— Publications e
opposée, ont suscité ces dernieres décennies un intérét mlzoo- LN

. 7 . . ’ — ” /H" n
croissant comme en témoigne I'augmentation des études g o ./.N_/ - /.4:/ \,
aussi bien théoriques qu’appliquées en passant par les 2 /-’ H.'" \

o ) o
brevets déposés en Figure 1-19. a0] " &
.,.
On les trouve dans la littérature sous le nom de : : : :
2000 2005 2010 2015

PECs pour polyélectrolytes complexes, PICs pour polyions
complexes, ou encore [IPECs (interpolyelectrolyte
complexes). Présents dans la nature sous forme d’acide
nucléiques, de protéines ou de polysaccharides, les PECs
sont des structures auto-assemblées a l'origine de
nombreux processus dans les systémes vivants (adhésion
des microbes sur la surface de leur cible ou compaction de I’ADN autour des histones par exemple). Ces
systemes ont été utilisés et imités en version synthétique dans des domaines aussi variés que
I'encapsulation en industrie agroalimentaire et pharmaceutique [43,44], les matériaux [45,46], la
génétique [47], le traitement des polluants [4], I'industrie du papier [5,48], les adhésifs, I'électronique
et la photonique. En particulier I'approche ‘layer-by-layer’ développée par Decher a I'aube des années

Année de parution

Figure 1-19: Nombre de brevets (noir) et
publications (rouge) par année de parution en
réponse a la recherche ‘polyelectrolyte
complexes’ sur Google Scholar.
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2000 a été tres clairement a l'origine d'un regain d'intérét pour les complexes de polyélectrolytes dont
les principaux fondements ont été établis dans les années 70-80 par les équipes de Kabanov (Russie) et
Tsuchida et Abe (Japon).[49-53]

Ces complexes vont dépendre principalement des caractéristiques moléculaires des
polyélectrolytes, de leurs propriétés en solution et aussi de la distribution des charges sur la chaine et
de leur degré d’ionisation. Leur morphologie dépend de la nature des polymeres et de la formulation
choisie; il est possible de les retrouver sous des formes aussi diverses que des especes solubles, des
hydrogels, des agrégats, des nanoparticules, des phases macroscopiques structurées ou homogenes ou
encore des films multicouches.[54] Leur taille varie entre I'échelle nanométrique et le micron, c’est a
dire I’échelle colloidale. Le Tableau 1-10 rassemble un certain nombre d'applications des PECs classées

en fonction de propriétés spécifiques mises en jeu dans le co-assemblage.
Tableau 1-10 : Applications des PECs en fonction des interactions engagées (adapté de [55]).

Interactions spécifiques en jeu Application
surfaces chargées  Additifs en cométique et détergence[56,57]
Modification de surfaces et interfaces (antistatique, senseurs,
multicouches)[58]
Séparation et concentration de molécules biologiques[59]
contre-ions  Support pour la filtration-élimination ou résine échangeuse d'ions
[60,61]
formation de gels avec des ions multivalents [62]
tensioactifs  Formation de complexes insolubles PE-TA pour modifications de
surface de basse énergie [63]
Formation de structures ordonnées [66,67]
petites Formation de complexes solubles et insolubles PE-molécules
molécules chargées actives [64—66]
particules chargées Processus de floculation pour le traitement des eaux usées [69]
Démouillant pour I'industrie du papier[5]
Floculant flottant, hydrogels pour la dépollution de sites[4]

1.2.1 Formation des complexes

1.2.1.1 Mécanisme de formation

Lors de la mise en contact de deux entités de charge opposée illustrée dans la Figure 1-20,
plusieurs phénomenes entrent en jeu et sont a I'origine de du processus de complexation [67]: (i) la
formation de liaisons électrostatiques ou ‘liaisons salines’ entre les motifs de charge opposée ce qui
permet de diminuer considérablement I'énergie de surface des PEs, (ii) la libération de contre-ions
initialement associés aux charges, (iii) et la déshydratation des groupements chargés ce qui augmente
I'entropie du systeme et favorise donc la complexation. Par ailleurs, d'autres interactions peuvent étre
engagées lors de la complexation: les liaisons hydrogene, les interactions de van der Waals et I'effet
hydrophobe qui se manifeste par un gain entropique liée a la libération de molécules d'eau lorsque des
domaines hydrophobes interagissent entre eux.

e
-
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Figure 1-20 : Complexation de deux polymeéres chargés de charge opposée en solvant aqueux.
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En solution diluée en I'absence de sel, les modélisations de Ou et Muthukumar en bon solvant et
en supposant ["équilibre thermodynamique montrent que ['‘appariement des chalnes de
polyélectrolytes découle de plusieurs étapes : la Figure 1-21 a illustre le rapprochement des deux
chaines, la complexation d’une partie accessible de la chaine fortement chargée; suivie de la
complexation totale et de la réorganisation en une structure relativement compacte qui en pratique
peut se manifester par I'apparition d’un précipité lorsque I'on a des polyélectrolytes forts.[22,68]

(@) : . (b)
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© Rg of polycation P*
@ Number of adsorbed counterions —80
@ Number of P~ /P pairs
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Figure 1-21: (a) Captures des configurations des chaines lors de la complexation d’une chaine anionique (noire) avec une
chaine cationique (rouge) en solution sans sel ajouté. La longueur des chaines est fixée a N=60, la valence des contre-ions est

de Z. = 1, le paramétre de Manning & = %’ = 2. (b) Evolution temporelle du rayon de giration des chaines de polyanion et

de polycation durant la formation des complexes, et variation du nombre de contre-ions adsorbés ainsi que du nombre de
paires polyanion-polycation formées pendant la complexation.

La Figure 1-21 b présente I'évolution du rayon de giration des polymeres en fonction du temps.
Cette évolution est directement liée a la libération des contre-ions initialement adsorbés sur les chaines
et le nombre de liaisons salines formées. On note une tres forte diminution du rayon des polymeres en
accord avec une augmentation du nombre de paires de PE et le repliement des chaines dans les
complexes. Les courbes décrivant I'évolution de Rg et le nombre de liaisons salines formées atteignent
rapidement un palier correspondant a la complexation totale des chaines présentes en solution. Le
nombre de contre-ions adsorbés sur les chaines libres quant a lui diminue régulierement au cours de la
complexation jusqu'a leur libération totale dans le milieu lorsque I'appariement des chaines de PE est
total.

1.2.1.2 Structure des complexes

La structuration des complexes est tout d’abord décrite a I’échelle des chaines de polyméres puis
les structures a l'échelle macroscopique qui en découlent sont présentées. Le processus de
complexation est décrit dans la littérature en trois étapes principales illustrées ci-dessous (Figure 1-22)
: (i) Dans un premier temps des complexes primaires résultant des forces électrostatiques sont formés ;
(i) Des complexes secondaires peuvent étre formés aprés réorganisation interne des complexes ; (iii) A
I'’échelle des complexes, on peut dans certaines conditions assister a une agrégation des complexes
entre eux sous I'action de forces hydrophobes principalement.
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Deux principaux types de structures ont été identifiés a I’échelle moléculaire (Figure 1-22) : les
complexes ordonnés en échelle * et les complexes aléatoires désordonnées appelés aussi ‘ceufs
brouillés™. Certains facteurs favorisent la réorganisation intra-complexe : la rigidité du squelette du PE,
une force ionique et une concentration faible en solution ou une distance inter charge similaire pour les
deux PEs. De facon générale, les complexes secondaires ‘ordonnés’ en échelle sont assez rares car le
taux de collision entre les chaines de PEs est élevé et les structures complexées se retrouvent ainsi
souvent figées dans des conformations aléatoires et les complexes en ceufs brouillés interagissent donc
directement avec d’autres complexes.

Réorganisation
—-
« Intra »-complexe

Complexe primaire « amorphe »

Polyanion

‘

Figure 1-22 : Schématisation de la réorganisation des PECs lors de la complexation de deux polymeres chargés de charge
opposée.

1.2.1.3 Morphologies des complexes

A I'échelle macroscopique les systemes complexés de PEs peuvent se présenter sous différentes
formes : (i) des PECs solubles ou hydrodispersés, qui forment une phase macroscopiquement homogene
et ne sont pas visibles en microscopie optique; (ii) des systémes colloidaux turbides formés de particules
(solides) de complexes chargés; (iii) des complexes précipités, issus d’une séparation de phase liquide-
solide ; et des coacervats, issus d’une transition liquide-liquide (Figure 1-23).[69] De facon générale,
c'est l'intensité de l'interaction mise en jeu
entre les polyions de charge opposée qui va
définir si la complexation donnera lieu a une
transition liquide-solide ou liquide-liquide.
Par ailleurs, le rapport de charge mis en jeu
déterminera si les complexes formés sont a la
stoechiométrie de charge ou non. Trés
souvent 'ajout d'un excés de polyion permet Figure 1-23: lllustration des types de PECs rencontrés: agrégats,
de former des complexes solubles ou coacervats f:t complexes en squt’i,on par microscopie optique (PECs

) N solubles et insolubles). La barre d’échelle est de 10 um.
dispersés (colloidaux) stabilisés par I'exces de
charges non complexées.

* ladder-like structure

T Scrambled eggs model
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Interaction forte et précipitation

L'interaction des systémes contenant des PEs forts est le siege de fortes interactions
électrostatiques et la morphologie associée a la stcechiométrie est un agrégat solide qui sédimente avec
le temps (précipité). On peut citer dans les PEs présentant de tels comportements les couples
PSSNa/PDADMAC, PSSNa/PEl ou encore PAA/PAH. Lors de la mise en contact des polymeres,
I'interaction trés forte entre les charges opposées entraine |'expulsion de I'eau et des contre-ions
menant le systéme a une transition irréversible liquide-solide.

Michaels met en évidence la libération progressive et totale des contre-ions par mesure de la
conductance lors de complexation du chlorure de poly(vinylbenzyltrimethyl-1-ammonium) VBTA(CI) par
le polystyréne sulfonate PSSNa (Figure 1-25).[70] A I'équivalence, on note I'augmentation de la
conductance en adéquation avec la libération des contre-ions chlorure et sodium jusqu’a I'équivalence.
Les auteurs montrent également que le sens du dosage n'affecte pas I'efficacité de la complexation.

Ces systemes liberent donc des contre-ions au fur et a mesure et précipitent lorsqu’on atteint
I'équivalence. Hors stcechiométrie, c’est-a-dire en présence d’un des deux PEs en excés, on assiste a la
formation de particules colloidales (dispersion) stabilisées a leur surface par le polyion en excés (Figure
1-24).
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Figure 1-25: Suivi de la conductance en solution sans sel lors de la réaction entre le PSSNa et le VBTA(CI) pour des

concentrations en charge de (a) 103M et (b) 10-2 M pour chacun des PE en fonction de I'avancement de la réaction
_ [PSS(N@)]eq
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Figure 1-24 : (a) Formation de PECs colloidaux en solution stabilisés par interactions électrostériques en présence d'un exces
de polycation ; (b) particules colloidales de chitosane/ sulfate de dextrane observées en MEB.[72]
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Les auteurs [71,72] postulent que ces structures comportent une structure coeur-écorce ; le cceur
est globalement neutre (la complexation des charges crée des domaines hydrophobes dans I'eau) tandis
gue la couche externe hydrophile est constitué du PE en exces. Les particules de PECs sont stables dans
ces conditions car I'exces de PE a la surface génere des répulsions électrostatiques entre les particules.
Ces nanoparticules de PEs complexés ont des applications thérapeutiques, par exemple pour la
vectorisation d’acides nucléiques. Il est également possible de moduler la charge de surface en fonction
de la nature du polyion en exces (Figure 1-26 gauche). En solution, leur présence est attestée par la
turbidité des échantillons et leur aspect bleuté (effet Tyndall) signe d’un assemblage colloidal diffusant
la lumiére. L'utilisation de technique de diffusion de la lumiere (DLS, SLS) et des neutrons (SANS) permet
de caractériser ces assemblages. Une expérience classique de suivi DLS de la taille des complexes
polyéthyleneimine/polyacide acrylique(PEI/PAC) en fonction du rapport de charge des deux PE est
présentée (Figure 1-26).[73]

E 1000 1.PEI 2. PAC
= e=ge= 1. PAC 2. PE|
I
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600
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Figure 1-26 : (gauche) Domaines d’existence des particules colloidales pour un systéme a forte interaction, alginate/chitosane,
en fonction du rapport en charge K = %des deux polymeéres.[71] (droite): Taille de particules de PEI/PAC en fonction du
rapport Z=n-/n+, avec une concentration Cpe=0.001 M et le pH des PEs : pHpg=10 et pHpac=4. [73]

Interaction faible et coacervation

Lorsque l'on complexe des PEs dits

faibles, les interactions sont moins intenses que s e < Coacervation
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gouttes de coacervat en une phase homogene
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Bungenberg de Jong fut le premier a Figure 1-27 : Composition d’un systéme de PE de charge opposée
mettre un nom sur cette morphologie formant un coacervat. La phase a représente le surnageant et la
particuliere en 1929 lors de ses travaux sur les Phase Ble coacervat. [262]
complexes a base de gomme arabique et de gélatine.[75] Oparin et Haldane, ont méme émis
I'hnypothese que les premiéres traces de vie aient pu apparaitre dans un coacervat de biomoélcules.[76]

Les domaines d’application sont variés pour ces structures a I'équilibre thermodynamique. Les
premiéres études ont été menées sur des polyméres chargés d’origine naturelle tels les protéines
(gélatine, B-lactoglobuline..) et les polysaccharides (gomme d’acacia, alginates...) pour des applications
dans I'industrie agroalimentaire, les biotechnologies, le médical ou les cosmétiques. En effet, une des

Polyanion
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caractéristiques des coacervats est de permettre aux polymeres et protéines de conserver leur activité
biologique au sein du systéeme comme cela a été démontré avec des enzymes immobilisées dans un
coacervat.[77] On trouve par ailleurs des coacervats complexes formés a partir de PEs naturels
(protéines) et synthétiques utilisés pour purifier les protéines ou faire de I'encapsulation [78,79]. Des
coacervats a base de micelles de tensioactifs (colloides chargés) et de polyélectrolytes ont également
été décrits[80—-82]. lls sont actuellement utilisés en biologie synthétique comme protocellules.[83]

Sanchez et al. ont rationalisé le mécanisme de complexation et de coacervation sur un systeme a
base de gomme d’acacia et de B-lactoglobuline en utilisant la diffusion de lumiére. Ils décrivent le
processus de coacervation par un mécanisme de nucléation-croissance.[84—-86]

Hors stoechiométrie et comme dans le cas des systemes interagissant fortement, on peut former
des complexes colloidaux. Cependant, en raison d’interactions plus faibles les complexes ont une
structure plus hydratée. Dans certains cas, on note méme la présence de PECs solubles c'est-a-dire
constitués de longues chaines de PE (accepteur, guest PE, GPE) sur laquelle viennent se complexer
quelgues chaines d’un petit PE de charge opposée (donneur, host PE, HPE). Souvent considérés dans le
domaine des biotechnologies comme des particules, ces PECs solubles trouvent leur singularité dans le
fait de mettre en jeu des PEs de masses molaires tres différentes. Ces complexes sont a I’équilibre avec
les PE libres (Figure 1-28). Kabanov et Zezin[53] ont mis en évidence les prérequis nécessaires a la
formation de ce type particulier de complexes [87]:

(i) Une forte dissymétrie des masses molaires des PEs de charge opposée
(ii) Un exces de HPE de telle facon que le rapport de charge soit:
GPE
7 = Eearge 5 _ 05  [88]
[HPE]charge

Complexes solubles

HPE AN

- <
—
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Figure 1-28 : lllustration des domaines d’existence des PECs solubles en fonction du rapport en charge des deux PEs en jeu.

1.2.2 Techniques usuelles de caractérisation

La caractérisation des PECs comprend une tres large gamme de méthodes analytiques. Il est
possible de suivre les variations de la turbidité, du pH, de la force ionique, ou encore de la viscosité du
milieu. La structure des complexes est élucidée par I'étude de la diffusion statique et dynamique de la
lumiére [89-91] et des neutrons [92-96] ou la diffraction de rayons X .[97,98] Des techniques comme
I'électrophoreése, la RMN [99,30], la microscopie (AFM, MEB, confocale, optique), les titrages
potentiométriques, de turbidité, ou I'analyse thermique des mélanges (ITC, DSC) [100] permettent
également de déterminer les caractéristiques morphologiques et thermodynamiques des systémes.

1.2.2.1 Suivi de la complexation

On peut écrire la réaction de complexation entre deux PEs en adoptant le formalisme propre a
toutes réactions chimiques :

Pre )+ P cHpe (PP )+ (c e )gt(PT e )megq + (P cH)pyg

avec Pt , P~ les fonctions ionisables portées par les polyélectrolytes respectivement cationiques et anioniques, accompagnés
de leurs contre-ions respectifs ¢~,c™.
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Afin de faciliter le suivi de la complexation, on peut définir deux parametres d’intérét :
(i) le rapport molaire de charges initial Z
(ii) le facteur stoechiométrique S

Dans cette thése toutes les concentrations sont données en mole par litre de motifs chargés.

(i) Le rapport molaire de charges décrit la composition initiale du mélange:

+ —
[P* |initiar [P~ |initiar _ _ . ,
Z = — ou —= avec P~ : polyanion et P™ : polycation
[P~ linitiat  [P*linitiar
(ii) Le facteur stoechiométrique donne la composition du complexe a tout moment de la réaction :

S = [P+]complexe [P_]complexe

[P_]complexe [P+]compléxe

La détermination de ces parametres est cruciale pour le suivi des réactions et la compréhension
de I'impact de la formulation sur la complexation. Diverses méthodes sont utilisées pour détecter et
quantifier les PEs complexés et non complexés. En particulier, pour déterminer S, Drogoz et al. séparent
les chaines de polyélectrolytes (chitosane et sulfate de dextrane) non complexées des particules de
complexe, puis quantifient les chaines libres par dosage spectroscopique avec un pigment dont la
longueur d'onde d’absorption varie en fonction de |'état de complexation.[101]

1.2.2.2 Techniques de diffusion

En préalable des chapitres expérimentaux, cette partie introduit les phénomenes de diffusion mis
en ceuvre tout au long de cette these, afin de montrer les informations accessibles lors de I'utilisation
de ces techniques, et plus particulierement la diffusion de la lumiere.

Les techniques de diffusion constituent les principales méthodes de caractérisation de la matiére
colloidale. Elles sont basées sur la diffusion élastique du rayonnement qui est un phénomene affectant
les ondes au passage de la matiere et permettent d'accéder a certaines propriétés structurales de la
matiere (forme, taille, masse, dispersité...).[20,102] On peut classer les trois techniques de diffusion en
fonction du type de rayonnement utilisé : la diffusion de la lumiere, la diffusion des neutrons et celle
des rayons X aux petits angles.

Le principe général illustré sur la Figure 1-29 est le suivant ; une onde plane monochromatique,
d’intensité I, et de longueur d’onde A, traversant un milieu voit sa propagation modifiée, et une partie
du rayonnement est diffusée dans toutes les directions de I'espace. On étudie alors le rayonnement
diffusé selon un angle d’observation choisi 6.

Faisceau incident Ag Fai # i
aisceau transmis

A %
-y

ki
o

—
Faisceau diffusé [k £

Figure 1-29 : Diffusion d’un rayonnement incident de longueur d’onde A4 au travers d’un échantillon. Les vecteurs d’onde des
faisceaux incidents et diffusés sont caractérisés par E E et I'angle d’observation est noté 6.

L'intensité diffusée dépend de 0, et est communément exprimée en fonction du vecteur de
diffusion ¢ dont la norme s’exprime comme suit :
4T 6 N

”EI)” =q = TSinE avech =k; — kf Equation 1-11
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Les différentes techniques précitées se différencient par la longueur d’onde du faisceau incident
utilisé et donc de la gamme de g accessible (Tableau 1-11).

Tableau 1-11 : Tableau récapitulatif des spécificités des différentes techniques de diffusion.

Technique de diffusion Longueur d’onde (A) Domaines de vecteur d’onde (A™)
Diffusion de la lumiere 4000 <A, <7000 5.10°< g <3.103
Diffusion des rayons X 0.2 <1y<2 2.10%< g <5.10"
Diffusion des neutrons 1 <4y <20 2.10%< g <5.10*

L'inverse du vecteur de diffusion g1, peut étre percu comme I'échelle d’observation accessible
en diffusion. Il est alors possible de décrire les différents domaines d’observation en fonction de q

comme cela est représenté sur la Figure 1-30 dans le cas de chaines polymeéres en solution (Tableau 1-
11)

(ii) (iii) (iv)

.@@@

Vecteur de drffusron q

Figure 1-30 : Domaines d’observation en diffusion de rayonnement en fonction du vecteur de diffusion pour un polymere en
solution dilué.

(i) Aux faibles valeurs de g, les chaines polymeéres sont détectées comme des objets ponctuels
dont on peut déterminer le nombre et la masse molaire.

(ii) Lorsque lI'on augmente le vecteur de diffusion, on passe d’objets ponctuels a des
macromolécules dont on peut déterminer la taille (rayon de giration).

(iii) Pour des valeurs encore plus élevées de q, on se place a I'échelle de la chaine polymére et
on peut déterminer sa rigidité (longueur de persistance).

(iv) Enfin aux tres grandes valeurs de g, il est possible d’observer la structure a I'échelle de

guelgues monomeres.

L'utilisation de différentes techniques de diffusion permet donc d’accéder a une large plage de
vecteurs de diffusion (Tableau 1-11) et il est donc d’intérét de combiner plusieurs sources de
rayonnement.

Enfin, une notion importante en diffusion est le contraste, qui va étre d’origine différente en
fonction de la technique choisie (Tableau 1-12).

Tableau 1-12 : Tableau récapitulatif de la notion de contraste pour différentes techniques de diffusion

Technique de diffusion Origine du contraste
Diffusion de la lumiere indice de réfraction
Diffusion des rayons X densité électronique
Diffusion des neutrons longueur de diffusion cohérente

Parmi ces techniques, la diffusion de la lumiere statique (SLS) et dynamique (DLS) constitue la
technique de caractérisation la plus répandue pour la mesure de la taille de particules et de leur
distribution en solution pour des tailles de particules comprises entre le nanométre et le micron. La DLS
ou spectroscopie de corrélation de photons permet d’accéder aux tailles de particules en mesurant la
corrélation temporelle des fluctuations de I'intensité de la lumiere diffusée causée par le mouvement
Brownien des particules en solution. Un traitement approprié permet d’extraire le(s) temps de
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relaxation (t) caractéristiques du corrélogramme. Par application des Equation 1-12 et Equation 1-13
(loi de Stokes-Einstein), on peut alors déterminer le rayon hydrodynamique des objets en solution.

1 ) _
—=Dgq Equation 1-12
T
kT
H=>"7—"—— Equation 1-13
6mng D

avec D le coefficient de diffusion,t le temps de relaxation, kg la constante de Boltzmann, n, la viscosité du fluide.

La SLS est basée sur la mesure d’intensités diffusées moyennes en fonction de I'angle ; elle
permet la détermination de la masse molaire moyenne en masse des polymeres. La mesure de
l'intensité de diffusion a de nombreux angles permet le calcul du rayon de giration R;. En mesurant
I'intensité de diffusion pour de nombreux échantillons de diverses concentrations, le second coefficient
de Viriel A, peut également étre calculé. La diffusion statique de la lumiére est aussi couramment
utilisée pour déterminer la taille des particules par utilisation de la théorie de Mie.

On trace l'intensité diffusée (In(R)) en fonction de I'angle 8 ; 'Equation 1-14 nous permet de
remonter au rayon de giration (R;) par mesure de la pente de la droite. Celui-ci est calculé en utilisant
I'approximation de Guinier :

RZ
In(R(6)) =1~ (?g) x q* Equation 1-14
., .
avec R(9) = % Equation 1-15

avec g le vecteur de diffusion de la lumiere polarisée, I;, I'intensité du faisceau incident, ig I'intensité totale observée a un angle
Bet a une distance r du point de diffusion, V, est le volume de diffusion.

Le facteur fest fonction du type de radiation employé et prend en compte le phénomeéne de
polarisation. Il est égal a 1 pour la diffusion de la lumiére polarisée verticalement, ainsi que pour la
diffusion des neutrons. Par conséquent, la détermination du quotient de Rayleigh, AR(8) versus ¢°
donnera une pente R#/3. Cependant, cette approximation est vraie seulement pour gR, < 7 (domaine
de Guinier).

1.2.2.3 Calorimétrie

L'analyse thermique et la calorimétrie englobent les techniques de caractérisation de la matiere
fondées sur I'étude de la variation d’une propriété physique en fonction de la température. On peut
citer a titre d’exemple, la calorimétrie différentielle a balayage (DSC), I'analyse thermogravimétrique
(ATG), la microcalorimétrie isotherme (IMC) ou encore le titrage calorimétrique isotherme (isothermal
titration calorimetry, ITC). Les mesures calorimétriques peuvent étre décomposées selon trois principes
de mesure : (i) un changement de température (adiabatique), (ii) une conduction de chaleur, ou (iii) une
compensation en puissance électrique (isotherme). C’'est cette derniere technique mise en ceuvre dans
les mesures d’ITC qui sera utilisée de facon intensive au cours de cette thése.

Grandeurs thermodynamiques accessibles par ITC

La technique de titrage calorimétrique isotherme permet d’accéder aux variations de I'enthalpie
(AH), I'énergie libre (AG), I'entropie (AS) ainsi qu'a la steechiométrie du dosage et a la constante d’affinité
chimique (K,) pour des associations ou dissociations de type ‘ligands-récepteurs’. Historiquement
utilisée par les biochimistes [103,104] elle est utilisée pour quantifier les interactions entre particules,
entre un ligand et une macromolécule ou encore entre un tensioactif et une chaine polymere. L'ITC
permet de facon générale d'aider a comprendre les mécanismes d’association ou d'assemblages entre
molécules, macromolécules ou particules.[105—109] Elle permet en outre d’apporter des informations
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sur les mécanismes de complexation, et les changements conformationnels dus aux interactions
électrostatiques, liaisons hydrogene, hydrophobes ou dipble-dipdle.

Pratiquement, on mesure en une seule expérience, injection par injection, les quantités de
chaleur dégagés ou absorbées au cours de la réaction de titrage des macromolécules.[110] Dans le cas
qui nous intéresse ici, cette méthode permet de déterminer directement AH, I'enthalpie, et K, en
fonction du modele utilisé, I'affinité chimique du systeme. Grace a I'Equation 1-16, il est possible de
remonter a I'entropie et I'énergie de Gibbs de la réaction (4G). Cette technique trés précise permet la
mesure de chaleur de 'ordre de 0.4 uK",et ainsi de constantes d’association correspondantes de I'ordre
de 108-10° M1 .[111,112]

Equation 1-16: Equation reliant les paramétres

AG = —RT ln(K) =AH — TAS thermodynamiques du systéme (Avec T, température du
systeme et R, la constante des gaz parfaits).[6]

Dans une expérience caractéristique d’ITC, le titrant (parfois appelé ligand), est injecté
progressivement dans la cellule de mesure contenant la macromolécule titrée, tout en conservant une
température constante entre la cellule de référence et celle de mesure (AT = 0). (Figure 1-31 b), La
cellule de mesure est faite dans un matériau conducteur thermique (alliage Hallestoy [113]). Une
seringue d’injection équipée d’une pale de mélange permet l'injection de la solution titrante (Figure 1-
31 c). Le nombre d’injection et la quantité de solution titrante injectée dépendent du systeme étudié et
de la concentration initiale en réactifs. L’'ensemble du dispositif utilisé durant cette these est présenté
en Figure 1-31 a.

Figure 1-31: (a) Photographie de I'appareillage ITC Nano de TA Instruments utilisé lors de ces travaux (b) Schéma du dispositif
ITC vu de l'intérieur (c) Schéma d’une péle permettant I'injection et I'agitation.

Lorsque que le systéme subit un changement (association, dissociation...), une quantité de
chaleur est absorbée ou libérée (AH). La cellule calorimétrique est maintenue a température constante
par un systéme de contrdle. A chaque changement en température du systéme, un thermocouple
mesure la température et une quantité connue d’électricité est appliquée pour rétablir la température
initiale dans la cellule de mesure (égale a celle de la cellule de référence). Lénergie électrique nécessaire
pour remettre le systéme a la méme température dans les deux cellules est enregistrée en fonction du
temps, Figure 1-32). L'aire sous chaque pic donne I'énergie et donc I'enthalpie correspondant a chaque
injection. Cette aire correspond au temps nécessaire pour le systeme électrique de controle de
température pour un retour a sa valeur de base. Au fur et a mesure de la réaction, le nombre de
molécules libres dans la cellule diminue, ce qui se traduit par une diminution de I'aire sous les pics
jusqu’a la fin de la réaction ou I'aire des pics est alors celle correspondant a la dilution du titrant dans le
solvant. Il est donc nécessaire de soustraire aux chaleurs d’échange enregistrées les expériences dites
de dilution du titrant et du titré dans le solvant, ainsi que du solvant lui-méme, selon I'Equation 1-17. Il

*
voir annexe méthodes
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est bon de noter que la correction la plus significative provient de la dilution du titrant dans le titré car
la différence en concentration est alors la plus importante. La chaleur de I'expérience solvant dans
solvant est de I'ordre de quelques microjoules et peut étre considérée comme une constante égale a la
chaleur résiduelle a la fin des expériences, lorsque la contribution des dilutions des PE a été retirée.

Enceinte adiabatique
(calorimetre)

~ O =
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Figure 1-32 : Le schéma présente la version simplifiée du fonctionnement de I'ITC, de la mesure au résultat. On peut visualiser
les composantes principales de ce systéeme a compensation de courant électrique ; les cellules de référence et de mesure, la
seringue pour injection du titrant, I'enceinte adiabatique (schéma de la cellule par Gilles Sigaud, CRPP).

Qcorrigé = Qmesuré - Qdil,titrant - Qdil,titré - Qsolvant Equation 1-17

En sortie, nous obtenons alors I'évolution de la puissance ou du flux de chaleur, généralement en
w/s ou pcal/s, en fonction du temps. La courbe obtenue est constituée de pics caractéristiques de
I’évolution endothermique ou exothermique de la réaction selon le cas. Par convention, I'exothermie
est orientée vers les valeurs négatives du graphique. La représentation dite de I'isotherme de Wiseman
[114] représente I"évolution du flux de chaleur normalisé par la quantité de matiére ou de charge du
titrant en fonction du rapport titrant/titré en tout point de I'expérience, selon la formule donnée par
I'Equation 1-18:

aqQ 1 1-Xg—r
— = AH X, -+ Equation 1-18
d[titrant], 22 /(1 + Xg +72) — 4X,
1 M
- =c=K,[M], = [Kjt Equation 1-19

45

2.0



CHAPITRE 1

aQ

Avec ————
d[titrant],

la variation incrémentielle en chaleur du systéme normalisée par le nombre de mole en titrant par injection, V,

le volume effectif de la cellule d’ITC, X = % le rapport en concentration molaire ou en charge titrant/titré en tout point du
t

titrage. Avec K, et K, les constantes d’association et dissociation du systeme.

A partir de cette courbe, il est alors possible de déduire la valeur de la variation d’enthalpie AH
qui correspond a l'aire intégrée. La valeur au point d’inflexion représente la stoechiométrie du systeme
et la pente de la courbe la constante d’association K (Figure 1-32).

Caractéristiques expérimentales en ITC

'avantage de la technique d’ITC est d’accéder en une seule expérience menée sous conditions
optimales a des valeurs précises et fiables de K, AG, AH, —=TAS et n. Néanmoins, cela implique que chaque
échange de chaleur soit mesurable et que les variations de chaleur sur I'ensemble de la réaction
donnent un thermogramme analysable. La premiere condition est généralement remplie dans un
calorimetre, la seconde peut poser plus de problemes car elle est reliée a la concentration en
macromolécules présentes dans le systeme [M] et a sa constante d’équilibre K. Le paramétre Cwiseman,
définit par Brandt [114] comme le produit de la concentration de la macromolécule titrée (en molaire,
M) par la constante d’association (M?) du systéeme (Figure 1-33) permet de prédire la courbure des
isothermes pour des systémes associatifs a un site indépendant. Il est tres régulierement préconisé dans
la littérature [114,115] de se placer dans des conditions de concentration et de constante
correspondant a c=10-100 (Figure 1-33 b).

A K =104, [M] = 10/K B 0.00- K =107, [M] = 10/K
(@) " o (b) oo ———
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Figure 1-33: (a) Graphigues montrant la relation entre la courbure et les concentrations des espéces exprimée en fonction
de la constante de couplage K. (b) Courbes de titrage en ITC ou I'on représente la variation de chaleur normalisée par la
quantité de matiere du titrant en fonction du rapport (titrant/titré) obtenues pour différentes valeurs du parametre c.[231]

Sur la Figure 1-33 a, deux séries d’expériences montrent les effets de la concentration et de la
constante d’association sur la courbure de l'isotherme ; A et B ont un paramétre ¢=10 et C et D un
parametre ¢=100. Ces quatre cas permettent en théorie I'analyse des données. Cependant, en B,
I'expérience présente des valeurs de chaleurs trop faibles (<0.5 pcal soit 2 ), au contraire de
I'expérience C qui présente des valeurs trop élevées (>8000 pcal soit 33500 ). Aucune des deux n’est
optimale pour I'obtention des paramétres thermodynamiques (n, K, AH) car elles atteignent les limites
de détection et de précision de I'appareillage. Ainsi pour des systemes dont les constantes d'association
sont élevées (K > 108M~1), les concentrations a utiliser doivent étre faibles pour permettre une
courbure de I'isotherme mais relativement élevées tout de méme pour que les variations de chaleur
soient mesurables. En fait sur le graphe de droite on voit bien que pour c=0.01, 0.1 et 1 on obtient un
signal plat (Figure 1-33 b) qui ne permet pas I'analyse, A I'inverse, pour des systemes dits faiblement
couplés (K < 10*M~1), il faudra faire un compromis entre des concentrations relativement élevées
pour obtenir une courbure mais pas trop afin d’éviter un signal saturé et imprécis. En pratique, il faut
donc dans la mesure du possible estimer la constante de couplage du systeme, pour se placer dans une
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gamme de concentration adéquate et opérer une série d’expériences préalables rapides afin de définir
la gamme de travail adéquate.

De fagon générale, un certain nombre d’aspects expérimentaux doivent étre considérés lors de
la réalisation d’une expérience ITC [116]:

(i) il est nécessaire d’estimer les concentrations a utiliser en simulant des valeurs de K et AH
et en déterminant un parametre c adéquat pour I'expérience.

(ii) les concentrations en especes titrantes et titrées doivent étre connues avec précision car
elles sont sources d’erreur sur les parametres Niitrant €t AHkitre.

(iii) lors du suivi réactionnel, le pH du systeme et la température de I'enceinte doivent rester
constants.

(iv) les conditions expérimentales doivent étre les mémes dans la solution titrante et la cellule

titrée, par exemple méme pH, méme concentration en sel et méme solution tampon pour
éviter toute réaction qui pourrait venir fausser les valeurs de chaleur échangée.

(v) I"utilisation d’un tampon peut aussi s’avérer source d’erreur dans l'interprétation des
résultats. En effet, les échanges de protons qui peuvent se produire entre le tampon et les
réactifs sont également a l'origine d'une chaleur de réaction correspondant a l'ionisation
du tampon. Il faut donc corriger la chaleur mesurée :

Qcorrigee = Qmesurée — (AHionisation X nH+) Equation 1-20

(vi) Afin de déterminer ny+, le titrage doit étre effectué dans deux tampons au moins. Il est
possible de choisir par ailleurs un tampon avec un AH;pnisation Proche de zéro pour
minimiser I'effet sur le signal, en particulier le tampon acétate a une chaleur d'ionisation
faible de I'ordre de 0.49 kJ/mol.[117]

(vii) il est nécessaire de procéder au dégazage préalable de chaque solution utilisée dans I'lITC
afin de s’affranchir de bulles d’air pouvant produire des artéfacts sur les thermogrammes.
(viii)  lintervalle de temps entre deux injections doit étre conséquent pour permettre au systeme

un retour a I'équilibre mais pas trop élevé pour s’affranchir de la diffusion du titrant dans la
cellule. Pour la méme raison, le premier pic d’injection doit étre écarté des valeurs de la
série car le temps d’équilibrage de I'appareil est source de dilution d’une infime quantité
de titrant non connue dans la cellule.

(ix) Il est important de garder a I'esprit que les valeurs des parametres thermodynamiques sont
valables dans les conditions de I'expérience (force ionique, température, pH, tampon).

I''TC permet de connaitre les valeurs thermodynamiques du systeme mais ne donnent pas par
exemple d'informations sur la morphologie des structures générées. L'interprétation des données passe
donc aussi par une connaissance approfondie de la physico-chimie du systéme (variation du taux
d’ionisation des PE, structures formées, états de solubilité des complexes...).

Modélisation des données par le modele MNIS

Dans I'ensemble de cette thése, un modele a un site (sigmoide) ou a deux sites indépendants
MNIS® développé par les biochimistes pour les réactions enzymatiques entre macromolécule et ligands
[105,112], puis modifié et adapté pour les réactions de complexation par Courtois et Berret [106,114]
est utilisé. On considere comme point de départ la réaction M + L = ML ol M qui représente
I’association de macromolécules (titré dans la cellule) et ligands (titrant dans la seringue) accompagnée
d’une libération ou d’une absorption de chaleur proportionnelle a la quantité de matiére liée. Une
constante d’association K est associée a cette réaction, ainsi n correspondant au nombre de sites

*
Multi Non Interacting Sites
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indépendants disponibles sur chaque macromolécule M. Si n=1, on se trouve alors sur un modele
d’association a un site. Lors d’une expérience ITC, on ajoute de facon incrémentielle de petites quantités
de ligands. La quantité de chaleur mesurée représente alors la dérivée du flux de chaleur en fonction la
guantité de matiere de ligand injectée :

dQ 1 (L] 1 [L] 1\ 4[L]
d—m—zAHa(1+<1—m—m> (1+n[M] _nK[M]> _n[M] Equation 1-21

ou AH, est I'enthalpie d’association, [L] la concentration en ligand (seringue) et celle en
macromolécule (cellule).

L’Equation 1-21 est obtenue en faisant I'hypothese que la chaleur libérée ou absorbée pendant
la réaction est proportionnelle a la fraction de ligands L liés a la macromolécule M. Dans le cas de la
complexation électrostatique de PEs, les auteurs introduisent le rapport de charge Z qu’ils définissent

comme Z=[L]/[M], avec dans ce cas [L] et [M] les concentrations en charge par motif des PEs. En posant
. 1

i = ———, 'Equation 1-21 peut étre simplifiée en :
Ki[M]initiale q P P

dQ(Z) Lo (1+< noZor )
- == Equation 1-22
dny, 27 Jn+Z+r1)2—47n

Cette fonction modélise les échanges de chaleur dans le systéme en fonction de Z comme une
. .. , . N , . aq ; . .
sigmoide décroissante. Plus le parametre r est élevé, plus e montrera une décroissance marquée.
L

Pour la valeur Z = n, la fonction sera a son point d’inflexion. A partir de ce modéle, il est possible de
déterminer les parametres thermodynamiques suivants : AH,, K et n.

Alors que le modeéle classique de MNIS utilise autant de sigmoides décroissantes que de sites sur
la macromolécule pour modéliser les interactions macromolécules-ligand, la version modifiée a deux
sites que nous utiliserons considére deux contributions indépendantes : i) la premiere est celle décrite
par la sigmoide décroissante et qui modélise la formation des PECs, avec les parameétres associés
AH1,n1,r1ii) la seconde est caractéristique d’un deuxiéme phénomeéne et présente un pic endothermique
ou exothermique ; elle est décrite elle aussi par une sigmoide décroissante et les parametres AH,,ny,ro.
Un processus séquentiel également mis en avant par Priftis et al. des 2012 mais avec une fonction de
type Gaussienne pour I'étape 2 (de coacervation dans leur cas).[118]

En estimant que les deux phénomenes sont séquentiels (méme si la réalité peut étre autre...),
I’enthalpie totale du systéme varie au cours du titrage telle que :

AH,totalz AHl(Z, nq, Tl) + a(Z)AHZ (Z, nz,rz) Equation 1-23

oua(Z) estdelaforme a(Z) = \/(1 + M) c’est-a-dire une fonction en escalier centrée

sur Z, et de facteur d’extension latérale o .

Les données obtenues a I'IlTC sont modélisées en utilisant Z[+]/[-] pour les sens PC(+) dans PA(-)
et Z[-1/[+] pour le sens PA[-] dans PC(+) et les parametres AHy, ny, r1 et AH, ny, r;comme variables. Des
contraintes sont imposées sur les parametres tels que Zo=n; et 0=0.1, afin que I'extension de la fonction
a(Z) se trouve dans la gamme de Z ol I'enthalpie différentielle montre des temps de relaxation longs,
c’est-a-dire autour du pic correspondant au second phénomeéne.

La contribution de I'entropie (AS) a la réaction et I'énergie libre de Gibbs (AG) du systeme

peuvent ensuite étre calculées a partir de I'application de la seconde loi de la thermodynamique (voir
Equation 1-16).

AG = —RTInK Equation 1-24
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_ (AHg - AG)

AS T Equation 1-25

avec T la température en Kelvin et R la constante des gaz parfaits =8.314 462 1 J mol~! K1

1.2.2.4 Mesures cinétiques

La complexation de polyélectrolytes est de facon générale un processus extrémement rapide. La
formation de complexes dits primaires est de I'ordre de la milliseconde, alors que les réarrangements
successifs au sein et entre les complexes peuvent s’échelonner sur plusieurs heures voire plusieurs
jours. Il est donc d’'intérét d’étudier la cinétique de complexation a des temps courts et longs pour
comprendre les mécanismes de formation et de réorganisation des complexes. Actuellement, les
mélangeurs ultra rapides a flux stoppé (stopped-flow) couplés a différents mode de détection
(absorbance, fluorescence, conductimétrie, diffusion de la lumiere, neutrons ou X) permettent de suivre
les processus d'assemblage de polymeres en solution méme si cette technique est peu utilisée dans le
domaine des polyélectrolytes.

Cinétique aux temps courts

L'instrument de stopped-flow (SF) utilisé lors de cette thése est le modéle SFM 400 mis au point
par Bio-Logic Science Instruments (Seyssinet-Pariset, France). Il est équipé d’un spectrophotometre
MOS 450, d’une unité de contrdle des seringues MPS70/4 et d’un photo-détecteur PMS 450. Quatre
seringues de 10mL équipées de moteurs distincts permettent I'ajout en rapports de volume choisis a
des flux modulables (*mL/s). Le temps mort de I'appareillage varie entre 2 et 5 ms, pour des mesures
cinétiques a partir de 10 ps. Le mélange a lieu en amont d’une cellule FC-15 en quartz de 1 cm? au
moyen d’un mélangeur turbulent de type Ball Berger. Un photomultiplicateur est placé en sortie de
cellule et détecte la lumiére transmise ou diffusée a la longueur d'onde choisie (iciA=438 nm) a un angle
choisi (45°, 90° ou 135°). Un courant est appliqué au détecteur et ajusté en fonction de I'intensité du
signal pour éviter la saturation (soit 420 V pour des systemes peu turbides et 350 V pour des phases
coacervat). L'appareillage est présenté en Figure 1-34.[87]

PEC

Diffusion de la lumiére
Conductimétrie

SANS

v RX

Volume
(Flux 1+Flux 2)

Meélangeur Temps mort =
Berger Ball

Seringue 1 Seringue 2
P pr*

Moteurs individuels
(injections de ratios asymétriques)

Figure 1-34 : Représentation schématique d’un mélangeur ultra-rapide stopped-flow et de ses composantes.

En fonctions des débits d'injection et les volumes d’ajout des seringues, il est possible de moduler
le temps mort de I'appareillage. Dans le cadre de cette thése, le débit estimposé a 9 mL/s et les volumes
de solutions ajustés en fonction du rapport de charge souhaité pour obtenir un temps mort constant de
4 ms. Les concentrations en polymére dans les solutions finales pouvant étre variables, il convient alors
a des fins de comparaison de normaliser les intensités par les concentrations respectives.
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Cinétique aux temps longs

Sila technique de SF permet des mesures aux temps longs (plusieurs min), cette partie se focalise
sur les mesures calorimétriques qui permet I'étude d'un systéme a des temps au-dela de la centaine de
seconde une fois les composés mis en contact. Il est possible de caractériser la cinétique de réactions
enzymatiques par ITC car le signal issu d’un calorimetre (taux de chaleur) est une mesure directe de
I'avancement et de I'enthalpie de la réaction. En effectuant des mesures en une seule injection ou en
continu par multiples injections, il est alors possible d’enregistrer la cinétique de la réaction a partir de
I'évolution temporelle de la chaleur dégagée ou absorbée par le systeme (Figure 1-35). L'ITC permet
ainsi d’accéder a des taux de réaction de 'ordre de 102 mol/s. Il est possible de mesurer des constantes
K,, variant de 102a 10° uM, et des constantes cinétiques caractéristiques k.q; de 0.05 a 500 s*.[119]
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Figure 1-35 : (a) Thermogramme cinétique multi injections caractéristique d’une réaction enzymatique obtenu ici par ITC (b)
Vitesse de la réaction en fonction de la concentration en substrat introduite. Données cinétiques modélisées par une
régression non linéaire obtenues par 30 injections successives en considérant kqq; = 71.3 s ! et K,,, = 0.085 M~ [119]

Pour les expériences en une injection, la solution de substrat est injectée dans la cellule contenant
I'enzyme. Au contact, la réponse en chaleur est enregistrée en fonction du temps avec un retour a la
ligne de base si le substrat a entierement réagi (Figure 1-35 a). Dans le cas de la méthode continue
multi-injections, le substrat est ajouté puis on attend entre chaque ajout que le systéme atteigne une
valeur stable. L'écart entre la valeur a l'injection et le plateau est utilisé pour déterminer la vitesse de
réaction a chaque étape d’ajout. On en déduit la variation de la vitesse de réaction en fonction de la
concentration totale en substrat, (Figure 1-35 b).

1.2.3 Facteurs responsables de la formation et de la stabilité des PECs

La formation et la stabilité des structures issues de la complexation de polyions en solution sont
régies par des parameétres multiples intrinséques et extrinseques. Il est possible de les classer en trois
grandes familles suivant leur origine (Figure 1-36). Ainsi, on distingue les parameétres moléculaires
(concentration, nature des contre-ions, densité de charge, longueur de chaine, longueur de
persistance...) des parametres de la solution (pH, force ionique et nature du sel, température...) et des
paramétres de mélange ou du chemin de formulation suivi (temps de mélange, ordre d’ajout des
composants, rapport de charge des PEs ...)
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La littérature compte un tres grand nombre

d’études sur I'impact des parametres T
physiques

macromoléculaires  sur la  morphologie, la
thermodynamique des PECs formés et montre
I'intérét pour une compréhension plus globale de
I'origine de la stabilité des PECs en regard de ces
paramétres. Comme l'influence de ces parametres
s’avere trés documentée, cette partie se concentrera
sur certains parametres choisis comme préalables aux

chapitres  expérimentaux de cette  thése. e e
[54,120,6,100,121,96,122-125,73] i 3 EapBe
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d'ajout des PE, Z
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1.2.3.1 Parameétres chimiques et
hvsi Figure 1-36 : Parametres en jeu dans la formation et la
pnysiques stabilité des PECs.
Effet du pH

Pour les polyélectrolytes dits faibles, le pH de la solution va modifier la densité des groupements
chargés. Miller et al. ont étudié le réle du pH sur la complexation du systéme PAA/PEI pour des rapports
en charge constant Z[+]/[-]=1.5 et Z[-]/ [+]=1.5. Le pH de chacune des solutions de PEs est ajusté
individuellement avant mélange des deux PEs; le PAA atteint son ionisation maximale a pH 10 alors que
le PEI atteint la sienne a pH 4. Le diameétre des particules est déterminé par DLS. Lorsque le pH de la
solution de PEl est diminué, le PEI devient de plus en plus chargé et la complexation est alors optimale,
les complexes sont de plus en plus compacts car les charges sont mieux appariées. De fagcon générale,
lorsque les PEs sont complétement chargés, la complexation est maximale et les structures formées
sont compactes (pHpe/pHpaa=10/4).
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Figure 1-37 : (a) Distribution en intensité des tailles des particules de PECs en fonction du pH par DLS et (b) influence du pH
sur le diametre des complexes PEI/PAA; Cpe=0.005 M et n™/n*=1.5.

Effet de la force ionique

La force ionique de la solution, dépend de la quantité d’espéces chargées présente en solution,
et en particulier de la quantité de sel ajoutée au systeme (Figure 1-38). Elle joue un réle primordial sur
la taille des PECs. Son augmentation induit une augmentation de la flexibilité des chaines en solution
par écrantage électrostatique (diminution de la longueur de Debye). Ainsi, on peut assister d’une part a
une diminution du diamétre moyen des particules par réorganisation facilité des chaines [126], et
d’autre part a une augmentation de la taille car I'écrantage de 'interaction rend les particules moins
compactes.
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Figure 1-38 : Effet de la force ionique sur les chaines de PEs complexées en solution(adapté de [62]).

Sur le systeme PDADMAC/PSSNa, Dautzenberg a étudié I'évolution de la taille des particules selon
le rapport Z[+]/[-], en fonction de la quantité de NaCl ajoutée en solution. Dans cette étude, augmenter
la concentration en sel du systeme favorise I'évolution des PECs primaires en PECs secondaires par
coagulation des particules tout en réduisant la taille des agrégats formés qui seront ainsi plus compacts.
Pour des mélanges de PSSNa a 0.25 mM et PDADMAC a 0.5 mM sans sel, les tailles de PECs
s’échelonnent entre 300 nm pour Z[+]/[-]=0.1 & 130 nm pour Z[+]/[-]=0.95. A une concentration en sel
Cnac=0.01 M, les particules sont de taille constante, environ 40 nm, pour les mémes rapports de charge.
Lorsque la concentration en sel atteint Cnac=0.1 M, la taille des PECs varie alors de 50 nm a Z[+]/[-]=0.1
a 120 nm pour Z[+]/[-]=0.95. On distingue alors une compétition entre (i) les phénomenes d’agrégation
secondaire, responsables de I'augmentation en taille des PECs et (ii) la compaction plus importante des
pelotes qui est quant a elle due a I’écrantage des forces électrostatiques.[127,128]

Fu et al. ont quant a eux mis en lumiere I'existence d’un continuum sur le systeme
PSSNa/PDADMAC. En dopant les PECs PSSNa/PDADMAC en solution par du sel KBr puis en diluant
I'ensemble, le systéme passe d’une solution limpide a une morphologie coacervat puis solide (Figure 1-
39 a).

La valeur critique en sel ou transition de dessalage correspond a la concentration en sel
nécessaire a |'écrantage total des forces de Coulomb en solution ; elle correspond a la dissolution
complete des PECs en solution sous forme de chaines de PEs (Figure 1-39 b).[129] Cette concentration
critique dépend de la nature du sel ajouté.
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Figure 1-39 : Effet de I'ajout de KBr (ajout de gauche a droite) sur (a) la macrostructure et (b) la microstructure de PECs pour
des précipités non dopés, dopés, des coacervats et des PEs libres en solution pour le systeme PSSNa/PDADMAC a la
stoechiométrie.[137] Toutes les étapes sont a I’équilibre et donc réversibles.

Nature des ions (sel) et des contre-ions utilisés

L'effet spécifique lié a la nature du contre-ion utilisé a été montré par de nombreuses études et
en particulier sur des ionenes par Malikova et a/.[30,130] Dans ces études, des ionenes de différentes
densités de charge sont associés a des contre-ions iodure, bromure, fluorure et chlorure. Des mesures
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en SANS et SAXS mettent en évidence un décalage vers les grands q du ‘pic’ polyélectrolyte dans le cas
des ions de grande taille (iodures)(Figure 1-40 a). Une étude spécifique sur I'effet Br//F montre que les
ions bromures ont une affinité plus élevée que les ions fluorures pour le squelette des ionénes. En effet,
I"énergie libre d’hydratation des ions bromures est beaucoup plus faible que celle des fluorures, ce qui
modifie I'équilibre entre gain enthalpique et perte entropique en faveur de la composante enthalpique.
Il existe donc une corrélation entre I'augmentation de la densité des contre-ions et la position du pic PE
car 'atmosphére de contre ions se contracte quand la concentration de PE augmente. Il en résulte une
atmosphere plus compacte autour du squelette de I'ionéne dans le cas des bromures par rapport aux
fluorures. Par ailleurs, la proximité des ions bromures augmente la rigidité des chaines d’ionénes sous
I'effet de la température.[30]

Par ailleurs, Luksic et al. sur ces méme systémes ont effectué des mesures par ITC pour évaluer
I'enthalpie de mélange des fluorures et bromures de 3,3- et 6,6-ionene avec différents types de sels :
NaF, NaBr, Nal et NaCl.[130] L"évolution de I'enthalpie de mélange entre ionénes et différents sels en
fonction de la concentration en solutions salines est présentée sur la Figure 1-40 b. Les enthalpies de
mélange peuvent étre positives ou négatives en fonction du contre-ion utilisé.[131-133] Pour I'addition
de fluorure de sodium dans les solutions contenant les fluorures de 3,3-, les réactions sont
endothermiques alors que I'addition du bromure de sodium donne un signal exothermique. Pour Luksic
et al., 'hydratation/ déshydratation des ions en solution sont a I'origine de cet effet, et il existe ainsi
une corrélation entre I'enthalpie de mélange des espéces chargées et I'enthalpie d’hydratation des
contre-ions. L’enthalpie de dilution des ions correspond a une méthode de mesure de cette capacité de
I'ion a s’hydrater/déshydrater. Les ions F possedent une enthalpie de dilution négative et une enthalpie
de mélange positive ce qui signifie qu’ils sont tres hydratés mais n’ont pas la capacité de se déshydrater
lorsqu’ils sont en présence d’ionéne ; il y a un fort écrantage électrostatique comme le prédit la thedrie
de contiunum de solvant, ce qui entraine un processus endothermique. L'énergie libre des ions fluorure
est par ailleurs tres négative ce qui signifie que le systeme ne peut modifier son état facilement.

A l'inverse, les ions bromures montrent des enthalpies de mélange exothermiques et des
enthalpies de dilution endothermiques. Ces ions auront tendance a relarguer les molécules d’eau autour
d’eux pour préférenciellement s’associer au plus proche du squelette de I'ionéne. La réaction est donc
exothermique. L'exothermicité est donc elle aussi due a un réarrangement des molécules d’eau.
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Figure 1-40 : (a) Intensité de diffusion des rayons X en fonction du vecteur de diffusion g pour des solutions dans I'eau légere
a 0.1 M de 3,3 ionene avec différents contre-ions : iodure, bromure, fluorure [30]. (b) Enthalpies de mélange du 3,3 fluorure
de ionéne avec les sels NaF, NaCl, NaBr et Nal en fonction de la concentration cs en sel ajouté, a 25°C.[ionéne, titré]=0.005 M
et [sel initiale, titrant]=0.10 M.[130]

D’autre part, la spécificité ionique de la réaction est aussi discutée dans cette étude. L’enthalpie
de mélange pour un systeme contenant le fluorure de 3,3-ionene est positive pour un ajout de F- mais
négative avec CI, Br et I(Figure 1-40 b). Le méme ordre d’interaction est observé pour le poly(4-vinyl
pyridine) quaternisé (P4VPQ") étudié par Luo et al. : Cl'< Br<l avec la particularité qu’aucun de ces anions
n’est présent au départ en solution.[131] La spécificité semble donc étre plutot due principalement a
I"hydratation/ déshydratation des ions en solution et a leur affinité avec la chaine qu’a la présence au
préalable de I'ion en solution. Une étude de Sinn et al. sur l'interaction d’ions Ca®* avec le PANa montre
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que la réaction spontanée de complexation entre le cation et le PANa est endothermique ce qui signifie
que c’est I'entropie et donc la libération des molécules d’eau qui est a 'origine de la complexation.[132]

1.2.3.2 Chemins de formulation

En présence de systemes pour lesquels la force motrice de la complexation est trés élevée (ce qui
correspond la plupart du temps a des systémes fortement chargés en solution peu saline), I'équilibre
thermodynamique est difficilement atteignable car le systeme et les paires de charge sont si fortement
lices qu’il est quasi impossible de les dissocier et de réorganiser le systeme pour atteindre I"équilibre.
L'ensemble est alors dit piégé dans son état primaire et on parle de systemes hors-équilibre. Ces
complexes seront donc fortement dépendants des conditions de préparation. On peut citer par exemple
I'ordre d’ajout des composants, le temps de mélange ou encore le protocole d’ajout.

Protocole de mélange : temps de réaction vs. temps de mélange

Ankerfors et al. ont étudié deux temps de mélange différents en comparant le titrage et I'ajout
rapide de polyallylamine (PAH) et de polyacide acrylique (PAA) en variant 'ordre d’ajout des PEs. Ils
montrent que la taille des PECs diminue avec la vitesse d’ajout des PEs indépendamment de I'ordre
d‘ajout. En effet la vitesse d’ajout influe sur la capacité des PECs primaires a se réorganiser; lors de
I'ajout rapide, on assiste a la formation d’'une multitude de PECs de petites tailles, alors que le
ralentissement du temps de réaction permet au systeme de stabiliser des PECs de taille plus importante
[134].

Comme pour les expériences précédemment citées, les travaux de Ling et al. mettent en avant
I'aspect d’homogénéisation du systéme et donc du temps de réaction en compétition avec le temps de
mélange des entités complexantes.[93,135,122] L'impact de |'étape de mélange sur des systemes de
nanoparticules cationiques d’oxyde de cérium, complexées par des polyméres a blocs double-
hydrophiles anioniques poly(styréne sulfonate de sodium-b-polyacrylamide)(PSSNa-b-PAM) a été
étudié. L'utilisation de trois méthodes de mélange trés différentes leur a permis de caractériser de
maniére approfondie I'impact du temps de mélange sur la morphologie des structures obtenues. La
Figure 1-41 a montre I'effet de la méthode de mélange (goutte a goutte ; ajout rapide, ajout a haute
vitesse par seringue) sur une surface de PS de ces particules hybrides chargées.

On note la grande différence de morphologie visible par imagerie AFM, ainsi que les différences
de propriétés de mouillage et d’adsorption de lysozyme. Par ailleurs, des expériences réalisées en
solution et analysées par diffusion des neutrons et de la lumiére pour les trois mémes méthodes de
mélange montrent des différences de taille des objets (déviation aux petits vecteurs de diffusion) en
fonction de la vitesse de mélange. L'imagerie Cryo-TEM associée permet de rendre compte également
tres nettement des morphologies des structures fractales en solution. Les résultats montrent une
grande variabilité dans les morphologies des objets en solution comme des propriétés de surface des
PS modifiés. Il apparalt primordial de maftriser ce paramétre pour augmenter le champ applicatif de ces
PECs.

Il existe une multitude de mélangeurs et de protocoles pour effectuer des mélanges de polymeres
chargés en solution (ou tous autres colloides...). L'intérét de I'étude et de la comparaison de différents
protocoles de mélange réside donc dans |'évaluation de la vitesse de mélange nécessaire a la réaction
des PEs et leur stabilité. En effet, il existe une compétition entre le temps de réaction des composants
(fonction de lintensité de linteraction et de la concentration des especes) et le temps
d’homogénéisation de la solution lié au protocole de mélange).[122] En ce sens, un choix d’appareillage
permettant un balayage de la gamme de temps de mélange a été choisi au cours de la these et sont
présentés en Figure 1-42.
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Figure 1-41: (a) Propriétés de surface de PS recouvert de complexes hybrides CeO,/PSSNa-b-PAM en utilisant différents
méthodes de mélange (b) Intensité de diffusion du rayonnement en fonction du vecteur d’onde pour des solutions
reconcentrées a 10%wt a partir de solutions mére a 0.1%wt en fonction du type de mélange. Les courbes sont décalées pour
faciliter la lecture et les données de SANS et SLS sont ajustées en intensité pour se superposer.[122]
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Figure 1-42 : Protocoles de mélange, appareillages et temps de mélange associés utilisés lors de cette these.
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Ordre d’ajout des PE

L’étude de I'ordre d’ajout des PEs a été entreprise par de nombreux chercheurs ces dernieres
années [136,109,122,93] et constitue un élément-clé, en particulier parce qu’il permet un contrdle de
la taille des complexes.[122,93] Dans la fabrication de PECs a partir de chitosane(CH) et de sulfate de
dextrane(DxS), Schatz et al. comparent la taille des PECs pour deux types de mélange et montrent que
I'ajout rapide permet de former des PECs de taille plus faible et de plus grande stabilité que par ajout
lent goutte a goutte.[72] Pour ce systéme, 'ordre d’ajout est un parametre crucial et conditionne la
stabilité des PECs. Dans I'addition lente, le PE en défaut doit étre celui ajouté au PE en exces, sous peine
de voir le systeme s’agréger de facon quasi irréversible. Dans le cas d’un ajout rapide, il n'y a pas
d’influence de 'ordre d’ajout sur I'état final de la solution, le systeme est stable.

Pozar et al. montrent par mesures calorimétriques I'influence de I'ordre d’ajout sur I’enthlapie de
mélange sur un systéme PAH/PSSNa. Ils observent que I'enthalpie est toujours négative quel que soit
I'ordre d’ajout. Cependant, dans le cas du titrage de PAH par le PSSNa (Figure 1-43 b, PSSNa in PAH),
I'enthalpie est constante a partir d'un rapport en PE npssna/Nean=0.75. Pour le titrage inverse, il est
possible de mesurer des variations de chaleur pour des rapports npan/nessna=1 (voire un peu plus). Ceci
signifie donc que les complexes formés sont de nature différente comme le suggere leur signature
calorimétrique.[133]

04

= a) 5 0 b)
S " . E .
I « PAHIn PSS e PSS in PAH
4
-2 . 2,
-3 [ 31
] [
44 [ ]
5 .
-5 N
61 . a1 "
74 "tagunnn 8-
T T T T ] g ..........i.
6o 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25

n(PAH) [ n{PSS) n(PSS) / n(PAH)

Figure 1-43 : (a) Variation d’enthalpie obtenue par titrage du PAH(c=5 mM, Vo=1.3 mL) par le PSSNa(c=60 mM,) a 25 °C. (b)
Variation d’enthalpie obtenue par titrage du le PSSNa(c=5 mM, Vo=1.3 mL) par le PAH (c=75mM) a 25 °C.[133]

Vitarozi et al. montrent par mesures calorimétriques I'influence de I'ordre d’ajout sur I'enthlapie
de mélange du PANa et du PDADMAC a pH=10. On distingue nettement un pic exothermique dans le
cas d’un ajout de polycation dans le polyanion et un pic endothermique dans le cas inverse ; ces données
mettent donc en évidence un comportement trés différent du systeme d'un point de vue
thermodynamique en fonction de 'ordre d’ajout des composants (Figure 1-44). En effet, dans le sens
PAA,«in PDADMAC (jusqu’a Z[+]/[-]=0.5) il y a génération de complexes solubles. Dans le sens PDADMAC
in PAA,, les PECs dispersés sont directement formés ce qui est donc a I'origine de cette différence
d’enthalpie de mélange.
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Figure 1-44 : Variation d’enthalpie par ITC normalisée par le nombre de moles de PE ajouté en fonction du rapport molaire de
charge pour le systéme PANa/PDADMAC a pH 10 pour deux sens d’ajout. Les courbes sont modélisées par un modele séquentiel
a deux contributions indépendantes : (i) la complexation (gris clair) et (ii) la coacervation (gris foncé).[109,143]

1.2.3.3 Application de mélangeurs a la détermination de diagrammes de phase

Au vu des effets des parameétres chimiques, physiques et de formulation des complexes
polyélectrolytes, il apparait crucial de pouvoir décrire de facon la plus précise et reproductible le
diagramme de phase des systéemes.[96,99,81,137,121] Les systéemes étudiés dans cette these subissent
une séparation de phase autour de la stoechiométrie correspondant a un minimum (local) d’énergie
libre et I'’étude du diagramme de phase est indispensable a la compréhension de I'effet des parametres

et des interactions sur la stabilité du systéeme.
Le développement ces dernieres années
d'instruments micro ou milli fluidique a permis
de rationaliser le protocole de mélange. En
effet, ces puces permettent des ajouts
controélés a vitesse ajustable au sein de gouttes
sur une large gamme de temps de mélange, et
ce en <s'affranchissant du parameétre du
manipulateur. Il est ainsi possible d’explorer les
systemes en variant la température, la
concentration, le pH, la force ionique ou encore
le débit d’ajout.[138—140] Ce processus permet
par ailleurs de contréler la taille et la stabilité
des complexes formés et d’étudier les
morphologies résultantes. Dans son étude
Amine et al. utilisent ce systeme de choix pour
'étude du diagramme de phase de
biopolymeéres formant une phase coacervat : la
gomme arabique (GA) et la B-lactoglobuline
(BLG). L'ensemble est équipé d’un mélangeur
en T relié a un pousse-seringue a deux
seringues remplies de GA et BLG, dont le
contenu est mélangé et entrainé par un flux
contrélé d’huile de tournesol. Ce systeme
possede de nombreux avantages: il permet
I"élaboration rapide d’un diagramme de phase,
ne nécessite que peu de matiere premiéere, le
systeme de mélange est rapide, reproductible
et modulable, le nettoyage entre les
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Figure 1-45: Systeme millifluidique pour la détermination de
diagrammes de phase liquide-liquide de gomme arabique et B-
lactoglobuline (A) Montage expérimental.(B) Design du
mélangeur en T. (C) Bain de PDMS utilisé pour I'observation des
gouttes de mélange par stéréomicroscopie. (D) Observation
simultanée a deux temps caractéristiques post-mélange [138].

changements de composition se fait par passage des composés a l'intérieur jusqu’a la concentration
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désirée et une calibration pour la mesure par turbidité est possible et permet donc un suivi cinétique
des différents mélanges. Le montage expérimental (Figure 1-45 A) ainsi qu’un exemple de résultats
obtenus sur ce systeme par Amine et al. sont représentés sur la Figure 1-46.[138]

1% 4 B ® Coacervate phase composition
GA 1:8 14 1:2 11 21 41 81 BLG u

[ o Initial composition
IR 3% 3% OF AL A% % g t ¢ Dilute phase composition
12 .
rMonophasic area
F L ]

10 | A
= } . . e . L.
E 8 r h * * ‘i
A .
5% - [
GA 1:8 1:4 1:2 1:1 QgL
AL AL uu a . Biphasic area
4 .
[ L
| 5 [0 o
” :’DDBU ‘__,-""‘--'.
Hoo
0 ﬁ‘_.?.. IR S P S [P
0 5 10 15 20 25 30 35
BLG (%0 wt)

Figure 1-46 : Etude du systéme BLG/GA a I'équilibre thermodynamique. (A) Mélange BLG/GA, pH=4.2 étude de l'influence du
rapport BLG/GA sur le taux de coacervation du systéme pour une concentration totale en biopolyméres de 0.1-5%wt. (b)
Diagramme de phase du systeme BLG/GA, pH 4.2 aI’équilibre apres titrage de chacun des composants dans les deux phases pour
déterminer la concentration précise (les lignes en pointillés correspondent a la binodale). [132]

1.2.3.4 Cinétique de la complexation

La premiere étape du processus d’association consiste en I"appariement des charges opposées
sous "action de forces électrostatiques, et ce en I'espace de quelques millisecondes. Dans un second
temps, de l'ordre de I'heure, le systéme se réorganise pour corriger les distorsions des chaines
polymeres et former de nouvelles liaisons électrostatiques afin de définir une nouvelle conformation
des chaines. On assiste enfin sous I'action de forces majoritairement hydrophobes a I'agrégation de ces
complexes secondaires.

La cinétique du processus de complexation a été étudiée par Kabanov et Zezin dans les années
quatre-vingt [53], plus récemment par Lindhoud et Kovacevic [91,141], ainsi que par les équipes de
Schmitt, Sanchez, Renard [85,84,138] sur le systeme de coacervat a base de a-lactoglobuline et de
gomme d’acacia au moyen de techniques telles que la microscopie optique ou la diffusion de la lumiere.
Zheng et al.[142] ont suivi la cinétique de réorganisation
de I’ADN avec des sels (NaCl, KCl, Na;HPQO,4, KH2PO4). lls 1.0+

1 2 1 ¥ 1l
suivent les étapes de formation de complexes primaires, = M ' '
d'agrégation secondaire et de précipitation du systeme g 081 808 11
par diffusion de lumiére, spectroscopie UV-vis et AFM. = gl ‘ (

Mais il reste difficile de déterminer si la coacervation est ";’ : MIHL t(s)
initiée par un mécanisme de décomposition spinodale ou g 0471 R i |
de nuc‘leatloh et croissance car Ie/s etapzes du processus ;5= 02l EEe— |
sont tres rapides pour étre mesurées. Récemment, Liu et J === injection 18
al. attestent par des mesures de stopped-flow de la 0.0 :

s . . 0 100 200 300
rapidité de la formation des complexes (<5 ms), ainsi que t(s)

des mécanismes en jeu lors de la formation de coacervat.

lls ont ainsi mis en évidence des courbes caractéristiques  Figure 1-47 : Superposition de pics d’injection d’ITC

de diffusion aux temps courts discriminant les PECs (AP normalisé en fonction du temps) pour la titrage
. ;. du PANa dans le PDADMAC.[109]

solubles et dispersés/insolubles et la phase coacervat.
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Aux temps longs, I'étude par ITC du retour a la ligne de base des pics d’ITC superposés a différents
temps de la réaction permet une détermination qualitative de la vitesse de réaction dans le systéme.
Ainsi, Vitorazi et al. confirment (Figure 1-47) I'existence de deux processus distincts a I'ceuvre dans le
systéme PANa/PDADMAC par la présence de deux cinétiques distinctes selon le rapport de charge
visé.[109] Pour les injections avant la stoechiométrie les pics sont étroits ce qui est caractéristique d’un
processus rapide. Pour les injections aprés I'équivalence, le retour a la ligne de base est beaucoup plus
lent, signe d’un processus de réorganisation du systeme

Aux temps courts, 'étude menée par Liu et al. [87] sur ce méme systeme PAA/PDADMAC par
stopped-flow met en évidence la rapidité de formation des complexes dits primaires. En effet, le signal
enregistré au temps initial montre une intensité plus élevée que celui des polymeéres seuls non
complexés. Cela suggére donc une complexation plus rapide que le temps mort de I'appareillage, évalué
a 4 ms. Ce systeme présentant un coacervat a pH 10 [87,143], Liu et al. mettent en évidence par cette
technique de mélange stopped-flow trois types de signatures cinétiques aux temps courts pour
différents rapports de charge et sans sel ajouté. Ces résultats sont présentés sur la Figure 1-48 et
résultent de différents processus de réorganisation des PECs primaires.

(i) Des intensités décroissantes” pour des rapports de charge faibles. Une intense et abrupte
diminution est constatée en moins d’une seconde suivie d’une extinction lente du signal.
Ce type de courbe caractérise le réarrangement et ou la relaxation de PECs solubles ayant
une structure peu dense vers des PECs solubles plus denses.

(ii) Une augmentation de l'intensité diffusée en fonction du temps pour des rapports de charge
plus élevés mais différents de la stoechiométrie. Ces courbes correspondent a I'agrégation
et au réarrangement des PECs solubles en nanoparticules de PECs neutres (dispersion). Ces
derniéres peuvent dans une certaine mesure se condenser pour former des gouttelettes de
coacervat et cela d'autant plus que le systéme est proche de la stcechiométrie. Il y a alors
coexistence des deux types d’objets en solution, nanoparticules de PECs et gouttelettes de
coacervat.

(iii) Des courbes en cloche®, sont observées en conditions de neutralité c'est-a-dire proches de
la stcechiométrie et sont caractéristiques de la condensation cette fois-ci totale des PECs
neutres en structures de grande taille correspondant aux gouttelettes de coacervat. Le
systéme subit alors une séparation de phase liquide-liquide en une phase dense riche en
PEs en équilibre thermodynamique avec une phase appauvrie en polymere.

Takahashi et al. utilisent eux aussi un mélangeur ultra-rapide de type stopped-flow pour étudier
les premiers instants (temps mort de l'appareillage de 2.5 ms) de la complexation du polyacrylate de
sodium (PANa) et du poly(hydrochlorure d’allylamine)(PAH) par diffusion des rayons X aux petits angles
TR-USAXS*. Ils définissent par cette méthode trois étapes de la complexation : (i) juste aprés mélange,
les chaines de PEs s’associent tres rapidement (<2.5 ms) en complexes presque neutres sous |'effet
d’interactions électrostatiques ; (ii) apres 2.5 a 5 ms, des complexes de structure proche de la neutralité
sont formés sous I'action de forces de van der Waals, des interactions hydrophobes et des effets de
charges en exces sur les particules; (iii) enfin, apres 360 ms, les petits agrégats aléatoires
électrostatiques s’assemblent en particules sphériques polydisperses. En terme de structure, |'étude
par USAXS révele une structure d’agrégat fractale; les particules de complexe évoluent ensuite vers une
morphologie plus compacte avec le temps.[98]

Pour les systemes hors-équilibre donnant lieu a des transitions liquide-solide (précipitation), une
seule étude cinétique a été trouvée dans la littérature pour expliquer le mécanisme de séparation de

* Decay curves
4 Bell-shaped curves

¥ Time-resolved ultra-small-angle X-ray scattering en anglais
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phase aux temps courts [144], car la quasi-totalité d’entre-elles se focalisant plutét sur des systemes

coacervats [145] ou sur des PECs solubles ou insolubles.

1
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sy —e—0.5
5 0106
s
0_01 R e e el — a s
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Figure 1-48 : Intensité du rayonnement en lumiére a 90° normalisée pour des mélanges réalisés au stopped-flow sur des

solutions de PAA et PDADMAC a pH 10.[263]

1.2.4 Thermodynamique de la complexation

L'interaction électrostatique, a 'origine dans les systemes chargés de la floculation ou de la
coacervation est une interaction a longue portée, contrairement aux forces d’interactions de type van
der Waals. Dans le cas de PEs, I'étude des interactions électrostatiques est complexe car elles se
manifestent a différents niveaux : interaction inter- et intramoléculaire des charges portées par les
monomeres, interaction des contre-ions avec les charges, interaction des charges avec les ions du

milieu, interaction des contre-ions avec les ions du milieu.

De plus, si dans un premier temps, ce mécanisme semble étre gouverné principalement par les
forces électrostatiques, il faut également tenir compte des forces de solvatation et plus précisément
d'hydratation dans le cas de I'eau. Ainsi la complexation entre deux polyélectrolytes forts met en jeu

non seulement l'interaction électrostatique entre les
charges opposées mais il faut également tenir compte
de I'énergie a fournir au systeme pour déshydrater les
charges avant d’interagir. Il peut donc y avoir une
compétition entre différents types d’interactions
(électrostatique, coulombienne, hydrophobe,
hydratation...) selon les conditions expérimentales et la
nature des PEs étudiées.

En solution aqueuse, les macromolécules
chargées sont entourées d'une double-couche
électrique c'est-a-dire une région dans laquelle la
concentration en contre-ions est plus élevée que celle
en co-ions. D'un point de vue thermodynamique, cette
double couche possede une énergie plus basse que dans
le cas d’une répartition homogene car on a alors la

60

exo- 1 endo- no
thermic | thermic ! complexes
: L AE
0 e |
1 1

[salt]

-TAS

Figure 1-49 : Effet de I'ajout de sel sur les parametres
thermodynamiques de la  complexation: AF
correspond a I'énergie libre de complexation (AE a
I’énergie électrostatique de la réaction et —TAS a
I’entropie.



CHAPITRE 1

distance entre charges opposées (contre ions/chaines PE) plus faible qu’entre charges de méme signe
sur la chaine du PE. L’entropie est également plus faible car les ions perdent en liberté translationnelle.
Ainsi, quand deux macromolécules chargées sont associées pour former un complexe, ces doubles
couches disparaissent en partie et des contre-ions sont libérés en solution et I'énergie et I'entropie du
systeme varient.

L’enthalpie du systéme peut étre de nature exothermique ou endothermique, en fonction de la
force ionique en solution (Figure 1-49). A faible taux de sel, la longueur de Debye est importante ce qui
se traduit par un nuage de contre-ions dense autour des PEs. Dans ces conditions, la complexation
permet de diminuer fortement I'énergie électrostatique de surface des PEs. Ce gain d'énergie se traduit
par le caractére exothermique de la complexation lorsque la force ionique est faible. A I'inverse, a forte
salinité, I'énergie de surface des polyélectrolytes est fortement diminuée et I'interaction entre charges
opposées est écrantée. Dans ces conditions la complexation est endothermique c’est-a-dire qu'il n'y a
pas de gain enthalpique.[22]

L’entropie associée a la formation du systéme est positive, due principalement a la libération des
contre-ions confinés dans la double couche. Cependant le gain entropique diminue avec I'augmentation
de la force ionique car la différence de concentration en ions entre I'intérieur du nuage de contre-ions
condensés et la solution diminue.[17] Une seconde contribution a I'entropie du systeme et qui s’oppose
a la complexation est la perte d'entropie configurationnelle et conformationnelle des chaines de PEs.
Ce terme reste en général faible comparé a la composante positive des contre-ions (Figure 1-49).

La concentration en sel pour laquelle on passe d’une réaction exothermique a endothermique
varie en fonction des systemes choisis ; celle-ci est caractéristique en solution d’'un changement d'état

de la phase complexée a savoir un état solide (précipité) ou liquide (coacervat).[137,146,147]

Il est avancé par certains auteurs que la

densité de charge joue un role dans le signe de

@ I'enthalpie.[22] Des PEs faiblement chargés

@ %‘ présenteraient une complexation exothermique
PAH

alors que ceux fortement chargés, et donc
N possédant une forte concentration de contre-ions
condensés avant complexation serait

PVTAC
endothermique. En effet, dans le cas d'un PE avec
une forte densité de charge, la condensation des
contre-ions est importante ce qui permet d'abaisser

PDDPC
Weak >
@ @ @ I'énergie du systéme avant complexation d'ou un
gain enthalpique plus faible voire nul [90]. Fu et al.
_ 1L
PSS

> Strong

m»{vw) :IZ montrent que ce critere n’est pas universel et

s déduisent par des mesures calorimétriques de

S PAMPS A constantes d’association et d’énergie de Gibbs sur

Figure 1-50 : Classification des PEs en fonction de laforce  dix-huit combinaisons de PEs une corrélation entre
d’interaction.[150] I'intensité de I'interaction, I’hydratation des PEs et |a

mobilité des ions a I'intérieur des PECs. Plus le motif du PE est ‘hydrophile’, plus I’association sera faible
entre les PEs. D’autre part, plus le contre-ion sera hydraté plus il sera facile de le séparer de son PE. Ce
qui leur permet de classer différents PEs classiquement utilisés en fonction de leur aptitude a la
formation de PECs a interaction forte ou faible (Figure 1-50).[148-150]

Si I'on regarde maintenant des exemples de paramétres thermodynamiques pour des systemes
étudiés dans la littérature (Tableau Annexe 3), il parait impossible de comparer les systemes tant les
parametres chimiques et physiques reliés a I'intensité de I'interaction et les chemins de formulation
varient. En effet, outre la physico-chimie du solvant, la température, la concentration, la vitesse de
mélange et la vitesse d’injection sont a prendre en compte dans la comparaison de deux réactions de
complexation. Enfin, les parametres indirects comme |'énergie libre du systeme, I'entropie ou la
constante de couplage sont a manipuler avec précaution car les caractéristiques dérivent directement
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de modeles physiques qui ne prennent pas toujours en compte les différentes contributions a

I'interaction totale (AH) mesurée en ITC.[151]

1.2.5 Conclusion

En fonction de I'intensité de I'interaction, on
assiste donc a la stoechiométrie a une séparation de
phase liquide-liquide ou liquide-solide du systeme
de PEs. Les agrégats solides présentent la
particularité d’étre hors-équilibre, c’est a dire tres
sensibles aux variations des ‘chemins de
formulation” et associés a des constantes
d’équilibre élevées (Tableau 1-13). Les coacervats
sont quant a eux dans un état de quasi équilibre
thermodynamique avec une phase appauvrie en
polymere correspondant au surnageant, en
équilibre avec une phase riche en polymere, le
coacervat ; avec des constantes d’association faible.
Dans les processus d’auto/co-assemblage de
macromolécules comme la complexation de
polyélectrolytes, le systeme tend a minimiser son
énergie libre AG. Pour atteindre cette condition, il
faut que le systeme soit tres exothermique (AH<0)

AG
(a) | aH <0
AS <0
TIK] TIK]
ﬂG;_\H 0 A
4 AH > + AH <0
(C) io @] as>0
T[K] T[K]
Figure 1-51: Relation entre énergie libre (AG),

enthalpie (AH) et entropie (AS) de la réaction en
fonction de la température.

Systeme a forte interaction

Systéme a faible interaction

K>10° M, AH<O,
Systeme de PEs peu hydraté
Enthalpique et Entropique

Force de I'association

Force motrice
(AS>0)
Exothermique
‘Hors équilibre’

Thermodynamique

Stabilité

Influence des chemins de formulation

Précipité

Transition de phase liquide =2 solide

T solid-like
 clear ; -\,

Morphologie
associée at Z=1

L -
20 pm

Expulsion contre-ions et molécules d’eau

Propriétés et
applications

Précipité, structures vitreuses, faible labilité des
PECs, faible perméabilité aux ions et petites
molécules, croissance linéaire en multicouches
(LbL)

K<10* M, AH>0,

Systeme de PEs hydraté

Entropique

Expulsion contre-ions et molécules d’eau et
Mélange aléatoire des PEs (AS>0)
Endothermique

‘Equilibre’ thermodynamique

#chemins 2 méme morphologie

Coacervat

Transition de phase liquide 2 liquide
| Liquid-like

interfacial
tension

Coacervat, comportement labile pendant la
formation de PECs, transport facilité de petites
molécules et ions, croissance exponentielle en
multicouches (LbL)

et/ou gagne en entropie (TAS>0). Ainsi, les systemes ont comme force motrice (i) I'enthalpie si le
systéme est fortement exothermique ; (ii) I'entropie si le processus est endothermique (AH>0) (Figure

1-51).[22]

Tableau 1-13 : Classification et caractéristiques des systemes PECs a la stoechiométrie en fonction de l'intensité de I'interaction
a I'ceuvre dans le systeme. [109,87,143]

Si I’électrostatique est généralement admise par la physique classique comme moteur de la
complexation, Fu et al. expliquent que c’est le gain entropique qui prime sur I'électrostatique. Ils
remettent ainsi en cause la vision classique de I'appariement des charges a longue portée. Ils étudient
les contributions enthalpiques par ITC en mesurant les variations des enthalpies de mélange pendant la
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complexation du PSSNa et du PDADMAC pour différents contre-ions du PDADMAC avec différents ions
de la série d’"Hoffmeister. D’apres leurs résultats, I'origine des échanges de chaleur provient des
échanges de molécules d’eau autour des PEs et des ions et non de la somme des différentes
contributions enthalpiques (répulsives/attractives) de Coulomb a longue portée. Pour ces auteurs, on
se trouve dans le cas d’un continuum électrostatique, et I’on assiste & un échange perpétuel d’ions” a
I’échelle locale entre les paires d’ions complexés et les PEs libres. L'étude plus systématique de
I"hydratation de ces paires d’ions et des PEs pourrait étre la clé de la compréhension du mécanisme de
complexation.[151,150,152]

lls montrent par ailleurs sur le systeme PSSNa/PDADMAC qu’il existe un continuum entre les
différentes morphologies, et qu’il est possible de passer de facon réversible d’'une morphologie a I'autre
par modulation de l'intensité de la force d’interaction, en particulier en jouant sur la quantité de sel
ajoutée au systeme.[151,153,152]

De plus, si I'on s’intéresse aux parameétres décrits par la physique classique pour deux paires de
PEs classiquement étudiées dans la littérature, PANa/PDADMAC et PSSNa/PDADMAC on obtient a la
stocechiométrie des morphologies trés différentes. Or, les paramétres de Manning de ces 2 systemes
sont identiques deux a deux : Mepaomac=1.44 ; Teana=2.88 ; Mpssna=2.88. [121] Du seul point de vue de la
physique, cela signifierait une complexation similaire. Si on intégre des caractéristiques plus globales,
selon la classification de Figure 1-50, le systéme PANa x PDADMAC interagit avec une intensité bien plus
faible que le systéme PSSNa x PDADMAC. Par ailleurs, des données thermodynamiques sur I'hydratation
des PEs suggerent un systeme en forte interaction, sensible aux chemins de formulations et qui précipite
pour la paire PSSNa x PDADMAC et relativement faible, a I’équilibre et qui coacerve pour la paire PANa
x PDADMAC (Tableau 1-14)[137,143].

Tableau 1-14 : Caractéristiques des systemes PANa x PDADMAC et PSSNa x PDADMAC.[137,143]

Systéeme PANa x PDADMAC PSSNa x PDADMAC
Morphologie & la steechiométrie Transition liquide=> liquide Transiti{oh I.iqluide,% solide

coacervat Précipité/agrégat

Stabilité Equilibre Hors équilibre
Thermodynamique AH>0, K~103M~1 AH<0, K~10°M~1
Hydratation Trés hydraté Peu hydraté
P : h

arametre de charge [Pra=2.88 ; MppADMAC=1.44 [pssna=2.88 ; ppapmAc=1.44

Manning-Osawa

N

Dans la plupart des systemes, la formation des PECs est cinétique et donc soumise aux chemins
de formulation suivis (parametres de mélange, caractéristiques des PE, spécificités de la solution...). En
outre, la densité de charge du PE, la nature des groupements chimiques, et la facilité des PEs a s’hydrater
en solution et se déshydrater lors de la complexation jouent un réle primordial sur les morphologies
finales des PECs. Etudier la formation des PECs en milieu dilué, a la lumiere de leur signature
thermodynamique, cinétique et leur morphologie finale permet d’examiner I'influence des parametres
de formulation sur les propriétés physiques des PECs.

La stabilité des PECs et le contrble de I'assemblage passent par une approche globale et une
maitrise de la compétition entre les temps de réaction et de mélange afin de minimiser la polydispersité
et le polymorphisme en solution. Pour y parvenir, il faut contréler 'intensité des interactions et les
chemins de formulations; pour les systemes forts, les chemins de formulation vont influer fortement
sur les morphologies/propriétés finales des complexes alors que les systemes faibles, a I"équilibre,
seront peu impactés. Certains parametres clés seront donc a étudier :

*
lon-pairing ou ion-exchange en anglais.
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Intensité de I'interaction et temps de réaction

Une interaction forte est synonyme de systémes cinétiquement figés et donc hors-équilibre car
les liaisons se forment trés rapidement sans que les ajustements conformationnels nécessaires a
I'obtention d'un état de faible énergie aient pu se produire. Au contraire, une interaction faible permet
au systeme d'atteindre un état d’équilibre dynamique ou les composants sont dans leur plus faible état
énergétique. L'absence d’interaction donne lieu a un systeme ‘dormant’. De facon intéressante il est
possible pour n'importe quel systéme et en particulier les systemes électrostatiques de moduler la force
d'interaction en jouant sur la température, la polarité du solvant et la salinité. Un systeme ou les
interactions sont fortes peut ainsi étre placé de fagon réversible dans un état dormant ou l'interaction
est ‘éteinte’, les divers composants n’interagissent plus.

Chemins de formulation et temps de mélange

Les mélangeurs actuels permettent une trés grande diversité de temps de mélange (de quelques
millisecondes avec le stopped-flow a plusieurs jours avec un systeme de dialyse). Le temps de mélange
qui correspond au temps nécessaire pour atteindre un systéeme avec une répartition homogene des
composants doit étre choisi en fonction de l'intensité de linteraction: un systeme interagissant
faiblement sera a I’équilibre et sera indépendant de la vitesse de mélange, alors qu’un systeme en forte
interaction sera trés sensible a ce paramétre de formulation. Il est donc indispensable de pouvoir
guantifier le temps d’homogénéisation de chaque mélangeur. Cela se fait le plus souvent par un suivi
colorimétrique.[154]

En conclusion, la thermodynamique d’assemblage des PEs de charge opposée est tres
documentée mais les études sont difficilement comparables tant le nombre de parametres different
entre les diverses expériences. Le lien entre la constante d’interaction et les autres parametres
thermodynamiques reste peu étudié. La cinétique du mélange est trés majoritairement suivie aux temps
longs par turbidimétrie et celle aux temps courts est peu documentée. Enfin, la morphologie de ces
complexes de PEs réalisés a la stcechiométrie comme les coacervats et les précipités ont été étudiées
de facon soutenue par des techniques de microscopie (optique, électronique...) et de diffusion de
rayonnement (lumiere, neutron, RX).

1.3 Conclusion

Ce chapitre bibliographique a permis de mettre en évidence l'intérét scientifique, technologique et
industriel des PECs. Nous avons pu nous rendre compte néanmoins de la complexité de ces systemes
souvent hors équilibres et donc fortement dépendant des conditions de formulation. Si des études se
penchent sur le lien entre thermodynamique et morphologie, la signature cinétique en particulier aux
temps courts reste peu étudiée voire anecdotique. Le lien entre thermodynamique, morphologie et
cinétique de la complexation semble une approche naturelle pour optimiser les divers parametres clés de
controle du processus de complexation/assemblage. Enfin, si les morphologies de coacervats et de
précipités sont tres étudiées dans la littérature, la structure coeur-couronne des PECs colloidaux reste peu
documentée en termes d’imagerie. A travers l'étude de plusieurs systémes et en corrélant
thermodynamique, morphologies et cinétique, cette thése entreprend d’apporter des éléments de
réponse a la compréhension de la complexation de PEs. Dans les chapitres suivants nous étudieront tout
d’abord le systéme PSSNa/ ¢ PEI pour lequel i) le temps de mélange versus temps de réaction sera étudié
par |'utilisation de diverses techniques d’ajout, ii) la morphologie des PECs sera élucidée par AFM et DNPA
pour différentes longueurs de chaine de PSS. Le chapitre 3 s’intéressera au systéme biologique DxS/ ¢ PEI :
i) au lien entre morphologie/thermodynamique/morphologie en fonction de l'ordre d’ajout des
composés, ii) a la structure des coacervats formés a Z~1. Enfin le chapitre 4 posera les jalons d’un
protocole global pour I'étude systématique de systemes de PEs corrélant thermodynamique,
morphologies, cinétique, intensité d’interaction et hydratation des PEs sur 4 systemes de PEs.
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‘Beau chemin n’est jamais long’
Proverbe provencal
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CHAPITRE 2

Etude d'un systeme complexant fort: Polyéthylene
imine/Polystyréene sulfonate

2.1 Introduction

L"étude expérimentale de ce travail de these débute avec I'étude d’un systeme complexant fort
a base de polystyréne sulfonate et de polyéthyleneimine linéaire.

Le polystyrene sulfonate est un PE modele utilisé dans la plupart 8
des études théoriques dédiées au comportement des PEs en solution. Le
polystyrene sulfonate, sous sa forme sodique CgH;SOsNa (PSSNa) est issu
du polymere hydrophobe de référence, le polystyréne sur lequel est fixé
en position paradu groupement phényle un motif sulfonate -SOs" (Figure

2-1). Il est obtenu par polymérisation du styréne sulfonate ou par O:SISZO@
sulfonation de polystyrene. La masse de son motif de répétition est de O_Na
206.19 g/mol. Les fonctions sulfonate ayant un pK, de 2, les chaines de — © —n

PSSNa sont chargées sur une trés large gamme de pH et ce PE est ainsi  Figure 2-1 : Structure chimique du
considéré comme un PE fort. L'intérét d’utiliser le PSSNa est qu’il est polystyrene sulfonate de sodium
commercialement disponible dans une large gamme de masse molaire et (PSSNa).

avec des dispersités faibles puisque il est vendu aussi comme étalon de GPC.

En termes d'applications, le PSSNa est essentiellement connu pour son utilisation dans le domaine
des polymeres conducteurs ou il est complexé avec le PEDOT (poly(3,4-éthylénedioxythiophéne).[155]
De facon intéressante le PSSNa est aussi utilisé dans le domaine médical pour réguler la concentration
en potassium dans le tube digestif; il est par conséquent administré en cas d’hyperkaliémie chez
['homme.[156]

Le polyéthylene imine (PEl) ou polyaziridine linéaire est une
polybase dont le motif de répétition contient une amine secondaire H
(Figure 2-2). Le PEI utilisé dans ce chapitre posséde une tres faible masse N
molaire (2000 g/mol). Sous sa version protonée, c’est un polyélectrolyte
faible, dont le taux d’ionisation en solution est alors controlé par le pH.

Les valeurs de pK, typiquement reportées pour le PEl sont autour de N
7.[157] Figure 2-2 : Structure chimique du

Utilisé dans de nombreuses applications médicales pour son POIVéthyleneimine linéaire (€ PEI).

aptitude a capter les protons [158], on trouve le PEl dans des domaines aussi variés que la détergence,
le traitement de I'eau, la cosmétique, 'industrie du papier [159], les adhésifs ou encore la médecine
comme réacteur ou capteurs.[160] Enfin, il est 'agent de transfection par excellence car il condense
I’ADN sous forme de particules cationiques, et permet ainsi la transfection de matériel génétique. La
capacité du PEl a capter les protons permet un afflux de contre-ions dans la cellule et augmente la
pression osmotique de la vésicule ce qui résulte en son éclatement et a la libération de I’ADN dans le
cytoplasme.[161]

Comme il a été vu dans le chapitre bibliographique, lorsque I'on est a la stoechiométrie en charge,
les complexes peuvent former soit un précipité soit un coacervat en fonction de l'intensité de
I'interaction entre les PEs de charge opposée. Hors stcechiométrie, on obtient le plus souvent des
complexes sous une forme colloidale. Dans ce cas les structures formées sont des agrégats de taille finie
contenant un nombre limité de charges complexées et présentant souvent une forte stabilité en
solution aqueuse. Les particules de PECs ainsi obtenues sont constituées d’un coeur hydrophobe
résultant d’un appariement quasiment stcechiométrie des paires d’ions et stabilisées en surface par
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I'exces de PE partiellement complexé. (Figure 2-3). Méme s’il est souvent fait référence dans la
littérature a ce type de structuration celle-ci a rarement été mise en évidence de facon
explicite.[128,90,134,162,163] Ici on se propose d’étudier par diffusion de rayonnement (lumiere et
neutrons) et AFM la morphologie des complexes non stcechiométriques a base de ¢ PEl et de PSSNa
formés en présence d’un exces de PSSNa. Outre le rapport de charge Z[+]/[-] que 'on fera varier entre
0.025 et 0.9, on étudiera également une trés large gamme de masses molaires de PSSNa. Comme on
est dans le cas d’un systeme ou les interactions électrostatiques sont fortes, on peut s’attendre a ce que
les structures des complexes soient relativement stables ce qui permettra d’effectuer des analyses avec
différentes techniques. Le ¢ PEl utilisé ayant une trés faible masse molaire, on vérifiera également si des
complexes solubles peuvent se former en présence d’un large exces de PSSNa de forte masse.

Primary Complexes Intercomplex Aggregates
(PEC nanoparticles)

.-)_n}

Aggregation
SS9 Sef> Jored,
Llh PC s.; Stabilization by free PA
PA

(Excess) /

Hydrophilic shell
Hydrophobic core

Figure 2-3: Schéma attendu pour la formation de complexes polyélectrolytes en présence d'un exces de polyanion. (PA:
polyanion, PC: polycation) Adapté de [264].

Par ailleurs, le couple PEI/PSSNa étant potentiellement un systéme hors équilibre, on va
s'intéresser a I'influence du temps de mélange en comparant différentes techniques d’ajout : I'ajout
lent au pousse-seringue, I'ajout rapide a la micropipette, et I'ajout rapide avec un mélangeur de type
stopped. Enfin, on s’intéressera a I'utilisation d’'un mélangeur microfluidique qui permet de moduler le
temps de mélange sur une large gamme.

Toutes les réactions de complexation ont été réalisées a pH 4.0. A ce pH le PEI présente un taux
de protonation de 66% comme cela a pu étre déterminé par dosage potentiométrique (Figure 2-4 et
Figure Annexe 5).

Afin de vérifier si le pH demeure constant pendant la complexation on a réalisé un dosage
potentiométrique du PSSNaisok par le ¢ PEly, les solutions initiales étant ajustées a pH 4.0. On observe
une légere augmentation du pH avec un maximum autour de 4.75 autour de I"équivalence puis une
diminution jusqu’a la valeur initiale de 4. Ceci traduit une augmentation du pK, du PEl en cours de
complexation ce qui est attendu dans le cas de la complexation d’une polyamine par un polyanion.[164]
Par exemple, dans le cas d’un systéme polyallylamine/polystyréne sulfonate (PAH/PSSNa), Petrov et al.
ont montré que le pK; des groupements amine augmentait de 8.7 a 10.7 lorsque le PAH est complexé
avec le PSSNa.[164] En effet, au cours de la complexation le nombre de charges libres sur le PEl diminue
et donc les interactions répulsives intra et intermoléculaires sont diminuées ce qui conduit a une
protonation plus importante de la chaine c'est-a-dire une augmentation du pKa.

6
0.81 73.1% @pH 3
3 66.0% @pH 4 ¢ PEL, in PSSNa
% 0.6] ¢ PEI 2K 150K
— . 5_
-g 2 pePP" a0,
E 0.4 :5 nnnn ODopg
8 4 .
o 0.2 4 op
o
0.0
2 4 6 8 10 12 00 05 1.0 1.5 2.0
pH Z[+/[-]

Figure 2-4 : (gauche) Taux de protonation calculé a partir du dosage du ¢ PElyc (c = 51 mM) par une solution de HCl a 0.1M a
25°C. (droite) Evolution du pH lors de la complexation par ajout lent d'une solution de PEl a une solution de PSSNaisox en
fonction du rapport de charge Z. Le pH initial des deux solutions de PE est ajusté a 4 et la concentration en charges est de 4.85
mM pour les deux PEs.
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2.2 Conditions expérimentales

2.2.1 Caractéristiques des polyélectrolytes

L'ensemble de I'étude a été effectuée avec un PEIl linéaire de masse molaire 2000 g/mol ce qui
correspond a un degré de polymérisation (DP) d’environ 47. Concernant le PSSNa, on utilisera des
étalons de chromatographie possédant des masses molaires comprises entre 4.3K et 2.6M de g/mol.
Les caractéristiques des polymeéres sont présentées dans le Tableau 2-1.

Tableau 2-1 : Caractéristiques des polyélectrolytes utilisées au cours de cette étude.

PE Référence N° lot Fournisseur MW DP Forme Teneur
g/mol physique massique en
eau (%)*
PSSNas3k 81606 #BCBP3826V Fluka 4230 21 Poudre 13.3
Standard (Aldrich)
[-] GPC
PSSNasak 81610 #BCBQ8970V Fluka 29 100 140 Poudre 12-14
Standard #BCBP6433V (Aldrich)
GPC
PSSNaisok 81614 #BCBLO159V Sigma 148 000 720 Poudre 11
Standard Aldrich
GPC
PSSNaesook ~ PSSNa- #PSSNa4070-2  PSSNa 679 000 3000 Poudre 111
PSSNa600k
PSSNa2sm 81617 #BCBNO304V Fluka 2260000 13000 Poudre 134
Standard (Aldrich)
GPC
[+] ¢ PEl2 406700- #10910440 Sigma 2 000 47 Solution 50
250ML Aldrich aqueuse

2.2.2 Préparation des solutions

Les PEs sont dissous en solution aqueuse a une concentration de 48.5 mM, soit dix fois supérieure
a celle nécessaire pour former les complexes. Le pH initial des solutions de PE est fixé a 4.0 et ajusté si
nécessaire 24 heures aprées. Les solutions de PE sont ensuite diluées 10 fois pour réaliser les différentes
expériences et le pH ajusté a nouveau si nécessaire. Une filtration des solutions de PE est également
effectuée systématiqguement sur membranes de cellulose de porosité 0.45 um (Acrodisc®).

2.2.2.1 Méthode d’ajout des PEs

La méthode d’ajout la plus lente qui a été utilisée et désignée par [SLOW] est celle réalisée au
pousse seringue a un débit de 0.048 mL/min, la solution titrée étant sous agitation a 450 tours par
minute (agitateur de type thermomixer, Eppendorf®). Dans la mesure ol I'on souhaite obtenir des
complexes avec un excés de PSSNa, la solution de PEIl en défaut a toujours été ajoutée a celle de PSSNa
en exces. Comme cela a été montré par Miller et al. sur le systéme PEI/PAA, il est en effet préférable
d’ajouter le composé en défaut a celui en exces pour éviter le passage par la stoechiométrie synonyme
d'agrégation pouvant étre irréversible (précipité) dans le cas des PEs forts [73]. La méthode d’ajout
rapide désignée par [FAST] est réalisée par un ajout a la micropipette en utilisant également un agitateur
Eppendorf® pour la solution titrée. Enfin la méthode par addition tres rapide dite [ULTRAFAST] fera
appel au micromélangeur de type stopped-flow de Bio-logic® muni d’'un mélangeur turbulent de type

¥ déterminé par analyse thermogravimétrique (TGA)
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Berger Ball. Les caractéristiques des différents types de mélanges effectués sont décrites dans le
Tableau 2-2.

Tableau 2-2 : Caractéristiques des techniques de mélange utilisées au cours de cette étude.

Vitesse .
Type de mélange Mélangeur d’ajout volumes d y S.O /utlon.de’ PE
(mi/min) engageés (titrant/titré)
[SLOW] pousse-seringue/thermomixer 0.048 200-500 L/600-1000 i
[FAST] micropipette/thermomixer 120
[ULTRA-FAST] stopped-flow 540 180-220 puL/180-220 pL

2.2.2.2 Suivi de la complexation

La complexation sera toujours suivie en fonction du rapport de charge Z, défini par :

[+]

/= —— Equation 2-1

(-]

ou les concentrations molaires en motifs cationiques et anioniques sont déterminées en considérant que le PEl est chargé a 66%
et le PSSNa a 100%. Ici, les solutions initiales de PEIl et PSSNa sont a 4.85 mM en charge.

Comme tous les complexes sont préparés avec un exces de PSSNa, les rapports Z seront toujours
inférieurs a 1. A l'issue de la complexation, les suspensions de complexes sont filtrées sur des
membranes en acétate de cellulose (0.8 et 1.2 um, Acrodisc®) pour s’assurer de caractériser les PECs
colloidaux et non le précipité qui peut apparaitre dés Z=0.7 pour le PSSNa de 150K. En effet, comme
cela est visible sur la Figure 2-5 pour des taux de charge proches de la stcechiométrie on observe la
formation d’agrégats qui semblent étre de nature fractale. Il est important de préciser que cette
précipitation ne concerne qu’une partie du systeme, la majorité des complexes étant sous forme de
particules colloidales qui sont conservées apreés filtration, comme cela a été mesuré par diffusion de la
lumiere. Par ailleurs, on a pu vérifier par microscopie optique que les agrégats de type précipité ne se
reformaient pas apres filtration (Figure 2-5).

Les suspensions sont ensuite conservées dans des tubes en plastique pour éviter que le PEl ne se
complexe avec les parois des tubes en verre. Les suspensions sont maintenues en agitation jusqu'a leur
analyse.

Figure 2-5 : Microscopie optique des complexes PSSNaisox/¢ PElox a pH 4 et 10 mM NaCl préparés par ajout rapide de PEI dans
le PSSNa sous agitation. La barre d’échelle est de 10 um.
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2.2.3 Microscopie a force atomique

La microscopie a force atomique ou AFM, Laser
est utilisée dans cette étude pour apporter une beam
information sur la morphologie des complexes. Les
expériences ont été menées a température
ambiante, sur des échantillons a I'état sec, en Cantilever _—
utilisant un microscope Multimode 8™ (Veeco purtace
Instruments Inc.). dire;‘;z:—’/ ——————————— ‘7

Les images topographiques et de phase des !
complexes polyélectrolytes ont été obtenues a Figure 2-6: lllustration du principe de fonctionnement de
I"aide d’un levier rectangulaire en silicone (AC 160- I'AFM.

TS, Atomic Force, Allemagne). Le mode intermittent™ a été utilisé avec une constante de raideur du
ressort de 26 N.m™ et une fréquence de résonnance variant de 270 a 330 Hz, ainsi qu’un rayon de
courbure de moins de 10 nm au niveau de la pointe (Figure 2-6).

Des expériences préliminaires pour déterminer la concentration, la méthode de dépdt et la
nature du substrat ont été conduites et certains résultats sont présentés ci-dessous.

Tout d’abord il convient de préciser que les chaines de PEl sont beaucoup trop petites pour étre
visualisées en AFM. Par contre les chaines de PSSNa, plus encombrées peuvent étre visualisées a partir
d’une masse molaire de 32K.

Quadrant
photodiode

4.3nm PSSNalsOK 1.1nm
Deux types de substrats ont

été testés : le mica hydrophile et le
graphite hydrophile de type HOPG
(highly oriented pyrolytic graphite), Y : ' :
une f/orme tres pure de graphite _ " . 1.5 um > < 15um ————>
synthétique se présentant sous
forme de couches orientées. Le Figure 2-7 : Images topographiques du PSSNa1sox déposé a 100 ppm sur HOPG

dépbt d'une solution de PSSNaisox (gauche) et mica (droite). Apres dépdt les substrats sont rapidement séchés
sur une surface fraichement clivée sous fluxd'azote.

de HOPG montre la formation de larges structures constituées de nombreuses chaines agrégées de
polymere. Cette agrégation est certainement due au caractere hydrophobe du graphite qui va
engendrer le démouillage local de la solution de polymére lors de I'évaporation. Dans le cas du mica on
peut distinguer plus facilement les chaines individuelles de polymére méme si certaines d'entre elles
sont partiellement agrégées en raison de la concentration en polymere relativement élevée pour cette
expérience (Figure 2-7). Un meilleur étalement du PSSNa & la surface du mica (1 charge négative/50 A?)
traduit I'existence de répulsions électrostatiques entre la surface du substrat et les chaines de PSS.

0.8 nm
HOPG Mica

Deux méthodes de dépbt sont également testées.
Dans les deux cas, une goutte de suspension de
complexes PEI/PSSNasook @ une concentration de 1 ppm
est déposée sur du mica fraichement clivé. Dans le
premier cas, la goutte est séchée a l'air ambiant alors
qgue dans le second cas, la goutte est évaporée par un
flux d’azote pendant environ 5 secondes (Figure 2-8).
Enfin pour les deux méthodes, les substrats sont placés
sous vide statique pendant 10 h a 40 °C pour compléter Ffigure 2-8: Images de phase des complexes
le séchage. On note que la premiere méthode sans flux PEI/PSSNasaox (Z=0.9) déposés a une concentration de
d’azote ne permet pas une visualisation optimale car les 1 Ppm sur mica et séchés a I'air (gauche) ou sous flux
complexes se rétractent de la surface du mica sous I'effet des forces capillaires lors du séchage. Dans la
seconde méthode, le flux d’azote engendre un meilleur étalement du liquide figeant rapidement la
morphologie des complexes sur la surface du mica. On peut ainsi observer distinctement la couronne
de PSS qui s'étale autour du coeur des complexes.

71



CHAPITRE 2

Concernant la concentration optimale en polymere a utiliser pour I'analyse AFM, une gamme de
concentrations de 1 a 100 ppm en PSSNa de 150K a été préparée a partir d’une solution mere a 0.2 g/L.
La Figure 2-9 met en évidence une concentration tres faible de 1ppm a partir de laquelle on peut
observer les chaines individuelles sans phénomene d’agrégation. Les concentrations choisies au cours
de cette étude se situeront alors entre 0.5 et 2 ppm afin de permettre I'observation individuelle des
chalnes de PE et des complexes.

PSSNa, 5.«

1.1nm 1.1nm 10 ppm 0.8nm

-0.8nm <« 1.5um > -0.8nm < 1.5um > -0.2nm <« 1.5um >

Figure 2-9 : Images topographiques du PSSNasox sur mica a 3 concentrations : 100 ppm, 10 ppm et 1ppm (de gauche a droite).
Les substrats ont été séchés sous flux d'azote apres dépot.

En résumé, les conditions expérimentales pour I'analyse en AFM consisteront a utiliser des
suspensions diluées de complexes (C <5 ppm), a déposer une goutte de 4 pL sur une surface de mica
fraichement clivée, suivi d’un séchage du substrat sous flux d’azote pendant 5 secondes puis a 40°C sous
vide statique pendant 10 heures.

2.3 Caractéristiques générales de la complexation du systéeme PSSNa/ ¢ PE|

Lorsque les complexes sont obtenus hors de la stoechiométrie en charge, a dire en présence d'un
exces d’un des deux PEs des particules colloidales sont formées et stabilisées par effet électrostérique
apporté par le PE en exces (Figure 2-3). Pour des systémes complexants forts, les caractéristiques de
ces assemblages (structure, taille, stabilité) dépendent fortement des parameétres moléculaires des PEs
et des parametres de mélange. Dans cette partie, I'effet de la longueur de chaine du PSSNa, du rapport
Z et de la force ionique sont étudiés sur des systémes choisis. Par ailleurs, trois vitesses de mélange sont
également étudiées. En solution, la présence de complexes colloidaux est attestée par la turbidité des
suspensions. C'est donc par une analyse des complexes par diffusion de la lumiere que cette étude
commence.

2.3.1 Caractérisation par diffusion de la lumiere

Dans cette partie, les solutions de PE sont préparées en présence de 10 mM de NaCl afin de
modérer les interactions électrostatiques et de faciliter ainsi I’analyse des complexes par diffusion de la
lumiére qui est tres sensible a la présence de larges structures agrégées. Ici, le ¢ PEl est ajouté dans le
PSSNa de masse molaire variable en utilisant la méthode [FAST]. Les rapports Z sont étudiés entre 0.1
et 0.9. Les solutions sont analysées 30 min apres préparation puis 3 jours apres par diffusion statique et
dynamique de la lumiere a 90° pour déterminer le rapport de Rayleigh, le rayon hydrodynamique et
I'indice de polydispersité (méthode des cumulants)(Figure 2-10). On compare également deux
méthodes d’ajout, [SLOW] et [FAST] dans le cas des complexes préparés a partir du PSSNa1sok.
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Figure 2-10: Rayons hydrodynamiques obtenus par la méthode des cumulants (Ry), rapport de Rayleigh(Re) et indices de
polydispersité (PDI) des complexes obtenus par ajout [FAST] de la solution de ¢ PEl,x dans le (a) PSSNassk, (b) PSSNasak, (c)
PSSNaisox en fonction du rapport Z[+]/[-]. Les solutions initiales de PEl,x et de PSSNa sont préparées a une concentration de
4.85 mM en charge en présence de 10mM de NaCl et le pH est ajusté a 4. Un suivi dans le temps a T+3jours est réalisé et
matérialisé par des symboles vides sur chaque graphique. Dans le cas (c), les complexes formés par ajout [SLOW] sont aussi
représentés. Toutes les mesures de diffusion sont effectuées a 90°.

De facon surprenante, les rayons hydrodynamiques (cumulants) des complexes formés dans les
conditions ci-dessus varient trés peu en fonction du rapport de charge dans la gamme 7=0.1-0.9 (Figure
2-10). De méme, la taille des complexes est globalement invariante pour les 3 masses molaires de PSSNa
testées. L'indice de polydispersité évalué par la méthode des cumulants est toujours assez élevé, autour
de 0.3 et il est également invariant quel que soit le rapport Z et la masse molaire de PSSNa. Trés souvent,
lorsque I'indice de polydispersité est proche ou supérieur a 0.3 cela atteste de la présence de plusieurs
populations. Dés lors, I'analyse en diffusion dynamique de la lumiére a également été entreprise en
utilisant la méthode de Contin (transformée de Laplace inverse de la fonction d’autocorrélation) qui
permet de révéler les populations de taille distincte contrairement a la méthode des cumulants qui ne
fournit qu’une taille moyenne et un indice de dispersité. La Figure 2-11 met en évidence la présence
d’une population trés majoritaire vers 100 nm quel que soit le rapport de charge et la masse molaire du
PSSNa. On peut également voir la présence d’une population possédant une taille beaucoup plus faible,
en dessous de 10 nm, sur quasiment I'ensemble des distributions a TO et sur la plupart des distributions
a 3jours. Les distributions de taille étant obtenues par rapport a l'intensité diffusée, elles sont fortement
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influencées par les objets de taille importante puisque I'intensité est proportionnelle a R® (diffusion de

Rayleigh) oUu R est le rayon des objets diffusants.
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Figure 2-11: Distribution en intensité des rayons hydrodynamiques des complexes de la Figure 2-10. (a)PSSNaask; (b)
PSSNask ; (c) PSSNaisox a TO (haut) et T + 3 jours (bas) pour une gamme de Z[+]/[-] de 0.1 a 0.9. Le point Z=0 correspond au

polymeére PSSNa seul, dans 10 mM NaCl a pH 4.

Aussi il est intéressant de représenter également les
distributions de taille par rapport au nombre de particules. Les
distributions en nombre ont été déterminées a partir des
distributions en intensité dans le cas du systéme ¢ PEI/PSSNaisok
pour toutes les valeurs de Z entre 0.1 et 0.9. La Figure 2-12 met en
évidence I'existence d’une unique population de taille tres faible,
entre 6 et 10 nm qui ne semble pas dépendre du rapport Z. Au-dela
des valeurs de rayon hydrodynamique qui sont entachées d’une
incertitude importante liée a la transformation de la distribution
d’intensité en nombre, au choix des canaux utilisés pour analyser
les corrélogrammes et au fait que I'on assimile les objets diffusants
a des sphéres denses et monodisperses, cela met en évidence que
les structures de 100 nm déterminées précédemment ne
représentent en nombre qu'une fraction modeste des complexes
formés. Les petites particules pourraient correspondre a du

Z[+/H
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il 08
| 0.7
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0
' 1 ' 100
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Figure 2-12: Distributions en nombre
obtenues par la méthode de Contin pour
les complexes a base de ¢ PEI/PSSNaisok
préparés en méthode [FAST].

polymere libre mais le fait que cette population soit visible a Z=0.9 exclue cette hypothese. En effet,
dans le cas du PSSNaisok, toutes les chaines de PSSNa sont complexées avec le ¢ PElx a partir de Z=0.06
(Tableau 2-3). Ces petites structures pourraient alors correspondre a des complexes peu agrégés qui
coexistent avec des agrégats de complexes de taille plus importante mais peu présents en nombre. Dans
la suite ces petites particules de complexes seront assimilées a des complexes primaires c’est-a-dire les
précurseurs de la complexation alors que les larges structures qui résultent probablement de
I'agrégation des complexes primaires seront assimilées a des complexes secondaires ou particules de
PEC. Par ailleurs a Z=0, on a une distribution resserrée, en accord avec la présence de spheres denses

monodisperses (Figure 2-12).
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Tableau 2-3 : Rapports de charge Z[+]/[-] a partir desquels toutes les chaines de PSSNa d'une masse molaire donnée sont
statistiquement complexées par une chaine de PEI.

DPPEI  DP PSSNa Z[+)/[-]

¢ PEl2x-PSSNaa.3¢ 46.5 21 2.23
¢ PEl>x-PSSNasax 46.5 155 0.30

¢ PElk-PSSNa1sox 46.5 730 0.06

¢ PEl2x-PSSNasoox 46.5 3000 0.016
¢ PElok-PSSNaz.6v 46.5 13000 0.0037

La Figure 2-10 met aussi en évidence que l'intensité diffusée évaluée a travers le rapport de
Rayleigh augmente de facon quasi linéaire avec Z et ceci quelle que soit la masse molaire du polymére.
Cela suggere que les complexes formés entre 0.1 et 0.9 sont de méme nature et seul le nombre de
complexes augmente. En particulier 'augmentation linéaire de lintensité exclue la formation de
complexes solubles pour lesquels il a été vu dans la littérature que 'intensité diffusée était constante
jusqu’a Z=0.3-0.5 puis augmentait brusquement lorsque des complexes insolubles (complexes
secondaires) se formaient.[53] Ainsi, méme dans le cas d'un systéme présentant une tres forte
asymétrie au niveau des longueurs de chaine comme le ¢ PEl,/PSSNaisox on ne détecte pas a faibles Z la
présence de complexes solubles formés d'une chaine de PSS complexée avec quelques chaines de PEl.
L"absence de complexes solubles souligne le fait que I'interaction entre le PSSNa et le PE| est trés forte.
Dans ces conditions les sections de PSSNa complexées par le PEl deviennent hydrophobes et vont alors
avoir tendance a s’agréger en complexes primaires puis secondaires pour minimiser le contact avec
I'eau. Les complexes ainsi formés sont certainement stabilisés a leur surface par I'exces de PSSNa non
complexé. Il est intéressant de noter que méme a I'approche de la stcechiométrie (Z=0.9) les complexes
conservent leur stabilité, ce qui signifie qu’un faible excés de charge est suffisant pour garantir la
stabilité colloidale. De la méme maniére, dans le cas des complexes ¢ PEl,/PSSNas sk, méme si le bloc
PSSNa est plus court que le bloc ¢ PEl, il semble jouer son role stabilisant sur toute la gamme de Z. Cela
indique que les fonctions sulfonates sont tres efficaces pour générer des répulsions électrostatiques
entre les particules chargées de PEC.
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Figure 2-13 : Aspect des suspensions de complexes a base de PSSNay sk et PSSNasyk a TO et T+3 jours (voir Figure 2-10 pour les
conditions de complexation).

Dans le cas des PSSNaisox et PSSNasak, les rayons hydrodynamiques, les rapports de Rayleigh et
les PDI des complexes ne varient que tres peu aprés 3 jours. Cela confirme que les complexes primaires
(< 10 nm) et les complexes secondaires (~100 nm) sont efficacement stabilisés par un exces de
polyélectrolyte a la surface. Cependant dans le cas du PSSNaa 3, on observe que le rapport de Rayleigh
augmente considérablement apres 3 jours sans toutefois que la taille moyenne (cumulants) ne soit
modifiée. De plus, on observe que les suspensions de complexes a base de PSSNas sk sont beaucoup plus
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troubles au bout de 3 jours, et cela d’autant plus que le rapport de charge augmente. Dans le cas du
PSSNasz, il n'y a quasiment aucun changement d’aspect aprés 3 jours (Figure 2-13). Par ailleurs,
I'analyse par la méthode de Contin met en évidence pour les complexes a base de PSSNassk que la
position du pic principal vers 100 nm sur la distribution en intensité n’est pas modifiée au bout de 3
jours alors que le pic correspondant aux complexes primaires de faible taille disparait totalement (Figure
2-11). Cela se confirme sur la distribution en nombre obtenue a 3 jours ou I'on ne voit que le pic
correspondant aux complexes de grande taille (Figure 2-14). La polydispersité (cumulant) diminue aussi
au bout de 3 jours quel que soit le rapport de charge considéré (Figure 2-10). Tous ces éléments
suggerent que le systéme ¢ PEI/PSSNag 3¢ évolue au cours du temps. Ici, il est fait ’hypothese que les
complexes primaires de petite taille deviennent plus hydrophobes par un meilleur appariement des
charges puis s'agregent avec les particules de PECs de taille plus importante, ce qui contribue a diminuer
la polydispersité du systeme. Méme si la taille des particules de PEC est peu modifiée, leur pouvoir
diffusant augmente (Figure 2-14). Ce mécanisme de réorganisation des complexes primaires n’est pas
(ou moins) observé pour les PSSNas x et PSSNaisox ou la présence d'un pic vers 10 nm est toujours visible
apres 3 jours sur les distributions en intensité pour la majorité des rapports Z. La mobilité des PSSNasx
et PSSNaisok étant beaucoup faible que celle du PSSNassk, cela pourrait expliquer pourquoi de tels
réarrangements au sein des complexes primaires n'ont pas lieu. Par ailleurs la complexation étant par
nature un processus coopératif, la constante de complexation doit étre également plus faible pour le
PSSNaa sk ce qui favorise les réactions d'échange.

¢ PEl,, in PSSNa, .
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Figure 2-14 : Distributions en intensité (gauche) et nombre (droite) des complexes PEI/PSSNas 3¢ a Z=0.6 a TO et T+3 jours.
Réarrangement probable des complexes primaires et fusion avec les complexes de grande taille.

L'influence de la vitesse d’ajout a été étudiée dans le cas du PSSNaisox en comparant les
propriétés des complexes préparés par mélange [FAST] et [SLOW]. Les principaux résultats obtenus par
diffusion de la lumiére dans le cas d'un mélange [FAST] sont indiqués sur la Figure 2-10 (analyse
cumulants) et sur la Figure 2-11 (analyse Contin). Par ajout [SLOW] de la solution de ¢ PEI, on observe
une augmentation importante de la taille des complexes et de l'intensité diffusée (Figure 2-10). Par
ailleurs ils évoluent également davantage dans le temps par rapport aux complexes formés dans des
conditions de mélange rapide a en juger par I'augmentation significative du rayon hydrodynamique et
du rapport de Rayleigh aprés 3 jours (Figure 2-10). On peut voir sur les distributions en intensité et en
nombre (Contin) a TO et T+3 jours que I'on a toujours des complexes primaires de faible taille qui
coexistent avec des particules des PECs comme dans le cas d’un ajout rapide (Figure 2-15). Ces résultats
démontrent que le temps de mélange lié a la vitesse d'ajout ne modifie pas le mécanisme général de la
complexation mais il influence de fagon assez significative les caractéristiques des complexes primaires
et secondaires en termes de taille et de pouvoir diffusant. On peut supposer qu'un ajout lent favorise
une surconcentration locale de ¢ PEI qui conduit alors a une complexation primaire et secondaire plus
importante comme cela est visible sur la Figure 2-15 dans le cas de trois rapports de charge (Z=0.3,
7=0.6, 7=0.9) ou I'on peut voir que les tailles des complexes primaires et secondaires augmentent dans
le cas d'un ajout lent.
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Figure 2-15 : Distributions en intensité (haut) et nombre (bas) des complexes PEI/PSSNaisox par ajout [FAST] et [SLOW] a 7Z=0.6
aTO et T+3 jours.

2.3.2 Imagerie AFM des complexes

La visualisation des chaines de polymere et des complexes est réalisée en utilisant la microscopie
a force atomique sur des échantillons préparés dans I'eau a pH 4 sans sel ajouté. Les conditions de dép6t
décrites précédemment ont été mises en ceuvre : dilution des solutions de PE ou des suspensions de
complexes au ppm, dépot sur mica d’une goutte de 4 microlitres, séchage rapide a I'azote puis sous vide
statique a 40°C. En plus des complexes a base de PSSNasyc et PSSNaisok, on s’intéresse aussi a ceux
formés a partir du PSSNaeook et PSSNay .

Analyse AFM des PSSNa

Une premiére série d'analyses est réalisée sur des solutions de PSSNa de différentes masses
molaires (Figure 2-17). A faible masse molaire (PSSNas2) les chaines polymeére apparaissent sous forme
de trés petites particules isolées. A partir de 150K, on distingue la présence de chaines rigides qui
s'étalent & la surface du substrat. A partir de 2.6M, on observe des repliements de chaines assez
conséquents. Quelle que soit la masse molaire du PSSNa, la hauteur des chaines mesurée par AFM est
autour de 0.5 nm. Une analyse en phase a petite échelle du PSSNagook permet de distinguer une sous
structure qui peut correspondre aux blobs décrits par le modele en collier de perles des PEs
hydrophobes (Figure 2-17).
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Figure 2-17 : Images topographiques sur 1.5 um et 1.0 um et profils de hauteur des chaines de PSSNa de masse 32K, 150K,
600K et 2.6M déposés sur mica. Les solutions de PE sont a 1 ppm sauf pour le 600K (5 ppm).
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Figure 2-17 : (gauche) Analyse en phase d’une chaine de PSSNagook (largeur de I‘image = 500 nm); (droite) Analyse en phase

d’une chaine de PSSNa, em (largeur de Iimage = 700 nm).

Analyse des complexes

On s’intéresse maintenant aux complexes ¢ PEI/PSSNa. Trois principaux parameétres ont été
étudiés : la masse molaire de PSSNa, le rapport de charge Z et la méthode d’ajout.

Influence de la masse molaire

Concernant I'influence de la masse molaire, la Figure 2-18 représente les structures de complexes
formés par ajout [SLOW] a pH 4, Z=0.9 et sans sel ajouté. Deux types de structures peuvent étre mis en
évidence. Premierement, dans le cas du PSSNasxx on observe de tres petites particules de complexe qui
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pourraient correspondre aux complexes primaires décrits ci-dessus. Ces complexes ont tendance a se
regrouper a la surface du mica en clusters peu denses de taille assez importante par rapport aux
dimensions des complexes primaires. La structure éclatée des clusters observée sur la Figure 2-18
pourrait provenir de leur désagrégation lors du dépbt sur mica en raison de |I'énergie de surface élevée
de ce dernier. Par ailleurs, I'absence de couronne autour des complexes secondaires suggere que la
majorité des segments de chalnes de PSS sont au sein des complexes primaires.
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Figure 2-18 : Images topographiques (haut) et de phase (bas) et profils topographiques des complexes PEI/PSSNa de masse
molaire 32K, 150K, 600K et 2.6M préparés au rapport Z[+]/[-]=0.9 par ajout [SLOW]. Les complexes sont préparés dans |'eau a
pH 4 sans sel ajouté et sont déposés sur mica a une concentration de 0.5 ppm sauf pour le PSSNagook (1 ppm).

Le deuxiéme type de complexe observé avec les PSSNa 150K, 600K et 2.6M présente une
structure de type coeur-écorce. Le cceur d’une centaine de nanometres de diameétre semble étre tres
dense mais on peut distinguer, en particulier sur les images de phase, une sous structure constituée de
petits agrégats qui pourraient correspondre aux complexes primaires. La couronne autour du cceur est
d’autant plus large que la masse molaire du PSSNa est élevée. Une observation attentive permet d'y
distinguer non seulement des segments de chaine polymeres libres mais aussi de petits agrégats
sphériques, en particulier a proximité du cceur.

A plus grande échelle, il est possible d'observer les différents stades de la complexation. On peut
ainsi voir sur la Figure 2-19 des petits complexes denses sans couronne qui pourraient correspondre a
des complexes primaires et aussi des complexes de type cceur-couronne de différentes tailles. |l
apparalt ainsi que différents stades de la complexation peuvent coexister simultanément en solution.
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Figure 2-19 : Image topographique des complexes PEI/PSSNagooka 1 ppm préparés par la méthode [SLOW] et déposés sur mica.
Les complexes primaires individuels non agrégés sont repérés par les fleches blanches.

Ces observations nous permettent de proposer que les complexes PEI/PSS formés par ajout lent
de la solution de ¢ PEl a celle de PSS sont constitués de petites particules de complexes primaires en
forte interaction formant un cceur dense entouré d'une couronne de polymeére partiellement complexé
qui est d'autant plus large que la masse molaire du PSS est élevée. Il faut souligner que la formation
d'une telle couronne nécessite que le PSS soit relativement long par rapport au ¢ PEl puisque dans le cas
du PSSsy¢ seuls les complexe primaires sont visibles. Cela signifie que pour des longueurs de chaine
relativement proches le PSS et le PEI se complexent mutuellement dans leur quasi intégralité a Z=0.9
sans possibilité d'avoir des segments de PSS libre suffisamment longs pour former une couronne autour
du ceeur. Dans le cas des PSS de plus forte masse molaire ou l'on observe la formation d'une large
couronne, les rapports des DP du PSS sur celui du PEl varient entre 17 et 280 pour des masses molaires
respectives de PSS de 150K et 2.6M. Dans ces conditions et si I'on admet qu'un ajout lent du ¢ PEl ne
permet pas d'avoir un mélange homogene a Z=0.9, certaines chaines de PSS peuvent étre totalement
complexées au sein des complexes primaires tandis que d'autres ne le seront que de facon partielle
permettant alors la formation d'une couronne. Si I'on suppose que la couronne est faiblement liée au
ceeur, celle-ci peut alors facilement s’en détacher lorsque les complexes sont en interaction avec le mica
lors de la phase de séchage (peignage des chaines libres de PSSNa).

Ce type de structuration s'oppose dans une certaine mesure a la description faite des PECs dans
la littérature ou il est souvent proposé que le coeur possede une structure hydrophobe composée de
chaines complexées dans un état enchevétré. Ici les analyses AFM suggérent que le coeur résulte de
I'agrégation de particules de complexes primaires de faible dimension qui conservent leur structure
dense a en juger par les images d'AFM obtenues en phase ou l'on distingue une sous structure
constituée de petits agrégats au niveau du cceur (Figure 2-19). La couronne est constituée de polymére
en exces sous une forme majoritairement libre (Figure 2-20). Cependant, la présence de complexes
primaires dans la couronne n'est pas exclue, en particulier au niveau de I'interface coeur/couronne. Le
schéma de la Figure 2-21 illustre ces différentes hypotheses. Ce type de structuration a été aussi
proposé par Cousin et al. pour des complexes a base de PSS et de lysozyme [92] et par Konko et al. pour
des complexes a base de PSS et de PDADMAC.[96]
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Figure 2-20 : Images en phase des complexes ¢ PEI/PSSNa 150K et 2.6M a Z[+]/[-]=0.9 préparés en [SLOW] et déposés sur mica. Les
concentrations sont respectivement de 0.5 et 1 ppm.

4
@RPSSNE\\
o ¢PEI
Ceeur hydrophobe

Figure 2-21 : Structure des PECs a partir des observations AFM (gauche) et celle classiquement décrite dans la littérature
(droite).

Influence du rapport de charge

On s’intéresse maintenant a I'effet du rapport de charge sur la structure des complexes formés
avec le PSSNagaok par ajout [SLOW] (Figure 2-22). Deux rapports de charges extrémes ont été choisis
7=0.05 et 7=0.9 afin d"étudier respectivement le tout début de la formation des complexes et leur état
final juste avant la stoechiométrie. A Z=0.05, on observe des clusters constitués de petites particules
relativement allongées qui pourraient correspondre a des chaines de PSS partiellement complexées. On
remarque également de fagon surprenante qu'il n'y a pas de PSS libre (cela a été confirmé par une
analyse AFM a plus grande échelle (4 um, Figure Annexe 6). A ce rapport de charge une chaine de PSS
peut se complexer avec un peu plus de 3 chaines de ¢ PEI en moyenne (Tableau 2-3) ce qui peut étre
suffisant pour induire un collapse significatif des chaines de PSS. Il faut aussi considérer que la méthode
d'ajout [SLOW] favorise une surconcentration locale en ¢ PEl ce qui peut permettre la complexation
d'une chaine de PEl par plusieurs chaines de PSS. La présence de petits globules denses confirme que la
complexation est hétérogeéne a ce rapport de charge dans ces conditions d'ajout [SLOW]. Les clusters
contiennent moins d'une dizaine de particules (chaines partiellement complexées ou globules). Malgré
cela ils sont de taille assez importante (150-200 nm) en raison de leur faible densité. A Z=0.9, le cceur
du complexe se densifie par agrégation des complexes primaires et on observe la formation de la
couronne stabilisatrice constituée de PSS partiellement complexé comme décrit ci-dessus. Les tailles
globales des complexes formés a Z=0.05 et Z=0.9 ne sont pas si différentes méme si leur structure
interne differe beaucoup.
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Figure 2-22 : Images topographiques (haut) et de phase (bas) et profils de hauteur des complexes ¢ PEI/PSSNagook a Z[+]/[-]=0.05
et 0.9 préparés par ajout [SLOW] et déposés sur mica a une concentration de 0.5 ppm.

Influence du temps de mélange

Afin d’étudier I'influence du temps de mélange sur la formation des complexes, nous avons étudié
la morphologie des complexes a base de PSSNagook préparés a Z=0.9 par ajout [SLOW] et [ULTRA FAST].
Comme on peut le voir sur la Figure 2-23, les complexes préparés par ajout [SLOW] sont plus gros et
mieux définis que ceux préparés par un ajout [ULTRA FAST] c’est-a-dire par stopped-flow. Ces
observations confirment les résultats obtenus par diffusion de la lumiére ou un ajout rapide du ¢ PEI
donnait systématiquement des complexes de plus petite taille. Cela confirme également les travaux de
Dragan et al. qui ont montré que la taille des complexes diminue lorsque la vitesse d'ajout
augmente.[163]

Outre les effets de taille et de polydispersité, I'analyse AFM met en évidence qu'un ajout tres
rapide du ¢ PEl a la solution de PSSNa donne lieu a une plus grande variété de morphologies de
complexes. On peut ainsi voir sur la Figure 2-23 de droite des complexes possédant plusieurs coeurs qui
n'ont pas pu se réorganiser en un cceur unique de taille plus importante comme cela est observé dans
le cas d'un ajout lent. Cela indigue gu'un ajout trés rapide de type stopped-flow conduit a une forte
homogénéisation des PEs a I'issue de la phase de mélange. Comme la cinétique de complexation est
trés rapide (voir paragraphe Cinétique aux temps courts du chapitre 1) le systeme se retrouve alors figé
dans un continuum de morphologies allant des chaines libres de polymeére jusqu'aux complexes dans
différents états d'agrégation. Dans le cas d'un ajout lent, la plus forte concentration locale en ¢ PEl
permet 'obtention de complexes dans un état d'agrégation bien plus important. Cela se manifeste non
seulement par des tailles élevées mais aussi par I'obtention d'une structure cceur-couronne
relativement bien définie résultant de l'agrégation des complexes primaires et de la stabilisation par
I'excés de PSS non complexé.
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¢ PEL, in PSSNa,
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Figure 2-23 : Images topographiques des complexes PEI/PSSNasoox obtenus a Z[+]/[-]=0.9 préparés par ajout [SLOW] et [ULTRA
FAST] et déposés sur mica a une concentration en polymere de 0.5 ppm.

Une analyse comparative des complexes préparés par stopped-flow a Z=0.05 et Z=0.9 a aussi été
effectuée par AFM afin de mieux comprendre le mécanisme de formation des complexes dans des
conditions d'ajout tres rapide (Figure 2-24). A Z=0.05, on observe tout d'abord de nombreuses chaines
de PSS libres en accord avec la tres faible quantité de PEIl ajouté alors qu'a Z=0.9 on ne voit presque pas
de PSS libre. Cela confirme que l'ajout rapide par SF permet une meilleure homogénéisation des PEs
contrairement a Il'ajout lent ol I'on n'observait pas de PSS libre a Z=0.05 (Figure 2-21). A Z=0.05, on
observe également que le cceur des complexes est constitué de petites particules denses (complexes
primaires) en interaction les unes avec les autres par une phase moins dense (PSS partiellement
complexé). A Z=0.9 la structure du coeur parait plus homogene mais d'apres les images en phase de la
Figure 2-25 il semblerait que les complexes primaires conservent toutefois leur structure individuelle au
sein du cceur. Ces observations sont en accord avec |'étude effectuée par Cousin et al. sur un systeme
lysozyme/PSS ou les auteurs montrent que dans le cas d'un ajout rapide (vortex) la forte interaction
électrostatique entre les PEs figent les structures initiales (complexes primaires) empéchant toute
réorganisation ultérieure.[92]

¢ PEL, in PSSNa,
[ULTRA FAST]
1.4nm Z[+]/[-1=0.05 1.8nm Z[+]/[-]=0.9

%5 Height Height

1.5um > -0.9nm <« 1.5um >
Z=0.05 Z=0.9
g=0817nm I i $=170-200 nm
H=0.2-0.3 nm ~ Ml H=2.4-6 nm
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" 3D Image : 3D Image

Figure 2-26 : (haut) Images topographiques des complexes PEI/PSSNagoox obtenus a Z[+]/[-]=0.05 et 0.9 préparés par ajout
[ULTRA FAST] et déposés sur mica a une concentration en polymere de 0.5 ppm. (bas) Reconstruction 3D a partir des images
de hauteur et de phase de la structure d'un complexe a Z=0.05 et Z=0.9.

2.3.3 Caractérisation par diffusion des neutrons aux petits angles (DNPA)

La diffusion des neutrons aux petits angles a été employée ici pour caractériser la structure des
complexes préparés a partir des PSSNa de différentes masses molaires et a différents rapports de
charge. Les solutions initiales de PEs ont été préparées a pH 4.0 a une concentration de 4.85 mM en
motifs chargés et la force ionique a été ajustée a 10 mM avec NaCl. Les complexes ont été formés
essentiellement par ajout rapide (micropipette) de la solution de ¢ PEl a celle de PSSNa afin de pouvoir
facilement préparer les complexes a proximité de la ligne neutrons. Dans ces conditions d'ajout rapide
I'analyse AFM a montré que les complexes ont une structure de type coeur-couronne assez variable en
taille. La formation du cceur semble résulter de l'agrégation de petites particules denses que I'on a
assimilées a des complexes primaires. La couronne semble étre majoritairement constituée de PSSNa
partiellement complexé. L'analyse DNPA devrait apporter un éclairage sur I'organisation structurale des
complexes ¢PEI/PSSNa et permettre de confirmer éventuellement certaines hypothéses établies a partir
de I'analyse AFM.

Les courbes neutrons des complexes préparés a base de PSSNa 4.3K, 32K et 150K sont reportées
sur la Figure 2-27. Les intensités diffusées ont été normalisées par rapport a la concentration totale en
polymere. A Z=0, c’est-a-dire en I'absence de ¢ PEl ajouté, on peut observer comme attendu la présence
d'un pic polyélectrolyte qui traduit I'existence de corrélations a longues distances entre les chaines de
PE. Ce pic d'origine purement électrostatique disparait dés qu'une certaine quantité de ¢ PEl méme
minime est ajoutée. Ainsi dans le cas des complexes a base de PSSisox par exemple, le pic polyélectrolyte
est totalement absent sur la courbe de diffusion obtenue a Z=0.0125.

Les caractéristiques des complexes déduites par analyse DNPA sont reportées dans le Tableau 2-
4 en considérant principalement deux types de structures, les complexes primaires et leur agrégation
en structures plus grandes que I'on assimile aux complexes secondaires comme cela a été vu par analyse
AFM. On discutera dans un premier temps les caractéristiques détaillées des complexes a base de
PSSNasak puis on soulignera les principales différences obtenues avec le PSSNag 3¢ et le PSSNaisok.
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Figure 2-27: Intensité diffusée
cohérente  normalisée  par la

concentration massique totale en
polymeére en fonction du vecteur de
diffusion pour 3 systémes ¢ PEI/PSSNa
de masse molaire en PSSNa variable et
pour différents rapports de charge Z
[+]/[-]. Les concentrations initiales en
PSSNa et en PEIl sont respectivement
de 1 g/L etde0.21 g/L (=4.85 mM en
motifs chargés). Les solutions sont
préparées dans D,0 avec 10 mM NacCl
et ajustées a pD=4.0 (pD=pH, + 0.4).
Seules les solutions de PEs analysées a
Z=0sonta 10 g/L.

Tableau 2-4 : Caractéristiques des complexes ¢ PEI/PSSNa a base de PSSNa 4.3K, 32K et 150K obtenues par analyse DNPA.

Z[+]/[-] Structures primaires Structures secondaires
PSSNa 4.3K Type de modele Rg1(nm) Rg2 (nm) Exposant a petits q
0 Pic PE Remontée PE
0.05 Pelote ~1-2 Remontée PE
0.1 Pelote ~2-3 Remontée PE
0.5 Sphéeres chevelues 9 ~4 -2.3
polydisperses
0.9 Sphéres chevelues 30 ~3 Pas d’agrégation (ou alors

polydisperses

a plus grande échelle)

PSSNa 32K Type de modele
0 Pic PE
0.05 Pelote
0.5 Polymere branché
0.9 Sphéeres chevelues

polydisperses

Rg1(nm) Rgz2 (nm) Exposant a petits q
- - Remontée PE
~6 Remontée PE
~7 -1.5
6.5 ~3 2.1
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PSSNa 150K Type de modeéle Rg1(nm) Rgz2 (nm) Exposant a petits q
0 Pic PE Remontée PE
0.0125 Pelote ~14 NA
0.05 Pelote ~9 NA
0.5 Polymeére branché 8.5 -1.2
0.9 Sphéeres chevelues 8 5 -2.4

polydisperses

Les complexes a base de PSSNasx« présentent plusieurs types de sous-structures en fonction de Z
comme cela est aussi visible sur la Figure 2-28.

Chaines gaussiennes a Z = 0.05. Méme si le pic PE n'est plus visible a ce rapport de charge, il reste
du PSS libre (non complexé) dans le milieu selon les prédictions du Tableau 2-4. Un modele de chaine
gaussienne capture convenablement le mélange de chaines complexées et libres. La remontée aux
petits g traduit I'existence d'agrégats électrostatiques dont certains peuvent correspondre a des
complexes de taille colloidale. L'exposant a petit q est le méme que celui trouvé a Z=0 mais l'intensité
diffusée est bien supérieure ce qui ne laisse pas de doutes sur le fait que le PSS ait été complexé, méme
partiellement.

Structures branchées a Z = 0.5. A ce rapport de charge il n'y a plus de PSS libre et l'intensité
diffusée est alors correctement modélisée par le facteur de forme d'un polymeére branché ce qui traduit
I'existence de petites structures complexées peu denses. Ces complexes sont possiblement arrangés a
plus grande échelle en structure fractale de dimension D=1.5 ce qui pourrait caractériser la formation
d'agrégats peu denses de type DLCA (Diffusion limited controlled aggregation, D+=1.8).

Spheres chevelues a Z=0.9. A un rapport de charge élevé, la ou la plupart des motifs de PSS sont
complexés, c'est un modele de petites spheres chevelues (Rg sphere = 6.5 nm, Rg cheveux = 2.8 nm) qui
peut modéliser la sous structure des complexes. Aux petits vecteurs de diffusion, on observe la encore
une remontée en g2 qui semble indiquer la formation d'agrégats plus denses qu'a Z=0.5. Ces structures
agrégées pourraient donc correspondre aux clusters imagés par AFM (Figure 2-18).
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Figure 2-28 : Intensité diffusée cohérente normalisée par la concentration massique totale en polymeére en fonction du vecteur
de diffusion pour le systeme ¢ PEI/PSSNa avec le PSSNas. Trois rapports de charge sont considérés: 0.05; 0.5 et 0.9. Les

conditions de préparation sont identiques a celles décrites sur la Figure 2-27. La courbe de diffusion du PSSNasx (Z=0) est
présentée a titre de comparaison (vert).

Pour le PSSNas sk la structure finale des complexes a Z=0.9 peut étre assimilée a une sphere
chevelue homogeéne de taille plus importante (Rg=30 nm) ne présentant pas a priori de sous structure
interne contrairement au PSSNasy et au PSSNaisok. Cela traduit un effet de compaction important des
complexes primaires formés a partir du PSSNas 3. Comme il a été vu précédemment la faible longueur
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de chaine de ce PSS facilite un meilleur appariement des charges au sein des complexes primaires qui
peuvent alors évoluer vers des structures plus proches de la stcechiométrie et donc plus facilement
compactables jusqu'a ne plus distinguer de sous structure. Par contre a Z=0.5, la structure des
complexes est similaire a celle obtenue avec le PSSNask a savoir des petites spheres chevelues agrégées
(~g?3) de Rg =9 nm avec des 'cheveux' de R,=4 nm (Figure 2-29).

¢ PEL,, in PSSNa, -,

l{a)xq* :
%=

R~30 nm

0.01
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Figure 2-29 : Intensité diffusée cohérente normalisée par la concentration massique totale en polymeére en fonction du vecteur
de diffusion pour le systéme ¢ PEI/PSSNas 3K a Z=0.5 et Z=0.9. La représentation de Porod du Z=0.9 est présentée en haut a
droite.

Alors que la taille des complexes primaires augmente avec Z pour le PSSNays s ou est constante
pour le PSSNask, on observe pour le PSSNaisox une compaction des complexes primaires lorsque Z
augmente. Cela peut traduire le fait que les complexes primaires formés avec le PSSNaisox ont
initialement une structure peu dense en raison de la dissymétrie de taille entre le PSSNa et le PEl et des
lors l'ajout supplémentaire de PEI contribue a densifier leur structure interne. Pour les PSSNa plus
courts, la structure des complexes est certainement plus homogéne et I'ajout de PEI permet alors leur
croissance et/ou leur agrégation.
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Figure 2-30 : Intensité diffusée cohérente normalisée par large de q indique la présence de spheres
la concentration massique totale en polymere en fonction (chevelues) non agrégées, de taille finie et

du vecteur de diffusion pour le systéme ¢ PEI/PSSNa a
7=0.9. Trois masses molaires de PSSNa sont considérées.

relativement grandes par rapport aux complexes
primaires obtenus avec le PSSNas et le PSSNaisok.
Par ailleurs, il est important de préciser que I'analyse par diffusion des neutrons n'a pas permis de
mettre en évidence l'existence de grandes structures colloidales de type coeur-écorce comme celles
vues en AFM en raison de leur taille relativement importante par rapport a I'échelle accessible en DNPA
par rapport a la gamme de q choisie.

Enfin l'influence du procédé d'ajout du PEl, ajout [SLOW] et ajout [FAST], a été étudiée en DNPA
a travers une nouvelle série d'expériences avec trois PSS de masse molaire différente. Les complexes
ont été préparés systématiquement a Z=0.9 et analysés moins de 12 heures aprés leur préparation
(Figure 2-31). Alors que par analyse AFM, il était possible de voir un effet trés significatif du temps de
mélange ici il n"est pas possible de distinguer I'effet de la méthode de mélange sur les courbes en tout
cas a I'échelle DNPA. Cela indique clairement que les caractéristiques des complexes primaires ne sont
pas sensibles aux effets de concentration locale, probablement en raison de la cinétique de
complexation extrémement rapide a I'échelle de quelques molécules de PEs. Dés lors, les seuls effets
perceptibles relatifs a la méthode d'ajout du PEI se manifestent sur la taille et la structure des complexes
secondaires, c’est-a-dire a une échelle supérieure a celle accessible en diffusion des neutrons.
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Figure 2-31 : Intensité diffusée cohérente normalisée par la concentration massique totale en polymeére en fonction du vecteur
de diffusion pour le systéme ¢ PEI/PSSNa a Z=0.9. Quatre masses molaires de PSSNa et deux méthodes d'ajout, [SLOW] et [FAST]

sont considérées.
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2.3.4 Etude de la complexation en stopped-flow

L'analyse AFM des complexes a permis de mettre en évidence que les complexes préparés par la
méthode de mélange [ULTRAFAST] c’est-a-dire en stopped-flow sont plus petits et plus polydisperses
en taille que ceux préparés par un ajout lent a l'aide d'un pousse seringue. Comme décrit
précédemment le mélange du PEl et du PSS par stopped-flow fige le systéme dans un continuum d'états
d'agrégation allant des chaines libres aux complexes. Ces derniers sont nettement moins structurés que
ceux obtenus par un ajout lent de la solution de PEI. Cela indigue que la cinétique de complexation est
tres rapide et que dans ces conditions la structure des complexes est gelée c’est-a-dire qu'elle ne peut
plus évoluer vers des états d'agrégation supérieurs qui permettraient de diminuer I'énergie de surface
des complexes. Ici, la cinétique de complexation du systeme PEI/PSS a été étudiée en stopped-flow et
les caractéristiques des complexes obtenus par cette méthode de mélange ont été déterminées par
diffusion statique et dynamique de la lumiere.

2.3.4.1 Cinétique de complexation

Pour toute la série de données cinétiques obtenues sur les systemes sans sel d’ajouté, les signaux
d’intensité diffusée en fonction du temps sont constants a I'échelle de la seconde quel que soit le
rapport de charge Z ce qui suggére que le temps de formation des complexes primaires et secondaires
est bien inférieur au temps mort de I'appareil fixé a 4 ms (Figure 2-32). L'augmentation de 'intensité
diffusée avec le rapport de charge est globalement en accord avec les résultats de la Figure 2-10 ou les
complexes ont été formés par ajout rapide a la micropipette (méthode [FAST]). Cela confirme que le
processus de complexation est dominé par la formation de complexes primaires dont la quantité formée
est directement liée a la quantité de PEl ajoutée c'est dire au rapport de charge Z.
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Figure 2-32 : Cinétique de complexation par la technique du stopped-flow couplée a la diffusion de la lumiére. L'intensité
diffusée a 90° est représentée en fonction du temps pour les complexes PElo«/PSSNa a pH 4.0 a différents Z[+]/[-]en présence
ou non de 10 mM de NaCl. Les masses molaires étudiées de PSSNa sont 4.3K, 32K, 150K et 600K. Les valeurs d'intensité ont

été normalisées par la concentration massique totale en polymeére.
En présence de 10 mM de sel, la méme tendance est globalement observée tant sur I'invariance

du signal diffusé en fonction du temps que sur I'augmentation de l'intensité diffusée avec Z ce qui
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indique que méme en affaiblissant les interactions électrostatiques les complexes se forment tres
rapidement et ne voient pas leur structure évoluer c’est-a-dire qu'ils sont dans un état figé comme en
I'absence de sel ajouté. Tout ceci confirme que les interactions entre le PEl et le PSS sont effectivement
tres fortes. La seule différence notable est la nette augmentation de I'intensité diffusée par rapport aux
complexes préparés en |'absence de sel ajouté. Le pouvoir diffusant supérieur des complexes préparés
en présence de sel peut étre d( a une taille plus importante ou au fait que les complexes soient
davantage déshydratés. En effet, en diminuant la longueur de Debye, les chalnes sont plus flexibles ce
qui peut favoriser a priori I'appariement des charges et ainsi la formation de particules de complexe
primaires plus compactes et donc plus diffusantes. Dans ces conditions de sel, I'agrégation des
complexes primaires en complexes secondaires peut également étre favorisée.

2.3.4.2 Etude de la morphologie des complexes formés par MALS

Les complexes formés en stopped-flow ont été systématiquement analysés quelques heures
aprés leur préparation en diffusion statique et dynamique de la lumiére a plusieurs angles (Figure 2-33).
De facon générale les complexes ont une structure davantage polydisperses que ceux formés par ajout
rapide a la micropipette ou par ajout lent au pousse seringue. En effet la représentation de Guinier en
diffusion statique laisse apparaitre une courbure prononcée aux petits angles indiquant la présence de
structures agrégées. De méme les distributions de tailles hydrodynamiques en Contin révelent souvent
I'existence d'au moins deux populations dont la plus petite présente une intensité beaucoup plus élevée
par rapport a celle obtenue pour les complexes préparés par mélange par méthode [FAST] (Figure 2-
11). Les indices de polydispersité fournis par la méthode des cumulants sont systématiquement
supérieurs a 0.35 contrairement a ceux obtenus par ajout micropipette, inférieurs a 0.3. Enfin, la
polydispersité est aussi visible sur les représentations I'(g?) qui ne sont pas parfaitement linéaires, en
particulier pour les rapports Z proches de la stcechiométrie. Cette tendance confirme qu'un mélange
ultra rapide fige les complexes dans de multiples états d'agrégation. Un autre aspect important a
souligner est l'absence de structures de type complexes solubles méme pour des rapports Z
extrémement faibles (0.025 et 0.05) ou l'on peut voir tant par diffusion dynamique que statique la
présence de complexes fortement diffusants de taille colloidale ce qui confirme que les interactions
entre le PEl et le PSS sont tres fortes.

Concernant le traitement des données, il a été choisi pour la diffusion dynamique de linéariser
les variations de 77g?) a petits g d’une part mais aussi sur toute la série de g ce qui permet de
caractériser d'une certaine maniere la polydispersité en tailles du systeme. Concernant la diffusion
statique, les variations d’intensité normalisées par la concentration totale en polymere des échantillons
ont été traitées avec le formalisme de Guinier. Les tracés In(l) vs g? présentent toujours une forte
courbure aux petits angles caractéristique d’objets de taille supérieure a la centaine de nanometres quel
que soit le rapport de charge considéré ou la masse molaire du PSSNa. Par ailleurs, on note quasi
systématiquement une cassure aux petits angles, signe de deux populations distinctes en solution; Deux
parties linéaires (aux petits g et aux moyens-grands g) ont été analysées par I'équation habituelle de
Guinier en vérifiant que g Rg< 2.5. On détermine ainsi pour chaque systeme deux valeurs de rayon de
giration et deux valeurs de rayon hydrodynamique en accord avec les distributions de taille obtenues
en DLS qui sont bimodales dans la plupart des cas.

Il est intéressant de remarquer que des complexes de taille importante sont obtenus dés 7Z=0.025
ce qui confirme que le systeme PEI/PSS est un systéme complexant fort ol la formation de complexes
solubles constitués d'une unique chaine de PSS complexée par quelques chaines de PEIl n'est pas
possible. Comme pour I'ajout [FAST] (ajout par micropipette, Figure 2-10) les tailles de PECs varient peu
en fonction de la masse molaire du PSS a part pour le PSSNas 3. De la méme facon, les tailles des PECs
varient peu en fonction de Z hormis a Z=0.025. La seule différence notable entre les deux méthodes
d’ajout est que les valeurs de Rg et de Ry des complexes préparés par stopped-flow [ULTRA FAST] sont
globalement plus grandes que celles des complexes formés par ajout manuel [FAST] a concentrations
égales en PE. Cela indique que le stopped-flow permet une meilleure homogénéisation des PEs dans le
milieu. Les complexes formés sont ainsi moins denses que ceux obtenus par [FAST] ou des effets de
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surconcentration locale en PEl ajouté conduisent a des PECs plus denses et donc moins volumineux. On

remarque aussi qu’a Z

0.025 les tailles sont systématiquement plus élevées ce qui est également en

accord avec la formation de structure peu denses constitués de PSS faiblement complexé par le PEl
comme cela a été vu par AFM (Figure 2-26 gauche) sans toutefois former des complexes solubles.

(,w)b (wu) pay3iamun snipey ()b
vi3g  pT39  vIIr  pT3C 0 0000T 001 1 vI3g  pT39 ¢T3 p13T 0
[ oo / v'vv'vvvavvvvvvvv-vvvvv [ 1
e, . |
tz30's TS Y Y vyt S i, M
Yy -t.' v 5
- W, s <
\m N\ / \ 0T 80 90 ¥°0 Z0 00 o oo»o»»»o» .wm
be35 T v 06 % =
~ ° \I €307 Lo
Lea0z o Ellze bY1u1 F6
o (w0 oy [EI0E (b) 1u1 Lot
€35 11
S12INVNAQ S1JINVNAQ S12I1V1S
(,w);b (wu) paaySismun snipey (,w)b
¥138 139 vI3y  y13C 0 _obogot ool T ¥138 #139 v13p v13Z 0
- N !
serenitF” oo - e, I
apugd?tT L Fz3os TYYYYYv gy itaa, » Fz
g fev Y AL TVveRity >
Y Fe30T N\ TYeie, re
Adagan vt T
e €35°T — \ “”.”.”“.“nu:.:.. A =
e €30°C @, \ 0'T_80 90 ¥°0 Z0 0°0 ooo..;.nﬂbbp =
Aa £ d - 5 =
“L Fease w0 \.1 > “ [
- $-30'S
oo.oo le3oe l\l [+]zsn (€307 [
. le3ce W 20 fe3cp An—; rul re
6
S1JINVNAQ () S1DINVYNAQ (@ s1o1vis (e)
(,w).b (wu) pa1ysismun snipey (. w);b
Vi3 pT39  bII v 0 _oogor 00T T ¥I38 9130 vIIF 13T 0
. L o-
o Foo
1 . [
.:-u.a Fza0's 832-3?...-«-«..3. °
e VYV v 3w
foed ) Ahhaaaaag,y re —
L FE30'T #I800004, At E
ettt T Gosliiz = *rrree,, [, =
faige Ly ve o= reast S|,. 07 .80 90 v 20 00 ovl' 2
«41- ey 1'0=| o~ s = 00 .WW
v S0°0= FedoT
ooo G20°0=| .\. 30T [e
FE3IsS'T w9 []le]2sn
Rd Piicosl Uk ) B ) [ i
¢ Fe3oe v309
41
S1DINVYNAQ S1JINVYNAQ (@) s121LvLS (e)
(,w);b (wu) payBiamun snipey (,w)b
¥138 #139 vI3v v13c 0 Eoomm.: - om.ﬁ. " W = ¥138 #139 vI3t ¥13¢ o]
Le-
oo
[ Fo
Fz30's N1/ L2
\ Wi 5
L€30'T \ \ e
@) A\ o8
Fe3s T~ I8
Feo (b)run ot
€357 [e
S1DJINVYNAQ () S12INVYNAQ (@ s121LvLS (e)

™
/8 L9 0T OST 60 hd
LET TOT TTZ 29T SO o
11Z ¥LT ¥0Z 89T TO 5
00F 0ZZ €8T 29T SO0 -
€LE OVT 0T 88T 52000 A
(wu ua suoAp.) DN_.
CHy THy TRy T3y [)/[+]z g
[ 2em L
Ay
79 v (S €ST 60 -
[L 19 9L TET S0 KLt
86T €T SET 28T 10 x.
S6T 6ST ¥ZZ 0BT SO0 M
9%Z 86T VET T8T S200 oA
(wu ua suoAn.) 2
Ty Thy Ty Ty [z iy
oem [ g
~
9T 9% €/T 0L 60 o
S6T €6 €8T SL S0 N
(8 T OIT 99 TO o
ZZT 06 TZI 8L 500 M
LET 00T 997 £LST S200 a
(wu ua suoAp.) 2
THy THy T8y T8y [J/[+1z ae
B B
08 v9 8vT 89 60 >
90T 98 T/T 68 SO RLL
ST S6 89T SL 10 =.
- 00T €9T WL SO0 N
veT LOT VLT ¥8 Sz00 A
(wu ua suofn) 2
cy Ty Ty TRy [/l &
=

Figure 2-33 : Analyse par diffusion multiangle de la lumiére (statique et dynamique) des complexes ¢ PEl / PSSNa préparés en

stopped-flow a pH 4 sans sel ajouté (Tableau des concentrations utilisées en Tableau Annexe 4) Rg1 et Ry sont déterminés a moyens-

grands q (tracé rouge) et petits q (tracé bleu) respectivement. Ry et Ryz sont déterminés respectivement sur toute la gamme de g

(tracé rouge) et sur la partie petits q (tracé bleu). Les séries de points sont toutes analysées par régression linéaire (voir Figure

Annexe 7).
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2.4 Application a un micro mélangeur

La cinétique rapide de complexation du systeme PEI/PSS fait que les caractéristiques des
complexes sont sensibles aux conditions initiales de mélange. Dans ce cas il est nécessaire de pouvoir
contréler les parameétres de formulation tels que la vitesse de mélange pour obtenir des résultats
reproductibles. L'enjeu de cette partie est précisément de développer un protocole reproductible de
mélange des deux polyélectrolytes qui permettrait de contréler la taille des particules formées par
complexation. Le choix s'est orienté vers |'utilisation d’un systéeme micro-fluidique qui présente de
nombreux avantages. Grace a cet appareil, le volume du mélangeur est réduit et |'efficacité du mélange
est optimisée. Il permet par ailleurs un contréle quasi-total des conditions de mélange (pression,
température, temps, débit,...). Cette méthode d’ajout sera comparée a des méthodes manuelles [SLOW]
et [FAST] sur I'ensemble de la gamme de Z pour obtenir une vision globale du comportement du
systeme.

2.4.1 Partie expérimentale

Les polyélectrolytes utilisés sont le polyéthyléene imine linéaire a 2000 g/mol (¢ PElyx) et le
polystyrene sulfonate de sodium a 77 000 g/mol (PSSNa77). Le taux de charge du PEl est évalué par
spectroscopie en présence d'orange Il a 0.73 charge par motif au pH d’étude, fixé a 3.0.

2.4.1.1 Mélanges manuels

Les complexes sont formés en ajoutant I'un des deux polyélectrolytes dans l'autre a différents
rapports de charges Z[+]/[-]. Les concentrations initiales des solutions de PSSNa et de PEl sont fixées a
1 mM en motifs chargés et les solutions sont ajustées a pH 3.0 avant chaque utilisation. Les mélanges
sont effectués selon les méthodes d’ajout [SLOW] et [FAST] présentées en début de chapitre avec un
volume total de solution fixé a 5 mL (Tableau Annexe 5).

2.4.1.2 Micromélangeur

Appareillage

Le systéme microfluidique utilisé a été concu par Dolomite™. Il est équipé d’une puce en verre
comportant 3 entrées, 12 micro-mélangeurs a chevrons en série et une sortie. Deux circuits complets
sont présents sur chague puce et peuvent étre connectés en série (Figure 2-34). Le dispositif de contréle
des flux de solutions est composé de pompes a pression équipées de débitmétres permettant d’obtenir
des flux précis sans a-coups. Trois débits sont choisis pour I'étude : Débit 1=250 pL/min ; Débit 2=700
pL/min ; Débit 3=1100 pL/min. Ces pompes sont reliées a la puce par des tubings en PTFE de 0.5 mm de
diameétre interne. Un microscope équipé d’'une caméra permet la visualisation en direct de la puce. Le
dispositif est installé dans une piece climatisée dont la température est régulée a 22°C. Le systeme
permet de mélanger jusqu'a 3 solutions a l'aide de pompes contrdlées par ordinateur. Le contréle se
fait soit en imposant la pression dans les pompes soit le débit en sortie des pompes.[165]

Deux pompes ont été utilisées dont une connectée a un diviseur de flux pour alimenter la puce
en PSSNayz. L'autre pompe connectée a une entrée simple a été utilisée pour le ¢ PEl. La répartition
des débits appliqués aux deux PEs est décrite en annexe de ce chapitre. Toutes les manipulations sont
suivies grace a une caméra haute vitesse qui permet de visualiser I'intérieur de la puce.
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(a)
Pompe a pression

Connecteuren T

. Puce micromélangeur
\ (S
\ o Echantillon
_/ - pouranalyse DLS/SLS Une étape de mélange

Microscope et caméra
Sortie
: PSSNa,,
e ¢PELy,
_/ PSSNa, =

Figure 2-34 : (a) schéma de fonctionnement du mélangeur [DOLOMITE] et (b) de sa puce microfuidique. (c) Ensemble puce,
microscope et pompes, (d) puce, et (e) micromélangeur a chevrons. Schéma adapté de [265].

Précaution d’emploi

La puce étant en verre et les polyélectrolytes étant chargés, des agrégats sont susceptibles de se
former et s'accrocher aux parois de la puce, plus particulierement lorsque le ¢ PEl,x est en excés. Un
traitement de surface a été effectué pour prévenir ce probléeme. Lorsque les complexes a former
contiennent un exces de PEl, ce dernier est mis a circuler a travers la puce pendant plusieurs minutes
puis celle-ci est rincée a I'eau. Cela permet d'adsorber une fine couche de PEl a la surface de la puce et
d’éviter ainsi la fixation de particules de PECs chargés positivement. Une approche similaire a été
effectuée dans les cas des complexes chargés négativement en faisant circuler au préalable du PSSNa
puis en rincant a I'eau. Par ailleurs, aprés chaque formulation de PEC a un Z donné, il est nécessaire de
rincer plusieurs fois la puce avec une solution saline (1 M en NaCl) pour diminuer l'interaction
électrostatique, puis avec une solution contenant un tensioactif (SDS) pour solubiliser 'ensemble et
enfin avec de I'eau pour éliminer les impuretés restantes.

Détermination du temps de mélange par colorimétrie

Les temps de mélange pour les trois débits mentionnés ci-dessus ont été déterminés par
colorimétrie en utilisant une solution de soude 0.1 M et une solution éthanolique de phénolphtaléine
et en visualisant pour chaque débit a partir de quel micromélangeur on observe une coloration
constante. Connaissant le volume d'un micromélangeur (~0.35 pl), il est alors possible de remonter au
temps de mélange des solutions au sein de la puce en fonction des débits choisis. Les temps
d’homogénéisation déterminés sont les suivants : 336 ms pour le débit 1, 90 ms pour le débit 2 et enfin
60 ms pour le débit 3.

Tableau 2-5 : Détermination des temps de mélange pour les 3 débits étudiés.

Débit Débit 1=250 pL/min Débit 2=700 pL/min Débit 3=1100 pL/min
Etapes de mélange 4 3 3
Volume 1.4 uL 1.05 uL 1.05 uL
Temps de mélange 336 mss 90 mss 60 ms s

2.4.1.3 Caractérisation des PECs par DLS
La détermination de l'intensité diffusée (Derived Count Rate, DCR), du diametre hydrodynamique
(Du), de la polydispersité (méthode des cumulants, PDI) et de la charge de surface (potentiel zéta) des

particules de complexes a été effectuée en utilisant un Zetasizer Nano ZS (Malvern) opérant a 633 nm
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avec une détection a 90° pour les mesures de diffusion de la lumiere et 13° pour les mesures de
potentiel zéta (Phase Analysis Light Scattering, PALS).

2.4.2 Résultats

2.4.2.1 Mélanges manuels

Deux parametres de mélange, la vitesse d'ajout ([SLOW] et [FAST]) et I'ordre d'ajout (PSSNa dans
PEl et PEI dans PSSNa) ont été étudiés Figure 2-37). Les fleches grises indiquent le sens d’ajout des
polymeres pendant la complexation.

Lors d'une addition de type [SLOW] l'ordre d'ajout exacerbe les
différences au niveau des caractéristiques des PECs. En effet, on peut
observer que des complexes de taille relativement faibles (~ 100 nm),
moyennement polydisperses (PDI < 0.3) et stables dans le temps sont
obtenus pour Z[+]/[-] > 1 (PSSNa dans PEl) et pour Z[+]/[-] < 1 (PEIl dans
PSSNa). En d'autres termes, les complexes sont nettement moins agrégés
lorsque le PE en défaut est ajouté au PE en excés. Dans le cas contraire,
c’est-a-dire lorsque le PE ajouté est en excés par rapport au PE introduit,
I'ajout [S\LOW] conduit de facon générale a. gne agregatlor] |mportahte Figure  235:  Microscopie
du systeme. En effet, dans ces conditions, le systéme atteint optique d'un  agrégat de
systématiquement la neutralité (Z=1) ou il précipite (Figure 2-35). Des Ppei/PSSNa. La largeur de la
lors, il faut un excés important de PE pour dissocier le précipité en photo estde 10 pm.
complexes colloidaux. Ainsi, le fait de passer par Z=1 en ajout lent est une étape quasiment irréversible
pour le systéme qui garde la mémoire de ce passage par la neutralité.

En procédant a un ajout [FAST], les particules de complexe présentent globalement les mémes
caractéristiques de part et d'autre de I'équivalence et il n'y a pas d'influence significative du sens d'ajout.
La méthode [FAST] est donc adaptée a la formation de complexes 'forts'. Elle permet d'obtenir des
complexes de taille relativement faible et bien définis dans les deux sens d'ajout quel que soit le rapport
de charge a I'exception évidemment de Z=1.

Ces résultats sont en accord avec les mesures de diffusion et de stabilité menées par Mller et al.
sur des particules de polyéthyléne imine/poly acide acrylique en fonction de I'ordre d’ajout [73] et celles
de Mihai et al. sur des complexes basés sur le couple I'’AMPS/ionénes [162] en fonction de la vitesse
d’ajout.

Concernant la charge de surface des complexes, les mesures de la mobilité électrophorétique
montrent que les particules portent la charge du PE en exces. Ainsi, les valeurs de potentiel zéta sont
négatives pour Z[+]/[-]<1 et positives pour Z[+]/[-] >1 quels que soient |'ordre et |a vitesse d'ajout (Figure
2-36).

— Polyanion
— Polycation
Aggregation
Z<1 Z~1 Z>1

Figure 2-36 : Illustration schématique du modele coeur-écorce pour des complexes polycation/polyanion et du comportement
a la neutralité (Z=1) [71].

95



CHAPITRE 2

Méme si 'ajout rapide permet I'obtention de particules stables et assez bien définies, ce type
d’ajout présente un probleme de reproductibilité au niveau des caractéristiques des complexes, car
celles-ci peuvent varier significativement lorsque les expériences sont répétées ou effectuées par un
autre opérateur. Par ailleurs, la détermination des temps d’homogénéisation du systeme est difficile a
estimer pour les méthodes d’ajout [SLOW]/[FAST]. Dans une seconde partie, un mélangeur
microfluidique a été utilisé pour mieux contréler la complexation.
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Figure 2-37 : Formation de complexes a partir du systéme ¢ PElx / PSSNa77 en utilisant deux sens d'ajout et deux méthodes d'ajout,
[SLOW] et [FAST]. De gauche a droite: diamétre hydrodynamique (z-average) (nm), intensité diffusée (DCR), polydispersité (PDI) et
potentiel zéta (mV). Le sens d'ajout est repéré par la fleche grise. Les solutions de PEIl et PSSNa sont a une concentration de 1 mM en
charge, ajustées a pH 3.0 et filtrées sur membrane de cellulose a 0.2 um avant utilisation. Analyses effectuées sur le Nanosizer ZS avec
une détection a 90°. La partie hachurée montre des données non interprétables car a la limite de la technique de caractérisation
utilisée.

2.4.2.2 Mélangeur microfluidique

La principale difficulté rencontrée lors de I'utilisation du
mélangeur microfluidique est la formation d'agrégats qui peuvent
conduire au bouchage complet de la puce (Figure 2-38). Afin d'éviter
cette situation, les solutions de PEs sont diluées (1 mM) et filtrées en
ligne (membrane cellulose 0.45 um) avant d'étre introduites dans la
puce. Par ailleurs uniquement les rapports de charges Z assez X
éloignés de la steechiométrie (Z[+]/[-] : 0.1;0.2;0.3;0.4;2.5;3.33 Figure 2-38: Agrégats sur les parois
; 5; 10) ont été étudiés afin de limiter au maximum la formation de des canaux de la puce au niveau d'un

étage de micromélange.
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complexes de grande taille qui peuvent s'agréger, en particulier au contact des parois des canaux
microfluidiques. Comme cela a été décrit ci-dessus un revétement de la puce par du PEl pour les
complexes formés a Z[+]/[-] > 1 et par du PSS pour les complexes formés a Z[+]/[-] < 1 est également
effectué avant chaque manipulation. Deux configurations de la puce ont été testées : i) introduction du
PE en défaut dans le canal central et du PE en exces dans les deux autres canaux, ii) configuration
inverse. Aucune différence significative n'a pu étre mise en évidence au niveau des caractéristiques des
complexes entre ces deux configurations. Dans les résultats reportés ci-dessous, les expériences ont été
effectuées avec le PE en défaut dans le canal central et le PE en exces dans les deux autres canaux.

Les variations d'intensité diffusée en fonction de Z ont tout d'abord été comparées entre les trois
méthodes d'ajout : [SLOW], [FAST] et [MICROFLUIDIC]. Ici un débit de 1100 uL/min est considéré pour
I'ajout microfluidique (soit une vitesse d’ajout entre [FAST] et [ULTRA FAST]). Les analyses ont été
effectuées sur le Nanosizer ZS avec une détection a 90°. La Figure 2-39 met en évidence une influence
importante du temps de mélange sur l'intensité diffusée totale, celle-ci étant d'autant plus faible que le
temps de mélange est faible aussi. Les expériences étant effectuées dans les mémes conditions de
concentrations, ces résultats suggérent que les structures formées par ajout microfluidique sont
probablement moins denses et donc moins diffusantes que celles obtenues par les autres méthodes
d'ajout comme cela a été vu dans le chapitre précédent, en particulier par AFM. Cela met a nouveau en
évidence que la cinétique de complexation est treés rapide et que dans ces conditions un ajout trés
rapide permet une meilleure homogénéisation du milieu réactionnel au moment de la complexation.

¢ PEL,, X PSSNa,,
Eu; 15 B 50w
Z 8B A (st
§ 6E2 @ (vicrorLuIDIC
<
oo 4E2-
£
& 262
I
A 0d.s . .

0.1 1.0 10.0

Z[+1/[-]

Figure 2-39: Variations d'intensité diffusée des suspensions de PECs préparées par différentes méthodes d'ajout: [SLOW] (PSS
dans ¢ PEI), [FAST] (PSS dans ¢ PEI), [MICROFLUIDIC] (1100 uL/min). Analyses effectuées sur le Nanosizer ZS avec une détection
390",

Concernant l'influence du débit d'ajout en microfluidique, aucune différence significative au
niveau de l'intensité diffusée n'a pu étre mise en évidence au cours de ces expériences pour des débits
variant entre 250 pL/min et 1100 pL/min. Cela est en partie lié aux intensités diffusées trés faibles
difficilement détectables par le Nanosizer ZS a 90°. Par ailleurs, les tailles hydrodynamiques des PECs
n'ont pas pu étre directement corrélées aux débits d'ajout en raison de la polydispersité élevée du
systeme. Afin d'améliorer la précision de ces analyses, les suspensions ont été étudiées en utilisant
I'ALV-CGS3 (Figure 2-40). Dans ces conditions, on peut alors remarquer qu'il y a des différences
significatives tant au niveau de l'intensité diffusée que des tailles lorsque le débit est modifié. Ainsi, les
plus petites structures de PEC ont pu étre obtenues avec le débit d'ajout le plus élevé (1100 uL/min) ce
qui correspond a un temps de mélange de 60 ms (Tableau Annexe 6). Dans la mesure ou la cinétique de
formation des PECs est encore plus rapide on peut estimer que des tailles plus faibles de PEC pourraient
étre obtenues en augmentant encore davantage le débit d'injection. Ici il est limité pour des raisons
pratiques liées a la pression maximale d'azote disponible avec I'équipement microfluidique utilisé (5
bars). Cette étude a donc permis de mettre en évidence que dans le cas d'un systéme complexant fort
tel que le ¢ PEI/PSSNa, le degré d'agrégation des PECs est directement lié au temps de mélange des PEs.
Ces résultats sont en bon accord avec ceux obtenus par Ankerfors et al. qui ont utilisé un
micromélangeur de type ClJ (Confined Impinging Jets) pour étudier la complexation du systeme
PAH/PAA. En effet, les auteurs montrent que le degré d'agrégation des complexes est intiment lié a la
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vitesse d'addition du titrant et donc au temps de mélange, le temps caractéristique de formation des
complexes primaires étant lui toujours beaucoup plus faible (~us) que le temps de mélange (Figure 2-

41).[163]
¢ PEl,, x PSSNa.,,
__1E3 200
™ A
S 864 [MICROFLUIDIC] | 15,/ [MICROFLUIDIC]
>
= -_ [
E 6E-41 . E,leo' )
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- - g 804 .
S 264 ot . . -
z a L' 40 "o .
o 04 » L ™ . .
A . 0 :
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Figure 2-40 : Analyse en diffusion de la lumiére (ALV-CGS3) des suspensions de complexes ¢PEl,/PSSNaz7« préparées a différents
débits d'ajout avec le systeme microfluidique Dolomite. (a) Intensité diffusée, (b) Rayon hydrodynamique de la population
majoritaire sur la distribution en intensité des tailles (méthode de Contin). Les données sont représentées en fonction du rapport

de charge Z[+]/[-].
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Figure 2-41 : Influence de la vitesse d’ajout sur le degré d’agrégation des particules de PEC en solution.[163]
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2.4.3 Conclusion

Le couple ¢ PEI/PSSNa a pH 4.0 est un systeme complexant fort qui précipite a I'équivalence en
charges. La plupart des complexes étudiés dans ce chapitre ont été obtenus a partir de ¢ PElx en défaut
et de PSSNa en exces de masse molaire comprise entre 4.3 kDa et 600 kDa. L'utilisation de la diffusion de
la lumiere, de I'AFM et de la DNPA a permis de mettre en évidence en milieu relativement dilué la
formation de complexes colloidaux stables (PECs) dont la taille typique est de I'ordre de la centaine de
nanometres. Les PECs possedent une sous-structure constituée de particules de complexes primaires (~20
nm) agrégés au sein d'un cceur relativement dense entouré d'une couronne de PSSNa d'épaisseur variable
selon la masse molaire de PSSNa utilisé.

De facon importante cette étude a montré que la cinétique de complexation est trés rapide. Méme
s'il n'a pas été possible de déterminer précisément le temps caractéristique de la réaction de
complexation, on peut affirmer qu'il est trés inférieur au temps mort du stopped-flow (4 ms). Dans ces
conditions la taille, la polydispersité et la morphologie des complexes dépendent beaucoup des conditions
d'ajout des PEs et particulierement du temps de mélange défini comme le temps nécessaire pour obtenir
une homogénéisation complete des PEs dans le mélange final. Dans le cas d'un ajout lent de type goutte
a goutte caractérisé par un temps de mélange élevé, les complexes sont de grande taille et possédent un
cceur dense entouré d'une couronne de PSSNa de taille variable en fonction de la masse molaire du PSSNa
(Figure 2-42). Ceci traduit I'effet d'une surconcentration locale en PEl ajouté qui favorise I'agrégation des
complexes primaires en un cceur dense. Dans le cas d'un ajout rapide par stopped-flow, les structures
obtenues sont globalement plus petites, moins denses et beaucoup plus polydisperses que celles formées
par ajout lent (Figure 2-42). Comme la cinétique de complexation est tres rapide, cela met en évidence
gue le mélange par stopped-flow permet d'avoir un bon état initial de dispersion des PEs sans effet de
surconcentration locale. Il est a noter que méme dans des conditions d'ajout rapide, le mécanisme global
de formation des PECs n'est pas modifié a savoir que I'on a la formation de complexes primaires qui
s'agregent en structures colloidales. La présence de petites particules de complexe primaire est visible en
particulier par AFM a faibles rapports de charge (Z[+]/[-] =0.05) dans le cas d'un mélange en stopped-flow.

L'utilisation de I'outil microfluidique permet a priori de garantir une plus grande reproductibilité
dans la préparation des complexes par rapport aux méthodes traditionnelles telles que I'ajout lent avec
un pousse-seringue ou l'ajout rapide a la micropipette. Cependant de nombreuses difficultés techniques
ont été rencontrées en raison de l'apparition fréquente d'agrégats de taille micrométrique capables de
bloguer les canaux de la puce de micromélange. Il a cependant pu étre vérifié que I'utilisation de débits
élevés associés a des temps de mélange trés courts permettait de former des complexes de tres petite
taille. Cela a donc permis de confirmer que la taille et la morphologie des complexes sont essentiellement
déterminées par les conditions de mélange dans le cas de PEs en forte interaction. La question de |'état
d'équilibre thermodynamique du systéme ¢ PEI/PSSNa sera étudiée dans le chapitre 4 mais il est d'ores et
déja possible d'affirmer que ce systéme n'est pas a I'équilibre thermodynamique.
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Figure 2-42 : lllustration des principales caractéristiques physicochimiques du systeme ¢ PEl,x/PSSNa en fonction de la méthode de mélange
utilisée. (haut) Rayons hydrodynamiques (Ry) et polydispersité (PDI) des complexes en fonction du rapport de charge pour le systeme
PEl,k/PSS1sok. (bas) Morphologie des complexes analysés par AFM a Z[+]/[-]=0.05 et Z[+]/[-]=0.9 pour le systéme PEl2x/PSSsook.
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‘Quand on a choisi un chemin, aussi compliqué soit-il, on le poursuit jusqu'au bout.
Sinon, on ne saura jamais ce qu'il nous promet’
Yasmina Khadra
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CHAPITRE 3

Etude d'un systeme complexant faible: Polyéthylene
imine/Sulfate de dextrane

3.1 Introduction

Comme développé dans les chapitres précédents, la complexation des PEs occupe une place tres
forte dans lindustrie. Outre ces applications dans nos produits du quotidien, les associations
électrostatiques de polymeres chargés tiennent une place de choix dans les processus biologiques, et
en particulier dans le domaine de la génétique.[161] La forte compaction de ’ADN dans le noyau des
cellules est ainsi rendue possible par interaction électrostatique des molécules polyanioniques d’ADN
avec des protéines fortement cationiques que I'on appelle des histones, riches en motifs arginine et
histidine.[166] Ce type d’assemblages a fortement inspiré les chimistes pour développer des systemes
de délivrance d’acides nucléiques avec des applications prometteuses en nanomédecine. Le principe de
cette approche consiste a former des PECs de dimension colloidale par complexation entre I’ADN (ou
I’ARN) et des lipides cationiques ou des polycations. Les complexes ainsi formés sont appelés ‘lipoplexes’
ou ‘polyplexes’ selon le type de molécules utilisées. Ces assemblages sont en général chargés
positivement pour favoriser I'interaction avec la surface des cellules qui est chargée négativement en
raison de la présence des glycoprotéines souvent riches en acides sialiques. Le polyéthyléne imine (PEl),
en particulier sous sa forme branchée (¢ PEl), a été I'un des tous premiers polycations synthétiques qui
a permis de transfecter de I’ADN dans les cellules.[167]

Au cours de cette étude il a été envisagé d’étudier la complexation du systeme PEI/ADN mais en
raison des difficultés techniques (et financieres) a se procurer de I’ADN de grande pureté, nous avons
choisi d’étudier un autre biopolymere fortement chargé négativement, le sulfate de dextrane (DxS). En
effet, le DxS présente comme I'’ADN une densité de charge élevée et il est donc attendu que ses
propriétés de complexation soient similaires a celles de I’ADN. Par ailleurs, des études antérieures
effectuées en ITC sur le systeme ¢ PEI/DxS avaient montré une forte dépendance de I'ordre d’ajout sur
la thermodynamique de la complexation (travaux de Gilles Sigaud au CRPP, 2012-2013 [168]). Dans la
mesure ol l'on verra par la suite que ce systéme donne lieu a la formation d’un coacervat, cette
dépendance aux conditions de formulation s’avere inattendue puisque le coacervat est généralement
supposé étre dans un état de pseudo-équilibre en raison des interactions relativement faibles entre les
PEs. En cela ce systéme trouve une place de choix dans le cadre de cette étude ol I'on s’intéresse au
réle des chemins de formulation sur la complexation de polyélectrolytes.

Ce chapitre est organisé en deux parties. La premiére partie concerne I'étude thermodynamique
et morphologique de la complexation du DxS/¢ PEIl en milieu dilué (c<c*). La formation des complexes
sera effectuée dans les conditions de I'ITC c’est-a-dire en procédant par ajout lent et en utilisant des
solutions diluées. Les deux sens d’ajout seront systématiquement étudiés afin d’accéder aux rapports
de charge (Z) positifs et négatifs. Outre I'ITC, la diffusion de la lumiére, la microscopie optique et la
spectroscopie UV-visible en présence de pigments chargés seront les principales techniques de
caractérisation utilisées au cours cette étude. La seconde partie du chapitre est consacrée aux
propriétés physico-chimiques de la phase coacervat qui seront déterminées par analyse rhéologique,
diffusion des neutrons ainsi que par diverses techniques microscopiques.
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3.2 Etude de la complexation du systéeme DxS/¢ PEl en milieu dilué
3.2.1 Caractéristiques des polyélectrolytes

3.2.1.1 Le sulfate de dextrane

Le sulfate de dextrane (DxS) est un polymeére anionique obtenu par sulfatation du dextrane. Ce
dernier est un polysaccharide constitué d’unités D-glucose majoritairement liées par des liaisons
glycosidiques de type a-1,6 (Figure 3-1). Le dextrane est connu pour avoir des branchements de type
a-1,3 mais dans le cas des dextranes de faible masse molaire (<10 kDa) le taux de branchement demeure
relativement faible (<5%). Le DxS est généralement obtenu par réaction du dextrane avec de I'acide
chlorosulfonique.[169] Le pourcentage de fonctions sulfatées est en général de 'ordre de 17%, ce qui
correspond a environ 1.9 groupes sulfate par résidu glycosylé de dextrane. Le DxS est un polyélectrolyte
fort. En effet, il existe sous sa forme totalement dissociée indépendamment de la force ionique ou du
pH d’utilisation en raison du pKj trés faible des fonctions sulfate (pKs HSO4/S04*=1.9).

Le principal domaine d’application du sulfate de ..o— ]

dextrane est le biomédical, en particulier comme analogue o
4 H . HO. 0OSO;Na
naturel de  I|'héparine  pour les traitements 3 fi
o 0SO;Na

SO,

anticoagulants.[170] Sa nature fortement chargée en fait 050:Ng ORb

aussi un polymere de choix dans l'isolation de certaines 0sONa L2 N,

protéines. Par ailleurs, il a été aussi montré qu'il °S°3Na0R°L
contribuait a augmenter le taux d’hybridation de {osoaNa Ow
I’ADN.[171] Le DxS est aussi connu pour ses propriétés n 0sONa | ©
anti-virales sur divers virus comme le HIV grace a un @
mécanisme d’interaction électrostatique avec les résidus osoRad o
cationiques des glycoprotéines GP120 a la surface des — —m
virus.[172-174] Récemment, il a été utilisé par  Figure 3-1: Structure chimique du sulfate de

Lamichhane et al. comme plateforme de délivrance de  dextrane, sel de sodium (DxS). R=H ou SOsNa.
principes actifs tel que le paclitaxel (PAT), utilisé en chimiothérapie pour les cancers du sein, des ovaires
et du poumon.[175] Enfin, il est utilisé comme agent filmogéne et viscosifiant dans le domaine de la
cosmétique.[176]

Le DxS utilisé au cours de cette étude a une masse molaire de 20 000 g/mol comme indiqué par
le fournisseur (Sigma Aldrich). Afin de quantifier le taux de fonctions sulfate du DxS, une méthode de
complexation entre un colorant, le bleu de toluidine (BT) et le DxS,ox a été utilisée (Figure 3-2).[101] La
complexation est stcechiométrique c’est-a-dire que chaque molécule de BT se lie spécifiqguement a un
unique motif sulfaté.[126] En introduisant des quantités croissantes de DxS dans une solution de
concentration fixe en BT, il est possible de quantifier précisément le nombre de charges par motif de
DxS. En effet, lorsque le sulfate de dextrane est totalement complexé par le BT, le polymere précipite
et le BT libre est alors dosé dans le surnageant par mesure d’absorbance a 595 nm. Ainsi, en faisant
varier la concentration en DxS on peut déterminer précisément la concentration en BT nécessaire pour
complexer tous les motifs sulfatés et connaitre le taux de sulfatation du dextrane. On a pu déterminer
par cette méthode que le DxS contenait 2.44 fonctions sulfate par motif polysaccharide, en accord avec
la littérature.[101] Cette densité de charge correspond & un paramétre de Manning de 3.4," une valeur
relativement proche de celle de I'ADN ({w=4.1).

* En considérant 2.44 fonctions sulfate par motif saccharidique et une taille de motif de 5.14 A.
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Figure 3-2 : (a) Structure chimique du bleu de toluidine (BT). (b) Exemples de spectres d’absorbance du BT libre dans les solutions
de DxS/BT aprés centrifugation. Les concentrations utilisées en DxS sont indiquées a gauche (c) Absorbance a 595 nm des
surnageants des solutions de DxS/BT apres centrifugation en fonction du rapport de charge molaire initial. L’analyse est réalisée
en tampon acétate 0.1 M a pH 4.8.

3.2.1.2 Le polyéthylene imine

Alors que dans le chapitre précédent nous nous sommes intéressés au polyéthylene imine
linéaire (¢ PEl) composé uniquement d’amines secondaires, ici nous utiliserons le PEl branché (¢ PEI) qui
comporte des amines primaires, secondaires et tertiaires (Figure 3-3). Il est a noter qu'il existe
également des formes dendritiques du PEI.[177]

HZN\/\M/\/N\/\N/\/N ~"NH, YM
H n
HZN/\/NH
B n

Figure 3-3 : Structure chimique du (a) polyéthyléne imine branché (£ PEl), (b) polyéthyléne imine linéaire (¢ PEI).

Les PEl sont produits a I'échelle industrielle et utilisés dans une large variété d’applications en
raison de leur nature polycationique. On les utilise comme modificateurs de surface en présence de
fibres de cellulose.[178] Il sont aussi utilisés comme agent anti-mouillant dans I'industrie du papier
[179,5], et comme agent fixant, floculant et chélatant d’ions métalliques.[180] Le PEl est également
utilisé dans un certain nombre d’applications biologiques. On notera son utilisation dans le traitement
des supports utilisés en culture cellulaire. C'est aussi et surtout le second agent de transfection
découvert aprés la poly(L-lysine).[181] En effet, le PEl a la capacité de condenser I’ADN sous forme de
nanoparticules chargées positivement, permettant ainsi I'internalisation du matériel génétique dans la
cellule. Par ailleurs il a été démontré que le PEl facilitait la fuite endosomale de I’ADN vers le cytoplasme
et cecigrace a un effet dit ‘d’éponge’.[182] En effet, le PEI n’est que partiellement protoné en conditions
physiologiques (pH 7.4) en raison d’un pK, assez faible (~5-6). En conséquence, lorsque le PEl est
internalisé dans les endosomes et que le pH est fortement diminué (pH < 5), il va pouvoir capter une
guantité importante de protons (effet d’éponge) provoquant ainsi une forte augmentation de la
pression osmotique pouvant conduire a I'éclatement des endosomes et in fine a la libération de I'ADN
initialement complexé dans le cytoplasme.[161] Cependant, le PEIl présentant une certaine toxicité, il
n’est utilisé que pour des tests in-vitro.
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Le PEl est classé dans la catégorie des polyélectrolytes faibles a savoir que son taux d’ionisation
est fortement dépendant du pH et de la force ionique des solutions (Figure 3-4 et Tableau 3-1). Deux
PEl seront utilisés dans cette étude, un PEl linéaire 2K et un PEIl branché de 25K. Les deux polymeéres ont
été analysés par chromatographie d’exclusion stérique couplée a la diffusion multiangle de la lumiere
(SEC-MALS). La Figure 3-4 montre que la distribution du ¢ PEl est monomodale contrairement a celle du
¢ PEIl qui est multimodale. Pour ce dernier, I'épaulement du cété des hautes masses correspond a une
masse molaire en nombre (M) de 14 500 g/mol, alors que le pic principal correspond a une masse de
7 000 g/mol. Les valeurs de M, et M,, fournies dans le Figure 3-1 ont été obtenues en considérant
I'ensemble de la distribution des masses molaires. Au cours de cette étude la diéthylénetriamine (DETA)
dont la structure est proche de celle du motif du PEl sera également employée a des fins de comparaison
avec le PEI.

1.25
1.00
1.00] (a) ¢PEl 2 (b)¢ PEI
o % 0.75
g 0.75- g
g 0.504 2 0.50
=) =
= = 0.25
S 0.251 1 2 O
0.00- 0.00
30 40 50 60 70 40 50 60 70
Time (min) Time (min)

Figure 3-4 : Caractérisation du ¢ PEls¢ (a) et du ¢ PElok (b) par chromatographie d’exclusion stérique couplée a la détection
multiangle de la lumiere (SEC-MALS) (Tampon 0.3 M CH3COOH/ 0.2 M CH3COONa-pH 4.5). Le chromatogramme du ¢ PEI dans
ces conditions présente deux pics distincts. La réponse du détecteur réfractométrie (bleu) est superposée a celle de la diffusion
de la lumiere a 90° (rouge).

Tableau 3-1 : Masses molaires moyennes du ¢ PEl et du ¢ PEl obtenues par SEC-MALS.

¢ PElys¢ ¢ PEIx
Masse molaire du motif (g/mol) 43 43
dn/dc (mL/g) 0.3044 0.3083
Mn (g/mol) 9000 1600
My (g/mol) 14500 2000
b 1.665 1.24

Les taux d’ionisation du ¢ PEl et ¢ PEI ont été déterminés par deux méthodes, une méthode
spectroscopique basée sur I'utilisation d’un pigment qui se complexe avec les amines protonées et par
une méthode plus classique basée sur un dosage potentiométrique.

Dans le cas de la méthode spectroscopique, une approche similaire a celle réalisée avec le DxS/BT
est entreprise. L'orange Il (acide orange 7) a été sélectionné comme pigment complexant avec les
charges cationiques portées par le PEI. Ce pigment se complexe de fagon stoechiométrique avec les
amines protonées.[101] Cette méthode a permis de déterminer que le taux de protonation du ¢ PE| est
de 0.80 en tampon acétate 100 mM a pH 4.8 (Figure 3-5 a). Considérant que la distance entre les
groupements amine est de 0.29 nm [158], la densité de charge du ¢ PEl est de 2.76 charges/nm ce qui
correspond a un parametre de Manning de 2.0.
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Figure 3-5 : (a) Structure chimique de I'orange II. (b) Exemples de spectres d’absorbance de I'orange Il libre dans les solutions
de ¢ PEl/orange Il apres centrifugation. Les concentrations utilisées en ¢ PEl sont indiqués a droite (c) Absorbance a 485 nm des
surnageants obtenus a partir des solutions ¢ PEl/orange Il aprés centrifugation en fonction du rapport de charge molaire initial.
L'analyse est réalisée en tampon acétate 0.1 M a pH 4.8. L'approche utilisée est en tout point similaire a celle utilisée
précédemment pour doser les fonctions sulfates du DxS avec le bleu de toluidine (Figure 3-2).

Les titrages potentiométriques du ¢ PEI et du ¢ PEl ont été effectués en solution agueuse sans
sel ajouté (Figure 3-6 a et b) afin de déterminer la constante de dissociation apparente (pKa app) €t le
taux d'ionisation du PEI. Les valeurs de concentration en H3O* sont représentées en fonction du volume
d’acide ajouté (HCI 0.1 M).
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Figure 3-6 : Dosages potentiométriques du ¢ PEl 25K et du ¢ PEI 2K. (a) Concentration en ions hydronium (Hs0*) en fonction du
volume de HCI 0.1 M (L) ajouté, (b) Taux d’ionisation en fonction du pH (c) pKa apparent en fonction du pH. Les courbes de
dosage ont été ici modélisées (ligne brisée rouge) a partir de la méthode proposée par Suh et al.[183](moyennes obtenues sur
quatre dosages pour chaque polymere).

Le comportement acido-basique du PEl ne peut pas étre étudié simplement a partir de
I’équation de Henderson-Hasselbalch traditionnellement utilisée pour le dosage des polyacides ou des
polyamines en raison de la présence de différents types de fonctions amines et des interactions existant
entre elles.[7]
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Les données sont modélisées a I'aide de la méthode proposée par Suh et al.[183] qui a été
reprise entre autre par Utsuno et al.[136] dans le cadre d’une étude particulierement détaillée sur la
complexation de I’ADN avec un ¢ PEl de 600K (Figure 3-6 b). Le modele de Suh introduit un quotient de
déprotonation Q défini comme le rapport des fractions des groupements amine protonés et non
protonés (Equation 3-1).

fgroupements amine non protonés Iz (1 —fgut)

fgroupements amine protonés  fgy+ feu+ Equation 3-1

Il est admis par la suite que log Q présente une dépendance linéaire avec le pH.

logQ =apH+p Equation 3-2
ou o et 8 sont définis comme des constantes

Le pK, peut alors étre défini comme suit:
pK, = (1 —a)*pH —p Equation 3-3

On représente sur la Figure 3-6 a les données expérimentales des dosages du ¢ PEl et du ¢ PEI,
analysées par la modéle de Suh et al. Les variations du taux ionisation et du pKj app SONt représentées en
Figure 3-6 b et c. Les détails de la méthode sont décrits en Annexe (paragraphe 11.1.4). Il existe un écart
non négligeable entre les données expérimentales et modélisées. Un tel écart a également été obtenu
par les auteurs de la méthode originale. Cependant, en considérant les nombreuses divergences dans
la littérature sur le dosage des PEl et la détermination de leur taux d’ionisation, la méthode de Suh parait
assez satisfaisante.

Les résultats obtenus montrent que ~80% des fonctions amine du ¢ PEl sont protonées a pH 4.8
alors que seulement ~ 53% le sont a pH 8. La valeur de 80% confirme le résultat obtenu par méthode
spectroscopique avec l'orange Il. Par ailleurs, on note un tres grand défaut de protonation pour le ¢ PEI
(62% a pH 3) ce qui a déja été mis en évidence dans la littérature.[158] Malgré I'importance présumée
de ‘I'effet éponge’ du ¢ PEI, I'état d’ionisation de ce polymeére reste relativement méconnu. Par exemple,
pour un PEl linéaire de 50 000 g/mol, Suh et al. [183] déterminent 10-20% d’ionisation a pH de 7.4, alors
que I'équipe de Nagaya [184] propose des valeurs de 30%. En se basant sur des expériences de titrages
associées a des simulations, Kober et al. [19] ont déterminé qu’indépendamment de la structure du PEl
(linéaires, étoiles, greffé), environ 50% des amines sont protonées a pH physiologique. Ici, nous nous
baserons sur les valeurs d’ionisation déterminées sur la Figure 3-6 b. Concernant le pK, apparent du PEl,
la Figure 3-6 ¢ montre que le pKaapp diminue de fagon

réguliere lorsque le pH diminue. En d’autres termes 107
o ’” ) e 0.8
cela signifie qu’il est d’autant plus difficile de protoner -% — DETA
les chaines de PEI que le pH est faible. En particulier, = 0.6 DETA®
, : i ——DETA*
on remarque que l'on ne peut atteindre un taux de T 0.4 DETA®
protonation de 100% méme pour des pH inférieurs a 2. g 021
Ceci démontre que la protonation du PEl est un 0.0
processus anti-coopératif en raison des fortes i

répulsions électrostatiques qui génent la protonation 0 2 4 6 8 10 12 14

des amines lorsque les sites voisins sont eux-mémes o PH A

protonés.[164] Dans le cas de la diéthylénetriamine Figure 37 : Tauxdionisation du DETA en fonction du pH
. . Y rren obtenus par simulation avec le logiciel Curtipot.

(DETA) qui correspond au motif de répétition du PEl
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(Figure 3-8), un logiciel de simulation de titrage acido-basique
(Curtipot)” a été utilisé pour déterminer le taux de protonation de la
molécule en fonction du pH. Celui-ci est de 76% a pH 4.8 (Figure 3-7).

HzN\/\N/\/ NH2
H
Figure 3-8 : Structure du DETA.

3.2.2 Conditions expérimentales de la complexation

L"étude thermodynamique par ITC de la complexation du DxS/¢ PEl est au coeur de ce chapitre.
Comme I'ITC est une méthode calorimétrique basée sur I'ajout lent du titrant dans la solution a titrer,
nous étudierons les deux sens d’ajout, a savoir DxS dans ¢ PEl et ¢ PEl dans DxS, afin de couvrir une large
gamme de rapports de charge Z déterminés a partir des taux de charge des polyméres :

_ [titrant]seringue . . . [
= ———— = ou les concentrations sont en moles de motifs chargés.
[titré]ceriute
Dans les conditions de mélange utilisées, le rapport de charges Z [+]/[-] varie de 0.175 a 2.18 pour
le sens d’ajout ¢ PEl dans DxS et le rapport Z [-]/[+] varie de 0.162 a 2.03 pour le sens d’ajout DxS dans ¢
PEl. La Figure 3-9 représente la variation des rapports de charges étudiés sur une échelle commune
mettant ainsi en évidence que deux domaines différents de composition sont explorés suivant chaque
sens d’ajout. Outre la gamme de Z qui varie selon le sens d’ajout, il faut aussi préciser que I'ajout lent
propre a I'lTC exacerbe les effets de formulation des systémes hors-équilibre. En particulier, on peut
s’attendre a obtenir des caractéristiques différentes selon que les complexes sont obtenus avant ou
apres la stoechiométrie du systeme (Z=1).

Injection 2 Injection 25

Dans le but de corréler les données {0.17) (2.2)

thermodynamiques par ITC a la morphologie I_’l € PEl,s, in DXS,
des structures obtenues nous avons congu un

1 [ ] 1 L 'l 1
dispositif de mélange qui reproduit les T '2 ' ; ; > Z[+]/[-]
conditions de I'ITC tout en garantissant o 1 4
I'obtention d’un volume suffisant pour |< IDxSmKindPEIZEK
effectuer I'ensemble des caractérisations Injection 25 Injection 2

(0.49) (6.25)

physico-chimiques (Figure 3-10 a).
Figure 3-9 : Correspondance des injections effectuées en ITC avec les
rapports de charges lors des expériences de complexation DxS/¢ PEI.
Ici une échelle unique de Z[+]/[-] est représentée pour les deux sens

Les caractéristiques de I'ITC utilisée d'ajout. Lensemble des valeurs de Z étudiées en ITC sont indiquées

(Nano ITC-TA Instruments) sont les suivantes : 9ans e Tableau Annexe 2.

e Volume de la cellule : 950 pL

e Volume de la seringue d’injection : 250 plL
e Volume d'injection: 8 pL

e Nombre d'injections: 25

e Délai entre les injections: 900 secondes

e Débit d’'injection : 48 uL/min

e Vitesse d’agitation : 250 tours par minute

Notons aussi que la seringue d’injection d’ITC présente la particularité d’étre munie d’une pale
d’agitation a son extrémité (a). Une reproduction a plus grande échelle du mélangeur a été créée en
collaboration avec I'atelier mécanique du Centre de Recherche Paul Pascal. Pour ce faire, une réplique
al'échelle x 4 de la pale a été concue et montée sur un moteur d'agitation ; un tube conique de la forme
de la cellule d’ITC et un pousse-seringue complétent le dispositif permettant ainsi une adaptation quasi
a l'identique du mélangeur initial présent sur l'instrument d’ITC (Figure 3-10 a).

* http://www.iq.usp.br/qutz/Curtipot-.html
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Figure 3-10 : (a) Aiguille d’injection munie d'une pale d'agitation présente sur I'ITC (Nano ITC-TA Instruments) et réplique de la
pale mise au point pour reproduire les conditions de I'I'TC a plus grande échelle. Le volume de la cellule ITC est de 950 pL et celui
de la réplique de 4 mL (b) Montage complet avec le pousse-seringue utilisé pour ajouter le titrant, le moteur d'agitation, la pale
et le flacon contenant la solution a titrer (bleu) et son support en aluminium.

L’essentiel de cette étude est consacrée a la complexation du polyéthyléne imine branché de
25000 g/mol avec le sulfate de dextrane de 20 000 g/mol sous sa forme sodique. Le PEl linéaire de 2000
g/mol et le DETA seront également utilisés a des fins de comparaison. Dans toute I'étude le rapport des
concentrations molaires titrant/titré est fixé a 10:1. Ainsi, la plupart des expérimentations ont été
effectuées en utilisant une concentration 10 mM en charges pour le polymere titrant (seringue) et de 1
mM en charges pour le polymere titré (cellule). Ces concentrations sont inférieures aux concentrations
critiques de recouvrement du ¢ PEl et du DxS (voir analyse DNPA paragraphe 5.5.1) ce qui signifie que
I'on se situe dans le régime dilué. Quelques expériences seront toutefois menées a des concentrations
plus importantes, 100 mM (titrant) et 10 mM (titré). La notation 10/1 ou 100/10 sera utilisée pour
décrire le rapport de concentrations molaires titrant/titré. Toutes les expériences ont été menées en
tampon acétate 100 mM a pH 4.8, ce qui correspond a une force ionique de 50 mM. Pour certaines
expériences comme I'AFM |le tampon acétate est remplacé par une solution de HCl ajustée a pH 4.8.

La morphologie des complexes obtenus en milieu dilué a été étudiée par diffusion statique et
dynamique de la lumiere. Des mesures de mobilité électrophorétique (potentiel zéta) et de conductivité
ont également été mises en ceuvre pour caractériser |'état de charge des complexes. L’utilisation de la
spectroscopie visible comme décrit précédemment avec I'utilisation du BT et de 'orange Il a été utilisée
pour quantifier les stoechiométries de complexation.

3.2.3 Suivi calorimétrique de la complexation

Les données calorimétriques correspondant aux titrages DxS/¢ PEl sont représentées sur la
Figure 3-11 a. On représente les variations du flux de chaleur échangé en fonction de I’'avancement pour
les deux sens d’ajout. Les thermogrammes correspondant aux dilutions des solutions de polymeéres par
le tampon sont également représentés pour les deux sens d’ajout ; ces données permettent non
seulement de corriger les données de titrage mais aussi de déterminer les énergies d’hydratation des
polymeres.

Les thermogrammes mettent en évidence un processus de complexation en deux étapes. Dans
le cas de I'ajout du ¢ PEl,s dans DxSa, la chaleur de mélange diminue de fagon réguliere mais le signal
reste toujours exothermique jusqu’a I'équivalence, ou I'on observe des pics fortement endothermiques.
Dans le cas de I'ajout de DxSxkdans le € PElysk, la complexation est exothermique avec un signal
d’amplitude constante jusqu’a Z[-]/[+]=0.6, suivi d’un pic également exothermique mais d’amplitude
beaucoup plus importante.
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Figure 3-11 : Complexation du systéme ¢ PEl,s¢ / DxSa0k €n tampon acétate 100 mM pH 4.8. (a) Thermogrammes représentant
les flux de chaleur échangés en fonction de I'avancement du titrage exprimé ici en heures pour les deux sens d’ajout. (b)
Thermogrammes des titrages des polymeéres par le tampon (et réciproquement) pour les deux sens d’ajout; ces données seront
soustraites des thermogrammes pour éliminer la contribution due aux chaleurs de dilution (a). (c) Enthalpies différentielles (kJ
par mole de charge de polymeére titrant) en fonction du rapport molaire de charges Z. Les concentrations en polymeére sont
respectivement de 1 mM et 10 mM en charges dans la cellule et la seringue.

En raison de ce processus de complexation en deux étapes, les parametres thermodynamiques
de ces titrages ne peuvent pas étre obtenus par un modele simple d’interaction a un site classiquement
utilisé pour les couples ligands-macromolécules. Afin de déterminer le modele le plus approprié, il est
nécessaire d’avoir une connaissance plus approfondie de la morphologie du systeme au cours du titrage.
Pour cela nous avons effectué une étude physico-chimique compléte du systeme dans les conditions de
I'ITC en fonction du sens d’ajout.

3.2.4 Suivi morphologique du systéme au cours de la complexation
Les conditions de titrage en ITC sont reproduites a I'aide du mélangeur décrit précédemment afin
d’avoir des volumes de solution suffisants pour effectuer toutes les analyses physico-chimiques sur un

méme échantillon.

3.2.4.1 Diffusion statique et dynamique de la lumiere

La complexation est suivie par diffusion statique et dynamique de la lumiére en fonction du sens
d’ajout. On déterminera comme pour le chapitre précédent :

e Lerapport de Rayleigh Re (cm™) qui caractérise I'intensité totale diffusée du systéme

e Lerayon de giration Rg (nm) des objets diffusants (moyenne en z)
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e Le rayon hydrodynamique Ry (nm) des objets diffusants déterminé ici par la méthode
de Contin (moyenne en z)
e Lindice de polydispersité du systeme (PDI) obtenu par la méthode des cumulants”

e ladistribution des tailles des objets diffusants obtenue par la méthode de Contin

On travaillera ici a deux concentrations en polymere (environ 10/1 et 100/10) afin d’étudier le
comportement du systeme en milieu dilué et relativement concentré (10/1 mM et 100/10 mM).

Concentration titrant/titré : 10/1 mM

Dans le sens d’ajout ¢ PEl dans DxS, pour des rapports de charge croissants et Z< 1, le rapport de
Rayleigh (Rg) augmente mais le rayon hydrodynamique (Ry) reste constant (Figure 3-12 b et c). Cela
signifie que I'on forme des objets a priori de méme nature en quantité croissante au fur et a mesure
que le PEI est ajouté. Les structures formées sont stables dans le temps comme |'atteste I'absence
d’évolution de Ry et de Rg sur 9 jours ; ceci suggére que les complexes ont possiblement atteint leur
état d’équilibre ou qu'ils sont dans des états métastables persistants. Par ailleurs, aucune structure de
dimension micronique ne peut étre décelée par microscopie optique pour des rapports Z inférieurs a 1.
L’équivalence en charge du systéme ici obtenue pour Z~1.1 est marquée par une forte augmentation
de l'intensité du signal diffusé et du rayon hydrodynamique, ce qui est caractéristique d’'un phénomeéne
de floculation ou ici de coacervation comme on le verra plus tard. Au-dela de Z=1, le systeme est
caractérisé par la présence d’objets de taille plus importante qui évoluent fortement dans le temps, le
Ry diminue de 300 nm a 150 nm a I’échelle de 9 jours. En paralléle, I'analyse par microscopie optique
montre systématiquement a Z > 1 I'existence de nombreuses gouttelettes de coacervat de dimension
comprise entre 1 et 5 microns qui coexistent avec les complexes observés en diffusion de la lumiére
(Figure 3-12 b).

Dans le sens d’ajout DxS dans ¢ PEI, pour Z < 0.65, la taille des complexes est stable autour de
Ry=50 nm mais I'intensité diffusée décroit fortement au cours du temps. A partir de Z=0.65, la taille des
complexes augmente sensiblement. Ceci coincide avec |'apparition prématurée de gouttelettes de
coacervat détectées ici par microscopie optique (Figure 3-12 e). Ainsi, une partie des complexes
colloidaux semble se réorganiser sous forme d’objets microniques non détectables en DLS. Au-dela de
7=0.65, cette tendance s’accentue puisque les complexes formés grossissent rapidement au cours du
temps et on détecte de plus en plus de gouttelettes de coacervat en microscopie optique. Cela
démontre clairement une transition d'un état colloidal (complexes dispersés) vers un état
macroscopique (gouttelettes de coacervat). Lorsque le systéeme a dépassé I'équivalence qui est ici
obtenue vers Z=0.9 on observe comme précédemment la présence de particules de taille comprise
entre 200 et 300 nm qui évoluent lentement dans le temps comme on peut le voir a travers la diminution
progressive de Rg et de Ry. Par ailleurs on observe toujours la présence de gouttelettes en microscopie.

“PDI = % avec ou Uy est le deuxiéeme cumulant et I la fréquence de relaxation
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Figure 3-12 : (a) Enthalpies différentielles obtenues en ITC, (b) Rayons hydrodynamiques mesurés par DLS a 90° (méthode de
CONTIN), (c) Rapports de Rayleigh mesurés a 90°. (d) Indices de polydispersité obtenus par la méthode des cumulants. Les
analyses sont effectuées a TO, TO + 1 jour et TO + 9 jours. (e) Analyse en microscopie optique des suspensions de complexes
préparées a différents rapports de charge Z ((objectif x 63, barre d’échelle=10 um). (f) Aspect des suspensions de complexes
en fonction du temps. Les fleches vertes pointent le rapport de charge correspondant au maximum de coacervation. Des
agrandissements des analyses(e) et (f) sont consultables en Annexe du chapitre 3(Figure Annexe 9).
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L'observation des suspensions de complexes indique que I'équivalence est obtenue pour des
valeurs de rapport de charge sensiblement différentes de Z=1.0. Cet écart peut provenir des incertitudes
sur la détermination des taux d'ionisation des PEs ou de la teneur en eau dans les polymeres mais aussi
de la stoechiométrie de la complexation (voir paragraphe Détermination de la composition des
complexes). Il est intéressant de remarquer que le maximum de coacervation c’est-a-dire la ou les
gouttelettes sédimentent rapidement pour former une phase dense est obtenu a [+]/[-]=1.16 dans le
sens ¢ PEI dans DxS et a [-]/[+]=0.89 pour le sens DxS dans ¢ PEI (Figure 3-12 f) ce qui correspond donc
globalement a la méme composition du systeme. Ainsi, méme si les caractéristiques de la complexation
au niveau de la thermodynamique et de la morphologie dépendent du sens d'ajout, la coacervation
totale du systeme demeure insensible au chemin de formulation. Les valeurs de AH cumulées conforte
cette théorie car dans les deux sens d’ajout jusqu’a I’équivalence présumée par la microscopie, les
valeurs d’enthalpie sont quai identiques (-82.7 kl/mol pour le sens DxS dans ¢ PEl et de -79.5 kl/mol
dans le sens ¢ PEl dans DxS).

Quatre rapports de charge ont été étudiés directement apres leur préparation en diffusion
statique et dynamique de la lumiére multiangle afin de caractériser plus précisément la morphologie
des agrégats (symboles gris, Figure 3-13). Deux rapports de charge avant I'équivalence et deux apres
ont été sélectionnés pour chaque sens d’ajout. Les données de diffusion dynamiques ont été traitées a
partir de la représentation de la variation angulaire de la fréquence de relaxation des objets diffusants
(1) en fonction de g2. Les variations de I en fonction de g2 sont parfaitement linéaires et passent par
I'origine ce qui suggére que toutes les structures formées sont isotropes (sphériques), homogeénes a
I'échelle de la longueur d'onde utilisée, diffusives (diffusion translationnelle) et peu polydisperses en
taille (Figure 3-13 c). Ceci est également confirmé par I'invariance des mesures de Ry en fonction de g2
(Figure 3-13 d). Par ailleurs, une unique population d’objets diffusant a été observée pour chaque
rapport de charge ce qui est en accord avec les indices de polydispersité inférieurs a 0.3 obtenus par la
méthode des cumulants. Comme observé sur la Figure 3-13 a, les tailles des PECs sont beaucoup plus
faibles avant I'équivalence (Z < 1) qu’apres I'équivalence (Z > 1). Cela est lié a la méthode d’ajout (lente)
qui, dans le cas des complexes formés a Z > 1, force le systeme a passer par la neutralité ol la quantité
de coacervat formé est maximale. Dés lors le systeme ne peut pas se réorganiser rapidement en
présence d’'un excés de polymere ajouté. Ainsi, avant I'équivalence et quel que soit le sens d’ajout, les
complexes ont une taille hydrodynamique comprise entre 50 et 85 nm, alors qu’aprées I'équivalence, la
taille des complexes est comprise entre 220 et 260 nm. On peut noter cependant que les dimensions
des complexes formés apres I'équivalence diminuent lentement au cours du temps (Figure 3-13 b), signe
que le systeme est capable de se réorganiser vers un état de pseudo équilibre.

Concernant la diffusion statique multiangle, les variations d’intensité lumineuse ont été traitées
avec le formalisme de Guinier qui est valable en toute rigueur lorsque gRg << 1.

q°Ry
3

Deux tendances caractéristiques sont mises en évidence sur la Figure 3-13 b. Pour des rapports
de charge précédant I'équivalence on observe des variations quasiment linéaires de In(l) en fonction de
g?, caractéristiques de la présence de petits objets diffusants et qui se modélisent bien par I'équation
de Guinier. Dans le cas des complexes formés au-dela de I'équivalence, les tracés In(l) vs g présentent
toujours une forte courbure aux petits angles caractéristique d’objets de taille supérieure a la centaine
de nanometres. On note cependant I'absence de cassure aux petits angles qui serait révélatrice de la
coexistence d’une population d’objets de taille inférieure a 100 nm et d’une population d’agrégats par
exemple (Figure 3-13 b). La présence de cette courbure ne permet pas de linéariser de fagon
satisfaisante les données d’intensité diffusée aux petits angles. Aussi comme cela a été suggéré par
Effler et al. [185], ce probleme peut étre résolu en appliquant une fonction polynomiale d’ordre 2
(Equation 3-4) tel que cela a été décrit dans le chapitre 2.

Equation 3-4

ln(l(q)) =In(l,) —

“En pratique, on admet généralement que ['hypothése de Guinier demeure acceptable jusqu'a gRg = 2.5
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In(1(q)) = a; + a,q* + azq* avec Ry = /—3a, Equation 3-5

Globalement les valeurs de rayon de giration suivent la méme tendance que les rayons
hydrodynamiques a savoir qu’ils varient entre 50 et 85 nm pour les PECs formés avant I'équivalence et
entre 285 et 350 nm apres celle-ci (Figure 3-13 tableau). Par ailleurs, I'analyse multiangle souligne que
dans le sens d’ajout PEI dans DxS la taille des complexes est constante avant d’atteindre I'équivalence,
alors que dans le sens d’ajout DxS dans PEl, le rayon hydrodynamique des complexes augmente de 48.5
nm (Z=0.25) a 85 nm (Z=0.75) (Figure 3-13 bas). Il en de méme pour la variation du rayon de giration.
Cela traduit une réorganisation importante du systéme lorsque la quantité de DxS ajoutée augmente
comme cela a déja été observé précédemment (Figure 3-13 b). Au-dela de I'équivalence, il n’y a pas
d’influence significative de I'ordre d’ajout sur la taille des complexes.
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Figure 3-13 : Caractérisation par diffusion statique et dynamique multiangle de la lumiere des complexes formés a TO dans les
deux sens d’ajout pour 4 rapports de charge Z choisis avec des concentrations de 10/1 mM. PEl dans DxS (haut) et DxS dans PEI
(bas).

L'interprétation du rapport Rg/Ry “est ici assez délicate car les suspensions de complexes
présentent tout de méme une polydispersité non négligeable méme si le PDI demeure inférieur a 0.3.
On observe que les valeurs sont proches de 1 ce qui traduit la formation de structures globalement
sphériques. Avant I'équivalence, on remarque cependant que quel que soit le sens d'ajout le rapport
Re/Ri est supérieur a 1 ce qui peut correspondre a des complexes chevelus comme cela a été vu dans
le chapitre précédent. Aprés I'équivalence, les complexes auraient une structure plus proche d'une

" le rapport Ry/Ry, introduit par W. Burchard caractérise la forme de I'objet diffusant.[258,259] Les valeurs de Ry/Ry typiquement
considérées sont 0.78 (sphere), 1.0 (sphére creuse ou vésicule), 1.07-1.225 (structures en étoiles avec plusieurs branches) et
2.0 (cylindre).[259]
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sphére homogene avec des valeurs de Rg/Ry entre 0.73 et 0.97. Cela indique un profond changement
d'organisation colloidale des complexes au passage de I'équivalence. Il est probable que dans ces
conditions les complexes primaires s'agregent en structures relativement sphériques et de taille assez
importante. Comme on le verra plus tard ces structures vont lentement grossir puis sédimenter pour
former une phase dense et homogene constituant la phase coacervat.

Concentration titrant/titré : 100/10 mM

L'étude de la complexation DxS/¢ PEl a des concentrations 100/10 mM met en évidence un
certain nombre de singularités par rapport aux résultats obtenus a des concentrations 10/1 mM. Ainsi,
dans le sens ¢ PEl dans DxS, on note la formation de complexes colloidaux bien définis avant et
également aprés I'équivalence (Figure 3-15 d). Ceux-ci sont caractérisés par une taille de 100 nm en
rayon hydrodynamique et par un indice de polydispersité faible de I'ordre de 0.20. La variation linéaire
du rapport de Rayleigh en fonction de Z de part et d’autre de I'équivalence confirme que les PECs ont
une structure a priori similaire sur I'ensemble des rapports de charge Z[+]/[-] étudiés ici c’est-a-dire
entre 0.09 et 2.2 (Figure 3-15 b). Les complexes formés sont stables durant au moins 9 jours comme
I'attestent les valeurs de rapport de Rayleigh ainsi que la simple observation visuelle des suspensions
colloidales de PECs (Figure 3-15 e). De facon intéressante on observe la formation de gouttelettes de
coacervat bien avant la neutralité, dés Z[+]/[-]=0.24. En augmentant la concentration en polymere on a
ainsi un systeme ou coexistent des PECs avec des gouttelettes de coacervat bien avant I'équivalence.
Ceci peut s’expliquer en considérant un mécanisme de dismutation ou les PECs se réorganisent pour
diminuer la quantité de charges libres en surface (voir paragraphe 0). Cette réorganisation inter et/ou
intra PECs conduit a la formation de PECs neutres qui peuvent alors fusionner entre eux pour former
des gouttelettes de coacervat. Dans le sens DxS dans ¢ PEl, les effets d’instabilité observés
précédemment a des concentrations de 10/1 mM sont exacerbés comme on peut le voir a partir des
valeurs de rapports de Rayleigh qui décroissent tres fortement aprés 24 heures lorsque Z < 1. On
observe également une différence de taille trés importante avant et apres |'équivalence ainsi que la
formation de coacervat sur une gamme beaucoup plus étendue de Z que pour l'autre sens d'ajout.

L’'ensemble des observations indiquent que :

i) la formation de coacervat est favorisée lorsque la concentration totale en polymeére est
augmentée (Figure 3-14), en accord avec la théorie de Zhang et al.[186] et |'étude
appliquée de Liu et al.[187]

ii) le systéme est particulierement instable dans le sens PEl dans DxS ce qui pourrait indiquer
que les complexes primaires contiennent moins de charges libres de surface que pour le
sens d'ajout DxS dans PEl. C'est une hypothese a vérifier.
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iii) Selon leur degré d'instabilité, une certaine proportion de particules de PEC peut se
réorganiser selon un schéma probable de dismutation pour donner lieu a la formation de
gouttelettes de coacervat coexistant avec des particules de PEC.

Optical microscopy

Figure 3-14 : Analyse par microscopie optique (objectif x 63) des complexes DxS/¢ PEI préparés a 10/1 mM (gauche) et 100/10
mM (droite). Ici, le sens d'ajout est ¢ PEl dans DxS et Z=1.
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Figure 3-15 : (a) Rayons hydrodynamiques mesurés par DLS a 90° (méthode de CONTIN), (b) Rapports de Rayleigh mesurés a
90°, (c) Indice de polydispersité (méthode des cumulants) Les analyses sont effectuées a TO, TO + 1 jour et TO + 9 jours. (d)
Analyse par microscopie optique (objectif x 63, échelle 10 um), (e) Aspect des suspensions de complexes. Les concentrations
utilisées sont 100/10 mM.
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3.2.4.2 Caractérisation des charges des PECs

Compte-tenu de la nature chargée des complexes PEI/DxS, des mesures de mobilité
électrophorétique (potentiel zéta) et de conductivité (Figure 3-16 a et b) ont été effectuées a partir des
solutions préparées dans les conditions de I'ITC. La formation des liaisons électrostatiques a également
été suivie par une méthode spectroscopique basée sur le dosage des charges libres des PEs c’est-a-dire
non complexées. A l'issue de la complexation les suspensions de complexes ont été incubées en
présence d'un exces de BT et d’orange Il afin de complexer toutes les charges résiduelles du DxS et du
¢ PEI". Dans ces conditions de complexation totale, les PEs précipitent et aprés centrifugation I'analyse
spectroscopique des surnageants permet de déterminer la fraction de pigments libres a I'aide des
droites de calibration des Figure 3-2 et Figure 3-5. Connaissant les concentrations initiales engagées en
DxS et ¢ PEl, on peut ainsi déterminer la fraction de groupements chargés (sulfates et amines) qui a été
complexée (Figure 3-16 c) et la représenter en fonction du rapport molaire de charge (2).

Dans le sens d’ajout PEIl dans DxS, les mesures de conductivité et de potentiel zéta mettent en
évidence que I'équivalence correspondant a la neutralité du systéme est obtenue pour Z[+]/[-] proche
de 1. Ceci suggere que les complexes formés a I'équivalence sont globalement stcechiométriques c’est-
a-dire qu’ils contiennent un nombre égal de groupements sulfate et amine complexés lorsque Z=1. Si
ces résultats ne permettent pas de conclure sur la stcechiométrie des complexes avant et aprés
I’équivalence on peut tout de méme considérer a partir des mesures de potentiel zéta que les particules
de PECs ont un excés de DxS a leur surface avant I’équivalence et un exces de ¢ PEl apres I'équivalence.
Concernant les mesures de conductivité, on peut remarquer que la variation de conductivité est plus
importante avant I'équivalence car on a la libération des contre-ions du titrant et du titré lors de la
complexation alors qu'aprés I'équivalence le titrant est simplement ajouté en exces et ne peut plus se
complexer. Les dosages spectroscopiques non seulement confirment que I'équivalence est obtenue a
Z=1 mais ils montrent aussi que le mécanisme de complexation est continu c’est-a-dire que les charges
du DxS sont complexées de facon réguliére par le ¢ PEl tout au long du titrage. Plus précisément, le fait
gue la variation de la fraction complexée de charges varie linéairement en fonction de Z avec une pente
égale a l'unité indigue que les complexes auraient une composition stoechiométrique égale a Z tout au
long du titrage. Aucune trace de ¢ PEl libre n’est présente dans le milieu de complexation avant
I'équivalence.

Dans le sens d’ajout DxS dans PEl, le méme type de comportement est globalement observé a
savoir que |'équivalence est proche de Z=1, les complexes sont chargés positivement avant |I'équivalence
et négativement aprés la complexation et la stcechiométrie des complexes est proche de 1. Les mesures
de conductivité, de potentiel zéta et les dosages spectroscopiques n'ont donc pas permis dans les
conditions utilisées de mettre en évidence des différences entre composition structurale et effective en
fonction du sens d'ajout contrairement a I'étude thermodynamique (ITC) et morphologique (diffusion
de la lumiere).

*
Expériences réalisées indépendamment & partir des mémes suspensions de complexes. On suppose que les pigments ne
modifient pas les interactions électrostatiques déja formées entre les deux PEs.
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Figure 3-16 : (a) Dosages conductimétriques effectués a pH 4.8 en I'absence de tampon, (b) Mesures de potentiel zéta en tampon
acétate 100 mM pH 4.8, (c) Fraction en polymére complexé déterminée par analyse spectroscopique-en fonction du rapport en
charge des deux polymeres. Les dosages spectroscopiques sont effectués en tampon acétate 100 mM pH 4.8. Les concentrations
utilisées sont 10/1 mM.

Détermination de la composition des complexes

Si la méthode spectroscopique décrite ci-dessus permet de déterminer le nombre de liaisons
électrostatiques formées au cours du titrage elle ne permet pas d'accéder directement a la composition
réelle des complexes. Pour rendre compte de cette différence, la Figure 3-17 illustre deux compositions
de complexes possibles lorsque deux chaines de DxS interagissent avec une chaine de ¢ PEI. Dans les
deux cas, le nombre de liaisons électrostatiques formées est le méme, mais les complexes obtenus n'ont

pas la méme composition.

Composition [+]/[-]= 1/1

©
Qo
DxS
PEI

S

Composition [+]/[-]= 1/2

®
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©

@
© 0O

©

Figure 3-17 : Illustration de la formation de complexes de deux compositions différentes pour une méme composition initiale
en DxS et en ¢ PEIl et un méme nombre de liaisons électrostatiques formées. Ici, la composition (+/-) des complexes est 1/1 a
gauche et 1/2 a droite. Les complexes sont représentés dans les pointillés gris.
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Afin de déterminer la composition, une variante au dosage spectroscopique précédent a été
réalisée a savoir que les complexes que I'on suppose étre de nature colloidale sont d'abord séparés du
milieu réactionnel par centrifugation (18 000 x g, 1 heure). Puis la quantité de DxS et de ¢ PEl non
complexée est déterminée dans le surnageant par dosage spectroscopique avec le BT et l'orange I
comme décrit précédemment. On peut alors déterminer deux parametres caractéristiques de la
complexation, le facteur d'avancement (F) et le facteur stoechiométrique (S) qui sont définis comme suit
[101] :

_ [Sof_]complexé F= [NH;] complexé
[SOF ™ linitia [NH linitiat

_ [SOE_]complexé _ [NH;] complexé

[NH;—]complexé [505_ ] complexé

Cette méthode a été appliquée aux deux sens d'ajout. Afin d'améliorer la précision des mesures, les
réactions de complexation sont ici effectuées de facon continue et un volume suffisant de suspension
est prélevé a chaque rapport Z visé suivi d'une centrifugation et du dosage spectroscopique du DxS et
du ¢ PEI.
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Figure 3-18 : (a) Dosage spectroscopique du DxS et du ¢ PEIl dans les surnageants des suspensions de complexe pour les deux
sens d'ajout. (b) Evolution du facteur d'avancement F en fonction de Z. (c) Evolution du facteur stoechiométrique en fonction
de Z. Les concentrations utilisées sont 10/1 mM.

121



CHAPITRE 3

Les résultats des Figure 3-18 a et Figure 3-18 b confirment ceux de la Figure 3-16 c a savoir que
I'équivalence est proche de Z=1 et que tout le titrant est complexé lorsqu’on atteint I'équivalence.
Cependant on peut noter que I'équivalence est sensiblement inférieure a 1 dans le cas de |'ajout DxS
dans le ¢ PEI. Cet écart faible mais significatif avait déja été observé par conductimétrie (Figure 3-16 a),
par micro-électrophoerese (Figure 3-16 b) et par diffusion de la lumiére (Figure 3-11) ce qui tend a
montrer que la composition des complexes n'est pas parfaitement stoechiométrique dans ce sens
d'ajout. La Figure 3-18 c confirme cet écart a la stoechiométrie. Précisément, la composition des
complexes avant |'équivalence est quasiment stoechiométrique pour le sens DxS dans ¢ PEl alors que
I'on a un exces de 20% en ¢ PEl dans le sens d'ajout ¢ PEI dans DxS. On peut aussi observer pour les deux
sens d'ajout une modification significative de la composition des complexes pour Z > 1 (¢ PEl dans DxS)
et Z > 0.8 (DxS dans ¢ PEIl). Dans les deux cas les complexes s'enrichissent en PE ajouté ce qui signifie
que I'on peut avoir des réactions d'échange. Ici, on suppose que |'on a au voisinage de la stoechiométrie
(¢ PEl dans DxS) ou avant (DxS dans ¢ PEI) un mécanisme de dismutation des complexes conduisant a la
formation de gouttelettes de coacervat (Figure 3-28 ci-apres).

3.2.5 Analyse morphologique des complexes par AFM

Les complexes DxS/¢ PEl ont été caractérisés par microscopie a force atomique en fonction de
I'ordre d’ajout. Toutes les expérimentations sont réalisées en I'absence de tampon pour éviter la
cristallisation des sels. Aussi les PECs ont été préparés en solution aqueuse ajustée a pH 4.8 et déposés
sur mica selon le protocole défini au chapitre précédent. Tout d’abord les polymeres seuls ont pu étre
visualisés sous forme de petites sphéres (Figure 3-19) relativement bien dispersées a I'exception de
quelques agrégats en particulier pour le PEIl. Les complexes DxS/¢ PEI ont été analysés en fonction des
deux sens d’ajout. Un rapport de charge [-]/[+] et [+]/[-] de 0.65 a été choisi car il correspond au point
de transition précédemment décrit pour le sens DxS dans ¢ PEI (Figure 3-12).

¢ PEl g5 DXS, 0k
0.7nm 0.7nm

1.0 um

-0.3nm -0.5nm

Figure 3-19 : Images topographiques par AFM des polymeéres ¢ PEl et DxS sur mica. Les polymeres sont dissous sans sel ajouté
et les solutions sont ajustées a pH 4.8. La concentration des échantillons est 1 ppm.

La Figure 3-20 met en évidence des complexes de taille comprise entre 50 et 300 nm en diametre.
Les complexes obtenus par addition de DxS dans ¢ PEl ont une taille plus importante que ceux obtenus
dans le sens inverse d’ajout, ce qui est en accord avec les mesures de diffusion effectuées
précédemment, ou I'on a observé une augmentation significative de la taille des complexes a partir de
7=0.65 pour le sens DxS dans ¢ PEI (Figure 3-12). Concernant la morphologie, les complexes présentent
a leur surface une couronne en interaction avec le coeur des complexes. Il est difficile de déterminer si
la couronne est constituée du polymere en exces partiellement complexé ou si elle résulte de
I'agrégation de complexes primaires comme dans le cas des PECs a base de ¢ PEl et de PSS. Il apparait
aussi que les particules de complexes paraissent plus homogenes avec une couronne moins épaisse
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dans le sens DxS dans ¢ PEl. Cela démontre que les complexes formés dans ce sens d'ajout peuvent
davantage se réorganiser pour minimiser leur énergie et que le systéme est donc plus dynamique que
pour le sens d'ajout inverse. En particulier, il est fait I'hypothese que les complexes préparés dans ces
conditions sont davantage hydratés comme leur forme ronde le suggere et qu’ils ont atteint un état
permettent au systeme de coacerver prématurément. Des mesures de force par AFM liquide
permettraient d'accéder aux tensions de surface des complexes et de déterminer ainsi plus précisément
leur état physique en fonction du sens d'ajout. Par ailleurs, hors stcechiométrie, la couronne des PECs
dans le sens ¢ PEl dans DXS est négative comme le mica alors que dans le DxS dans ¢ PE| cationique, les
complexes sont de charge opposée au substrat ce qui peut aussi expliquer les différences observées en
termes de forme de particules.

Sachant que les deux polymeres individuels sont visualisés de la méme facon (Figure 3-19), on
devrait voir dans les deux sens d’ajout un méme exces de polymere non complexé lorsque I'on a un
rapport de charge 7Z=0.65. Ici, on note |'absence quasi complete de ¢ PEl libre dans le sens DxS dans ¢ PE|
(a) alors que du DxS libre coexiste avec les complexes dans le sens ¢ PEI dans DxS (b). Cela confirme que
la composition des complexes n'est pas exactement la méme suivant le sens d'ajout. L'absence de ¢ PE|
libre dans le sens DxS dans ¢ PEl indique que les complexes sont enrichis en ¢ PEl comme cela a été vu
précédemment par analyse spectroscopique alors que la présence de DxS libre pour |'autre sens d'ajout
est conforme a la formation de complexes de composition stcechiométrique formésa Z < 1.
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Figure 3-20 : Analyse AFM des PECs obtenus a Z= 0.65 ([+]/[-] ou [-]/[+]) pour les deux sens d'ajout a des concentrations de 10/1 mM.
Les suspensions sont diluées a 1 ppm avant dépdt sur mica. Analyse en hauteur (a), phase (b) et profil topographique d’une partie de
I"échantillon (c).
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3.2.6 Choix d’'un modele pour I'analyse ITC

Au vu des résultats précédents, la complexation entre le DxS et le ¢ PEl peut étre considérée
comme un processus en deux étapes :

i) la formation de complexes dispersés dont la taille et la composition dépendent
significativement du sens d'ajout
i) la coacervation, qui apparait a partir de Z[+]/[-]=1 dans le sens & PE| dans DxS et a Z][-

1/[+]=0.65 dans le sens DxS dans ¢ PEI (Figure 3-21).

Ayant a présent une meilleure compréhension de la morphologie du systeme en fonction de Z, il
a été choisi d'appliquer un modele a sites multiples indépendants (MNIS) [106] pour le traitement des
données ITC présentées en début de chapitre. Ce modele introduit dans le chapitre 1 (Modélisation des
données par le modéle MNIS) devrait modéliser au mieux les deux étapes de la complexation. Les
données thermodynamiques issues de ce modeéle sont présentés en en Figure 3-22 et Tableau 3-2.
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Figure 3-21 : Schéma représentatif du processus de complexation dans le systéme DxS/¢ PEI pour les deux sens d’ajout. (a) ¢
PEI dans DxS et (b) DxS dans ¢ PEI. Le DxS est représenté sous forme de batonnets bleus et le € PEl de chaines rouges.
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Figure 3-22 : Enthalpies différentielles pour le titrage du DxS,ox dans le € PElys¢ et du ¢ PEI dans le DxS. Les symboles ouverts
correspondent aux données expérimentales. Les lignes en trait plein correspondent au modele MNIS basé sur un mécanisme

d’interaction en deux étapes, la formation des PECs (pointillés verts) et la coacervation (pointillés orange). Les concentrations
utilisées sont 10/1 mM.
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Tableau 3-2 : Tableau récapitulatif des grandeurs thermodynamiques obtenues pour les titrages 10/1 mM du systéeme DxS/¢
PEI en fonction de 'ordre d’ajout et des deux régimes de complexation correspondant successivement a la complexation
(formation de PECs) et la coacervation. Les valeurs de AH sont obtenues par intégration des pics d'injection. Les valeurs de K
et n découlent de la modélisation MNIS. Les valeurs de AS et AG sont calculées a partirde AG = —RT In K et AG = AH — TAS
en considérant T=25°C=298.15 K.

¢ PEl dans DxS DxS dans ¢ PEI
Processus 1 : Formation des PECs
AH; (kJ/mol de titrant) 7.7 -7.2
AG; (kJ/mol de titrant) -25.7 -27.4
TAS; (kJ/mol de titrant) 18 20.3
Ky(M-1) 3.1x 10 6.4 x 10*
n; 1.08 0.97
Processus 2 : Coacervation
AH; (kJ/mol de titrant) 5.8 -27.1
AG; (ki/mol de titrant) -32.2 -35.9
TAS, (ki/mol de titrant) 38.0 8.8
Ko(M-1) 43x10° 1.9x 10°
Global=Processus 1+2
AHgiobal (ki/mol de titrant) -1.9 -34.3
AGgioval (ki/mol de titrant) -57.9 -63.3
TASgiobai (kJ/mol de titrant) 56.0 29.1
Kgiobal(M2) 4.6x10° 19.6 x 10°

3.2.7 Discussion

Ayant a disposition les grandeurs thermodynamiques et les données de morphologiques, il est
maintenant possible de fournir une description assez précise du systéme en considérant séparément
I'étape de complexation et de coacervation. Dans le sens ¢ PEl dans DxS des PECs de faible taille se
forment jusqu’a I’équivalence suivant un processus exothermique puis se réorganisent pour coacerver
suivant un processus endothermique. Dans le sens contraire d’ajout, DxS dans ¢ PEIl, I'étape de
complexation est également exothermique mais les PECs formés sont beaucoup moins stables et
coacervent prématurément a Z[-]/[+]=0.65 suivant un processus cette fois-ci exothermique.

Ces résultats posent un certain nombre de questions auxquelles nous allons tenter de répondre :

i) pourquoi la complexation est exothermique ?

ii) pourquoi le signe de I'enthalpie de la coacervation dépend du sens d’ajout ?
iii) pourquoi observe-t-on une coacervation précoce dans le sens DxS dans ¢ PEI ?
iv) est-ce que les complexes formés sont a I'équilibre ?

3.2.7.1 Thermodynamique de la complexation électrostatique

’étape de complexation est caractérisée par une variation d’enthalpie négative d’environ -8
kJ/mol de titrant qui est similaire pour les deux sens d’ajout (Tableau 3-2). Afin de déterminer dans
quelle mesure les interactions électrostatiques sont a l'origine de cette variation d'enthalpie, la
complexation a été suivie par ITC en tampon acétate 100 mM pH 4.8 en présence de NaCl a une
concentration de 1.5 M ce qui correspond a une longueur de Debye, Ap, de 0.24 nm.
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Figure 3-23 : Complexation du systéeme ¢ PEl,s¢ / DxSaoc €n tampon acétate 100 mM pH 4.8 avec ou sans sel ajouté a des
concentrations de 10/1 mM en polymeére. s est la force ionique du systéme.
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La Figure 3-23 montre que le signal calorimétrique est fortement atténué en présence de 1.5 M
de NaCl ce qui suggere que le processus de complexation est effectivement de nature majoritairement
électrostatique mais que des forces secondaires sont également présentes puisque le signal n'est pas
totalement éliminé dans ces conditions. On ne peut pas directement quantifier ces interactions car les
signaux en ITC sont difficiles a modéliser en présence de 1.5 M en sel. Par ailleurs, a une telle
concentration en sel, il est probable que les liaisons hydrogene, soient également affaiblies en raison de
leur origine électrostatique. On a pu montrer par une expérience de dessalage [129] que I'écrantage
total des forces d’interaction entre le ¢ PEl et le DxS est obtenu pour une concentration en sel

extrémement élevée de 3.6 M (Figure 3-24).

De par la dépendance en 1/T de la constante diélectrique du solvant, l'interaction électrostatique
en solution aqueuse est : i) d’'une part un processus de nature exothermique car il a création d’une
liaison entre deux entités chargées, ii) d’autre part de nature endothermique qui représente le colt
énergétique associé a la libération des molécules d'eau et des contre-ions initialement liés aux charges.
De ce point de vue la complexation électrostatique est alors favorisée par le gain entropique associé au
départ de ces petites molécules.[188] Le fait que I'on observe ici un processus exothermique quel que
soit le sens d'ajout indique que d’autres interactions en plus de l'interaction électrostatique sont a
I'ceuvre. En particulier, il est connu que le pK; des polyacides et des polyamines varient en cours de
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E _al 3 ater
\"_J,l'OE 3 Addition
D:O
5.0E-4-

20 25 30 35 40 45

s Switch back on
the interaction

Figure 3-24 : Transition de dessalage du couple DxS/¢ PEI suivie en diffusion de la lumiére par mesure du rapport de
Rayleigh a différentes forces ioniques (Is). Des solutions aqueuses de polymeére a une concentration de 14 mM en charge
sont préparées séparément a pH 4.8 en présence de 4.2 M NaCl. Des volumes équivalents des solutions sont ensuite
mélangés puis la force ionique est diminuée par dilution en ajoutant une solution d’acide a pH 4.8 ne contenant pas de
sels.
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complexation a travers un mécanisme de régulation de charges.[136] Le ¢ PEl est une polybase faible
pouvant induire ce type d’effet.
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Figure 3-25 : Dosages potentiométriques du ¢ PEl,s¢ dans DxS et du DxS dans ¢ PEls¢ a pH 4.8 a une force ionique de 50 mM
en fonction du rapport de charge. Les barres d’erreur correspondent a la reproductibilité issue de deux expériences.

Un suivi en pH de la complexation a été effectué en milieu non tamponné ajusté initialement au
méme pH et a la méme force ionique que le tampon acétate utilisé en ITC (pH 4.8, 1,=0.05 M). Les
variations de pH selon les deux sens d’ajout sont représentées sur la Figure 3-25. L"augmentation du pH
au cours de la complexation dans les deux sens d’ajout met en évidence que les chaines de PEIl se
protonent au fur et a mesure de la complexation avec le DxS. Cela traduit une augmentation du pK, du
PEl en lien avec l'effet coopératif de la complexation sur le taux d’ionisation du PEI [189]. En d’autres
termes, la protonation des groupements amines du PEl est favorisée par la complexation des sites
aminés voisins. La protonation d'une polyamine étant exothermique[190], cela pourrait expliquer, au
moins en partie, I'exothermicité de la complexation du DxS avec le ¢ PEl. La formation de liaisons
hydrogéne entre le DxS et le ¢ PEl reste aussi une hypothése plausible. Par contre, dans le cas des
expériences effectuées en tampon, on peut a priori négliger la chaleur d'ionisation du tampon acétate
car celle-ci est tres faible, de I'ordre de -0.8 kl/mol (valeur obtenue par analyse calorimétrique de la
neutralisation de I'acide acétique par de la soude).[191]

3.2.7.2 Thermodynamique de la coacervation

Dans le sens PEl dans DxS, I'étape de coacervation se manifeste par un pic fortement
endothermique au voisinage de I'équivalence associé a un gain entropique élevé. Le caractere
endothermique est lié a la réorganisation des PECs en une phase liquide dense visible a travers la
formation de gouttelettes de coacervat ; ce processus contribue a augmenter le mélange entre les
chalnes d’ou I'augmentation de I'entropie du systéme. Les valeurs de AH et AS reportées dans le Tableau
3-2 sont en assez bon accord avec les valeurs décrites dans la littérature pour des polymeres
synthétiques.[109] Dans le sens DxS dans ¢ PEl, I'apparition d'une transition fortement exothermique a
Z[-1/[+]=0.65 coincide avec le phénomeéne de coacervation prématurée décrit précédemment. La
coacervation étant un phénomene de nature endothermique il est étonnant que le sens d'ajout puisse
ainsi modifier le signe de la variation d'enthalpie associée. En analysant plus précisément les
thermogrammes, on peut cependant remarquer que les pics se dédoublent au voisinage de
I'équivalence avec une forte contribution exothermique suivi d'un faible signal endothermique (Figure
3-26). Cela suggere que le phénomene de coacervation (endothermique) pour ce sens d'ajout est
masqué par un phénomeéne compétitif fortement exothermique dont il s'agit de déterminer |'origine.
Enfin, les valeurs de la constante d’association Ki sont du méme ordre de grandeurs pour les deux sens
d’ajout ce qui signifie que I'on a bien le méme processus de formation des PECs indépendamment de
I"'ordre d’addition.[192]
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Figure 3-26 : Agrandissement du thermogramme présentant le flux de chaleur en fonction du I'avancement du titrage dans le
sens DxS dans ¢ PEI. Les indications au-dessus des pics indiquent les valeurs de Z pour les différentes injections considérées.

Il est acquis que le systeme est particulierement instable dans le sens d’ajout DxS dans PEl
comme il a été vu précédemment a travers les expériences de vieillissement ou une forte diminution de
I'intensité diffusée 24 h apres la préparation des complexes a été observée tandis que les complexes
préparés dans l'autre sens d'ajout étaient relativement stables (Figure 3-12 c). Un suivi cinétique
effectué a temps plus court a permis de mettre en évidence que le systéeme préparé dans le sens DxS
dans PEl subissait effectivement une réorganisation rapide, a I'échelle de quelques heures (Figure 3-27).
Il a été vu précédemment que les complexes préparés dans ces conditions contiennent un excés de PEI
non complexé. Ces complexes sont ainsi potentiellement instables en raison de cet exces de charge libre
et cela peut favoriser leur coacervation précoce suivant un mécanisme de dismutation [186] décrit sur
la Figure 3-28 ou des gouttelettes de coacervat coexistent avec des PECs. Ce mécanisme de
réorganisation a I"échelle moléculaire implique la formation d’un certain nombre de nouvelles liaisons
électrostatiques (ou autres) qui peuvent ainsi étre a |'origine de ce pic exothermique. Un suivi
conductimétrique ou par dosage spectroscopique en présence de pigments aurait pu apporter un
éclairage sur le mécanisme d'interaction mis en jeu. Il est aussi constaté dans la littérature que dans la
majorité des cas, les systémes les plus hydratés ont des composantes endothermiques plus fortes que
les systemes moins hydratés. Par ailleurs, pour le processus 1 de formation des PECs dans les deux sens

d’ajout, I'entropie est prédominante avec : AH = 1/3 AS ; pour des systémes trés hydratés comme le

PAA/PDADMAC, le rapport AH/AS > 10.[192,193] Enfin, si'on s’intéresse a la constante d’association K
dans le sens DxS dans ¢ PEl, sa valeur est beaucoup plus élevée que celle du ¢ PEI dans DxS ; ce qui
suggere la présence d’autres interactions plus énergétiques et peut-étre fortement exothermiques ?
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Figure 3-27 : Variation temporelle de I'intensité diffusée par des suspensions de PECs préparées par ajout de DxS dans du ¢ PEI
en tampon acétate 100 mM a pH 4.8 pour différents rapports de charge (Z[-]/[+]). L'acquisition est lancée immédiatement
apres la préparation des suspensions.
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Figure 3-28 : Dismutation des particules de complexes formés dans le sens DxS dans ¢ PEl avant I'équivalence. D'aprés Kizilay et
al.[80]

3.2.7.3 Origine de la coacervation précoce dans le sens DxS dans ¢ PE|

La différence de structure macromoléculaire entre le DxS, un polymere linéaire et flexible, et le ¢
PEI, un polymere branché avec une conformation globulaire pourrait étre a I'origine de l'instabilité des
PECs formés a [-]/[+]=0.65. Afin de vérifier cette hypotheése, I'analyse calorimétrique de la complexation
du DxS avec des PEl linéaires de 2K et 5K a été effectuée dans les mémes conditions de concentration
et de pH que celles utilisées avec le ¢ PEl de 25K.
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Figure 3-29 : Titrage ITC du DxS avec le ¢ PElsk et ¢ PElox pour les deux sens d’ajout. Les concentrations des polymeéres sont 10/1
mM et le tampon acétate 100 mM - pH 4.8.

Comme on peut le voir sur la Figure 3-29, les thermogrammes correspondants aux deux sens
d’ajout sont tres similaires a ceux obtenus précédemment avec le ¢ PElsc. Cela signifie que les
mécanismes d’interaction et de réorganisation moléculaires ne dépendent pas de I'architecture des
chaines de PEI. Dés lors, on suppose que l'instabilité des PECs précédant la coacervation est liée a la
différence de densité linéique de charge entre les deux polymeéres ol I'on a 2.3 charges/nm pour le ¢ PEI
et 4.8 charges/nm pour le DxS. En effet d ans le cas ou le DxS est ajouté au ¢ PEl, il est probable que les
chaines de PEl se complexent initialement de fagon imparfaite avec le DxS selon le schéma décrit sur la
Figure 3-30 (droite) ce qui conduit a la formation de PECs instables en raison des nombreuses charges
non complexées du PEIl. Le mécanisme de dismutation décrit précédemment permet alors d’abaisser
I'énergie du systeme. Une telle situation ne se produit pas avec l'ordre inverse d’ajout car comme le
DxS est beaucoup plus chargé que le PEI, il n’est pas nécessaire d’avoir un large excés de DxS pour
complexer toutes les charges du PEl ajouté (Figure 3-30). La présence du pic exothermique observé en
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ITC dans le sens DxS dans ¢ PElillustre alors que le bilan énergétique de la dismutation des complexes
est en faveur de la formation de nouvelles liaisons électrostatiques.

)
DxS dans PEI

Figure 3-30 : Schémas possibles de complexation du DxS et du ¢ PEI Z < 1 (composé titré en exces) en fonction de I'ordre

3.2.7.4 Etat d’équilibre du systeme

Afin d’évaluer I'état d’équilibre du systeme, différentes conditions de mélange ont été étudiées
lors des titrages en ITC tels que la concentration en polymére ou le délai entre deux injections
successives.

Les Figure 3-32 et Figure 3-31 mettent en évidence que la complexation dans le sens ¢ PEl dans
DxS n’est ni sensible aux variations de concentrations ni au temps d’équilibrage du systéeme ce qui
suggere que les complexes sont dans un état proche de I'équilibre. En revanche, dans le sens DxS dans
¢ PEl, il y a un effet assez significatif du délai entre les injections en particulier au niveau de la position
du pic exothermique obtenu apres Z=0.5. Ceci est en accord avec |'état métastable du systeme dans ce
domaine de composition (Figure 3-12 et Figure 3-27); le fait d'ajouter plus rapidement le DxS exacerbe
cette métastabilité. La concentration en polymeére n'a pas d'effet sur le thermogramme sauf a 100/10
mM ou I'on observe une enthalpie de complexation beaucoup plus faible et la quasi absence de pic
exothermique vers 0.65. Au vu de la capacité du systeme a se réorganiser dans ce sens d'ajout et
considérant que la coacervation est favorisée en augmentant la concentration (Figure 3-15 et Figure 3-
14), il est alors possible que la complexation et la coacervation se déroulent simultanément des les
premiéres injections de DxS dans le ¢ PEI.
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Figure 3-31 : Titrages ITC du systeme DxS/¢ PEI pour les deux sens d’ajout en fonction de la concentration en polymere. Les
concentrations 10/1 mM correspondent aux concentrations de référence (voir Figure 3-11 c).
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Figure 3-32 : Titrages ITC du systéeme DxS/¢ PEl pour les deux sens d’ajout en fonction du temps d’équilibration (s) entre chaque
injection. Les concentrations des polymeéres sont 10/1 mM et les solutions ont été préparées en tampon acétate 100 mM a pH
4.8.

Enfin, l'interaction du DxS avec une amine de faible

masse molaire correspondant au motif de répétition du PEl, H»sN NH
/2 diéthylenetriamine (DETA) (Figure 3-34) a été étudiée en = NN
ITC afin de déterminer si l'ordre d’ajout influence la H
thermodynamique de la complexation. Ces expériences ont
été effectuées a des concentrations élevées de DxS et de
DETA car la constante d’équilibre du systéme (K) est
relativement faible en raison de I'absence d’effets coopératifs de la masse molaire sur la complexation.

Figure 3-34: Formule chimique de la
diéthylenetriamine (DETA).
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Figure 3-33 : Titrages ITC du systéme DxS/DETA pour les deux sens d’ajout a des concentrations de 120/12 mM en tampon
acétate 100 mM a pH 4.8. Le tracé correspond a I'ajustement par un modeéle d’interaction a un site.

La Figure 3-33 montre que les thermogrammes ont une allure classique de sigmoide sans que I'on
puisse détecter une quelconque transition secondaire, signe que les complexes ne coacervent pas dans
ce cas. Il n'y a également pas d’influence du sens d’ajout comme lindiquent les données
thermodynamiques traitées avec un modele d'interaction a un site (Tableau 3-3). Cela signifie que I'état
hors équilibre obtenu précédemment est réellement lié a la nature macromoléculaire du PEI.
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Tableau 3-3 : Données thermodynamiques obtenues pour le systéme DxS/DETA a partir des thermogrammes de la Figure 3-
27.

DETA dans DxS DxS dans DETA
Processus : Formation des PECs
AH (ki/mol de titrant) -3.7 -5.4
AG (ki/mol de titrant) -17.7 -16.3
TAS (kJ/mol de titrant) 13.9 10.9
K (M2) 1.3x 103 7.1x 102
n 0.92 0.93

3.3 Etude du coacervat obtenu a partir du systéme DxS/ ¢ PEI

La premiére partie de ce chapitre faisait état de I’étude du systéme DxS/¢ PEl a une concentration
relativement faible, autour de 0.1% en masse, afin d’étre dans la bonne gamme de mesures de I'ITC et
de pouvoir caractériser les PECs par diffusion de rayonnement. On a pu mettre en évidence |'apparition
d’une transition liquide-liquide, ou un liquide riche en polymere coexiste avec une phase pauvre en
polymere.

Cette partie présente une étude des propriétés physiques du coacervat DxS/¢ PEIl obtenu a partir
de solutions relativement concentrées de polymeére. Tout d'abord diverses techniques de microscopie
ont été mises en ceuvre pour observer les gouttelettes de coacervat. Ensuite, des analyses rhéologiques
et DNPA ont été effectuées afin de proposer un modele structural. Enfin, la cinétique de formation du
coacervat a été étudiée, en particulier a travers des mesures en stopped-flow. D’un point de vue
expérimental, le coacervat a toujours été préparé, sauf exception, a partir de solutions de DxS et ¢ PEI
équimolaires en charge c’est-a-dire a un rapport de charge de 1. Le pH a été ajusté a 4.8 et aucun sel
n’a été ajouté.

3.3.1 Analyses microscopiques du coacervat

La microscopie optique a tout d'abord été utilisée pour mettre en évidence le phénomeéne de
coacervation. En particulier un suivi cinétique a été réalisé sur des suspensions de complexes préparées
a deux concentrations en polymere (1.3% et 4.4% en masse, concentration totale en polymeére). On peut
voir sur la Figure 3-35 en particulier a concentration élevée, que les gouttelettes de coacervat
fusionnent progressivement au cours du temps. Ce phénomene de fusion est plus rapide lorsque la
concentration en polymere augmente. Les dimensions des gouttelettes sont typiquement comprises
entre 1 et 10 um en milieu dilué et peuvent atteindre plus de 50 um en milieu concentré.[69] Dans le
cas de la solution diluée, on peut avoir I'impression que la taille des gouttelettes diminue au cours du
temps. En fait I'analyse est effectuée dans un plan situé juste au-dessus de la phase dense de coacervat
et c'est ainsi la sédimentation des petites gouttelettes de coacervat que I'on visualise au cours du temps,
juste avant qu'elles ne fusionnent avec le coacervat.
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Figure 3-35 : Suivi en microscopie optique de la cinétique de mlrissement des gouttelettes de coacervat pour le systeme DxS/é

PEl a pH 4.8 pour deux concentrations en polymere (1.3 et 4.3% en masse). Les suspensions sont analysées en fonction du

temps en conservant la méme position d'observation de I'échantillon. Les barres d'échelle correspondent a 50 um (haut) et 20
m (bas).

La microscopie confocale de fluorescence a également été mise en ceuvre a partir d'un coacervat
marqué a la rhodamine. Dans ce but, le ¢ PEl a été modifié a hauteur de 0.2% des groupements amine
par un ester de N-hydroxysuccinimide de rhodamine. Dans ces conditions I'intensité en fluorescence
est trop élevée et le ¢ PEl;sk-Rhodamine a alors été mélangé a du ¢ PEl,sx non marqué afin d'avoir une
concentration finale de 0.01 % en groupements amine marqués. L'étude du mUrissement du coacervat
est réalisée a une concentration finale de 4.3% en masse de polymeére en se plagant a la stoechiométrie
en charges. Le coacervat est formé puis 50 pL sont immédiatement placés dans un puit de microplaque.
Un suivi est réalisé sous excitation laser, pendant 9 jours. L’échantillon est protégé de I'évaporation et
scanné en conservant la méme position d’observation durant cette période.

U‘,
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Figure 3-36: Suivi cinétique en microscopie optique (haut) et confocale de fluorescence (bas) du coacervat préparé a une
concentration totale en polymeére de 4.3% en masse a Z[+]/[-]=1. Le PEl a été préalablement marqué avec de la rhodamine-NHS,
puis dilué avec une solution de PEI non marqué (dilution au 208™¢) La quantité de rhodamine présente dans I'échantillon observé
se situe autour de 1ppm. La barre d’échelle est de 50 um.

On peut voir sur la Figure 3-36 la présence de gouttelettes de taille assez importante (~50 um)
dés le début de la coacervation. Apres quelques minutes, on note I'apparition de trés nombreuses
gouttelettes de plus petite taille (~ 25 um) qui ont décanté dans le puit d’observation et qui vont peu a
peu fusionner avec les plus grandes; ce processus dure environ 48 heures. On note ensuite une
diminution progressive de la taille des grosses gouttelettes jusqu’a leur disparition quasi-totale au bout
de 4 jours. A ce stade le coacervat se présente sous la forme d’un gel homogéne contenant encore
guelques gouttelettes de petite taille. On peut aussi remarquer au cours du processus de coacervation

133



CHAPITRE 3

gue ce sont les gouttelettes de petite taille qui semblent fusionner le plus facilement avec les plus
grosses comme dans le cas du murissement d’Ostwald. Le suivi cinétique a également permis
d’effectuer des reconstructions tridimensionnelles de la phase coacervat. La Figure 3-40 illustre
I’évolution d’une section du coacervat a proximité du fond du puit suivant deux directions d’observation
(haut et bas). Cette expérience confirme la réorganisation extrémement lente d’un systeme constitué
de gouttelettes trés polydisperses en taille vers une phase homogene de type gel.

Confocal microscopy ABOVE
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Figure 3-37 : Observation en microscopie confocale de fluorescence du coacervat préparé a une concentration totale en
polymere de 4.3% en masse a Z[+]/[-]=1. Une reconstruction tridimensionnelle d’une section du coacervat est effectuée et
observée avec un grossissement x 40 (immersion eau) suivant deux directions comme indiqué sur le schéma a droite.

Pour comparaison nous avons également effectué un suivi cinétique de la coacervation du
systeme PAA/PDADMAC par microscopie optique. Comme la dynamique de ce systéme est beaucoup
plus rapide, il a été nécessaire d’effectuer un enregistrement vidéo. L'échantillon de coacervat a été
déposé immédiatement apres sa préparation dans un puit constitué par deux lamelles de verre et un
espaceur. Les images extraites de cette vidéo sont présentées sur la Figure 3-38. On peut noter qu’une
goutte de coacervat d’environ 10 um en taille fusionne avec la phase continue en moins d'une seconde
ce qui souligne que la dynamique de ce systeme est tres différente du systéeme ¢ PEI / DxS.

Coacervate PDADMAC/PAA,«
»\. (‘ (; /
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Figure 3-38 : Clichés extraits d’une vidéo de la cinétique de formation d'un coacervat a base de PAA,«/PDADMACeok.
Le coacervat a été réalisé a partir de solutions équimolaires de polymere (148 mM) ajustées a pH 10. L'échelle est de 10 um.

Les gouttelettes de coacervat ont été également analysées par AFM dans I'air (Figure 3-39) ou
I'on peut voir gu’elles sont parfaitement homogénes et qu’aucune sous-structure ne peut étre
décelée.[194] La couronne de petits agrégats de forme géométrique entourant les coacervats
correspond probablement a des cristaux de sel formés lors du séchage. Le coacervat étant réalisé dans
I'eau, ces sels peuvent provenir des contre ions libérés lors de la complexation de la solution de HCI
utilisée pour ajuster le pH a 4.8. Par ailleurs, d’apres les analyses thermogravimétriques réalisées sur le
coacervat centrifugé (Figure Annexe 13) la phase coacervat a une teneur massique de 55% en polymére
contre 20-30% pour la plupart des coacervats décrits dans la littérature [87]; cela peut aussi justifier une
concentration élevée en contre ions dans le milieu.
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Figure 3-39: Images topographiques (haut) et de phase (bas) en AFM du coacervat de ¢ PEI/DxS,
préparé a Z=1 a pH 4.8 a partir de solutions de polymére a une concentration de 10 mM (~0.1% en masse). La suspension de
coacervat est diluée a 1 ppm avant dépot sur mica.

Afin d’étudier le comportement du systéme a petite échelle en s’affranchissant des effets de
séchage, une analyse par cryo-microscopie électronique a balayage a été effectuée sur une suspension
de coacervat préparée a une concentration totale en polymére de 1.3% en masse. (Figure 3-40).
L"échantillon est préparé 5 heures avant cryofracture afin de stabiliser le systeme. On distingue sur les
images de cryo-microscopie la présence de microparticules sphériques de coacervat de I'ordre du
micrometre qui coexistent avec des petites particules de I'ordre de la centaine de nanometres qui
pourraient éventuellement correspondre a des PECs. On peut noter que la structure des gouttelettes
de coacervat est homogéne, aucune sous structure ne peut étre pergue comme dans le cas de I'analyse
AFM. Le fond des images parait également assez homogene et pourrait correspondre a la phase dense
de coacervat.
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Figure 3-40 : Analyse en cryo-microscopie électronique a balayage du coacervat DxS/¢PE| préparé a pH 4.8 a une concentration
totale en polymére de 1.3% en masse.
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3.3.1 Rhéologie de la phase coacervat

Classiquement, les coacervats sont caractérisées par une signature rhéologique singuliére se
démarquant de la rhéologie des solutions meres de polymeére. Ici, un coacervat préparé a la
stcechiométrie a pH 4.8 a partir de volumes équivalents de solutions équimolaires de polymeére (20 g/L
pour le ¢ PElysk et 66 g/L pour le DxSaok) a été utilisé pour les analyses rhéologiques. Le coacervat a été
préparé par ajout de la solution de ¢ PEIl dans la solution de DxS, la concentration finale est de 43 g/L. La
suspension a été décantée pendant cing jours afin d’avoir une phase homogene dans un état proche de
I’équilibre et une centrifugation a encore été effectuée pour obtenir une décantation totale. Le
coacervat que I'on récupere se présente sous la forme d’un ‘caramel’ relativement dur (Figure 3-41 a).
La coloration jaune-marron est vraisemblablement due a un phénomeéne d’oxydation des amines du
PEl. Une teneur en eau de 43.5% en masse a été déterminée par TGA (Figure Annexe 13) ce qui est
relativement faible pour un coacervat, les teneurs en eau indiquées dans la littérature étant
typiqguement comprises entre 70% et 80% en masse.[74,195,196] Alors que les solutions de polymere
utilisées pour préparer le coacervat présentent un comportement de liquide newtonien avec une
viscosité de 'ordre du mPa.s [87], le coacervat obtenu montre quant a lui une viscosité de I'ordre de
10* 3 10° Pa.s en fonction du taux de cisaillement (Figure 3-41 b). Cette valeur est trés élevée par rapport
aux viscosités relevées dans la littérature pour différents coacervats qui sont souvent de l'ordre de la
dizaine de Pa.s ou moins.[195,197,87,198] Ce résultat est en accord avec la teneur en eau relativement
faible et conforte I'idée que les polyélectrolytes sont en tres forte interaction. Il est supposé que c’est
la densité élevée de charges du DxS qui est a Iorigine de cette forte cohésion au sein du coacervat.
L’analyse en fréquence du coacervat a également été effectuée (Figure 3-41 c). Aux faibles fréquences,
le module de conservation (G’) qui caractérise le comportement élastique est inférieur au module de
perte (G”) qui caractérise le comportement visqueux. Cela est une réponse typique d'un fluide
viscoélastique, avec une forte contribution visqueuse et une dispersion significative des temps de
relaxation de ['échantillon. Les coacervats décrits dans la littérature soulignent cette méme
caractéristique de fluide viscoélastique.[199] Aucune intersection des deux composantes n’est observée
aux hautes fréquences, le domaine caoutchouteux n’étant pas atteint. L'expérience de fluage,
consistant en I'observation de la réponse en déformation a 'application d’une contrainte maintenue
constante permet d’accéder au taux de cisaillement y=2.38 10°s? (sur la partie linéaire du fluage)
(Figure 3-41 d). Considérant la cohésion trés élevée du matériau, il n"est pas possible de faire un profil
d’écoulement. Le temps de stabilisation est par ailleurs tres important, et le matériau tend a se fracturer
et glisser sous forte déformation. Toutes ces caractéristiques attestent de la présence dans le coacervat
d’une polydispersité a I'échelle microscopique malgré une cohésion macroscopique. A I'échelle
macroscopique, il est difficile de conclure sur I'arrangement intrinseque du coacervat.
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Figure 3-41 : Caractérisation rhéologique du coacervat obtenu a partir du DxS et du PEl a pH 4.8 pour une concentration
totale en polymeére de 43 g/L et a un rapport molaire de charges de 1. (a) Phase coacervat obtenue aprés 5 jours d’équilibrage
(b) Viscosité du coacervat en fonction du taux de cisaillement (c) Variation de G’ et G” en fonction de la fréquence
d’oscillation a une contrainte fixe de 500 Pa (d) Expérience de fluage, présentant la déformation de I"échantillon en fonction
du temps a une contrainte fixe de 500 Pa.

3.3.2 Analyse par DNPA des solutions initiales de DxS et € PEI

Le DxSyok et le € PEl,s ont été caractérisés par DNPA dans D,0 ajusté a pD=4.8 dans une large
gamme de concentrations afin de détecter la concentration critique de recouvrement qui marque la
transition entre le régime dilué et le régime semi dilué. On voit tres clairement sur la Figure 3-42 le
déplacement du pic polyélectrolyte (q*) en fonction de la concentration en polymere. Comme nous
I'avons vu dans l'introduction ce pic résulte des interactions électrostatiques entre les polyions qui
imposent une distance préférentielle entre les chaines et conduisent ainsi a une structure pseudo
organisée selon un arrangement uniforme dans le régime dilué (q*~C*?) ou hexagonal ou cylindrique
dans le régime semi-dilué (q*~C?).[200] Ici, nous avons déterminé des concentrations critiques de 0.31
M et 1 M en motifs respectivement pour le DxS et le ¢ PEl. Les rayons de giration n’ont pas pu étre
déterminés expérimentalement de facon satisfaisante par la méthode de Guinier en raison de la
remontée importante d’intensité diffusée aux petits angles qui est liée a la présence d’agrégats
électrostatiques en solution. Cependant, on peut déterminer la distance caractéristique entre les
centres de masse des chaines de PE a partir de la position du pic polyélectrolyte a C* et estimer ainsi le
rayon de giration correspondant a I'aide de la relation Ry = %. On trouve Rg=3.7 nm pour le DxS et

Rg=4.7 nm pour le ¢ PEl. La valeur obtenue pour le ¢ PEl est proche de celle proposée par Zeghal et
al.[201], Rg=4.5 nm pour le méme ¢ PEI de 25K. Pour le DxS, il est possible de calculer une valeur
théorique de Rq selon la relation proposée par Fishman et al.[202] pour des dextranes de faible masse
molaire (Ry, <103 A) :M,=11.9 RZ,. On obtient un Ry de 4.1 nm, cohérent avec la version sulfatée du
dextrane utilisée, plus étirée en raison des répulsions électrostatiques.

Les courbes d’intensité diffusée de neutrons fournissent aussi des informations sur la

. N . . 2T 2m
conformation des chaines. En effet dans le domaine des grands g compris entre = et—ol a est la
g
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longueur d’'un monomeére, on peut exprimer 'intensité diffusée suivant la relation 1~g™® olu Ds est la
dimension fractale. Ds reflete la structure locale non perturbée des chaines et correspond ainsi aux
corrélations intra-blobs.[203] Les valeurs typiques de Ds sont de 1 pour des chaines en baton, 2 pour
des pelotes statistiques en solvant © et de 4 pour des structures globulaires. Pour le ¢ PEl, D= 2 donc le
polymere adopterait a cette échelle une conformation de pelote en solvant © ce qui est en accord avec
sa structure branchée. Pour le DxS, la valeur de 1.8 indique que le polymére se comporte comme une
pelote possédant une conformation intermédiaire entre les conditions © (D= 2) et les conditions de

bon solvant (szg).
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Figure 3-42 : (a) Intensité diffusée cohérente normalisée par la concentration en polymere (I (cm)/c) en fonction du vecteur
de diffusion pour le DxSyox et le ¢ PElosk dans du D0 a pD=4.8 a différentes concentrations. (b) Position du pic polyélectrolyte
(g*) en fonction de la concentration en motifs de polymeére.

Enfin, il est possible d’estimer le contraste de nos deux PEs en solution dans D,O pour
comprendre quel PE sera préférentiellement ‘vu’ en DNPA lors de |'observation du coacervat. Le
contraste en diffusion de neutrons ((Ap)?) est défini par le carré de la différence entre les valeurs des
densités de diffusion entre PE et solvant (voir Diffusion des neutrons aux petits angles). Sachant que
berr= 0.214 x 10° A, bp,s ~1.4 x 10°® AZ et que pour le solvant D;0, besso,0/sm,0 =6.33 x 10° AZ le
contraste sera bien meilleur pour le PEI dans le D,0 (3.74 x 10" A?) que pour le DxS dans ce méme
solvant (2.43 x 10™ A?). Lorsque I'on analysera nos échantillons sous flux de neutrons, ce sera donc la
signature du PEI qui sera observée de maniere dominante.

3.3.3 Analyse par DNPA du coacervat

L'utilisation de la diffusion des neutrons aux petits angles permet I'étude en solvant deutéré de
I'agencement des chaines de polymére au sein du coacervat.[204,95,205] Le coacervat précédemment
décrit pour les analyses rhéologiques a été préparé en solvant deutéré (D,O + DCl) et analysé en DNPA
(Figure 3-42). Il présente un pic polyélectrolyte clairement visible situé a un vecteur de diffusion de 0.13
A" ce qui correspond a une distance de corrélation de 48.4 A. Sachant que le coacervat contient 43.5%
d’eau, on détermine que les concentrations respectives en DxS et en ¢ PEl dans le coacervat sont de
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43.74% et 12.75% (0.9 M et 2.9 M respectivement, en motif monomere). A de telles concentrations, les
deux polymeres sont en régime semi-dilué d’apres I'analyse effectuée précédemment. Les solutions de
¢ PEl et de DxS ont alors été préparées en solvant deutéré a ces concentrations et analysées en DNPA
(Figure 3-43). Le ¢ PEl présente un pic polyélectrolyte nettement visible & 0.09 A™'. Quant au DxS, le pic
polyélectrolyte est plus difficile a détecter et on suppose qu’il correspond a la petite bosse visible a 0.27
A1l est probable qu’a cette concentration trés élevée en polymeére on assiste a un écrantage partiel
des charges en raison de la forte concentration en contre-ions d’ou la disparition progressive du pic
polyélectrolyte. On détermine alors que la longueur de corrélation du coacervat (£=48.4 A) est
intermédiaire entre celles du ¢ PEIl et du DxS obtenues a partir de la distances caractéristiques a g*
(£=69.7 A pour le ¢ PEl et £=23.3 A pour le DxS). En d’autres termes si I'on considére que les solutions
semi-diluées de PE dans le coacervat forment un réseau, cela suggére que la coacervation tend a
contracter le réseau de ¢ PEl et distend celui du DxS. La présence du pic polyélectrolyte dans le coacervat
demeure toutefois inattendue dans la mesure ou I'on pouvait s'attendre a ce que les interactions
électrostatiques soient fortement écrantées en présence des deux polyélectrolytes de charge opposée.
Ce résultat est néanmoins en accord avec le pic du PDADMAC observé dans la phase coacervat dans le
systéme PAA/PDADMAC.[88] La remontée en g™ observée aux plus petits angles sur la courbe du
coacervat pourrait étre la signature d’une sous-structure préservée au sein du coacervat telles que des
gouttelettes qui n"auraient pas totalement coalescé méme 5 jours apreés la préparation de I'échantillon.
Cette hypothese est confortée par I'analyse en microscopie optique qui a permis de mettre en évidence
la présence de gouttelettes de coacervat 4 jours suivant la préparation (Figure 3-37) et par I'analyse
rhéologique qui suggere une polydispersité a une échelle micronique (Figure 3-41).

1 o. ® Coacervate 56.5%/w | DXS,0x ¢ PEly5¢
o ~q-4 e (¢PEI12.75%/w
. '.. e DxS43.74%/w - S
Dxb 43.7%w? \/\

Coacervation

q(A™)

Apres complexation, on observe des contractions et
distensions locales du réseau

12,7% cc *12,7% *CC
$poer > $bper (pper < Aqpper)

43,7% cc *43,7% *CC

DxS < ";DxS QDxS > Apxs

Figure 3-43 : Intensité diffusée cohérente normalisée par la concentration en polymere (I(cm™)/c) en fonction du vecteur de
diffusion pour un coacervat DxS/¢ PEl a 56.5% en masse en polymeére et des solutions de DxS et de ¢ PEI aux mémes
concentrations que celles trouvées dans le coacervat en supposant une stcechiométrie de charge.

3.3.4 Cinétique de la coacervation

La technique de stopped-flow précédemment décrite a été utilisée pour le suivi de la
complexation du systéeme DxS,ox/ ¢ PElosk. La complexation a été étudiée a différents rapports de charge
Z[+]/[-] compris entre 0.5 et 2 a pH 4.8 dans I'eau ou en tampon acétate 0.1 M afin de varier la force
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ionique du milieu. La concentration a été fixée a 1.01 mM en charges pour le DxS et 1.35 mM en ¢ PEI.
Les résultats obtenus en SF avec une détection en diffusion de lumiére a 90° mettent en évidence que
I'intensité diffusée est quasiment constante pour tous les rapports de charge étudiés sauf pour Z[+]/[-]
=1 ou I'on observe un comportement atypique caractérisé par une variation tres rapide et intense de
I'intensité diffusée qui suit un comportement en cloche (Figure 3-44). Ce phénomene tres particulier
observé uniquement a I'équivalence a été récemment décrit par Liu et al [87] dans le cadre de la
coacervation du PAA avec le PDADMAC a pH 10. Il correspondrait a la formation massive de gouttelettes
de coacervat résultant de la condensation totale des complexes a I'équivalence. La forme de la courbe
ne laisse aucun doute sur le fait qu’il s’agisse bien d’un phénomene de coacervation et non de
précipitation a savoir que le phénomeéne est rapide alors que dans le cas de la précipitation la diminution
de l'intensité diffusée est beaucoup plus lente car liée a la sédimentation des particules de précipité
ainsi que I'on a pu l'observer avec la complexation du PSS et du PDADMAC.[144] C'est d’ailleurs une
méthode tres précise qui permet de déceler I'apparition de la coacervation en dehors de la de
stcechiométrie de charge dans d’autres systemes PEs alors que I'on ne les observe pas encore en
microscopie optique. Le maximum de la courbe est obtenu a 50.4 s et 10.5 s pour des forces ioniques
respectives de 2 mM et 55 mM ce qui illustre que la présence du sel facilite la réorganisation du systeme
vers la coacervation grace a un affaiblissement des interactions électrostatiques comme cela a déja pu
étre observé.[186] La présence d’un épaulement aprés 100s pourrait étre liée a la polydispersité élevée
du systéeme comme les expériences en rhéologie I'ont montré. Il peut aussi étre d( a la génération de
microbulles avec le temps dans le SF. Par rapport au systeme PAA/PDADMAC ou le maximum de la
courbe est obtenu en moins d'une seconde,[87] il est important de noter que la cinétique de
coacervation est ici beaucoup plus lente ce qui met en évidence que les gouttelettes de coacervat
contiennent davantage de polymeére en raison des fortes interactions développées par les deux PEs. Il y
a ainsi une bonne corrélation entre la cinétique de formation des gouttelettes aux temps courts
(stopped-flow) et leur réorganisation en une phase homogéne (microscopie optique).

L’absence de variations d’intensité diffusée a tous les autres rapports de charge ou presque
signifie que l'on a essentiellement des structures de type PECs en présence dont la cinétique de
formation est relativement rapide et donc probablement masquée par le temps mort de I'instrument
de stopped-flow qui est de 'ordre de 4 ms. Dans le cas du systeme PAA,/PDADMACsoc ON a pu voir
précédemment d’autres types de relaxation qui ont pu étre détectées aux temps courts pour des
rapports de charge différents de 1 car a nouveau il s’agit d’un systeme caractérisé par une dynamique
beaucoup plus rapide.
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Figure 3-44 : Analyse en stopped-flow du systéeme DxS/¢ PEl avec une détection en diffusion de la lumiére a 90° pour différents
rapports de charge Z[+]/[-] a pH 4.8 dans I'eau et dans un tampon acétate 0.1 M. Les solutions de DxS et ¢ PEl sont équimolaires
(1 mM). Lintensité du rayonnement a 90° est normalisée par la concentration totale en polymeére pour chaque rapport de
charge.
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3.4 Conclusion

Le systeme DxS/¢ PEl est capable de former une phase coacervat dense a pH 4.8 contenant plus de 50% en
masse de polymeére ce qui est inhabituel par rapport aux coacervats décrits dans la littérature. Ceci met en
évidence une cohésion importante entre les PEs qui se manifeste par une exothermicité importante au
niveau de |'étape de complexation contrairement a la plupart des coacervats pour lesquels I'enthalpie de
complexation est positive. L'origine de I'exothermicité n’a pas pu étre déterminée avec certitude mais il est
probable que les densités de charge particulierement élevées du DxS ({u = 3.4) et du ¢ PEIl ({u = 2.0) soient
responsables de I'obtention d’un tel coacervat que I'on pourrait qualifier de 'fort' comme I'indique du reste
les constantes d’association globales (Kgoba) de I'ordre de 10°-10° ML.. En conséquence, la cinétique de
coacervation est lente tant au niveau de la formation des gouttelettes de coacervat que de leur
réorganisation en une phase homogéne. Au niveau des propriétés rhéologiques, la viscosité du coacervat
est élevée, de I'ordre de 10% & 10° Pa.s en fonction du taux de cisaillement.

En raison des fortes interactions entre les PEs, le systeme n'atteint pas spontanément I'équilibre
thermodynamique. Ainsi, les propriétés des PECs, c’est-a-dire les précurseurs du coacervat, dépendent des
conditions initiales de mélange, en particulier en milieu dilué. Lorsque la complexation est effectuée par
titrage c’est-a-dire par addition lente du titrant, il a été observé par ITC, diffusion de la lumiére, potentiel
zéta, spectroscopie visible et AFM que le sens d’ajout influencait les propriétés des PECs. Dans le cas ou le ¢
PEl est ajouté au DxS les complexes obtenus avant I'équivalence forment des particules de PECs chargées
négativement qui sont stables jusqu’a la coacervation obtenue vers Z=1. Dans le cas ou le DxS est ajouté au
¢ PEl les complexes qui sont alors chargés positivement sont instables et commencent a coacerver vers Z=[-
]/[+]=0.65. L'origine de cette instabilité a été attribuée a la différence de densité de charges entre les PEs
qui conduit a la formation de complexes enrichis en ¢ PEl avant qu'ils ne se réorganisent suivant un
mécanisme de dismutation donnant lieu a une coacervation prématurée.
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‘Ce n’est pas la destination qui compte mais bien le chemin’
Proverbe chinois
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CHAPITRE 4

Vers une généralisation de la démarche. Etude de quatre
systemes de polyélectrolytes.

4.1 Introduction

Dans les chapitres précédents 'accent a été porté sur deux systemes particuliers le PSSNa/¢ PEI
et le DxS/¢ PEI qui précipite et coacerve respectivement a la stcechiométrie de charge, dont I'étude
approfondie a permis de mettre en évidence la complexité de leur assemblage en solution. L'état hors
équilibre associé au systeme fort PSS/PEI montre clairement qu’il existe une forte dépendance a la fois
aux parametres physico-chimiques (nature des groupements, longueur de la chaine polymere,
concentration, densité de charge, force ionique...) et aux chemins de formulation temps de mélange,
ordre d’ajout, concentration...). Il a également été montré sur le systéme DxS/PEI qu’au-dela des seules
interactions électrostatiques des forces secondaires comme les liaisons hydrogéne et/ou les
interactions hydrophobes pouvaient participer a la complexation. Il apparait donc relativement difficile
voire illusoire de prédire le comportement de tels systémes macromoléculaires sur ses seules
caractéristiques intrinseques (nature, densité de charge, masse molaire) sans passer par une étude
approfondie, longue, fastidieuse, et couteuse en temps comme en moyens. On entrevoit donc la
nécessité de développer une méthodologie afin de classer et de quantifier de maniere représentative
le(s) comportement(s) du systeme investigué.

Ce chapitre se propose a l'aide d’expériences préliminaires d’établir une premiére ébauche de
protocole pour I'étude systématique des systémes de PEs de charge opposée et de pouvoir ainsi peut-
étre répondre a la question : est-il possible de comparer des systémes macromoléculaires
potentiellement hors équilibre ?

Afin d’apporter des éléments de réponse, le choix a été fait d'une étude de quatre systemes
d'intensité de complexation variable a partir de quatre PEs modéles commercialement disponibles et
communément utilisés par la communauté scientifique pour des recherches fondamentales et des
applications industrielles. Le polyéthyléeneimine linéaire (¢ PEI) et le chlorure de
polydiallyldiméthylammonium (PDADMAC) sont choisis comme polycations et le polystyrene sulfonate
de sodium (PSSNa) et I'acide polyacrylique (PAA) comme polyanions. Les ¢ PEl et PAA sont des PEs faibles,
les PDADMAC et PSSNa appartiennent a la classe des PEs forts. Les combinaisons étudiées (Figure 4-1)
permettront I'étude de systemes a intensité d'interaction variable.

¢ PEI
PSSNa PAA  (-) PDADMAC (#)| eaa ¢ PEI

Os_OH H

x| Gl A
AN n PSSNa PDADMAC
n n
- - (-) (+)
« Fort » « Faible » « Fort » « Faible »

Figure 4-1: (gauche) Structure des PEs utilisés: le polystyrene sulfonate de sodium (PSSNa, polyanion fort hydrophobe) ; le
polyacide acrylique (PAA, polyanion faible hydrophile) ; le polyéthyleneimine linéaire (¢ PEI, polycation faible hydrophile) et le
chlorure de polydiallyldiméthylammonium (PDADMAC, polycation -légerement hydrophobe- fort). (droite) combinaisons des
PEs étudiées.
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Il est fait I'nypothese que c'est I'intensité de l'interaction a travers la constante d’association K
qui dicte le type de morphologie obtenue : une faible valeur donnera lieu a la formation d’un coacervat
alors qu’une constante K élevée générera plutdt un précipité a la stcechiométrie. Une étude
calorimétrique (ITC) permettra de confirmer cette hypothése en déterminant la constante d'association
K pour les différents systemes de PEs.

Les domaines d'applications des complexes sous forme de coacervat et/ou de complexes
colloidaux issus de ces PEs sont multiples et diversifiés. On les retrouve ainsi comme matériaux
[213,217,218] et revétement de surface [221,58, 161,216,214] au travers en particulier de la technique
de déposition multicouches (layer-by-layer) popularisée par Decher [49], comme base de capsules de
substances actives [166,215] et plus récemment comme cellules artificielles. [208,209] Chaque systeme
bénéficie d’autre part d'études approfondies et exhaustives; PAA/PEI [212,160], PAA/PDADMAC
[211,193,109], PSS/PDADMAC [212] qui ont servi de guide a I'élaboration de ce chapitre.

Dans le chapitre 2, I'étude des complexes PSS/PEl a montré la grande sensibilité aux parametres
de mélange d’un systéme a forte interaction. A la stcechiométrie de charge, la complexation génére des
agrégats macroscopiques issus de la séparation de phase liquide-solide du systeme. En dehors de la
stoechiométrie, les PECs formés sont chargés et stables dans le temps. Les systemes dits faibles, forment
guant a eux autour de la stoechiométrie une phase dite coacervat enrichie en PEs, en équilibre avec une
phase appauvrie en polymere au travers d’une séparation de phase liquide-liquide; et donc bien moins
sensibles aux chemins de formulation que leurs homologues forts.

Afin de réaliser une étude synoptique, la complexation de chacun des systémes est étudiée et
comparée sur 5 aspects clefs et discriminants :

e les morphologies générées (taille, polydispersité, charge de surface, stabilité...)

e lathermodynamique d’association (constante d’association K, enthalpie de mélange AH,
entropie AS et énergie libre du systeme AG)

e lacinétique aux temps courts (signature caractéristique des objets formés)

e laprésence éventuelle de forces secondaires (détermination de la transition de dessalage
et de la force ionique lgesaiting €t la concentration en sel Cyaci associés)

e ['état d’hydratation des PEs (mesure de I'enthalpie de mélange a dilution infinie
AHpydration)

Il est donc nécessaire de définir au préalable des conditions optimales pour les quatre systéemes
choisis permettant une utilisation optimale des diverses techniques de caractérisation. Les études sont
réalisées avec une concentration relativement faible en PEs, de 1 a 15 mM en charge, ce qui correspond
a une organisation homogene et au régime dilué pour tous les PEs a I'exception du PDADMAC (voir
mesures de DNPA chapitre 3 et ci-dessous).

4.2 Polyélectrolytes

Les caractéristiques générales des PEs utilisés dans ce chapitre sont présentées dans le Tableau 4-1. Les
principales propriétés du PDADMAC et du PAA sont présentées ci-dessous. Concernant le PEl et le PSS,
on pourra se référer au chapitre 2.

Tableau 4-1 : Caractéristiques des PEs.

. . . Mmotif Mw
Dénomination Classe (a/mol) (a/mol) DP
PDADMACeox [+] fort 162 44200 273
¢ PElk [+] faible 43 2 000 46
PSSNaa sk [-] fort 206 4300 21
PAAk [-] faible 72 2 560 36
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4.2.1.1 Chlorure de polydiallyldiméthlyammonium
Généralités

Le PDADMAC ou chlorure de polydiallyldiméthyammonium
(CsH16Cl)n, (Figure 4-2). Ce polycation est dit ‘fort” car il possede une amine Cl
quaternaire, et une densité de charge élevée. De plus, il est soluble dans
I'eau ce qui lui permet une complexation forte avec les espéces de charge

opposée en solution.[213] + n
Par conséquent, ce PE est tres utilisé comme agent de floculation des ,N\
particules cationiques colloidales dans le traitement des polluants des eaux HsC  CHs

usées.[214] Il est également pour les mémes raisons employé dans la Figure 4-2: Structure du
purification de I'eau par coagulation avec les algues, argiles ou encore des PDADMAC.

bactéries. On le retrouve dans le domaine des biomatériaux comme analogue de cartilage
(saloplastique).[215] Il est également utilisé comme revétement des capillaires d’électrophorese par
application de la technique de layer-by- layer.[216] Dubin et al. montrent qu’il est possible de I'associer
a des protéines telles que la BSA pour former spontanément des phases coacervats qui permettront la
micro-encapsulation de substances actives.[194,217] Enfin dans I'industrie du papier, il aide a la fixation
de la broie (résine) issue de la transformation des arbres, augmente la capacité de rétention et la
déshydratation pendant le processus de fabrication et améliore I'efficacité des charges cationiques
ajoutées a la pate de papier.[218-220,5]

Domaines de concentration par DNPA

Le PDADMACeok a été caractérisé par DNPA en solution dans D,O sans ajustement de pH dans une
large gamme de concentrations afin de détecter les transitions entre les différents régimes de
concentration. On voit sur la Figure 4-3 a gauche le déplacement du pic polyélectrolytique (g*) en
fonction de la concentration en polymere (le bruit de fond a été soustrait pour superposer a grand ¢
toutes les courbes, et ce quelle que soit la concentration en PDADMAC).[221] On observe également
que l'intensité diffusé normalisée I(q)/c diminue a petit g lorsque la concentration en PE augmente. On
peut le voir comme 'augmentation progressive du nombre de contre-ions libres en solution (Ciibre ™ feff X
c) responsables en grande partie de la compressibilité osmotique de la solution.[221] Comme nous
I’avons vu dans l'introduction et le chapitre 2, ce pic résulte des interactions électrostatiques entre les
polyions qui sont a l'origine d’une structure pseudo-organisée dont I'arrangement est caractérisé par
une position du pic polyélectrolyte proportionnelle a une puissance de la concentration en PE.[200] Le
déplacement du pic en fonction de ¢ présenté dans la Figure 4-3 (droite) est en bon accord avec les
résultats de Rawiso et al. sur ces lois d’échelle.[222] Le régime dilué (q*~c'?) n’est pas visible ici et le
PDADMALC se trouve en régime semi-dilué aux concentrations relativement faibles retenues pour notre
étude ; la concentration critique entre régime dilué et semi-dilué peut néanmoins étre estimée a 20
mM. A des concentrations plus fortes comme celles par exemple de la phase coacervat obtenue dans
le systeme PDADMAC/PANa [88], les chaines de PDADMAC se trouvent (vraisemblablement) entre deux
régimes : i) celui mis en avant trés récemment par I'équipe de Rawiso et qualifié de ‘nouveau régime’
ol g*~c' avec une organisation dite encombrée” de segments de chaine de taille ~ Lp" avec i) une
orientation aléatoire et ii) une organisation dite nématique de ces segments (q*~c"?) qu'il est par
ailleurs difficile a atteindre et a quantifier. [143,222]

*
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t )
Longueur de persistance

147



CHAPITRE 4
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Figure 4-3 : (gauche) Intensité diffusée cohérente normalisée par la concentration en polymeére (I (cm)/c) en fonction du
vecteur de diffusion pour des solutions de PDADMACg préparé dans le D,O sans ajustement de pH a différentes
concentrations. Les concentrations en pourcentage massiques sont indiquées sur le graphique. (droite) Position du pic
polyélectrolytique (g*) en fonction de la concentration en moles de charges par litre de solution. Les expériences a 0.24 et 25%
ont été réalisées sur le spectrometre D22 (ILL) et celles de 0.9% a 19% sur le spectrometre PACE (LLB).

4.2.1.2 Polyacide acrylique
Généralités

Le poly (1-carboxyethyléne), poly(acide acrylique) ou PAA est un
PE faible (pK,=5) issu de la polymérisation de I'acide acrylique (la masse
du motif est de 72.06 g/mol et de 94 g/mol pour la forme acrylate de
sodium PANa). Il peut étre associé a un ion métallique ou un ammonium.
Du fait de sa sensibilité aux conditions physico-chimique de la solution,
ce polyanion présente une aptitude a capter et libérer des protons en
fonction du pH du milieu. En solution, cette caractéristique lui permet n
donc d’absorber de I'eau et d’augmenter son volume en gonflant. Il Figure 4-4 : Structure du PAA.
empéche également la séparation des émulsions, et contréle la viscosité
des formulations cosmétiques. Ces propriétés sont par ailleurs utilisées dans des domaines aussi variés
que les soins a la personne (couches super absorbantes [223,7]), la pharmaceutique (systemes a
délivrance contrélée [224,55], soins de la peau [225]), les adhésifs (colles médicales [226]), I'industrie
du papier [159] ou encore les revétements de surface (peintures [227], protections d'implants [3]) et
les membranes de désalinisation.[228]

Détermination du taux de charge effectif du PAA par conductimétrie

Avec une masse molaire de 2kDa seulement, le PAA est en régime dilué aux concentrations
utilisées pour cette étude. On estime la concentration critique de ce PAAy a 0.5 mol/L. La concentration
en mole de charge effective pour ce PAAx en solution est déterminée par dosage conductimétrique
avec une solution d’acide chlorhydrique a 1 M. Le pH de la solution de PAA est préalablement fixé a 10
par ajout d’une quantité connue d’une solution de NaOH a 0.5 M. L'exces de soude et le PAA sont titrés
par ajout de HCI (Figure 4-5). Chaque portion est modélisée par une droite et I'intersection entre chaque
droite correspond au volume d’acide ‘consommé’ par le PAA. Pour le PAAy, la concentration réelle en
monomeres potentiellement chargés (sous forme de COO-) a pH=10 est ainsi de 84.2% seulement (en
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partie a cause des bouts de chaines différents et/ou de la présence d’eau fortement physisorbée dans
la poudre).

Titration of PAA,, Titration of 0.5M NaOH
45 1754 p
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4,0 Linear fit 1 o 150 o tinear i1 I
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Figure 4-5 : (gauche) Titrage conductimétrique d’une solution de PAAyc a 1g/L a pH;=10 par de I'acide chlorhydrique a 1M. (Droite)
Titrage conductimétrique de la solution de HCI utilisée par NaOH 1M.

4.2.1.3 Caractérisation par chromatographie d’exclusion stérique

Les PAAy et le PDADMAC ont été analysés par chromatographie d’exclusion stérique couplée a la
diffusion multiangle de la lumiere (SEC-MALS). La Figure 4-6 montre que les distributions des masses
molaires du PAA et du PDADMAC sont monomodales. Les valeurs de M, et M, fournies dans le Tableau
4-2 ont été obtenues en considérant I'ensemble de la distribution des masses molaires.

Tableau 4-2 : Masses molaires moyennes du PAA et du PDADMAC obtenues par SEC-MALS.

Polymeres dn/dc (mL/g) Mn(g/mol) Muw(g/mol) Polydispersité
PAA 0.1242 2560 3730 1.45
PDADMAC purifié” 0.1887 44200 70100 1.59
1E-4 6E-5
8E-5 -
. 58] PDADMAC o .| PAAx
§ 6E-5- §
2 4E-54 2
E ] E 2E-5-
2 2E-5- 2
0 —/\.\ 0
0 20 40 60 80 0 10 20 30 40 50
Time (min) Time (min)

Figure 4-6 : Caractérisation du PAA,c et du PDADMACsok par chromatographie d’exclusion stérique couplée a la détection
multiangle de la lumiére (SEC-MALS) (PAA: Tampon 0.01M NayHPO4 / 0.2 M NaNOs;, pH 9; PDADMAC : Tampon 0.3 M
CH3COOH/ 0.2 M CH3COONa). La réponse du réfractomeétre (dRI, bleu) est représentée en fonction du temps de rétention
(min).

* . .
dialysé
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4.3 Conditions expérimentales

Les concentrations des PEs sont définies pour permettre un signal optimal en ITC (voir chapitre
1). En particulier, I'utilisation du paramétre de Wiseman a permis d’estimer les concentrations pour
chaque systeme en se basant sur les valeurs des constantes d’association K des couples de PEs étudiés
de la littérature. Aux concentrations de I'étude, les polymeéres sont en régime dilué a I'exception du
PDADMAC qui est en régime semi dilué. Le pH des solutions est ajusté pour obtenir un taux d'ionisation
élevé dans le cas des PEs faibles a savoir pH 3 pour le PEl et pH 10 pour le PAA. Dans ces conditions, le
taux d’ionisation du PEl est de 0.73 (chapitre 3) et celui du PAA est 1.0.[164] Les solutions de PE sont
filtrées sur membranes de cellulose a 0.45 um (Acrodisc®) avant utilisation. Toutes les données relatives
aux solutions de PE utilisées dans ce chapitre sont décrites dans le tableau 4-3.

Tous les complexes ont été préparés par ajout lent (48 uL/min) soit par ITC soit en utilisant un
dispositif décrit dans le chapitre 2. Suite aux résultats mis en évidence dans le chapitre 3 pour le systéme
¢ PEI/DxS, les deux sens d'ajout ont été systématiquement étudiés en fonction du rapport de charge Z.
Pour les expériences de cinétique, le débit utilisé en stopped flow est fixé a 540 mL/min.

Tableau 4-3 : Conditions expérimentales utilisées pour I'étude de la complexation des quatre systemes modeéles de PEs.

Réaction complexation C initiale PE pH feharge/motif DpP

Titrant(~10c)/Titré(~c) Titrant/Titré Titrant/Titré
(mMcharge)

PDADMACeox dans PAA 2« 14/1.4 10 1/1 7.5

PAA2« dans PDADMA Ceox 14/1.4 10 1/1 0.13

¢ PElox dans PAAx 16.5/0.8 8 0.33/0.8" 0.6

PAA2k dans ¢ PEl2« 11.2/1.65 8 0.8/0.33 1.7

PDADMACeox dans PSSNaa.3« 14/1.4 10 1/1 5.9

PSSNaa.sx dans PDADMACsox 14/1.4 10 1/1 0.17

¢ PEl>x dans PSSNaa.3« 7/0.5 3 0.73/1 0.45

PSSNaa.3x dans ¢ PElx 5/0.7 3 1/0.73 2.2

4.3.1 Caractérisation des complexes

Les solutions sont préparées suivant le protocole décrit ci-dessus puis caractérisées par
différentes techniques.

Thermodynamique et morphologie

A partir des thermogrammes obtenus en ITC, une série de compositions (Z) a été sélectionnée et
reproduite dans les mémes conditions avec des quantités plus importantes de solutions afin de pouvoir
réaliser les différentes analyses physicochimiques suivantes (T+1 heure et T+24 heures) : diffusion
dynamique de la lumiére, potentiel zéta, microscopie optique et dosage potentiométrique (Figure 4-7).

Cinétique de complexation

La cinétique aux temps courts est suivie a I'aide d'un appareillage de stopped-flow sur des
solutions a la concentration c (Tableau 4-3). L'intensité diffusée du rayonnement a 90° est normalisée
par sa valeur a T=0 (lp) tout comme au chapitre 2. Les volumes de mélange des deux seringues sont
ajustés afin d’obtenir les rapports de charge Z souhaités tout en conservant un débit global de 540
mL/min et un temps mort de I"appareillage de 4 ms.

" Taux de charge du ¢ PEl déterminé au chapitre 2 ; taux de charge du PAA déterminé par Petrov et al.[189]
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Evaluation de la contribution de I'interaction électrostatique a la complexation

La présence de forces secondaires (non électrostatiques) est estimée a partir des transitions de
dessalage au sein des différents systemes. Cela consiste a augmenter la force ionique du milieu (NaCl)
jusqu'a ‘éteindre’ l'interaction électrostatique ou inversement a diminuer la force ionique d'une solution
initiale contenant une concentration initiale en sel élevée. Les techniques de visualisation seront
multiples : microscopie optique, diffusion statique de la lumiere a 90° sur des échantillons réalisés a la
main ([FAST]) ou par stopped-flow ([ULTRA FAST]).

Hydratation des polyélectrolytes

L'hydratation des PEs a été évaluée par ITC par mesures d'enthalpie a dilution infinie des PEs. De
I'eau déionisée ajustée au pH de travail est ajoutée dans une solution de polymere jusqu’a obtenir des
pics d'injection constants correspondant au signal de I'eau dans I'eau. L'aire des pics est alors sommée
et normalisée par la concentration totale en motifs polymere (chargés et non chargés). Cette enthalpie
de dilution infinie (AHq4 ) est assimilée a I'enthalpie d'hydratation (Figure 4-8 et Figure 4-17).

PA(-) in PC (+) PC(+) in PA (-)

PSSNa, 3 in PDADMAC, PDADMAC,in PSSNa, 5
1000 500+
0- %{H mﬁﬁ
= o t
E | = -5001
- ] £
= 1000 lo. =--1000+ '
= {"9 = Q%
<1-2000+ e 5 -1500+ ﬁ.
i at
-2000
-30004 +.
T T T T T -2500 T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Z[-1/1+] Z[+]/1-]
n®injection ITC  Z[J/[+] X‘D v o V°‘“m"(f“‘:‘)‘"""“" n® injection ITC 214/ {‘:ﬁ V°‘“m"(f"‘[')“"""°"
3 0.253 76 3000 3.076 3 0.253 76 3000 3.076
6 0.505 152 3000 3.152 5 0421 126 3000 3126
8 0.674 202 3000 3.202 7 0.589 177 3000 3177
10 0.842 253 3000 3.253 9 0.758 227 3000 3.227
12z 1.011 303 3000 3.303 12 1.011 303 3000 3.303
14 1.179 354 3000 3.354 14 1.179 354 3000 3.354
17 1.432 429 3000 3.429 17 1.432 429 3000 3.429
20 1.684 505 3000 3.505 21 1.768 531 3000 3.531
23 1.937 581 3000 3.581 24 2.021 606 3000 3.606
[PSS]cha,xle X [PDADMAC]C,WEe [PDADMAC]:ha,EfIO X [PSS]:ha,ga
.®
/ _:_,/_.'4 o
Préparation des échantillons par ‘mimetic’ ITC
1.5mL / 1.5mL
& Malvern ZETASIZER ZS a 173° c
2 ¥ PHOTO de la série v MICROSCOPIE
= v' RH CUMULANTS, PDI, INTENSITE v/ POTENTIOMETRIE (petite électrode)
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»
L
2 Malvern ZETASIZER ZS a 173°
<=
b v' PHOTO de la série
ot v RH CUMULANTS, PDI, INTENSITE
v/ POTENTIEL ZETA

Figure 4-7 : Méthodologie générale pour I'étude des systemes modeles de PEs, illustrée ici avec le systeme
PSSNa/PDADMAC a pH 10. (haut) Détermination des points d’'intérét a partir des thermogrammes pour le
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SolventinPA(-) ] SolventinPC (+)

o1 Experiment time : 3 hours 050 Experiments:
' 1. H,0in PAApH 10 ( Ci =1 mM)
= 7 9%°] H0pH10inPAA, 1 mM 2. H,0in PDADMAC pH 10 (Ci = 20 mM)
3 = 000 3. H,0in¢PEIpH 3 (Ci=10 mM)
E 5_025 4. H,0in PAApH 8 (Ci=1mM)
z = 5. H,0in¢PEIpH 8 (Ci=20 mM)
3 £ 050 300 s 6. H,0pH4.8in¢PEI(Ci=20 mM)
 Ci=1mM 0.75 7. H,0pH4.8in DxS (Ci =10 mM)
e T W —— oo =, o H0inPSSNapH 3 (Ci=10mM)
Time (s) Time (s)

Figure 4-8: Exemple de thermogramme pour la détermination de I'enthalpie d’hydratation des PEs, AHpydration. L€S
concentrations sont en mM de motifs (chargés + non chargés).

4.4 Morphologies des complexes

Les points choisis a partir des titrations réalisés en I'ITC sont reproduits par mélange [SLOW] a la
main et analysés. A I'image des chapitres précédents, une étude morphologique est alors conduite sur
chaque échantillon en fonction de Z dans les deux sens d’ajout afin de déterminer :

e |e pH des solutions

e Le potentiel z&ta par la mesure de la mobilité électrophorétique T (mV) qui
caractérise la charge de surface des PECs

e L’intensité DCR (kcps) a 90° qui caractérise l'intensité totale diffusée du

systeme a To + 1 heure et To+ 24 heures.
e Lerayon hydrodynamiqgue Ry (nm) a 90° des objets diffusants déterminé ici par

la méthode des cumulants (moyenne en z) a To + 1 heure et Tot+ 24 heures.

Les Figure 4-10 et Figure 4-10 présentent les résultats de cette étude pour les deux sens du
titrage, respectivement polycation (+) dans polyanion (-) et polyanion (-) dans polycation (+). Le Tableau
4-4 résume les informations générales tirées de ces figures et permettent une comparaison globale des
systemes.

Le pH est mesuré pour toutes les solutions et sa stabilité est un parametre important a vérifier
en premier lieu. En effet, toute variation au cours de la titration est le signe d’'un changement de pK,
d’un des deux PEs qui se traduit par un changement d’ionisation et donc de charges disponibles dans le
cas d’un PE dit faible. Il faudrait alors en tenir compte afin d’utiliser le rapport de charge Z effectif par
la suite pour interpréter correctement les résultats. Par exemple, le systéme PAA x ¢ PEl montre une
variation de 1.9 points de pH dans les deux sens d’ajout, suggérant un taux d’ionisation de ces deux PEs
faibles qui changent durant le titrage. Ces résultats sont en accord avec ceux de Sekar et al. qui montrent
ces méme fortes variations sur le systeme PAA x ¢ PEI.[229]

152



CHAPITRE 4

MORPHOLOGIES
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Figure 4-10 : Complexation dans le sens polycation (+) dans polyanion (-) par méthode d’ajout [SLOW] pour les quatre systémes
d’études : ¢ PE|2K/PAA2K ; ePE|2K/PSSN84,3K} PDADMACeoK/PSSN34_3K; PDADMACGOK/PAAZK. Le potentiel zéta ZP (mV) et le pH des
solutions sont présentés sur la premiere ligne. Le rayon hydrodynamique Ry (nm) déterminé par la méthode des cumulants et,
I'intensité du rayonnement représentée par le DCR (kcps) a 90° sont présentés sur les deux lignes suivantes. Les conditions de
préparation des complexes sont répertoriées dans le Tableau 4-3.
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Figure 4-10 : Complexation dans le sens polyanion (-) dans polycation (+) par méthode d’ajout [SLOW] pour les quatre systémes
d’études : PAAy/ ¢ PElak; /PSSNagsk/ ¢ PElak; PSSNagsx/ PDADMACeok ; PAA2K/PDADMACeok. Le potentiel zéta ZP (mV) et le pH
des solutions sont présentés sur la premiére ligne. Le rayon hydrodynamique Ry (nm) déterminé par la méthode des cumulants
et, I'intensité du rayonnement représentée par le DCR (kcps) a 90° sont présentés sur les deux lignes suivantes. Les conditions
de préparation des complexes sont répertoriées dans le Tableau 4-3.
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Pour le systeme PSSNa x PDADMAC composé de deux PEs forts, on note une chute importante
de 2.5 unités pH dans le sens PDADMAC dans PSSNa, tres certainement le signe d’un pH différent dans
les deux solutions de départ. Dans I'autre sens d’ajout, le pH est quasi constant, tout comme dans le
systeme PSSNa x ¢ PEl. Enfin, le pH du systeme PAA x PDADMAC varie d’1 unité dans les deux sens
d’ajout. Les valeurs de Z seront ainsi légerement sous estimées dans le sens PDADMAC dans PAA et
surestimées dans le sens PDADMAC dans PAA.

La mesure de la mobilité électrophorétique des solutions et du potentiel z&ta nous renseigne sur
la charge des objets en solution. Lors du titrage de deux PEs de charge opposée, le signe de la charge
de surface des PECs formés est donné par le PE en exces, et passe donc par un point isoélectrique
assimilable a une stcechiométrie effective plus proche de la réalité que la stcechiométrie structurale du
mélange initial. Pour le sens [+] dans [-], les deux systemes PAA x PEI et PSSNa x PDADMAC montrent
expérimentalement un passage a la neutralité plus précoce (Z=0.85 et Z=0.9) certainement consécutif
a une variation de pH importante durant la titration. Pour les autres systemes dans les deux sens d’ajout
le passage a la neutralité est proche de Z =1.

Classiqguement, les tailles des objets sont mesurées par diffusion de la lumiere dynamique a 90°
(méthode des cumulants). La mesure de I'intensité statique de la diffusion au méme angle d’observation
renseigne quant a elle sur la densité et le nombre des objets diffusants et est accompagnée de clichés
photographiques des solutions. On note sur la Figure 4-10 et la Figure 4-10 que le systéme PSSNa x
PDADMAC semble se comporter indifféremment dans les deux sens d’ajout; une taille d’objets
constante de 100 nm (de rayon) avec une intensité diffusée qui augmente quasi linéairement, ce qui
suggere la formation avec Z d’'un nombre croissant d’objets de méme nature.

Un suivi de la stabilité des PECs (taille et nombre), réalisé apres 24 heures sous agitation apporte
des informations sur I'équilibre du systeme et sur leur intégrité structurale. Loin de la stcechiométrie,
les PECs semblent relativement stables. A I'approche de la neutralité, tous les systéemes a I'exception du
PSSNa x PDADMAC subissent un changement en taille et de l'intensité de leur diffusion (Tableau 4-4).
En effet, autour de Z=1, tous les PECs opérent une transition morphologique plus ou moins rapide (voir
paragraphe sur le suivi cinétique) avec une signature bien spécifique selon I'intensité de I'interaction :
i) une augmentation de la taille des objets et (donc) de leur diffusion pour les systemes forts générant
des agrégats et ii) une diminution nette de I'intensité diffusée en solution pour les systemes a faible
interaction formant une phase coacervat (Figure 4-10).

Tableau 4-4 : Caractéristiques morphologiques des complexes pour les quatre systémes d’études dans le sens PC (+) dans PA
(-) et PA (-) dans PC(+). Les conditions de préparation des complexes sont répertoriées dans le Tableau 4-3.

PC(+) in PA(-) PAA x ¢ PEI PSSNa x ¢ PEI PSSNa x PDADMAC PAA x PDADMAC
Z a la neutralité des
PECS (2P) 0.85 1.04 0.90 1.05
ApH  (max/min du 1.9 02 25 1
titrage)
Ru(nm)
7#1 ~200-600 nm Stable~100 nm Stable~100 nm Stable~200 nm
z~1 Ru>>1 um Ru>>1 um 100 nm ~ 800-1000 nm
DCR (kcps)
7#1 Constant T quasilinéaire T linéaire avant Z~1 T quasi linéaire
z~1 Chute puis Pic Légere chute - Chute
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PA(-) in PC(+) PAA x ¢ PEI PSSNa x ¢ PEI PSSNa x PDADMAC PAA x PDADMAC
Z a la neutralité des
PECs (2P) 1.03 0.96 1.01 1.1
ApH (max/min du +1.9 +0.2 +0.2 +1
titrage)
Ru(nm)
7%1 ~100-300 nm Stable~100 nm Stable~100 nm Stable~100 nm
Z~1 Ru>>1 um Ri>>1 um ~100 nm ~400 nm
DCR (kcps)
7#1 Constant Tavant et 4 aprés T quasi linéaire T avant 4 diminution
~1 apres 2~1
Z~1 Léger Pic Léger Pic 100 nm ~800-100 nm

La morphologie a la stoechiométrie en charge est attestée par microscopie optique. Elle permet
d’apporter les premieres informations sur la morphologie du systéme autour du point de neutralité. Ces
clichés représentatifs des morphologies observées a proximité de Z=1 sont présentés en Figure 4-11.
On note que pour les systemes PSSNa/PEI, PAA/PDADMAC, PSSNa/PDADMAC, les objets observés dans
les deux sens du titrage semblent présenter des morphologies équivalentes. Dans la littérature, les
solutions de coacervat (séparation liquide-liquide) sont décrites comme contenant des objets
globulaires micrométriques possédant une tension interfaciale liquide-liquide (avec la phase appauvrie
en polymere) trés faible (<1 mN/m) ; la formation d’agrégats (précipités) issus cette fois-ci d’une
séparation liquide-solide est attestée par la présence d’objets microniques irréguliers et sensiblement
plus denses (contraste optique). Dans les cas des systémes PSSNa x PDADMAC et PSSNa x ¢ PEI, des
floculats macroscopiques sont méme visibles a I'ceil nu (Figure Annexe 17 et Figure Annexe 16). Par
ailleurs, dans le cas du systeme PAA x ¢ PEI, (constitué de deux PEs faibles et sujets aux variations de pH
lors du titrage) on observe de maniéere tres intéressante deux types de morphologies : i) des agrégats
dans le sens PAA dans ¢ PEl signe d’une transition liquide-solide ii) des objets clairement globulaires dans
le sens ¢ PEl dans PAA plus en ligne avec une coacervation.

PAA, X ¢ PEL, PSSNa, 5 X ¢ PEly,

PAA, X PDADMAC,o¢

PSSNa, 5 Xx PDADMAC,o«

PC(+) in PA (-)

£
@)
a
=
=
g

Figure 4-11 : Visualisation par microscopie optique des complexes préparés a la stoechiométrie de charge par une méthode
d’ajout [SLOW] dans les deux sens d’ajout pour les quatre systémes étudiés : ¢ PElx/PAAx; ¢ PElx/PSSNassk;
PDADMACeok/PSSNaa 3¢ ; PDADMACs0k/PAAL. Les conditions de préparation des complexes sont mentionnées dans le Tableau
4-3. La barre d’échelle est de 10 um.
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Tableau 4-5 : Morphologies observées par microscopie optique dans la Figure 4-11.

PAA x ¢ PEI PSSNa x ¢ PEI PAA x PDADMAC PSSNa x PDADMAC
PC(+) in PA(-) Agrégats Agrégats Coacervats Agrégats
PA(-) in PC(+) Coacervats Agrégats Coacervats Agrégats

4.5 Cinétique de la complexation aux temps courts

La cinétique du processus de complexation est suivie par ajout ultra rapide dans un mélangeur a
flux stoppé couplé a un détecteur de diffusion de la lumiéere. Dans les chapitres 2 et 3 qui s’intéressaient
de maniere approfondie a deux systemes d’intensité d’interaction différente, I’étude cinétique a mis en
évidence deux types de signatures distinctes:

e des courbes en cloche a la stoechiométrie pour les systéemes a interaction faible, qui
coacervent (DxS/¢ PEl).

e descourbes ‘plates’ atteignant un plateau a I’équivalence pour les systemes a interaction
forte ; systémes qui forment des agrégats (PSSNa/¢ PEl) a des temps inférieurs au temps
mort de l'instrument. Une forme exponentielle a été occasionnellement obtenue pour
les masses molaires élevées de PE ou en présence de sel ce qui traduit une cinétique de
complexation plus lente.

L'idée est ici d’essayer de discriminer les systemes en fonction de la forme adoptée par les
courbes de diffusion de la lumiére en fonction du temps. Les courbes sont normalisées par Ip 'intensité
a T=0 afin de pouvoir comparer les systemes entre eux pour chaque rapport de charge Z. Dans cette
géométrie symétrique de mélange ultra-rapide, il n’y a aucun ordre d’ajout préférentiel des PEs. Le choix
de représenter les Z[+]/[-] est donc arbitraire. Sur la Figure 4-12, on note deux types de comportement :

o les systemes PAAx x ¢ PEly et PAAx x PDADMACegx montrent des courbes en cloche
caractéristiques de systémes qui coacervent a la stoechiométrie.[144,230,87]

e |es systéemes PSSNasak x ¢ PElox et PSSNassk x PDADMACeok qui présentent des courbes
exponentielles a la stoechiométrie, signature de systemes qui s’aggrégent.[144]

CINETIQUE

PAA X £ PEl PSSNa, 5 x ¢ PEl, PSSNa, 3, x PDADMAC, PAA,, X PDADMAC
9
104 g 144
— =7 124
;i %1 86 ;; 104
Z 61 Z s Z sl
E 4 E 3 E 4
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Figure 4-12 : Intensité diffusée a 90° normalisée (I=I/lp) en fonction du temps pour les quatre systemes d’études : PAAy/¢ PEl,k, PSSNa/¢
PEl, La concentration de chaque PE est identique et égale a ¢ (concentration Titré,Tableau 4-3) et les rapports de charge Z[+]/[-] entre
0.25 et 5 en fonction des systémes. Le voltage de I'appareillage est précisé pour chaque systeme en Tableau Annexe 10.
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L'intensité diffusée (unité arbitraire) des systemes dits ‘forts’ qui s’agregent, augmente avec le
temps et présente des valeurs au temps long (100 s) comprises entre 4 et 11 pour le PSSNag sk x ¢ PElx
et 6 pour le PSSNas 3k x PDADMACsu . Pour les systemes plus ‘faibles’ qui coacervent, la variation de
I'intensité n’est pas monotone mais atteint trés rapidement un maximum (<1-2 s) avant de décroitre
plus lentement : les systemes PAAx x ¢ PEly et PAAx x PDADMACsok présentent un pic d’intensité a 40
et 14 et une intensité a 100 s de 14 et 6 respectivement. Il est a noter qu’en microscopie optique on
observe bien une phase coacervat (globules microniques) sur les systemes PAAx x ¢ PElyx et PAAy x
PDADMACeok et des agrégats sur les systémes PSSNaa sk X ¢ PElx et PSSNaa sk x PDADMACsok (Figure 4-
11).

Dans le cas de systemes ‘forts’, I'intensité augmente relativement lentement avec une forme qui
rappelle un processus d’agrégation limité par la diffusion puis par la réaction au temps plus long en
accord avec une signature DNPA en q%23[93] ; aprés quelques heures (/jours), le tout sédimente au
fond du flacon (/cellule). Le cas de la coacervation est plus délicat et a ce stade on ne peut émettre que
des hypotheéses quant au mécanisme au temps court. En moins d’une seconde l'intensité atteint un
maximum avant de décroitre plus lentement. Lors du mélange ultra-rapide, les PECs précurseurs
globalement neutres (vraisemblablement formés pendant le temps mort - 4 ms) vont fusionner trés
rapidement les uns avec les autres afin d’augmenter I'entropie du systeme formant des objets de plus
en plus gros (globules) en ligne avec une intensité qui augmente fortement dans le méme temps. |l
s’ensuit une phase de mélange et de réorganisation a l'intérieur des globules fortement hydratés (de
80 a 45 %/w), les chaines PEs adoptent alors une configuration sans doute moins compacte que dans
les précurseurs ; I'indice optique n du systéme PAA/PDADMAC mesuré dans la phase coacervat a I'aide
d’un réfractometre de Fresnel est en effet de n ~1.385. Sans en avoir encore la preuve formelle, les
précurseurs quant a eux qui ne sont pas encore fortement hydratés (a Z=0.9 par exemple les PECs du
systeme PAA/PDADMAC s’adsorbent a Iinterface eau/air) et possedent certainement encore un n
proche de celui des PEs (~1.45-50). Dans ce contexte, il apparait plausible que lintensité diffusée
diminue lors de cette réorganisation interne avec n. Au temps trés long (> 24 h), les globules ont tous
fusionné puis sédimenté pour former une phase dense et homogene de coacervat.

4.6 Thermodynamique de la complexation

Les parameétres thermodynamiques des systemes de PEs sont obtenus par titrage calorimétrique
isotherme (ITC), technique déja utilisée dans le chapitre 3 avec le systéeme DxS/¢ PEIl. Les échanges de
chaleur sont mesurés en fonction du temps et des injections, et la contribution a la chaleur totale des
polymeres seuls (dilution) est soustraite du thermogramme brut. L'aire sous la courbe donne
directement la mesure de |'enthalpie réactionnelle normalisée par la quantité de matiere du PE titrant
(voir Grandeurs thermodynamiques accessibles par ITC et Caractéristiques expérimentales en ITC du
chapitre 1).

Les titrages réalisés sur les divers couples de PEs dans les deux sens d’ajout sont présentées sur
la Figure 4-13. L'ajustement de chaque thermogramme expérimental est réalisé a I'aide d’un modele a
deux sites indépendants. En effet, la complexation des PEs se fait en deux étapes supposées
séquentielles : i) la formation de PECs (en vert) suivie ii) d’'une agrégation ou d’une coacervation (en
orange). Le processus complet est représenté en rouge (PC dans PA) ou bleu (PA dans PC).

Il est alors possible d’accéder aux grandeurs thermodynamiques suivantes (voir Figure Annexe
18) :
e Kjla constante d’association des PEs sous forme de PECs.
e njlastoechiométrie de cette complexation.
e AH; et AH; les enthalpies respectives de la formation des PECs et du processus de
séparation de phase (agrégation vs. coacervation)
e AS; et AS;les contributions entropiques des deux processus.
e AG; et AG,l"énergie libre des deux processus.
®  AHgiobal , ASgiobal €t AGgiobal l€s grandeurs thermodynamiques du processus global (1+2).
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Pour rappel, le modele, MNIS a deux sites, est construit en utilisant la méme fonction sigmoidale
pour chacun des processus supposés séquentiels et indépendants (voir Modélisation des données par
le modéle MNIS du chapitre 1). Les parametres thermodynamiques essentiels de la Figure 4-13 sont
présentés synthétiquement dans le Tableau 4-6 et en intégralité en Figure Annexe 16).

Tous les systemes présentent des thermogrammes sensibles a l'ordre d’ajout, avec de trés
importantes variations dans le cas des systemes ¢ PEl x PAA et ¢ PEI x PSSNa. Pour rappel, les
représentations utilisées sont Z[+]/[-] et Z[-]/[+]. Sur une méme échelle de Z, les valeurs ne se recouvrent
pas ; ce n"est donc pas le méme dosage qui est représenté dans les deux sens d’ajout (voir chapitre 3,
Conditions expérimentales de la complexation). Afin d’estimer I'impact de la cinétique sur les mesures,
on peut regarder dans un premier temps sans faire appel a aucun modele si i) les échanges de chaleur
tendent bien vers 0 lorsque Z tend vers 1 suggérant que tous les groupes anioniques ont réagi avec leurs
alter ego cationiques ii) si la valeur de I'enthalpie cumulée jusqu’a Z=1 dépend de 'ordre d’ajout. [152]
Les systéemes PAA x PDADMAC et PDADMAC x PSSNa ne semblent donc pas étre impactés par la
cinétique d’association. Cela suggere que ces 2 systémes sont a I’équilibre thermodynamique. En effet,
le systéme PAA x PDADMAC, tres étudié dans notre groupe forme des (globules) coacervats en équilibre
avec une phase appauvrie en polymere, le surnageant. Le systeme PSSNa x PDADMAC quant a lui
présente des transitions entre agrégats solides = coacervats—>solution de PEs lorsque du sel est ajouté
[137,144] ; toutes ces phases étant a I'équilibre comme I'a récemment montré Schlenoff et al. Pour les
systemes PAA x ¢ PEl et le PSSNa x ¢ PEI, les différences d’enthalpies cumulées sont nettement plus
importantes suggérant des systemes hors-équilibre sensibles aux chemins de formulation.

La valeur de ny, associée a I'étape de formation des PECs souvent proche de 1 dans la littérature
nous renseigne sur les écarts éventuels a la stcechiométrie de charge du systeme dus par exemple a une
variation de pH durant le titrage. Comme pour les valeurs déterminées par mobilité électrophorétique
(ZP) du Tableau 4-4, des écarts trés importants sont observés pour le systeme basé sur les deux PEs
faibles ¢ PEI x PAA (et dans une moindre mesure, on observe des variations également pour le systeme
PAA x PDADMAC).

Bien que le terme de ‘complexation électrostatique’ soit trés utilisé dans la littérature pour
décrire I'association de PEs de charge opposée, il apparait néanmoins trés souvent que la force motrice
soit non pas d’origine enthalpique mais entropique (relargage des contre-ions et des molécules d’eau)
C'est bien le cas pour les systémes étudiés dans ce chapitre qui présentent un |TAS;| > |AH,| a
I’'exception toutefois du PAA dans ¢ PEl avec un AH; (~-40 kl/mol) trés fortement exothermique ; un effet
en partie d( a la variation de pH durant le titrage

Au niveau purement enthalpique, lors de la complexation des liaisons sont formées (phénomene
exothermique) et d’autres sont détruites (endothermique). Avant de réaliser un appariement ionique”
(AH <0) via des forces de Coulomb, (ou tout autre type d’interaction attractive comme les liaisons
hydrogenes, l'interaction hydrophobe...) il faut relarguer les contre-ions et déshydrater les groupes
ioniques (AH >0) qui pourront dans un deuxieme temps se réhydrater partiellement (AH <0). L'ITC donne
simplement une mesure globale de toutes ces contributions sans pour autant pouvoir les distinguer.

Dans le Tableau 4-6, il est intéressant de noter que le AH; peut-étre i) soit exothermique et dans
ce cas il participe avec I'entropie a la minimisation de I'énergie libre AG de la réaction ii) soit
endothermique et dans ce cas il s'oppose a la complexation (controlée par I'entropie) et donc en
minimise son intensité. Les valeurs d’entropie TAS du processus 1 sont de 25 a 30 kJ/mol pour tous les
systemes a |'exception du PAA x ¢ PEl, ce qui conforte la position motrice de ce paramétre dans la
complexation de PEs.

*
ion-pairing
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Figure 4-13 : Enthalpies différentielles (Joules par mole de charge de polymére titrant) en fonction du rapport molaire de charges Z, dans les deux sens de titrage pour les quatre systemes d’étude. Les
concentrations en polymere et pH des solutions sont répertoriées dans le Tableau 4-3. Les données issues de |'expérience sont représentées en symboles ouverts, la courbe de la méme couleur montre

la modélisation de ces données. Les courbes vertes et orange modélisent les deux processus du modele MNIS, respectivement la formation des PECs et la séparation de phase (liquide-liquide dans le
cas de coacervats et liquide-solide dans le cas d’agrégats).
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Tableau 4-6 : Parameétres et grandeurs d’intérét thermodynamiques pour les quatre systemes d’études ; dans les conditions du Tableau 4-3.

PAA2x /¢ PEl 2k PSSNaa3k /¢ PElxk PSSNaa.3x/PDADMA Ceox PAA2k/PDADMACeox

Ka(M) 7.1x10* 1.9x103 1.5x10° 1.4x 108 1.1x10° 8.4 x 10* 1.6x 103 5.9x10°
n 0.5 0.6 13 0.9 1.0 1.1 0.8 0.8
‘Force motrice AS’ v X v v v v v v
AHcumuie(kJ/mol) -88.3 -54.1 -47.0 -73.0 -17.4 -19.8 44.7 41.1
TAS:1(ki/mol) 13.6 29.7 28.3 18.8 27.3 26.5 24.0 255
| processus 2sséparaton de hase (lauideflaide oulauidefsoloe)
Morphologie Agrégat Coacervat Agrégat Agrégat Agrégat Agrégat Coacervat Coacervat
Processus global : 1 + 2
Kgiovat(M?) 7.3 x 10 2.4 x10% 1.6x10° 3.2 x10° 1.3x10° 3.4x10° 4.9 x 10* 2.1x10*
TASgiobai(kJ/mol) 52.7 53.0 51.4 48.3 49.7 50.0 54.3 58.3
AGgiobal(kl/mol) -44.9 -43.4 -51.8 -41.0 -53.4 -59.0 -45 -45.4
Paramétre cwiseman 33 38 110 7000 495 2000 44 12
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En observant les thermogrammes et plus particulierement la constante d’association K;
(processus 1) relative a la formation des PECs et le type de morphologies finales générées lors de la
séparation de phase (processus 2), on distingue deux classes de systémes en parfait accord avec les
résultats obtenus par stopped flow :

Les systéemes dits ‘forts’ qui générent des agrégats solides (PSSNa x PDADMAC, PSSNa x ¢ PEl et ¢
PEI dans PAA ) caractérisés par des constantes K; de I'ordre de 10°- 10®M™ et une forte exothermicité
enthlapique.[137]

Les systémes dits ‘faibles’ (PAA x PDADMAC et PAA dans ¢ PEI) caractérisés par des constantes K;
bien plus faibles de I'ordre de 10° M? et une grande contribution endothermique qui va modérer
I'intensité de la complexation et donc générer a la stoechiométrie des systemes moins denses et bien
plus hydratés : les coacervats. [229,109]

On note enfin que les valeurs globales d’entropie (TAS) et d’énergie libre (AG) normalisées par la
quantité de charge du PE titrant sont comparables pour tous les systemes. Le parametre de
Wiseman “qui permet d’anticiper les conditions optimales d’une mesure ITC est également (re)calculé
pour chaque systeme. On voit bien comme cela a été indiqué au chapitre 1 que plus le systéeme est ‘fort’
(K élevé) plus la valeur de C est grande et donc que son étude doit étre réalisée en solution diluée afin
obtenir des courbes d’ITC exploitables.[231,232,119]

A ce stade il est intéressant de s’arréter sur la notion d’interaction électrostatique. Ce concept
basée sur une ‘matiere continue’ suppose une interaction de Coulomb entre charges de signe opposé,
une constante diélectrique uniforme, des (contre)-ions indifférenciés et sans dimension, une longueur
de Bjerrum lg, une condensation (possible) des ions et une longueur d’écrantage de Debye Ap. D’aprés
cette approche ‘du point de vue du la physique’, deux systemes PEs qui possedent les mémes
parametres de Manning ' (oU la charge effective est f.4=1/ I devraient se comporter de la méme
facon (voir Conformation des PEs fortement chargés, chapitre 1).

C'est justement le cas des deux systemes PDADMAC X PAA et PDADMAC X PSSNa qui présentent
les mémes paramétres de Manning (Eppaomac=1.44, Epssna et Epan=2.88). Ces deux couples de PEs se
complexent néanmoins d’une facon radicalement différente. A la stcechiométrie, le systéme ‘faible’
forme une phase coacervat tres hydratée tandis que le systeme ‘fort’ génere des agrégats solides
denses.

Ainsi, le caractére discret de la matiére, |la spécificité des ions avec leur taille finie et leur couche
d’hydratation doivent étre pris en compte pour espérer expliquer cette différence importante au niveau
de la morphologie des complexes et de maniére plus générale, pour mieux comprendre et prédire la
complexation des PEs.[30,152,233,234]

4.7 Evaluation de l'intensité électrostatique par expérience de dessalage

La détermination de la transition de dessalage d’un systéme de PEs permet d’identifier pour une
nature de sel donnée la quantité qu’il faut ajouter pour écranter (doper) les charges des PEs [152]; au-
dessus de cette valeur critique, les deux PEs n’interagissent plus, la solution est dite dormante. Si cette
valeur est élevée (>1 M en concentration molaire en sel Csel), cela peut signifier que :

e L’interaction au sein du systeme est forte, il sera donc plus difficile de séparer les PEs
appariés ; le plus souvent ces systémes sont hors équilibre et possedent des constantes
de réaction >10*-10° M.

*
Cwiseman=[macromolécules titrées] X Ka

+ 1 e? . N
f=2= avec b les distance entre monomeres
b 4meegkTh
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e A ces forces ioniques, I'interaction électrostatique ‘classique’ est totalement écrantée
(Ap<0.3 nm), il existe donc des forces secondaires a I'ceuvre (forces hydrophobes, liaisons
hydrogenes...).

[l existe plusieurs méthodes pour déterminer la transition de dessalage, et leur utilisation dépend
du systeme a étudier.

e Une solution ‘dormante’ est réalisée a une concentration en sel élevée, puis le systeme
est dilué progressivement au pH de I'étude jusqu’a observer une ‘reprise’ de l'interaction
entre PEs (détection visuelle et/ou par augmentation brusque de l'intensité diffusée en
SLS ou du Ry ).

e Une solution de PEs sans sel est réalisée, et une solution saline concentrée est ajoutée
pour augmenter la force ionigque du systéme jusqu’a obtenir une diminution importante
de l'intensité diffusée synonyme de transition.

e Diverses solutions meéres peuvent étre préparées avec des quantités de sel connues puis
les mélanges sont réalisés et laissés sous agitation pour une détermination visuelle ou
par diffusion de la lumieére.

Etudier I'effet de I'ajout de sel dans des systémes chargés de PEs, c’est s'intéresser également a
I'intensité de I'interaction. Ainsi, lorsque la concentration en sel augmente, le systéme devient de moins
en moins sensible aux parameétres de formulation car on diminue la réactivité des PEs ce qui constitue
un atout pour des systemes ‘forts’, difficiles a maitriser car hors-équilibre pour la plupart.[235] Schlenoff
et Tirrell indiquent quant a eux que cette concentration en sel serait la concentration effective
nécessaire pour dissocier totalement toutes les liaisons ioniques entre les PEs présents en
solution.[152,236]

Tableau 4-7 : Caractéristiques des mesures de transitions de dessalage pour les cing systémes d’étude a Z~1. La concentration,
le pH, la méthode d’ajout, et la technique de détermination des transitions sont précisées (voir Tableau 4-3).

Couple de PEs  PAAx /¢ PEl.k  PSSNavok /¢ PElak  PSSNazox/PDADMACsox  PAA2(/PDADMACsox  DXS20x/¢ PE 25k

2.1(pH 6)
Cwaci (M) 1.1 (pH7) 4.7 0.54 0.28 3.6
pH pH 6/pH 7 pH 3 pH 10 pH 10 pH 10
[PE] 9 mM 14 mM 14 mM 14 mM 10 mM
Ajout sel [FAST] [FAST] [ULTRA FAST] [FAST] [FAST]
Détermination SLS Visuel SF SLS/DLS +SF SLS

Pour les quatre systemes d’étude, des mesures de transition de dessalage en NaCl ont été
effectuées en utilisant les différentes techniques citées ci-dessus, et les résultats sont répertoriés dans
le Tableau 4-7 (et en Annexe 4, Evaluation de la force électrostatique par expérience de dessalage). On
observe que les systémes DxS x ¢ PEl et PSSNa x ¢ PEl ont des transitions élevées (4.7 M et 3.6 M) si
toutefois cela représente encore quelque chose de significatif a des concentrations aussi élevées en sel.
Le systtme PAA x PDADMAC cesse d’interagir a 0.28 M, en deca il forme une phase coacervat. Le
systeme PAA x ¢ PEl semble intermédiaire avec 1.1 (pH 6) et 2.1 M (pH 7) en sel.[237] Le systeme PSSNa
x PDADMAC quant a lui passe progressivement d’une phase précipité a une phase coacervat vers 0.55
M puis une solution dormante a 3 M.
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Schlenoff et al. et Giermanska et al. montrent effectivement que sur le systeme ‘fort’
PSSNa/PDADMAC il existe un continuum de morphologies (agrégats-coacervats-solution) en fonction
de la quantité et de la nature du sel.[137,144,238] Cela confirme donc que les morphologies finales sont
bien contrblées par l'intensité de I'interaction entre PEs (Figure 1-39 et Figure 4-14 a). L’ utilisation du SF
est un véritable atout car permet d’une part de déterminer les transitions de dessalage mais également
grace a une signature spécifique de distinguer la nature des morphologies générées (voir Figure 4-14 b
et Figure 1-39).

:i 15 Precipitate

i i £ 10 Coacervate
1 ! 1 Pl 1 Dormant solution T
1| : 1 ‘o 41
| e ! 54 o 3]
n i . £ 2
: : Clear solution 1]

r 0 r T

g 0 50 100

0.5M 3M CNaCt (M) Tlme (5)

Figure 4-14 : Transitions de dessalage du systeme PSSNayox x PDADMACesok @ Z~1, pH 10 et 14 mM pour les deux PEs en partant
d’une solution de PECs sans sel ajouté. (a) Diagramme de phase des systémes par microscopie optique en fonction de Cnaci (M) ;
échelle 10 um et (b) détection de la transition de dessalage par diffusion de la lumiére par ajout d’eau a pH 10 dans une solution
dormante a une concentration de 3.25 M a l'aide d’'un mélangeur SF ([ULTRA FAST]). D’apres les résultats de Giermanska et
al.[144]

Dans la Figure 4-14, 3 sels différents (KBr, NaNOs et NaCl) sont utilisés a la méme concentration
(0.5 M) afin d’étudier leur impact sur les morphologies générées a la stoechiométrie dans le systéme
PSSNa x PDADMAC. On passe ainsi d’'une phase coacervat avec le KBr a des agrégats pour le NaCl. Cela
montre une fois de plus les limites de la théorie électrostatique classique pour décrire la complexation
des PEs. Cette sensibilité a la nature du sel est par ailleurs utilisée par Schlenoff et al. pour la fabrication
des matériaux saloplastiques a partir de PECs dopés au KBr.[46,239,212,240,215,241]

4.8 Hydratation des polyélectrolytes

Les PEs en solution sont généralement entourés d’une couche d’eau physisorbée plus ou moins
fortement en fonction de la nature du PE et des contre-ions associés. Lorsqu’un PE de charge opposée
est rajouté au systeme, leur association va dépendre comme
nous I'avons évoqué plus haut des différentes contributions a

- o . 40+ ——0.50 M KBr
I"énergie libre du systeme AG : ——0.52 M NaNO,
——0.54 M NaCl
30

e Avant de former une liaison de type ion-ion a courte
distance” avec une libération de chaleur (processus
exothermique), il faut détruire ou réduire du moins
cette couche d’hydratation autour des ions. Plus les
PEs sont hydratés plus il faudra fournir de I'énergie
pour les déshydrater et plus la contribution a
I'enthalpie AH du systéeme sera endothermique (le
départ des contre-ions liés aux PEs donnera

20

Intensity (a.u.)

104
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Time (s)
Figure 4-15: Transitions en fonction de la

également |IeU é une COﬂtI"IbUtIOﬂ endothermlque). nature du sel dans les mémes conditions que la
Figure 4-14. D’apreés les résultats de Giermanska
et al.[144]
on-pairing
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e Unfort gain entropique (entropie de translation) consécutif aux départs (relargage) des contre-
ions et des molécules d’eau dans le volume de la solution ; et qui semble étre le moteur de la
complexation pour la plupart des systemes étudiés dans ce travail.

Par ailleurs, I'organisation des ions et des molécules d’eau en solution peut s’avérer difficile a
décrire sans |'utilisation de techniques telles que la RPE, comme en témoigne I'étude approfondie
d’Abhyankar et al. sur le PDADMAC dans I'eau en présence d’ions Mn?* et CI" (Figure 4-16 gauche). Ces
auteurs expliquent que lors de la complexation du PDADMAC/PSS en présence de Mn?* et CI" comme
contre-ions, on passe d’une localisation entre paires d’ions et unités monomere chargées a une
interaction globale sans localisation spécifique des ions dans les PECs (Figure 4-16 a et b).[233]

(@) ‘ /é \ (b) (o( .\
H O 3 \\‘ 2 /\ 2 =] jo
B Q) 90 0@/ / E
. / 2 t ] ] ?2(O
Chloride - \o S g+
3 % | ) ) ‘ 2\ 9
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Site specific Mean field
© PDADMA 2 PSS Chloride @ Mn2

Figure 4-16 : (gauche) Localisation et environnement des ions Mn 2+et des molécules d’'H20 autour du PDADMAC, déterminés
par RPE. (a) Localisation des contre-ions et des motifs chargés de PEs chargés en sites spécifiques par paires (dopage) comme
le présente Schlenoff et al. (b) sans localisation privilégiée mais avec une configuration qui minimise leur énergie comme le
prédit I'électrostatique classique (champ moyen).[233]

Il apparait donc difficile de prédire le comportement des systemes de PEs sans aucune
information sur leur capacité a s’hydrater/déshydrater. C’'est cet aspect que nous nous proposons
d’étudier dans la partie suivante en effectuant des mesures d’enthalpie d’hydratation des PEs. L'idée
est ici de mesurer par ITC la chaleur dégagée par la dilution infinie d’'un PE dans de I'eau (au pH de
I’étude). Une solution en PE de concentration connue (en mole par unité monomere/L) est placée dans
la cellule de I'ITC puis titrée par de I'eau jusqu’a obtention d’un signal constant qui correspond a la
chaleur de la réaction de titrage de ‘I'eau dans I'eau’. Le signal obtenu (Figure 4-17) est intégré jusqu’a
la partie invariante (verte). Connaissant la concentration initiale dans la cellule C;, et 'aire intégrée A,
il est possible de déterminer I'enthalpie de dilution infinie AHg, (en J/moles de motif monomere). Cette
valeur correspond dans ce cas a I'enthalpie d’hydratation des PEs et sera par la suite appelée AHnydration.

H,0 in PDADMAC,

H 10
0.1 P paramétres valeurs unités
0.0
— 01 ﬂﬂ Concentration initiale C; 20 m
£ .
% 0.2 Volume cellule V 950 pL
-0.3
E 04 Quantité de matieren 1.9E°
E '0.5 Aire totale Ay, -1.706 w/moles par unité monomére
T (partie verte) ' P
06 € = 20mM o . .
07 / Enthalpie de dilution AH, -0.0898 J/moles par unité monomére

) 2000 4000 6000 8000

Time (s)

Figure 4-17 : Méthode de détermination de I'enthalpie de dilution infinie du PDADMACeok a pH 10.

Ces expériences sont réalisées pour tous les PEs de ce chapitre en incluant également le DxS et ¢
PEI pour comparaison, dans les conditions définies en Figure 4-8. Les principaux résultats sont exposés
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en Figure 4-18 et Tableau 4-8 (Les calculs et thermogrammes sont répertoriés en Figure Annexe 24 et
Tableau Annexe 12).

La Figure 4-18 classe les PEs en fonction de leur enthalpie d’hydratation. Plus la valeur est élevée
en valeur absolue et plus la chaleur de dilution est importante. Le PE le plus hydraté est le PAAx a pH
10 (maximum d’ionisation du PAA), avec une valeur de -162 J/moles, soit 6 fois supérieure a celle du ¢
PElox a pH 3. Viennent ensuite le PEI (linéaire et branché) a pH acide et le PAAy¢ a pH 8 avec des valeurs
de AHhydration COMprises entre -24 et -10 J/mole d’unité monomere. Le DxS est a -4.5 J/mol, et les
PSSNas sk et le PDADMACeok sont trés peu hydratés, a environ -0.1 J/mole. Le ¢ PEl a pH 8 n’est pas
représenté car a ce pH ou il est trés peu ionisé, il forme des agrégats qui modifient les échanges de
chaleur en ajoutant une composante endothermique a I'enthalpie mesurée. Il n’est alors pas possible
de déterminer I'enthalpie de dilution car elle est masquée par ce phénoméne (voir Figure Annexe 24).

Athdration (-’/mol Of PE Unit)

-162 PAA,, pH 10 (w)

11 4 PElys, pH 4.8 (W)
-10 PAA,pH 8 (W)

-4.5 DxSyo¢ pH 4.8 (s)

-0.1 PSS, 3¢ pH 3 or 10 (s)
PDADMAC, pH 10 (s)

Less hydrated PE

Figure 4-18: Enthalpies d’hydratation AHnygration (J/moles d’unité monomere) pour les PEs suivants: ¢ PEly, ¢ PElssy,
PDADMACeok, PSSNag 3¢, DxSa0k, PAA. (W) : PE “faible” ; (s) : PE fort’.

Il est par ailleurs difficile d’évaluer I'enthalpie moyenne d’hydratation d’un couple de PEs car on
ne connait pas directement la contribution de chaque PE aux échanges de chaleurs. Si on estime que
les deux PEs de charge opposée ont la méme contribution, on peut essayer d’utiliser une moyenne
géométrique” des enthalpies d’hydratation en valeur absolue pour pouvoir comparer les systémes de
PEs (Tableau 4-8). On obtient deux types de valeurs :

e Les systemes PAA/PDADMAC et DxS/¢ PEI qui possedent des valeurs élevées de 4.0 et
7.0, correspondant aux systemes les plus hydratés. Ces systémes sont a I'origine d’une
séparation de phase liquide-liquide autour de I'équivalence (coacervation) et possedent
de constante d’association K relativement faible (103-10*M™).

e Les systémes PSSNa/¢ PEI et PSSNa/PDADMAC, peu hydratés, prompts a former des
agrégats a la steechiométrie (Z~1), fortement réactifs sans sel ajouté et qui possedent des
constantes K relativement élevées (10°-10° M™).

* .
moyenne géométrique = \/Athdmtion(PA) X AHpygaration(PC)
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Aucune information sur le systéme PAA/ ¢ PEl a pH 8 n'a pu étre obtenue car la mesure de
I"hydratation du ¢ PEl a ce pH n’est pas réalisable. Ce systeme montre deux types de morphologies
(agrégats vs. coacervat) en fonction de l'ordre d’ajout ; un effet sans doute lié au pH qui n’est pas
constant lors du titrage.

Tableau 4-8 : Enthalpies d’hydratation des couples de PEs de cette thése et morphologies observées a Z~1.

Couples de PEs PAA/PDADMAC  PAA/¢PEI  PSSNa/PDADMAC  PSSNal ¢ PEI DxS/ ¢ PEI
AHhydratation (J/mol) -162/-0.1 -10/x -0.1/-0.1 -0.1/-24 -4.5/-11
pH 10 8 10 3 4.8
Moyenne 4.0 X 0.1 1.5 7.0

géométrique

Morphologies Coacervat Coacervat Agrégats Agrégats Coacervat
+Agrégats
%wt eau (ATG) 70 - <5 <5 43.5

A l'issue de ces mesures d’hydratation, il semble bien que I'état d’hydratation des systemes de
PEs étudiés soit corrélé a leur capacité a former: i) des coacervats par le biais de constantes
d’association (K) faibles et une contribution endothermique de I'enthalpie de complexation qui s’oppose
donc a la minimisation de I'énergie libre ii) des agrégats solides (précipité) via des K élevés avec une
contribution (fortement) exothermique de I'enthalpie qui participe cette fois-ci a la minimisation de AG.

4.9 Conclusion

Le but de chapitre était d’identifier les corrélations possibles entre ‘morphologies-thermodynamique-
cinétique-hydratation des PEs’ en étudiant 4 systemes de PEs en parallele. En ajoutant les informations
obtenues sur le systéme DxS/ ¢ PEl au chapitre 3 pour comparaison, nous avons pu montrer que I’hydratation
des systemes initiaux impacte directement les morphologies générées a I'équivalence en charge. Ainsi, plus
le systéeme sera hydraté, plus il aura tendance a transiter vers une phase coacervat (faiblement liée et
fortement hydraté) au travers d’une séparation de phase liquide-liquide. A 'inverse, un systéme trés peu
hydraté et souvent hors-équilibre formera des agrégats (fortement liés/cohésifs) au travers d’une séparation
de phase liquide-solide. Au niveau thermodynamique, cela se traduit par des systémes dont les constantes
pour |'étape de complexation sont relativement faibles (103-10*M™) pour les premiers et sensiblement plus
élevée (10°-10° M) pour les derniers. Il est par ailleurs possible de distinguer deux sous catégories de
coacervats au sein des systemes dits ‘faibles’: le coacervat PAA/PDADMAC, trés hydraté (70-75% d’eau) qui
atteint rapidement I'équilibre thermodynamique est dit ‘faible’ comparé au coacervat DxS/ ¢ PEI dit ‘fort’
moins hydraté (45% d’eau) et qui relaxe plus lentement vers I'équilibre. Ces deux types de coacervat qui
possedent des propriétés trés différentes sont comparés dans la Figure 4-19.

Pour finir, une mesure relativement simple du caractére hors équilibre du systeme étudié est mise en
avant en comparant la valeur des enthalpies cumulées AHcumuices jusqu’a I'équivalence (ou les échanges de
chaleur doivent étre proches de zéro) dans les deux sens d’ajout du titrage. Des valeurs différentes suggerent
une variation dans les échanges globaux d’énergie et donc la formation d’objets différents sensibles aux
parameétres/chemins de formulation.
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Figure 4-19 : Comparaison des caractéristiques du coacervat ‘fort’ DxSyox/é PElysk et du coacervat ‘faible’ PAA2/PDADMACeo.
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Les complexes de polyélectrolytes, sont des systemes macromoléculaires de PEs de charge
opposée. En solution, ces systémes s'assemblent essentiellement sous |'action d'interactions
électrostatiques mais d'autres types d'interaction peuvent aussi participer a l'assemblage (liaisons
hydrogéne, van der Waals, effet hydrophobe...). Les morphologies et stabilité en solution, la
thermodynamique et la cinétique de complexation vont dépendre de plusieurs types de parametres
décrits en Figure Conclusion 1 :

les propriétés des PEs
I’environnement en solution

la nature et I'intensité des interactions
les chemins de formulation

Polyélectrolytes
= structure

= Jongueurde la chaine

= groupements chimiques
tauxde charge

= solubilité

= hydratation des PEs

Interactions
électrostatique
liaisons hydrogéne

= forceionique
= concentration

vander Waals

effet hydrophobe

Co-assemblage
morphologie
thermodynamique

cinétique
stabilité

Figure Conclusion 1 : Parametres physico-chimiques de I'assemblage de polyélectrolytes en solution.

Par conséquent, il apparait tres difficile d’étudier ces systémes de PEs sans passer par des étapes
longues et fastidieuses de diagramme de phase. Dans cette thése, on se propose tout d’abord d’étudier
deux systemes d’intensité d’interaction différente: le PSSNa/¢ PEl et le DxS/¢ PEl, formant
respectivement a I'équivalence en charge des précipités et des coacervats. Lors de ces deux études, il a
été entrepris de mesurer I'importance des parametres de formulation suivants :

e |ongueur de la chaine polymeére (C2)

e forceionique (C2)
e temps de mélange (C2)
e ordre de mélange (C3)
e concentration (C3)
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Dans le méme temps, des études
spécifiques des morphologies rencontrées ont
été menées. La structure a petite échelle des PAA/PDADMAC PSSNaﬂ PEI
PECs colloidaux du systeme PSSNa/¢ PEl a été
élucidée. L’étude a montré une structuration
interne des PECs colloidaux PSSNa/¢ PEI qui
consiste en de petites particules de complexes
primaires agrégées les unes aux autres. Le
méme type de structuration a été mise en
évidence sur d’autres systemes comme les
complexes de PSSNa/lysozyme[92] et de
PDADMAC/PSSNa [96]. On distingue ainsi des
SySteme,s ou les PECs \CO”OIdaUX Asont formes Figure Conclusion 2 : Représentation de deux structurations de
d’un mélange homogene de chaines [88] de  pecs giucidée par étude en DNPA et AFM.
ceux ouU une agrégation des complexes
primaires est observée (Figure Conclusion 2).

Excess PAA Excess PSSNa

La phase coacervat du DxS/¢ PEl a été analysée a plusieurs échelles d’observation (DNPA,
microscopies, rhéologie, SLS/DLS...). L'ensemble des analyses a pu mettre en évidence que ce systéme
forme un coacervat 'fort' c’est-a-dire caractérisé par une énergie de cohésion importante. En cela, il
differe profondément du coacervat PAA/PDADMAC beaucoup plus fluide et que I'on peut qualifier de
coacervat 'faible'. La cohésion importante du systéme DxS/# PEIl provient de la densité de charge élevée
des PEs caractérisés par un parametre de Manning (M) supérieur a 2. De fagon intéressante le sens
d'ajout des PEs influence fortement la thermodynamique de l'assemblage du systeme DxS/¢ PEl. En
particulier, il a pu étre mis en évidence I'existence d'une transition fortement exothermique précédant
la coacervation lorsque le ¢ PEl est en exces dans le milieu. L'origine de cette transition réside dans un
meécanisme de dismutation des complexes que |'on peut attribuer a la différence de densité de charges
entre les PEs.

Enfin, le chapitre 4 propose une série d’expériences réalisées en parallele sur 4 systemes
d’intensité d’interaction différentes. L'idée était ici de poser les premiers jalons d’une méthodologie
pour des études systématiques des systemes de PEs de charge opposée. Pour pouvoir répondre a la
question : est-il possible de comparer des systéemes macromoléculaires potentiellement hors équilibre ?,
la complexation de chacun des systemes a été étudiée et comparée sur 5 aspects: les morphologies
générées, la thermodynamique d’association, la cinétique aux temps courts, la présence éventuelle de
forces secondaires, I'état d’hydratation des PEs.

Pour ces systemes nous avons donc tenté de relier :

e les morphologies a Z~1 (coacervat, agrégats) force ionique (C2, C3)

e la thermodynamique de la complexation (caractérisée par la constante d’association K :
i) 10**pour les systémes formant un coacervat, i) 10°® pour ceux formant des précipités ;
I'entropie AS comme moteur de la formation des PECs et une énergie libre AG du systeme
comme prérequis a la complexation)

e la signature cinétique des morphologies (pour plusieurs systemes formant des
coacervats, DxS/¢PEl et PAA/PDADMAC, la structuration semble différente ce qui suggére
une diversité pour une méme morphologie)

e latransition de dessalage (élevée pour les systemes avec forces secondaires ; possibilité
pour certains systemes de former différentes morphologies en fonction de Cnaci ajouté)

e |acapacité des PEs a s’hydrater ou se déshydrater (AHnygration trés élevé en valeur absolue
pour les systemes tres hydratés ; plus les systemes sont hydratés, plus la composante
endothermique a I'enthalpie AH sera élevée et plus le systeme sera capable de se
réorganiser pour atteindre I’équilibre thermodynamique et former des coacervats)
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Il apparalt que c'est généralement [intensité de
I'interaction qui permet de discriminer les systemes de PEs.
L’enthalpie d’hydratation mesurée a dilution infinie va dans le
sens de linteraction, ce qui permet d’utiliser ce parametre
accessible par calorimétrie pour évaluer la force de I'interaction.
Bien entendu, outre I’hydratation des PEs, la nature des contre-
ions joue un rble clé et devra étre un axe a étudier avec
attention et en particulier la disposition des contre-ions et des
molécules d’eau qui renseignent sur 'aptitude des systemes a
réagir plus ou moins rapidement (Figure Conclusion 3). Enfin, Figure ConCIUSi(_m?: Co-assemblage de

PEs; on distingue  deux  types
prédire la complexation de PECs comprend la maitrise comme g o0a0ement - intrinseque  (paires
suggéré dans le C2 et Figure Conclusion 4 du temps de réaction polycations-polyanions) et extrinséque
(intensité de I'interaction) et du temps de mélange (parameétres (paires PEs-contre-ions). [152]
de formulation). Ces deux paramétres impliquent un contréle de la mise en contact des PEs réalisable
avec plusieurs techniques : i) I'interaction a travers des membranes de dialyse par dessalage [88] ii)
I’échange de solvants [242] iii) I'utilisation du micromélangeur Dolomite).

Intrinsic

L"étude des systéemes de PEs modeles se verra également facilitée par I'utilisation du stopped-
flow qui garantit un mélange rapide et homogene. En effet, cet appareil versatile permet une étude
spécifiqgue des morphologies aux temps courts (DNPA, DLS/SLS, RX, conductimétrie) mais aussi la
détection de morphologies dans des situations plus spécifiques comme cela a été vu avec la transition
de dessalage ou lI'on a pu mettre en évidence une signature particuliere de la précipitation et de Ia
coacervation.[144,143,88]
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ANNEXE Méthodes de caractérisation

Cette annexe présente les protocoles des méthodes caractérisations communes a I'ensemble de
la these ; les spécificités et expériences propres a un chapitre en particulier sont directement placées
dans le chapitre et/ou I'annexe correspondante.

8.1 Caractérisation des PEs

8.1.1 Détermination de la teneur en eau par analyse thermogravimétrique

La quantité d’eau présente dans les polymeres sous forme de ‘poudre’ ou ‘gel” influant sur la
concentration finale de nos échantillons, il est nécessaire de quantifier précisément cette valeur. Le
pourcentage d’eau présent dans les polymeéres utilisés lors de cette étude a été évalué par analyse
thermogravimétrique (TGA). Toutes les mesures ont été réalisées sur le modele Q500 (four en
céramique) de TA Instruments (New Castle, USA). Un échantillon de 10 mg est prélevé puis introduit
dans un double creuset afin de s’affranchir d’une éventuelle perte de matiére des produits volatils sous
gaz porteur. L"échantillon est ensuite porté sous flux d’azote a 60 mL par min, et la température
augmentée par paliers de 2°C/min, de la température ambiante jusqu’a 200°C. (Evaporation de toutes
les molécules d’eau physisorbées dans le polymére). On évalue la perte en masse au palier
correspondant a la perte en eau des échantillons sur le thermogramme obtenu.

8.1.2 Masse moléculaire, polydispersité et indice de réfraction par GPC/SEC-MALS

Les PEI, DxS, PDADMAC et PAA ont été analysés par Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC)
équipée d’'un détecteur multiangle (18 angles) a diffusion de lumiére DAWN HELEOS-II (Wyatt
Technology, Santa Barbara, US") et d’un détecteur a indice de réfraction (WYATT, OptilabrEX. Santa
Barbara,USA) afin de déterminer la masse moléculaire moyenne (M) et la dispersité des polymeres.
Les valeurs de dn/dc ont été estimées pour chaque polymere a I'aide d’un détecteur d’indice de
réfraction différentiel (WYATT, Optilab rEX), et ce dans des solutions préparées dans les méme
conditions que précédemment présenté pour I'élution dans le processus de chromatographie. Les
chromatogrammes de l'indice de réfraction différentiel (dRI) ainsi que les masses moléculaires
moyennes (Mw) sont présentées dans chaque annexe du chapitre correspondant.

Les polymeres sont dissous dans le tampon indiqué en Tableau Annexe 1, puis analysés sur
colonne 1 et sur une colonne de garde. Le débit est fixé pour toutes chaque expérience est et le volume
en PE injecté dans la boucle précisé (Tableau Annexe 2).

* http.//www.wyatt.eu/index.php ?id=multi-angle-light-scattering
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Tableau Annexe 1 : Caractéristiques des analyses de PE par GPC/SEC MALS.

PE Tampon Colonne 1 Colonne de garde Débit Volume
injections
PAA (-) tampon phosphate 0.01M OHpak SB-G 10 um
NazHPO4 /0.2 M NaNO3 (guardcolumn 6
pH 9 mm ID x 50 mm L)
DxS (-) tampon phosphate 0.01M Aquagel OHpak SB-804 HQ
NazHPO4 /0.2 M NaNO3 (Shodex - 10 um (8 mm ID x 0.6
pH 9 OHpak SB-804 300mm L) "
Ha), OHpak 5B-804 HQ ~ ™L/min
¢ PEI (+) tampon acétate 10 um (8 mm ID x 100 ul
¢ PEI (+) (CH3COOH/CHsCOONa) ~ TOSOH TSK gel 300 mm )"
0.1mM G5000PWXL
pH 4.8
PDADMAC tampon 0.3 M TOSOH TSK gel PWXL 2.5
(+) CH3COOH/0.2 M G5000PWXL mg/mL
CH3COONa + 5 g/L Ethylene
Glycol

8.2 Caractérisation morphologique des complexes
8.2.1 Techniques de diffusion

8.2.1.1 Diffusion statique et dynamique de la lumiere

La diffusion statique (SLS) et dynamique (DLS) de la lumiére sont utilisées pour attester des : rayon
hydrodynamique (Ru), rayon de giration (Rg), et intensité du rayonnement des complexes de polymeres
d’une taille inférieure au micron.

Analyses mono-angle

Un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd, Worcestershire, UK) est utilisé pour caractériser
les PECs. Le rayon hydrodynamique des particules, la polydispersité et I'intensité de la diffusion de
lumiére a 173° sont enregistrés. Les échantillons sont placés apres leur préparation dans des cuvettes a
usage unique. Les mesures sont tripliquées. Les solutions étant dans en solution aqueuse et a faible
concentration en sel, I'approximation de Smoluchowski est applicable pour tous les échantillons de PECs
étudiés.[243]

Certaines analyses mono angle a 90°ont été conduites sur un appareillage ALV Cos-3 Compact
Goniometer system (Hessen, Germany) muni d’une diode avalanche et d’un laser polarisé HE-Ne de
puissance 22 mW émettant a 632 nm (voir ci-apres analyses multi-angles).

Analyses multi-angles

Les expériences mono et multi angles de diffusion dynamique de la lumiére de ce chapitre ont
été réalisées sur un appareillage ALV Cos-3 Compact Goniometer system (Hessen, Germany) muni d’une
diode avalanche et d’un laser polarisé He-Ne de puissance 22 mW émettant a 632 nm. Le goniometre
permet un balayage angulaire de 25°-150°.

* http.//www.shodex.net/index.php ?prodcat=22&reiter=r_prod
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Les mélanges sont placés dans des tubes en verre préalablement nettoyés a I'azote pour limiter
la présence de poussiere perturbant la diffusion du rayonnement laser. Les expériences sont réalisées
apres équilibration 2h du bain de toluéne de I'appareillage a 25°C, dans une salle climatisée.

Les expériences sont réalisées comme suit :

Dénomination Angles Mesures

Mono-angle 90° 2 sériesde3x15s

Multi-angles 25°-150° par pas de 25° 155 x 3 balayages
consécutifs de la gamme
angulaire

La complexation est suivie par diffusion statique et dynamique de la lumiere en fonction du sens d’ajout
etdeZ.
On déterminera ainsi :

= Lerapport de Rayleigh Re (cm™) qui caractérise I'intensité totale diffusée du systéme

CRsolution _ CRsolvant
_ Imoniteur solution Imoniteur solvant
RO = CR X RR ]
toluéne Equation Annexe 1

Imoniteur toluéne

avec R =1.355.103cm™ a 25° et 632.8 nm

= Le rayon de giration Rg (nm) des objets diffusants
= Le rayon hydrodynamique Ry (nm) des objets diffusants

= |’indice de polydispersité du systeme (PDI) obtenu par la méthode des Cumulants et défini par

PDI = % Equation Annexe 2

ol u? est le deuxieme cumulant, et I la fréquence de relaxation
= Ladistribution des tailles des objets diffusants obtenue par la méthode de Contin et Cumulants

8.2.1.2 Diffusion des neutrons aux petits angles

La technique de diffusion des neutrons aux petits angles est utilisée dans cette étude pour étudier
la structuration locale des particules colloidales formées. Une partie des expériences a été réalisée sur
les spectrometres PAXY et PA20 alimentés par le réacteur Orphée de 14 MW au laboratoire Léon
Brillouin (CEA Saclay, France). L'autre partie provient d’expériences menées a l'institut Laue Langevin
(ILL, Grenoble, France) sur la ligne D22 alimentée en neutron par le réacteur a haut flux RHF de 58 MW.
Les gammes de vecteur d’onde utilisées pour ces séries d’expériences varient de 2.58 x 10°cm™ a
6.63 x 10 cm™ pour D22 et 4.5 x 102 cm™ 4 5.72 x 10 cm™ pour le PAXY et les configurations des
appareillages sont présentées dans le Tableau Annexe 2. La Figure Annexe 1 présente les différents
composants du systeme de mesure et le principe de fonctionnement du spectrometre.[244,245]
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I(q)
1 : D e
b "
- -~
[ Collimation | [ Echantillon | q

g = 4mn/A sin (6/2)

Figure Annexe 1 : Appareillage de mesure de diffusion de neutrons aux petits angles et grandeurs caractéristiques. [244]

Tableau Annexe 2 : Configurations des expériences de DNPA complétées par des mesures de MALS

Dénomination 2(A) D'(m) gf(em?)
D22 (ILL) PQ 6 1.4 2.58 x103-5.63 x 1073
MQ 6 5.6 8.10x 102-5.73 x 10
GQ 6 17.6 6.26 x 102-5.12 x 102
PAXY (LLB) PQ 8.5 5 45x102-6.63x 10"
MQ 6 3 1.05x 102-1.54 x 10°*
GQ 4.5 1 3.67x101-5.72x 10"
ALV (LCPO) lumiére 6.328 - 3.4x10%-2.58x 1073

Les mesures sont complétées par des mesures de diffusion de la lumiére statique multiangle
(MALS) pour des angles entre 25 °et 150° soit des petits vecteurs d’ondes entre 0.00034-0.00258. On
retranche ensuite I'intensité de la cellule vide, du solvant et celle du vide (détecteur) a 'intensité brute
collectée pour obtenir une intensité corrigée I(q). Cette intensité est fonction du nombre de particules
et de la fraction volumique et peut étre exprimée en fonction du module du vecteur d’onde q :

1(q) = ¢ X Ap? X Viparticutes X P(@) X S(q) Equation Annexe 3

NVpurticules

avec ¢ = la fraction volumique

P(q) le facteur de forme = taille et géométrie des particules
S(q) le facteur de structure = présente les interactions entre particules
Ap? contraste = différence de densité de longueur de diffusion entre le solvant et la particule

Vparticutes Partie du volume totale V comprenant N particules

Si les particules sont diluées en solution, il est possible de négliger le terme S(q).

Les polymeres sont lyophilisés puis solubilisés dans 10 fois leur volume en D,0 99% (Eurisotop St
Aubin, France) pour améliorer par la suite le contraste de la mesure entre 'échantillon et le solvant.
Aprés 24 h et solubilisation compléte, la solution est lyophilisée une seconde fois et le cycle répété 3
fois. Comme pour les solutions en H,0, le pD est ajusté avec du DCl préalablement a toute mesure. Les
solutions meres sont préparées a I'avance et les mélanges réalisés juste avant mesure selon la méthode
d’ajout désirée ([SLOW], [SHOT]). Les échantillons sont introduits dans des cuvettes en quartz de trajet
optique 1 ou 2 mm de la marque THUET (Blodelsheim, France) et caractérisés a température ambiante
sans contrble de température soit 25°C en moyenne.

Les échantillons sont passés sous le faisceau de neutrons et le spectre brut enregistré. Les
contributions de la cellule vide, du solvant et de la réflexion du détecteur (utilisation du carbure de bore

*
Longueur d’onde du monochromateur
" Distance échantillon-détecteur

¥ Vecteur d’onde
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B,C absorbeur de neutrons) sont soustraites ainsi que la partie incohérente du signal pour obtenir des
courbes d’intensité en fonction du vecteur d’onde d’observation en unité absolue. La courbe I(g) en

) 4am . 6 , . , N ) )
fonction g (q = 7”51715) est tracée et son étude permet la détermination de morphologie des objets

en fonction des domaines étudiés. Les représentations classiques de Guinier et Porod sont utilisées par
ailleurs pour attester des tailles d’objets.

8.2.2 Etude de I'environnement chargeé lors de la complexation

Potentiométrie

Des mesures des variations de pH lors du
titrage sont effectuées a température ambiante
sur le modeéle InoLab pH 730 de WTW (Weilhem,
Germany). Les mesures sont dupliquées et
I'erreur est inférieure a 5%.

Conductimétrie

Les mesures de conductimétrie sont

conduites a température ambiante sur un Figure Annexe 2: Montage utilisé pour les dosages

appareillage Consort K912 (Turnhout, Belgium). potentiométriques et conductimétriques.
Les titrages sont tripliqués et I'erreur inférieure a
5%.

Détermination de la charge de surface par mesure du potentiel zéta

Les charges de surface des complexes de polyélectrolytes découlent de la mesure du potentiel
zéta (mV). Ils sont mesurés sur le méme appareil Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern) opérant a 633
nm avec une détection a 13° (Phase Analysis Light Scattering, PALS). Les solutions a analyser sont placées
dans des cuvettes adéquates. Les mélanges sont dupliqués. Les échantillons sont analysés en 5 passages
pour plus de précision dans la mesure, a température ambiante. Le potentiel zéta est calculé a I'aide de
I’équation de Henry aprés mesure de la mobilité électrophorétique des ions en solution.

8.2.3 Visualisation des complexes

Microscopie optique

Les observations en microscopie optique ont été réalisées sur un microscope confocal DMI6000
inversé TCS SP5 AOBS de la société LEICA Microsystems. Ce microscope est muni de trois objectifs a
différents grossissements : HCX PL APO 63x/1.40-0.60 (immersion huile), HCX APO L 40x/0.80
(immersion eau) et le HC PL APO CS 10x/0.40.

Microscopie confocale

Les échantillons sont placés dans des cuvettes spécialement concues ou dans des micro-puits
pour la prise d'image en épaisseur. Les observations en microscopie optique sont réalisées sur un
microscope confocal DMI6000 inversé TCS SP5 AOBS de la société LEICA Microsystems avec |'objectif
HCX APO L 40x/0.80 (immersion eau). Les images des coacervats ont été obtenues en utilisant comme
sources lumineuses le laser Hélium/Néon a 633 nm pour la transmission et le laser solide DPSSNa pour
la fluorescence, permettant ainsi I’excitation de la rhodamine (fluorochrome) a une longueur d’onde de
561 nm. La fluorescence émise a été collectée en utilisant un photomultiplicateur dans une gamme de
longueurs d’ondes comprises entre 575 nm — 650 nm. Grace a une surplatine galvanométrique
permettant des acquisitions en Z avec des incréments de 0.4um, des reconstructions en trois
dimensions des échantillons ont été réalisées sur des épaisseurs variant entre 100 um et 200 um.
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Cryo-microscopie a balayage

Pour la cryo-microscopie électronique a balayage, les échantillons observés sont cryo-fixés sous
haute pression. Apres prélevement dans la solution mére, une goutte est déposée dans une cupule
spécifique de 2mm de diametre sur 200um de profondeur. Une seconde cupule est alors mise par-
dessus afin de créer une chambre. Cet ensemble de cupules est inséré dans I'équipement de cryofixation
haute pression (HPM100-Leica-Vienne-Autriche). L'échantillon va subir un jet d'azote liquide sous une
pression de 2050 bars durant 1ms. Une fois congelé, I'échantillon va étre conservé dans |'azote liquide
jusqu’a l'observation.

Pour I'observation au microscope électronique a balayage, I'échantillon dans son support de
fixation dans I'azote liquide est posé sur le porte-objet du MEB. Une fois cette étape effectuée, le porte-
objet est transféré sous vide dans la chambre cryogénique (PP3010 Quorum). L'échantillon est alors
sublimé durant 20min a -90°C puis métallisé au platine pendant 5 min, puis transféré dans la chambre
du microscope (MEB Quanta 250 FEl Eindhoven Pays-Bas) pour étre observé a -140°C sous vide poussé.

L"échantillon subit un jet d'azote liquide sous une pression de 2050 bars durant 1 ms. Une fois
congelé, I'échantillon est conservé dans I'azote liquide jusqu’a l'observation.

8.3 Cinétique de la complexation

Meélangeur a flux stoppé et détection par diffusion statique de la lumiere (stopped-flow)

Les expériences de diffusion de la
lumiere par mélangeur ultra rapide ont été
réalisées sur I'appareillage stopped-flow
Module SFM 400 de Bio-logic, équipé d'un
spectrophotometre MOS 450 et d’un contréle
de la seringue MPS70/4, un photo-détecteur
PMS 450, et du logiciel dédié BK-MCS™. Le
systeme de mélange est constitué de quatre
seringues de 10 mL contrélées par des
moteurs indépendants. Les seringues n® 2 et 4,
disposées en diagonale seront utilisées pour
mélanger les deux PE a complexer (Figure
Annexe 3). Les seringues 1 et 3 contiendront
de I'eau nécessaire pour les lavages de la cellule de mélange FC-15 de 1 mL en quartz. Le mélange est
réalisé au moyen d’un mélangeur turbulent Berger Ball. Le débit d’ajout est fixé a 9 mL/min, et les
volumes et concentrations en PE ajustés pour le conserver constant pour toutes les expériences et
assurer un temps mort fixe de I'appareillage a 4 ms. La longueur d’onde d’excitation de la lampe He/Xe
est fixée a 438 nm et la turbidité des solutions est enregistrée a un angle de 90°in situ a cette longueur
d’onde. Il est vérifié que les PE n’absorbent pas a la longueur d’onde utilisée. On définit la turbidité T
par :

Figure Annexe 3 : Détails du mélangeur vu de I'extérieur.

In(T)
T

Equation Annexe 4

ou T est la transmittance observé lorsque la lumiére traverse I’échantillon, et | est la longueur du trajet optique.

Par praticité, on utilise T =In(T) comme définition de la turbidité. La puissance du PM est ajustée
en fonction des valeurs d’intensité pour se placer dans le domaine optimal de mesure (1 a 10 a.u.). La
puissance du PMT varie entre 350 a 500 mV suivant la turbidité des échantillons.

Le signal brut peut ensuite étre normalisé selon la formule :

*
mcs-200-conductivity-measurements
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I, —1
I = M Equation Annexe 5

(IO - Isolvant)

ot (It — Isoiant), (Io — Isowant) représentent I'augmentation de I'intensité diffusée a to et t.

Plusieurs tirs sont réalisés pour parvenir a une intensité stable (10 tirs environ par rapport de
charge) ; des échantillons de 1 mLissus de ces tirs sont collectés en sortie de I'appareil pour des mesures
de MALS aux temps longs.

Mesures de diffusion statique aux temps longs

Des expériences (chapitre 3) sont réalisées sur un appareil Malvern Zetasizer ZS. Les échantillons
sont placés directement aprés complexation dans les cuvettes et I'intensité de diffusion de la lumiere a
173° est enregistrée en continu sur 4 heures.

8.4 Thermodynamique de la complexation

Titrage isotherme suivi par calorimétrie

Les parametres thermodynamiques de la complexation sont déterminés par titrage des PEs a
complexer dans une enceinte calorifugée. Cette technique appelée titrage isotherme par calorimétrie
(ITC) est réalisée pour cette thése dans un calorimetre Nano ITC de TA Instruments (New Castle, USA).
La cellule de mesure est de 950 L, et la seringue de mélange et d’injection en verre Hamilton peut
contenir jusqu’a 200 pL de solution titrante. La cellule de référence est remplie d’eau Milli Q dégazée
pendant 10 min a 'aide de la station de dégazage de TA Instruments (la concentration en sel étant tres
faible dans nos expériences, la densité du solvant reste inchangée et il n’est pas nécessaire de remplacer
I'eau par une solution a la méme salinité que celles dans la cellule de mesure). Le contenu de la cellule
de référence est renouvelé toutes les deux semaines. Des étalonnages électriques et chimiques
(systeme HCI/NaOH de constante kaconnue) sont réalisés tous les deux mois pour s’assurer de la bonne
conversion température/impulses électriques et impulses électriques/enthalpie. A titre d’information
la précision de la Nano ITC est la suivante :

En estimant que la capacité calorifique de nos échantillons peut étre assimilée a celle de I'eau
(¢p my0 =4.186 J/g.K) et que le volume de I'échantillon est de 950 L ; toute élévation de 0.1 W sur nos
thermogrammes correspond en température a une variation telle que suit :

(d335 x Volume cellule) X ¢, 0 X 1 X 1077 Equation Annexe 6
— (0.997 X 0.95) x 4186 * 1 x 107 = 3.965 10~ K

Soit une différence de 0.397 millioniemes de degré Celsius.

Pour réaliser une expérience d’ITC, comme pour toute expérience de calorimétrie, I'appareil doit
se trouver dans une piece ou la température est contrdlée et suffisamment loin de la température de
I'expérience pour que I'ajustement de la température soit minimal et constant. L’allumage du systeme
s’accompagne d’un temps d”équilibrage (signal plat sur le thermogramme en temps réel) du systeme
laissé sous eau entre chaque expérience (30 min). Apres stabilisation, la cellule de mesure est remplie
a la seringue par la solution choisie dégazée au préalable pendant 10 min (45 min). La seringue de
mélange et d’injection est remplie de solution titrante dégazée et les bulles d’air éventuelles évacuées.
La rotation est actionnée et on laisse le systéme atteindre I'équilibre avant de lancer les injections du
titrage (7 heures). L’appareillage est ensuite vidé puis lavé consécutivement avec de I'eau et un systeme
d’aspiration ; une solution de tensioactif ; une solution saline a 1 M pour éliminer les résidus de PEs et
enfin de I’eau pour rincer I’'ensemble. Par précaution, une seringue en verre est dédiée a chaque type
de PE (polycation et polyanion) pour éviter la formation de multicouches a I'intérieur des seringues.

Une expérience ‘classique’ de titrage est réalisée dans cette theése selon les conditions suivantes :
25 injections de 8 pL chacune, séparées par 900 secondes d’équilibrage permettant un retour a la ligne
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de base du signal. L'agitation est fixée a 250 tours par minute et le débit d’injection a 48 pL/min. La
température est fixée a 25 °C, dans une salle de travail maintenue a 20 °C.

Chaque série d’expérience comme précisé au chapitre 1 entraine la nécessité d’expériences
annexes pour déterminer précisément la chaleur dégagée du systeme étudié :
e Expérience de titrage A dans B répétée 2 fois
e Expérience de dilution A dans solvant
e Expérience de dilution solvant dans B
e Expérience solvant dans solvant

Chaque thermogramme présenté inclut donc les contributions a la chaleur de mélange de
chacune des entités en présence hors réaction entre les deux PEs.

Al'issue de ces mesures, on obtient un thermogramme dit brut de la variation du flux de chaleur
en fonction du temps sur lequel on soustrait point a point les expériences de dilutions présentées ci-
dessus. L'aire sous les pics est ensuite intégrée et le signal normalisé par la quantité de matiére en
charge par motif du PE titrant (dans la seringue d’injection). On peut ainsi tracer la variation d’enthalpie
en fonction du rapport en charge en PE (Z(titrant)/(titré) =Z(seringue)/cellule)). Le premier pic
d’injection n"est pas pris en compte car on mesure une variation d’enthalpie et on ne peut calculer une
variation sur une premiere injection. De plus, pendant les 45 min d’équilibrage du systéeme, la diffusion
du polymere dans la cellule rend la précision de la chaleur mesurée difficile a estimer.

Suivant la forme de la courbe obtenue a partir de I'enthalpie de réaction mesurée, il est possible
d’estimer la stcechiométrie de la réaction n, la constante d’association K en utilisant des modeles de
complexation a un ou plusieurs sites.[246]

L’étude de la thermodynamique des assemblages occupant une place centrale dans ce travail de
these, les concentrations en espece ont été choisies afin de garantir la faisabilité de cette méthode de
mesure calorimétrique. Ainsi les concentrations se placent dans le domaine du milli molaire, soit le
domaine de réponse adéquat de I'appareil de mesure.

Comme précisé dans le chapitre 1, le paramétre de Wiseman est calculé préalablement a chaque
expérience. Par ailleurs, afin de garantir des expériences lisibles et modélisables, les concentrations ont
été calculées afin de correspondre a une équivalence en charge entre les injections 10 et 14 des 25 de
chaque expérience (soit une équivalence en charge au milieu du graphique, pour 95 pL du polymere
concentré dans la seringue 950 pL du polymére dilué dans la cellule). Enfin, la méthode d’ajout en ceuvre
dans I'expérience d’ITC est caractérisée par I'ajout d’une solution de concentration dix fois supérieure
dans la seringue par rapport a la cellule. Cela implique I'utilisation de ce méme type de solution lors de
la reproduction de mélanges hors ITC. Les diverses concentrations utilisées dans cette études sont
reportées dans le tableau ci-dessous. Par la suite, les concentrations initiales d’ajout des polymeres
seront précisées en mol de charge de monomere ainsi que la concentration massique totale en
polymere dans les mélanges finaux.

ANNEXE chapitre 1
Informations complémentaires

Tableau Annexe 3 : Grandeurs thermodynamiques issues de la complexation de différents couples d’especes chargées en
solution aqueuse par mesures ITC.
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AG AH TAS
Pt P~ Conditions K (ki/mol (ki/mol (ki/mol Morphologie Sources
(température-solvant-rotation péle) (M) titrant) titrant) titrant K) @stcechiométrie
* t o _
HA BSA 25°C-pH 4.3- 90 mM NaCl + 10 mM 4x 102 15 20 35 Coacervat
[1.19/l] [1.4 mM] phosphate-315 RPM
[PJZAD;\\Z}AC [8153 mMJ 25°C-pH 5.3- 10 mM NaCl -315 RPM 8 x 107 -16 -17 -1 Coacervat
m )
[217]
HA BLG" 25°C-pH 4.3- 90 mM NaCl + 10 mM
2x10° -13 12 26 C t
[1.5 /L] [1.4 mM] phosphate-315 RPM X oacerva
[PJZAZ/X;]AC [BlLi mM] 25°C-pH 5.3- 0.1 M NaCl -315 RPM 2x10° -19 -20 -0.8 Coacervat
t 1x10° -51 2 177
PDADMAC PANa 25°C-pH 10-No salt-307 RPM Coacervat [109]
[2/20 mM] [20/2 mM] 5x10° 50 7 192
PAH HSA# 25°C-pH 7.2-1 M MOPS-1 M
113 g/ [059 ” /\/i CC/ P 0 mM MOPS-10 mM ;100 28 15 51 Coacervat [247]
PDADMA S
.C PVSK ) 30°C-50 mM NaCl-560 RPM 2x108 - -2 45 Précipité [248]
[0.01 equi] [1.107 equi]
BL = 25°C-pH 4.3-5 mM sodi
i 53 ) ﬁ/’; i " bi ffcez o Rgpi” mM sodium acetate 157 08 -16 451 -16 343 Coacervat [249]
+
SBA
43x10° -44 -681 -2 C t
[81 uM] cGt 25°CpH 4.3-10 mM citrate buffer- = oacerva 250]
8- 1 0.67 uM 1000 RPM
5 JCZ”I\; ]05 € [0.67 uM] 8x10° -39 285 038 Coacervat
PEI PGA
25°C-pH 7-2 M NaCl- 307 RPM 1 -1 .1
[PEIL/[PGA]=30/70 molar 5°C-p 00 mM NaCl- 30 3x10° 9 3 0 Coacervat 05
PEI PGA . . o
[PEI]/[PGA]=33/67 molar 25°C-pH 7-no salt- 307 RPM 2x10 -30 3 0.1 Précipité
DEAED 59 8x10*  -29 1 30 Précipité 251
33 mMextran cMP 25°C-pH 4.5-acetate buffer 50 mM- B (251
‘ 17.6 mM 307 RPM 1x10° 23 0.6 24 -
28.2 mM 1.7 mM
Gelatin Tannin acid .
0.2 mg/mL 3 mg/mL 25°C-pH 4.5—-No salt-800 RPM 2x10% -81 -31 -50 - [252]

“HA Hyaluronic Acid

fHSA :Human Serum Albumine
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*PDADMA(C/) : Poly(diallyldimethylammonium) Chloride
"BLG: 8 lactoglobulin

* PAA(Na) : Poly(sodium acrylate)

$ pVsk : Potassium poly(vinyl sulfate)

“* WpG : water soluble fraction of persian gum

" SBA ; Soybean agglutinin

# CA : Carrageenan

8 cmp - Carboxymethylpullulan
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ANNEXE chapitre 2

Informations complémentaires

10.1 Polyélectrolytes

10.1.1 Teneur en eau des PEs par TGA

1004y T — 1004
§ 984 ‘BE 984 § 98
< 96] = 96] = 7]
2 oo PSSNa, . 2 o PSSNa;, 2 o6 PSSNa, 5«
S °™ 9 ] S
; 92] E 92] 14 %wt 2 94 11 %wt
S 904 13.3 %wt T 901 T g2 water content
= = water content =
881 water content 884 90
864 86
84 : . ; . 84 : . : : 88 . : , ,
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Temperature (°C) Temperature (°C) Temperature (°C)
2004 - 1004 -] 1004 e
g PSSNagq,¢ g o8 PSSNa g ¢ PEI
g 964 g 964 2.6M g 90 2K
5 944 11.1 %wt ;, 94 13.4 %wt ; 25 %wt
2 924 water content 2 92 water content < . water content
90 90
881 . . . , 881 : . 70 . r r .
o] 50 100 150 200 ] 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Temperature (°C) Temperature (°C) Temperature (°C)

Figure Annexe 4 : Analyse thermogravimétrique des PSSNa de différentes masses molaires pour déterminer la teneur en eau
des poudres.

10.1.2 Détermination du taux d’ionisation du ¢ PEl>x par dosage potentiométrique

De plus, au pH d’étude de 4, le taux d’ionisation du PEl est de 66%. Il est déterminé par dosage
du PEI par une solution d’acide chlorhydrique.[253] En connaissant la quantité de matiere en amine
globale a doser [NH]° (cette concentration diminue par dilution au cours du dosage) et en faisant
I"approximation a 1 g/cm® de la masse volumique de la solution p, il est possible de déterminer la
concentration en motifionisé [NH,"] a chaque point du dosage en appliquant le principe de conservation
de I'électroneutralité Equation Annexe 1 :

[OH_] + [Cl] - [H+] = [NH;] Equation Annexe 1

En connaissant avec précision la concentration en HCl (0.1 M), il est possible de calculer les
concentrations en ions H* avec le pH, déduire OH" du produit ionique de I'eau et Cl" avec la quantité de
HCl de concentration connue. Le taux de protonation/ionisation f est défini Equation Annexe 2 comme :

f = Equation Annexe 2
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Le taux de protonation est tracé en fonction du pH mesuré de la solution, et le taux de
protonation déterminé par lecture graphique(Figure Annexe 5).

0.84 73.1% @pH 3
% 06 66.0% @pH 4
o
= 0.4
(1]
o
= 0.2
o Y47
p -
o
0.0+

2 4 6 8 10 12
pH

Figure Annexe 5 : Taux de protonation calculé a partir du dosage de 20 g de ¢ PElx a 51 mM en mol par résidu de polymere par
une solution d’HCl a 0.1M a 25°C.
10.2 Caractéristiques générales de la complexation
10.2.1 Imagerie AFM des complexes

PSSNa,,«

Z[+]/[-]=0.05 (50w
0.8 nm 2.7

N Height

-0.8nm 29
« 4.0 um > « 4.0 um >

Figure Annexe 6 : Images topographiques (gauche) et de phase (droite) de complexes PEI/PSSNagook préparés au rapport
Z[+]/[-]1=0.05 par ajout [SLOW]. Les complexes sont préparés dans I'eau a pH 4 sans sel ajouté et sont déposés sur mica a une
concentration de 0.5 ppm.

10.2.2 Etude de la complexation par stopped-flow

Cinétique de la complexation
Les seringues n° 2 et 4, disposées en diagonale seront utilisées pour mélanger les deux PE a

complexer. Les seringues 1 et 3 contiendront de I'eau nécessaire pour les lavages de la cellule de
mélange.
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(Ratiopg; X Cpgy) + (Ratiopssng X Cpssna)
(Veer + Vpssna)

Equation Annexe 3

Cf inale =

Tableau Annexe 4 : Concentrations recalculées a partir des rapports et volumes introduits dans le mélangeur [ULTRA FAST].

Rapport
Z[+]/[- C C Vi
[+1/1-] Voer/Vssns PEI PSSNa final

0.025 2.5/10 C/10 C
0.05 5/10 C/10 C

0.1 5/10 c/s C 189 ul
0.5 5/10 C/2 C
0.9 9/10 C C

1 1/1 C C 220 pL
1.1 11/10 C C

1.2 12/10 C C 189 ul

avec C=4.85 mM en charge par motif de PEl (S4) et de PSSNa (S2)
(Iéchantillon - Isolvant) )
Leorrigée = X faCteurcorrectif du voltage Equation Annexe 4

Cf inale

avec Vechantillon/solvant 1€ voltage de la lampe en volt
lechantilon I'intensité en transmission a 180°
Grinale la concentration finale issue de I'Equation Annexe 3

Caractérisation par diffusion de la lumiere multi-angles (MALS)

Figure Annexe 7 : Analyse par diffusion multiangle de la lumiére (statique et dynamique) des complexes ¢ PEI / PSSNa préparés en
stopped-flow a pH 4 sans sel ajouté (Tableau des concentrations utilisées en Tableau Annexe 4) Rg1 et Rg; sont déterminés a moyens-
grands q (tracé rouge) et petits g (tracé bleu) respectivement. Ry et Ry, sont déterminés respectivement sur toute la gamme de g
(tracé rouge) et sur la partie petits g (tracé bleu). Les séries de points sont analysées par régression linéaire sauf la série 600K.
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ANNEXE chapitre 2

10.3 Application a un systeme microfluidigue

10.3.1 Mélanges manuels

Tableau Annexe 5 : Volumes pour la préparation des solutions [SLOW] et [FAST] entre ¢ PElx et PSSNaz7x a 1 mM en charge et
pH 3.

2141/ V PEI V PSSNa Vtotal [PEI] [PSSNa]
mL mL mL mM en charge mM en charge

0.1 0.45 4.55 5 9.09E-05 9.09E-04
0.2 0.83 4.17 5 1.67E-04 8.33E-04
0.4 1.43 3.57 5 2.86E-04 7.14E-04
0.6 1.88 3.13 5 3.75E-04 6.25E-04
0.8 2.22 2.78 5 4.44E-04 5.56E-04
1 2.50 2.50 5 5.00E-04 5.00E-04
1.25 2.78 2.22 5 5.56E-04 4.44E-04
1.67 3.13 1.87 5 6.25E-04 3.75E-04
2.5 3.57 1.43 5 7.14E-04 2.86E-04
5 4.17 0.83 5 8.33E-04 1.67E-04
10 4.55 0.45 5 9.09E-04 9.09E-05

10.3.2 Mélanges au Dolomite

Tableau Annexe 6 : Répartition des débits des pompes et débit total pour les trois débits de I'étude.

Débit 1 : 250 um/min Débit 2 : 700 um/min Débit 3 : 1100 um/min
Z[+/[-] Débit PEI F?ses?ulg Débit PSSNa  Débit PEI  Débit PSSNa  Débit PEI
0.1 22.73 227.27 63.64 636.36 100 1000
0.2 41.67 208.33 116.67 583.33 183.33 916.67
0.3 57.69 192.31 161.54 538.46 253.85 846.15
04" 71.43 178.57 200.00 500.00 314.29 785.71
0.5 83.33 166.67 233.33 466.67 366.67 733.33
2.5 178.57 71.43 500.00 200.00 785.71 314.29
3.33 192.26 57.74 538.34 161.66 845.96 254.04
5 208.33 41.67 583.33 116.67 916.67 183.33
10 227.27 22.73 636.36 63.64 1000 100

* Rapport en charge utilisé pour la détermination du temps de mélange aux 3 débits d’étude.
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ANNEXE chapitre 3

Informations complémentaires

11.1 Polyélectrolytes et autres composés

11.1.1 Spécifications

Tableau Annexe 7 : Composés utilisés dans le chapitre 3 et leurs caractéristiques.

Nom Formule Mw Caractéristiques Fournisseur
(g/mol)
Dextran Sulfate [CH2CH(CO2R)]n * Sigma
Sodium Salt avec R=H ou SOsH 407 PEfort Aldrich
Branched . Sigma
NHCH2CH 43.07 PE faibl
Poly(Ethylenelmine) (NHCH2CHz)n 3.0 aible Aldrich
Linear (CH2CH2NH) 43.07 PE faible Sigma
Poly(Ethylenelmine) -T2 ' Aldrich
DETA Sigma
DiethyleneTriamine (NH2CH2CH2)2NH 103.17 Aldrich
- 305.83 Max Abs : Sigma
Toluidine Blue O C15H16CIN3S 595nm Aldrich
. Max Abs : Sigma
Orange I, Sodium Salt C16H11N2NaO4S 350.32 485 nm Aldrich
A o ke
) s 527.5 Ex/Em : Thermo
NHS-Rh \J
S-Rhodamine oty 552/575 nm Scientific
O‘\\"N}!O

11.1.2 Masse moléculaire, PDI et indice de réfraction par GPC/SEC-MALS

Tableau Annexe 8 : Tableau présentant les caractéristiques mesurées par nos soins des polyélectrolytes manipulés lors de cette

these.
Mw Tapproximée Mn
Nature PEs Abréviation dR! dn/dc
(g/mol) (g/mol)

(-) Anionique (-) Fort DxSask 9000-20000

(+)Faible ¢ PElok 2000
+) Cationique
(+) Cationiqu (+)Faible ¢ PElsg 25000

“en prenant un taux de sulfatation du polymere de 2.44 par motif pour le DxS

1 petermination par SEC munie de détection du rayonnement multi-angle
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11.1.3 Teneur en eau des PE par TGA

200 101 s I

Water Content =3,2% Water Content =13,6%

93 4 95

96 4 90 4

Mass Loss(%)
Mass Loss(%)

94 85

¢ PEL;, DXS0k
92 r T r T 80 T T T T
0 50 100 150 200 250 ] 50 100 150 200 250
Temperature(°C) Temperature(°C)

Figure Annexe 8 : Thermogrammes par TGA représentant la perte de masse en % en fonction de la rampe de température en
degrés sous gaz inerte pour le DxS,ox, et les PEI de cette étude.

11.1.4 Détermination du taux de charge du € PEI par potentiométrie

Un suivi par potentiométrie, afin de déterminer le taux de protonation des molécules de PEl
(linéaires et branchés). Afin de déterminer la constante de dissociation (pK.) du PEl a différents pH, un
titrage des PEl par de I'acide chlorhydrique (HCI 0.1 M) est mené. 20 mL de PEl sont titrés par de I'HCI
0.1 M par pas de 200 pL d'HCI ; le pH de la solution est relevé apres chaque ajout tout en conservant la
méme solution durant tout le dosage. Les expériences sont quadruplées. Selon le modele de Suh et
al.[183], il existe une corrélation entre la variation du pH de la solution titrée avec le volume d’ajout
d’HCl, soit une variation du pK, apparent de la solution et donc le pourcentage d’amines protonées en
solution en fonction du pH de travail.

Le quotient de déprotonation Q est défini comme la fraction des groupements aminés non protonés :

fgroupements aminés non protonés 1z 1 —=fgyt)

fgroupements aminés protonés ~ fpu+ feu+ Equation Annexe 7
Zyet Zg les valences des charges A et B
r la distance entre les deux charges
e la charge électrique élémentaire, e = 1.6 x 10719 C
€0 la constante diélectrique ou permittivité du vide, €, = 8.84 X 10712C2N~1m?

€, la permittivité du milieu, normalisée par un milieu de référence
€ la permittivité du milieu

Il est admis par la suite que log Q est une dépendance linéaire du pH.

logQ =apH+p Equation Annexe 8

— + -
K,, = [H]*[OH] Equation Annexe 9

ou a et 8 sont définis comme des constantes

r_ -
feu++[Ple + [H]" = [OH] Equation Annexe 10

avec [P]¢ la concentration totale en polymere en mole de motif et [P]q la concentration initiale en polymere
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[Pl = v [P]o Equation Annexe 11

[P]O _ Kw
(1 + ((H*)~*« 108) [H]*

[HCL], + [11% _ [H]*

Equation Annexe 12

VHer = Vo

avec vy le volume de la solution initiale en polymere en litre, v ycy le volume total ajouté en acide chlorhydrigue, K,, la
constante d’équilibre de I'eau & la température d’étude (produit ionique de I'eau), [HCl], la concentration en acide
chlorhydrique ajoutée lors du dosage, [H]* la concentration en ions hydroxydes dans la solution.

Pour ce dosage les valeurs suivantes sont prises en compte ainsi que le pH lors de chaque ajout

d’acide chlorhydrique :
[HC1y=0.1 M

v4=0.02

Kyy—p50¢=1.02 104

pK,=(1—a)*pH—-B*pK,=(1—a)+*pH—-f Equation Annexe 13

On représente les données obtenues sous la forme [HY] = #(vye) . Les données sont
modélisées en suivant le modele (Equation Annexe 12) ci-dessus, et en utilisant @=0.1443 et 6=-1.201
pour le ¢ PElysk et a=0.1602 et 8=—0.689 pour le ¢ PEl,x dans I'Equation Annexe 9). Les pK, ainsi que la
fraction de fonction amines protonées des PEI sont ensuite calculés en fonction du pH en utilisant ces
parametres (Equation Annexe 9 et Equation Annexe 10).

11.2 Préparation des solutions

L'utilisation de polymeres dits faibles comme les PEl nécessite un ajustement du pH de travail des
solutions. Pour toute I'étude, le pH des solutions est fixé a 4.8, soit par utilisation d’un tampon acétate
soit par ajustement du pH par ajout d’acide chlorhydrique (HCI 1 M et 0.1 M ou DCl pour les solutions
en solvant deutéré). Les protocoles spécifiques de préparation des polymeres sont précisés dans chaque
sous-rubrique. Un soin tout particulier est apporté a la préparation des solutions-méres (dont la
concentration es vérifié par TGA), qui seront diluées ensuite au poids pour chaque expérience. Le pH
est ajusté avant chaque complexation et les concentrations et volumes d’ajout réajustés en
conséquence. Tous les instruments de pesée et verrerie sont nettoyés a I'eau salée pour s’assurer de
I'éviction de résidus de polyméres et les contenants choisis en matiere plastique pour éviter toute
complexation au verre du PEl. Le pH-metre est calibré avant chaque utilisation sur la gamme 4-7-10.
Toutes les solutions méres en polymere sont filtrées sur filtres en acétate de cellulose de 0.45 um.
Toutes les solutions utilisées lors de ces expériences ont été préparées en utilisant de I'eau distillée
(Systéme Milli Q Plus, p=18.2 MQ.cm™ pour toutes les expériences sauf I'ITC oU I'eau distillée est
redistillée sur colonne). Le tampon acétate pH 4.8 a 100 mM, de force ionique 1=50 mM est utilisé pour
la préparation des solutions, et du NaCl est ajouté pour modifier la force ionique a 1=1.5 M.

Les solutions de polyméres sont préparées 24 heures avant utilisation pour une dissolution compléte
des polymeres; le pH est vérifié et éventuellement réajusté avant chaque expérience et la
concentration de toutes les solutions meres sont vérifiées par ATG avant dilution au poids pour
expérience.

11.2.1 Sulfate de dextrane

Une solution mere a environ 150 mM en charge est préparée puis diluée (au poids) aux
concentrations désirée. La quantité de DxS (poudre) est pesée a la balance de précision puis ajustée par
ajout de tampon acétate pH 4.8 et agitée a I'aide d’un barreau aimanté. Le pH est vérifié et ajusté avec
une solution a 0.01 M en HCl au pH-metre apres 1 heure sous agitation et la solution conservée pour 2
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semaines pour éviter toute contamination. Une ATG est utilisée pour connaitre la concentration exacte,
puis les solutions filles sont préparées par dilution au tampon ou a I'eau pH 4.8.

11.2.2 Polyéthylene imine

Une solution mére a environ 150 mM est préparée puis diluée (au poids) aux concentrations
d’étude. La quantité de ¢ PEI (visqueux) est prélevée a la spatule et pesée a la balance de précision. La
moitié de la quantité de tampon est ajoutée puis I'ensemble est mis sous agitation dans un récipient
fermé pendant 2 heures puis le pH est ensuite ajusté a 4.8 avec d’acide chlorhydrique a 0.1 M).
L’ensemble est remis sous agitation jusqu’a complete dissolution de I'espece dans le solvant (10 heures).
La quantité d’acide ajoutée est évaluée par pesée. (De 'ordre de 0.4 mL pour 50 mL de solution mere a
0.6 g/L). La solution est réajustée puis complétée au tampon acétate ou eau pH 4.8 et agitée. Le pH est
vérifié une derniere fois au pH-metre et la solution conservée pour 2-3 semaines (1 mois maximum)
avec vérification et ajustement du pH a chaque utilisation. Aprés détermination de la concentration
précise par ATG, la solution est diluée au tampon ou a I'eau pH 4.8 pour utilisation.

11.2.3 Tampon acétate

La force ionique de la solution est indiquée pour chaque expérience. Par convention, la force
ionique” des expériences usuelles est de 50 mM (elle est due intrinséquement au tampon acétate). Elle
est libellée 1="0" par opposition aux solutions ou du sel (NaCl) est ajoutée pour modifier la force ionique
initiale. Les solutions de polyméres préparées dans I'eau a pH 4.8 sont ajustées pour correspondre a
une force ionique comparable au tampon acétate.

Le tampon acétate a pH 4.8, =50 mM est préparé a I'aide d’acide acétique et d’acétate de
sodium en égale proportion molaire puis ajustement & la soude ou a I'acide jusqu’a pH 4.8." Les espéces
sont pesées puis I'ensemble est complété a I'eau distillée dégazée. Le pH est vérifié au pH-meétre et ce,
toutes les semaines.

11.3 Suivi de la complexation

11.3.1 Titrage isotherme suivi par calorimétrie

L"étude de la thermodynamique du systeme occupant une place centrale dans ce chapitre, les
concentrations en espece ont été choisies afin de garantir la faisabilité de la méthode d’ITC tres sensible
de caractérisation. Ainsi les concentrations se placent dans le domaine du milli molaire, soit le domaine
de réponse adéquat de I'appareil de mesure. Comme précisé dans le chapitre 1, le parameétre de
Wiseman est calculé préalablement a chaque expérience. Par ailleurs, afin de garantir des expériences
lisibles et modélisables, les concentrations ont été calculées afin de correspondre a une équivalence en
charge entre les injections 10 et 14 des 25 de chaque expérience (soit une équivalence en charge au
milieu du graphique, pour 95 plL du polymeére concentré dans la seringue et 950uL du polymere dilué
dans la cellule). Enfin, la méthode d’ajout en ceuvre dans I'expérience d’ITC est caractérisée par I'ajout
d’une solution de concentration dix fois supérieure dans la seringue par rapport a la cellule. Cela
implique I'utilisation de ce méme type de solution lors de la reproduction de mélanges hors ITC. Les
diverses concentrations utilisées dans cette études sont reportées dans le tableau ci-dessous. Par la
suite, les concentrations initiales d’ajout des polyméres seront précisées en mol de charge de
monomere ainsi que la concentration massique totale en polymere dans les mélanges finaux.

* 1 .. . . . L .
Is = EZ Ci zi? avec Ci la concentration molaire de I'ion i, et zi sa charge

T Source du calcul tampon —=Université de Liverpool http://www.liv.ac.uk/buffers/buffercalc.html
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Tableau Annexe 1: Tableau récapitulatif des concentrations de I'étude et correspondance g/L et mmoles de charge par
monomeére par litre de solution, et ce en fonction de 'ordre d’ajout.

¢ PEl2sk in DxSaox DxSzox in ¢ PEl2sk
[€ PEl]seringue(g.L%) [DxS]ceiuie(g.L?) [DxS]seringue(g.L?) [€ PEl]cetuie(g.L )
1/0.1 0.06 g/L-1.35 mM 0.02 g/L-0.101 mM 0.2 g/L-1 mM 0.006 g/L-0.135 mM
5/0.5 0.3 g/L-6.75 mM 0.1 g/L-0.505 mM 1 g/L-5.05 mM 0.03 g/L-0.675 mM
1 0.6 g/L-13.5 mM 0.2g/L-1.01 mM 2 g/Ll-10.1 mM 0.06 g/L-1.35 mM
100/10 6 g/L-135 mM 2 g/L-10.1 mM 20 g/L-101 mM 0.6 g/L-13.5 mM

Tableau Annexe 2: Correspondance entre injections de 8 pL en ITC et le rapport de charge des polymeéres pour les deux sens
d’ajout. Le rapport en concentration initiale dans le sens ¢ PEI dans DxS est de 13.5 mM/1.01 mM et de 10.1 mM/1.35 mM
dans le sens DxS dans ¢ PEI.

¢ PEl in DxS DxS in ¢ PEI
injection Z[+]/[-] Z[-1/[+]
1 0.08 0.09
2 0.16 0.18
3 0.24 0.27
4 0.32 0.35
5 0.40 0.44
6 0.48 0.53
7 0.56 0.62
8 0.64 0.71
9 0.72 0.80
10 0.80 0.89
11 0.88 0.98
12 0.96 1.06
13 1.04 1.15
14 1.12 1.24
15 1.20 1.33
16 1.28 1.42
17 1.36 1.51
18 1.44 1.60
19 1.52 1.68
20 1.60 1.77
21 1.68 1.86
22 1.76 1.95
23 1.84 2.04
24 1.92 2.13
25 2.00 2.22
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TO+ 1 day

TO+ 4 days

11.3.2 Suivi morphologique du systeme au cours de la complexation

¢ PEl,5, in DXS,0 DXS,q in € PElygy
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Figure Annexe 9 : Analyse en microscopie optique des suspensions de complexes préparées a différents rapports de charge Z
((objectif x 63, barre d’échelle=10 um). Aspect des suspensions de complexes en fonction du temps. Les fleches vertes pointent
le rapport de charge correspondant au maximum de coacervation.

11.3.3 Diffusion statique et dynamique multiangle de la lumiere (SLS, DLS)

11.3.3.1 Préparation des échantillons

Les solutions sont préparées suivant le protocole énoncé précédemment, puis mélangées selon
le procédé ITC (aux concentrations 1/10 mM et 10/100 mM) a I'aide du mélangeur ITC, dans 4 fois le
volume utilisé en ITC. Les mélanges sont placés dans des tubes en verre préalablement nettoyés a
I'azote pour limiter la présence de poussiere perturbant la diffusion du rayonnement laser. Les
expériences sont répétées pour chaque rapport Z par ajout d’un volume différent au pousse-seringue.
Un suivi dans le temps est réalisé sur les échantillons en les conservant sous agitation dans un tube en
plastique scellé pendant la durée du suivi.
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11.3.3.2 Fonctions de distributions lors de la complexation 10/1 mM
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Figure Annexe 10 : Distribution en taille de complexes de DxS/¢PEl a différents Z en fonction de I'angle d’observation par la méthode

CONTIN ; pour le sens (a) ¢ PEl dans DxS et (b) DxS dans ¢ PEI.

11.3.4 Etude de I'environnement chargé lors de la complexation

11.3.4.1 Potentiométrie

Les solutions de polymeres sont préparées dans I'eau et 50 mM en NaCl et ajustées juste avant
titrage a pH 4.8. Celles-ci sont réalisées au mélangeur ITC par ajout successifs au pousse-seringue
correspondant aux injections de I'ITC. Le pH est relevé aprés stabilisation entre chaque ajout. Les
concentrations utilisées correspondent a celles de I'expérience 1/10 mM. Les titrages sont tripliqués.

11.3.4.2 Conductimétrie

Les mélanges de polymeres sont préparés sur des volumes 20 fois supérieurs a ceux en vigueur dans
I'expérience d’'ITC. Les expériences de conductimétries sont mises en ceuvre a 25°C, les polyélectrolytes
dissous dans I’'eau pH 4.8 a 50 mM sont titrées au pousse-seringue selon les deux ordres d’ajout a la
concentration 1/10 mM. Les titrages sont tripliqués.

11.3.5 Evaluation de la stoechiométrie des complexes par suivi UV-visible

La quantification de la charge des complexes ou des charges libres en solution est réalisé au
moyen d’un spectrophotometre a lecture de plaque SpectroMax M,e (Molecular Devices, Sunnyvale,
USA). Les solutions sont réalisées comme précédemment décrit pour la diffusion de lumiére sur des
échantillons a concentration 1/10 mM. Les solutions sont dupliquées puis chaque point est analysé sur
3 puits de la microplague.) Le DxS est associé au bleu de toluidine et le PEI a I'orange Il, dans les
conditions de tampon de I'étude (pH 4.8, tampon acétate 100 mM-I,=50 mM). Aucun des polymeéres
seuls ne diffuse aux longueurs d’onde d’étude adoptées pour I'évaluation de la stoechiométrie des
complexes. On dose tout ce qui n’a pas été complexé ce qui permet de connaitre les quantités de DxS
et PEl complexés et donc on accede ainsi a la réelle stcechiométrie de complexation.
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Les expériences de dosage de charge suivi par spectrophotométrie UV-Visible se réalisent de la
facon suivante : on mélange les polymeres a différents Z en utilisant le mélangeur ITC, (3.6 x le volume
de la cellule d’ITC) ; 200 uL sont alors prélevés et additionnés a 1300 ulL du colorant (Orange Il pour le
dosage des amines du ¢ PEl et bleu de toluidine pour le dosage des fonctions sulfatées du DxS).
L'ensemble est mélangé 4 heures puis centrifugé (Figure Annexe 11). Les résultats présentés dans le
chapitre font état du niveau d’absorbance a A=485 nm (orange Il) et A=590 nm (bleu de toluidine). La
solution tampon étant utilisée comme blanc.

2] 3]

XL

R I
IDISRLD ELD TED N
< M- v

Mixing Centrifugation UV-Vis Sprectrometry

Figure Annexe 11 : Mode opératoire du dosage par complexation de I'orange Il et du bleu de toluidine.

1. Réalisation du mélange de polymeres

2. Prélevement de 200 ulL de la solution et ajout dans 1300 ul d’une solution de colorant dont la concentration correspond a
celle en charge libre du polymere (PEI pour orange Il et DxS pour BT) majorée de 20% (2 échantillons avec du bleu de toluidine,
2 échantillons avec de I'orange 1)

3. Agitation des solutions sur une roue IKA a 500 RPM pendant 4 heures (des complexes entre les polyméres libres et les colorants
se forment).

4. Centrifugation des flacons plastiques teintés a 13201 x g pendant 30min.

5. 200 ul du surnageant sont prélevés puis analysés a 485 nm (orange 1) et 585nm (bleu de toluidine). Cette étape est répétée
3 fois pour chaque échantillon.

Dans un second temps, une variante de cette méthode est utilisée afin de suivre la cinétique de
complexation (et réorganisation des complexes) au cours du temps. Dans cette série d’expériences, un
spectrophotometre a cuve UV-Visible Cary 100 UV (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) est utilisé.
Le protocole est adapté en introduisant une quantité minimale de colorant, ce qui permet de suivre
I’évolution de I'absorbance dans le temps et remonter a I'aide d’une droite d’étalonnage du colorant
utilisé a une quantité de matiere donc de charge en polymére réorganisé. (Pas de processus 3 et 4
d’agitation et centrifugation, mais un simple mélange a I'aide de la pipette avant mesure).

11.3.6 Visualisation des complexes

11.3.6.1 Microscopie optique

Les échantillons sont issus des expériences de diffusion de la lumiére réalisées au moyen du mimétique
ITC. 40 pL sont prélevés a la micropipette et déposés entre une lame et une lamelle de verre surélevées
par un espaceur en paraffine.

11.3.6.2 Microscopies électronique a balayage et confocale

Pour la microscopie confocale et électronique a balayage, les échantillons marqués sont fabriqués aux
concentrations totales en polymére de 4.3%wt et 1.3%wt par ajout lent au mélangeur ITC de solutions
équimolaires en charge.
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Microscopie confocale

Dans le cas de la microscopie confocale, le ¢ PEI est marqué de facon covalente avec de la
rhodamine-NHS. Les échantillons sont placés dans des cuvettes spécialement concues ou dans des
micro-puits pour la prise d’image en épaisseur.

Cryo-microscopie a balayage

Pour la cryo-microscopie électronique a balayage, les échantillons observés sont cryofixés sous
haute pression. Apres prélevement dans la solution mére, une goutte est déposée dans une cupule
spécifique de 2mm de diametre sur 200 um de profondeur. Une seconde cupule est alors mise par-
dessus afin de créer une chambre. Cet ensemble de cupules est inséré dans I'équipement de cryofixation
haute pression (HPM100-Leica-Vienne-Autriche). L'échantillon va subir un jet d'azote liquide sous une
pression de 2050 bars durant 1 ms.Une fois congelé, I'échantillon va étre conservé dans I'azote liquide
jusqu’a l'observation.

11.3.7 Transition de dessalage suivie par SLS

Cette technique consiste a réaliser des solutions dites ‘dormantes’ par ajout de sel (les polymeres
n’interagissent pas, les charges sont écrantées en solution). Les polymeéres sont dissous en solution
aqueuses salines (NaCl) puis mélangées. Le systeme est ensuite dilué par ajout d’une solution d’eau
distillée au méme pH jusqu’a I'observation en SLS a 90° de la reprise de l'interaction, caractérisée par
une augmentation de I'intensité du rayonnement, qui atteste de la formation de complexes qui diffusent
plus la lumiere. (Reprise de I'interaction)

Les solutions de polymeéres sans sel sont préparées en séparé a 14 mM en charge dans I'eau et
ajustées a pH 4.8. Apres dissolution des polymeéres, la quantité de NaCl nécessaire est ajoutée pour
atteindre 4.1 M en sel. Aprées dissolution compléte (30 min dans une cuve a ultrasons), les solutions sont
filtrées sur filtres en acétate de cellulose 0.4 um. Enfin, les solutions sont mélangées de facon
équivolumique pour réaliser la solution ‘dormante’ (sans interaction). L'intensité du rayonnement (Rg)
est enregistrée a 90°C et la solution dormante est diluée lentement par ajouts successifs d’eau a pH 4.8.

11.3.8 Cinétique de la complexation

11.3.8.1 Suivi par diffusion de lumiere au Nano ZS

Les suivis en intensité des cinétiques de complexation ont été obtenus sur un modéle Nano ZS de
Malvern Instruments, a un angle de diffusion de 173°. Les échantillons préparés au mélangeur ITC sont
introduits directement aprés fabrication dans la cuve de mesure et I'intensité est mesurée en continu
pendant 6h.

11.3.8.2 Cinétique aux temps courts par stopped-flow

L"acquisition est enregistrée toutes les 0.0005 s jusqu’a 4000 points. Les seringues 3(¢ PEl) et 4(DxS) de
I'appareillage sont utilisées, avec des solutions de polymeres équimolaires en charge de 1 mM. Les
caractéristiques principales se situent dans le tableau ci-dessous.

Tableau Annexe 3 : Caractéristiques inhérentes aux expériences de cinétique aux temps courts par SF.

Rapport en charge Z[+]/[-] Seringue 3 ¢ PE| Seringue 4 DxS Volume des
Rapport volumique Rapport volumique injections
0.5 5 1 226 pL
0.8 8 1 227 uL
1 1 1 226 L
1.2 6 5 227 uL
1.5 15 10 226 L
2 2 1 226 pL
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11.4 Etude du Coacervat DxS/PEI

Figure Annexe 12 : € PElysy et DxSyo aprés lyophilisation, et photographie du coacervat DxS/PEl & 4.3%wt dans I'eau & pH 4.8.

11.4.1 Caractérisation du coacervat par ATG

Le coacervat est séparé de la phase surnageant, puis séché en surface avec un tissu. L’échantillon est
ensuite caractérisé par ATG, en suivant le protocole spécifié précédemment pour I'évaluation de la
teneur en eau des polymeéres.

200
§ 901
E 80 Water Content =43.5%
o
A 704
1+
=
604 Coacervate d

Cioral = 4.3% WL
50 ——— 1
0 50 100 150 200 250
Temperature (°C)

Figure Annexe 13 : Analyse thermogravimétrique du coacervat DxS/¢ PE| préparé par ajout équimolaire en charge de 100 mM
de chacun des polymeres. Le coacervat est ensuite séché en surface et I'analyse est menée.

11.4.1 Rhéologie du coacervat

Les expériences de rhéologie ont été réalisées au LCPO par Jean-Francois Le Meins sur un
rhéometre Anton Paar modeéle Mcr302 équipé d’une géométrie plan/plan de 25 mm. Le comportement
en fluage est evalué a 500 Pa pendant 300 secondes. L'analyse en fréquence (comportement
dynamique) est réalisée soit par application d’une déformation de 0.1%, soit pas application de 500 Pa
en modulant les fréquences de 5 points par décades.

11.4.2 Structuration interne du coacervat en DNPA

Les expériences de diffusion des neutrons aux petits angles (DNPA/SANS) de ce chapitre ont été
réalisées au Laboratoire Léon Brillouin (CEA Saclay, réacteur Orphée, 14 mégawatts) sur le spectrometre
PACE sous I'expertise de Fabrice COUSIN. Quatre configurations ont été utilisées pour couvrir une
gamme de vecteur d’onde q allant de 0.00243 4 0.13 A, en modifiant la distance au collimateur et la
longueur d’onde en conséquence.
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Tableau Annexe 4 : Tableau récapitulatif des caractéristiques relatives aux expériences de DNPA, réalisées sur le spectrométre

PACE.

Dénomination Distance au collimateur(m) A monochromateur (A) q (A
TPQ 4.7 17 0.00243-0.018
PQ 3 13 0.0186-0.0435
mQ 3 4.5 0.0438-0.129
GQ 1 4.5 0.13-0.49

11.4.3 Visualisation du processus de coacervation

Observation de la reformation du coacervat

Création d’un canal

Figure Annexe 14 : Visualisation en microscopie optique aprés 100 heures de formation d’une phase coacervat a 1.3%wt en
concentration totale en DxS + PEl. (a) Création d’un canal a I'aide d’une aiguille (b) Reformation du gel (c) Zoom sur le gel

nouvellement formé. Les barres d’échelle sont de 100 um.
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Informations complémentaires

12.1 Polyélectrolytes

Tableau Annexe 9 : Paramétre de Manning I des PEs.

PAA PDADMAC DxS PSSNaa.3¢ ¢ PEI
v 2.85 1.44 3.05 2.88 1.97
Source  [254,121] [255] [101] [256] [257]

12.1.1 Teneur en eau des solutions de PDADMAC et PAA par ATG

100} ] 00—
¥ g0l ¥ god
‘;; 80 PDADMACGOK E PAAZK
wv
S 60 2 e0
o 0,
2 PDADMAC]=19.1 %wt | 3 [PAAJ=23.9 %wt
s 40 S 40
204 204
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Temperature (°C) Temperature (°C)

Figure Annexe 1 : Teneur en eau des solutions meres de PDADMACsok et PAA utilisées dans ce chapitre, déterminées par ATG.

12.1.2 Dosage conductimétrique du PAA

Titrage PAAx

Une solution a 1.0 g/L de PAAy (25.011 g) est préparée et une solution a 0.5 M de NaOH (0.936g)
lui est ajoutée. L'ensemble est mis sous agitation 20 minutes et un titrage est réalisé avec une solution
de HCl a 1 M (standard). Les courbes sont présentées Figure Annexe 15 gauche et on distingue trois
processus : i) le titrage de I'excés de NaOH ; ii) le titrage du PAAy ; iii) I'ajout d’"HCI. Chaque droite est
modélisée par une régression linéaire. La différence entre les droites (rouges et bleue) correspond au
volume d’acide V(HCL) consommé pendant le titrage du PE.

Pour le PAAy, V(HCL) =0.2923 mlL, ce qui correspond a une quantité de matiére npas=0.2923
mmoles et 21.0631 mg de PAA. Par conséquent, on peut remonter a la quantité exacte de PAA:
21.0631/25.011*100% =84.2%. En sachant que le taux d’humidité de la poudre est de 5.6% (ATG), la
quantité de matiére nette dans la poudre est de 79.4%.

Titration of 0.5 M NaOH

Pour évaluer I'erreur expérimentale, un titrage de la solution de 0.5 M NaOH est effectué en
utilisant la méme solution de 0.1 M en HCI. 20.424g de la solution de NaOH a 0.5 M est titré (Figure
Annexe 15 droite). V(HCL) =9.7688 mL, ce qui correspond a Cnaon=0.478 M. Cela signifie que lors du
titrage on a ajouté 0.450 mmoles de NaOH pour 0.4518 mmoles de HCI. On a donc un titrage trés précis
et cela confirme I'absence d’autres acides ou bases dans les solutions de PAAx.
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Titration of PAA,, Titration of 0.5M NaOH
45 . 1754 d
201 u E_G‘"‘d'-'?t”';ﬁ"‘ﬁ' ® Conductimetry L3
’ inear fi [ 1 fit1 3
Linear fit 2 -'! 1504 ... e ']
: Linear fit 2 =-1112832+157548x 4
'g’ 354 e Linear fit 3 ,-.‘ 'E’ ¥ : * _.‘
5 y=-3.7048+12.275x M E .
~ 30 n ~=. 1254 [}
[%)] ’ '] [%p] "
£ K £ o
= 2,59 A > 100 b
E= - = &
S y = 1.8766-4.0923x o = o, V= 88.1336-4,6588x .-
S 2,04 - L. =1 bt B .
5 y=0.8545+2.231dx __ i S 7 " P,
3 ! 3 teu, '
g 1,54 | = "-._‘ .
S 1 = : O 50 St ys’
! i VIHC)=0.2923mL | gl
0.1616 * £0.4539 IV(HCI)=9.7688mL
o5 +r-—+———r-r——"+rr——r—rrr—— 254 ——— ——r 7 ——T
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Figure Annexe 15 : (gauche) Titrage conductimétrique du PAA par de une solution d’acide chlorhydrique 1 M. (droite) Titrage de la
solution de soude a 0.5 M par la méme solution de HCI 1M.

12.2 Visualisation des solutions
Double page suivante

12.1 Cinétique de complexation

Tableau Annexe 10 : Voltage utilisé pour chaque systeme et maintenu constant pour tous les rapports de charge.

PAA2x x PDADMACeok PSSNaa.3k x ¢ PElk PSSNaa sk x PDADMACsok PAA2k x ¢ PElk

Voltage

de la lampe (V) 350 350 350 400
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12.2 Thermodynamique de la complexation

¢ PEL,, in PAA,,

PAA,, in ¢ PEL,,

1.0E4

= __ 2.0E34

c 0.0 €

e & 0.0

— Lt

= -1.0E4- -

s S -2.083-

_O _ | —

g ~2.0e4 2 -4.0€3-

= -

“:E -3.0E4 - i— -6.0E3-

-4.0E4 < -8.0E3
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 0.0 05 10 15
Z+1/1) Z(+1/1]
¢PEl in PAA PAA in ¢PEI
" Processus1:FormationdesPECs

AH, (ki/mol de titrant) -41.3 10.9
AG, (ki/mol de titrant) -27.7 -18.7
TAS, (ki/mol de titrant) 13.6 29.7
K, (M) 7.2 x 10* 1.9x 103
n; 0.5 0.6
Processus 2 : Coacervation/agrégation
AH, (ki/mol de titrant) 21.9 -1.3
AG, (ki/mol de titrant) -17.2 -24.8
TAS, (ki/mol de titrant) 39.1 235
Ky(M7) 1.0x10° 2.2x10*
Global=Processus 1+2
AH giopei (kI/mol de titrant) -19.4 S.6
AG iopei (kIfmol de titrant) -44.9 -43.4
TAS 410001 (KJ/mol de titrant) 52.7 53.0
K iona (M) 7.3x10* 2.4x10*

Figure Annexe 18 : Données issues de la modélisation MNIS a deux sites des thermogrammes ci-dessus pour les quatre systémes

d’études dans les conditions répertoriées dans le Tableau 4-3.
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¢ PEL, in PSSNa, 5 PSSNa, 5 in ¢ PEI,
4.0E3

— 2.0E3

c |

©

= 0.0

- )

[T

© -2.0E34

©

*E -4.0E3

T -6.0E3-

< ]

-8.0E3 T T T T T . . . . . T .
00 05 10 15 20 25 3.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Z[+]/I1] Z[-1/+]
¢PEl in PSS PSS in ¢PEI
AH, (ki/mol de titrant) -6.4 -5.6
AG, (ki/mol de titrant) -29.5 -35.1
TAS, (ki/mol de titrant) 23.1 295
Ky(M1) 1.5x 10° 1.5x 108
n; 1.3 0.9
Processus 2 : Agrégation
AH, (ki/mol de titrant) 6.4 -16.8
AG, (ki/mol de titrant) -22.3 -35.6
TAS, (ki/mol de titrant) 28.3 18.8
Ky (M) 8.0x 103 1.7x 108
Global=Processus 1+2
AH giopar (KJ/mol de titrant) -0.3 -22.4
AG yopa (KI/mol de titrant) -51.8 -70.7
TAS giobai (kJ/mol de titrant) 51.4 48.3
Kyioper (MY 1.6x 10° 3.2 108
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AH (J/mol of titrant)

PDADMAC,,in PSSNa, 5«
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AH, (ki/mol de titrant)
AG, (kl/mol de titrant)
TAS, (ki/mol de titrant)

Ky (M)

n;

Processus 2 : Agrégation
AH, (kl/mol de titrant)
AG, (kJ/molde titrant)
TAS, (ki/mol de titrant)
Ky(M)
Global=Processus 1+2
AHgjopq (kI/mol de titrant)
AG 1051 (kI/mol de titrant)
TAS giosal (kJ/mol de titrant)

_inobaf (MI)

PDADMAC in PSS

-1.5
-28.8
273
2.6x%10°%
1.0

-2.3
-24.7
22.4
2.1x10*

-3.7
-53.4
49.7
1.3x10°

PSS in PDADMAC

-1.6
-28.1
265

8.4x10*
1.0

-7.4
-30.9
23.5

2.5x% 10°

9.0
-39.0
50.0

3.4 % 10°
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PDADMAC,in PAA, PAA,, in PDADMAC
__5.0E31
§4.0E3-
%3.0E3-
_EZ.OB-
§1.0E3-
z .
0.04
00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25
Z[+]/1-] Z[-1/1+]

PDADMACin PAA PAA in PDADMAC

AH, (ki/mol de titrant) 5.7 3.9
AG, (ki/mol de titrant) -18.3 -21.5
TAS, (ki/molde titrant) 24.0 25.5
K (M) 1.6x 10° 5.6x 103
n; 0.8 0.8
Processus 2 : Coacervation
AH, (ki/mol de titrant) 3.6 8.9
AG, (ki/mol de titrant) -26.7 -23.9
TAS, (ki/mol de titrant) 30.2 32.8
Ky(M*) 4.8 x 10* 1.5x 10*
Global=Processus 1+2
AHgjopa (Ki/mol de titrant) 5.7 12.8
AG e (KJ/mol de titrant) -45.0 -45.4
TAS giobai (kJ/mol de titrant) 54.3 58.3
Kyoper (M) 4.9x 10* 2.1x 10*

12.3 Evaluation de |la force électrostatique par expérience de dessalage

Tableau Annexe 11 : Caractéristiques des PSSNa et PDADMAC utilisés pour les expériences de transition de dessalage.

Nom Fournisseur N°produit Stockage
PSSNazox Sigma aldrich (Merck) 243051 Poudre
PDADMA C100k-200« Sigma aldrich (Merck) 409014 20%wt dans I'eau

12.3.1 Calcul de la concentration des solutions de NaCl

Pour les solutions concentrées en sel comme dans le cas des expériences de dessalage, il faut
tenir compte de la variation volumique engendrée par I'ajout du sel. Dans le premier temps, des
solutions contenant des quantités de sel connues dans un volume de I’eau connu sont réalisées ; celles-
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ci ont une concentration en moles de NaCl par litre de solvant (H,0) connue. Par la suite, la densité de
ces solutions est mesurée en utilisant un densimetre d’Anton Paar, DMA 4500 (qui mesure la vitesse de
propagation du son dans le milieu) et on obtient une courbe de calibration suivante (Figure Annexe 19
gauche).

— 5
< Cllatinn=01738 + 0.8735 Cll,,
1.154 Density = 0.999 +0.034 x [NaCI] 2 Efzésg';g;”s : *NaClhuate
Rz =0.9991 = 2 '
T o 41 1
v
§ 1.104 5
e —
0 > 34 -
= [+F]
-‘E 1.054 5
7] ._E_. 21 e
o ]
1.004 @)
[3°]
T T T T T E 1 T T T T
0 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

[NaCl] (mol/L of water) [NaCl] (moles/L of water)

Figure Annexe 19 : (gauche) Courbe de calibration de la densité de sel en fonction de la concentration ajoutée en solution.(droite)
Courbe de calibration entre concentration en moles/ litre d’eau et concentration en moles par litre de solution.

Cette courbe permet estimer la densité de n‘importe quelle solution saline en NaCl dans I'eau en

utilisant la relation :
densité = (14 0.0344 X molarité de la solution)

avec 0.0344 la pente de la courbe en g/(cm3*mol)

Pour remonter a la concentration en moles de NaCl par litre de solution, on calcule le volume de

chaque solution :
(Meaqu + Myact)
densité

Vsolution =

Enfin, la concentration en moles de NaCl/litre de solution peut étre calculée:

Cs = myact/ Myact X Vsotution)

On peut ainsi construire la courbe de calibration qui lie la concentration en moles par litre d’eau
avec la concentration en moles par litre de solution (Figure Annexe 19 droite).
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12.3.2 Transitions de dessalage

PAA /¢ PE |
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Figure Annexe 20 : Transition de dessalage du PAA,«/¢PElx a pH 6 et pH 7 et a 14 mM en charge pour les deux PEs (Z~1). Détection
par SLS a 90° en fonction de la concentration en sel, Cnaci (M).

PSSNG4,3//€ PEl>x

Figure Annexe 21 : Transition de dessalage du PSSNag3¢/¢ PEl,x a pH 3 et a 14 mM en charge pour les deux PEs (Z~1). Détection
visuelle macroscopique en fonction de la concentration en sel, Cyaci (M).
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Figure Annexe 22 : Transition de dessalage du PSSNay 3x/PDADMACsok a pH 10 a 14 mM en charge pour les deux PEs (Z~1). (s)
Microscopies optiques des solutions entre es transitions observées en fonction de Cyaci. (b) Détection par SF a 90° en fonction de
la concentration en sel, Cnaci (M). Le signal est normalisé par la concentration massique des échantillons, et le signal amplifié par
10.
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Figure Annexe 23 : Transition de dessalage du PAA/¢ PEly a pH 6 et pH 7 a 14 mM en charge pour les deux PEs (Z~1). (gauche)
Détection par SF a 90° en fonction de la concentration en sel, Cnaci (M). Le signal est normalisé par la concentration massique
des échantillons, et le signal amplifié par 10. (droite) Intensité au maximum des pics de SF en fonction de Cnaci.

12.1 Mesure de I’hydratation des PEs

Tableau Annexe 12 : Conditions expérimentales et résultats des mesures d’enthalpie de dilution infinie des PEs par ITC.

PDADMACsok PAA2k PAA2k ¢ PElx PSSNaa 3k ¢ PElok ¢ PEl2sk DxS20k
Conditions
. pH 4.8 pH 4.8
expérimentales pH 10 pH 8 pH 10 pH 8 pH 3/10 pH 3 T Acétate T Acétate
Volume cellule Ve 950 950 950 950 950 950 S0 mM >0mM
950 950
(uL)
Mesure
Ci impossible
(mM de monomere) 20 1 1 Enthalpie 10 10 20 10
qui
Quantité de matiere augmente
n 1.9x10? 95x107 9.5x107 -baissede 9.5x10® 9.5x10° 1.9x10° 9.5x10°
(moles de solubilité
monomere) du PEI

(agrégation)
Aire totale Atot

(1) -1.7 -9.8 -154.6 -1.3 -237.4 -207.4 -43.1
Athdrat/’an

(J/mol de -0.009 -10.3 -162.7 0.1 -24.0 -10.9 -4.5
monomere)
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RESUME

Les complexes de polyélectrolytes (PECs) sont typiguement formés par interaction
électrostatique entre deux polyélectrolytes de charge opposée. Alors que de nombreuses études ont
été consacrées aux propriétés de ces complexes, I'objectif de la thése est de mieux comprendre le role
de I'intensité de l'interaction entre deux polyélectrolytes sur la morphologie des complexes ainsi que la
cinétique et la thermodynamique de la complexation. Différents systemes complexants, faibles et forts,
donnant lieu a la formation de coacervats ou de précipités ont été choisis et étudiés sur une large
gamme de rapport de charges (Z[+]/[-]) afin d'obtenir différents états physiques (soluble, colloidal,
phase dense). La morphologie des complexes a été déterminée par microscopie (optique, fluorescence,
force atomique) et diffusion de rayonnement (lumiére, neutrons). La cinétique et la thermodynamique
de complexation ont été étudiées par utilisation respective d'un mélangeur a flux stoppé et de la
calorimétrie de titration isotherme. Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence un certain
nombre de caractéristiques permettant de distinguer les systemes complexants forts et faibles. En
particulier, les complexes forts sont hors équilibre d'un point de vue thermodynamique et en
conséquence ils présentent une forte dépendance aux conditions initiales de complexation. Un autre
aspect important et qui pourrait étre a l'origine de la distinction entre les complexes forts et faibles est
I'énergie d'hydratation des polyélectrolytes qui a été déterminée pour de nombreux polyélectrolytes et
corrélée aux propriétés des complexes.

Mots clés : polyélectrolytes, PECs, thermodynamique, cinétique, morphologie, interaction, co-
assemblage, assemblages hors équilibre

ABSTRACT

Complexes of polyelectrolytes (PECs) are oppositely charged polymers assemblies held together
by electrostatic interaction. As the non-covalent assembly of macromolecules/colloids in solution has
been thoroughly investigated over the last decade with a particular emphasis put on the morphology of
the final aggregates as a function of the building blocks-chemistry, the objective of this thesis is to come
to a better understanding of the influence of interaction strength between polyelectrolytes on
complexes morphologies, as well as kinetics and thermodynamics of the complexation. For this study,
weakly and strongly interacting systems given rise to coacervate and precipitate phases has been
elected. Those systems have been studied on a wide charge ratio scale (Z[+]/[-]) to span several physical
states of the PECs (soluble and colloidal PECs, dense phases). Morphologies of assemblies are assessed
by microscopy (optical, fluorescence, atomic force) and scattering techniques (neutron, light). Kinetics
and thermodynamics of the complexation process are studied by use of a stopped-flow mixing device
and anisothermal titration calorimeter. Results gave us keys to discriminate strongly interacting systems
from weakly interacting ones. In particular, the ‘strong systems’ are showed to be non-equilibrium
assembilies, je. the formulation pathway or the way these different macromolecules are coming into
contact is then a key step. Another important aspect that could explain the complexation process
behavior is the hydration energy of the polyelectrolytes. Calorimetry measurements have been
performed for numerous polyelectrolytes and then correlated to complexes properties.

Key words: polyelectrolytes, PECs, thermodynamics, kinetics, morphology, interaction strength, co-
assembly, out-of-equilibrium assemblies
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