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Dans les secteurs cosmétiques et alimentaires, les produits formulés notamment à base 

aqueuse sont en forte croissance au niveau mondial. Ils sont de plus en plus impliqués dans 

notre vie quotidienne. Tout au long de leur durée de consommation, ces produits sont 

constamment exposés à des facteurs environnementaux tels que l’humidité, la température, le 

pH, l’oxygène ou encore les microorganismes qui représentent des sources de contaminations. 

Ces dernières peuvent affecter la qualité des cosmétiques ou des aliments et conduire à une 

détérioration anticipée et par conséquent à une durée limitée de leur conservation et de leur 

utilisation. D’autre part, elles peuvent également être le moteur de nombreuses maladies et 

représentent ainsi un défi majeur de santé publique.  

Les conservateurs sont donc des additifs essentiels dans la composition de la plupart des 

formulations cosmétiques et alimentaires. Ils vont permettre d’assurer leur stabilité et de 

prolonger leur durée de vie grâce à des propriétés spécifiques : antibactériennes, 

antioxydantes et/ou antifongiques. Classiquement, des molécules de synthèse sont utilisées 

comme conservateurs. Cependant, à ce jour, ces composés sont de plus en plus controversés 

en raison de leur possible caractère nocif qui est souligné dans de nombreuses études 

scientifiques : les parabènes sont par exemple suspectés d’être cancérigènes ou encore des 

perturbateurs endocriniens. Face aux impacts potentiellement néfastes de ces additifs sur la 

santé de l’homme mais également sur l’environnement, la demande sociétale se tourne de plus 

en plus vers des solutions d’origine naturelle. Afin de s’adapter et d’innover tout en rassurant 

le public, les industries et les chercheurs universitaires sont à la quête d’alternatives aux 

molécules synthétiques. Les recherches actuelles se sont développées vers des produits aux 

vertus multiples  provenant d’origines variées : plantes, animaux ou encore les 

microorganismes. 

 

Ce projet de thèse s’insère dans ce contexte et concerne l’élaboration de conservateurs à partir 

de composés d’origine naturelle, destinés principalement aux domaines des formulations 

aqueuses cosmétiques et/ou alimentaires. Les travaux de recherche s’intitulent : 

Polysaccharides fonctionnalisés par des composés d’origine naturelle aux propriétés 

antioxydantes et antibactériennes. 

 

Le choix des molécules actives naturelles s’oriente vers des dérivés d’origine végétale. Les 

plantes possèdent des métabolites dit « primaires » tels que les protéines, les glucides, les 

lipides qui sont impliqués dans leur processus de croissance par exemple. Elles renferment 
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également des métabolites dits « secondaires » qui sont constitués d’un ensemble de familles 

de molécules aux propriétés antibactériennes, antioxydantes, antifongiques ou autres. Ces 

derniers exercent une action déterminante sur l’adaptation des plantes à leur environnement 

en leur permettant par exemple de se défendre contre des prédateurs ou des maladies. A ce 

jour, les dérivés actifs des végétaux sont utilisés dans peu de secteurs en raison de certains 

inconvénients tels que leur caractère hydrophobe ou encore allergisant.  

 

Afin de dépasser ces facteurs limitants et d’élargir leurs champs d’applications, précisément 

dans le cas de formulations aqueuses cosmétique et/ou alimentaire, ces molécules peuvent 

être incorporées au sein de polymères notamment hydrosolubles. Ces derniers sont des 

macromolécules de fortes masses molaires et représentent de bons candidats pour jouer le rôle 

de matrice. Dans le cadre de nos travaux, nous avons opté pour des polysaccharides qui 

présentent l’avantage d’être issus de ressources naturelles, renouvelables et souvent 

hydrosolubles. 

 

Les études bibliographiques recensent à ce jour quatre méthodes d’incorporation de composés 

naturels au sein de structure polymère : la polymérisation, l’encapsulation, l’insertion au sein 

de films polymères et le greffage chimique. 

Tout au long de nos recherches, les systèmes visés seront préparés à base de polysaccharides 

(carboxyméthylpullulane, alginate) modifiés chimiquement par le greffage de molécules 

d’origine végétale à structure chimique phénolique (aminogaïacol, eugénol). Nous visons un 

double enjeu au niveau des propriétés des dérivés créés. D’une part, l’objectif premier est de 

concevoir des polysaccharides greffés actifs, présentant précisément des propriétés 

antibactériennes et/ou antioxydantes. Ces activités seront apportées par la présence des 

dérivés issus de plantes. D’autre part, la matrice polysaccharide devrait permettre de contrôler 

la rhéologie des formulations aqueuses en apportant des propriétés viscosifiantes ou 

gélifiantes. 

Nous avons envisagé le greffage chimique selon deux voies (illustrées ci-dessous): 

Voie 1 : Cette méthode, appelée aussi greffage direct, consiste à immobiliser l’actif d’origine 

naturelle de manière covalente sur le squelette carboné de la matrice polysaccharide.  

Voie 2 : Cette méthode, appelée aussi greffage indirect, permet d’envisager un bras espaceur 

entre le squelette polymère et l’actif. Elle s’effectue en deux étapes : une étape préliminaire 

nécessaire pour fixer de manière covalente une molécule intermédiaire sur le squelette 
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carboné de la matrice, puis dans un second temps, le greffage covalent sous UV de la 

molécule végétale active. Cette voie a été choisie car le rayonnement UV est à ce jour peu 

voir pas employé comme méthode de greffage chimique d’une molécule sur un 

polysaccharide.  

 

 

Par ailleurs, il est à préciser que la mobilité du composé actif immobilisé est susceptible d’être 

différente selon chacune de ces approches. Ce paramètre est susceptible d’influencer les 

propriétés recherchées notamment le pouvoir antibactérien des systèmes synthétisés.  

 

La voie 2 est à ce jour la moins aboutie. Nous avons choisi de présenter ces résultats 

préliminaires en annexe de ce manuscrit. La voie 1, quant à elle constitue le cœur de nos 

travaux qui seront discutés tout au long de ce mémoire. 

 

Le projet présenté dans la suite du manuscrit se répartit ainsi selon quatre chapitres : 

 La première partie (chapitre A) sera consacrée à une étude de l’état de l’art; 

 Dans le chapitre B intitulé « Matériels et méthodes », nous présenterons tous les 

réactifs ainsi que les techniques de caractérisation physico-chimique employées pour 

étudier le comportement des dérivés greffés en solution. Les méthodes choisies pour 

l’évaluation des propriétés biologiques et antioxydantes des produits seront également 

explicitées. 

 Les résultats et discussions feront l’objet des chapitres C et D.  

 Dans le chapitre C, nous détaillerons les réactions effectuées avec le composé actif 

aminogaïacol et le carboxyméthylpullulane (CMP) comme polysaccharide. Nous 

polysaccharide

a) Modification préalable du polysaccharide

(      )

1. Greffage Direct

Greffage chimique de l’intermédiaire

b) Greffage sous UV du composé naturel 

Greffage chimique du composé 
naturel sous UV

(      )

molécule intermédiaire

2. Greffage Indirect (2 étapes)

Greffage chimique du 
composé naturel
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aborderons les synthèses, les caractérisations structurales ainsi que les 

caractérisations en solutions aqueuses. Enfin nous évaluerons les propriétés 

antioxydantes et antibactériennes. 

 Dans le chapitre D et sur la base des conclusions du chapitre C, nous proposerons 

une série d’alternatives visant une amélioration des propriétés des systèmes 

étudiés. Notamment avec des CMP faiblement greffés mais aussi en utilisant un 

autre polysaccharide : l’alginate, présentant une conformation plus rigide en 

solution que les dérivés du pullulane.  

  En annexe nous retrouverons  

 Des compléments d’information au niveau des matériels et méthodes et des 

résultats (annexe 1)  

 Les résultats préliminaires de la voie 2 (annexe 2)  

 Un article concernant ce travail publié dans ‘Biomacromolecules’ en 2017 et une 

liste des conférences (orales ou posters) (annexe 3). 

  

Ces travaux de recherche ont été financés par la Région Normandie. Ces travaux ont été 

réalisés au Laboratoire Polymères, Biopolymères, Surfaces (PBS, UMR 6270), dirigé par le 

Pr. Thierry Jouenne, au sein de l’équipe Systèmes Colloïdaux Complexes (SCC) dirigée par le 

Pr. Didier Le Cerf. Cette thèse a été effectuée sous la direction du Dr. Virginie Dulong et la 

co-direction du Pr. Luc Picton. 
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Dans cette étude bibliographique, nous présenterons dans un premier temps les deux 

types majeurs de détériorations affectant les produits cosmétiques et alimentaires : les 

contaminations bactériennes et les dégradations par les radicaux libres, en commençant par 

définir ces termes. Nous évoquerons également les effets néfastes qui en découlent et nous 

exposerons les différents moyens actuels mis à disposition pour éviter et/ou limiter ces 

contaminations en examinant leurs avantages et leurs inconvénients. Ces points faibles qui 

seront relatés conduisent les scientifiques à la recherche d’alternatives que nous étudierons en 

détails. Nous verrons ainsi les solutions à disposition au sein des ressources d’origine 

naturelle. Puis nous détaillerons les différentes possibilités d’incorporation de ces dérivés au 

sein de matrices polymères. 

1 Contaminations des produits cosmétiques et alimentaires  

1.1 Contaminations bactériennes  

1.1.1 Définitions 

Découvertes en 1677 par le microscopiste hollandais Antoine Van Leeuwenhoek, les 

bactéries sont des micro-organismes unicellulaires appartenant au règne des procaryotes 

(cellule sans noyau). Une cellule bactérienne est constituée d’un chromosome habituellement 

circulaire et formé d’une double hélice d’acide désoxyribonucléique (ADN) située dans le 

cytoplasme. Elle est également pourvue d’une enveloppe rigide (paroi) ; c’est un élément 

essentiel qui assure par exemple sa forme et le maintien de la pression osmotique interne. 

D’autres éléments facultatifs peuvent également être présents mais ne sont pas retrouvés chez 

toutes les bactéries comme par exemple la capsule, le flagelle ou encore le chromatophore. Un 

schéma simplifié d’une cellule bactérienne est fourni Figure A-1. 

 

Figure A-1 : Schéma simplifié d’une cellule bactérienne 

Source : http://www.biodeug.com/licence-12-microbiologie-chapitre-1-structure-des-micro-

organismes/ 
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Il existe plusieurs types de bactéries qui peuvent être classifiés selon des critères variés tels 

que : la morphologie, le mode respiratoire, la température de croissance et autres. L’un des 

critères couramment utilisé repose sur la différence de composition au niveau de la paroi de 

ces êtres vivants. Elle est mise en avant par la méthode de la coloration de Gram. Les 

bactéries à Gram négatif (Gram-) possèdent une paroi composée d’une membrane externe 

(lipopolysaccharides) et d’une fine couche de peptidoglycane (glucides et peptides). Celles à 

Gram positif (Gram+) se différencient par une paroi dense constituée d’une couche épaisse de 

peptidoglycane et d’acide téichoïque
1
.  

L’une des particularités de ces microorganismes est leur capacité à se reproduire de façon 

autonome, de manière asexuée et par scissiparité. C’est une division binaire qui s’effectue à 

partir d’une cellule mère et qui va conduire à la formation de deux cellules filles qui lui sont 

identiques (matériel génétique, morphologie). Chaque nouvelle cellule pourra également être 

dupliquée. Ainsi de suite, il y aura croissance et multiplication de colonies (plusieurs cellules) 

de bactéries dans des milieux propices à leur survie. 

Ces organismes unicellulaires vivent principalement selon deux modes. Ils peuvent être 

retrouvés à l’état planctonique (sous forme de colonies libres), mobiles en milieu liquide. 

Mais par ailleurs, ils prolifèrent également sur des surfaces naturelles ou synthétiques, agrégés 

en micro-colonies au sein d’une matrice polymère extracellulaire : on parle dans ce cas de 

biofilm. Aparna et al.
2
 mentionnent cinq étapes requises pour le développement d’un biofilm : 

(a) l’attachement réversible, (b) l’adhésion irréversible, (c) la maturation primaire, (d) la 

maturation et (e) le détachement.  

Les facteurs physico-chimiques influençant le développement et la survie de ces espèces 

sont : la température, le pH, la présence d’eau, la teneur en oxygène ou encore la composition 

du milieu (apport en nutriments). A titre d’exemple, certaines bactéries (mésophiles) croissent 

à une température proche de celle du corps humain 37°C. D’autres appelées psychrophiles 

prolifèrent mieux à des températures de croissance plus faibles (proches de 0°C). Les 

thermophiles au contraire utilisent des températures plus élevées (45-70°C). Par conséquent, 

les bactéries sont des espèces ubiquitaires, retrouvées dans toutes les niches écologiques, 

notamment chez les animaux et les hommes ; précisément elles vivent à l’intérieur de ces 

êtres vivants (intestins, voies respiratoires) ou encore sur leur peau. Dans les endroits 

colonisés, ces êtres vont pouvoir jouer des rôles bénéfiques et/ou induire des maladies en tant 

qu’agents pathogènes. 

Par exemple, chez l’humain, le microbiote intestinal apparait comme un élément essentiel de 

l’organisme avec lequel il vit en symbiose. Il est défini comme «  un écosystème complexe » 



Chapitre A - Etude bibliographique 

 

11 

 

composé d’un ensemble d’êtres unicellulaires, principalement de bactéries mais aussi de 

virus, de champignons et d’archées
3
. Ces êtres sont hébergés dans l’appareil digestif. Cet 

écosystème joue des rôles majeurs pour la santé de l’hôte dans lequel il est présent. Plus 

précisément, il exerce des fonctions physiologiques bénéfiques en participant au 

développement et à la maturation du système immunitaire
4
. Il contribue également à de 

nombreuses activités métaboliques dans l’organisme par des processus de dégradation et/ou 

de fermentation de divers composés (glucides, protéines)
5
. Une diversité des métabolites ainsi 

créés sera pour la plupart absorbée et utilisée par l’hôte par exemple comme source d’énergie. 

Cependant, de nombreuses études mettent en avant l’implication du microbiote intestinal dans 

diverses pathologies. Parmi ces dernières, il est à noter des maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin mais également le cas de cancers, l’obésité et certaines maladies 

cardiovasculaires
6
. 

 

En s’intéressant plus particulièrement aux bactéries dites pathogènes, ces dernières peuvent 

contaminer des milieux et des surfaces variées dans de nombreux domaines. Elles sont  

responsables de maladies plus ou moins graves chez l’homme et représentent un défi majeur 

de santé publique. De plus, elles peuvent être à l’origine de problèmes techniques dans de 

nombreux secteurs industriels.  

1.1.2 Contaminations dans divers domaines  

Divers secteurs industriels tels que le maritime, le pétrole, l’industrie du papier, les 

entreprises de traitement et de distribution de l’eau ou encore le secteur alimentaire sont 

fortement impactés par le développement de biofilm au sein de leurs équipements
7
. Cela 

entraîne de lourdes conséquences techniques au niveau des matériaux utilisés ainsi qu’au 

niveau des coûts et des rendements de production. 

Dans les secteurs maritimes et pétroliers, les surfaces d’équipements telles que : les coques de 

navires, les capteurs océanographiques, les plateformes offshore sont en contact avec l’eau au 

cours de leur utilisation. Elles sont ainsi sujettes à la colonisation sous forme de biofilm de 

macro et micro-organismes marins
8
 dont les bactéries. Ces bio-salissures peuvent entraîner 

des effets négatifs sur les performances des appareillages
9,10

 utilisés ou encore en accélérant 

leur processus de corrosion. Dans les travaux de C. Compere
9
, il a été observé que le 

coefficient d’échange de transfert de chaleur d’un tube de titane exposé à de l’eau de mer 

(pendant 30 jours) diminuait de 50%. Cette baisse d’échange thermique a été provoquée suite 

à la formation d’un biofilm de 100 µm d’épaisseur à l’intérieur du tube. 
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Par ailleurs, les contaminations bactériennes sont également la cause de maladies chez 

l’homme. Dans le domaine médical, il existe de nombreuses infections dites 

« nosocomiales »
11

. Elles sont contractées dans des hôpitaux le plus souvent suite à des 

interventions chirurgicales (pose d’implants par exemple) ou des soins et traitements en 

service de réanimation
12

. Elles constituent une préoccupation primordiale de santé publique. 

En France, « une enquête nationale de prévalence des infections nosocomiales et des 

traitements anti-infectieux » datant de 2012 a montré que chaque année, un patient hospitalisé 

sur vingt (soit 5%) contracte une infection dans un établissement de soin. Cela représente 

environ 800 000 infections par an, qui seraient la cause directe de 4 000 décès. De plus, les 

traitements et les moyens de lutte contre ces infections entrainent des coûts importants
13

. Les 

responsables sont les germes pathogènes (bactéries, virus, levures) dont majoritairement les 

bactéries. Les trois agents infectieux le plus souvent identifiés sont : Staphylococcus aureus 

(S.aureus) (Gram+), Escherichia coli (Gram–), et Pseudomonas aeruginosa (Gram–). A titre 

d’exemple, Staphylococcus aureus est impliqué dans de nombreuses pathologies 

nosocomiales telles que des infections de plaies chroniques, respiratoires (pneumopathie)
14

, 

oculaires ou encore des endocardites
15

. Ces maladies sont contractées suite à la formation de 

biofilm sur les surfaces de dispositifs médicaux invasifs
16,17

 tels que les cathéters veineux ou 

encore des valves cardiaques mécaniques.  

Nous allons maintenant nous intéresser aux contaminations de produits 

quotidiennement utilisés par les humains, précisément dans les domaines alimentaires et 

cosmétiques.  

1.1.3 Les bactéries dans les formulations aqueuses cosmétiques et alimentaires  

Les aliments consommés par les hommes sont variés et se divisent en sept grands 

groupes : les produits laitiers et sucrés, les féculents, les fruits et légumes, les viandes et 

poissons, les lipides et les boissons. Dans le but d’innover et de s’adapter à la demande des 

consommateurs, de nombreuses industries développent et commercialisent des produits 

comestibles à partir de divers aliments par exemple sous forme de formulations aqueuses. Ces 

dernières se présentent comme des mélanges liquides homogènes ou des émulsions stables 

présentant des textures variées (crèmes pâtissières, cocktails de fruit, soupes).  

La plupart des aliments comestibles, dont les formulations aqueuses, sont sujets à des 

contaminations biologiques d’origine bactérienne. Ces dernières peuvent survenir lors de la 

production, du traitement industriel, du conditionnement et de la distribution, de l’utilisation 

ou encore de la conservation des produits
18,19

. Elles sont favorisées par la présence d’éléments 
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minéraux (l’eau, le sel) et organiques (les glucides, acides aminés) à l’intérieur des produits 

alimentaires. En effet, ces composés sont essentiels à la nutrition des bactéries et influencent 

leur croissance au sein des produits
20

. Selon la revue de W. H. Sperber
21
, d’une manière 

générale une réduction de l’activité de l’eau est néfaste à la croissance des bactéries. 

L’activité de l’eau (aw) se définit comme un paramètre caractérisant la disponibilité d’eau 

libre dans un produit. C’est une valeur sans unité comprise entre 0 (sécheresse absolue) et 1 

(100% humidité relative). Comme illustré sur la Figure A-2, l’auteur précise que dans un 

premier temps, la diminution de aw (<1), entraine un accroissement bactérien dans le milieu. 

Un taux maximum de développement est ensuite atteint pour des valeurs d’aw comprises entre 

[0.990-0.995] dans le cas de nombreuses bactéries. En second lieu, pour des valeurs de aw de 

plus en plus faibles, le taux de croissance diminue jusqu’à ce que le minimum d’activité d’eau 

(variable selon les espèces) soit atteint. 

A titre d’exemple, S.aureus (Gram+) présente un maximum aw = 0,99 et un minimum aw = 

0,83. Salmonella (Gram -) présente un aw maximal (> 0,99) et un minimum égal à 0,94
20

. 

 

 

Figure A-2 : Influence de l’activité de l’eau sur le taux de croissance de bactéries (d’après W.H. Sperber
21

) 

D’autres facteurs importants tels que le pH ou encore la température peuvent 

également jouer un rôle sur la prolifération bactérienne. D’une manière générale, un pH acide 

(< 4,6) tue ou inhibe la croissance des bactéries. Cependant tous ces paramètres restent 

variables selon l’espèce étudiée. Des exemples de bactéries ainsi que leurs conditions (pH et 

température) minimales et optimales de croissance sont regroupés dans le Tableau A-1. Les 

informations apportées ont été tirées du rapport de IFT/FDA (The Institute of Food 

Technologists / US Food and Drug Administration)
20

.  

 

1.0

Maximum

0

G
ro

w
th

  
R

a
te

Survival

Death

DecreasingWater Activity



Chapitre A - Etude bibliographique 

 

14 

 

Tableau A-1 : Exemples de pH et de température minimales et optimales de croissance 

de quelques bactéries pathogènes
20

 

 
pH 

minimum 

pH 

optimum 

Température 

(°C) 

minimum 

Température 

(°C) optimum 

S.aureus (Gram+) 4 

[6-7] 

7 [35-40] 

B.cereus (Gram+) 4,9 5 [28-40] 

E.coli (Gram–) 4,4 7 [35-40] 

Campylobacter (Gram–) 4,9 [6,5-7,5] 32 [42-45] 

La consommation de nourriture ou de boissons contaminées entraine deux grands 

types de maladies
22,23

. D’une part, les infections alimentaires qui sont causées par l’ingestion 

des agents pathogènes dans l’organisme humain. D’autre part, les intoxications qui sont 

provoquées par la libération de toxines produites par les bactéries
24

 à l’intérieur des aliments. 

Suite à une étude de l’institut de veille sanitaire (InVS)
25

, en France les agents infectieux 

(bactéries, virus, parasites) sont la cause d’environ 239 000 à 269 000 cas d’infections 

alimentaires. Le nombre total annuel d’hospitalisations se situe entre 10 188 et 17 771. Celui 

des décès se situe entre 228 et 691 dont environ 84 à 94% sont en lien direct avec les 

bactéries. 

Les germes responsables le plus souvent rencontrés sont Salmonellose (Gram–)
26

, 

Escherichia coli (Gram–), Staphylococcus aureus (Gram+)
27

. Les travaux de Argudín et al.
28

 

mettent en avant la capacité de S.aureus à synthétiser une large variété d’entérotoxines. Ces 

dernières seraient la cause de troubles intestinaux lors de leur diffusion dans le système 

digestif du consommateur. Des exemples d’agents infectieux et de types de maladies 

alimentaires sont résumés dans le Tableau A-2. 

De nombreux produits cosmétiques sont utilisés quotidiennement. Ces derniers sont 

également concernés par la problématique des contaminations d’origine bactérienne. Elles 

peuvent survenir au moment de la fabrication et/ou de l’utilisation
29,30,31

 des produits 

d’hygiène, de soins, de beauté. En effet, au cours de leur utilisation, ce sont les contacts entre 

le produit et le doigt du consommateur ou encore avec le milieu environnant qui favorisent la 

contamination des cosmétiques. Ces produits se présentent sous des formes variables dont la 

plupart sont des mélanges à base d’eau (gel douche, crèmes de soins, lotions, shampoing et 

autres). Muhammed et al.
30

 ont détecté la présence d’espèces variées telles que Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebseilla pneumonia, Staphylococcus aureus ou encore 
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Staphylococcus epidermidis au sein de mascaras, de crayons à lèvre et de crayons pour les 

yeux. Le nombre de bactéries comptées varie entre 9,1.10
3
 et 1,5.10

5
 UFC (unité formant 

colonie) / mL. Osungunna et al.
31

 ont également isolé S.aureus (33%), Klebseilla (26%) et 

P.aeruginosa (20%), suite à une étude de la qualité bactériologique de 15 lotions et crèmes 

sélectionnées. Comme abordé dans le cas des aliments, la présence de nutriments, l’activité de 

l’eau, le pH ou encore la température peuvent également être cités en tant que paramètres 

influençant les contaminations bactériennes des cosmétiques
32

.  

Les microorganismes pathogènes au sein des cosmétiques sont également à l’origine 

de divers types de maladies. La peau étant l’un des organes le plus souvent en contact avec le 

produit, de nombreuses infections de types cutanées
33

 peuvent être citées (Tableau A-2). Les 

bactéries en cause sont les staphylocoques et streptocoques. Il est également possible de citer 

des infections de type oculaire (Tableau A-2).  

Tableau A-2 : Exemples de maladies et d’infections alimentaires et cosmétiques causées par des 

bactéries pathogènes. 

Bactéries pathogènes 
Maladies alimentaires 

(Symptômes) 

Infections 

cosmétiques 

Staphylococcus 

aureus 

Intoxications alimentaires 

(Diarrhées, crampes abdominales, 

nausées, vomissements) 

Infection de la peau : 

Impétigo, Furoncle, 

Cellulite, Folliculite, Abcès. 

Références : 
34

, 
35

 Références : 
36

, 
37

 

Pseudomonas aeruginosa - 

Infection des yeux : Kératites, ulcère, 

abcès cornéen, endophthalmie 

Infection de la peau : Ecthyma 

gangrenosum 

Références : 
38

, 
39

 

Escherichia coli 

Intoxications alimentaires : 

Gastroentérite, entérite, colite 

hémorragique 

(Diarrhées, déshydratation, fatigue, 

vomissements) 

Infection de la peau : Cellulite 

Références : 
40

, 
41

 Références : 
42

, 
33

 

Salmonella 

Salmonellose, Gastroentérite 

(Diarrhées, crampes abdominales, 

nausées, vomissements) - 

Références : 
43

, 
44

 

 

Par ailleurs, il faut également noter qu’en plus des contaminations d’origine biologique des 

formulations aqueuses cosmétiques et alimentaires, il existe également des contaminations 
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d’origine chimique, principalement causées par des espèces appelées « radicaux libres ». 

Nous allons par la suite nous intéresser à ces dernières ainsi qu’aux conséquences entrainées 

par leur présence sur la santé humaine. 

1.2 Les radicaux libres 

1.2.1 Définition 

Les radicaux libres sont des molécules chimiques instables et réactives qui possèdent 

un ou plusieurs électrons célibataires (non appariés). Il existe différents types d’espèces 

radicalaires dont les principales sont les espèces réactives de l’oxygène (ERO) et les espèces 

réactives de l’azote (ERN)
45

. Le terme ERO regroupe plusieurs dérivés de l’oxygène tels que 

l’anion superoxyde (O2
.-
), hydroxyle (RO

.
) ou encore le peroxyle (ROO

.
). On peut citer dans 

le cas des ERN, le monoxyde d’azote (NO
.
) ou encore le dioxyde d’azote (NO2

.
). Toutes ces 

substances sont produites au moyen de divers métabolismes physiologiques à l’intérieur de 

l’organisme (source endogène)
46

, précisément dans les cellules. Leur synthèse est réalisée 

essentiellement de manière enzymatique. Par exemple, le radical d'anion superoxyde (O2
.-
), 

peut être formé au moyen de plusieurs systèmes d'oxydases (enzymes) cellulaires. V. 

Dhawan
47

 précise dans ses travaux que l’oxydase NADPH (forme réduite du Nicotinamide 

Adénine Dinucléotide Phosphate) ainsi que l’oxydase xanthine sont les deux sources majeures 

de l’espèce O2
.-
. Il indique également que la Nitric Oxide Synthase (NOS), qui est un autre 

type d’enzyme, permet la production de monoxyde d’azote (NO
.
).  

Par ailleurs, les radicaux libres peuvent provenir de sources externes. Ils sont présents 

en tant que polluants dans l’atmosphère. Ils peuvent provenir de la fumée des cigarettes. Ils 

sont également générés suite à des rayonnements (UV, X ou ) ou encore par des métaux 

lourds (Cd, Hg, Pb)
48,49

. 

D’une manière générale, la production endogène des radicaux est permanente mais 

faible. Le niveau de ces espèces créées est contrôlé grâce à des antioxydants qui peuvent être 

classés en deux groupes : enzymatique ou non enzymatique
48

. Les principaux antioxydants 

sont présents à l’intérieur du corps (cellules), par exemple, le superoxyde dismutase (SOD), le 

gluthation (GSH), la catalase (CAT). Par ailleurs, d’autres antioxydants importants 

proviennent de sources externes, telles que les nutriments apportés par l’alimentation
50 

(ex : 

les vitamines). 
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1.2.2 Effets des radicaux libres sur la santé humaine 

La présence de radicaux libres au sein de l’organisme peut être bénéfique ou au 

contraire source de danger pour la santé de l’homme. Quelques études établissent une 

corrélation entre la concentration d’espèces radicalaires dans le corps et les rôles que ces 

molécules exercent sur ce dernier
46,51

.  

A. Favier
51

 explique qu’à de faibles doses, les molécules radicalaires remplissent 

diverses fonctions utiles en participant par exemple à la défense immunitaire contre les agents 

pathogènes (bactéries) ou encore à la destruction par apoptose de cellules tumorales. 

Cependant, en raison de facteurs externes tels que la pollution (comme cités plus hauts) ou 

encore d’un déficit en apport d’antioxydant, la production des radicaux peut devenir trop forte 

et non maîtrisée. L’excès de ces molécules est appelé « stress oxydant ». Ce phénomène est le 

moteur de dommages causés aux molécules biologiques (ADN, protéines, lipides)
52

 ce qui 

conduit à de nombreuses maladies
53
. A titre d’exemple, il est possible de citer le diabète, les 

cancers, des pathologies cardiovasculaires (cardiopathie ischémique) ou encore 

neurodégénératives (maladie d’Alzheimer, de Parkinson, cancer)
46,54

. Il est à noter qu’il existe 

également un lien étroit entre stress oxydant et vieillissement cellulaire
55

.  

En terme de données chiffrées, une étude de l’institut de veille sanitaire
56

 montre 

qu’en 2008, en France, les cancers constituent les premières causes de décès estimés à 

160 769 décès (29,6%) sur un total de 543 139. Les maladies cardiovasculaires (149 541 

décès, soit 27,5%) occupent le second rang. La maladie d’Alzheimer contribuant pour 3,2% 

(17 283) et le diabète pour 2,2% (11 713) se placent respectivement en quatrième et 

cinquième position. 

En conclusion, la présence de micro-organismes (bactéries) et de radicaux libres au 

sein des formulations aqueuses alimentaires et cosmétiques entraîne des conséquences 

défavorables pour la santé du consommateur. Ils sont à l’origine de nombreuses infections et 

maladies plus ou moins graves chez l’homme. Par ailleurs, il faut également noter que la 

présence de ces contaminants génère la dégradation anticipée des produits utilisés en altérant 

leurs propriétés organoleptiques comme par exemple: l’odeur, le goût ou encore l’apparence.   

Nous allons discuter dans la partie suivante des solutions actuelles employées pour 

lutter contre les contaminations biologiques et chimiques des formulations aqueuses 

alimentaires et cosmétiques. 
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1.3 Les moyens de lutte  

1.3.1 Les conservateurs et les antioxydants 

Des substances variées et regroupées sous le terme « d’additifs » peuvent être ajoutées à la 

composition de toutes formulations aqueuses au cours de leur fabrication ou de leur 

transformation. Ces composés additionnés apportent des fonctions particulières aux produits 

finis et peuvent être divisés en plusieurs catégories. Les principales sont les suivantes : 

- les colorants qui apportent une coloration ; 

- les agents de texture (gélifiants, épaississants) qui permettent d’améliorer la tenue et la 

présentation du produit ; 

- les tensioactifs qui peuvent jouer le rôle d’agent stabilisant, émulsifiant ou encore 

mouillant ; 

- les conservateurs qui ont pour rôle d’empêcher la présence et la prolifération de micro-

organismes ; 

- les antioxydants qui aident à éviter ou réduire les phénomènes d’oxydation provoqués 

par les radicaux libres. 

Les conservateurs antimicrobiens et les antioxydants sont les moyens de lutte employés contre 

les contaminations biologiques et chimiques des formulations aqueuses cosmétiques et 

alimentaires. Le choix de ces composés se fait selon plusieurs critères
57

. Le premier est la 

législation. Les molécules utilisées sont insérées en faibles proportions aux mélanges selon 

des réglementations bien définies. En Europe, le règlement européen (CE) n° 1223/2009 

regroupe sur une liste positive (annexe V)
58

 les noms ainsi que les concentrations maximales 

de tous les conservateurs antimicrobiens admis au sein de divers produits cosmétiques. 

Comme exemples, les acides organiques tels que l’acide salicylique ou encore l’acide 

sorbique sont autorisés dans les préparations prêtes à l’emploi à des concentrations maximales 

respectives de 0,5 % et de 0,6 %. Les esters de parahydroxybenzoates d’alkyles (parabènes) 

sont admis à une concentration de 0,4 % et les formaldéhydes à 0,2 %. Au-delà des quantités 

requises, ces composés peuvent être toxiques pour le consommateur. De même, le règlement 

n° 1333/2008 présente (annexe II)
59

 les noms d’additifs alimentaires (y compris les 

conservateurs et les antioxydants) admis dans différentes catégories de denrées alimentaires.  

Par ailleurs, un conservateur doit respecter d’autres caractéristiques importantes telles que : 

- le spectre d’activité : il doit être le plus large possible (bactéries (Gram+ et Gram–)), 

(champignons, levures); 
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- le milieu à protéger : le conservateur doit posséder des affinités avec le milieu dans 

lequel il est utilisé. Notamment dans le cas des formulations aqueuses, la solubilité du 

conservateur dans l’eau est importante. Un paramètre tel que le pH de la formulation 

ne doit pas affecter l’activité du composé actif; 

- la compatibilité avec la présence des autres ingrédients : la présence de certaines 

matières premières ne doit également pas modifier son activité; 

- la compatibilité avec le procédé de fabrication (ex : montée en température);  

- la nocivité : le conservateur employé mais également les produits de dégradation de ce 

composé doivent être non toxiques et non allergéniques pour le consommateur. La 

législation fixent les concentrations maximales d’utilisation des conservateurs 

(détaillées dans les listes positives) et garantissent ainsi la non-toxicité du produit. Il 

est à noter que ces listes sont en constante évolution. 

De nombreux exemples de conservateurs et d’antioxydants autorisés et employés dans les 

secteurs cosmétiques et alimentaires peuvent être cités. Ces molécules sont obtenues par 

synthèse mais sont également souvent retrouvées dans la nature. Le Tableau A-3 présente 

quelques exemples de familles de conservateurs et d’antioxydants couramment employés dans 

les produits cosmétiques et alimentaires. 

Ces substances vont jouer leur rôle spécifique selon des mécanismes variés
60,61

. J.-Y. 

Maillard
60

 décrit trois types d’interactions pouvant exister entre les antimicrobiens et les 

cellules bactériennes. Notamment, les interactions (a) avec les composants cellulaires 

externes, (b) avec la membrane cytoplasmique ou encore (c) avec les constituants internes de 

la membrane cytoplasmique. A titre d’exemple, les acides organiques et les parabènes 

perturbent le fonctionnement de la membrane cytoplasmique précisément en augmentant son 

potentiel membranaire et sa perméabilité. Par conséquent, il y aura perte de composés 

intracellulaires tels que les ions potassium (K
+
) ou encore les acides aminés. L’auteur précise 

que ces pertes peuvent refléter un effet bactériostatique (inhibiteur) des antimicrobiens plutôt 

qu’un effet bactéricide (mort cellulaire). De plus, les acides organiques et les parabènes sont 

également capables de réagir avec des constituants cellulaires tels que les acides nucléiques et 

par conséquent perturber la synthèse de l’acide désoxyribonucléique (ADN) ou encore de 

l’acide ribonucléique (ARN). L’auteur indique que les sels d’ammonium quaternaires et les 

biguanides (chlorhexidine) augmentent la perméabilité de la membrane externe dans le cas 

des bactéries de type Gram–. Ils perturbent aussi le fonctionnement de la membrane 

cytoplasmique, par exemple en inhibant son activité enzymatique. De plus, ces composés 



Chapitre A - Etude bibliographique 

 

20 

 

cationiques interagissent avec les constituants du cytoplasme en entrainant la coagulation de 

ce dernier. 

Dans le cas des antioxydants, Choe et al.
62

 indiquent également des mécanismes variés 

tels que : le piégeage de radicaux libres, la chélation d’ions métalliques, le piégeage de 

l’oxygène singulet (
1
O2) ou de photosensibilisants. Par exemple, les composés phénoliques (le 

butylhydroxytoluene BHT et le butylhydroxyanisole BHA ou encore l’acide ascorbique 

piègent les radicaux libres en donnant un atome d’hydrogène de ses fonctions hydroxyle (O-

H). Les auteurs précisent que l’efficacité de piégeage dépend de plusieurs paramètres 

notamment : l’énergie de dissociation de la liaison O-H, le pH relatif à la constante d’acidité 

(Ka), le potentiel de réduction ou encore la stabilité des radicaux antioxydants formés. Plus 

précisément, une faible énergie de dissociation de la liaison O-H, un pH neutre ou basique ou 

encore un faible potentiel réducteur sont favorables à l’activité de l’antioxydant. Des 

substituants (ex : carboxylique -COOH) en position para de la fonction hydroxyle favorisent 

plutôt la stabilité de l’antioxydant en comparaison avec l’espèce antioxydante sous forme 

radicalaire correspondante. Par conséquent, les propriétés de piégeage via la donation d’un 

hydrogène sont moins efficaces avec ce type de substituants. 

Comme autre exemple, l’acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA) et l’acide citrique 

sont des agents chélatants de métaux les plus communs dans le domaine alimentaire. Les 

flavonoïdes, les polyphenols, les lignanes peuvent également chélater des métaux. 

Les propriétés antibactériennes et antioxydantes de ces diverses molécules (Tableau A-3) 

leur confèrent des applications dans un grand nombre de secteurs y compris la cosmétique et 

l’alimentaire. Leur utilisation est bénéfique pour maintenir la qualité des produits et permettre 

aussi une consommation prolongée. Cependant, des inconvénients, notamment leur caractère 

toxique, peuvent être soulignés et posent de plus en plus de problèmes. Cet aspect sera abordé 

dans la partie suivante. 
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Tableau A-3 : Exemples de conservateurs antimicrobiens et d’antioxydants couramment employés dans les produits cosmétiques et alimentaires. 

Groupes chimiques Source naturelle 

Exemples de 

Structure 

chimique 

Utilisations 

(cosmétique / alimentaire) 
Activités Références 

Les Parahydroxy-

benzoates d’alkyles 

(Parabènes) 

(éthyle, méthyle, propyle, 

butyle parabène) 

Fruits, légumes 

(mûre, cassis 

oignons, carotte) 
 

maquillages (mascara, 

poudres) 

crème hydratante 

déodorants 

sauces salades,  

crèmes,  

gelées,  

boissons 

Antimicrobien 

Actif contre les bactéries (Gram+ et 

Gram–) 

Actif contre les champignons 

63, 64 

Les acides organiques et 

leurs sels 

(ex: acide sorbique, acide 

benzoïque, acide 

salicylique) 

Plantes  (le benjoin, les 

canneberges, le sorbier, 

la reine des près) 

 

shampoings, 

gel douches 

boissons, 

viandes, 

crevettes 

Antimicrobien 

Actif contre les bactéries (Gram+ et 

Gram–) 

Actifs contre les levures et les 

champignons 

65, 66 

Les cationiques 

- Les sels d’ammonium 

quaternaires 

(ex : le chlorure de 

cetrimonium, le chlorure 

de benzalkonium) 

 

- Les sels de biguanides 

(ex : la Chlorhexidine) 

 

- 

 

shampoings, 

gel douche 

 

- 

Antimicrobien 

Actif contre les bactéries (Gram+ et 

Gram–) 

Actif contre les levures, 

champignons, virus 

 

67, 68, 69 

       

R = groupe alkyle

Acide 

benzoïque

Acide  sorbique

Chlorure de benzalkonium

Chlorure de cetrimonium
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Groupes chimiques Source naturelle 

Exemples de 

Structure 

chimique 

Utilisations 

(cosmétique / alimentaire) 
Activités Références 

Les aldéhydes et les 

générateurs de 

formaldéhyde 

(ex : méthanal, 

quaternium 15, urée 

diazolidinyle) 

Environnement : 

le méthanal (issu de la 

combustion incomplète 

du bois) 

 

vernis à ongle, 

shampoing, lotions et 

crème hydratante, 

savons liquides, gels 

douches 

 

- 

Antimicrobien 

Actif contre les bactéries (Gram+ et 

Gram–) 

Actif contre les levures, 

champignons, virus 

 

70 

Les agents chélatants 

(ex : l’acide éthylène 

diamine tétra-acétique 

(EDTA)) 

- 

 

 

céréales, 

mayonnaise, 

conserve 

Antimicrobien 

Antioxydant 
71, 72 

Le butylhydroxyanisole  

(BHA) 

Le butylhydroxytoluène 

(BHT) 

- 

 

lotions, crèmes, gel pour 

les cheveux 

huile végétale, 

pomme de terre 

 

Antioxydant 

 
73,74 

Acide ascorbique 

(vitamine C) 

Vitamine E 

Fruits, légumes 

(kiwi,orange, poivrons, 

noisette)  

 

shampoing 

crème hydratante 

poudre, spray 

huile végétale, 

céréales 

 

Antioxydant 

 
75, 76 

Méthanal

Urée diazolidinyle

EDTA

BHT

Acide 
ascorbique
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1.3.2 Toxicité des conservateurs et des antioxydants  

Depuis quelques années, l’utilisation de certains conservateurs et d’antioxydants 

synthétiques est un sujet controversé. En effet, de nombreuses études mettent en avant la 

possible toxicité de ces molécules vis-à-vis de la santé humaine. 

En prenant l’exemple des parabènes, ces composés sont soupçonnés d’être des 

perturbateurs endocriniens
77

. Darbre et al.
77

 précisent que les composés de la famille des 

parabènes exercent une activité oestrogénique. Ces molécules vont pouvoir agir comme des 

ligands en se liant aux récepteurs des œstrogènes (hormones sexuelles) puis imiter les actions 

de ces dernières dans le corps. L’auteur indique que ces propriétés oestrogéniques ont 

largement été démontrées dans la littérature suite à de nombreux essais in vitro (24 sur un 

total de 25) et in vivo (23/30) réalisés sur des animaux (souris, rats) ou des tissus humains. Il 

met également en relation ces activités et leur possible influence sur le développement de 

cancers du sein ou de la peau. Les antioxydants tels que le BHA et le BHT sont suspectés 

d’être cancérigènes. Ito et al.
78

 ont testé le pouvoir cancérigène du BHA sur des rats mâles et 

femelles. Ces derniers ont suivi un régime alimentaire contenant du BHA (forte dose) pendant 

plusieurs semaines. Ils ont été comparés avec des rats témoins, ayant consommés des 

nourritures dépourvues de BHA. Au bout de 112 semaines, tous les rats encore vivants ont été 

tués et examinés. Les auteurs ont observé dans le cas des animaux dont les aliments 

contenaient du BHA, la présence de tumeurs (hyperplasie, carcinome, papillome) dans leur 

pré-estomac. Dans le cas des rats témoins (mâles ou femelles), aucun changement n’a été 

observé au niveau de leur pré-estomac. 
 

Un autre problème récurrent et concernant les conservateurs et les antioxydants est 

leur caractère allergène. Gultekinet et al.
79

 expliquent que la consommation d’aliments 

contenant du BHA et du BHT pourrait conduire au déclenchement de l’urticaire. Le contact 

direct de la peau avec des produits contenant ces molécules entrainerait l’eczéma de contact. 

Les formaldéhydes ainsi que les produits libérateurs de formaldéhyde (ex : le quaternium 15, 

la diazolidinyl urée, le 2-Bromo-2-nitropropane-1,3-Diol (Bronopol)) sont également connus 

comme des allergènes
80,81

.  

1.3.3 Résistance aux antibactériens 

Par ailleurs, de nombreux secteurs sont touchés par le problème de la multi-résistance 

des bactéries face aux antimicrobiens. Depuis longtemps, l’usage abusif et/ou les 

prescriptions incorrectes d’antibiotiques dans le domaine médical ainsi que la forte utilisation 

de ces derniers (agents préventifs) dans l’alimentation animale au sein des élevages 
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contribuent à une augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques
82

. Parmi les 

pathogènes Gram+, les exemples de S.aureus résistant à l’antibiotique méticilline ou encore 

les espèces Entérocoques résistantes à plusieurs antibiotiques dont la vancomycine peuvent 

être cités. Les Gram– tels que P.aeruginosa ou Acinetobacter représentent des menaces 

encore plus sérieuses car ils ont acquis des résistances à presque tous types d’antibiotiques 

actuellement disponibles. Par conséquent, les traitements de nombreuses maladies 

infectieuses deviennent inefficaces. Cela entraine des taux de mortalité et des coûts 

économiques importants
83

.  

Ces caractères d’adaptation des bactéries s’étendent également à des molécules 

biocides qui sont utilisées comme conservateurs ou désinfectants dans les domaines 

cosmétiques et alimentaires. Selvaraj et al.
84

 démontrent le caractère de résistance de 9 

souches testées Gram– (ex : E.coli) et Gram+ (ex : S.aureus) sur un total de 12 souches faces 

aux composés de la famille des parabènes (méthyle, éthyle, propyle et butyle parabène). 

Sundheim et al.
85

 mettent en avant la résistance de S.aureus et de P.aeruginosa face au 

chlorure de benzalkonium. 

Au vu des raisons évoquées, de toxicité des conservateurs d’une part et de la résistance 

des bactéries d’autre part, les scientifiques sont à la recherche d’alternatives aux molécules 

synthétiques dans divers domaines, dont la cosmétique et l’alimentaire. Il existe d’autres 

méthodes de conservation d’aliments et de produits cosmétiques qui seront décrites par la 

suite. 

1.3.4 Alternatives aux conservateurs synthétiques 

La stabilité microbiologique d’un produit cosmétique ou alimentaire peut être assurée par 

différentes méthodes autres que l’utilisation de conservateurs chimiques. Ce sont pour la 

plupart des traitements physiques qui sont employés au cours de la production afin d’éliminer 

la quasi-totalité des microorganismes des produits finis. Ils reposent sur différentes techniques 

notamment : l’élimination de l’eau, la conservation par la chaleur, par le froid, l’ionisation et 

autres. Certains de ces procédés sont présentés par la suite. 

- Elimination partielle ou totale de l’eau  

Comme abordé dans les parties précédentes, la présence d’eau dans les aliments et les 

produits cosmétiques favorise les contaminations bactériennes. Une solution pour empêcher 

ces dernières est d’abaisser la teneur en eau (déshydratation partielle), autrement dit, de 

diminuer l’activité de l’eau (aw). Pour ce faire, certaines molécules humectantes telles que les 

glycols ou encore la glycérine sont parfois ajoutées dans les produits cosmétiques car elles 
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permettent d’abaisser leur aw
86

. De plus, certains produits peuvent être fabriqués sans eau 

(déshydratation totale) comme par exemple des boissons en poudre, la purée, des soupes, du 

café ou encore du thé lyophilisé. Néanmoins, la déshydratation n’est pas toujours applicable. 

En effet, l’eau reste un élément important, naturellement présent dans la plupart des aliments. 

Elle influence leur structure, leur apparence et leur goût. Elle est également le constituant 

majeur de tous les cosmétiques et joue la plupart du temps le rôle de solvant. 

- Conservation thermique 

On peut également citer comme autre méthode de conservation, les procédés de stérilisation 

par la chaleur tels que l’UHT (Ultra Haute Température) et la pasteurisation. Dans le cas de 

l’UHT par exemple, un chauffage est réalisé entre 135 et 150°C pendant 1 à 5 s, suivi d’un 

refroidissement rapide et d’un conditionnement aseptique. Il est souvent utilisé pour les 

produits laitiers, des jus de fruits et des cosmétiques sous forme de fluides. Comme autre 

exemple de procédé utilisant la chaleur, on peut citer l’appertisation (mise en conserve) qui 

s’applique dans le domaine alimentaire. Les aliments (légumes, fruits, viandes et autres) sont 

placés dans des récipients étanches aux liquides ou aux gaz. Ils sont chauffés à des 

températures élevées (>100°C) afin de détruire la présence de microorganismes. Ces produits 

se conservent sur une longue durée (plusieurs années). Cependant, il faut noter que ces 

procédés ayant recours à l’utilisation de températures élevées peuvent entrainer des 

modifications de la composition chimique des produits traités ou encore altérer leur qualité 

sensorielle (l’odeur, le goût).  

La conservation par le froid permet d’inhiber ou de bloquer la croissance des bactéries. 

L’exemple de la surgélation consiste à refroidir rapidement les aliments (ex : fruits, légumes) 

qui viennent d’être fraichement cueillis à des températures très basses (-18 à -30°C). Cette 

technique présente l’avantage de ne pas altérer les éléments nutritionnels (vitamines, 

minéraux) des produits alimentaires. Cependant, une fois que les aliments sont décongelés, les 

micro-organismes qui ne sont pas détruits peuvent croitre à des températures qui leur sont 

favorables.  

- Conservation non-thermique 

Par ailleurs, d’autres techniques non-thermiques peuvent être choisies telles que le traitement 

à haute pression (400 - 600 MPa)
87

. Il est utilisable uniquement sur des aliments solides ou 

liquides possédant une teneur importante d’humidité (environ 40% d’eau libre). Ce procédé 

peut conduire à la dénaturation des protéines des aliments. 
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Les techniques de filtrations membranaires sont également utilisées dans les domaines 

cosmétiques ou alimentaires et précisément sur des solutions liquides (eau, lotions, boissons, 

lait..). Il existe différents procédés de filtration qui varient en fonction de la taille des pores 

des membranes séparatives : l’osmose inverse, la nanofiltration, l’ultrafiltration et la 

microfiltration. Cette dernière (taille des pores 0,2 – 5 µm) est souvent employée pour assurer 

la qualité microbiologique des produits. Elle est réalisée à des températures comprises entre 

40-50°C et à pression faible (1 bar)
88
. C’est une méthode efficace qui permet d’enlever les 

bactéries (rétention sur la membrane séparative) présentes dans les liquides à stériliser. A la 

différence par exemple de l’UHT, la microfiltration permet de conserver les qualités 

sensorielles des produits. Cependant, d’un point de vue technique et industriel, l’accumulation 

de particules sur les membranes peut entrainer un colmatage de ces dernières et réduire les 

performances de la filtration. Le nettoyage et l’entretien régulier des membranes est long et 

couteux. 

Les traitements par irradiation de rayonnements UV ou encore ionisants (rayons 

gamma, particules bêta) peuvent également être employés
89,90

. Cependant ces techniques 

modifient également la composition chimique des produits ainsi que leurs propriétés 

organoleptiques. Elles conduisent à la perte d’éléments nutritionnels (altération des vitamines, 

dénaturation des protéines, enzymes, acides aminés). 

Les conditions d’emballage permettent également de conserver les aliments ou les 

cosmétiques. Dans l’alimentation, le conditionnement sous vide peut être utilisé. Ce dernier 

consiste à placer les produits (fromages, poissons, viandes…) dans des emballages 

hermétiques puis à faire le vide à l’intérieur de l’emballage, ce qui entraine une baisse du taux 

d’oxygène. Cette méthode empêche la dégradation des aliments causée par des réactions 

d’oxydation et également permet d’éviter la croissance de microorganismes aérobies (qui ont 

besoin d’oxygène pour se développer). Cependant, toutes les bactéries n’ont pas forcément 

besoin d’oxygène pour croître. Ces dernières peuvent alors contaminer les aliments emballés 

sous vide. Dans le domaine cosmétique, l’utilisation de flacons « airless » pour des produits 

avec des textures variées (fluide, crème) protègent ces derniers et limitent les contaminations 

dues au contact entre le contenu et l’air extérieur.  

Par ailleurs, il faut également ajouter que pour des enjeux environnementaux mais 

aussi en raison de la possible toxicité des conservateurs de synthèses déjà évoquée ainsi que 

des effets néfastes qui en découlent : les secteurs de l’alimentaire et de la cosmétique 

biologiques sont en plein essor. De plus en plus de consommateurs alarmés se tournent vers 

l’utilisation de produits « bio » dépourvus de substances chimiques en attendant d’être 
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rassurés par les nombreuses recherches actuelles qui sont menées sur la toxicité des produits 

de synthèse ou qui visent à trouver des alternatives.  

Comment peut-on définir les aliments et les cosmétiques de type « bio » ? 

Les produits alimentaires « bio » sont issus de l’agriculture biologique labélisée (AB). Elle est 

définie par le décret n° 81-227 du 10 mars 1981 comme : « une agriculture n’utilisant pas de 

produits chimiques de synthèse »
91

. Les techniques de production de ces produits « bio » sont 

définies par des cahiers des charges. Les aliments sont cultivés sans produits chimiques, sans 

organismes génétiquement modifiés (OGM) ou encore sans engrais modifiés. Tous les 

animaux sont nourris par des produits agricoles « bio ».  

Les cosmétiques « bio » sont constitués d’ingrédients d’origine naturelle, principalement issus 

du monde végétal tels que les extraits de fruits, les huiles végétales (huile d’olive, argan, 

avocat) et les eaux florales. Ils sont plus concentrés en actifs que des cosmétiques classiques. 

Les fabricants limitent ou excluent l’utilisation de molécules telles que les parabènes ayant 

des effets nocifs sur le consommateur (allergie, cancer…), les matières premières non 

renouvelables (résidus de la pétrochimie) ainsi que les ingrédients obtenus par des procédés 

de fabrication non respectueux de l’environnement. Cependant des conservateurs plus doux 

peuvent être utilisés. Au niveau européen, tous les produits cosmétiques certifiés « bio » 

portent la mention Cosmetic Organic Standard (COSMOS) depuis janvier 2017 et répondent à 

des critères d’exigences. Ce type de cosmétiques doit contenir :  

 95 à 100% d’ingrédients naturels ; 

 95 à 100% d’ingrédients bio sur les ingrédients végétaux ; 

 un maximum de 5% d’ingrédients approuvés dans une liste positive.  

La teneur en ingrédients bio sur la totalité des ingrédients est de 20%. Tous les ingrédients 

acceptés doivent être biodégradables. 

Il faut cependant noter que les produits « bio » présentent un problème de conservation 

notamment pour tous les produits riches en eau. Les aliments et cosmétiques bio possèdent 

une durée de vie plus limitée que les classiques. D’autres aspects tels que la forte 

concentration en principes actifs naturels (fragrances parfois trop marquées) ou encore des 

textures moins contrôlées comparées à celles des produits classiques peuvent être soulignés. 

En conclusion, à ce jour, il existe différents moyens de luttes qui sont utilisés pour réduire 

les contaminations bactériennes ainsi que celles causées par les radicaux libres au sein des 

produits cosmétiques et alimentaires :  
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- l’utilisation d’agents conservateurs antimicrobiens et antioxydants synthétiques.  

Ces derniers apparaissent très efficaces, cependant l’usage abusif au fil des années conduit à 

un problème de résistance de souches bactériennes (Gram+ et Gram–). De plus, certains de 

ces actifs sont suspectés d’avoir des effets néfastes sur la santé humaine en raison de leur 

possible caractère allergène, cancérigène ou encore perturbateur endocrinien. Ces polémiques 

inquiètent de plus en plus les consommateurs et favorisent l’utilisation de produits « bio » en 

attendant des solutions. 

- les méthodes de conservations variées (élimination totale ou partielle de l’eau, 

conservation thermique, non-thermique).  

Ces techniques de conservation qui ont été présentées ne sont pas applicables à tous types de 

produits alimentaires et cosmétiques (dont les formulations aqueuses) et s’avèrent également 

parfois moins efficaces que les conservateurs chimiques.  

Pour toutes ces raisons, les scientifiques sont à la recherche d’autres alternatives. Nous 

aborderons en détails dans la partie suivante une solution aux conservateurs synthétiques qui 

suscite de plus en plus l’intérêt des scientifiques : l’utilisation de molécules d’origine 

naturelle pour la conservation. 

2 La nature : source de molécules aux propriétés variées  

2.1 Origines, propriétés et applications  

Les animaux, les plantes, les minéraux ou encore les microorganismes (bactéries, 

champignons) renferment de nombreux composés à structures chimiques diverses
92

, souvent 

appelés métabolites secondaires
93

. Ces molécules possèdent des propriétés variées 

intéressantes (antimicrobienne, antioxydante, antivirale et autres) et sont parfois impliquées 

dans le mécanisme de défense 
94,95 

de l’organisme qui les contient. Afin de tirer profit de ces 

éléments bioactifs, de nombreuses recherches sont menées sur ces derniers en vue 

d’applications variées dans des secteurs tels que le médical, la cosmétique ou encore 

l’alimentaire. 

2.1.1 Animaux 

La plupart des molécules actives présentes chez les animaux sont retrouvées 

principalement sous formes de peptides (assemblage d’acide aminés) et de protéines 

(composées de polypeptides). Ces derniers proviennent de différentes sources comme par 

exemple les œufs, les cellules (épithéliales, macrophages, leucocytes et autres) ou encore les 
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organes (peau, muscle, intestin et autres) chez les bovins, la volaille, le porc ou le mouton
96

. 

Ces composés présentent des activités variées comme des propriétés antimicrobiennes, 

antioxydantes ou encore antitumorales
97

. Plusieurs exemples de peptides et de protéines 

antimicrobiens à large spectre d’activité ont été mis en avant dans la littérature. Ils sont actifs 

contre les bactéries de type Gram+ et Gram– et agissent également contre les champignons et 

les virus. Il est possible de citer comme exemple : la pleurocidine
98

, les défensines
99

. 

La caséine et le lactosérum (ou ‘whey’) sont les deux protéines principales retrouvées 

dans le lait chez les mammifères. Elles représentent également des sources abondantes de 

composés actifs (peptides, enzymes, protéines). Mohanty et al.
100

 précisent que des peptides 

actifs peuvent être libérés à partir des protéines de lait par différents mécanismes (in vivo ou 

in vitro). Par exemple, au cours de la digestion du lait, ces molécules (ex : lactoferrine) sont 

formées à l’intérieur de l’organisme suite à l’action d’enzymes protéases (ex : pepsine, 

trypsine) sur les protéines. Elles vont être capables d’influencer les réponses physiologiques 

du corps humain (digestion, activité cardiovasculaire, système immunitaire) et ceci grâce à 

leurs propriétés antibactériennes, antioxydantes ou encore anti-hypertensives. Des essais 

cliniques in vivo et in vitro ont été réalisés et mettent en avant des composés actifs retrouvés 

dans le lactosérum (lactoferrine, immunoglobines) comme potentiels agents thérapeutiques 

dans le cas de traitements du cancer, de maladies cardiovasculaires, d’hépatites ou encore 

pour la perte de poids
101

.   

2.1.2 Microorganismes  

Dès le XX
ème

 siècle, de nombreuses molécules produites par des bactéries et des 

champignons telles que la pénicilline, la streptomycine, le chloramphénicol ou encore la 

tétracycline ont été découvertes. Ces dernières ont démontré des activités antibactériennes et 

de ce fait ont été largement utilisées en tant qu’antibiotiques
102

 dans le domaine médical. En 

raison de la multi-résistance émergente des pathogènes face aux antibiotiques
82

, de nouvelles 

molécules sont recherchées comme alternatives dans le domaine médical ou comme agent de 

conservation dans le secteur alimentaire. Plus récemment, les bactéries ont suscité l’attention 

des chercheurs. En effet, ces micro-organismes (Gram– et Gram+) produisent des 

bactériocines qui constituent un groupe hétérogène de peptides avec des tailles, des structures 

et des modes d’actions variés
103

. Plusieurs bactériocines sont actives contre les pathogènes 

présents dans les aliments
104

. Parmi les plus étudiées, la nisine, la lacticine ou encore la 

pediocine peuvent être citées. Par exemple la nisine, (peptide de petite taille (34 acides 

aminés)) produit suite à la fermentation du lait à l’aide de la bactérie Lactococcus lactis 

(Gram+)) est surtout connue pour son activité inhibitrice ou bactéricide contre les bactéries de 
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type Gram+ telles que Bacillus, Clostridium, Staphylococcus ou encore Listeria. Elle 

s’adsorbe à la surface de la cellule bactérienne et déstabilise la structure de la membrane 

cytoplasmique, en favorisant la perte de composés essentiels à la cellule
105

. Cependant, elle 

n’est pas active contre les Gram– ni contre les champignons ou encore les virus. La nisine est 

fabriquée industriellement et largement utilisée comme agent de conservation dans 

l’alimentation, notamment dans les produits laitiers : le fromage fondu ou en bloc, les crèmes 

desserts, la crème fraîche
104

 ou encore dans les viandes et boissons. 

En addition aux bactériocines, les microorganismes sont également capables de 

produire d’autres types de molécules actives notamment les acides organiques
106

. Parmi eux, 

comme exemple : l’acide acétique est le résultat de la fermentation de l’éthanol à l’aide de 

bactéries acétiques (Gram–). Il est également possible de citer l’acide lactique obtenu par la 

transformation de lactose grâce aux bactéries lactiques (Gram+). L’acide citrique quant à lui 

peut être synthétisé par des champignons (ex: Aspergillus niger) à partir de glucose. In et 

al.
107

 ont mis en évidence les activités antibactériennes de ces trois composés face à quatre 

bactéries du genre Shigella (Gram–) souvent responsables de maladies alimentaires en raison 

de leur présence dans des fruits et légumes frais. Les activités antibactériennes de cette famille 

de composés ont de plus été démontrées face à des bactéries pathogènes classiques (Gram+ et 

Gram–) telles que S.aureus et E.coli 
108

.  

2.1.3 Minéraux  

Les éléments constitués d’un ou de plusieurs minéraux peuvent être classés en 

plusieurs groupes tels que : les oxydes (ex : le rutile) ; les sulfates (la zincosite) ; les chlorures 

(la halite), les nitrates (le salpêtre) ou encore les phyllosilicates (le talc). Ils présentent des 

propriétés physiques (mécanique, optique, thermique), physico-chimiques (solubilité) 

variées
109

 ainsi que diverses propriétés thérapeutiques
110,111

. Ils sont employés pour tous ces 

atouts en tant qu’excipients (lubrifiants, pigments, émulsifiants et autres) ou encore en tant 

que composés actifs dans des produits pharmaceutiques et cosmétiques (suspensions, 

solutions, lotions, poudres, crèmes). Carretero et al.
110

 explicitent dans leurs travaux, les 

différentes activités thérapeutiques excercées par les minéraux. Lorsqu’ils sont administrés 

par voir orale, ils remplissent des fonctions telles que : antidiarréhique, laxatif, protecteur de 

l’appareil digestif. Lorsqu’ils sont appliqués localement, ils agissent comme des antiseptiques, 

des désinfectants et protègent la peau contre des agents chimiques ou physiques extérieurs. 

Dans les produits cosmétiques, ils peuvent agir comme protecteurs solaires en empêchant la 

pénétration de rayonnement UV au travers de la peau. 
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Seil et al
112

 ont aussi exploré leur potentielle utilisation dans le domaine médical en mettant 

en avant des propriétés antibactériennes contre les Gram+ et Gram–. 

2.1.4 Algues 

Les algues renferment également de nombreux composés à structures chimiques 

variables tels que : des phlorotannins, des acides gras, des peptides, des polysaccharides ou 

encore des terpènes. La plupart de ces molécules participent à la survie des végétaux 

aquatiques en assurant leur adaptation dans les environnements marins et leur défense contre 

des microorganismes pathogènes (bactéries, virus, moisissures) auxquels ils sont exposés 

grâce à des mécanismes variés
113

. De nombreuses propriétés de ces molécules : 

antibactériennes, antifongiques, antivirales ou encore antioxydantes sont mises en avant dans 

la littérature
114,115

. Ces dernières années, de nombreuses recherches s’orientent vers 

l’utilisation de ces composés actifs dans des applications industrielles variées. Thomas et 

al.
116

 proposent différents exemples de molécules retrouvées dans les algues qui présentent 

des propriétés intéressantes en vue d’utilisations futures dans les secteurs cosmétiques et 

pharmaceutiques. Ils soulignent les effets anti-inflammatoires des dérivés phlorotannins qui 

permettraient de traiter la dermatite atopique qui est une pathologie allergique touchant la 

peau. Ils proposent également l’utilisation d’un polysaccharide sulfaté (le fucoïdane) comme 

un potentiel agent thérapeutique pour empêcher et traiter le photoveillissement de la peau 

causé par les rayonnements UV. Dussault et al.
117

 ont évalué l’activité de différents extraits 

d’algues consommés dans les îles du Pacifique contre des pathogènes d’origine alimentaire 

(Gram+ et Gram–) tels que S.aureus, L.monocytogenes ou encore E.coli. Ils ont ainsi pu 

retenir certains extraits (Ulva et Padina) comme potentiels agents de conservation dans 

l’alimentation.  

 

Les plantes terrestres représentent également une source importante de composés actifs. 

Nous allons détailler dans la partie suivante les différentes familles de molécules retrouvées 

dans les plantes ainsi que les propriétés variées qu’elles possèdent. 

2.2 Dérivés des plantes et utilisations 

2.2.1 Familles chimiques variées et propriétés 

Les métabolites secondaires des plantes sont rencontrés dans divers organes tels que 

les feuilles, les fruits ou encore les racines. Ils sont extraits sous forme d’huiles essentielles 

(mélange complexe de composés à structures chimiques variées) ou de composés individuels 
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à l’aide de différentes méthodes. Azmir et al.
118

 indiquent plusieurs techniques d’extractions. 

Les plus conventionnelles sont : l’extraction au Soxhlet, la macération et l’hydrodistillation. 

Ces méthodes requièrent la plupart du temps l’utilisation de solvants organiques à polarités 

variées tels que l’éthanol, l’acétone, le chloroforme ou encore le dichlorométhanol. 

Cependant, elles présentent des limites comme par exemple un temps d’extraction long, 

l’exigence de solvants très purs et couteux, une faible sélectivité d’extraction ou encore de 

faibles rendements. Pour se défaire de tous ces inconvénients, d’autres techniques non 

conventionnelles telles que l’extraction assistée par ultrasons ou par enzymes ou encore 

l’extraction par un fluide supercritique peuvent également être employées.  

Des méthodes d’analyses modernes
119

 comme la chromatographie liquide haute 

performance (HPLC), la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-

MS), la chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS), l’infrarouge 

ou encore la RMN permettent de séparer, d’identifier et de déterminer les structures 

chimiques exactes des composés actifs présents dans les végétaux. La plupart de ces 

molécules présentent un caractère hydrophobe. Croteau et al.
120

 distinguent trois principales 

familles chimiques : les terpènes et les terpénoides ; les alcaloïdes ; les composés 

phénoliques. 

- Terpènes et les terpénoides 

Les terpènes sont les constituants majeurs retrouvés dans les huiles essentielles. Ce sont des 

hydrocarbures dont le squelette est formé de n multiples d’unités de répétition isoprène 

(C5H8)n. Ces motifs sont reliés entre eux de différentes manières (tête à tête, tête à queue, tête 

à milieu) pour donner naissance à des composés cycliques ou non appartenant à des familles 

variées. On distingue par exemple les monoterpènes de formule C10H16 (n = 2), les 

sesquiterpènes C15H24 (n = 3) ou encore les diterpènes C20H32 (n = 4).  

Les terpénoides sont des molécules dérivées de terpènes qui diffèrent les unes des autres par 

la présence de groupes fonctionnels (aldéhydes, cétones, esters ou alcools) mais aussi pour la 

plupart par leur structure multicyclique.  

Ces molécules notamment les mono et sesquiterpènes de faibles masses molaires présentent 

un caractère volatil et possèdent des propriétés odoriférantes. Il est possible de citer comme 

molécules : le menthol (feuille de menthe), le thymol (thym), le limonène (citron et orange) 

ou encore le géraniol (essence de rose, de lavande). Si la plupart des terpènes sont insolubles 

dans l’eau, les dérivés terpénoides avec la présence de groupes oxygénés possèdent une 

meilleure solubilité dans l’eau
121,122

.  
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Les terpènes et les terpénoides sont également connus pour leurs propriétés biologiques et 

antioxydantes 
123,124

. Aleksic et al.
124

 mentionnent des propriétés antimicrobiennes dans le cas 

des monoterpènes (ex : le limonène) et antivirales pour les sesquiterpènes (ex : le germacrène-

D). De plus, ils précisent dans le cas des terpénoides, des propriétés antibactériennes 

excercées par des monoterpènes oxygénés (ex : le linalol) et des activités antimicrobiennes 

excercées par les sesquiterpènes oxygénés (ex : le géraniol). Trombetta et al.
125

 ont démontré 

l’activité antibactérienne de trois monoterpènes (acétate de linalyle, (+) menthol, thymol) 

contre S.aureus et E.coli. Les auteurs ont également explicité le mécanisme d’action de ces 

composés en prouvant leur capacité à interagir avec les lipides de la membrane des bactéries. 

Ceci pourrait entrainer l’augmentation de la perméabilité de la membrane et la perte des 

matériels intracellulaires. 

- Les alcaloïdes 

Les alcaloïdes sont des composés organiques basiques qui contiennent tous au moins un voire 

plusieurs atomes d’azote, retrouvés sous la forme primaire, secondaire ou tertiaire. Ils 

présentent une diversité de structure
126

 avec un ou plusieurs cycles. Ils sont classifiés 

chimiquement en deux grands groupes : les alcaloïdes hétérocycliques, dont le ou (les) 

atome(s) d’azote sont à l’intérieur du cycle et les alcaloïdes non-hétérocycliques dont les 

atomes d’azote ne sont pas inclus dans les noyaux cycliques
126

. Ils peuvent être également 

regroupés selon leur origine biosynthétique, précisément en fonction des acides aminés 

précurseurs à partir desquels ils sont obtenus. Parmi ces derniers, sont retrouvés le plus 

souvent : l’histidine, le tryptophane, la phénylalanine, l’ornithine ou encore la lysine.  

D’un point de vue propriétés physiques, la plupart des alcaloïdes sont des solides cristallins, 

non-colorés. D’autres se présentent sous forme de liquides volatils (ex : la nicotine) ou non-

volatils (ex : la pilocarpine). La plupart de ces composés sont hydrophobes et extraits à l’aide 

de solvants tels que le chloroforme, le benzène ou encore l’éther
127

.  

Ils sont connus pour leurs nombreuses propriétés pharmacologiques
126,128

. Cushnie et al.
126

 

indiquent des effets analgésiques (ex : la codéine), antihypotensif (ex : l’éphédrine), 

antitumoral (ex : la vinblastine) ou encore antipaludique (ex : la quinine). De plus, les auteurs 

ont mis en avant des activités antibactériennes (Gram– et Gram+) d’alcaloïdes appartenant à 

des familles différentes, ainsi que des mécanismes d’action variés. A titre d’exemple, la classe 

des isoquinolines (dérivés de la tyrosine) semblent agir en inhibant le processus de division 

cellulaire des bactéries. 
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- Les composés phénoliques  

Les composés phénoliques possèdent une diversité structurale chimique. Ils sont caractérisés 

par la présence d’au moins un cycle benzénique (6 carbones) sur lequel sont directement 

reliées une ou plusieurs fonctions hydroxyle (OH) sous forme libre ou engagée dans un 

groupement éther ou ester. Ils sont tous regroupés sous le nom de polyphénols et varient du 

simple composé phénolique aux molécules phénoliques complexes. Parmi les polyphénols 

simples, formés d’un ou de plusieurs cycles, sont retrouvés : les acides phénoliques, les 

flavonoïdes, les stilbènes, les coumarines. Les polyphénols complexes sont des molécules 

hautement polymérisées telles que la lignine ou les tanins
129,130

. De part la présence de 

structures aromatiques, ces composés présentent un caractère hydrophobe mais également un 

caractère hydrophile en raison de la présence de fonctions hydroxyle
131

. Galanakis et al.
132

 

précisent que les composés phénoliques ont une préférence de solubilité dans les solvants 

avec une polarité intermédiaire (les alcools et l’acétone) comparé aux solvants très polaires 

(l’eau) ou moins polaires (dichlorométhane).  

La plupart des composés phénoliques sont largement connus pour leurs propriétés 

antioxydantes. Pereira et al.
133

 explicitent les mécanismes antioxydants au moyen de 

différentes voies. Ces composés peuvent agir en tant que donneurs d’atome d’hydrogène vis-

à-vis d’espèces radicalaires réactives. Ils sont également capables d’agir en tant qu’agents 

chélatants d’ions métalliques ou encore interagir avec des enzymes qui sont impliquées dans 

la production de radicaux libres. Les polyphénols présentent également des activités 

biologiques. Li et al.
134

 mettent en avant des propriétés anti-inflammatoires, anticancéreuses 

ou antimicrobiennes. En s’intéressant particulièrement aux polyphénols simples, notamment 

aux composés phénoliques formés d’un seul cycle tels que : le carvacrol, le thymol ou encore 

l’eugénol, plusieurs études ont mis en avant leur potentiel antibactérien face à des souches 

bactériennes Gram+ et Gram–. Les essais biologiques ont été réalisés soit sur des huiles 

essentielles (riches en composés phénoliques) ou directement à partir des composés 

individuels
135
. Les mécanismes d’action de ce type de molécules sont explicités par différents 

auteurs
136,137

. Les idées mises en avant sont complémentaires et conduisent à des conclusions 

similaires détaillées par la suite. 

D’une manière générale, Burt
136

 considère que le mécanisme d’action des huiles essentielles 

possédant un pourcentage élevé en monophénol est similaire à celui d’un composé 

monophénol seul. Ces derniers sont capables d’agir sur différents sites au niveau de la cellule 

bactérienne comme présenté sur la Figure A-3.  
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Figure A-3 : Sites d’action et mécanismes d’action des composants des huiles essentielles dans la cellule 

bactérienne (d’après Burt S.
136

). 

Le paramètre important qui est à souligner dans le mécanisme d’action des composés 

phénoliques simples est leur caractère hydrophobe
136

. Ce critère favorise le passage de la 

molécule au travers de la paroi cellulaire et la pénétration de cette dernière à l’intérieur de la 

membrane plasmique de la cellule bactérienne. L’intéraction d’un monophénol avec la 

membrane conduit à la déformation (ou désorganisation) de structures telles que les 

phospholipides (bicouche phospholipidique) ou encore les chaines d’acides gras. La 

membrane est ainsi déstabilisée et devient plus perméable. Lambert et al.
137

 confirment  

l’augmentation de la perméabilisation de la membrane plasmique due à la présence de 

monophénols par différents tests. Ils ont par exemple étudié à l’aide d’un microscope confocal 

à balayage laser (CLSM) la possible pénétration d’un marqueur fluorescent (le bromure 

d’éthidium EB) au travers de la membrane de cellules bactériennes P.aeruginosa et ce, 

précisément en absence ou en présence d’huiles essentielles d’origan, de thymol ou de 

carvacrol. Les auteurs ont conclu qu’en présence d’agents antibactériens après comparaison 

avec le contrôle (sans agent actif), l’EB était capable de traverser la membrane pour aller 

marquer les cellules mortes (cellules observables par CLSM). Dans le cas du contrôle, aucune 

cellule n’a été observée en présence de l’EB comme représenté sur la Figure A-4. Cela sous-

entend que l’EB n’a pas pu traverser la membrane (encore intacte) de la cellule bactérienne 

P.aeruginosa. 
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Figure A-4 : Résultats illustrant l’effet de l’exposition de l’huile essentielle d’origan (0,1%), du thymol (0,1%) 

et du carvacrol (0,1%) sur la perméabilité de la membrane de cellules individuelles de Pseudomonas aeruginosa  

dans le milieu de culture Tryptone Soya Broth, TBS (pH 7,0) par CSLM ; contraste de phase (a) et images 

d’épigluorescent (b) ±  ligne d’excitation 488 nm (colorant nucléaire fluorescent : bromure d’éthidium (10 

µg.ml
-1
) (d’après Lambert et al

137
). 

Par ailleurs, la déstabilisation de la membrane conduit également à une baisse du potentiel 

membranaire ou encore à une diminution de la force proton motrice (ainsi que de la 

production de l’adénosine triphosphate ATP). Il peut également se produire une fuite d’ions 

(ex : potassium K+), d’acide nucléique ou encore d’acide aminés de l’intérieur vers l’extérieur 

de la membrane. 

Le tableau A-4 regroupe quelques exemples de structures de terpènes et terpénoides, 

d’alcaloïdes et de composés phénoliques. 
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Tableau A-4 : Exemples de structures de terpènes et 

terpénoides, d’alcaloïdes et de composés phénoliques. 

 

 

Nous allons par la suite nous intéresser aux domaines actuels d’utilisation des divers 

actifs issus des végétaux. 

1. Terpènes et terpénoides

p-cymène germacrène géraniol

farnésol menthol

2. Alcaloïdes 

éphédrine

indole

quinine

benzophénanthridine

3. Composés phénoliques

gaïacol acide férulique

eugénolcarvacrol
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2.2.2 Utilisation actuelle des dérivés des plantes 

Les plantes, les huiles essentielles (mélange de composés) ainsi que les composés 

individuels qu’elles renferment sont utilisés à des fins multiples en raison de leurs propriétés 

variées comme abordé précédemment. 

- Nutrition 

Le constituant principal d’origine végétale pour l’alimentation humaine est sans conteste 

l’amidon en tant que source de sucres lents nécessaires à l’apport énergétique quotidien. On 

trouve l’amidon (amylopectine et amylose) dans la plupart des céréales, tubercules et 

légumineuses. Mais par ailleurs l’homme consomme également un large éventail de fruits et 

légumes importants dans l’équilibre alimentaire. Ce sont les polyphénols qui sont le plus 

retrouvés dans ces aliments et jouent des rôles bénéfiques pour la santé humaine grâce 

notamment à leurs propriétés antioxydantes. Ces composés peuvent également être utilisés 

sous forme de compléments alimentaires. 

Les herbes et les épices qui renferment des aromates (notamment les terpènes) sont également 

employés à ce jour pour agrémenter et parfumer les plats cuisinés. 

- Fins médicinales  

Depuis l’antiquité, plusieurs peuples (Grecs, Romains, Chinois…) utilisaient de manière 

traditionnelle (empirique) les plantes afin de se soigner
138

. De nombreux recueils indiquent les 

bienfaits de ces dernières ainsi que leur mode d’utilisation. Ce n’est qu’à partir du XIX
ème

 

siècle que la médecine connait un essor et identifie les principes actifs permettant de guérir les 

maux des hommes. La plupart des composés découverts sont des alcaloïdes comme par 

exemple la morphine (pavot à opium) isolée par Friedrich Wilhelm Sertürner
139

, ou encore la 

quinine (écorce de quinquina) isolée par Pelletier et Caventou
140

. On retrouve également des 

composés phénoliques tels que l’acide salicylique (écorce de saule blanc) découverte par 

Pierre-Joseph Leroux
141

. Certaines de ces molécules aux propriétés thérapeutiques sont encore 

employées en médecine moderne à ce jour en tant que médicament. Notamment la quinine 

pour traiter le paludisme ou encore l’acide acétylsalicylique (aspirine) dérivé de l’acide 

salicylique. Depuis, de nouvelles molécules continuent d’être extraites et employées. 

Cependant, il existe aujourd’hui d’autres moyens pour tirer profit et se soigner avec les 

végétaux. La phytothérapie est une branche de la médecine qui utilise des plantes dites 

« médicinales » afin de traiter ou de soulager des maux de tous les jours (insomnie, toux, 



Chapitre A - Etude bibliographique 

 

39 

 

angine, troubles digestifs…). Cette branche s’inspire de la médecine traditionnelle et des 

nombreux principes actifs isolés en médecine moderne. 

Les plantes ou partie de la plante (feuilles, fleurs, herbes...) sont utilisées par exemple sous 

forme de gélule ou de tisane. 

- Le bien-être 

L’aromathérapie est une discipline qui met en avant l’utilisation d’extraits aromatiques de 

plantes, précisément des huiles essentielles. Ces dernières sont utilisées pour la santé physique 

et mentale, afin de procurer à l’utilisateur une sensation de bien-être. Les huiles essentielles 

sont vendues en pharmacie ou chez des herboristes. Elles peuvent être appliquées en usages 

externes : massage, diffuseur électrique, spray. Pour des usages internes, elles sont 

administrées par voie orale après avoir été dispersées dans du miel ou de l’huile alimentaire... 

Mais les champs d’applications restent encore restreints. 

- Autres 

A titre d’exemple, certains composés phénoliques tels que l’eugénol (extrait de clou de 

girofle) servent d’agents antiseptiques locales ou encore anesthésiques et sont utilisés en 

dentisterie. Les huiles essentielles peuvent également être insérées au sein de cosmétiques tels 

que les pâtes dentifrices, les bains de bouches pour leur parfum et/ou leurs propriétés 

antibactériennes. 

Aujourd’hui, les champs d’applications des dérivés des plantes restent encore 

restreints, notamment en tant que conservateurs en cosmétique et alimentaire et ce en raison 

de certains inconvénients qu’ils présentent. Ces points faibles seront abordés dans la partie 

suivante. 

2.2.3 Inconvénients des dérivés des plantes 

Les propriétés antimicrobiennes et antioxydantes des actifs des végétaux peuvent être 

bénéfiques en vue d’applications de ces molécules en tant qu’agents conservateurs au sein 

d’aliments et de cosmétiques. Cependant leur introduction en tant que composés libres dans 

les produits de consommation n’est pas toujours facile à mettre en œuvre en raison de 

quelques inconvénients.  

La plupart de ces composés possèdent en effet une faible solubilité dans l’eau ce qui 

est un facteur limitant notamment dans des formulations aqueuses cosmétiques et/ou 

alimentaires. De plus, les molécules phénoliques de faibles masses molaires sont considérées 

comme chimiquement instables dans des environnements variés. Dias et al.
142

 soulignent 
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plusieurs facteurs conduisant à la détérioration de ces composés phénoliques actifs lorsqu’ils 

sont insérés directement dans les produits. Il est possible de citer : les étapes de fabrication et 

de traitements des produits, les procédés thermiques, les étapes de stockage (effet du pH
143

 et 

la température
144

), la pression en oxygène, l’activité de l’eau, la possible interaction des 

composés actifs avec d’autres molécules contenues dans les formulations.  

Munin et al
145

 mentionnent le gout amer retrouvés chez quelques molécules dérivées 

de plantes qui n’est également pas avantageux d’un point de vue organoleptique pour des 

applications en alimentaires. 

Quelques études ont également démontré le potentiel effet toxique des molécules 

végétales, notamment le caractère allergène
146

 de certains composés phénoliques. La 

consommation d’aliments dans lesquels ils sont présents va conduire, chez des sujets 

sensibles, à l’apparition de certains symptômes allergiques. Parmi ces derniers, la fatigue 

chronique, l’insomnie, les douleurs abdominales, la diarrhée, la nausée, l’asthme, les 

problèmes dermatologiques ou encore des troubles menstruels.  

En somme, les dérivés actifs des plantes présentent des propriétés intéressantes 

(antibactériennes, antivirales, antifongiques, antioxydantes et autres) mais également certains 

inconvénients (faible stabilité, faible durabilité, hydrophobie, toxicité). Ces derniers limitent 

leurs secteurs d’applications. L’une des alternatives est l’incorporation de ces molécules 

notamment de faibles masses molaires au sein de structures polymères. Le choix de ces 

dernières se tourne de plus en plus vers des polymères naturels, plus précisément des 

polysaccharides. 

Nous allons par la suite définir les polysaccharides et aborder certaines propriétés qu’ils 

possèdent et qui leur permet de trouver aujourd’hui des applications dans des secteurs variés 

dont l’alimentaire et la cosmétique. 

2.3 Polysaccharides 

2.3.1 Définitions 

Les polysaccharides sont des polymères (macromolécules) naturels. Ils sont d’origine 

végétale (amidon), animale (chitosane), bactérienne (xanthane) ou fongique (pullulane).  

Ils sont constitués d’unités monosaccharides ou oses (sucres), reliées entre elles par des 

liaisons osidiques et répétées n fois. Une classification chimique permet de distinguer deux 

grands types de polysaccharides :  
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- les homopolysaccharides formés d’un seul type de monosaccharide;  

- les hétéropolysaccharides constitués de plusieurs unités d’oses différents. 

Certains polysaccharides tels que le pullulane, le dextrane sont neutres ; d’autres sont chargés 

(polyélectrolytes). Parmi les polyélectrolytes, on retrouve principalement les polysaccharides 

anioniques (chargés négativement) portant sur leur squelette carboné des fonctions acide 

carboxylique tels que l’alginate ou l’acide hyaluronique mais aussi parfois des fonctions 

sulfates comme les carraghénanes. Les polysaccharides cationiques (chargés positivement) 

sont beaucoup plus rares, citons le chitosane qui possèdent des fonctions amine facilement 

protonables mais qui est un polysaccharide artificiel car obtenu après traitement de la chitine 

neutre et insoluble dans l’eau. D’un point de vue structural, les polysaccharides peuvent être 

soit linéaires tels que le pullulane, le chitosane ou encore l’acide hyaluronique, soit ramifiés 

tels que l’amylopectine, le dextrane, le xanthane.  

La plupart de ces macromolécules naturelles sont hydrosolubles car portant un grand nombre 

de fonction hydroxyle, cependant certains polysaccharides sont très peu ou pas solubles dans 

l’eau en raison de structures particulières (ex :cristallinité de la cellulose) ou de fonction 

chimique spécifique ex : (acétylamine dans la chitine).  

A titre d’exemple, la cellulose est le polymère naturel le plus abondant dans la nature. C’est 

un homopolysaccharide linéaire constitué d’unités glucose reliées entre elles par des liaisons 

-(1,4)-glycosidiques. Il possède des fonctions hydroxyle neutres (Figure A-5). Sa solubilité 

dans l’eau est considérablement limitée en raison de la grande stéréorégularité de 

l’enchainement des sucres et des nombreuses liaisons hydrogène intermoléculaires conférant 

une grande cristallinité à ces structures. 

 

 

Figure A-5 : Structure chimique de la cellulose 

2.3.2 Propriétés et utilisations des polysaccharides 

Les polysaccharides présentent des critères intéressants qui suscitent un grand intérêt 

pour leur application dans des secteurs variés : agro-alimentaire, pharmaceutique, cosmétique, 

industrie du papier, du textile et autres. 
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Ce sont des polymères naturels, hydrosolubles, biodégradables et biocompatibles
147,148

. Ils 

sont connus et utilisés dans l’alimentaire pour leurs propriétés remarquables en solution, 

notamment épaississantes (ex : le xanthane, la gomme de guar, la carboxyméthylcellulose)  et 

gélifiantes (ex : l’alginate, la pectine, l’agar)
149

. Saha et al.
149

 précisent d’une part que 

l’épaississement d’une solution de polysaccharide nécessite l’établissement 

d’enchevêtrements non-spécifiques entre les chaines du polysaccharide qui se présentent sous 

formes de pelotes statistiques en solution. Ce processus dépend d’une manière générale de 

plusieurs paramètres tels que : la nature du polysaccharide, la concentration d’étude, la masse 

molaire, la température et/ou le pH. En dessous de la concentration critique de recouvrement 

en polymère notée C* (régime dilué), les pelotes (constituées d’une chaine de polysaccharide) 

sont libres de leur mouvement en solution. Au-dessus de C*, les pelotes commencent à entrer 

en contact. Cette transition marque le début du procédé d’épaississement. Avec la 

concentration en polysaccharide qui augmente, les chaines possèdent des mouvements de plus 

en plus restrictifs et ralentis, elles vont s’enchevêtrer. Le comportement épaississant peut alors 

être évalué par des mesures rhéologiques. A une concentration en polysaccharide C<C*, un 

comportement newtonien de la solution (indépendant du cisaillement) est généralement 

observé. A C>C*, un comportement rhéofluidifiant est souvent observé (la viscosité diminue 

lorsque le taux de cisaillement augmente). 

La formation d’un gel physique implique quant à elle l’établissement d’interactions 

spécifiques entre les chaines de polymères conduisant à la création de zones de jonctions. Un 

réseau tridimensionnel est ainsi obtenu qui contient une très grande quantité de solvant dans 

ses interstices. Les auteurs soulignent que la gélification d’hydrocolloïdes (ici 

polysaccharides) peut s’établir selon trois mécanismes différents : la gélification ionotropique, 

la gélification à froid ou à chaud. Par exemple, l’alginate est un polysaccharide anionique 

(portant des fonctions COO-) qui a la capacité de former des gels en présence de cations 

divalents (ex : Ca
2+

). Cette gélification de type ionotropique est établie suite à des interactions 

entre les fonctions COO- du polysaccharide et les charges positives des cations. Cela  conduit 

à la formation de structures organisées et appelées le plus souvent « boites à œufs ». 

En dehors des aspects épaississants ou gélifiants, de nombreux polysaccharides 

présentent des activités biologiques. Liu et al.
150

 mentionnent des activités anti-

inflammatoires, anticancéreuses, antivirales, antioxydantes notamment pour plusieurs 

polysaccharides provenant de diverses espèces d’algues. On peut citer comme exemple 

d’antioxydants, le fucoïdane ou encore l’alginate provenant d’algues brunes. Des études ont 

également rapporté l’activité antimicrobienne de polysaccharides présents chez certains 
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animaux. L’exemple du chitosane, extrait de la carapace des crustacés est bien documenté 

dans la littérature. Il est actif contre des pathogènes classiques tels que S.aureus, E.coli mais 

également contre des champignons
151

. Comment les auteurs expliquent-ils ces propriétés 

antimicrobiennes (précisément antibactériennes) du chitosane ?   

D’une manière générale, les cellules des bactéries (gram+ et gram-) possèdent des surfaces 

chargées négativement. Plus précisément dans le cas des gram+, les auteurs indiquent la 

présence d’un polymère anionique (l’acide téichoïque) au niveau de la paroi. Chez les gram-, 

au niveau de la membrane externe, il y’a présence de lipopolysaccharides (LPS) contenant des 

groupements anioniques phosphates et carboxyliques. Kong et al.
151 

précisent que le mode 

d’action du chitosane dépend de plusieurs paramètres tels que des facteurs environnementaux 

(ex : le pH), intrinsèques au chitosane (densité de charge positive, masse molaire Mw, capacité 

d’agent chélatant) ou encore de l’état physique du chitosane. Plus précisément, pour un pH 

inférieur au pKa du chitosane, le paramètre clé pour l’activité antibactérienne est 

l’établissement d’interactions électrostatiques entre les groupements ammonium positifs 

(NH3
+
) du chitosane et les groupements anioniques des surfaces des cellules bactériennes. 

Pour un pH > pKa, ce sont les effets hydrophobes et la capacité d’agent chélatant (jouer par le 

chitosane) qui permettront l’activité antibactérienne de ce dernier. 

De plus, le chitosane peut agir de différentes manières sur les cellules bactériennes : soit en 

restant à la surface de ces dernières ou encore en pénétrant à l’intérieur des cellules. Pour aller 

plus loin, les auteurs évoquent différents modes d’actions en prenant en considération l’état 

physique du polymère mais également sa masse molaire Mw. Dans le cas du chitosane (ou 

d’un dérivé du chitosane) soluble dans l’eau et présentant de faibles masses molaires, le 

polymère testé est capable de pénétrer à l’intérieur de la cellule bactérienne et d’aller interagir 

avec les composés cellulaires tels que l’ADN ou encore l’ARN messager (inhibition de la 

synthèse de l’ARNm). Dans le cas du chitosane soluble (haute masse molaire) ou sous forme 

solide (microsphère ou nanoparticules), le mode d’action se fait au niveau de la surface 

cellulaire et peut conduire à une modification de la perméabilité cellulaire. Le chitosane peut 

également former une couche imperméable autour de la cellule bactérienne, bloquant ainsi le 

transport des solutés essentiels dans la cellule. Un exemple d’image illustrant l’action d’une 

microsphère de chitosane (CMs) sur des cellules bactériennes E.coli est présenté Figure A-6 

(image obtenue par SEM : microscope électronique à balayage). Les auteurs expliquent dans 

ce cas que les cellules bactériennes présentent à la surface de la microsphère adoptent 

différents états. Précisément, certaines sont encore intactes, d’autres cellules laissent des 

constituants intracellulaires s’échapper vers l’extérieur et pour finir quelques cellules se sont 
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déjà rompues en laissant uniquement la membrane à la surface de la microsphère du 

chitosane. Les auteurs concluent que ces différents états montrent que les CMs détruisent les 

bactéries par un effet inhibiteur de contact interfacial qui s’établit à la surface des 

microsphères CMs.  

 

Figure A-6 : Photographies SEM des cellules E.coli traitées avec des CMs (97,5%) 

2.3.3 Modification des polysaccharides 

La présence de groupements neutres ou chargés sur le squelette carboné des 

polysaccharides ouvre la voie à diverses modifications chimiques. L’objectif de ces dernières 

est d’obtenir des systèmes de polymères avec des propriétés nouvelles ou améliorées 

comparées à celles du polymère non modifié (ex : propriétés amphiphiles et/ou 

thermosensibles). Ces systèmes pourront être utilisés pour des applications variées.  

La modification chimique de polymères (notamment de polysaccharide) est un champ 

d’expertise du laboratoire Polymères Biopolymères Surfaces (PBS) qui a été mis en avant au 

travers de diverses études. Ainsi, des études sur l’élaboration de systèmes présentant un 

caractère amphiphile ont été menées. Elles sont la plupart du temps établies par greffage 

covalent chimique de chaines alkyles hydrophobes (courtes C8 ou plus longues C16) sur des 

polysaccharides (pullulane, carboxyméthylpullulane)
152,153

. Les études physico-chimiques des 

comportements en solution (régime dilué et/ou concentré) de ce type de produits greffés 

démontrent l’existence de caractères associatifs en raison de la présence d’associations intra 

et/ou intermoléculaires entre greffons hydrophobes alkyles. Ces comportements sont contrôlés 

par le taux d’incorporation des molécules hydrophobes et/ou par la longueur des chaines, par 

la nature du polysaccharide (rigidité, caractère neutre ou chargé), mais aussi par les facteurs 

extrinsèques (pH, salinité,…). Les systèmes associatifs créés peuvent être utilisés dans des 
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domaines comme l’alimentaire ou la cosmétique (propriétés épaississantes) ou encore dans le 

domaine pharmaceutique en assurant le transport de principes actifs. 

Le greffage covalent chimique d’enzyme (la pullulanase) sur un polysaccharide (l’alginate) a 

déjà été réalisé au sein du laboratoire dans le but d’élaborer un nouveau type de systèmes 

pouvant trouver des applications industrielles variables (biocapteurs dans le médical, 

biocatalyseur industriel)
154

. En comparaison avec l’enzyme non greffée, l’immobilisation a 

permis d’améliorer d’une part la stabilité de la pullulanase et d’autre part de conserver une 

partie de l’activité initiale de l’enzyme greffée à une température élevée et sur un temps 

variable. 

Des réticulations chimiques de polysaccharides ou de polysaccharides amphiphiles ont 

également déjà été établies. Elles ont été effectuées par voie chimique (ex : via une enzyme ou 

avec l’acide adipique dihydrazide ADH)
155,156

 et permettent d’obtenir des hydrogels 

utilisables par exemple dans le domaine pharmaceutique pour l’encapsulation et la libération 

de principes actifs, dans le biomédical (ingénierie tissulaire) ou encore en cosmétique. 

Comme autre exemple, des synthèses de polysaccharides amphiphiles possédant des 

propriétés thermo-sensibles et/ou pH-sensibles ont également déjà été étudiées
157,158

. Pour ce 

faire, des méthodes de greffage ou de copolymérisation ont été employées. Dulong et al.
157

 

ont par exemple greffé un polyéther amine (jeffamine) possédant des propriétés 

thermosensibles sur un polysaccharide (le carboxyméthylpullulane), non thermosensible.  

 

Nous allons par la suite nous intéresser aux différentes méthodes utilisées afin d’incorporer 

les molécules végétales actives au sein de structures polymères (dont les polysaccharides).   

 

3 Incorporation de molécules dérivées de plantes au sein de 

structures polymères 

Plusieurs méthodes sont à ce jour décrites dans la littérature afin d’introduire des dérivés issus 

de plantes au sein de structures polymères : 

- la polymérisation ou la copolymérisation des molécules actives; 

- l’encapsulation de ces composés au sein de particules de polymères;  

- l’incorporation de ces actifs au sein de films polymères; 

- le greffage chimique de ces molécules sur des polysaccharides. 
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Nous allons nous intéresser par la suite plus précisément à l’incorporation de composés de 

type phénoliques. 

3.1 Polymérisation 

3.1.1 Exemple du gaïacol 

Le gaïacol (Schéma A-1) est un composé naturel, issu de la combustion de la lignine 

ou encore extrait du bois de gaïac. C’est un composé aromatique naturel avec une structure de 

type phénolique. Il est connu et utilisé depuis des années comme expectorant
159

, arôme, 

analgésique ou anesthésique. F.R. Walters évoque déjà les propriétés antiseptiques du gaïacol 

dans une correspondance publiée dans ‘The Lancet’ en 1896. A.H. Carter
160

 met en avant un 

pouvoir antipyrétique (contre la fièvre). Il possède également des activités antibactériennes
161

, 

antifongiques
162

 et est un remarquable agent antioxydant
163

. 

 

Schéma A-1 : Structure du gaïacol 

A l’exemple d’autres molécules à faibles masses molaires possédant des propriétés 

biologiques, le gaïacol en raison de sa volatilité, sa faible durabilité, son caractère hydrophobe 

ou encore sa toxicité est peu utilisé. Afin de limiter sa toxicité et d’élargir ses champs 

d’applications, l’équipe du Pr. Philippe Roger a synthétisé un polymère à base de gaïacol en 

vue de l’utiliser en tant que matériau antibactérien pour des revêtements de surfaces dans des 

domaines variés (ex : alimentaires, médical)
164

.  

La polymérisation n’était pas réalisable à partir de la molécule de gaïacol, utilisée telle qu’elle 

comme monomère. En effet, cette dernière ne possède aucune fonction chimique susceptible 

de participer à ce type de réaction. Les auteurs ont donc modifié au préalable le gaïacol afin 

de lui apporter des fonctions acrylamide polymérisables. Par la suite, la polymérisation 

radicalaire du dérivé acrylamide du gaïacol (NA) a été menée selon des conditions variables 

(température, temps, concentration en amorceur (2,2′-Azobisisobutyronitrile, AIBN)) 

(Schéma A-2). Ces conditions variées ont conduit à l’obtention de polymères avec des masses 

molaires moyennes en nombre (Mn) comprises entre 3000 et 11 000 g/mol ainsi que des 

polydispersités comprises entre 1,3 et1,8. Les activités antibactériennes du polymère à base de 

gaïacol ainsi obtenu : le PNA (poly[N-(4-hydroxy-3-methoxy-benzyl)-acrylamide]), ont pu 

 OCH3

OH
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être mises en évidence par des essais de tests anti-adhésion (Figure A-7A) et anti-biofilm 

(Figure A-7B) vis-à-vis de Bacillus subtilis (Gram+). Ces tests ont montré que le PNA est 

hautement efficace vis-à-vis de B.subtilis. En effet sur la Figure A-7A, on constate que le 

support en verre témoin, c'est-à-dire non recouvert par du PNA, contient une population de 

bactéries élevée alors que dans le cas du support en verre recouvert de PNA, aucune bactérie 

n’est observée. De plus, le PNA possède un puissant effet anti-biofilm. En effet, les supports 

en présence de PNA ont été recouverts par 1% de la population B.subtilis (après 3 jours de 

culture), cependant aucun biofilm n’a été formé (Figure A-7B). Dans le cas du support 

témoin, il y a 80 % de recouvrement de la surface par un biofilm B.subtilis avec une épaisseur 

de film comprise entre [0-10] µm. Les auteurs précisent que les mécanismes d’actions de la 

molécule libre de gaïacol en comparaison avec le PNA sont différents. Dans le cas du gaïacol, 

ils assimilent le mode d’action au mécanisme général des composés phénoliques. Quelques 

étapes clés sont : la déstabilisation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force 

proton motrice, de la circulation d’électrons ou encore la coagulation des constituants 

cellulaires. L’activité de ce type de système (molécules polymérisées) s’exerce uniquement si 

les bactéries entrent en contact avec le matériau. Les auteurs précisent qu’en général c’est un 

effet bactériostatique qui est observé car la diffusion de la molécule polymérisée au travers de 

la membrane bactérienne est limitée à la différence du composé libre. Cependant, un effet 

biocide (mort de la cellule) peut être observé pour certains matériaux comme par exemple 

pour des surfaces de polymères contenant des fonctions ammoniums quaternaires. Dans ce 

cas-là, ce sont les charges positives qui jouent un rôle important dans le mécanisme d’action 

en interagissant (interactions électrostatiques) avec les constituants de la membrane de la 

cellule bactérienne. Dans le cas du PNA, les auteurs mettent en avant des interactions plutôt 

de type hydrophobe et hydrogène entre la molécule polymérisée et la membrane de B.subtilis 

résultant en une perte d’intégrité de la membrane. 

 

Schéma A-2 : Polymérisation du dérivé de gaïacol NA (N-(4-hydroxy-3-methoxy-benzyl)-acrylamide) (D’après 

Liu et al.
164

). 

 



Chapitre A - Etude bibliographique 

 

48 

 

 

Figure A-7 : (A) : Test anti-adhésion en présence des bactéries B.subtilis (temps d’adhésion 3h) – Images de 

microscopie laser confocale à balayage (CLSM) après coloration à l’acridine orange. (B) : test anti-biofilm – 

Images CLSM après 3 jours de culture des bactéries B. subtilis (D’après Liu et al.
164

). 

3.1.2 Exemple de l’eugénol 

Comme à l’exemple du gaïacol, l’eugénol (Schéma A-3) est un composé phénolique 

présentant des activités antibactériennes, antioxydantes et antifongiques
165,166

.  

 

Schéma A-3 : Structure de l’eugénol 

En tant que composé à faible masse molaire présentant des activités biologiques mais 

également des limites d’utilisation, il a fait l’objet d’études visant à introduire des molécules 

d’eugénol dans un système polymère. Les auteurs L. Rojo et al.
167

 avaient pour objectif 

d’élaborer de nouveaux matériaux polymères aux propriétés antibactériennes notamment pour 

des applications biomédicales (ex : implants oculaires en ophtalmologie). Pour ce faire, ils ont 

synthétisé des copolymères en partant de monomères acryliques (2-hydroxyethylmethacrylate 

HEMA) et de monomères dérivés de l’eugénol eugenylmethacrylate(EgMA) et 

ethoxyeugenylmethacrylate (EEgMA) (Schéma A-4).  

Les activités biologiques de ces produits élaborés ont été évaluées face aux bactéries S.mutans 

(CECT 479) et E.coli (DH5R) respectivement des souches Gram+ et Gram–. La technique 

utilisée est la méthode de contact sur gélose agar. Cette dernière est réalisée en milieu solide. 

Pour ce faire, des gouttes de cultures de bactéries (2 µL) sont au préalable déposées sur des 

boites contenant du milieu de culture agar, soit le LB-agar (Luria Broth Agar). Par la suite, 

A B

 OH

OCH3
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des disques de polymères stériles (15 mm de diamètre et 1 mm d’épaisseur) sont placés sur les 

boites d’agar (au préalable ensemencées). Pour finir, ces dernières ont été incubées à 37°C 

pendant 24 h ou 48 h. 

Le polymère PHEMA n’a démontré aucune activité face aux deux souches bactériennes. En 

effet, les auteurs précisent qu’il y a présence de bactéries autour du disque de PHEMA mais 

également en dessous du disque (Figure A-8). Les copolymères p(HEMA-co-EgMA) et 

p(HEMA-co-EEgMA) ont au contraire démontré des activités antibactériennes, précisément 

de type bactériostatique au contact des bactéries étudiées. Visuellement (Figure A-8), on 

remarque une inhibition de la croissance des bactéries S.mutans et E.coli en comparaison avec 

le disque témoin PHEMA. Cependant, il n’y a pas formation de halo d’inhibition (Figure A-

8). L.Rojo et al.
167

 indiquent que les propriétés antibactériennes sont apportées 

intrinsèquement par la présence de molécules dérivées de l’eugénol liées à une partie de la 

chaine principale du copolymère formé. Ils justifient l’effet bactériostatique (et non 

bactéricide) des copolymères en raison de l’impossibilité des molécules actives à pénétrer au 

travers de la membrane des cellules bactériennes. Par ailleurs, les polymères p(HEMA-co-

EEgMA) ont démontré une inhibition plus forte que les p(HEMA-co-EgMA) en raison de la 

plus grande mobilité du monomère EEgMA comparée à celle de l’EgMA.  

Les auteurs ajoutent que les activités des groupes eugénol dépendent fortement des contacts 

établis par ces derniers avec les bactéries. Ils précisent que ces interactions peuvent être 

reliées à l’énergie de surface des matériaux. En effet, une énergie élevée (caractère hydrophile 

important) entraine une faible adhésion des bactéries à la surface des matériaux alors qu’un 

caractère hydrophobe important favoriserait les interactions. Ils concluent sur une possible 

amélioration des activités observées dans le cas des copolymères testés par à une 

augmentation de la quantité en dérivés eugénol hydrophobes. 

 

Schéma A-4 : Structure des monomères et des copolymères à base d’eugénol. (D’après L.Rojo et al.
167

) 
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Figure A-8 : Formation des colonies S.mutans (gauche) et E.coli (droite) (les zones marrons en dessous et autour 

des échantillons polymères) observées après 48 h d’incubation à 37°C. Les flèches indiquent la fin des 

échantillons de polymères. (D’après L.Rojo et al.
167

). 

3.2 Encapsulation au sein de capsules de polymères  

L’encapsulation de composés phénoliques ou d’extraits de plantes au sein de nano- (<100 

nm), micro- (1-1000 µm) ou macro-particules (> 1000 µm)
168

 de polymères est également une 

autre méthode qui est largement utilisée. Elle peut être réalisée selon des procédés variés. 

Munin et al.
145

 classifient dans une revue les différents procédés d’encapsulation en trois 

grands groupes :  

- les méthodes physiques : spray-drying, fluide supercritique; 

- les méthodes physico-chimiques : spray-cooling, gélation ionique, coacervation simple 

ou complexe; 

- les méthodes chimiques : polycondensation interfaciale, polymérisation interfaciale… 

Pour chacun de ces procédés, les auteurs ont répertoriés divers travaux disponibles dans la 

littérature qui avaient pour but d’encapsuler des polyphénols. D’une manière générale, ces 

études ont été menées afin d’élaborer des systèmes en vue de futures applications dans les 

domaines pharmaceutique, cosmétique et/ou alimentaire.  

Les polymères employés sont de natures diverses. Parmi eux, sont retrouvés des 

polysaccharides tels que le chitosane, l’alginate, la gomme arabique, le carraghénane. Des 

polymères synthétiques comme le polyméthacrylate de méthyle (PMMA) ont également été 

mentionnés.  

Les polyphénols utilisés vont des plus simples (ex : acide gallique, curcumin) aux plus 

complexes (ex : tanins condensés). Des extraits de plantes (ex : extraits de pépins de raisins) 



Chapitre A - Etude bibliographique 

 

51 

 

ou encore des huiles (huile d’olive vierge) contenant des polyphénols ont également été inclus 

au sein des particules de polymères. Les propriétés recherchées pour les systèmes encapsulés 

sont essentiellement des activités antioxydantes mais peuvent également être antibactériennes 

169,170
. 

Jia et al
171

 détaillent également l’encapsulation de polyphénols (ou de mélange de composés 

phénoliques)  au sein de diverses matrices de protéines (ex : lactosérum, caséine, protéines de 

soja…) en explicitant plusieurs travaux répertoriés dans la littérature.  

Globalement, l’utilisation de ces nouveaux systèmes permet d’encapsuler une quantité 

importante de polyphénols (50 – 90 %) en fonction de la méthode et de la matrice de 

polymère utilisées. Dans la plupart des études, les propriétés antioxydantes des actifs une fois 

encapsulés sont maintenues
171

.  

Par ailleurs, afin d’exercer son activité, il est nécessaire que la molécule active encapsulée 

puisse être libérée vers le milieu environnant. Cette étape de libération est en général établie 

selon divers mécanismes : la diffusion du soluté, le gonflement de la matrice polymère ou 

encore la dégradation du matériel. Keawchaoon et al.
169

 ont préparé des nanoparticules de 

chitosane chargées en carvacrol. Ils ont étudiés la cinétique et le mécanisme de libération du 

composé phénolique encapsulé dans divers milieux tampons : acétate (pH=3) ou phosphate 

(pH=7 et pH=10). Les auteurs mettent avant un mécanisme de libération du composé 

phénolique principalement par diffusion et suivant un comportement de type Fickien. Ils 

soulignent le fait que le taux de libération (cinétique) et la quantité en carvacrol libéré sont 

affectés par la nature et le pH du milieu. 

Ils ont également testé l’activité antibactérienne du carvacrol encapsulé sur diverses souches 

(Gram+ et Gram−) telles que E.coli et S.aureus et ce par la méthode de dilution. Cette 

technique est réalisée en milieu liquide. Pour ce faire, les auteurs ont préparé des solutions de 

nanoparticules chargées à différentes concentrations dans le milieu de culture Mueller Hinton 

(MH). Ils ont par la suite ajouté une quantité de colonies de bactéries (ex : E.coli ou S.aureus) 

avec un ensemencement fixé à 10
6
 ufc (unité formant colonies) /mL dans chacune des 

solutions. Ces dernières ont été par la suite incubées à 37°C pendant 24 h. Le composé 

encapsulé s’est révélé autant actif que le carvacrol non encapsulé et ce avec une valeur de 

CMI (concentration minimale inhibitrice) déterminée à 0,257 mg.ml
-1

. Les auteurs précisent 

que le mécanisme d’action du carvacrol implique l’interaction de ce composé hydrophobe 

avec les composants phospholipides de la membrane des microorganismes. Cela conduit à des 
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dommages au niveau de la structure de la membrane et entraine l’expansion, la 

déstabilisation, l’augmentation de la fluidité et de la perméabilité de la membrane. 

3.3 Incorporation au sein de films polymères 

L’incorporation au sein de films polymères, de composés actifs (type phénoliques), 

d’huiles essentielles ou encore d’extraits naturels contenant des composés phénoliques et 

provenant des plantes est très étudiée. Les polymères les plus souvent utilisés sont des 

polysaccharides ou des protéines en raison de leur caractère biodégradable, notamment la 

cellulose
172

, le chitosane
173

 ou encore la caséine et le lactosérum
174

. La plupart des études 

concernant ces films ciblent des applications dans le domaine alimentaire (emballages actifs).  

A titre d’exemple, Dashipour et al.
175

 ont élaboré des films à base de 

carboxyméthylcelluose (CMC) en y incorporant des proportions variables (1%, 2%, 3%) en 

huile essentielle de Zataria multiflora (ZEO). Ils ont évalué les propriétés antibactériennes 

des films par la méthode de diffusion de disque sur cinq souches bactériennes (Gram+ et 

Gram–) notamment S.aureus, B.cereus, E.coli, P.aeruginosa et Salmonella typhimurium. 

Cette technique est réalisée en milieu solide avec le MHA (Mueller Hinton Agar). Pour ce 

faire, les cultures de bactéries (100 µL) sont au préalable étalées sur le milieu de culture. Par 

la suite, les films (en présence et en absence de ZEO) sont découpés sous forme de disques 

(10 mm) puis déposés sur les boites ensemencées. Ces dernières ont été incubées à 37°C 

pendant 24 h. Le lendemain, des mesures des halos (zones) d’inhibition ont été effectuées. 

Dans le cas des films témoins (sans ZEO), aucun halo d’inhibition n’a été formé autour du 

film. Au contraire, les films enrichis en ZEO étaient actifs contre toutes les souches 

bactériennes testées. Les diamètres des zones d’inhibition augmentaient avec la concentration 

en huile ZEO. Les auteurs précisent que la nature lipophile des huiles essentielles leur permet 

d’aller agir sur la membrane des cellules bactériennes. Cela conduit à des dommages 

morphologiques, à la perturbation de l’intégrité de la membrane et à la perte du matériel 

contenu dans les cellules. 

De plus, les activités antioxydantes des films témoins et enrichis en huile ZEO ont été 

évaluées face au radical α,α-diphenyl-β-picrylhydrazyl (DPPH). Après comparaison avec le 

film témoin (sans ZEO), les auteurs indiquent que les films enrichis possèdent des activités 

antioxydantes qui augmentent avec la concentration en huile ZEO. Pour aller plus loin, après 

détermination de la quantité totale de composés phénoliques présents dans les différentes 

concentrations d’huiles incorporées et testées, Dashipour et al.175 démontrent que les 
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composés phénoliques sont responsables du pouvoir antioxydant des huiles ZEO. Les 

résultats illustrant les propriétés antioxydantes obtenues sont présentés Figure A-9.  

 

Figure A-9 : (a) : Quantité totale en composés phénoliques (exprimée en mg équivalents d’acide gallique par 

gramme de film) présente dans les différentes concentrations en huile. (b)  Pourcentages de piégeage du radical 

DPPH des films CMC contenant des concentrations variables de ZEO, contrôle (sans ZEO) (Dashipour et al.
175

). 

3.4 Greffage chimique sur des polysaccharides 

Le greffage chimique d’une molécule phénolique sur un polysaccharide est une voie 

également explorée. Cependant, peu de polysaccharides ont à ce jour été utilisés. Le choix se 

tourne la majeure partie du temps vers le chitosane, un polysaccharide cationique connu 

également pour ses propriétés intrinsèques antimicrobiennes et antioxydantes 
176,177

, ce qui ne 

permet pas toujours d’évaluer l’activité propre amenée par la molécule greffée. Par ailleurs le 

chitosane présente une faible solubilité dans l’eau à pH neutre et cet inconvénient limite son 

application dans un grand nombre de domaines. 

Ainsi quelques exemples de greffages chimiques de composés dérivés de plantes 

(précisément des acides phénoliques) sur ce polymère sont illustrés dans la littérature, 

notamment, des études ont été menées avec l’acide férulique
178,179

, l’acide caféique
179,180 

ou 

encore l’acide protocatéchique
181

. Les principaux objectifs de ces travaux sont : (a) 

d’améliorer la solubilité du chitosane et/ou (b) d’améliorer ses propriétés antioxydantes pour 
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des applications en alimentaire, pharmacie, cosmétique. Plusieurs méthodes sont à ce jour 

sélectionnées pour réaliser les greffages chimiques. La plus classique est le couplage via un 

agent carbodiimide, que l’on connait bien également au laboratoire. Des méthodes 

enzymatiques et radicalaires sont également employées. 

Liu et al.
181

 ont greffé l’acide protocatéchique (PA) (schéma A-5) sur le chitosane (CS) en 

utilisant les agents de couplage EDC/NHS (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N′-

ethylcarbodiimide/N-Hydroxysuccinimide). Le schéma de la réaction est présenté Figure A-

10.  

 

Schéma A-5 : Structure de l’acide protocatéchique 

 

Figure A-10 : Schéma du mécanisme de réaction pour la synthèse du PA-g-CS activée par EDC/NHS : (1) les 

groupements carboxyle du PA réagissent avec l’EDC pour produire l’intermédiaire 1 (O-acylisourée) ; (2) 

l’intermédiaire 1 réagit ensuite avec le NHS pour produire l’ester intermédiaire 2 actif ; (3) l’ester actif réagit 

pour finir avec l’amine et les groupes hydroxyle présents sur le chitosane pour donner des liens amides et ester 

dans le produit (PA-g-CS). (D’après Liu et al.
181

). 
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Les dérivés greffés (PA-g-CS) ont été préparés selon des proportions molaires en réactifs 

(CS : PA : EDC : NHS) variables. Précisément, les produits PA-g-CS I (1: 1: 1: 1), PA-g-CS 

II (1: 3: 3: 3) et PA-g-CS III (1: 5: 5: 5) ont été synthétisés. Les degrés de substitution 

déterminés sont exprimés en mg de PA équivalent par g de PA-g-CS sec (mg PAE/g) et égaux 

à 0,64 ; 190,11 and 279,69 respectivement pour les PA-g-CS I, II et III. Les activités 

antioxydantes ont été évaluées à l’aide de deux méthodes : le pouvoir réducteur et le radical 

DPPH, et comparées à celles de la molécule de départ. L’acide protocatéchique s’est révélé 

être un fort agent antioxydant. Tous les produits ont démontré des propriétés antiradicalaires 

plus importantes que le chitosane non greffé (Figure A-11). Les auteurs précisent que ces 

dernières augmentent avec le taux de greffage en acide protocatéchique. Le mécanisme 

d’action proposé pour un produit PA-g-CS en présence du radical DPPH est présenté Figure 

A-12.  

 

Figure A-11 : (a) : Pouvoir réducteur (b) Piégeage du radical DPPH des produits PA, CS, PA-g-CS I, PA-g-CS 

II et PA-g-CS III (D’après Liu et al.
181

). 
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Figure A-12 : Mécanisme antioxydant de piégeage du radical DPPH par PA-g-CS 

4 Conclusion 

Tout au long de ce chapitre, nous avons pu mettre en avant deux types de contaminations, 

de nature biologique (bactéries) et chimique (radicaux libres), qui sont les sources de 

problèmes majeurs dans les secteurs cosmétique et alimentaire. La présence de ces 

contaminants conduit à une détérioration anticipée des produits utilisés mais également 

entraîne des conséquences (infections et maladies) plus ou moins graves sur la santé des 

consommateurs voire de l’environnement. Nous avons également présenté les moyens 

employés à ce jour pour éviter (ou limiter) ces phénomènes : l’utilisation de conservateurs 

synthétiques. Cependant, ces derniers sont soupçonnés d’entraîner des effets néfastes sur la 



Chapitre A - Etude bibliographique 

 

57 

 

santé des utilisateurs. Cela incite les scientifiques à rechercher des alternatives qui se tournent 

vers des molécules d’origines naturelles variées (microorganismes, animaux, plantes). 

Certaines plantes possèdent des composés actifs (terpènes et terpénoides, alcaloïdes, 

polyphénols) présentant de nombreuses vertus dont les propriétés antibactériennes et/ou 

antioxydantes recherchées. Cependant, des inconvénients de ces composés tels que leur 

caractère hydrophobe ou encore leur faible stabilité limitent leurs champs d’applications. 

Ainsi, comme solution, de nombreuses études visent à incorporer ces actifs au sein de 

structure polymères. Les polymères « naturels » sont les plus sollicités, notamment des 

polysaccharides et des protéines en raison de leur caractère biodégradable et biocompatible. 

Pour ce faire, plusieurs stratégies sont alors adoptées : la polymérisation, l’encapsulation, 

l’incorporation de ces actifs au sein de films et le greffage chimique.   

C’est cette dernière stratégie que nous avons retenue dans le cadre de nos recherches : le 

greffage chimique. Parmi tous les composés actifs décrits et retrouvés chez les plantes, nous 

avons orienté le choix vers des molécules à structures phénoliques. En effet, des études 

comparatives
182,183

 sur les différentes familles de composés actifs (terpènes et terpénoides, 

alcaloïdes et composés phénoliques) mettent en avant celle des composés phénoliques. Ces 

derniers combinent plusieurs propriétés (antibactériennes, antioxydantes, antifongiques…) en 

raison de leur structure phénolique. Cet aspect sera détaillé par la suite dans le chapitre C.  

Les composés choisis (aminogaïacol et l’eugénol) seront greffés de manière chimique 

covalente sur des polysaccharides (carboxyméthylpullulane, alginate) afin d’élaborer des 

systèmes aux propriétés recherchées notamment : antibactériennes et/ou antioxydantes de part 

la présence des molécules phénoliques mais également viscosifiantes ou gélifiantes de part la 

présence du polysaccharide. 
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1 Synthèses chimiques  

1.1 Réactifs et solvants 

Synthèses : 

Les polysaccharides utilisés sont : le pullulane qui provient du producteur nippon Hayashibara 

Biohemical Laboratory (Okayama, Japon), le carboxyméthylpullulane (synthétisé au sein du 

laboratoire) et l’alginate (M/G = 1,2) qui provient de chez Cargill (France). 

Le dérivé phénolique utilisé est l’aminogaïacol (5-Amino-2-methoxyphénol) qui provient de 

Merck KGaA (Darmstadt, Allemagne). Le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide 

(EDCI) a été fourni par Sigma-Aldrich (France). La soude (NaOH) et l’acide chlorhydrique 

(HCl) proviennent de chez VWR (France). 

Les solvants utilisés sont : l’eau milli-Q et l’acide chlorhydrique (HCl) 0,1 M. L’eau a été 

purifiée au sein du laboratoire avec un système de filtration Millipore produisant de l’eau  

ultra-pure de qualité Milli-Q (Millipore, USA). 

Tous les réactifs ont été utilisés sans purification préalable. 

 

Caractérisation et évaluation des propriétés : 

Les solvants utilisés : le D2O (D2O; 99,9 atom % D, Sigma-Aldrich, France) pour la 

spectroscopie RMN-
1
H, l’eau milli-Q, les tablettes de tampon phosphate salin PBS (Sigma-

Aldrich, France) et le chlorure de sodium NaCl (Merck KGaA) pour toutes les autres 

caractérisations. 

Tests antioxydants: 1,1-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich, France) et le sel 

d’ammonium de l’'acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS) 

(AlfaAesar, France). 

Fluorescence : pyrène (Acros organics, USA) 

Tests antibactériens : La souche bactérienne utilisée dans le cadre des tests antibactériens est 

Staphylococcus aureus souche ATCC 29213. Les milieux de culture BHI et BHI agar (Brain 

Heart Infusion, Sigma-Aldrich, France) ont été choisis pour la nutrition et le développement 

de la bactérie S.aureus. 

Culture cellulaire : Les cellules de souris fibroblastes (L929 - ATCC® CCL-1) ont été 

employées pour des essais de cytotoxicité. Le milieu de cultureutilisé pour la croissance des 

cellules fibroblastes est le milieu essentiel minimum (MEM). Il a été complémenté avec 

10% de serum foetal de bovin (FBS, Invitrogen), 100 mg.ml
-1

 de streptomycine (Sigma), 100 

mM de penicillin (Sigma), 2 mM de L-glutamine (Sigma), appelé milieu de culture complet.  
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1.2 Protocoles des synthèses chimiques  

Exemple du protocole de la synthèse du CMP greffé aminogaïacol noté CMP-NH-GA1 

dans le DMSO 

La veille, le CMP-COON(Bu)4 est placé sous vide à 40°C pendant une nuit. Pour réaliser la 

synthèse, 0,605g (1,35 mmol) de CMP-COON(Bu)4 sont dissous dans 30ml de DMSO. La 

solution de CMP-COON(Bu)4 est ensuite transvasée dans un ballon de réaction de 250 ml puis 

chauffée à 60°C à l’aide d’un bain d’huile. Après 20min (temps de dissolution complète du 

CMP-COON(Bu)4), 0,27686g (1,34 mmol) de DCCI dans 5 ml de DMSO sont ajoutés à la 

solution de CMP-COON(Bu)4. Le mélange est laissé sous agitation à 60°C pendant 3h. 

L’aminogaïacol (0,37267 g, 2,68 mmol dissous dans 5 mL de DMSO) est alors ajouté en 

excès par rapport au CMP-N(Bu)4 dans le mélange. Le tout est laissé sous agitation à 60°C 

pour une durée de 6 jours. 

Une fois la réaction terminée, la solution de synthèse est précipitée dans une solution de 

chlorure de sodium (NaCl) afin de transformer les sels ammoniums -COON(Bu)4 n’ayant pas 

réagi au cours de la synthèse en sels de sodium –COONa. Le produit de synthèse est ensuite 

précipité dans de l’acétone puis filtré sous vide. Il est récupéré par la suite, remis en solution 

dans l’eau milli-Q puis dialysé contre de l’eau milli-Q avant d’être lyophilisé. 

Dans le cas du solvant DMSO, 4 synthèses ont été réalisées. Le protocole reste le 

même pour ces 4 synthèses cependant des conditions telles que la forme sous laquelle le CMP 

de départ se trouve ou encore les quantités en réactifs varient. Ces conditions nous mènent à 

des résultats différents. 

 

Remarques : Etapes de transformation du CMP-COONa en CMP-COOH (1) puis en CMP-

COON(Bu)4 (2) 

Etape 1 :  

Pour ce faire, une solution de CMP-COONa est préparée à 25 g.L
-1

 soit 6 g / 240 ml d’eau 

milli-Q. Après dissolution complète, la solution est ensuite passée (par petits ajouts) sur une 

résine échangeuse de cations au préalable régénérée. Le pH de la solution en sortie de colonne 

est souvent vérifié. Par la suite, 240 mL d’eau sont également ajoutés (par petites fractions) 

sur la résine échangeuse de cations contenue dans une colonne afin de récupérer tout le 

produit. On récupère suite à ce passage une solution du CMP-COOH ( 240 mL) avec un pH 

égale à 2.  
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Etape 2 : 

Par la suite, une solution de sel de tétrabutylammonium est additionnée à celle du CMP-

COOH jusqu’à atteindre la neutralité (pH = 7). Après congélation et lyophilisation, le CMP-

COON(Bu)4 est récupéré. 

 

Exemple du protocole de la synthèse du CMP-G avec un DS(Ga) théorique égal à 0,25 

La veille, l’aminogaïacol (1,05 mmol) a été dissous dans 80 ml d’acide chlorhydrique HCl 

0,05 mol.L
-1

 toute une nuit. La solution est colorée en marron clair. En parallèle, une solution 

de CMP (1 g ; 4,2 mmol) dans 50 mL d’eau milli-Q a également été préparée. Le lendemain, 

la solution d’aminogaïacol est ajoutée lentement à celle du CMP. Le pH du mélange est 

ensuite ajusté à 4,5 à l’aide d’une solution de HCl 0,1 mol.L
-1
. Par la suite, l’EDCI (0,24 g ; 

1,3 mmol) dans 2 ml d’eau milli-Q est additionné au mélange précédent. Le tout est laissé 

sous agitation, à température ambiante et pendant 24 h. 

A la fin de la réaction, le pH est ajusté à 7,2 à l’aide d’une solution de NaOH 1 mol.L
-1

. La 

solution est dialysée (membrane de dialyse Spectra-Por 12-14 kD) en premier lieu pendant 24 

h contre de la soude NaOH 0,1 mol.L
-1

 afin d’éliminer l’aminogaïacol libre qui n’aurait pas 

réagi. Les eaux de dialyse se colorent progressivement en marron clair. La dialyse est 

poursuivie pendant environ 1 semaine contre de l’eau milli-Q jusqu’à atteindre une 

conductivité faible (voisine de celle de l’eau milli-Q). Une fois la purification terminée, les 

solutions sont congelées puis lyophilisées pendant une semaine. Le dérivé CMP-G obtenu est 

de coloration marron très claire et est stocké à 4°C.  
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2 Techniques de caractérisations du greffage chimique 

Tous les principes des techniques employées pour la caractérisation du greffage (UV, IR et 

RMN) sont présentés en annexe B-1. 

2.1 Spectroscopie Ultra-Violet –Visible (UV-Visible)  

Le spectrophotomètre utilisé pour la caractérisation des échantillons est le Cary 100 Bio UV-

Visible spectrophotometer (Agilent, USA). Les solutions de tous les échantillons analysés 

(polysaccharides précurseurs et dérivés greffés) ont été préparées à une concentration égale à 

0,1 g.L
-1

 dans de l’eau milli-Q. Elles étaient toutes homogènes. Pour effectuer une mesure, la 

solution est introduite dans une cuve en quartz bien propre puis placée dans l’appareil avec en 

parallèle une autre cuve contenant uniquement le solvant de préparation. Un balayage dans le 

domaine du proche UV (de 400 à 190 nm) est réalisé. La vitesse de balayage a été fixée à 400 

nm/min.  

 

2.2 Spectroscopie Infra-Rouge (IR) 

Les spectres IR (transmittance (%) = f (nombre d’onde σ (cm
-1

))) de tous les produits 

(précurseurs et dérivés) ont été réalisés à l’aide d’un spectrophotomètre Nicolet IS50 FT-IR 

(Thermo Scientific, USA). Pour chaque échantillon d’étude, le spectre IR est obtenu à l’aide 

du logiciel OMNIC en mode transmission après réalisation de 128 scans. Le domaine d’étude 

du nombre d’onde σ est compris entre 500 et 4000 cm
-1

. Pour effectuer une analyse, tous les 

produits ont directement été déposés (sans préparation préalable) sous forme solide sur le 

cristal de l’appareil. 

 

2.3   Spectroscopie de Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

Les analyses RMN-
1
H ont été effectuées à l’aide du spectrophotomètre Bruker Advance AC-P 

300 MHz spectrometer (USA). Des solutions de polymères greffés et non greffés sont 

préparées dans du D2O à 10 g.L
-1

 en présence d’un étalon interne (acétate de sodium) dans 

certains cas. Il est nécessaire d’utiliser un solvant deutéré afin d’éviter le masquage des 

protons du polymère que l’on cherche à détecter par ceux du solvant. 

Les analyses sont réalisées au moyen de 16 scans avec rotation du tube. Tous les spectres sont 

traités à l’aide du logiciel MestRenova et fournissent les déplacements chimiques (en ppm) 

ainsi que les intégrations sous l’air des pics des atomes d’hydrogène constituant la molécule 
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d’étude. Les intensités des pics des spectres obtenus sont proportionnelles au nombre de 

protons et à la concentration de l’échantillon. 

 

La spectroscopie RMN est une méthode quantitative qui dans notre cas permet de quantifier 

les greffons aminogaïacol apportés au polysaccharide d’étude (CMP ou alginate).  

Le degré de substitution en aminogaïacol DS(Ga) est défini comme le nombre de mole 

d’aminogaïacol par nombre de mole d’unité monosaccharide ; notamment, l’unité 

anhydroglucose dans le cas d’un dérivé greffé obtenu à partir d’un CMP, l’unité acide 

mannuronique ou guluronique dans le cas des dérivés obtenus avec l’alginate. 

Les degrés DS(Ga) expérimentaux sont calculés à l’aide de l’équation B1 après intégration 

des protons aromatiques de l’aminogaïacol (3 protons) et ceux de l’acétate de sodium (3 

protons) utilisé comme étalon interne.  

 

                                             
                                           

                                              
                           Eq. B1 

avec : 

I (acétate) =  aire du pic correspondant aux 3 protons de l’acétate de sodium 

I (NH2GA) =  aire du pic correspondant aux 3 protons aromatiques de l’aminogaïacol 

m (acétate) =  masse exacte en acétate de sodium pesée pour la préparation du tube RMN 

m (dérivé greffé) = masse exacte en polymère greffé (CMP-G ou Alg-G) pesée pour la préparation du tube RMN 

M (acétate) = Masse molaire de l’acétate de sodium 

M (dérivé greffé) = Masse molaire en polymère greffé (CMP-G ou Alg-G)   

M (CMP-G) = 162 + 80 * DS (COONa) + 99,15 * DS(Ga)  

avec DS (COONa), le degré de substitution en fonctions carboxylate  

M (Alg-G) = 198 + 99,15 * DS(Ga). 

3 Techniques de caractérisations physico-chimique 

Les propriétés macroscopiques d’une solution de polymère sont expliquées par l’organisation 

microscopique des chaînes de polymères en solution. Ces caractéristiques diffèrent en 

fonction de la nature du polymère mais également des concentrations d’études des solutions.  

La caractérisation physico-chimique conduit à la détermination de grandeurs caractéristiques 

propres à un polymère notamment les masses molaires moyennes en nombre (Mn) et en poids 

(Mw), la viscosité intrinsèque ([ɳ]) mais également des paramètres renseignant sur la forme ou 

les dimensions des chaines (Rayon de giration Rg, Rayon hydrodynamique Rh). Elles 

permettent de mieux appréhender ou comprendre le comportement du polymère d’étude en 

solution et ce, en vue de futures applications. 
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La caractérisation physico-chimique d’un polymère en solution peut être réalisée à l’aide de 

plusieurs techniques. Nous décrivons par la suite les méthodes qui ont été employées tout au 

long de nos travaux. 

3.1 Couplage SEC/MALLS/DRI/Visco 

Principe : 

 

Chromatographie d’exclusion de la lumière (SEC) 

La chromatographie d’exclusion stérique est une technique basée sur la séparation des 

macromolécules en fonction de leur taille ou de leur volume hydrodynamique (volume occupé 

par les polymères en solution). L’élution des macromolécules est effectuée au travers d’une 

colonne composée d’un gel poreux (tailles de pores variables) de polymères réticulés. Les 

macromolécules migrent dans ce gel avec l’éluant et vont être plus ou moins retenues en 

fonction de leur dimension ou volume hydrodynamique. En effet, les plus volumineuses 

seront éluées très rapidement alors que les molécules de dimensions inférieures à la taille des 

pores seront retardées. Une bonne séparation (sans interaction de l’échantillon avec la phase 

stationnaire) conduira à la détermination de la masse molaire de l’échantillon grâce à une 

courbe d’étalonnage conventionnelle en traçant log(M) = f(Ve). Cependant, afin de pouvoir 

associer le volume d’élution (Ve) à la masse molaire, les molécules étalons choisies doivent 

être de même nature et de même conformation que l’échantillon étudié. 

 

Pour s’affranchir de l’étalonnage, la SEC peut être couplée à la diffusion de lumière statique 

multi angles (MALLS). Cette méthode d’analyse permet l’accès à la masse molaire absolue 

de chacune des fractions éluées par la SEC et renseigne également sur les tailles et 

conformations des chaînes en solution.  

 

La diffusion de lumière statique multi angles (MALLS) 

Lorsqu’un rayonnement lumineux de longueur d’onde λ0 rencontre une particule en solution, 

il peut alors être diffusé à la même fréquence et à plusieurs angles θ dans toutes les directions 

de l’espace. On parle alors de diffusion de la lumière statique multi angles (MALLS).  

La diffusion s’opère en général en milieu dilué. En effet, dans ce régime, les particules sont 

considérées comme isolées et les interactions entre objets diffusants sont minimisées. 

Pour une solution de particules, les études par diffusion de lumière vont permettre de 

recueillir des intensités diffusées par les particules à une concentration donnée et sous 
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plusieurs angles. Il va alors être possible d’accéder à des paramètres intrinsèques tels que : 

Mw, Rg (dans certains cas) ou encore au paramètre thermodynamique de solvatation (A2) en 

utilisant l’équation de la diffusion de la lumière (Eq B2) et par le tracé du diagramme de 

Zimm. Tous les rappels théoriques sont fournis en annexe B-2.  

 

                          
  

     
 

 

  
   

    

   
   

      
 

 
                                   Eq B2 

avec : 

K : la constante optique;  

C : la concentration en polymère; 

ΔR(θ) : le rapport de Rayleigh; 

Mw : la masse molaire moyenne en poids du polymère; 

Rg : rayon de giration; 

A2 : le second coefficient du viriel; 

λ0 : longueur d’onde du faisceau incident. 

 

Dans le cas du couplage avec la SEC, chaque fraction éluée en continu et de très faible 

concentration passe dans la cellule cylindrique du détecteur MALLS et reçoit un rayonnement 

laser (~700 nm). La diffusion multi-angles est détectée grâce à 18 photodiodes placées 

autour de la cellule. Un détecteur réfractométrique (DRI) placé en aval du système permet de 

remonter à la concentration massique de chacune des fractions éluées. Il est alors possible de 

disposer de la distribution des masses molaires et des rayons de giration (si la taille de la 

molécule analysée est suffisante pour assurer une diffusion anisotrope de la lumière) ainsi 

qu’aux grandeurs moyennes en nombre et en poids. 

A ce couplage SEC/MALLS peut également être ajouté un détecteur viscosimétrique (Visco) 

qui permet de déterminer la viscosité intrinsèque ([]) de chaque fraction éluée de 

l’échantillon. La relation de Einstein-Simha (Eq B3) permet alors de remonter au rayon 

hydrodynamique (Rh) à partir de [] si la conformation de la molécule est supposée sphérique. 

Eq B3 

avec  

[] : la viscosité intrinsèque; 

M : la Masse molaire; 

NA : le nombre d’Avogadro; 

2.5 correspond à la valeur d’un facteur considérée ici pour une conformation sphérique. 

En somme, la triple détection conduit à la connaissance des grandeurs caractéristiques de 

polymères en solutions notamment les masses molaires Mn et Mw, la viscosité intrinsèque [ɳ], 

les rayons Rh et Rg. 
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Appareillage utilisé 

Un schéma de l’appareillage est fourni en annexe B-3. Le dispositif expérimental de la SEC 

utilisé comporte un dégazeur (Shimadzu LC-10AI, Japon) une pompe (LC 10 AI Shimadzu) à 

un débit de 0,5 ml.min
-1
, un préfiltre de porosité 0,45μm, une vanne d’injection et deux 

colonnes montées en série après une précolonne (colonne de garde Shodex OHPAK SB 804 

HQ et une colonne Shodex OHPAK SB 806 HQ (Shodex,Japon)). Les colonnes sont 

constituées d’un gel poreux de polyhydroxyméthylmétacrylate. 

Les mesures de diffusion de la lumière ont été réalisées avec un spectrophotomètre DAWN 

HELEOS (Wyatt Technology corp., Santa Barbara, Californie, Etats-Unis) constitué d’une 

cellule K5 de 66 µL et 18 photodiodes (normalisée avec le détecteur à 90°C en utilisant la 

protéine albumine sérum de bovin) et d’un laser Ga-As (λ= 690 nm). 

La concentration de chaque fraction éluée a été déterminée avec le détecteur DRI (RID-10A 

Shimadzu, Japon) en utilisant une valeur d’indice d’incrémentation dn/dc égale à 0,140 mL.g
-

1
 dans le cas du CMP

1
 et des dérivés greffés et également dans le cas de l’Alginate

2
 et des 

dérivés greffés. 

Le détecteur viscosimétrique utilisé est le ViscoStar II (Wyatt Technology, Inc., Etats-Unis). 

 

Conditions d’analyses 

L’éluant utilisé est le tampon phosphate PBS (0,15 mol.L
-1
, pH 7,4) filtré à l’aide d’un filtre 

0,1 µm (Millipore, Etats-Unis), dégazé en ligne (DGU-20A3 Shimadzu, Japon) et élué à un 

débit de 0,5 mL.min
-1

.  

Les solutions de polymères ont été préparées à 1 g.L
-1

 dans du solvant tampon phosphate PBS 

puis placées sous agitation pendant 24 h à 25 °C. 100 µL de solution de polymère filtrée 

(0,45µm, Millipore, USA) sont ensuite injectés à l’aide d’un injecteur automatique ((SIL -

20A, Shimadzu, Japon) dans l’appareillage. Les données obtenues sont analysées en utilisant 

le diagramme de Zimm de 1
er

 ordre adapté avec le logiciel Astra 6.1.1.17.  

3.2 Rhéologie  

3.2.1 Définitions 

La dissolution d’un polymère dans un solvant conduit à l’augmentation de la viscosité de la 

solution (solvant et polymère). Lorsqu’un tel fluide est soumis à un ensemble de forces, il est 

susceptible de se déformer. Dans le cas d’un écoulement laminaire, où le matériau est assimilé 
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à un ensemble de couches adjacentes parallèles entre elles, la déformation () est illustrée par 

le glissement des différentes couches les unes sur les autres sans qu’il y ait transfert de 

matière d’une couche à l’autre. 

 

La rhéologie ou encore « science de l’écoulement » permet l’étude des déformations () ou 

plus précisément de la vitesse de déformation (  ) d’un polymère en solution suite à 

l’application d’une contrainte (σ) sur le fluide. En d’autres termes, ces études vont conduire à 

la détermination de la viscosité (résistance à l’écoulement d’un fluide) de la solution définie 

par :  

   
 

  
               Eq. B4 

avec : 

ɳ : la viscosité, exprimée en Pa.s (SI); 

σ : la contrainte, exprimée en Pa (SI); 

   : la vitesse de déformation ou vitesse de cisaillement ou gradient de vitesse, exprimée en s
-1

. 

 

L’évolution de la viscosité avec le gradient de cisaillement traduit différents comportements : 

newtoniens, rhéofluidifiants, rhéoépaississant, fluides plastiques. Ces derniers sont décrits et 

illustrés en annexe B-4. Par ailleurs, il faut noter que la viscosité de la solution est fonction 

d’autres paramètres tels que : la masse molaire du polymère, la concentration d’étude ou 

encore la température.  

3.2.2 Viscosimétrie 

En régime dilué, les mesures de viscosités absolues (newtoniennes) de solutions d’un 

polymère à différentes concentrations permettent de déterminer les différentes viscosités 

définies ci-dessous :  

 la viscosité relative         rel   
 

  
                                    Eq. B5 

 la viscosité spécifique    spe =  rel – 1 = 
     

  
                  Eq. B6 

 la viscosité réduite             
    

 
 

     

   
                       Eq. B7 

 la viscosité inhérente      inh = 
    

 

  
 

 
                                 Eq. B8 

avec : 

ɳ : la viscosité de la solution; 

ɳ0 : la viscosité du solvant; 

C : concentration en polymère. 
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En utilisant les relations d’Huggins (Eq. B9) ou de Kramer (Eq. B10), il est alors possible de 

remonter à la viscosité intrinsèque [ɳ] qui est caractéristique d’un couple polymère/solvant à 

une température donnée. Ce paramètre reflète la conformation des chaines isolées en solution, 

leur volume hydrodynamique. 

ɳspe/C  = [ɳ] + KH [ɳ]
2 

C     Eq. B9 

1/C. ln ɳ/ɳ0 = [ɳ] + KK [ɳ]
2 

C  Eq. B10 

avec : 

KH : constante de Huggins 

KK : constante de Kramer 

 

Nous avons utilisé la relation de Huggins afin de remonter aux valeurs de [ɳ] et KH dans le cas 

des polymères d’étude. La constante de Huggins donne des informations sur les interactions 

polymère-polymère. La détermination de ces paramètres se fait en formulant l’hypothèse 

d’être dans le cas d’un fluide newtonien (viscosité indépendante du gradient de cisaillement). 

Pour ce faire, on travaille généralement à cisaillement faible et constant. 

 

Comme déjà abordé, la détermination des grandeurs intrinsèques d’un polymère est réalisée 

en régime dilué. Dans ce domaine, les chaines de macromolécules sont considérées comme 

isolées, libres de leur mouvement. Par ailleurs, il existe d’autres domaines de concentrations à 

prendre en compte dans l’étude d’un polymère en solution. Les concentrations C* 

(concentration de recouvrement) et C** (concentration d’enchevêtrement) marquent les 

limites entre les différents régimes de concentrations pouvant exister : dilué, semi-dilué et 

concentré. Ces derniers sont illustrés en annexe B-5. Les valeurs de ces concentrations varient 

en fonction de la nature du polymère d’étude. D’une manière générale, l’évolution de la 

viscosité en fonction de la concentration d’un polymère peut être représentée de la manière 

suivante (Figure B-1) : 
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Figure B-1 : Evolution générale de la viscosité en fonction de la concentration pour un polymère  

 

Il est possible d’accéder aux ruptures de pentes C* et C** pour un polymère donné, grâce à la 

représentation bilogarithmique ɳspe = f (C). En somme, les études par viscosimétrie permettent 

d’accéder à des paramètres tels que la viscosité intrinsèque [ɳ] et les concentrations C* et C** 

délimitant les régimes de concentrations d’un polymère en solution. 

 

Conditions d’analyses : 

Les mesures de viscosité ont été réalisées à l’aide d’un viscosimètre Low Shear LS400 

(France) de type couette. C’est un viscosimètre de type rotatif. Il est composé de deux 

cylindres concentriques. L’un des cylindres est en rotation et le second reste immobile. La 

solution à caractériser est introduite entre les deux cylindres. Les mesures sont effectuées à 

25°C (circulation d’eau thermostatée). 

 

Les polymères non greffés (CMP ou Alginate) ainsi que les dérivés greffés ont été préparés à 

des concentrations variables soit (2,5 - 60 g.L
-1

)
 
dans le cas du CMP et de ces dérivés greffés 

et entre (1 - 10 g.L
-1

)
 
dans le cas de l’alginate et des dérivés obtenus. Le solvant utilisé est le 

tampon phosphate à 0,15 M. Les solutions sont analysées après 24 h d’agitation. Le 

comportement newtonien a été vérifié à différents cisaillements 1 s
-1

, 2 s
-1

 et 5 s
-1

. Les 

résultats présentés dans la suite du manuscrit concernent les mesures effectuées en régime 

newtonien à 1s
-1

. 

C*

C**

ɳ

C (polymère)

Dilué
Semi-

dilué
Concentré
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3.2.3 Etude en mode écoulement 

L’étude du comportement des solutions de polymère en régimes semi-dilué et concentré peut 

être effectué selon différents modes : en mode écoulement, en mode oscillation ou encore en 

mode fluage. Les mesures en mode oscillation et fluage renseignent sur le comportement 

viscoélastique du matériau. Nous nous sommes intéressés dans notre étude au mode 

écoulement. Dans ce cas, nous suivons l’évolution de la viscosité apparente en fonction du 

gradient de cisaillement. 

 

Conditions d’analyses : 

L’appareil utilisé est le rhéomètre Discovery HR2 de TA Instrument (U.K). Deux géométries 

ont été employées : la géométrie double cylindres concentriques de taille standard (aluminium 

– gap 500 µm) et la géométrie cône-plan (diamètre 4 cm, angle 2°, gap 57 µm). La 

température des mesures est fixée à 25°C. 

Les solutions ont été préparées à différentes concentrations. Dans le cas du CMP et des 

dérivés obtenus, les analyses ont été réalisées à 50, 100 et 150 g.L
-1

 dans le solvant considéré 

PBS 0,15 M. Dans le cas de l’Alginate et des dérivés greffés, les concentrations préparées 

étaient de 10, 20 et 30 g.L
-1

 dans le PBS 0,15 M. Le logiciel d’analyse utilisé est Trios v4.1.1. 

Les fluides analysés étaient de type newtonien ou non newtonien en fonction du polymère 

utilisé et des concentrations d’étude.  

 

3.3 Fluorescence 

Le principe de la fluorescence est rappelé en annexe B-1. 

 

Conditions d’analyses : 

Les mesures sont réalisées sur des solutions de polymères greffés et non greffés à l’aide d’une 

sonde fluorescente hydrophobe : le pyrène. Nous réalisons des analyses en fluorescence afin 

d’obtenir des informations sur la polarité de l’environnement local occupé par le pyrène en 

solution. Cet environnement ne dépend pas uniquement de la polarité du solvant d’étude mais 

peut varier en raison du caractère amphiphile des polysaccharides greffés (molécule naturelle 

hydrophobe, polysaccharide hydrophile).  

 

Le spectrophotomètre utilisé est le Fluoromax-4 (Horiba Jobin Yvon, Japon). Il est équipé 

d’une lampe au xénon. Pour réaliser une analyse, les solutions de polymères (1 mL) ont été 
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préparées à des concentrations comprises entre [0,05 – 12] g.L
-1

. Le solvant utilisé est NaCl 

0,15 M. Par la suite, 1 mL de pyrène (4 ×10
−7 

M dans NaCl) est ajouté dans chacune des 

solutions. Les mélanges sont placés sous agitation, dans le noir et pendant 24 h. Le lendemain, 

chaque solution d’étude est introduite dans une cuve puis placée dans le spectrofluorimètre 

pour analyse. La longueur d’onde d’excitation du pyrène présent dans les solutions est fixée à 

332 nm. L’émission de la lumière fluorescente est enregistrée entre 350 et 450 nm. La 

température des mesures est contrôlée par un bain thermostaté à 25°C. 

 

Le spectre d’émission du pyrène dans du NaCl présente 5 pics (Figure B-2). Le rapport I1/I3 

de l’intensité du pic 1 (I1, 373 nm) et de l’intensité du pic 3 (I3, 382 nm) permet de suivre 

l’évolution de la polarité de l’environnement occupé par le pyrène en solution en présence du 

CMP (et de ses dérivés greffés) ou de l’Alginate (et de ses dérivés greffés). La baisse de la 

valeur du rapport I1/I3 illustre le passage du pyrène d’un milieu polaire (ici NaCl) vers un 

environnement non polaire (zones crées par les greffons hydrophobes, par exemple). 

 

Figure B-2: Exemple de spectre d’émission du pyrène (4.10
-7 

M) en milieu aqueux NaCl 0,15 M 

4 Tests antioxydants 

 

L’activité antioxydante d’un composé peut être évaluée par piégeage de radicaux au moyen de 

diverses méthodes
3
. Les radicaux les plus souvent utilisés sont les ions ferriques (méthode 

FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter)), les radicaux ABTS• (sel d’ammonium 

de l’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) ainsi que le radical libre DPPH• 

(diphényl-picrylhydrazyle). Nous avons choisi de travailler avec le radical DPPH• car il est 

couramment utilisé dans le cas des composés de types phénoliques
3,4

 et avec le radical cation 

ABTS.  

0
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4.1 Principe de la méthode avec le radical DPPH• 

C’est une méthode colorimétrique. Elle permet de suivre le changement de coloration du 

radical DPPH• une fois qu’il est en présence d’un agent antioxydant. 

La structure chimique du radical DPPH• est fournie schéma B-1. Il possède un électron non 

apparié sur un atome d’azote. Ce dernier a la possibilité d’être délocalisé et rend ainsi le 

radical DPPH• stable. C’est la délocalisation qui apporte la coloration au radical. 

 

Schéma B-1 : Structure chimique du radical libre DPPH• 

 

Un agent antioxydant va permettre le piégeage des radicaux libres DPPH• en provoquant la 

baisse de la coloration de la solution de radical. Cette diminution visuelle peut être confirmée 

par des lectures d’absorbances par spectroscopie UV-Visible, précisément, sur des solutions 

de DPPH• en absence et en présence d’un agent antioxydant. Il est alors possible de remonter 

au pourcentage de piégeage des radicaux DPPH•. Ce dernier est déterminé grâce à l’équation 

B11 :  

                           
                                                   

                 
          Eq.B11 

L’activité antioxydante d’un composé est également souvent exprimée au moyen de la 

concentration inhibitrice IC50. Elle correspond à la concentration minimale pour laquelle le 

pourcentage de piégeage des radicaux (ici DPPH•) est égale à 50 %. Plus cette concentration 

est faible et plus le produit testé possède un fort pouvoir antioxydant. 

 

Conditions d’analyses :  

 

Les tests antioxydants en présence du DPPH• ont été réalisés sur l’aminogaïacol libre ainsi 

que sur le CMP et les dérivés CMP-Gx mais également sur l’Alginate et les dérivés Alg-Gx. 

Pour chacun des tests, une solution de DPPH est préparée à 100 µmol.L
-1

 dans de l’éthanol. 

Elle est colorée en violet. 
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Dans le cas de l’aminogaïacol, pour réaliser un test, nous avons effectué un mélange dans des 

proportions (50:50 V/V) de solution de NH2GA (1 mL) (Tableau B-1) et de solution DPPH• 

(100 µmol.L
-1

 dans de l’éthanol, 1mL). Cette dilution ramène donc les concentrations de 

départ en réactifs à des concentrations plus faibles (divisées par 2). Les mélanges sont ensuite 

placés sous agitation dans le noir pendant 5 min. 

Dans le cas du CMP et des dérivés greffés CMP-Gx, nous avons réalisé un protocole similaire, 

cependant pour éviter la précipitation des polysaccharides en présence d’éthanol, nous avons 

préparé des mélanges dans des proportions (75:25 V/V) respectivement de solution de produit 

à tester (1,5 mL) et de solution de DPPH• (200 µmol.L
-1

 dans de l’éthanol, 0,5 mL). Les 

mélanges sont ensuite placés sous agitation dans le noir pendant 5 min. Des essais ont 

également été effectués à 10, 20 et 30 min. 

Pour l’Alginate et les dérivés greffés Alg-Gx, des mélanges en proportions (90:10 V/V) 

respectivement de la solution de produit à tester (1,8 mL) et de la solution de DPPH• (500 

µmol.L
-1

 dans de l’éthanol, 0,2 mL).  

On atteint, quel que soit l’essai réalisé, une concentration finale en DPPH• de 50 µM. Toutes 

les concentrations en produits testés sont résumées dans le tableau B-1. 

Les analyses UV sont réalisées par balayage sur le domaine [400-800] nm. Des exemples de 

spectres obtenus dans le cas des tests réalisés avec l’aminogaïacol (à différentes 

concentrations) sont présentés sur la Figure B-3.  

 

Tableau B-1 : Conditions de préparation de tous les produits testés pour les essais antioxydants. 

Produits 

testés 
Solvant 

[produit] initial 

(g/L) 

[produit] mélange 

(g/L) 

[DPPH] mélange 

 

NH2GA Ethanol [0,0976 – 1,562] 10
-3

 [0,0488 – 3,125] 10
-3

 

50 µM 

CMP 
NaCl 0,15 M [3,33 – 10] [2,5 – 7,5] 

CMP-Gx 

Alginate 
NaCl 0,15 M [1,11 – 3,33] [1 - 3] 

Alg-Gx 
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Figure B-3 : Courbes de l’aminogaïacol (différentes concentrations en g.L
-1

) en présence du radical 

DPPH• obtenues en UV-visible dans le solvant éthanol. 

 

Remarque : Les produits greffés (contenant de l’aminogaïacol) présentent une coloration 

brune plus ou moins foncée. Cette dernière varie avec le degré de substitution en 

aminogaïacol DS(Ga) mais également avec la concentration en échantillon d’analyse. 

Afin de s’affranchir de l’effet de la coloration lors de la lecture des absorbances, pour tout 

dérivé greffé, une solution servant de témoin de coloration est préparée en parallèle, dans les 

mêmes conditions de solvant et de concentration en dérivé greffé, mais cette fois-ci en 

absence du radical DPPH•.  

Nous avons donc tenu compte de l’absorbance du témoin de coloration dans le calcul du 

pourcentage de piégeage des radicaux DPPH•. L’équation B12 devient alors : 

 

                                   
                                            

                 
               Eq.B12 

 

avec : 

Absorbance (antioxydant) = Absorbance (antioxydant + DPPH) – Absorbance (témoin coloration). 

 

Remarques : 

Dans le cas de l’aminogaïacol, les absorbances sont relevées à 517 nm (maximum 

d’absorption du radical DPPH• dans l’éthanol). 
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Dans le cas des polymères greffés et précurseurs, les absorbances ont été lues à 543 nm 

(maximum d’absorption du radical DPPH• dans un mélange PBS/Ethanol). 

 

4.2 Principe de la méthode avec le radical cation ABTS 

Des tests antioxydants ont également été réalisés en utilisant le radical cation ABTS
+●

. 

Comme à l’exemple du DPPH•, c’est une méthode colorimétrique qui va permettre de suivre 

la décoloration d’une solution d’ABTS en présence d’un agent antioxydant. Nous travaillons 

cette fois-ci à une longueur d’onde plus importante (734 nm). La structure chimique du 

radical cation ABTS
+●

 est présentée sur le schéma B-2.  

 

 

Schéma B-2: Structure chimique du radical cation ABTS 

 

Conditions d’analyses :  

Au préalable, le radical cation ABTS
+●

 est obtenu après mise en contact de l’ABTS avec un 

oxydant : le persulfate de potassium (K2S2O8). Pour ce faire, 384 mg d’ABTS ont été dissous 

dans 100 mL de persulfate de potassium (2,45 mM dans du NaCl 0,15 M). La solution est 

laissée sous agitation dans le noir pendant 12 à 16 h et à température ambiante. La solution 

obtenue est colorée en vert foncé. Par la suite, cette dernière a été diluée dans du NaCl 0,15 M 

afin d’obtenir une solution présentant une absorbance à 734 nm voisine de 1, soit précisément 

0,98 ± 0,01 à 734 nm. 

 

Le pouvoir antioxydant de l’aminogaïacol a été testé face au radical cation ABTS
+●

. Pour ce 

faire, des solutions mères de NH2GA ont été préparées dans de l’éthanol et sur un domaine de 

concentrations compris entre [0,625 – 30] x 10
-3

 g.L
-1

. Par la suite, nous avons effectué un 

mélange dans des proportions (10:90 V/V) de solution mère de NH2GA (0,2 mL) et de 
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solution ABTS
+●

 (1,8 mL). Cette dilution ramène donc les concentrations de départ en 

aminogaïacol à des concentrations finales comprises entre [0,0625 – 3,0] x 10
-3

 g.L
-1

 et quasi-

similaires à celles testées en présence du DPPH•. Les mélanges sont ensuite placés sous 

agitation dans le noir pendant 5 min. 

 

Les analyses UV sont réalisées par balayage sur le domaine [400-800] nm. Les absorbances 

sont relevées à 734 nm (maximum d’absorption du radical ABTS
+●

 dans le mélange 

NaCl/Ethanol (90/10)). Les pourcentages de piégeage du radical ABTS
+● 

ont été calculés au 

moyen de l’équation B.13 

 

                                   
                                            

                 
              Eq.B13  

5 Tests antibactériens 

L’évaluation de l’activité antibactérienne d’une molécule se fait par la détermination de la 

concentration minimale inhibitrice (CMI) et/ou de la concentration minimale bactéricide 

(CMB) du composé d’étude. Ces dernières sont propres à une molécule donnée et peuvent 

légèrement varier en fonction de plusieurs paramètres (ex : la souche bactérienne utilisée, 

l’ensemencement CFU (colonies de bactéries formant unité)) fixés. 

 

5.1 Définitions CMI et CMB 

La CMI est définie comme la plus petite concentration d’antibiotique qui inhibe toute culture 

visible d’une souche bactérienne après 24 h d’incubation à 37°C. C’est la concentration 

immédiatement supérieure à celle où le trouble (dû à la présence de bactéries) disparaît.  

La méthode de dilution est utilisée pour accéder à cette concentration.  

 

La CMB est définie comme la plus petite concentration d’antibiotique ne laissant subsister 

0,01% ou moins de survivants de l’inoculum initial après 24 h d’incubation à 37°C. Elle 

correspond à une activité antibactérienne égale à 99,99 %. 

La méthode de dilution suivie de la méthode de comptage sont dans ce cas utilisées.  
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5.2 Détermination des activités antibactériennes (Cas de notre étude) 

Les tests ont été menées selon deux méthodes (i) la méthode de dilution avec lecture de la 

densité optique (DO) des solutions ensemencées, appelée méthode des DO suivie de (ii) la 

méthode d’étalement sur gélose pour le dénombrement des colonies, appelée méthode de 

comptage.  

La molécule d’aminogaïacol non greffée, les polysaccharides précurseurs et greffés ont été 

étudiés. Toutes les solutions des dérivés greffés étaient colorées en raison de la coloration 

propre de l’aminogaïacol. Ces colorations étaient gênantes et augmentaient avec la 

concentration en produit. La viscosité des solutions était également prononcée aux 

concentrations les plus élevées. Tous ces paramètres perturbent et rendent la détermination 

visuelle des CMI difficile. Nous avons donc choisi de nous intéresser uniquement à la 

détermination des CMB. Pour se faire, nous avons déterminé les activités antibactériennes 

(exprimées en (%)) de chacun des produits analysés.  

Les différentes étapes nécessaires pour déterminer les activités antibactériennes (%) d’un 

composé donné sont détaillées ci-dessous : 

 

Préculture :  

Pour tout test, nous réalisons au préalable une préculture. Cette étape permet l’obtention d’une 

quantité suffisante de bactéries pour les essais à réaliser. Pour ce faire, nous préparons une 

solution avec la souche de bactérie d’intérêt (S.aureus) dans un milieu de culture favorable à 

sa croissance (le BHI).  

Au préalable la souche bactérienne S.aureus était conservée et maintenue dans un mélange de 

milieu nutritif  BHI et de glycérol à 50% et stockée à -20°C. La veille des manipulations, une 

aliquote est prélevée et ensemencée dans 15 mL de BHI, le tout est maintenu à 37°C pendant 

18 h sous agitation.   

 

Méthode de dilution :  

Pour la méthode des DO, le protocole suivi au cours des tests consiste à mettre en présence un 

inoculum bactérien dans des solutions de milieu de culture approprié et en présence de 

l’antibiotique (molécule naturelle ou dérivé greffé) à des concentrations variables pendant 24 

h à 37°C. 
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- Préparation des gammes de dilutions du composé à tester 

1. Une solution mère de produit à tester est préparée dans du tampon PBS 0,15 M (cas des 

dérivés greffés) ou dans de l’éthanol (cas de la molécule d’aminogaïacol). Ensuite, une 

gamme de dilution (dilution par 2) est réalisée dans le milieu BHI.  

2. Une gamme similaire servant de référence a été préparée dans les mêmes proportions en 

solvant mais cette fois-ci dépourvue de la molécule active. Elle servira pour le calcul des 

activités antibactériennes et nous permet également de voir s’il y a un éventuel effet du 

solvant (PBS ou éthanol) sur la croissance bactérienne. 

3. Dans le cas des produits greffés (présence aminogaïacol), en raison de la coloration 

prononcée des solutions avec la concentration en produit, nous avons réalisé une gamme de 

témoin de coloration pour la lecture des DO. Elle a été préparée de la même manière que la 

gamme du produit à tester. Cependant elle ne sera pas ensemencée par la suite.  

 

D’autres pots témoins ensemencés / non ensemencés sont réalisés : 

 milieu de culture seul (BHI) : vérification d’une éventuelle contamination du milieu au 

cours des tests, lecture de DO. 

 milieu de culture seul (BHI) + bactéries : vérification de la bonne croissance des 

bactéries, lecture de DO. 

Les conditions de préparation (concentrations testées) des gammes de dilutions de 

l’aminogaïacol, du CMP et des dérivés CMP-Gx ainsi que de l’alginate et des dérivés Alg-Gx 

sont détaillées en annexe B-6. Le schéma B-3 illustre la préparation des gammes de dilutions 

dans le cas de dérivés CMP-Gx.  

 

- Culture 

Chacune des solutions (en présence d’antibactérien) et des solutions de références (sans 

antibactérien) est par la suite ensemencée (ajout inoculum bactérien). Nous avons introduit 

100 µL d’inoculum bactérien pour un volume final de 2 mL de solution à tester afin 

d’atteindre un ensemencent fixé à 10
6
 UFC/mL (unité formant colonie/mL). Des détails sont 

apportés en annexe B-6. 

Les solutions ensemencées et témoins ont été par la suite incubées pendant 24 h et à 37°C. 
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- Lecture des DO 

Le lendemain, les lectures des DO ont été réalisées à 595 nm. Dans le cas de la gamme des 

produits greffés, la première mesure de DO est faite sur la gamme témoin de coloration. Pour 

chacune des concentrations en produit greffé témoin, la valeur sera amenée à la valeur zéro. 

Puis, la DO de la concentration similaire en dérivé greffé (pot ensemencé) sera ensuite 

mesurée. Il est ainsi possible de neutraliser l’effet propre de la coloration des solutions sur la 

valeur des DO. 

D’une manière générale, les lectures des DO nous ont parfois aidés à sélectionner les 

concentrations en produit apparaissant comme actives vis à vis des bactéries. En effet, le pot 

témoin BHI ensemencé (sans produit antibactérien) montre un trouble caractéristique visuel 

en sortie d’incubation et une valeur de DO voisine de 2. Pour tous les pots de la gamme du 

produit testé présentant des valeurs de DO inférieures à 2 c’est à dire au voisinage de 1 voire 

moins, nous avons procédé ensuite au dénombrement sur gélose. Les résultats obtenus par DO 

sont qualitatifs. 

 

 

Schéma B-3 : Exemple d’illustration du protocole de préparation des gammes de dilution pour les 

dérivés greffés  CMP-Gx.  Gamme produit CMP-Gx, Gamme témoin coloration (T1 à T5), Gamme de 

référence (CMP avec les concentrations C1 à C5). 
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Méthode de comptage :  

La méthode de comptage consiste à effectuer de nouvelles dilutions à partir des solutions 

sélectionnées (par lecture de DO), suivies d’étalements (dépôt de gouttes dans notre cas) sur 

gélose BHI agar. La préparation des boites de gélose est illustrée en annexe B-6.  

 

Pour ce faire, des dilutions successives (8 en général) de facteur 10 (ce qui correspond alors à 

8.log) ont été réalisées à partir de chaque solution sélectionnée. Nous avons procédé de la 

même manière pour les solutions de référence correspondantes. Pour chacune des nouvelles 

dilutions obtenues, un dépôt d’une goutte de 20 µL est effectué sur gélose BHI Agar (réalisé 

en duplicat). Toutes les boites de gélose ensemencées sont par la suite placées sous incubation 

à 37°C pendant 24 h. 

 

Le lendemain, les bactéries qui se sont développées sur les boites de géloses sont comptées 

(dans le cas des références ainsi que pour les produits d’étude). Pour un nombre de colonies 

compris entre 30 et 300, le comptage devient significatif. Aux dilutions d’intérêts et à partir 

du nombre de colonies comptées (pour les 20 µL de dépôt), il est possible de remonter à la 

quantité d’UFC /mL présente dans le pot initial avant dilution à l’aide de la formule ci-

dessous :  

  
   

  
                  

 

 
  

 

               
                     Eq.B14 

 

Avec f : facteur de dilution. Exemple f = 10
-4

 si les colonies ont pu être dénombrées à la 

dilution 4. 

Vdéposé = 20µL = 20.10
-3

 mL 

 

Nous pouvons ainsi accéder à des activités antibactériennes (en %) et voir à des CMB. 

Les activités antibactériennes (pourcentages d’inhibition) sont calculées en utilisant comme 

référence le solvant correspondant ou la solution du polysaccharide précurseur, à partir de 

l’équation B15. 

 

                             
                                   

                  
                        Eq.B15 
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6 Cytocompatibilité 

La cytotoxicité de l’aminogaïacol, des polysaccharides greffés et non greffés a été évaluée sur 

des cellules de souris fibroblastes (L929 - ATCC® CCL-1), au moyen de deux méthodes : le 

test Live/Dead et le test à l’Alamar Blue®. 

Culture des cellules fibroblastes  

Au préalable, les cellules sont cultivées dans un milieu de culture -MEM complémenté avec 

10% de serum foetal de bovin (FBS, Invitrogen), 100 mg.ml
-1

 de streptomycine (Sigma), 100 

mM de penicillin (Sigma), 2 mM de L-glutamine (Sigma), appelé milieu de culture complet. 

Elles sont cultivées en routine dans des flacons de cultures de type T75 (75 cm
2
) disposés 

dans un incubateur à 37°C, sous 5% de CO2 et 95% d’humidité. Au cours de leur culture, les 

cellules ont régulièrement été examinées en utilisant un microscope inversé (Motic) à 

contraste de phase. Arrivées à environ 80 % de sous-confluence, les cellules sont détachées 

des flacons grâce à une solution enzymatique de Trypsine/EDTA (éthylene diamine 

tétraacétique) (0.25% - 1 mM) pendant 2-3 minutes à température ambiante puis ensemencées 

à une densité de 30 000 cellules.cm
-2 

sur des supports de verre (lamelle de microscopie de Ø 

16 mm) préalablement stérilisés et déposés dans des plaques de culture 12 puits.  

 

Préparations des solutions des produits à tester 

Les solutions de polysaccharides CMP et dérivés ainsi que de l’Alginate et dérivés sont 

préparées dans du milieu de culture -MEM (non supplémenté) à une concentration de 7,5 

g.L
-1 

dans le cas du CMP et dérivés CMP-Gx et de 3 g.L
-1

 concernant l’Alginate et les dérivés 

Alg-Gx. 

Une solution d’aminogaïacol a été en premier lieu préparée à 200 mM dans de l’éthanol. Par 

la suite, des dilutions ont été effectuées dans le milieu de culture pour atteindre une 

concentration finale en NH2GA égale à 1 mM et permettant de réduire la concentration finale 

d’éthanol à 0,5 % (v/v), concentration non toxique pour les cellules. 

 

Pour tous les tests, nous avons préparé en parallèle des solutions témoins :  

 Milieu de culture complet (Contrôle négatif) : vérification de la viabilité et de la bonne 

croissance des cellules; 

 DMSO 10 % (Contrôle positif): milieu toxique pour les cellules;  
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 Ethanol 0,5% : contrôle « solvant » dans le cas des tests avec NH2GA. 

6.1 Live/Dead 

La viabilité des cellules a été évaluée grâce au kit Live/Dead (Molecular Probes) contenant 2 

marqueurs fluorescents : la calcéine-AM et l’hétérodimère éthidium. 

Dans ce test, les cellules vivantes sont colorées par la calcéine-AM et apparaissent en vert en 

microscopie à fluorescence. Ce marqueur a la capacité de pouvoir traverser la membrane 

cellulaire et pénétrer dans la cellule. Dans le cas unique où cette dernière est vivante, il y aura 

transformation enzymatique de la molécule calcéine non fluorescente en calcéine fluorescente 

(apparaissant en vert). Pour les cellules mortes, l’hétérodimère éthidium est utilisé et colore 

les cellules en rouge après passage au travers des membranes endommagées. 

Les cellules ont donc été ensemencées sur les lamelles de verre à une densité de 30 000 

cellules.cm
-2

 pendant 24 h puis, les différents produits sont mis en contact pendant les 24 h 

suivantes. Les cellules sont alors colorées par le kit Live/Dead pendant 15 min à l’obscurité, 

selon les recommandations du fabricant, puis rapidement observées sous un microscope à 

épifluorescence (Scope.A1 Zeiss). Des photos sont prises à l’aide d’une caméra CCD (motic) 

montée sur le microscope. 

6.2 Alamar Blue 

L’activité métabolique des cellules L929 est étudiée après 48 h de contact avec les produits 

d’étude en utilisant le test à l’Alamar Blue
®
 (AB) (AbD Serotec). Ce réactif (résuzarine) est 

utilisé comme indicateur des réactions d’oxydation et de réduction cellulaires. Plus 

particulièrement, la métabolisation du réactif est directement proportionnelle à l’activité 

proliférative des cellules. Un milieu de culture contenant 10 % d’AB, préalablement 

préchauffé à 378°C, est alors ajouté aux cellules pendant 2 h 30. Par la suite, des mesures 

d’absorbance ont été réalisées à 570 et 600 nm à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis 

(Spectronic Unicam – UV 300). Tous les tests ont été réalisés en triplicat. 
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Dans ce chapitre, nous présenterons en premier lieu les réactifs utilisés dans le cadre des 

synthèses chimiques menées. Nous détaillerons par la suite dans une partie de « synthèses » 

les différentes voies utilisées afin d’optimiser les conditions expérimentales de la réaction de 

greffage de l’aminogaïacol sur le carboxyméthylpullulane. Les réactions présentées seront 

accompagnées de résultats sur la caractérisation des produits greffés élaborés. Par la suite, 

dans une seconde partie, les comportements des dérivés greffés seront étudiés en solution 

aqueuse, dans des régimes de concentrations différents. Les résultats obtenus suite à 

l’évaluation des propriétés antioxydantes, antibactériennes ainsi que des tests de cytotoxicité 

de tous les produits seront  finalement décrits et discutés.  

1 Le choix des réactifs  

1.1 Le composé naturel  

L’aminogaïacol a été choisi comme composé naturel. C’est un dérivé de la molécule végétale 

: le gaïacol. Comme évoqué dans la partie bibliographique, le gaïacol possède une structure de 

type phénolique (monophénol) et des activités variées : antiseptique, antioxydant, 

antifongique et autres. L’aminogaïacol possède le même squelette chimique que le gaïacol 

mais avec en plus une fonction amine –NH2 en position méta de la fonction hydroxyle 

(Schéma C-1). Ce composé se présente sous forme de poudre colorée noire. Il est hydrophobe 

et peu soluble dans l’eau à pH neutre. 

Il a été choisi pour deux raisons principales.  

 La première est sa structure phénolique qui lui confère des propriétés antibactériennes 

et antioxydantes. En effet, ce type de composés possède un large spectre d’activités 

antibactériennes (gram + et gram -). Dorman et al.
1
 ont testé l’activité antibactérienne 

de divers composés (21 au total) dont les terpènes et les composés phénoliques 

(monophénols) face à plusieurs espèces de bactéries. Ils ont placé en haut du 

classement, des monophénols tels que le thymol, le carvacrol et l’eugénol. De plus, les 

auteurs ont également prouvé qu’il existe une corrélation entre la structure chimique 

de la molécule active et son activité antibactérienne exercée. Précisément, la présence 

du cycle benzénique mais aussi des fonctions hydroxyle semblent être des 

caractéristiques importantes et favorables à l’activité. De plus, les polyphénols (simple 

et complexe) sont également connus comme de remarquables agents antioxydants
2
. La 

présence du groupement hydroxyle est nécessaire dans le mécanisme d’action contre 

les radicaux. Comme évoqué dans la partie bibliographique, ces composés 
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phénoliques agissent comme des donneurs de protons afin de piéger les radicaux 

libres.  

 Une seconde raison du choix de l’aminogaïacol est la présence d’une fonction amine 

qui ouvre la possibilité à des réactions de greffage chimique notamment sur les 

fonctions carboxylique de polymères en particulier de polysaccharides. 

 

 

Schéma C-1: Structure chimique de l’aminogaïacol 

 

1.2  Le polysaccharide 

Le polysaccharide sélectionné est le carboxyméthylpullulane. C’est un dérivé du pullulane. 

Le pullulane est un polysaccharide produit par une levure : Aureobasidium pullulans. C’est 

précisément un homopolysaccharide neutre et linéaire de formule (C6H10O5)n. Il est composé 

d’unités maltotrioses liées par des liens glycosidiques en α-1,6. Les unités maltotrioses sont 

constituées de trois unités anhydroglucose liées en α-1,4. Sa structure est détaillée dans le 

Schéma C-2. La masse molaire d’un motif anhydroglucose (M0) est 162 g.mol
-1

. Ce polymère 

est hydrosoluble et insoluble dans des solvants comme le méthanol, l’éthanol ou l’acétone. Il 

est inodore, de coloration blanche, non toxique, biodégradable
3
 et biocompatible

4
. Il trouve 

ainsi des applications variées en agro-alimentaire ou encore dans le biomédical. En Europe, 

l'usage du pullulane est accepté dans les enveloppes des compléments alimentaires (E1204) 

présentés sous forme de gélules et de comprimés, ainsi que dans certaines confiseries. 

De par la présence de trois fonctions hydroxyle par motif anhydroglucose, le pullulane (P-

OH) peut être modifié chimiquement. La littérature met en avant divers types de réactions 

conduisant à des dérivés de pullulane avec des propriétés nouvelles ou améliorées. On peut 

citer par exemple l’éthérification (P-OR), l’estérification (P-OCOR) (avec R, groupement 

alkyle), la sulfonation (P-O-SO3Na), la copolymérisation et bien d’autres
5
. 

Dans notre étude, nous avons choisi de réaliser sur le pullulane, une réaction d’éthérification 

précisément de type carboxyméthylation. Cette dernière conduit à l’obtention d’un dérivé 

carboxyméthylpullulane dans lequel certains atomes d’hydrogène des fonctions hydroxyle 

(OH) du pullulane ont été remplacés par des groupes -OCH2COONa  (Schéma C-2). La 
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présence de groupements carboxylate (COONa) réactifs est nécessaire pour les réactions de 

greffage envisagées. 

Le carboxyméthylpullulane (CMP) a été préparé au sein du laboratoire. Ce dernier possède 

une longue expérience de cette synthèse
6,7,8

 et a souvent utilisé le CMP comme modèle. Le 

protocole de synthèse (réaction d’un monochloracétate de sodium en milieu 

NaOH/isopropanol) utilisé est détaillé en annexe C-1. La caractérisation du CMP s’établit par 

la quantification du greffage des groupes carboxylate (COONa) apportés au pullulane. Elle se 

fait notamment par détermination du degré de substitution en fonction carboxylate 

(DS(COONa)) grâce à un dosage conductimétrique (annexe C-1). Ce DS peut théoriquement 

varier de 0 à 3. Dans la suite du rapport, le CMP synthétisé et utilisé présente un degré de 

substitution en fonctions carboxylates égal à 0,96 (environ 1). Ce qui signifie qu’il y a 

présence de quasiment une fonction carboxylate par unité anhydroglucose. La solubilité dans 

l’eau du carboxyméthylpullulane est également élevée. 

 

 

 

Schéma C-2 : Structures chimiques du pullulane (a) et du carboxyméthylpullulane (b) 

2  Greffage de l’aminogaïacol sur le CMP 

La molécule d’aminogaïacol est hydrophobe (très peu soluble dans l’eau à pH neutre) et le 

carboxyméthylpullulane (CMP), synthétisé sous la forme de sel de sodium (CMP-COONa), 

est hydrosoluble. En tenant compte des critères de solubilité de chacun des réactifs 

(aminogaïacol et CMP), il était nécessaire de trouver un solvant approprié pour mener à bien 

la réaction. Nous avons en premier lieu choisi de travailler en milieu organique avec le 

solvant DMSO, solvant mixte des deux réactifs, en présence d’un activateur classique de type 

carbodiimide. Cette modification a déjà été utilisée au sein du laboratoire
 6, 9,10

. 

 

(a) (b)
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2.1 Greffage de l’aminogaïacol en milieu organique (DMSO) 

2.1.1 Réaction de greffage  

La réaction de greffage de l’aminogaïacol sur le CMP a été réalisée dans le DMSO pendant 6 

jours et à 60°C. Le greffage de l’aminogaïacol sur le CMP se fait par établissement de liaisons 

covalentes amide (-CO-NH-) par réaction entre la fonction amine (-NH2) de l’aminogaïacol et 

la fonction carboxylate (-COO
-
) du CMP. Les agents de couplage : le 

dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) seul ou en présence de la dimethylaminopyridine (DMAP) 

ont également été utilisés pour les synthèses. Ils permettent d’activer les fonctions 

carboxyliques du CMP. Le mécanisme réactionnel d’activation de ces fonctions en présence 

de DCCI et de DMAP est précisé en annexe C-2. Ils permettent par ailleurs d’obtenir de 

meilleurs rendements. La réaction de greffage de l’aminogaïacol sur le 

carboxyméthylpullulane proposée est représentée ci-dessous (Schéma C-3). Un exemple de 

protocole de la synthèse est détaillé dans la partie Matériels et méthodes (synthèses 

chimiques). 

 

Schéma C-3 : Réaction de greffage de l’aminogaïacol sur le CMP en milieu DMSO, à 60°C et 

pendant 6 jours 

 

2.1.2 Conditions de réaction  

Nous avons réalisé plusieurs essais de greffage (4 au total) en variant les conditions de  

réaction comme décrit ci-dessous :  

Aminogaïacol (NH2GA)CMP : R = H ou CH2COONa

EDCI

Eau milli-Q (pH 4.5)

24 h, ambiante

CMP-G

EDCI

avec R’ = H

ou 

CH2COONa

ou

+

+

CMP : R = H ou CH2COOH 

ou CH2COONa 

ou CH2COON(Bu)4 

Aminogaïacol (NH2GA)

DCCI / DMAPDMSO

60 °C, 6 jours

CMP-NH-GA

avec R’ = H 

ou CH2COONa 

ou
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1-  Le polysaccharide CMP a été utilisé sous différentes formes notamment : le sel de sodium 

(CMP-COONa), le sel de tétrabutylammonium (CMP-COON(Bu)4) ou encore sous forme 

acide CMP-COOH. Ces différentes formes permettent de jouer sur la solubilité du 

polysaccharide et/ou sur l’accessibilité aux fonctions carboxylates utiles pour la réaction. Le 

CMP est généralement utilisé sous la forme CMP-COON(Bu)4 ou CMP-COOH pour réaliser 

des réactions de greffage en milieu DMSO
6,9,10 

car ces deux réactifs sont solubles dans ce 

solvant organique. Cependant le groupement tétrabutylammonium est encombrant et peut 

rendre l’accès au site réactionnel (-COO-) difficile contrairement au contre ion H
+
. Nous 

avons également utilisé le CMP-COONa qui est moins soluble dans le DMSO. Notamment, 

ce produit gonfle dans le DMSO ce qui suppose une réaction plus difficile qu’en milieu 

homogène. Cependant, sous la forme de sel de sodium, le site réactionnel est dégagé. 

 

Remarque : Le CMP synthétisé à partir du pullulane est obtenu sous la forme (CMP-COONa). 

Le passage de ce dernier sous la forme acide (CMP-COOH) ou sous la forme de sel de 

tétrabutylammonium (CMP-N(Bu)4) nécessite la réalisation de protocoles opératoires détaillés 

en annexe C-3. 

2- Ne connaissant pas la faisabilité et l’efficacité de cette réaction, l’aminogaïacol a été 

introduit en excès (par rapport au CMP) et ce pour tous les essais. Cela sous-entend que nous 

avons envisagé une réaction de tous les groupements carboxylates (-COO-) présents sur le 

squelette carboné du CMP avec les groupements amine de l’aminogaïacol. Pour rappel, le 

degré de substitution en fonctions carboxylates du CMP (DS(COONa)) est égal à 0,96. Dans 

les conditions choisies (excès d’aminogaïacol), il serait alors possible d’obtenir 

expérimentalement un degré de substitution en aminogaïacol noté DSexp(Ga) maximal égal à 

0,96 (1). Le DS(Ga) est défini comme le nombre de mole d’aminogaïacol par nombre de 

mole d’unité anhydroglucose du CMP. 

3- L’activateur DCCI a dans un premier temps été utilisé dans les mêmes proportions que le 

CMP (toutes les fonctions acide carboxylique sont activées) puis dans un second temps en 

large excès par rapport aux fonctions acide carboxylique, afin d’éviter un risque de perte de 

son efficacité par désactivation (hydrolyse).   

Toutes les conditions de réactions employées sont présentées dans le tableau C-1.  

 

 



Chapitre C – Carboxyméthylpullulane greffé aminogaïacol 

104 

 

Tableau C-1 : Conditions de réactions utilisées pour le greffage de l’aminogaïacol sur le CMP en 

milieu DMSO  (pour ces essais, l’aminogaïacol est toujours en excès). 

N° 

Synthèse 
Précurseur 

a
 

        

      
 
       

      
 
       

      
 

t (jours) 

T (°C) 

Rendement 

massique (%) 

1 CMP-COON(Bu)4 2 1 - 
6 jours 

60°C 
67 

2 CMP-COON(Bu)4 2 2 - 
6 jours 

60°C 
75 

3 CMP-COONa 2 2 0,4 
6 jours 

60°C 
34 

4 CMP-COOH 2 2 0,4 
6 jours 

60°C 
76 

a
 le DS en fonctions acide carboxylique du précurseur est de 0,96 

Pour les deux premiers essais, le CMP utilisé est sous sa forme de sel de tétrabutylammonium 

(CMP-COON(Bu)4) mais avec des proportions en DCCI différentes. En effet, pour l’essai 1, 

l’activateur a été introduit dans les mêmes proportions molaires que le CMP. Pour l’essai 2, 

l’activateur a été introduit en excès par rapport au CMP (rapport molaire = 2). On remarque 

cependant que le rendement de la réaction reste pratiquement le même entre les deux 

synthèses (67% pour l’essai 1 contre 75% pour l’essai 2). 

Dans le cas des essais 3 et 4, le CMP utilisé est respectivement sous sa forme de sel de 

sodium (CMP-COONa) et sous sa forme acide (CMP-COOH). Par ailleurs du DMAP a été 

ajouté comme activateur pour essayer d’améliorer le rendement de réaction. Pour l’essai 3, le 

rendement obtenu est faible (34%) mais pour l’essai 4, le rendement a été amélioré (76%). 

L’insolubilité partielle du CMP-COONa peut expliquer ce faible rendement. L’utilisation du 

CMP sous sa forme acide, présentant une meilleure solubilité dans le DMSO, permet 

l’obtention d’un meilleur rendement.  

Les produits issus des essais 1, 2 et 3 sont solubles dans l’eau. Le dérivé obtenu suite à la 

synthèse 4 n’était pas soluble dans l’eau, peut-être trop greffé. Ce produit non hydrosoluble ne 

pouvant pas être utilisé dans nos applications futures a été abandonné. 

Concernant l’aspect, les produits CMP-NH-GA1 et CMP-NH-GA2 obtenus suite aux essais 1 

et 2, ils se présentent sous la forme de coton (car ils ont été lyophilisés) et colorés en brun 

foncé de manière homogène. Le produit CMP-NH-GA3 de la réaction 3 possède une légère 



Chapitre C – Carboxyméthylpullulane greffé aminogaïacol 

105 

 

coloration brune non répartie de manière homogène (parties blanches et noires) dans 

l’ensemble du produit. Celui obtenu pour la synthèse 4 est sous forme de blocs solides durs, 

cassants et noirs (sans doute trop greffé). Il n’a pas pu être lyophilisé comme les 3 autres en 

raison de son insolubilité dans l’eau.  

 

Nous nous intéresserons par la suite uniquement à la caractérisation structurale des dérivés 

greffés solubles dans l’eau notamment le CMP-NH-GA1, CMP-NH-GA2 et CMP-NH-GA3. 

2.1.3 Caractérisations du greffage 

Des techniques qualitatives et quantitatives ont été utilisées afin de caractériser les greffages 

effectués. Plus précisément, pour détecter et quantifier les greffons hydrophobes NH2GA 

présents dans chacun des dérivés CMP-NH-GA élaborés. 

2.1.3.1 Spectroscopie UV-Visible 

Le greffon aminogaïacol possède un noyau aromatique et une fonction amine qui sont des 

groupements chromophores, détectables en UV. Des solutions des précurseurs CMP et de 

chaque dérivé CMP-NH-GA1,2,3 ont été préparées dans l’eau à une concentration fixe : 0,1g.L
-

1
. Elles ont été par la suite analysées dans le domaine UV. Les spectres obtenus sont présentés 

sur la Figure C-1. 

 

Figure C-1 : A) Spectres UV des CMP-NH-GA1, 2, 3 dans l’eau à C = 0,1 g/L et des CMP précurseurs  

B) Comparaison des spectres UV des CMP-NH-GA1 et CMP-NH-GA2 dans l’eau avec le spectre de 

l’aminogaïacol dans mélange eau/éthanol (1% v/v) à 10
-5 

M  (0,0014 g.L
-1

). 

 

Sur la Figure C-1A) sont représentés les spectres des trois produits CMP-NH-GA1, CMP-NH-

GA2 et CMP-NH-GA3. Les spectres des CMP précurseurs : CMP-COON(Bu)4 et CMP-

COONa sont additionnés pour comparaison. D’une part, il apparait de manière claire que 

l’allure de la courbe du produit CMP-NH-GA3 (en mauve) se confond parfaitement à celles 

des précurseurs. Concernant les deux autres produits, une différence d’allure de leur spectre 
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est observable comparée à celle des précurseurs. De plus, les courbes des dérivés CMP-NH-

GA1 et CMP-NH-GA2 présentent des allures qui sont similaires entre elles. 

Afin de mieux interpréter ces spectres qui se démarquent des autres, sur la Figure C-1B) sont 

représentées les courbes des dérivés CMP-NH-GA1, CMP-NH-GA2 avec en plus un exemple 

de courbe de l’aminogaïacol à 10
-5 

M préparé dans un mélange eau/éthanol 1%. Il est possible 

d’attribuer de manière qualitative les deux légers épaulements (marqués par des flèches), 

présents sur chacune des courbes des CMP-NH-GA1 et CMP-NH-GA2 à la présence 

d’aminogaïacol. Cependant, on remarque que la bande bien définie à 320 nm apparaissant 

dans le cas de l’aminogaïacol se retrouve à 290 nm (sous forme d’épaulement) sur les courbes 

des dérivés greffés (effet hypsochrome). Cela pourrait s’expliquer, d’une part par le fait que le 

solvant de l’aminogaïacol seul (eau/éthanol à 1 %) n’est pas le même que celui des dérivés 

CMP-NH-GA1,2 (eau). D’autre part, par le fait que l’environnement de la molécule NH2GA 

est différent une fois greffée. On passe d’une fonction amine à une fonction amide. 

En tout état de cause, il apparait que la quantité d’aminogaïacol présente dans les produits 

reste très faible et non quantifiable. 

2.1.3.2 Spectroscopie RMN1H 

Les produits CMP-NH-GA ainsi que les réactifs de départ ont été caractérisés par RMN
1
H. 

Les spectres sont donnés dans les Figures C-2.1 et C-2.2. 
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Figure C-2.1 : Spectres RMN 
1
H du CMP (A) ; des dérivés CMP-NH-GA1 (B), CMP-NH-GA2 (C) et CMP-NH-GA3 (D) dans du D2O à 10 g.L

-1
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Figure C-2.2 : Spectre RMN
1
H de l’aminogaïacol dans du DMSO-d6. 

 

 Concernant le spectre du CMP (Figure C-2.1 A), les pics des protons compris dans 

l’intervalle [3,1 – 4,5] ppm correspondent à tous les protons du squelette carboné du CMP, 

exceptés les protons anomériques (annotés Ha). Ces derniers sont retrouvés entre [5 – 6] 

ppm.  

 Pour les spectres des produits CMP-NH-GA1 et CMP-NH-GA2 (Figures C-2.1 B et C-2.1 

C), les premiers pics compris entre [1-2 ppm] correspondent aux protons du sel de 

tetrabutylammonium N(Bu)4. Il faut rappeler que pour la réalisation des synthèses n°1 et 2, 

le réactif de départ est le CMP sous sa forme CMP-COON(Bu)4. Dans une des étapes de 

purification (annexe C-3), il a été question d’éliminer ces sels ammoniums par ajout de 

chlorure de sodium (NaCl) en excès. Au vu des pics (N(Bu)4) observés sur les spectres des 

produits CMP-NH-GA1 et CMP-NH-GA2 ci-dessus, l’élimination des sels n’a donc été que 

partielle. Les pics (annotés b) retrouvés entre [3 – 4,5] ppm sur les spectres des produits 

CMP-NH-GA1 et CMP-NH-GA2 apparaissent sous la forme d’un massif et correspondent 

aux pics des protons du pullulane. Entre [5,3 – 6]  ppm, sont retrouvés les pics 

caractéristiques des protons anomériques du pullulane (annotés Ha). Ce sont les 2 protons 

en α-1,4 et le proton en α-1,6 des unités maltotriose du pullulane. 

Par ailleurs, sur les spectres des produits CMP-NH-GA1 et CMP-NH-GA2, un petit pic 

annoté par la lettre c 7 ppm) est détecté. Cependant l’intensité est très faible (bruit de 

fond) par rapport aux intensités des autres pics du spectre. Ce pic pourrait être attribué aux 

pics des protons aromatiques (annotés b, c et d) présents sur le spectre de l’aminogaïacol 
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(Figure C-2.2). Ce résultat semble indiquer un très faible taux d’incorporation de NH2GA 

sur le CMP confirmant ainsi les conclusions qualitatives apportées par la spectroscopie 

UV. 

 Le spectre du dérivé CMP-NH-GA3 (Figure C-2.1 D), est similaire à celui de son 

précurseur CMP-COONa (Fig C-2.1 A). Aucun nouveau pic n’a été détecté semblant 

indiquer l’absence de greffage. 

2.1.4 Conclusion sur la caractérisation du greffage  

Les caractérisations des produits hydrosolubles CMP-NH-GA1,2,3 ont été effectuées par 

spectroscopie UV et RMN
1
H. Concernant les dérivés CMP-NH-GA1,2, les résultats obtenus 

ont permis de détecter la présence d’aminogaïacol (UV et RMN
1
H), cependant les quantités 

restent très faibles et non quantifiables. Dans le cas du dérivé CMP-NH-GA3, les résultats 

laissent penser que la réaction de greffage n’a pas fonctionné. 

Afin d’améliorer la synthèse de greffage, nous avons décidé de changer de solvant. Nous 

avons eu le choix entre l’utilisation d’un mélange de solvant (aqueux/organique) au vu de la 

différence de solubilité des réactifs CMP-COONa et aminogaïacol ou d’un milieu aqueux 

acidifié. Dans ce dernier cas, quelques études menées notamment au sein du laboratoire
8,11

 

proposent la réaction de couplage entre une amine et une fonction acide carboxylique présente 

sur un polysaccharide hydrosoluble en utilisant un agent activateur de type carbodiimide et 

hydrosoluble. Notamment le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDCI) ou un 

mélange d’activateurs EDCI/NHS (N-hydroxysuccinimide). Ce type de réaction est en général 

effectué dans des conditions de pH acide (aux alentours de 4,5).  

Nous avons donc décidé au préalable de tester la solubilité de l’aminogaïacol en fonction du 

pH avant de faire un choix quant au solvant à utiliser pour la réaction de greffage (milieu 

aqueux acide ou mélange de solvants). Les résultats sur les tests de solubilité de 

l’aminogaïacol sont présentés par la suite. 

 

2.1.5 Tests de solubilité de l’aminogaïacol 

Des tests de solubilité de l’aminogaïacol (NH2GA) ont été effectués en fonction du pH. Pour 

ce faire, une solution de NH2GA à 10 g.L
-1 

(1,168 g ; 8,4 mmol) dans 120 ml d’HCl 0,67 M 

ou 120 mL de NaOH 0,67 M ont été préparées et laissées sous agitation pendant 24 h. Cette 

concentration en aminogaïacol n(NH2GA) correspond à une réaction de greffage pour laquelle 



Chapitre C – Carboxyméthylpullulane greffé aminogaïacol 

110 

 

l’aminogaïacol serait introduit en excès (soit n(NH2GA) = 2 x n(CMP)) avec une 

concentration en CMP de 1 g.L
-1

.  

Une fois la solution préparée, le pH est mesuré, puis des ajouts d’HCl ou de soude sont 

effectués afin de varier le pH sur les domaines acide et basique. A chaque nouveau pH (valeur 

stable), des remarques sur l’aspect visuel des solutions sont apportées. Le tableau C-2 

regroupe les remarques visuelles apportées pour chacune des solutions. 

 

Tableau C-2 : Aspects visuels de la solution d’aminogaïacol à 10 g.L
-1

 à pH variables 

pH 1,4 2 3 3,61 4,5 5,49 

Aspect des 

solutions dans 

les cuves 

Solution 

brune 

homogène 

(léger dépôt) 

Solution 

brune 

homogène 

(léger dépôt) 

Solution 

brune 

homogène 

(léger dépôt) 

Solution 

brune 

homogène 

(léger dépôt) 

Solution  

brune 

homogène 

(léger dépôt) 

Solution 

brune 

hétérogène 

 

pH 7,01 8,06 9,03 10,06 10,95  

Aspect des 

solutions dans 

les cuves 

Solution 

brune foncée 

hétérogène 

Solution 

brune foncée 

hétérogène 

Solution 

brune foncée 

homogène 

Solution 

brune foncée 

homogène 

Solution  

brune foncée 

homogène 

 

 

D’une manière générale, l’aminogaïacol possède une meilleure solubilité en milieu acide et 

basique. En raison de l’ionisation même partielle des fonctions alcool et amine. Pour des 

milieux faiblement acide ou faiblement basique voir neutre (pH = [5,5 - 8]), la solubilité de 

l’aminogaïacol comme attendue est très affectée : les solutions sont hétérogènes. 

Ce résultat nous permet donc d’envisager une modification en milieu aqueux acide.  

2.2 Greffage de l’aminogaïacol en milieu aqueux 

2.2.1 Réaction de greffage  

 

La réaction de greffage de l’aminogaïacol (NH2GA) sur le CMP a été réalisée en milieu 

aqueux à pH acide (4,5), à température ambiante et pendant 24 h. Elle est effectuée en 

présence de l’agent activateur hydrosoluble des fonctions acide carboxylique du CMP 

(EDCI
12
). Une liaison covalente amide est créée entre la fonction amine de l’aminogaïacol et 

la fonction carboxylate du CMP. La réaction de greffage de l’aminogaïacol sur le 

carboxyméthylpullulane est représentée ci-dessous (schéma C-4).   
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Schéma C-4 : Réaction de greffage de l’aminogaïacol sur le CMP activé par l’agent EDCI, en milieu 

aqueux acide, à température ambiante et pendant 24 h. 

 

2.2.2 Conditions de réactions 

L’aminogaïacol a été greffé sur le CMP selon des proportions variées. Nous avons au 

préalable réalisé un essai de greffage en introduisant de l’aminogaïacol en excès par rapport 

au CMP soit n(NH2GA) = 2 x n(CMP) comme décrit dans le tableau C-3. Cependant le dérivé 

obtenu n’était pas soluble dans l’eau. Ce résultat est une première indication qualitative quant 

aux succès de la réaction de greffage, notre composé insoluble est probablement trop greffé au 

regard de sa balance hydrophile-lipophile. Nous avons donc visé, par la suite, des degrés de 

substitution théoriques en NH2GA variables de 0,25 ; 0,50 et 1 (notés DSthéo(Ga)) (Tableau C-

3). Ces conditions de réactions devraient permettre d’obtenir des dérivés hydrosolubles. Un 

exemple de protocole de synthèse est fourni dans la partie Matériels et méthodes (synthèses 

chimiques). Nous avons également évalué la reproductibilité de la réaction en réalisant 

plusieurs essais (environ sept pour chaque degré) DSthéo(Ga) fixé : 0,25 ; 0,50 et 1.  

 

Tous les dérivés CMP-G obtenus sont effectivement solubles dans l’eau (Tableau C-3) et 

présentent une coloration prononcée selon le DS(Ga) : du brun (DSthéo (Ga) = 0,25) au brun 

foncé (DSthéo (Ga) = 1). A la fin de la réaction (au bout des 24 h), le pH de la solution obtenue 

est ajusté à 7,2 à l’aide d’une solution de NaOH 1 mol.L
-1

. La solution est par la suite dialysée 

(membrane de dialyse Spectra-Por 12-14 kD) en premier lieu pendant 24 h contre de la soude 

Aminogaïacol (NH2GA)CMP : R = H ou CH2COONa

EDCI

Eau milli-Q (pH 4.5)

24 h, ambiante

CMP-G

EDCI

avec R’ = H

ou 

CH2COONa

ou

+

+
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NaOH 0,1 mol.L
-1

 afin d’éliminer tout l’aminogaïacol libre qui n’aurait pas réagi. Les eaux de 

dialyse se colorent progressivement en brun. La dialyse est poursuivie pendant environ 1 

semaine contre de l’eau milli-Q jusqu’à atteindre une conductivité faible (voisine de celle de 

l’eau milli-Q). Une fois la purification terminée, les solutions sont congelées puis lyophilisées 

pendant une semaine. Les dérivés CMP-G récupérés sont par la suite stockés à 4°C. 

 

Quels que soient les DS(Ga) théoriques visés (0,25 ; 0,50 et 1), les rendements massiques en 

produits synthétisés sont voisins de 60%. Ces rendements massiques sont bons compte-tenu 

de la méthode de purification utilisée, notamment des étapes de dialyse contre différents 

solvants comme décrit ci-dessus, ils semblent également indiquer une bonne reproductibilité 

de la réaction.  

 

Tableau C-3 : Conditions de synthèse de greffage de l’aminogaïacol sur le CMP 

DSthéo(Ga) 
a 

 
EDCI/CMP 

b
 

Rendements 

massiques 
c
 

(%) 

 

Solubilité 

dans l’eau 

0,25 0,30 58 ± 3,1 oui 

0,50 0,60 66 ± 2,2 oui 

1 1,20 62 ± 2,1 oui 

« 2 » 1,20 95 non 

a 
Ratio molaire NH2GA/CMP

 

b 
Ratio molaire EDCI/CMP 

c
 Moyennes déterminés à l’aide de 7 synthèses différentes 

2.2.3 Caractérisation du greffage  

Des techniques qualitatives et quantitatives ont été utilisées pour détecter et quantifier les 

greffons hydrophobes NH2GA présents dans chacun des dérivés CMP-G élaborés. 

2.2.3.1 Spectroscopie UV - Visible 

Des solutions du précurseur CMP et de chaque dérivé CMP-G ont été préparées dans l’eau à 

une concentration fixe : 0,1g.L
-1

. Elles ont été par la suite analysées dans le domaine UV. Les 

spectres obtenus sont présentés sur la Figure C-3. 
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Figure C-3 : Spectres UV : A) Exemple de spectre obtenu pour une solution d’aminogaïacol dans un 

mélange eau/éthanol (6% v/v) à 6.10
-5

 mol.L
-1

 (0,008 g.L
-1

). B) CMP (rouge) et CMP-G obtenus pour 

les différents DSthéo(Ga) = 0,25 (bleu) ; 0,5 (vert) et 1 (orange) avec C = 0,1g.L
-1 
dans l’eau. 

 

Le spectre de l’aminogaïacol (Figure C-3A) présente trois bandes d’absorption. Une première 

très intense à 200 nm suivi d’une bande peu intense qui apparait sous forme d’épaulement à 

244 nm. A 322 nm, on observe une troisième bande moyennement intense. Pour comparaison, 

le spectre UV de la molécule de benzène dans du cyclohexane présente trois bandes 

d’intensités comparables précisément à 185, 205 et 260 nm
13

. Dans le cas de la molécule 

d’aminogaïacol, les pics apparaissent à des longueurs d’onde plus importantes (effet 

batochrome). Cela peut être expliqué qualitativement en raison de la présence de substituants 

(groupement –OH, –NH2 et –OCH3) mais également de l’utilisation d’un solvant différent. 

Sur la Figure C-3B sont représentés : le spectre du CMP qui présente un maximum 

d’absorption à 197 nm et une bande d’absorption de très faible intensité entre [230 - 300] nm, 

et les spectres des dérivés CMP-G qui possèdent trois bandes d’absorption à 206 ; 251 et 287 

nm.  

En comparant les spectres entre eux, on constate que les pics caractéristiques de 

l’aminogaïacol sont présents sur les spectres des produits CMP-G. Cependant un décalage du 

pic de l’aminogaïacol (à 322 nm) est observé vers une plus faible longueur d’onde (290 nm) 

(effet hypsochrome). Cela s’explique, d’une part par le fait que le solvant de l’aminogaïacol 

seul (eau/éthanol à 6 % v/v) n’est pas le même que celui des dérivés CMP-G (eau). D’autre 

part par le fait que l’environnement de la molécule NH2GA est différent une fois greffée. De 

plus, on passe d’une fonction amine à une fonction amide. Ces résultats indiquent néanmoins 

qualitativement la présence des greffons gaïacol sur le CMP. On constate également qu’à une 

concentration fixe (0,1 g.L
-1

), la réponse UV caractéristique du gaïacol (vers 250 et 290 nm) 
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augmente avec  le DSthéo(Ga). Ceci indique que la réaction est satisfaisante d’un point de vue 

qualitatif.  

2.2.3.2 Spectroscopie IR  

La spectroscopie infrarouge est utilisée pour confirmer le greffage de l’aminogaïacol sur le 

CMP par détection des liens amide formés (dérivés CMP-G). La Figure C-4 représente le 

spectre infrarouge (transmittance = f (nombre d’onde)) de l’aminogaïacol. La Figure C-5 

regroupe les différents spectres IR obtenus pour le CMP ainsi que pour les dérivés CMP-G 

avec des DSthéo(Ga) variables.  

 

 

 

Figure C-4 : Spectre IR  de l’aminogaïacol 
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Figure C-5 : Spectre IR  du CMP (rouge) et des produits CMP-G avec les DS(Ga) théoriques = 0,25 

(bleu) ; 0,5 (vert) et 1 (orange). 
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Le spectre IR de l’aminogaïacol (Figure C-4) possède des pics caractéristiques à 3390 cm
-1 

(élongation N-H), à 3310 cm
-1 

(élongation O-H), 1600 cm
-1 

(amine aromatique ; Ar-NH2), 

1390 cm
-1

 (Ar-OH), 1530 et 1450 cm
-1 

(élongation C=C), 1250 cm
-1 

(élongation C-N de la 

liaison Ar-NH2) et 1220 cm
-1

 (élongation C-O de la liaison Ar-OH). 

Le spectre IR du CMP (Figure C-5) présente des pics caractéristiques des liaisons O-H entre 

3660 et 3000 cm
-1

, de la liaison C=O du groupement carboxylate à 1590 cm
-1

 et de la fonction 

éther C-O-C à 1010 cm
-1

. 

Dans le cas des spectres des dérivés CMP-G (Figure C-5), il y a apparition de nouveaux pics 

comparé à ceux du CMP. Plus précisément, les bandes à 1240 cm
-1

 et 1510 cm
-1

 

correspondent respectivement à l’élongation du C-O (du groupement phénol Ar-OH) et au 

C=C (du cycle aromatique) de l’aminogaïacol. De plus, un épaulement aux alentours de 1650 

cm
-1

 est visible sur les spectres des CMP-G,
 
correspondant aux vibrations d’élongation de la 

fonction amide, précisément du groupement carboxyle (C=O). Cette valeur a également été 

déterminée pour une fonction amide créée suite au greffage d’un polyéther amine sur un 

CMP
8
. 

Confirmant les résultats obtenus en UV, les spectres IR des CMP greffés indiquent bien le 

succès du greffage. On constate également que plus le degré de substitution DSthéo(Ga) 

augmente plus l’intensité de l’épaulement devient visible et marquée.  

2.2.3.3 Spectroscopie RMN-1H 

La spectroscopie RMN-
1
H a été réalisée en présence d’un étalon interne (acétate de sodium) 

afin de quantifier le greffage des dérivés CMP-Gx. 
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Figure C-6 : Spectres RMN 
1
H du CMP (A) ; des dérivés CMP-G avec les DS(Ga) théoriques égaux à 0,25 (B) et 1 (D) dans du D2O à 10 g.L

-1 
en présence 

d’acétate de sodium (0,5 g.L
-1
). Spectre de l’aminogaïacol (C) dans du DMSO-d6. 
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 Concernant le spectre du CMP (Figure C-6A), comme déjà mentionné, les pics des 

protons compris dans l’intervalle [3,1 – 4,5] ppm correspondent à tous les protons du 

squelette carboné du CMP, exceptés les protons anomériques (annotés Ha). Ces derniers 

sont retrouvés entre [5 – 6] ppm.  

 Le spectre de l’aminogaïacol (Figure C-6C) dans le DMSO-d6 possède plusieurs pics. 

Plus précisément, le proton de la fonction hydroxyle (-OH) est retrouvé à 8,6 ppm, les 

protons  présents sur le cycle aromatique (3 H) sortent entre [5,9 – 6,7] ppm. A 4,5 ppm 

apparaissent les deux protons de la fonction amine (-NH2) et le singulet à 3,6 ppm est 

attribué aux trois hydrogène du groupement O-CH3.  

 Les spectres des dérivés CMP-G (Figures C-6B et C-6D) présentent bien sur des 

similitudes avec celui du CMP : les pics caractéristiques sont retrouvés entre [3,1 – 4,5] 

ppm et entre [5 – 6] ppm. Par ailleurs, on constate l’apparition d’un nouveau pic entre 

[6,2 – 7] ppm. Ce dernier peut être attribué à la présence de protons de type aromatiques 

(3 H). Ceux-ci sont propres aux greffons aminogaïacol et confirment bien la présence de 

ces molécules au sein des produits formés. Par comparaison avec le spectre de 

l’aminogaïacol, il faut également noter que les pics correspondant aux protons du noyau 

aromatique de l’aminogaïacol greffé présentent un décalage au niveau des leurs 

déplacements chimiques : [6,2 – 7] ppm au lieu de [5,9 – 6,7] ppm. Cela peut être 

expliqué par l’utilisation de solvants différents : D2O dans le cas des dérivés CMP-G et 

DMSO-d6 dans le cas de l’aminogaïacol.  

Il a également été observé dans la littérature que des dérivés chitosane greffés avec des 

composés de types phénoliques
14,15

 présentent sur leur spectre RMN-
1
H des pics de 

protons aromatiques  sortant dans des zones similaires, entre [6 – 8] ppm. 

 

La spectroscopie RMN a permis de détecter la présence des greffons aminogaïacol mais cette 

technique est également utilisée pour quantifier le greffage. Pour ce faire, nous avons 

déterminé les DS(Ga) expérimentaux (noté DSexp(Ga)). Nous rappelons que le calcul des 

DS(Ga) par RMN-
1
H a été explicité dans la partie Matériel et méthode. 

Le tableau C-4 regroupe les DS(Ga) expérimentaux moyens obtenus (à l’aide de 7 synthèses) 

pour chaque DS(Ga) théorique visé ainsi que les pourcentages d’aminogaïacol contenu dans 

les dérivés (en g/100g de dérivé). Le détail de tous les DS(Ga) expérimentaux obtenus pour 

chaque synthèse réalisée est fourni dans le tableau C-5. 
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Tableau C-4 : DS(Ga) expérimentaux moyens des dérivés CMP-G calculés par RMN 

 
DSthéo(Ga) 

a 

 

DSexp(Ga) 
b 

 

% (g/100 g) 

aminogaïacol dans le 

produit CMP-G 

CMP-G0.16 0,25 0,16
 
± 0.02 8,7 

CMP-G0.37 0,50 0,37 ± 0.03 18,7 

CMP-G0.58 1 0,58 ± 0.08 27,2 

a 
Ratio molaire NH2GA/CMP.

 

b 
Moyennes déterminés à l’aide de 7 synthèses différentes (voit Tableau C-5) 

 

Tableau C-5 : DS(Ga) expérimentaux 

déterminés par RMN pour chacun des DS(Ga) 

théoriques à l’aide de 7 synthèses différentes. 

DSthéo(Ga) 0,25 0,50 1 

 

 

 

DSexp(Ga)  

 

0,14 0,37 0,46 

0,16 0,33 0,50 

0,18 0,42 0,55 

0,19 0,33 0,59 

0,17 0,34 0,65 

0,17 0,39 0,66 

0,14 0,36 0,64 

 

On constate une bonne efficacité de la réaction, comprise entre 58 % (DSthéo(Ga)=1) et 74 % 

(DSthéo(Ga)=0,50) (Tableau C-4). De plus, le tableau C-5 montre que pour chaque DS(Ga) 

théorique visé, les DS(Ga) expérimentaux déterminés sont assez proches, ce qui illustre bien 

la bonne reproductibilité de la réaction. 

 

Nous avons déterminé un taux de greffage maximal en aminogaïacol (soit 27,2 g/ 100 g de 

produit greffé CMP-G0.58). Ce dernier est plus important que ceux obtenus suite au greffage 

de l’acide caféique sur le chitosane (7,34 g/ 100g produit greffé) ou encore de l’acide 
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férulique sur le chitosane (6,67 g/ 100 g greffé)
14

. Les synthèses de greffage des acides 

phénoliques (acide caféique ou d’acide férulique) sur le chitosane ont été réalisées par voie 

radicalaire en utilisant l’acide ascorbique et le peroxyde d’hydrogène comme système rédox. 

Les réactifs ont été introduits dans les proportions massiques suivantes : 0,8 g acide 

phénolique et 0,25 g chitosane, ce qui est équivalent après calcul à un rapport molaire ( 

n(acide phénolique) /n(chitosane)) d’environ 4, soit un excès en acide phénolique. Les 

réactions ont été effectuées dans une solution aqueuse d’acide acétique à 2 % sous atmosphère 

inerte (azote) et pendant 12 h. 

 

En utilisant une méthode de couplage similaire à nos travaux (via un agent carbodiimide), Liu 

et al.
15

 ont greffé l’acide protocatéchique sur le chitosane avec un taux de greffage maximal 

égal à 27,97 g /100 g, quasi-similaire à nos résultats. 

2.2.4 Conclusion sur la caractérisation du greffage   

Les caractérisations des produits CMP-G par spectroscopie (UV, IR, RMN) apportent des 

résultats complémentaires et illustrent le succès des greffages réalisés. En effet, ces 

techniques ont permis (i) de détecter la présence des molécules d’aminogaïacol liée de façon 

covalente (lien amide détecté par IR) au polysaccharide. Nous rappelons que les étapes de 

purifications utilisées notamment la dialyse contre de la soude NaOH 0,1 M pendant 24 h ont 

permis d’éliminer l’aminogaïacol encore libre dans les solutions obtenues après réaction. Les 

méthodes de caractérisation ont également permis (ii) de quantifier le greffage. 

 

La réaction menée est reproductible et la voie de couplage choisie (activateur de type 

carbodiimide) s’est avérée efficace en fournissant des taux de greffage expérimentaux en 

aminogaïacol (DSexp(Ga)) élevés. 

2.3 Conclusion générale sur les synthèses des CMP greffés aminogaïacol  

Le greffage de l’aminogaïacol a été effectué dans des solvants différents en raison de la 

différence de solubilité des réactifs : aminogaïacol et CMP. Nous avons en premier lieu choisi 

le DMSO comme milieu réactionnel. Des essais de greffage de l’aminogaïacol en milieu 

DMSO ont été réalisés en partant de CMP sous forme de différents sels afin de jouer sur la 

solubilité du polysaccharide et/ou sur l’accessibilité aux fonctions carboxylate lors de la 

réaction. L’aminogaïacol a été ajouté en excès par rapport au CMP soit avec un nombre de 
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mole n(NH2GA) qui était 2 fois supérieur à celui du CMP (n(CMP)) pour tous les essais 

réalisés. La réaction s’est déroulée en présence d’agents activateurs (DCCI et DMAP) afin de 

faciliter le greffage et/ou d’améliorer les rendements. Tous les produits synthétisés étaient 

solubles dans l’eau à l’exception du dérivé obtenu à partir du CMP sous la forme CMP-

COOH (soit le produit CMP-NH-GA4).  La caractérisation des produits solubles a permis dans 

certains cas de détecter la présence de greffons aminogaïacol mais en quantité trop faible et 

non quantifiable. La synthèse de greffage de l’aminogaïacol en milieu DMSO n’a pas conduit 

à des résultats satisfaisants. 

Nous avons donc cherché à améliorer par la suite la synthèse en changeant la nature du 

solvant de réaction. Après avoir remarqué que l’aminogaïacol était soluble en milieu acide, 

nous avons décidé d’effectuer le greffage de l’aminogaïacol en milieu acide aqueux. 

Notamment, des essais ont été réalisés en milieu acide (pH 4,5) aqueux, en partant du CMP 

sous la forme CMP-COONa, en présence d’agent activateur EDCI et en variant le degré 

DSthéo(Ga) soit égal à « 2 » (excès) ; 1 ; 0,5 et 0,25. Tous les produits synthétisés étaient 

solubles dans l’eau à l’exception du dérivé obtenu avec un nombre de mole n(NH2GA) en 

excès soit avec le DSthéo(Ga) égal à « 2 ».  La caractérisation des produits solubles a permis de 

détecter et de quantifier les greffons aminogaïacol. La reproductibilité de la synthèse en 

milieu aqueux a également été évaluée et prouvée. 

 

Le mode de synthèse en milieu aqueux est à privilégier par rapport aux synthèses en milieu 

organique pour plusieurs raisons : l’efficacité du greffage, la durée de réaction est plus courte, 

la température plus faible, l’utilisation de solvant et d’activateur non toxiques. 

 

 

Remarque : Dans la suite de ce chapitre, nous nous intéresserons uniquement aux dérivés 

greffés solubles et synthétisés en milieu aqueux. Tous les produits seront annotés CMP-Gx 

avec x correspondant au DSexp(Ga) moyen obtenu par RMN. 

Au vu des applications visées en formulation aqueuse, des analyses physico-chimiques sur le 

CMP et les produits greffés CMP-Gx ont été réalisées afin d’étudier leur comportement en 

milieux dilué, semi-dilué et concentré. Les études menées sont décrites dans la suite du 

rapport. 
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3 Etudes physico-chimiques  

3.1 Milieu dilué et semi-dilué 

3.1.1 Couplage SEC/MALLS/DRI/Visco 

Le couplage SEC/MALLS/DRI/Visco a permis de déterminer des grandeurs physico-

chimiques intrinsèques et caractéristiques (Mn, Mw, Rh, [ɳ]) du CMP précurseur et de chaque 

polymère greffé CMP-Gx en solution, en régime dilué. La Figure C-7 présente les profils 

d’élution des dérivés CMP-Gx et de leur précurseur CMP à 1 g.L
-1

 en milieu phosphate salin 

(PBS) 0,15 M pH 7,4 ainsi que la distribution des masses molaires. Le tableau C-6 regroupe 

toutes les informations recueillies concernant les grandeurs macromoléculaires des 

échantillons. Le calcul de la quantité de polymère analysé (aire sous le pic du signal 

réfractométrique) ramené à la quantité injectée montre que les fractions en produit récupérés 

sont en général de l’ordre de 90% pour un échantillon donné. Les résultats sont donc 

représentatifs de la totalité de l’échantillon injecté. 

 

Figure C-7. Profils d’élutions des dérivés CMP-Gx dans du PBS à 0,15 M; CMP DS 0,96 (rouge), 

CMP-G0.16 (bleu), CMP-G0.37 (vert), CMP-G0.58 (orange). Signaux de diffusion de lumière (LS) : trait 

plein. Courbes obtenues par le détecteur réfractomètre (DRI) : trait discontinu. Distribution des masses 

molaires (rond plein). 
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Les profils d’élution présentent les signaux obtenus en diffusion de lumière (LS) qui sont 

proportionnels à la masse molaire et à la concentration des fractions éluées et les courbes 

obtenues par le réfractomètre différentiel (DRI), uniquement proportionnelles à la 

concentration des fractions éluées.  

L’allure des courbes (DRI et LS) des CMP-Gx est différente de celle du précurseur CMP. On 

observe globalement des profils qui se déportent vers les forts volumes d’élution lorsque le 

DS(Ga) augmente. L’effet semble particulièrement sensible pour l’échantillon le plus modifié. 

En se basant sur le principe de séparation des macromolécules en fonction de leur taille 

(SEC), cette évolution est signe d’une diminution notable des volumes hydrodynamiques des 

CMP-Gx. Nous pouvons l’expliquer de deux manières : (a) par une diminution des masses 

molaires en nombre et en poids (Mn et Mw) en raison d’une potentielle dégradation du 

polysaccharide au cours de la réaction de greffage ou (b) par la compacification des pelotes 

due à l’apparition d’associations hydrophobes principalement intramoléculaires en régime 

dilué entre les greffons aminogaïacol. L’observation des distributions des masses molaires sur 

la Figure C-7 semble orienter vers la 2
ème

 hypothèse (b).  

Pour une meilleure compréhension du comportement des échantillons en solution, nous allons 

nous intéresser aux grandeurs macromoléculaires recueillies suite aux analyses (tableau C-6). 

 

Tableau C-6 : Grandeurs macromoléculaires caractéristiques des polymères CMP et CMP-Gx 

déterminés par couplage SEC/MALLS/DRI/Visco à une concentration en échantillon C = 1,0 g 

L
-1

 et dans un milieu PBS 0,15 M. 

 Mn 

(g mol
-1

) 

Mw 

(g mol
-1

) 

Mo 
(a)

 

(g mol
-1

) 

DPn 

apparent 

(Mn/M0) 

Rh (n) 

(nm) 

x 

pente 

Rg vs M
(b)

 

[ɳ]n 

(mL g
-1

) 

Masse 

récupérée 

(%) 

CMP 

 

143 000 

(± 1,6 %) 

229 000 

(± 0,4 %) 

239 598 12,6 

(± 0,5 %) 

0,69 

(± 0,2%) 

100 

(± 1,0 %) 

96 

 

CMP-G0.16 166 000 

(± 1,6 %) 

262 000 

(± 0,6 %) 

255 651 12,3 

(± 0,5 %) 

0,61 

(± 0,3%) 

77 

(± 1,1 %) 

90 

 

CMP-G0.37 181 000 

(± 1,4 %) 

294 000 

(± 0,6 %) 

276 656 10,9 

(± 0,6 %) 

0,57 

(± 0,5%) 

52 

(± 1,3 %) 

92 

 

CMP-G0.58 279 000 

(± 2,1 %) 

307 000 

(± 1,7 %) 

297 939 8,9 

(± 1,9 %) 

0,49 

(± 4,5 %) 

16 

(± 5,2 %) 

75 

a 
: Mo est la masse molaire de l’unité de répétition déterminée par le calcul : 162 + 80DSCOONa + 99,15 DS(Ga). 

b 
: pente de la courbe Rg vs M

 
déterminée pour des valeurs de Rg (supérieures à 10 nm). 
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On constate que les masses molaires Mn et Mw des dérivés CMP-Gx augmentent comparées à 

celles du précurseur CMP, ce qui semble bien exclure la première hypothèse de dégradation. 

L’augmentation de ces masses molaires n’est pas uniquement la conséquence de 

l’augmentation naturelle après greffage de la masse M0  du motif de répétition (monomère) qui 

devrait alors conduire à des valeurs de DPn (degré de polymérisation moyen en nombre) 

constantes. En effet, on remarque que les valeurs des DPn calculées augmentent avec le 

DS(Ga), il s’agit donc ici de DPn apparents. Ce résultat s’explique donc par la présence de 

structures agrégées et met en évidence un caractère associatif des CMP-Gx (association entre 

greffons aminogaïacol). La présence d’agrégats en faible quantité et très compacts est donc la 

conséquence d’interactions intermoléculaires qui s’établissent probablement en faible nombre 

par rapport aux associations intramoléculaires logiquement plus favorables en régime dilué.   

Par ailleurs et confirmant les observations rapportées plus haut quant aux déplacements des 

pics vers les forts volumes d’élution (i.e. faibles volumes hydrodynamiques), on note que les 

viscosités intrinsèques ([ɳ]) et les rayons hydrodynamiques (Rh) diminuent considérablement 

et ce d’autant plus que le DSexp(Ga) augmente. Ces évolutions témoignent ainsi de l’existence 

de structures de plus en plus denses et compactes des pelotes CMP-Gx en solution. Cette 

conformation est la conséquence d’interactions essentiellement intra voire intermoléculaires 

(agrégats compacts en faible quantité) entre greffons hydrophobes.  

 

Les dimensions des macromolécules en solution sont en général également illustrées par les 

valeurs des rayons de giration (Rg). Cependant ces dernières ne sont pas fournies dans le 

tableau C-6 car elles n’ont pas été accessibles par la technique de diffusion de lumière sur 

l’ensemble du domaine des courbes d’élution. Précisément, aux forts volumes d’élution, la 

diffusion d’intensité de lumière des particules devient isotrope (pas de dépendance angulaire) 

en raison des tailles trop petites (inférieures à 10 nm) dues à l’apparition des structures 

compactes des pelotes CMP-Gx.  

Pour confirmer la conformation compacte, il est cependant possible de donner une 

représentation Rg = f (M) en échelle bi-logarithmique dans le cas de chacun des échantillons 

et pour des valeurs de Rg supérieures à 10 nm. Les courbes correspondantes sont présentées 

sur la Figure C-8. Elles varient de manière linéaire traduisant bien une relation en loi 

d’échelle du type Rg~M
x
 avec ‘x’ la pente caractéristique de la conformation adoptée par les 

polymères en solution. La conformation est plutôt rigide pour des pentes proches de 1, en 

pelote statistique flexible pour des pentes proches de 0,6-0,7 et en conformation globulaire 

pour des pentes proches de 0,3. Ici, les valeurs des pentes ‘x’ (Figure C-8 et Tableau C-6) sont 
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comprises entre  [0,5 – 0,7]. Cela illustre plutôt une conformation de pelote statistique assez 

flexible. Cependant, on constate une diminution de ‘x’ lorsque le DSexp(Ga) augmente, ce qui 

semble bien confirmer l’hypothèse de compacification qui a déjà été mise en avant.  

 

Figure C-8 : Représentation bilogarithmique Rg =f (M)  pour le CMP (rouge) et les dérivés 

CMP-G0.16 (bleu), CMP-G0.37(vert) et CMP-G0.58 (orange) dans le solvant PBS 0,15 M, à 25°C 

et à C = 1 g.L
-1

. 

 

Discussion sur la conformation compacte des dérivés CMP-Gx en solution : 

Le comportement des produits CMP-Gx en solution est différent de celui du CMP précurseur. 

Cela est favorisé par le caractère amphiphile des dérivés greffés : l’hydrophilie est apportée 

par le polysaccharide et l’hydrophobie par les molécules aminogaïacol greffées. 

Thermodynamiquement, ces greffons cherchent à se rapprocher entre eux de manière à limiter 

le plus possible le contact avec l’eau. Ils vont donc établir des associations intra- et 

intermoléculaires en solution (comme évoqué plus haut) et créer ainsi des zones ou micro-

domaines (clusters) hydrophobes. 

Dans le cas des dérivés CMP-Gx, les interactions entre greffons NH2GA hydrophobes 

entrainent la compacification des pelotes des dérivés CMP-Gx en solution. En tenant compte 

du fait que les macromolécules sont en milieu dilué (en théorie ‘isolées les unes des autres’), 

cela sous-entend une prédominance des associations intramoléculaires. Il y a donc des chaines 

individuelles de polysaccharides compactes en solution. Cependant, il faut noter que les 

associations intermoléculaires (même si elles sont potentiellement peu favorables) existent 

également en milieu dilué
16

. Il y a donc aussi présence de quelques agrégats très compacts eux 
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aussi en solution, expliquant l’augmentation des masses molaires observée pour les 

échantillons greffés.  

Par ailleurs, on peut souligner le fait que l’établissement des arrangements hydrophobes est 

aussi renforcé dans les conditions d’analyses car les échantillons sont étudiés en milieu salin. 

En effet, la présence de sel favorise un écrantage des groupements carboxylate du CMP 

conduisant à une diminution des répulsions électrostatiques et favorisant ainsi le 

rapprochement des chaînes de polysaccharides par association hydrophobe.  

Une illustration du comportement des dérivés CMP-Gx en solution est fournie schéma C-5. 

 

 

Schéma C-5 : Illustration du caractère associatif d’un dérivé CMP-Gx en milieu dilué 

 

Le caractère associatif de polymères greffés en solution aqueuse a déjà été très étudié sur 

d’autres systèmes avec des polysaccharides et/ou des groupements hydrophobes différents. 

Comme exemples, on peut citer : (1) des systèmes CMP greffés avec des chaines linéaires 

alkyles (C8) et des taux variables de greffons hydrophobes compris entre 7 et 45 %
16 

ou 

encore (2) des polyesters aliphatiques (poly(-caprolactone) (PCL)) greffés sur de l’alginate 

avec des taux de greffage compris entre 3,5 et 15 %
17
. Il a été démontré d’une manière 

générale que plusieurs paramètres entrent en jeu pour permettre l’établissement de ces 

interactions hydrophobes notamment : la nature du polysaccharide (neutre ou chargé)
10

, la 

nature des greffons (chaine alkyle courte ou longue)
16,6 

et/ou
  

les proportions en 

greffons
16,6,18,19

 ou encore le solvant d’étude (eau ou milieu salin)
17,20,21,22

. 

intéractions
intermoléculaires

intéractions
intramoléculaires

greffons NH2GA

chaine de polysaccharide

cluster hydrophobe
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3.1.2 Etude viscosimétrique 

Les mesures de viscosités des solutions CMP et CMP-Gx en milieu PBS 0,15 M ont été 

réalisées à différentes concentrations et à un cisaillement faible et fixé 1 s
-1

 à 25°C (LS400 

Lamy Rheology, France), après avoir vérifié le caractère newtonien des solutions d’études. 

Comme détaillé dans la partie matériels et méthodes, ces mesures nous permettent de 

remonter aux viscosités intrinsèques [ɳ] ainsi qu’aux concentrations de recouvrement C* et 

C**, délimitant les régimes dilué, semi-dilué et concentré. Par la suite nous nous sommes 

intéressés uniquement aux concentrations C*. 

3.1.2.1 Détermination des viscosités intrinsèques [ɳ] 

La Figure C-9 illustre les représentations de Huggins ɳred = f(C) (Eq.1) obtenues pour le CMP 

et les dérivés CMP-Gx. Nous rappelons que la viscosité intrinsèque [ɳ] représente l’ordonnée 

à l’origine des droites.   

     
    

 
          

    Eq.C1 

 

Figure C-9. Représentation de la viscosité réduite ɳred en fonction de la concentration en polymère 

pour le CMP précurseur et les dérivés CMP-Gx dans le solvant PBS 0,15 M à 25°C et à un cisaillement 

fixé à 1s
-1

. 

 

On remarque que les viscosités des dérivés greffés restent faibles comparées à celles du 

précurseur CMP sur tout le domaine de concentration d’étude [2,5 - 60 g.L
-1

]. A concentration 
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fixe, on observe une baisse de la viscosité qui est accentuée par l’augmentation du taux de 

greffage en aminogaïacol DS(Ga). 

D’une manière générale, l’extrapolation des droites à concentration nulle (C = 0) conduit à la 

valeur de la viscosité intrinsèque [ɳ] du produit d’étude. La pente permet de calculer la 

constante de Huggins. Les valeurs des viscosités intrinsèques [ɳ] ainsi que les coefficients de 

Huggins (KH) déterminées à partir des équations de droites sont présentées dans le tableau C-

7. 

Tableau C-7 : Valeurs des viscosités intrinsèques [ɳ] et des 

coefficients de Huggins (KH) du CMP et des dérivés CMP-Gx. 

 CMP CMP-G0.16 CMP-G0.37 CMP-G0.58 

[ɳ]  mL/g 116 60 31 8 

KH 0,4  1 2,4 18 

[ɳ]n mL/g 
(a)

 100 77 52 16 

a
: Viscosités intrinsèques déterminées par SEC/MALLS/DRI 

 

Le CMP étudié (DS(COONa) = 0,96) possède une viscosité intrinsèque [ɳ] en milieu salin 

(PBS 0,15 M) égale à 116 mL.g
-1 

et une valeur de KH égale à 0,4. Pour comparaison, Simon et 

al.
16

 ont déterminé une valeur [ɳ] = 220 mL.g
-1 

avec KH = 0,2 dans le cas d’un CMP 

((DS(COONa) = 0,85) et en milieu salin NaCl de force ionique légèrement plus faible 0,1 M. 

La valeur de KH déterminée (0,4) pour le CMP d’étude est en général observée dans le cas de 

polymère non associatif
19

 et en bonnes conditions de solvatation
23

. 

En comparaison avec le CMP, on observe une baisse notable des valeurs de viscosités 

intrinsèques [ɳ] des dérivés CMP-Gx accentuée lorsque le DS(Ga) devient important. 

Rappelons que la viscosité intrinsèque reflète le volume hydrodynamique des chaines isolées 

de polymères en solution. Cela illustre et confirme bien des tailles de pelotes en solution de 

plus en plus petites avec le DS(Ga) qui augmente. Ces résultats vont dans le même sens que 

ceux obtenus par le couplage SEC/MALLS/DRI/Visco. On constate qu’il existe de légères 

différences au niveau des valeurs des viscosités intrinsèques déterminées par viscosimétrie et 

celles obtenues en SEC/MALLS/DRI/Visco. Cela peut être expliqué par le fait qu’avec le 

viscosimètre Low shear (LS400), les valeurs des viscosités ont été déterminées par 

extrapolation (Loi de Huggins) et en travaillant en batch (coexistence de chaines compactes 

isolées et d’agrégats). 
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De plus, il faut également noter une forte augmentation de la valeur du paramètre de Huggins 

KH avec le DS(Ga). De nombreuses études expliquent ces fortes valeurs de KH par la présence 

de fortes interactions polymère-polymère, ce qui tend bien à confirmer nos conclusions 

précédentes quant à une tendance à l’agrégation des polymères greffés
24,16,25

.  

Tous ces résultats soutiennent l’hypothèse de la présence en solution de chaines compactes et 

d’agrégats très compacts comme abordé précédemment.  

3.1.2.2 Détermination des concentrations critiques de recouvrement  

La concentration critique de recouvrement C* est définie comme la concentration à laquelle 

les macromolécules occupent tout le volume de la solution et commencent à entrer en contact. 

Elle délimite le régime dilué et semi-dilué. 

Dans le cas du CMP et précisément en régime dilué, on peut considérer que toutes les chaines 

isolées en solution sont sous forme de pelotes statistiques et possèdent des tailles quasi 

similaires (à la notion de dispersité en taille près). La notion de C* est alors uniquement reliée 

à l’occupation stérique du volume de la solution par les chaînes de polymère. Lorsqu’on 

s’intéresse aux dérivés greffés, comme démontré dans les parties précédentes, la présence des 

greffons aminogaïacol influe sur la conformation des chaines isolées en solution en raison 

d’interactions hydrophobes. En effet, il y a coexistence de chaines individuelles et d’agrégats 

compacts en solution. Ce qui conduit à une dispersité plus importante des tailles des pelotes 

statistiques. Dans notre cas, les conformations compactes traduisant des volumes 

hydrodynamiques plus faibles devraient logiquement s’accompagner de C* plus importantes. 

Plus important encore, l’occupation du volume de la solution par les chaines de polymère 

serait conditionnée par un aspect stérique (comme pour le précurseur) mais pourrait 

également l’être aussi par l’établissement d’associations hydrophobes intermoléculaires de 

plus en plus fréquentes à mesure que la concentration en polymère augmente. Nous avons 

même montré dans une étude précédente (CMP greffé avec des chainons alkyles C8) qu’il 

fallait aussi envisager dans certains cas la bascule entre associations intramoléculaires et 

associations intermoléculaires quand la concentration augmente
16

. En tenant compte de ces 

facteurs, il serait alors plus juste de parler, dans le cas des dérivés CMP-Gx, d’une 

concentration critique Ccr au lieu d’une concentration C*. Pour faciliter la suite du rapport, 

nous parlerons pour tous les produis de Ccr. 

La Figure C-10 illustre les représentations en échelles bilogarithmiques des viscosités 

spécifiques ɳspe = f(C) obtenues pour les CMP et dérivés CMP-Gx. 
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Figure C-10. Représentation de Utracki and Simha. Viscosité spécifique ɳspe en fonction de la 

concentration (en g.L
-1

) en polymère CMP et CMP-G dérivés (CMP-G0.16 et CMP-G0.37) dans le 

solvant PBS 0,15 M à 25°C. 
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On note également que les viscosités des dérivés greffés sont toujours inférieures, à 

concentration égale, à celles du CMP en régimes dilué et semi-dilué. 

Remarque : Nous n’avons pas atteint la Ccr du CMP-G0.58 dans les conditions de 

concentrations d’études.  

Les concentrations critiques Ccr  déterminées sont égales à 42, 55 et 67 g.L
-1

 respectivement 

pour le CMP, le CMP-G0.16 et le CMP-G0.37. On observe alors une augmentation des Ccr  avec 

le DS(Ga). Cette évolution était prévisible et est en accord avec les premières conclusions. En 

effet, les tailles des pelotes CMP-Gx sont plus petites que celles du CMP. Elles occupent alors 

moins d’espace en solution comparées aux pelotes du CMP. Il faudrait donc plus de 

macromolécules (concentration plus importante) dans le cas d’un CMP-Gx en solution avant 

qu’elles ne puissent entrer en contact (illustration schéma C-6). En revanche, ces résultats 

indiquent aussi que les connexions intermoléculaires ne semblent pas s’établir facilement et 

que les pelotes (ou agrégats) restent bien compactes même quand la concentration en 

polymère augmente. En d’autres termes il ne semble pas se produire de bascule intra/inter 

dans les domaines de concentration étudiés. Ce résultat pourrait être en faveur d’un 

comportement de type polysavon (‘polysoap’) que nous discuterons plus tard avec les 

résultats en rhéologie. 

 

 

Schéma C-6 : Exemple d’illustration des pelotes du CMP et de celles d’un dérivé CMP-Gx en solution 

à une concentration fixe C (< Ccr). 

Les dérivés CMP-Gx étudiés présentent bien un caractère associatif, mis en avant par 

couplage SEC/MALLS/DRI/Visco et par viscosimétrie en régime dilué et semi-dilué. Au vu 

des résultats obtenus (Rh, [ɳ], Ccr), il semble que les interactions intramoléculaires soient 

prédominantes en régimes dilué et semi-dilué. Ce type de comportement de dérivés greffés a 

CMP CMP-Gx
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déjà été mis en avant avec des groupements hydrophobes quasi-similaires sur le CMP. 

Précisément, Carpov et al.
26

 ont greffé des groupements amines aromatiques (le 1-

aminopyrène ou adénine) sur un carboxyméthylpullulane avec des degrés de substitutions 

faibles ( 6 %). Suite à des études par viscosimétrie, ils ont mis en avant des viscosités des 

dérivés greffés inférieures à celle du précurseur CMP et ce, en régimes dilué et semi-dilué 

(solvant NaCl 0,1 M).  

Par ailleurs, dans le cas de chaînes perfluorées linéaires courtes (C8 ou C10) greffées sur un 

CMP avec des taux de greffage faibles (5%), Glinel et al.
10

 mettent en avant en régime dilué, 

des viscosités intrinsèques des produits greffés faibles comparées à celle du CMP. Les auteurs 

montrent au contraire qu’en régime semi-dilué, les viscosités des solutions de dérivés greffés 

augmentent de manière drastiques comparées à celle du CMP (mise en avant d’interactions 

intermoléculaires). Les études ont été réalisées en milieu salin NaCl 0,1 M. 

Comme autre exemple, dans le cas de dérivés CMP greffés par des chaînes linéaires longues 

(C16) avec des degrés de substitution faibles (4,5 et 6,8 %), Bataille et al.
6
 observent des 

viscosités intrinsèques qui augmentent par rapport à celle du précurseur (larges agrégats).  Les 

études ont été effectuées en milieu salin NaCl 0,1 M. 

D’une manière générale, on comprend que les comportements en milieu salin de dérivés 

greffés obtenu à partir d’un CMP dépendent de plusieurs paramètres. Comme par exemple, la 

nature du greffon (aromatique, linéaire), la longueur des chaînes de greffons ou encore le 

régime de concentrations. 

3.1.3 Fluorescence 

Afin de confirmer le caractère associatif des dérivés CMP-Gx, nous avons également réalisé 

des mesures par spectroscopie de fluorescence au pyrène. Elles ont été effectuées sur des 

solutions de CMP et des dérivés CMP-Gx en présence du pyrène à 4.10
-7

 M. Les solutions de 

polymères (1 mL) sont préparées dans les domaines de concentrations [0,05 – 12] g.L
-1

. Le 

solvant utilisé est NaCl 0,15 M.  

A titre indicatif, le pyrène est une sonde fluorescente qui émet 5 pics distincts dont le rapport 

du 1
er

 pic au 3
ème

 (I1/I3) est caractéristique de l’environnement du pyrène. D’une manière 

générale, une valeur élevée du rapport I1/I3 du pyrène traduit la présence d’un environnement 

polaire. Lorsque le rapport diminue, la sonde fluorescente se retrouve alors dans un 

environnement de plus en plus apolaire. A titre d’exemple, une valeur de I1/I3 de l’ordre de 
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1,6 est observée dans le cas de l’eau. On obtient un rapport égal à 1,1 dans l’éthanol et voisin 

de 0,6 dans le cas de solvant hydrocarboné
19

.  

L’évolution du rapport I1/I3 des pics du pyrène en fonction de la concentration en polymère 

est présentée sur la Figure C-11. 

 

 

Figure C-11 : Evolution du rapport I1/I3 des bandes d’intensité du pyrène en fonction de la 

concentration (en g.L
-1

) en polymère, dans le solvant NaCl 0,15 M, à 25°C pour le CMP et les dérivés 

CMP-Gx : CMP (rouge); CMP-G0.16 (bleu); CMP-G0.37 (orange); CMP-G0.58 (vert). 

 

En présence du CMP, le rapport I1/I3 du pyrène est proche de 1,6 et reste logiquement 

constant quelle que soit la concentration en CMP. Cela témoigne de la présence du pyrène 

dans un environnement polaire.  

A l’opposé, ce rapport varie avec la concentration en dérivés greffés, on observe précisément 

deux tendances. Pour les plus faibles concentrations en polymère CMP-Gx, (a) une faible 

diminution du rapport I1/I3 qui varie peu avec la concentration en polymère greffé. Pour les 

concentrations plus importantes, (b) on constate une diminution beaucoup plus marquée et 

progressive du rapport I1/I3. Plus précisément, en présence des dérivés CMP-Gx, on passe 

d’une valeur initiale (faible concentration) voisine de 1,6 (excepté pour le plus fort taux de 

greffage pour lequel la valeur initiale est autour de 1,45) à une valeur finale voisine de 1,1. 

Cette évolution traduit bien le passage du pyrène d’un environnement polaire vers un milieu 

plus apolaire. Ce comportement pourrait traduire la présence en solution des clusters 

hydrophobes (déjà évoqués). 
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La rupture de pente dans l’évolution du rapport I1/I3 des pics du pyrène en fonction de 

la concentration en polymère est souvent assimilée, dans le cas des dérivés amphiphiles 

(comme CMP-Gx) à une concentration d’agrégation critique (CAC)
27,28

. On considère alors 

que la CAC correspond à la formation de zones hydrophobes stables, conséquence des 

interactions intra et/ou intermoléculaires entre greffons NH2GA. 

Les CAC déterminées sont égales à 1,2 ; 0,6 et 0,15 g L
-1

 respectivement pour les dérivés 

CMP-G0.16, CMP-G0.37 and CMP-G0.58. On constate donc une diminution sensible des CAC 

lorsque le DS(Ga) augmente. Il y a donc une corrélation directe entre CAC et nombre de 

greffons sur la chaîne de polymère. A l’instar des tensioactifs et de la concentration micellaire 

critique (CMC), il faut ici une concentration en polymère (i.e. en greffons) 

thermodynamiquement suffisante pour induire la formation de ces interactions. Ainsi plus le 

nombre de greffons sur la chaine est important (i.e. DS(Ga)), plus il est 

thermodynamiquement aisé d’établir les associations hydrophobes en milieux aqueux. 

3.2 Mesures rhéologiques : Etude en écoulement 

Les mesures rhéologiques en mode écoulement ont été effectuées sur le CMP et les dérivés 

CMP-Gx à 50, 100 et 150 g.L
-1 

en milieu semi-dilué. Nous avons utilisé la géométrie double 

cylindre concentrique à 50 et 100 g.L
-1
. Au vu de l’aspect plus visqueux des solutions à 150 

g.L
-1
, nous avons choisi la géométrie cône plan. Les courbes d’écoulement sont présentées sur 

la Figure C-12 sur un domaine de cisaillement compris entre [1-1000] s
-1

. 
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Figure C-12 : Viscosité apparente des solutions de CMP et dérivés CMP-Gx en fonction du taux de 

cisaillement. A) 50 g.L
-1 

géométrie double cylindrique ; B) 100 g.L
-1 

géométrie double cylindrique ; C) 

150 g.L
-1 

géométrie cône plan avec CMP (bleu), CMP-G0.16 (gris), CMP-G0.37 (orange), CMP-G0.58 

(vert). 
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Le CMP et les dérivés CMP-Gx présentent un caractère newtonien quelle que soit la 

concentration d’étude et quel que soit le cisaillement appliqué, à l’exception du CMP-G0.58  à 

150 g.L
-1

. 

D’une manière générale, à l’exception du CMP le plus greffé à 150 g.L
-1

, les viscosités des 

dérivés CMP-Gx restent toujours inférieures à celle du précurseur CMP. On constate 

également qu’elles diminuent lorsque le taux de greffage DS(Ga) augmente. Il faut noter que 

le CMP-G0.58 se démarque le plus avec des valeurs de viscosités très faibles comparées à 

celles du CMP (environ une décade) à 50 et 100 g.L
-1

. Ce type de comportement rhéologique 

se rapproche clairement de celui d’un polysavon.  

 

Le concept des polysavons a été introduit par Ulrich P. Strauss dans les années 1950. Les 

polysavons (ou polysoaps) sont définis comme des polymères amphiphiles (souvent 

polyélectrolytes) possédant un taux important de greffons hydrophobes plutôt courts et 

présentant de très faibles viscosités, même à des concentrations élevées en comparaison avec 

leur précurseur. Ils sont encore appelés « polymères intramoléculaires » ou « polymères 

micellaires ». Ils possèdent une grande flexibilité ce qui favorise de forts repliements des 

chaînes de macromolécules en solution. Cela entraine la formation de micro-domaines 

hydrophobes causés par des associations hydrophobes principalement de type 

intramoléculaires
29,30,31,32

. Anton et al.
33

 mettent en avant trois types de modèles illustrant ces 

interactions hydrophobes intramoléculaires de polysavons. Ces derniers sont présentés sur le 

schéma C-7. Le CMP-G0.58 illustre bien le cas d’un polymère flexible greffé avec une quantité 

importante de groupements hydrophobes courts d’aminogaïacol. Un autre exemple de schéma 

illustrant les interactions intramoléculaires hydrophobes conduisant au repliement d’une 

chaine d’un polysavon en solution est également présenté (schéma C-8). 
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Schéma C-7 : Modèles de « micelles de polymères » formées par des polysavons. (a) micelle locale, 

(b) micelle régionale, (c) micelle moléculaire. D’après Anton et al.
33

 

 

 
Schéma C-8 : Représentation schématique des propriétés en solution du polysavon chitosane greffé 

par  un composé ammonium quaternaire palmitoyl glycol (d’après Uchegbu et al.
34

). 

 

Par ailleurs, à 150 g.L
-1

, le CMP-G0.58 met en avant un caractère rhéologique surprenant et 

différent des autres dérivés. Sa viscosité est supérieure à celle du CMP précurseur et de ses 

homologues moins greffés. Ce comportement traduit qu’à cette concentration l’établissement 

de connexions intermoléculaires devient possible. Plus étonnant encore, pour de faibles 

valeurs de cisaillements (5 – 30 s
-1

), la viscosité apparente du CMP-G0.58 augmente 

sensiblement, ce qui traduit un caractère rhéoépaississant (a). Pour des cisaillements plus 

importants, une baisse de viscosité est observée, cette évolution plus classique est attribuée à 

un fluide de type rhéofluidifiant (b). 
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Ces deux comportements témoignent de réarrangements au sein de la structure du CMP-G0.58 

sous l’effet du cisaillement qui peuvent être expliqués de la manière suivante :  

(a) le caractère rhéoépaississant pourrait être la conséquence du cisaillement faible qui 

permettrait l’orientation des chaînes et la déstructuration des interactions intramoléculaires 

rendues ainsi disponibles pour établir des associations intermoléculaires. Il en résulterait la 

formation d’un réseau expliquant l’augmentation de la viscosité.  

(b) le caractère rhéofluidifiant doit être logiquement la conséquence aux forts cisaillements de 

la déstructuration du réseau physique précédemment organisé autour des associations 

intermoléculaires (au cours de la phase rhéoépaississante). Le schéma C-9 illustre le 

comportement du CMP-G0.58 à 150 g.L
-1 
qui vient d’être décrit. 

 

 

Schéma C-9 : Illustration du comportement du dérivé CMP-G0.58 en solution sous l’effet du 

cisaillement. 

 

3.3 Conclusion sur les propriétés physico-chimiques 

Les études physico-chimiques nous ont permis de mettre en avant un caractère associatif des 

dérivés greffés amphiphiles en milieu salin dans les régimes dilué et semi-dilué. Ce 

comportement est la conséquence de la présence d’interactions intra et intermoléculaires 

conduisant à l’établissement de domaines hydrophobes (clusters) en solution. 

D’une manière générale, il faut noter que les associations intramoléculaires semblent 

prédominantes en milieu dilué mais également en régime semi-dilué. Cela conduit à des 

conformations des dérivés sous forme de pelotes statistiques denses, compactes et de tailles 

inférieures à celle du CMP. Il en résulte des valeurs de viscosités faibles des solutions de 

CMP-Gx comparées à celle du CMP. Ce comportement observé est marqué lorsque le DS(Ga) 

augmente et traduit bien des polymères greffés de type polysavon. 

Cependant, le dérivé CMP-G0.58 s’est démarqué des autres produits avec un gain de viscosité 

important comparé au CMP à 150 g.L
-1

 et un comportement rhéoépaississant aux faibles 

gradients de cisaillement assez atypique. 

 

Cisaillement Cisaillement 

Réseau Glissement des chaînes
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Ces propriétés physicochimiques pourraient avoir leur importance dans l’interprétation des 

résultats concernant les études des propriétés antioxydantes et antibactériennes qui sont 

maintenant abordées.  

4 Propriétés antioxydantes  

Les activités antioxydantes de la molécule non greffée (aminogaïacol), du CMP et des 

produits greffés (CMP-Gx) ont été évaluées face au radical DPPH•.  

4.1 Aminogaïacol vs radical DPPH. 

Les propriétés antioxydantes de l’aminogaïacol ont été évaluées vis-à-vis du radical DPPH• 

pour des valeurs de concentrations (C(NH2GA)) comprises entre [0,0488 – 3,125] µg.mL
-1

 en 

milieu éthanol. 

Les pourcentages de piégeage du radical DPPH• déterminés sont fournis sur la Figure C-13. 

Rappelons que le calcul du pourcentage a été explicité dans la partie Matériel et Méthodes et 

se traduit par l’équation Eq.C2. 

 

                                
                                                   

                 
             

 

Nous avons également évalué les propriétés antioxydantes de l’aminogaïacol face au radical 

cation ABTS•+. Le domaine de concentration en aminogaïacol (C(NH2GA)) étudié est 

similaire à celui utilisé pour les tests qui ont été réalisés en présence du radical DPPH•. Les 

pourcentages de piégeage du radical cation ABTS déterminés au moyen de calculs similaires 

sont également fournis sur la Figure C-13. 
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Figure C-13 : Pourcentages moyens de piégeage du radical DPPH• par l’aminogaïacol. Analyse au 

temps t = 5 min (mesures réalisées en triplicat). 

On constate que les pourcentages de piégeage du radical DPPH• et du radical cation ABTS•+ 

augmentent avec la concentration en aminogaïacol (C(NH2GA)). Ces évolutions s’établissent 

de manière linéaire sur le domaine de concentrations d’étude (voir Figure C-14).  

L’activité antioxydante d’un composé est souvent exprimée au moyen de la concentration 

inhibitrice à 50% (IC50). A cette concentration, le pourcentage de piégeage du radical DPPH• 

(ou du radical cation ABTS) atteint est de 50 %. Dans notre cas, la IC50 en aminogaïacol notée 

IC50(NH2GA) est égale à 1,9 µg.mL
-1

 (soit 13,7 µmol.L
-1
) dans le cas du radical DPPH•. Une 

IC50(NH2GA) du même ordre de grandeur et égale à 1,5 µg.mL
-1

 (soit 10,8 µmol.L
-1

) à été 

déterminée dans le cas du radical cation ABTS•+.  

L’aminogaïacol possède donc un fort pouvoir antioxydant en comparaison avec des molécules 

à structures chimiques de type phénoliques proches de la sienne. Précisément, la molécule 

NH2GA est environ deux fois plus active que son précurseur le gaïacol
35

 (IC50 = 4,15 µg.mL
-1

 

ou 33,5 µmol.L
-1
) ou encore comparé à l’acide férulique

36
 (IC50 = 5,4 µg.mL

-1 
ou 27,8 

µmol.L
-1
) face au radical DPPH•. Elle est également environ 6 fois plus efficace que 

l’eugénol
37

 (11,7 µg.mL
-1 

ou 71.3 µmol.L
-1
) face au radical DPPH•. 
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Par la suite, nous présenterons les résultats obtenus suite à l’évaluation de l’activité 

antioxydante du CMP et des dérivés CMP-Gx face au radical DPPH•. 

4.2 CMP et dérivés CMP-Gx vs radical DPPH. 

4.2.1 CMP vs radical DPPH. 

L’activité antioxydante du CMP a été évaluée vis-à-vis du radical DPPH• pour des valeurs de 

concentrations en CMP égales à 2,5 ; 5 et 7,5 g.L
-1

. Des exemples de courbes obtenues suite 

aux mesures d’absorbances des solutions (CMP + DPPH•) dans un mélange PBS 0,15 M / 

Ethanol (50/50) par UV-visible sont présentés Figure C-14.  

 

 

Figure C-14 : Courbes du CMP en présence du DPPH obtenues en UV-visible dans un mélange 

PBS/Ethanol. Radical DPPH• (en rouge), CMP (en vert, pointillés), CMP en présence du radical 

DPPH• (en vert, trait plein). C (CMP) = 2,5 g.L
-1

 

 

La courbe du radical DPPH• présente une bande d’absorption entre [420 - 600] nm. On 

remarque que la courbe du [CMP + DPPH] présente une bande similaire à celle du radical 

DPPH• ainsi qu’une valeur maximale d’absorbance identique et égale à 0,52 à 517 nm. Le 

CMP ne présente donc aucune activité antioxydante vis-à-vis du radical DPPH• à 2,5 g.L
-1

. 

Nous avons obtenus des résultats similaires aux autres concentrations testées. Il faut par 

ailleurs noter que ces résultats ont été confirmés par des observations visuelles. En effet, il n’y 

a eu aucun changement de coloration du radical DPPH• en présence du polymère CMP. 

Toutes les solutions préparées avec le radical DPPH• (en présence et en absence du CMP) et 

analysées en UV étaient colorées en mauve. 
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4.2.2  CMP-Gx vs radical DPPH• 

Les propriétés antioxydantes des dérivés CMP-Gx ont été étudiées aux mêmes 

concentrations que pour le CMP soit 2,5 ; 5 et 7,5 g.L
-1

. Pour rappel, les mesures 

d’absorbances par UV-visible ont été effectuées sur des solutions (CMP-Gx + DPPH) mais 

également sur des solutions témoins de colorations (rappel partie Matériels et méthodes). Des 

exemples de courbes obtenues sont présentées Figure C-15 (A).  

 

Figure C-15 : Courbes des dérivés CMP-Gx en présence du radical DPPH• obtenues en UV-visible 

dans un mélange PBS/Ethanol A) radical DPPH• (en rouge), témoins de coloration (en pointillés) 

CMP-Gx en présence du DPPH• (trait plein). B) pourcentages de piégeage du radical DPPH• en 

présence des dérivés CMP-Gx. (mesures réalisées en triplicat). Concentrations équivalentes en NH2GA 

notées [NH2GA]eq () sur l’axe de droite. Analyse au temps t = 5 min 

 

Sur la Figure C-15 (A), les courbes des produits greffés (CMP-Gx + DPPH) ne présentent pas 

de pics similaires à celui du radical DPPH•. Précisément, le maximum d’absorption à 543 nm 

-0,1

0,1

0,3

0,5

0,7

0,9

1,1

400 500 600 700 800

Absorbance

Longueur d'onde (nm)

PBS/Ethanol

DPPH

CMP-G0.16 + DPPH

CMP-G0.37 + DPPH

CMP-G0.58 + DPPH

CMP-G0.16 témoin

CMP-G0.37 témoin

CMP-G0.58 témoin

A

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

2,5 5 7,5

[N
H

2G
A

]e
q 

(m
M

)

%
 p

ié
ge

ag
e 

ra
di

ca
l D

PP
H

C (CMP-Gx) g/L

CMP-G0.16

CMP-G0.37

CMP-G0.58

B



Chapitre C – Carboxyméthylpullulane greffé aminogaïacol 

143 

 

qui est observé dans le cas du DPPH• en solvant PBS/Ethanol n’apparaît plus sous forme de 

pic. Bien qu’il se situe dans la montée du pic d’absorption des solutions de polymères elles-

mêmes, on peut noter que ce pic a diminué et n’apparaît plus que sous la forme d’un 

épaulement (surtout pour les dérivés CMP-G0.16 et CMP-G0.37). Par ailleurs, de manière 

visuelle, on remarque que la coloration du DPPH en présence des dérivés CMP-Gx disparait 

pour laisser place à une couleur quasiment proche de celle des produits greffés (brune plus ou 

moins foncée). Les CMP-Gx présentent donc bien des propriétés antioxydantes. Le CMP 

n’étant pas antioxydant, les activités des CMP-Gx sont uniquement apportées par la présence 

des greffons NH2GA. Les pourcentages de piégeage du radical DPPH• en fonction de la 

concentration en CMP-Gx ont été calculés en tenant compte des témoins de coloration et sont 

présentés Figure C-15 (B).  

On constate qu’à concentration fixe en CMP-Gx, les pourcentages déterminés augmentent 

avec le degré de substitution en aminogaïacol DS(Ga). Pour un DS(Ga) fixe, le pourcentage 

de piégeage du radical DPPH• varie très peu (plateau) quelle que soit la concentration en 

produit testée. A 7,5 g.L
-1

, les pourcentages de piégeage maximum déterminés (après 5 min 

d’analyse) sont égaux à 59,7±1,1 %, 67,9±0,4 % et 87,4±1,8 % respectivement pour les 

dérivés CMP-G0.16, CMP-G0.37 et CMP-G0.58. 

 

Remarque : L’effet du temps d’analyse sur les activités antioxydantes des dérivés CMP-Gx a 

également été étudié. Des tests à partir des produits CMP-Gx ont été réalisés à des 

concentrations identiques (2,5 ; 5 et 7,5 g.L
-1
) en faisant varier le temps d’analyse : 10, 20 et 

30 min. Des exemples de pourcentages déterminés à différents temps et à concentration fixe 

en dérivé CMP-Gx (2,5 g.L
-1

) sont présentés sur la Figure C-16. On remarque que les 

pourcentages obtenus restent quasiment-similaires et indépendants du temps. Ces évolutions 

ont été vérifiées à 5 et 7,5 g.L
-1

 en dérivé CMP-Gx.   

 



Chapitre C – Carboxyméthylpullulane greffé aminogaïacol 

144 

 

 

Figure C-16 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH•  desdérivés CMP-Gx en fonctions du temps 

d’analyse, C(CMP-Gx) égale à 2,5 g.L
-1

. (mesures réalisées en triplicat)  

 

Afin de mieux apprécier le pouvoir antioxydant des CMP-Gx, nous nous sommes par la suite 

intéressés à la détermination des IC50 de chacun des dérivés. Les mesures d’absorbance par 

UV ont été effectuées sur des solutions (CMP-Gx + DPPH•) avec des concentrations en CMP-

Gx comprises entre [0,002 – 0,5] mg.mL
-1

 dans un milieu (PBS 0,15 M /Ethanol 50/50 V/V). 

Les pourcentages de piégeage du radical DPPH• obtenus aux concentrations en produits 

CMP-Gx d’étude sont fournis sur la Figure C-17. 
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Figure C-17. A) Pourcentages moyens de piégeage du radical DPPH• en fonction de la 

concentration en produits CMP-Gx -B) Pourcentages moyens de piégeage du radical DPPH• 

en fonction de la concentration équivalente en NH2GA, [NH2GA]eq. Analyse au temps t = 5 

min (mesures réalisées en triplicat). 

 

D’une manière générale, sur la Figure C-17 A), on constate que les pourcentages de piégeage 

du radical DPPH• augmentent avec la concentration en dérivés CMP-Gx. Cette hausse se fait 

de manière rapide dans un premier temps puis finit par atteindre un palier. Ce qui explique la 

faible variation de pourcentages aux concentrations 2,5 ; 5 et 7,5 g.L
-1 

(abordé 

précédemment).  

Les concentrations IC50 déterminées sont égales à 179 µg.mL
-1

, 24 µg.mL
-1

 et 13 µg.mL
-1

 

respectivement pour le CMP-G0.16, CMP-G0.37 et le CMP-G0.58. IC50 diminue donc 

logiquement lorsque le DS(Ga) augmente. Les dérivés CMP-Gx démontrent de fortes activités 

antioxydantes comparées à des systèmes de chitosane greffés qui ont été étudiés dans la 
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littérature. Comme exemple, Aytekin et al.
38

 ont greffé l’acide caféique sur le chitosane. Le 

dérivé obtenu contient 13,6 g d’acide caféique pour 100g de dérivé greffé. Ce produit est 

comparable au CMP-G0.37 en s’intéressant à la quantité de composé phénolique greffé (18,7 

g/100 g pour le CMP-G0.37). Les auteurs ont trouvé une IC50 égale à 90 µg.mL
-1

. 

Liu et al.
39

 ont greffé l’acide férulique sur le N,O-carboxymethyl chitosan avec un taux de 

greffage égal 36,7g / 100 g de produit. Ce taux d’incorporation est plus important que celui 

déterminé dans notre cas pour le dérivé le plus greffé CMP-G0.58 (27,2 g /100g). Cependant, 

les auteurs ont trouvé une IC50 égale à 590 µg.mL
-1

, donc une efficacité antioxydante 

considérablement plus faible que celles trouvées pour nos dérivés. . 

 

Nous avons également représenté sur la Figure C-17 B), les pourcentages de piégeage du 

radical DPPH• en fonction cette fois-ci de la concentration équivalente en aminogaïacol 

[NH2GA]eq présente dans les différents produits CMP-Gx (aux différentes concentrations 

C(CMP-Gx) testées). A concentration [NH2GA]eq fixe pour tous les dérivés, on remarque qu’il 

y a une augmentation des activités antioxydantes avec le DS(Ga). Ces activités semblent donc 

être fonction du caractère associatif des produits CMP-Gx, elles augmentent lorsque ce dernier 

est marqué. Autrement dit, il se pourrait que la présence de greffons aminogaïacol engagés 

dans des clusters renforce le piégeage des radicaux DPPH•. Ce qui pourrait paraitre normal 

puisque le radical DPPH•  devrait pouvoir diffuser partout y compris au sein des associations. 

De plus, il faut noter que les IC50 des dérivés CMP-Gx déterminées correspondent à des 

concentrations équivalentes en NH2GA égales à 112,5 µmol.L
-1

, 72,5 µmol.L
-1

 et 25,4 

µmol.L
-1

 respectivement pour le CMP-G0.16, CMP-G0.37 et le CMP-G0.58. Ces dernières sont 

toutes supérieures à IC50 de l’aminogaïacol non greffée (13,7 µmol.L
-1

). Nous pouvons donc 

conclure que le NH2GA est moins actif une fois greffé. 

5 Propriétés antibactériennes 

Les activités antibactériennes du NH2GA, du CMP et des produits greffés (CMP-Gx) ont été 

évaluées face à la bactérie S.aureus à un ensemencement fixé à 10
6
 UFC/mL et au moyen 

d’une méthode de comptage (méthode de dilution suivi du dénombrement)
40

. Pour rappel, le 

protocole suivi a été explicité dans la partie Matériels et méthodes.  
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5.1 Aminogaïacol vs S.aureus  

5.1.1 Dilutions et ensemencements 

Les gammes de dilution (NH2GA, témoin coloration et référence) ont été préparées dans un 

mélange BHI/éthanol. Les concentrations en aminogaïacol sont comprises entre [20 - 2,5] 

mM pour des pourcentages d’éthanol respectifs compris entre [10 - 1,25] %.  

La gamme de référence est réalisée dans les mêmes conditions (solvant, ensemencement) que 

la gamme d’aminogaïacol mais dépourvue de ce composé. La gamme de dilution en 

aminogaïacol ainsi que la gamme de référence ont été ensemencées à 10
6
 UFC/mL. La 

gamme témoin de coloration en NH2GA (similaire à la gamme aminogaïacol) n’a pas été 

ensemencée. Elle servira par la suite de blanc (coloration) lors de la lecture des densités 

optiques comme précisé dans la partie Matériels et méthodes. 

5.1.2 Lecture des densités optiques (DO) 

Les résultats obtenus suite à la lecture des DO pour chaque gamme de dilution sont présentés 

Figure C-18.  

 

Figure C-18. Lectures des densités optiques (DO) obtenues pour chacune des gammes de dilutions 

après 24 h d’incubation et à 37°C. Gamme témoin coloration (en gris), gamme NH2GA ensemencée 

(en rouge), gamme témoin éthanol/BHI ensemencée (en vert), pot BHI ensemencé (en orange). 

 

La DO du système BHI + bactéries S. aureus témoigne d’une bonne croissance des bactéries 

dans le milieu de culture avec une valeur de DO voisine de 2,3.   

En s’intéressant à la gamme témoin éthanol/BHI et précisément à 10% d’éthanol, la valeur de 

DO obtenue est basse et peu différente de celle du milieu témoin BHI non ensemencé. La 

croissance bactérienne est donc ralentie à ce taux d’éthanol. Cependant, l’éthanol n’interfère 
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plus dans les résultats des dilutions suivantes : on peut en effet observer une bonne croissance 

bactérienne pour les concentrations de 7,5 à 1,25 % d’éthanol car la DO atteint des valeurs 

proches de 2.  

La gamme témoin coloration montre des valeurs de DO importantes, essentiellement causées 

par la coloration en NH2GA. Elles diminuent avec la concentration en NH2GA. 

Les lectures de DO de chacune des solutions de la gamme NH2GA + bactéries S. aureus sont 

effectuées après avoir retranché le blanc (coloration) en utilisant la concentration en NH2GA 

correspondante de la gamme témoin de coloration. Des valeurs basses, voire négatives pour 

les trois premières concentrations en NH2GA sont observées. Cependant, il faut noter que 

l’arrêt de croissance à 20 mM peut également être dû à la proportion élevée en éthanol (10%). 

A cette concentration en NH2GA, il n’est alors pas possible d’attribuer une baisse de la DO à 

l’effet de l’éthanol et/ou à l’effet de l’aminogaïacol. Nous nous sommes donc intéressés par la 

suite aux concentrations inférieures à 20 mM. 

5.1.3 Dénombrement sur boites de gélose 

La méthode de dénombrement a été effectuée pour les solutions dont les concentrations en 

aminogaïacol étaient égales à 15, 10, 5 et 2,5 mM ainsi que pour les solutions de référence 

(BHI/éthanol ensemencées) avec des pourcentages respectifs en éthanol : 7,5 ; 5 ; 2,5 et 

1,25%. Les résultats obtenus sont regroupés Figure C-19. Seules les boites (donc les dilutions) 

où les comptages sont significatifs sont représentées. 

Pour rappel, l’activité antibactérienne est calculée selon l’Eq. C3 

                             
                                   

                  
       Eq. C3 
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Figure C-19. Photos des boites de pétri après 24 h et à 37°C pour les dilutions 5 (D5) à 8 (D8). 

Activités antibactériennes (%) calculées pour les différentes concentrations en NH2GA. 

 

Remarque : 

Sur chacune des photos, la notation D5 signifie la Dilution numéro 5. Elle est accompagnée 

d’une flèche indiquant le sens des dilutions (Dilution 5 à 8). 

Sur les boites de pétri, en jaune apparaissent les colonies de bactéries. Elles sont non 

discernables car très nombreuses. Pour les dilutions où les colonies deviennent discernables et 

comptables, un feutre noir a été utilisé afin de marquer et compter toutes les colonies visibles. 

Rappelons également que les formules utilisées pour les calculs des UFC/mL et des activités 

antibactériennes sont explicitées dans la partie Matériels et méthodes (Test antibactériens). 

 

Au vu des valeurs de pourcentages obtenues (Figure C-19), on peut conclure que 

l’aminogaïacol possède un fort pouvoir antibactérien aux concentrations d’étude. En effet, à 

15 mM en NH2GA, aucune bactérie n’est observable sur les boites de gélose et ce quelle que 

soit la dilution d’étude. Nous avons également vérifié ce résultat sans aucune dilution 

Pourcentages 

d’éthanol dans 

la gamme de 

référence 

Ethanol 7,5% Ethanol 5% Ethanol 2,5% Ethanol 1,25% 

Photos des 

boites de pétri 

après 24 h à 

37°C 
    

Concentrations 

en NH2GA 
15 mM 10 mM 5 mM 2,5 mM 

Photos des 

boites de pétri 

après 24 h à 

37°C 

    

UFC/mL 

référence 
5,8 x 10

11
 8,4 x 10

11
 7,3 x 10

11
 7,3 x 10

11
 

UFC/mL 

NH2GA 
0 5 5,3 x 10

6
 5,3 x 10

9
 

Activité 

antibactérienne 

(%) 

>99,9999 99,9999 99,9993 99,27 
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(dilution 0) comme présenté ci-dessous sur la Figure C-20. Sur cette dernière, on constate en 

effet qu’à 7,5% d’éthanol (en haut sur la boite de Petri), les colonies de bactéries sont très 

nombreuses et non discernables. Tandis qu’en présence de la molécule NH2GA à 15 mM (7,5 

% éthanol), aucune bactérie n’est observable sur les boites de gélose (en bas sur la boite de 

Petri). Il y a donc éradication totale des bactéries soit une activité antibactérienne > 99,9999% 

uniquement causée par la présence d’aminogaïacol (NH2GA) à 15 mM.  

 

Photos des boites de 

pétri après  24 h à 37°C 

 

Figure C-20 : Photos des boites de gélose en présence de l’aminogaïacol à 15 mM (en bas de la boite 

de Petri) et de la référence Ethanol (7,5%) /BHI (en haut de la boite de Petri) sans aucune dilution 

 

A 5 et 10 mM en NH2GA, les activités antibactériennes déterminées sont élevées et 

supérieures à 99,999 %.  Peu de bactéries (voire aucune) sont présentes sur les boites de 

gélose. Enfin, à 2,5 mM, le dénombrement des bactéries a été possible et l’activité 

antibactérienne a été calculée et est égale à 99,27 %. 

La CMB (concentration minimale bactéricide) de l’aminogaïacol contre S.aureus à un 

ensemencement de 10
6 

UFC/ml est déterminée à 10 mM.  

 

Pour comparaison, nous avons évalué expérimentalement dans les mêmes conditions de 

concentrations, de solvant et d’ensemencement (10
6 
UFC/ml) l’activité du gaïacol. Aucune 

CMB n’a pu être atteinte aux concentrations d’études [15 - 2,5] mM, même si à 10 mM en 

gaïacol, nous avons déterminé une activité antibactérienne égale à 99,98 %. Les photos sont 

présentées sur la Figure C-21. 
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Pourcentages d’éthanol 

dans la gamme de référence 
Ethanol 7,5% 

Photos des boites de pétri 

après 24 h à 37°C 

D1 à D4 

 

D5 à D8 

 

Concentrations en gaïacol 15 mM 

Photos des boites de pétri 

après 24 h à 37°C 

D1 à D4 

 

D5 à D8 

 

UFC/mL référence 7,6 x 10
11

 

UFC/mL  gaïacol 1,2 x 10
8
 

Activité antibactérienne 

(%) 
99,98 

Figure C-21 : Photos des boites de gélose en présence de gaïacol à 15 mM et de la référence Ethanol 

(7,5%) /BHI après 24 h d’incubation à 37°C. 

 

L’aminogaïacol est donc plus actif que la molécule de gaïacol. Ceci pourrait être dû à la 

présence de groupement amine qui est connu pour ses propriétés antibactériennes sous sa 

forme protonée
41

. Des molécules de structures chimiques phénoliques proches du gaïacol et 

de l’aminogaïacol tels que le créosol, l’eugénol ou encore l’acide férulique possèdent des 

CMB respectivement égales à 6,2 mM
42

, 25 mM
43

 25,7mM
44
. L’aminogaïacol possède donc 

une activité antibactérienne supérieure à celle de ces dérivés phénoliques. 
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5.2 CMP et dérivés CMP-Gx vs S.aureus 

5.2.1 CMP vs S.aureus 

Une gamme de dilution du CMP a été réalisée dans un mélange BHI/PBS. Les concentrations 

testées sont comprises entre [60 – 3,75] g.L
-1

. Les solutions ne sont pas colorées. La gamme 

de référence utilisée a été préparée dans les mêmes conditions mais dépourvue de CMP.  

Les lectures des DO nous ont permis de montrer que le CMP ne possède aucune activité 

antibactérienne aux concentrations d’étude. Les résultats obtenus aux concentrations 

comprises entre [60 – 3,75] g.L
-1

 sont fournis sur la Figure C-22. Quelle que soit la 

concentration en CMP, les valeurs de DO restent élevées (supérieures à 2) et voisines de celle 

du pot BHI ensemencé.  

 

Figure C-22 : Lectures des densités optiques (DO) obtenues pour chacune des gammes de dilutions 

du CMP après 24 h d’incubation et à 37°C. Gamme CMP ensemencée (en rouge), gamme témoin 

BHI/PBS  ensemencée (en vert), pot BHI ensemencé (en orange). 

 

La valeur de DO lue dans le cas du pot BHI ensemencé (2,4) témoigne d’une bonne 

croissance des bactéries. La gamme de référence PBS/BHI démontre des valeurs de DO 

élevées et voisines de celles du pot témoin BHI ensemencé. 

Quelle que soit la concentration en CMP, les valeurs de DO restent élevées (supérieures à 2). 

Au vu des hautes valeurs des DO, voisines de celle du pot témoin BHI ensemencé, on conclut 

que le CMP ne possède pas d’activité antibactérienne. Aucun comptage n’a été réalisé. 

 

Le CMP sera utilisé par la suite comme gamme de référence dans le cas des tests des dérivés 

CMP-Gx. 
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5.2.2 CMP-Gx vs S.aureus 

Les gammes des dérivés CMP-Gx ont été préparées dans un mélange BHI/PBS. Les 

concentrations sont comprises entre [60 – 3,75] g.L
-1

 dans le cas des CMP-G0.16 et CMP-G0.37 

et entre [50 – 3,125] g.L
-1

 pour le CMP-G0.58. Nous avons travaillé à des concentrations plus 

faibles dans le cas du dérivé le plus greffé car à 60 g.L
-1

, nous avons observé la formation 

d’un précipité dans le mélange BHI/PBS pour ce produit. Cette limite de solubilité peut être 

expliquée en raison de la force ionique qui devient sans doute trop élevée (sels apportés par 

les milieux PBS et BHI). A faible force ionique et dans le cas de polymère anionique 

amphiphile notamment ici le CMP-G0.58, la présence de sels va entrainer un écrantage des 

fonctions carboxylate du CMP qui conduira à renforcer le rapprochement entre greffons 

hydrophobes. Le polymère reste toutefois soluble. A plus forte force ionique un effet de 

‘salting-out’ conduit à une déshydratation du polymère et ce d’autant plus que l’amphiphilie 

est importante. Les interactions polymère-polymère vont prédominer menant à la précipitation 

du polymère. 

 

En parallèle pour chaque dérivé : 

- une gamme de référence est réalisée dans les mêmes conditions (solvant, ensemencement, 

concentration) en utilisant le précurseur CMP ;  

- une gamme témoin de coloration CMP-Gx seul non ensemencée a également été préparée. 

 

Les résultats obtenus suite aux lectures des DO dans le cas de chacun des dérivés sont 

présentés sur la Figure C-23.  
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Figure C-23 : Lectures des densités optiques (DO) obtenues pour chacune des gammes de dilutions 

du CMP après 24 h d’incubation et à 37°C. Gamme référence (CMP témoin + bactéries) (vert), gamme 

témoin coloration CMP-Gx (gris), gamme (CMP-Gx + bactéries) : CMP-G0.58 (rouge), CMP-G0.37 

(bleu), CMP-G0.16 (violet), BHI ensemencé (en orange). 

 

La DO du pot BHI + bactéries S. aureus témoigne d’une bonne croissance des bactéries dans 

le milieu de culture avec une valeur de DO voisine de 2,7. 

Les valeurs des DO des gammes de référence (CMP témoin + bactéries) sont élevées (>2) et 

restent quasiment constantes quelle que soit la concentration en CMP. 
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Concernant la gamme témoin coloration, on constate que les DO diminuent avec la 

concentration en CMP-Gx. Cette évolution est logique. 

Les lectures des DO des gammes CMP-Gx + bactéries S. aureus sont effectuées après avoir 

retranché la DO du blanc (coloration) de la concentration en CMP-Gx correspondante de la 

gamme témoin de coloration. On remarque que les valeurs des DO augmentent lorsque la 

concentration en dérivé CMP-Gx diminue. Ces résultats qualitatifs nous ont permis de 

sélectionner les concentrations 60, 30 et 15 g.L
-1 

pour les CMP-G0.16 et CMP-G0.37 et les 

concentrations 50, 25 et 12,5 g.L
-1

 dans le cas du CMP-G0.58 afin de procéder au 

dénombrement.  

La méthode de dénombrement a donc été réalisée aux concentrations choisies. Les images des 

boites de gélose correspondant aux concentrations les plus élevées pour chacun des dérivés 

CMP-Gx sont présentées sur la Figure C-24. Les calculs des activités antibactériennes des 

CMP-Gx ont été effectués avec une valeur moyenne de CFU/mL obtenue dans le cas de la 

référence CMP, soit 3,7 x 10
9
 CFU/mL. Les données qui en découlent sont regroupées dans le 

tableau C-8.  

Référence C(CMP) = 50g.L
-1

 C(CMP) = 60 g.L
-1

 C(CMP) = 60g/l 

 

Photos des boites 

de pétri après 24h 

à 37°C    

Produit 
C (CMP-G0.58) = 

50 g.L
-1

 

C (CMP-G0.37) = 

60 g.L
-1

 

C (CMP-G0.16) = 

60g/L 

 

Photos des boites 

de pétri après 24h 

à 37°C    

Activité 

antibactérienne 

(%) 

92,5 92,1 85,1 

Figure C-24 : Photos des boites de pétri après 24 h et à 37°C et activités antibactériennes (%) 

déterminées pour les dérivés CMP-Gx aux concentrations les plus élevées testées. Les dilutions 5 (D5) 

à 8 (D8) sont présentées. 
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On remarque qu’à la dilution 5, dans le cas de référence CMP, aucune colonie n’est 

discernable (non comptable). Au contraire, en présence des dérivés CMP-Gx, il a été possible 

de différencier les colonies de bactéries et de les compter. Les activités antibactériennes 

déterminées sont présentées dans le tableau C-8.  

 

Tableau C-8 : Activité antibactérienne (%) des produits CMP-Gx 

 

[CMP-Gx] 

g.L
-1

 

[NH2GA]eq
 

mM 

Activité 

antibactérienne (%) 
a
 

CMP-G0.58 

50 98 92,5 ± 4,1 

25 49 91,5 ± 1,3 

12,5 24 86,9 ± 3,7 

CMP-G0.37 

60 81 92,1 ± 4,5 

30 40 81,2 ± 1,3 

15 20 72,2 ± 8,2 

CMP-G0.16 

60 38 85,1 ± 8,8 

30 16 80,0 ± 8,9 

15 9,4  41,0 ± 12,6 

                                              a 
: moyenne déterminée sur trois tests 

 

Tous les détails (CFU/mL) et activités antibactériennes (valeurs des trois tests) sont regroupés 

en annexe C-3. 

 

Les dérivés CMP-Gx possèdent des propriétés antibactériennes vis-à-vis de S.aureus et à un 

ensemencement fixé à 10
6 
CFU/mL. Le CMP n’étant pas antibactérien, ces activités sont 

apportées par la molécule greffée. Pour un dérivé CMP-Gx, globalement, on remarque que les 

activités augmentent légèrement avec la concentration en CMP-Gx. Cependant, peu de 

différences notables sont observées en comparant les valeurs des activités obtenues pour 

chaque gamme de produits. Elles sont de l’ordre de 80-90 %. L’activité antibactérienne 

semble peu dépendante du DS(Ga). 

Les activités antibactériennes les plus importantes sont obtenues aux plus hautes 

concentrations en produits testées mais restent inférieures à 99,99%. Les CMB des dérivés 
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CMP-Gx ne sont donc pas accessibles aux concentrations d’études. Elles sont donc 

supérieures à 50 g.L
-1 

pour le CMP-G0.58 et à 60 g.L
-1 

pour les produits CMP-G0.37 et CMP-

G0.16. 

Cependant, il serait difficile de travailler à des concentrations plus importantes en raison de la 

viscosité et/ou de l’insolubilité des produits greffés en milieu BHI/PBS. 

 

Nous avons également représenté les activités antibactériennes des dérivés CMP-Gx en 

fonction de la concentration [NH2GA]eq (Figure C-25) pour une meilleure analyse des 

résultats. 

 

 

Figure C-25 : Activités antibactériennes des dérivés CMP-Gx exprimées en fonction de la 

concentration équivalente en aminogaïacol [NH2GA]eq pour chaque concentration en dérivé CMP-Gx 

testée. 

 

Sur la Figure C-25, on remarque que pour des [NH2GA]eq > CMB(NH2GA) (10 mM), les 

activités des dérivés greffés varient peu avec le DS(Ga) et sont de l’ordre de 80-90%. En 

s’intéressant à un dérivé (ex : CMP-G0,58), on remarque également que les activités sont 

quasiment constantes malgré les concentrations [NH2GA]eq qui augmentent. Plus précisément, 

à 24 mM en NH2GA, l’activité déterminée pour le CMP-G0,58 est égale à 86,9%. Pour une 

concentration [NH2GA]eq environ 5 fois plus importante (soit 98 mM), l’activité déterminée 

pour le CMP-G0,58 est égale à 92,5%. On peut conclure au vu de ces analyses que les greffons 

aminogaïacol ne semblent pas être disponibles. Cela pourrait être expliqué par le caractère 
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associatif des dérivés CMP-Gx (au préalable mis en avant en physico-chimie) et illustrant la 

présence d’interactions hydrophobes (clusters). Ces derniers sembleraient être défavorables à 

l’activité antibactérienne des greffons et donc des dérivés CMP-Gx. 

Par ailleurs, un autre point important peut être souligné : quelle que soit la concentration en 

produit greffé [CMP-Gx], les concentrations équivalentes en aminogaïacol [NH2GA]eq sont 

supérieures à la CMB de l’aminogaïacol non greffé. Nous pouvons donc conclure que le 

NH2GA perd une partie de son activité une fois greffé. 

5.3  Conclusion et discussion sur les propriétés antioxydantes et 

antibactériennes  

L’aminogaïacol non greffé a démontré des activités antioxydantes (IC50 =1,9 µg.mL
-1

 ou 13,7 

µmol.L
-1

) et antibactériennes (CMB = 10 mM ou 1,39 g.L
-1

). 

Comme attendu, le CMP ne possède aucune des propriétés recherchées (antioxydante et 

antibactérienne). Cependant, le greffage de l’aminogaïacol (à faible et à fort DS(Ga)) sur le 

CMP conduit à l’obtention de dérivés actifs. Les activités mises en avant deviennent 

importantes lorsque le DS(Ga) augmente. Plus précisément, les dérivés CMP-Gx se sont 

révélés efficaces vis-à-vis du radical DPPH• avec des IC50 (CMP-G0.16) = 179 µg.mL
-1

, IC50 

(CMP-G0.37) = 24 µg.mL
-1

 et IC50 (CMP-G0.58) = 13 µg.mL
-1

. Il semble même que le caractère 

antioxydant augmente avec le caractère associatif (i.e. la présence de micro-domaines 

hydrophobes) 

Par ailleurs, ces produits greffés sont également antibactériens vis-à-vis de la souche 

bactérienne S.aureus avec des activités antibactériennes globalement comprises entre [80-

90]% pour tous les produits et toutes les concentrations testées. Ces dernières semblent peu 

dépendantes du DS(Ga) et pour un DS(Ga) fixe, elles sont également peu dépendantes de la 

concentration équivalente en aminogaïacol [NH2GA]eq. Les CMB respectives des CMP-Gx 

n’ont pas pu être déterminées aux concentrations d’étude. Il semble que cette fois le caractère 

associatif représente une limitation dans l’activité antibactérienne en raison de la disponibilité 

plus faible des greffons impliqués dans les micro-domaines. 

 

Quel que soit le test effectué à partir des dérivés CMP-Gx, nous avons constaté que 

l’aminogaïacol une fois greffé était moins actif comparé au NH2GA libre.  

Au vu de toutes ces conclusions, deux hypothèses peuvent être formulées : 
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1. Il serait possible d’établir une corrélation entre propriétés (antibactériennes ou 

antioxydantes) et le caractère amphiphile et associatif des dérivés CMP-Gx (mis en 

évidence précédemment).  

En effet les structures agrégées ou collapsées de CMP-Gx impliquent l’association des 

greffons d’aminogaïacol au sein de micro-domaines ou clusters hydrophobes. La 

présence de ces derniers sembleraient être favorable pour le piégeage des radicaux 

DPPH• (propriétés antioxydantes). Cependant, un effet opposé est observé concernant 

les activités antibactériennes. De par la présence de clusters, les groupements 

antibactériens de type gaïacol seraient alors moins disponibles pour agir sur la 

membrane des bactéries et empêcher leur prolifération.  

Par ailleurs, dans le cas des propriétés antibactériennes, une seconde hypothèse peut être 

apportée pour expliquer les résultats obtenus :  

2. La mobilité réduite de la molécule une fois greffée pourrait affecter l’activité des 

greffons. 

En effet, ce paramètre semble être nécessaire pour l’activité antibactérienne d’un tel 

composé (monophénol). Ultee et al.
45

 ont étudié le mécanisme d’action du pouvoir 

antibactérien du carvacrol face à Bacillus cereus. Les auteurs mettent en avant 

l’importance de la structure chimique du composé, notamment la présence du cycle 

benzène et des fonctions hydroxyle dans son activité antibactérienne. Le mécanisme 

proposé est illustré sur la Figure C-26. Le site d’action de la molécule est la membrane 

cytoplasmique de la bactérie. Les auteurs précisent que le carvacrol sous une forme 

non dissociée diffuse au travers de la membrane cytoplasmique de la bactérie pour 

aller vers le cytoplasme dans lequel il se dissocie. Par la suite, le carvacrol repart du 

cytoplasme cette fois-ci en portant un ion potassium K
+
 (ou autre) en passant par la 

membrane cytoplasmique de la bactérie pour aller vers l’environnement externe.   



Chapitre C – Carboxyméthylpullulane greffé aminogaïacol 

160 

 

 

Figure C-26 : Vue d'ensemble schématique de l’hypothèse formulée sur l’activité du carvacrol 

(D’après Ultee et al.
45

) 

Par ailleurs, au vu des applications désirées, il était nécessaire d’évaluer la cytocompatibilité 

des dérivés élaborés. Nous détaillons dans la partie suivante les résultats obtenus suite aux 

tests de cytotoxicité réalisés. 

6  Cytocompatibilité  

La cytotoxicité de l’aminogaïacol, du CMP et des dérivés greffés CMP-Gx (CMP-G0.16 et 

CMP-G0.58) a été évaluée sur des cellules fibroblastes L929 de souris au moyen de deux tests : 

le Live/Dead et l’Alamar Blue®. Ces méthodes ont été détaillées dans le chapitre Matériels et 

Méthodes. 

Dans le cas de l’aminogaïacol, nous avons effectué les essais à 1 mM en raison de la solubilité 

limitée de l’aminogaïacol à des concentrations supérieures dans le milieu de culture -MEM 

(minium essential media) avec 0,5% d’éthanol.  

Dans le cas du CMP et des dérivés CMP-Gx, les tests sont réalisés à 7,5 g.L
-1

, soit la plus 

haute concentration testée dans le cadre des tests antioxydants.  

6.1  Test Live/Dead : mise en évidence de la viabilité des cellules 

Les résultats obtenus suite aux tests Live/Dead sont présentés ci-dessous sur la Figure C-27. 
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Figure C-27 : Evaluation de la cytotoxicité des solutions CMP et dérivés CMP-Gx ((CMP-G0.16 et 

CMP-G0.58) (7,5 g.L
-1

). Contrôles (Ctrl): positif (DMSO 10%), négatif (milieu de culture complet), 

solvant (Ethanol 0,5% v/v), et aminogaïacol (1 mM NH2GA). Images obtenues par le test Live/Dead 

après 24 h de contact avec les cellules fibroblastes. Cellules vivantes (vert) / Cellules mortes (rouge).  

 

Dans un premier temps, on remarque que l’aminogaïacol seul démontre un effet cytotoxique 

sur les cellules. En effet, en présence de NH2GA à 1 mM, les cellules meurent et apparaissent 

en rouge. Cela est dû exclusivement à la présence de l’aminogaïacol car le contrôle solvant 

correspondant (éthanol 0,5%v/v) ne possède aucun effet cytotoxique sur les cellules, qui 

apparaissent alors en vert. L’aminogaïacol non greffé est donc cytotoxique. D’autre part, en 

présence du CMP et des dérivés CMP-G0.16 et CMP-G0.58, les cellules démontrent une bonne 

viabilité. 

Il faut également préciser qu’à la concentration d’étude en CMP-Gx (7,5 g.L
-1

), les 

concentrations équivalentes en aminogaïacol sont égales à 4,7 mM et 14,6 mM, 

respectivement pour les CMP-G0.16 and CMP-G0.58. Ces dernières sont donc supérieures à la 

concentration d’étude de NH2GA non greffé (soit 1 mM). On peut donc conclure que 

l’immobilisation par greffage chimique de l’aminogaïacol sur le polysaccharide CMP limite la 

cytotoxicité du composé naturel. Cette conclusion peut être soutenue par l’hypothèse d’une 

mobilité réduite de l’aminogaïacol une fois greffé et/ou en raison de la transformation des 

fonctions amine en groupement amide suite à la réaction de greffage chimique. En effet, la 

fonction amine est connue pour ses propriétés antibactériennes
41,46

. Naha et al
46

 ont testé la 

cytotoxicité de dendrimères de polyamidoamine (PNAPAM) avec l’Alamar blue®. Ils 

prouvent qu’il existe une relation entre la cytotoxicité et le nombre de groupements amine 

présents à la surface des PNAPAM. Plus précisément, plus il y a de fonctions amine, plus la 

toxicité des dendrimères augmente. 
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6.2 Test Alamar Blue® : mise en évidence de l’activité métabolique des 

cellules 

Les résultats obtenus suite aux tests Alamar Blue sont présentés ci-dessous sur la Figure C-28. 

 

Figure C-28 : Evaluation de la cytotoxicité des solutions CMP et dérivés CMP-Gx ((CMP-G0.16 et 

CMP-G0.58) (7,5 g.L
-1

). Contrôles (Ctrl): positif (DMSO 10%), négatif (milieu de culture complet), 

solvant (Ethanol 0,5% v/v), et aminogaïacol (1 mM NH2GA). Activité métabolique des cellules L929 

après 48 h de contact obtenue par le test Alamar Blue® (AB). Les données sont exprimées en 

moyennes ± SEM (n=3). 

 

Les premières conclusions apportées par le Live/Dead sont également confirmées avec le test 

à l’Alamar Blue®. Ce réactif est utilisé comme indicateur des réactions d’oxydation et de 

réduction ayant lieu notamment durant la prolifération des cellules. Les cellules vivantes sont 

capables de transformer la résazurine (bleue) en un produit métabolique, la résofurine (rose) 

et fluorescent. On s’intéresse donc ici au pourcentage de réduction de l’Alamar Blue®. Dans 

le cas de l’aminogaïacol, on observe un pourcentage de réduction AB quasi-inexistant. Le 

métabolisme des cellules est donc affecté par la présence de NH2GA (similaire au contrôle 

positif). Au contraire, les cellules possèdent un excellent métabolisme lorsqu’elles sont en 

contact avec le CMP ou les dérivés greffés CMP-Gx. De plus, en comparaison avec le contrôle 

négatif, on constate également que les pourcentages de réduction d’Alamar Blue® sont 

doublés en présence du CMP et des CMP-Gx. Cela montre que ces polysaccharides permettent 

d’améliorer la prolifération cellulaire. 
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Cependant, il faut noter que la toxicité de l’aminogaïacol non greffé pourrait devenir un 

problème à prendre en considération si on envisage un relargage possible de ce composé au 

cours de l’utilisation. Notamment, en raison d’une réaction d’hydrolyse. Toutefois, il convient 

de rappeler que nous avons choisi de lier chimiquement le NH2GA sur le CMP via un lien 

amide. En effet, cette fonction est considérablement moins hydrolysable (et ce en conditions 

acide et basique extrêmes) qu’une fonction ester par exemple et apparait plus résistante qu’un 

lien peptidique
47,48

. 

7 Conclusions générales  

Les travaux de recherche exposés dans ce chapitre avaient pour objectif de synthétiser des 

systèmes à base de polysaccharide et de molécule d’origine végétale, le tout présentant des 

propriétés antibactériennes et/ou antioxydantes d’une part mais également des propriétés 

viscosifiantes.  

Le greffage de l’aminogaïacol sur le CMP a été réalisé en milieu organique DMSO dans un 

premier temps puis en milieu aqueux. Cette seconde voie, plus respectueuse de 

l’environnement,  s’est avérée être la plus efficace. Elle a été effectuée précisément en milieu 

aqueux acidifié permettant la solubilisation de l’aminogaïacol en faisant varier les conditions 

de synthèse, notamment le taux de greffage en aminogaïacol DS(Ga).  

Les techniques de spectroscopie (UV-visible et IR) ont permis de caractériser les dérivés 

CMP-Gx élaborés par détection qualitative des greffons aminogaïacol. Leur quantification a 

été effectuée par spectroscopie RMN-
1
H à l’aide d’un étalon interne. Les résultats obtenus ont 

permis de conclure sur le succès, l’efficacité (entre 60 et 70%) et la reproductibilité de la 

réaction menée : trois gammes de CMP-Gx ont ainsi été obtenues avec des degrés de 

substitution moyens variables (CMP-G0.16, CMP-G0.37 et CMP-G0.58).  

 

Les analyses physico-chimiques en milieu dilué (C<Ccr) et semi-dilué (C>Ccr) ont été 

effectuées au moyen de diverses techniques : couplage SEC/MALS/DRI/Visco, viscosimétrie, 

spcetroscopie de fluorescence (en présence de pyrène) et rhéologie. Il a été démontré que les 

dérivés CMP-Gx amphiphiles possèdent un caractère associatif en milieu salin. Ce 

comportement est la conséquence de la présence d’interactions intra- et dans une moindre 

mesure intermoléculaires entre les greffons aminogaïacol. Ainsi, les dérivés CMP-Gx 

possèdent des tailles (Rayon hydrodynamique Rh) et des viscosités intrinsèques ([ɳ]) d’autant 
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plus faibles que le DS(Ga) augmente, en comparaison avec leur précurseur CMP. Ce qui 

traduit la prédominance d’interactions majoritairement intramoléculaires en régime dilué. 

L’augmentation des valeurs de concentrations Ccr des dérivés greffés ainsi que les études en 

rhéologie démontrent la persistance des associations intramoléculaires en régime semi-dilué.  

Ainsi les dérivés CMP-Gx amphiphiles présentent un comportement classique de polysavons 

avec des propriétés rhéologiques affaiblies comparées à celles du CMP précurseur et un 

comportement newtonien sur la gamme de gradient de cisaillement étudiée. On note toutefois 

un comportement différent pour le CMP-G0.58 (le plus greffé) qui présente, seulement à la 

concentration maximale étudiée (i.e. 150 g.L
-1

), une viscosité supérieure à celle de son 

homologue CMP. Plus atypique encore, à cette concentration, ce dérivé montre en prime un 

comportement rhéoépaississant aux faibles gradients de cisaillement (probablement une 

transition des interactions intra/inter) suivi d’une forte rhéofluidité (rupture des associations 

sous cisaillement plus classique). Ainsi l’objectif rhéologique envisagé, c’est-à-dire une 

amélioration des propriétés de texture par rapport au CMP précurseur, n’a pas été atteint aux 

concentrations d’étude, excepté peut être dans le cas du dérivé CMP-G0.58 à 150 g.L
-1

.  

On peut toutefois noter que ces dérivés pourraient présenter un grand intérêt dans le domaine 

galénique ou cosmétique pour une utilisation en tant que système de séquestration/libération 

contrôlées d’actifs.  

 

Concernant les activités chimiques et biologiques recherchées, les résultats obtenus avec 

l’aminogaïacol libre révèlent un fort pouvoir antioxydant et aussi antibactérien de ce 

composé. Le CMP n’a, quant à lui, démontré aucune activité. En revanche, le greffage de 

l’aminogaïacol sur le CMP conduit à l’obtention de dérivés présentant les activités 

antioxydantes et antibactériennes désirées. L’objectif principal a donc été atteint. De plus, 

tous les dérivés greffés par de l’aminogaïacol se sont avérés être biocompatibles vis-à-vis des 

cellules fibroblastes contrairement à l’aminogaïacol libre qui présente un effet cytotoxique. Il 

faut néanmoins souligner le fait que l’aminogaïacol une fois greffé est moins actif que le 

composé sous forme libre.  

 

Pour essayer d’expliquer ce phénomène, en particulier dans le cas des activités 

antimicrobiennes, nous avons proposé d’une part (i) une possible corrélation entre la mobilité 

réduite des greffons aminogaïacol et la baisse des propriétés. D’autre part, (ii) une corrélation 

entre le caractère associatif des dérivés CMP-Gx (présence d’agrégats hydrophobes) et cette 

même mobilité qui semblerait être défavorable aux propriétés antibactériennes. 
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En conclusion, les nouveaux dérivés synthétisés présentent bien les activités antioxydantes et 

antibactériennes recherchées. En revanche, les propriétés rhéologiques améliorées n’ont pas 

été obtenues en raison du caractère de type polysavon des dérivés. En fait, la flexibilité du 

polymère et le nombre peut-être trop important de greffons par chaine (DS(Ga)) conduisent à 

des repliements de type collapse qui limitent à la fois la rhéologie mais aussi probablement les 

performances en activité antibactérienne. Nous avons donc recherché un certain nombre de 

pistes qui pourraient permettre d’orienter le comportement des dérivés greffés en solution vers 

celui d’un polymère associatif plus classique et non d’un polysavon :  

 

Stratégie 1 : Diminution du taux de greffage DS(Ga) 

Synthèse d’un dérivé CMP-Gx avec un taux de greffage en aminogaïacol encore plus faible, 

notamment DSthéo(Ga) = 0,15. 

 

Stratégie 2 : Réduction de la longueur des chaines du CMP 

Synthèse de dérivés CMP-Gx  à partir d’un CMP dégradé (de masse molaire plus faible) en 

visant des DSthéo (Ga) variables. 

Ces deux premières alternatives devraient permettre de limiter notamment les associations 

intra et donc d’améliorer l’activité antibactérienne des dérivés greffés, mais la seconde 

solution ne semble évidemment pas idéale pour le contrôle de la rhéologie. 

 

Stratégie 3 : Choisir un polysaccharide anionique plus rigide que le CMP : l’alginate 

Synthèse de dérivés à base d’alginate (Alg-Gx) 

En effet, il est possible d’imaginer que la flexibilité/rigidité soit un paramètre capital dans la 

faculté à s’associer notamment en terme de balance intra/intermoléculaire ». 

 

Dans le chapitre D de ce manuscrit, nous allons nous intéresser à chacune de ces perspectives 

proposées.   
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Dans le chapitre précédent, nous avons montré qu’il était possible de greffer un dérivé 

du gaïacol (l’aminogaïacol) sur un polysaccharide anionique (le CMP). Plusieurs taux 

d’incorporation ont été obtenus avec des degrés de substitution en aminogaïacol DS(Ga) 

allant de 0,15 à 0,6 environ. La caractérisation physico-chimique a montré une forte tendance 

à l’agrégation des dérivés greffés due à l’association hydrophobe des greffons aminogaïacol 

en solution aqueuse. Ces associations étaient plutôt de type intramoléculaire même à plus 

forte concentration en polymère greffé. Elles conduisaient à des comportements des dérivés 

CMP-Gx de type polysavon avec des propriétés rhéologiques amoindries par rapport au CMP 

précurseur. Les propriétés antioxydantes, antibactériennes et l’absence de cytotoxicité de ces 

dérivés greffés ont été démontrées. Ainsi, nous avons en partie atteint nos objectifs de départ. 

Cependant le caractère de type polysavon limite i) le contrôle rhéologique (qui était un 

objectif de ce travail) et ii) probablement aussi la disponibilité des greffons et donc leur 

efficacité vis-à-vis notamment des propriétés antibactériennes. 

Afin de proposer des alternatives visant à pallier ces limites, nous proposons 3 

stratégies visant à réduire l’effet polysavon en jouant : 

1) sur le taux d’incorporation des greffons et en particulier en diminuant le taux 

de greffage ; 

2) sur la masse molaire de la chaîne de CMP et en particulier en diminuant cette 

masse molaire ; 

3) sur la rigidité de la chaîne principale en particulier en choisissant un 

polysaccharide plus rigide que le pullulane et ses dérivés, nous avons choisi 

l’alginate. (Cette approche permettra en outre de généraliser cette approche de 

greffage à d’autres polysaccharides anioniques). 

Dans ce chapitre, nous présenterons les synthèses, les caractérisations structurales et physico-

chimiques déclinées pour chacune des stratégies envisagées. Puis nous évaluerons les 

propriétés antioxydantes et antibactériennes des nouveaux dérivés greffés. Enfin nous 

évaluerons la biocompatibilité de ces derniers par des tests de cytotoxicité. 

1 Synthèses de nouveaux dérivés greffés 

Dans la suite de ce travail, nous avons utilisé la même molécule active d’origine végétale, à 

savoir l’aminogaïacol pour les trois stratégies envisagées. Pour la première stratégie (diminuer 

le DS(Ga) des dérivés CMP-Gx), le CMP présenté au chapitre C a été utilisé. Pour la 

deuxième (réduire la longueur de la chaîne), nous avons dégradé le CMP précurseur afin 
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d’obtenir des chaines de polysaccharide plus courtes. Enfin, pour la troisième stratégie 

(utiliser un polysaccharide plus rigide), nous avons décidé de travailler avec l’alginate.  

1.1 Stratégie 1 : diminution du taux de greffage (polysaccharide CMP) 

Pour rappel, le greffage de l’aminogaïacol sur le CMP est effectué en milieu aqueux acide (à 

pH = 4,5), en présence d’agent carbodiimide EDCI, à une température ambiante et sur une 

durée de synthèse de 24 h.  

Le DS(Ga) théorique visé est cette fois-ci égale à 0,15. Les proportions en réactifs utilisées 

sont regroupées dans le tableau D-1. Plusieurs synthèses ont été réalisées dans ces conditions 

de greffage et les rendements massiques obtenus sont proches avec une moyenne égale à 67 

%. Nous avions également déterminé des rendements massiques de l’ordre de 60 % dans le 

cas des DSthéo(Ga) visés et égaux à 0,25, 0,50 et 1 (présentés dans le chapitre C). Le dérivé 

greffé obtenu est soluble dans l’eau et coloré en brun. 

Tableau D-1 : Conditions de synthèse du CMP-Gx avec un DS(Ga) théorique fixé à 0,15 

 

DSthéo(Ga) 
a 

 

EDCI/CMP 
b
 

 

Rendements massiques 

(%) 

 

Solubilité 

dans l’eau 

0,15 0,18 

68 

oui 62 

71 

 
 67 ± 5,0

 c
  

a 
Ratio molaire NH2GA/CMP

 

b 
Ratio molaire EDCI/CMP 

c
 Moyenne des rendements massiques présentés  

1.2 Stratégie 2 : diminution de la masse molaire (polysaccharide CMP 

dégradé)  

1.2.1 Synthèse du dCMP 

Le CMP a été dégradé au laboratoire à partir du CMP précurseur. Il existe différentes 

méthodes pour diminuer la longueur des chaines et la masse molaire d’un polysaccharide 

telles que la dégradation enzymatique, les ultrasons ou encore l’hydrolyse acide. En 

s’inspirant des travaux réalisés par Julia Bréham lors de sa thèse
1
, nous avons choisi 

l’hydrolyse acide comme approche de dégradation du CMP. Dans cette étude J. Bréham a 

conduit cette hydrolyse sur du CMP à partir d’une solution à 25 g.L
-1

 acidifiée à pH = 2 à 



Chapitre D – Solutions proposées 

175 

 

l’aide d’une solution d’acide chlorhydrique 4 M et chauffé à 80 °C. En premier lieu, elle a 

réalisé une étude cinétique de dégradation. Des prélèvements à intervalles réguliers ont été 

effectués et analysés par chromatographie d’exclusion stérique couplée à un détecteur de 

diffusion de la lumière, un détecteur réfractométrique et un détecteur viscosimétrique 

(SEC/MALS/dRI/Visco) pour déterminer la masse molaire moyenne du CMP à différents 

temps d’études [0-180 h]. Par la suite J. Bréham a choisi de conduire la réaction d’hydrolyse 

du CMP sur une durée fixe (72 h). A la fin de la réaction, une dialyse (seuil de coupure des 

membranes de 3500 g.mol
-1
) a été réalisée afin d’éliminer les sels résiduels. Puis, les CMP 

dégradés ont été lyophilisés. Les caractéristiques des échantillons dégradés possédant 

différents degrés de substitution en fonction carboxylique DS(COOH) sont présentés dans le 

Tableau D-2 (extrait de la thèse de J. Bréham). Il apparait ainsi qu’un CMP de DS 1 présente 

les caractéristiques suivantes : Mn de 14 000 g.mol
-1

 (soit un DPn proche de 60), une Mw de 20 

000 g.mol
-1

 et une dispersité (Đ) de 1,4. On remarque que les masses molaires obtenues sont 

faibles et les chaines de polysaccharides sont de dispersité faible. De plus, suite à des analyses 

RMN
13

C sur des CMP avant et après hydrolyse, J. Bréham précise que la structure chimique 

du CMP n’est pas altérée. 

Par ailleurs, afin de comparer les différentes méthodes de dégradation, J. Bréham a également 

montré que la dégradation par ultrasons menée sur un CMP greffé en C8 (10%) conduit à un 

échantillon présentant des masses molaires de l’ordre de 45 000 g.mol
-1 

(plus importante que 

dans le cas de l’hydrolyse acide). Par ailleurs, il faut noter que la technique de dégradation par 

voie enzymatique est facilement réalisable sur du pullulane à partir par exemple de l’enzyme 

pullulanase. J. Bréham l’a également effectuée. Les oligosaccharides obtenus possédaient 

cependant des dispersités élevées (> 5). Il faut noter que la voie enzymatique (avec la 

pullulanase) n’est pas applicable sur des dérivés du pullulane comme le CMP
2
. Ali et al.

2
 ont 

montré que l’activité de cette enzyme décroit considérablement sur le CMP, et ce pour des 

CMP possédant des DS(COOH) élevés (voisin de 1). 

Tableau D-1 : Caractéristiques des CMPs obtenus après hydrolyse (Thèse J. Bréham)
1
. 

CMP Mn (g.mol
-1

) Mw (g.mol
-1

) Ð DPn 

DS 0,2 7 500 9 400 1,3 42 

DS 0,5 12 000 15 000 1,2 59 

DS 1 14 000 20 000 1,4 58 

 

Pour notre étude nous avons choisi de dégrader le CMP par hydrolyse acide. L’hydrolyse a 
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été réalisée en milieu acide (pH = 2) et à 80 °C. Le protocole est présenté en annexe D-1. 

Suite à l’analyse du CMP dégradé (noté 
d
CMP) par couplage SEC/MALLS/DRI, nous avons 

obtenu les résultats suivants : Mn (
d
CMP) = 24 000 g.mol

-1
, Ð = 1,2 et  DPn = 100. La 

longueur des chaines a bien été diminuée et pourrait conduire à des chaines plus rigides que le 

CMP. Nous étudierons plus en détails la conformation du CMP dégradé dans la partie 

physico-chimique.  

1.2.2 Synthèse des dCMP-Gx 

Les mêmes conditions de réactions que lors de l’étude sur le CMP précurseur ont été utilisées 

pour greffer l’aminogaïacol cette fois-ci sur le 
d
CMP. Des degrés de substitution DSthéo(Ga) 

variés et égaux à 0,15 ; 0,50 et 1 ont été visés (tableau D-3). Le protocole de synthèse d’un 

dérivé 
d
CMP-Gx  reste similaire à celui d’un CMP-Gx. 

 

Tableau D-3 : Conditions de synthèse de dérivés 
d
CMP-Gx avec des DS(Ga) théoriques 

variables 

a 
Ratio molaire NH2GA/CMP.

 

b 
Ratio molaire EDCI/CMP. 

c
 Moyenne déterminée à l’aide de 2 synthèses différentes. 

 

On constate que pour des DSthéo(Ga) égaux à 0,50 et 1, les dérivés 
d
CMP-Gx obtenus ne sont 

pas solubles dans l’eau. Ces résultats indiquent une différence importante avec les CMP non 

dégradés. Plusieurs hypothèses peuvent se présenter : soit les DS(Ga) vrais sont différents 

selon la masse molaire du CMP, soit les conditions de solubilité dépendent de la masse 

molaire, soit le greffage n’est plus considéré comme statistique en raison des trop faibles 

masses molaires. Le seul produit soluble est obtenu à partir du DSthéo(Ga) = 0,15 et de couleur 

brun clair. 

1.3 Stratégie 3 : rigidification de la chaîne (polysaccharide Alginate) 

L’Alginate est un polysaccharide extrait principalement des algues brunes (ex : Laminaria 

Digitata) mais il peut également provenir de la biosynthèse de bactéries (ex : Pseudomonas 

DSthéo(Ga) 
a 

 
EDCI/CMP 

b
 

Rendements massiques 
c
 

(%) 

Solubilité 

dans l’eau 

0,15 0,18 66 ± 5,0 oui 

0,50 0,60 60 ± 1,0 non 

1 1,20 65 ± 1,0 non 
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aeruginosa)
3
. Il peut se présenter sous formes d’alginate de sodium ou d’ammonium par 

exemple. Par la suite, nous avons travaillé avec un alginate de sodium. C’est une poudre 

légèrement jaunâtre et soluble dans l’eau.  

D’un point de vue chimique, c’est un copolymère linéaire formé de deux unités monomères : 

le -D-mannuronate de sodium (M) et le -L-guluronate de sodium (G) reliées entre elles par 

des liens (1,4) et (1,4). La masse molaire d’un motif de répétition est de 198 g.mol
-1

. 

L’arrangement entre ces unités peut s’effectuer de différentes manières : l’organisation 

consécutive de blocs M ou de blocs G ou l’alternance des deux motifs (MGMGMG)
4
. La 

proportion des unités M et G (rapport M/G) varie en fonction de la source d’extraction. Dans 

notre cas, l’alginate de sodium utilisé  (de chez SKW Biosystems, France) possède un rapport 

M/G égal à 1,2 et a été extrait de l’espèce d’algues brunes Laminaria Digitata. 

L’alginate est un polysaccharide anionique portant des fonctions carboxylate à pH neutre. 

Sous forme carboxylique, il devient insoluble dans l’eau pour des pH acides (pH<4 en 

général). La structure de ce polyélectrolyte est présentée sur le schéma D-1. 

 

 

 

Schéma D-1 : Structure chimique de l’alginate de sodium 

L’alginate est non toxique, biodégradable et biocompatible
4
. Il trouve des applications variées 

dans des domaines tels que l’alimentaire en tant qu’additif (E401) ou encore dans le 

biomédical
4
 car il possède des propriétés physico-chimiques intéressantes. Il est notamment 

utilisé pour ses propriétés texturantes. En effet, il a la particularité de former des gels en 

présence de cations divalents, notamment avec le calcium
4,5

. 

De plus, sa solubilité dans l’eau et la présence de fonctions actives telles que les fonctions 

carboxylate permettent d’utiliser la chimie mise en place sur le CMP. L’alginate a également 

été sélectionné en raison de ses propriétés d’agent texturant en solution aqueuse au vu de 

l’aspect rhéologique désiré. Il est plus visqueux en solution comparé au CMP. Les mesures de 

viscosités réalisées sur des solutions de ces deux polysaccharides à une concentration 

identique de 30 g.L
-1

 nous conduisent à des valeurs de 0,009 Pa.s
-1 

(CMP) et à 4 Pa.s
-1
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(Alginate). C’est ce qui a motivé notre choix de l’alginate qui est considéré comme un 

polysaccharide semi-flexible, en tout cas plus rigide que le pullulane.  

La rigidité d’une chaîne de polysaccharide peut être illustrée par sa longueur de persistance 

(q). Elle est définie comme le segment de rigidité, c’est-à-dire la plus petite longueur d’une 

chaîne  pouvant être considérée comme rigide. Dans le cas de l’alginate, la longueur (q) d’une 

chaine est en général comprise entre [14 - 16] nm et précisément égale à 15 nm à une force 

ionique de 0,17 M
6,7
. Cette rigidité s’explique par l’enchainement en  des unités 

saccharidiques et aussi par la présence du caractère polyélectrolyte même si cette contribution 

de répulsions diminue fortement en présence de sel. Le pullulane, issu d’enchainements de 

type , possède quant à lui des chaines beaucoup plus flexibles avec une longueur de 

persistance q = 1,3 nm
6
. Nous n’avons pas trouvé la valeur de la longueur de persistance des 

chaînes de CMP mais en dépit de la présence de charge, les liaisons  permettent d’estimer sa 

longueur de persistance bien inférieure à celle de l’alginate.  

 

Les conditions de réactions (solvant, température, temps) utilisées pour modifier le CMP ont 

été conservées pour les réactions de greffage de l’aminogaïacol sur l’alginate. Plusieurs 

degrés de substitution théoriques DS(Ga) ont été visés comme présenté ci-dessous (tableau D-

4).  

Tableau D-4 : Conditions de synthèse des dérivés Alg-Gx avec des DS(Ga) théoriques 

variables 

a 
Ratio molaire NH2GA/Alg. 

b 
Ratio molaire EDCI/Alg. 

c
 Moyenne déterminée à l’aide de 2 synthèses différentes. 

 

On remarque que pour des DS(Ga) théoriques égaux à 0,50 et 1, les dérivés Alg-Gx obtenus 

ne sont pas solubles dans l’eau. Les produits solubles présentent une coloration brune qui 

augmente légèrement avec le DS(Ga). 

 

DSthéo(Ga) 
a 

 

EDCI/Alg 
b
 

Rendements massiques 
c
 

(%) 

Solubilité 

dans l’eau 

0,15 0,18 82 ± 5,3 oui 

0,25 0,30 85 ± 5,0 oui 

0,50 0,60 78 ± 2,0 non 

1 1,20 72 ± 3,0 non 
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Un exemple de protocole de synthèse est fourni en annexe D-2. Concernant la purification des 

produits synthétisés, nous avons en premier lieu réalisé un protocole de purification similaire 

à celui utilisé dans le cas des dérivés greffés obtenus avec le CMP : une dialyse contre de la 

soude 0,1 M (24 h) suivie d’une dialyse contre de l’eau. Cependant, ces étapes de dialyses se 

sont avérées drastiques dans le cas de l’alginate. En effet, une forte dégradation du 

polysaccharide alginate (DPn divisé par 4) à été observée suite aux caractérisations par 

couplage SEC/MALLS/DRI/Visco (résultats non abordés par la suite). Il est possible que les 

enchainements des sucres en  de l’alginate soient plus fragiles à l’hydrolyse alcaline que les 

enchainements en  présents sur les dérivés du pullulane. En effet, Guarino et al.
8
 expliquent 

la possible dégradation de l’alginate en milieu basique (pH >10) en raison d’une réaction de 

type -élimination.  

Par la suite, nous avons décidé de changer de méthode de purification comme décrit ci-

dessous : 

A la fin de la réaction, le produit obtenu est précipité puis lavé avec de l’éthanol. Après avoir 

été bien séché à l’air libre puis sous vide, le dérivé obtenu est mis en solution dans environ 

250 mL d’eau milli-Q. La solution est ensuite dialysée (membrane de dialyse Spectra-Por 12-

14 kD) en premier lieu contre de la soude NaOH 0,01 mol.L
-1

 pendant 1 h puis contre de l’eau 

pendant deux jours avec des changements réguliers. Cette opération est répétée une fois. La 

dialyse est ensuite poursuivie contre de la soude NaOH 0,1 mol.L
-1

 pendant 1 h puis contre de 

l’eau jusqu’à atteindre une conductivité d’eau de dialyse faible, voisine de celle de l’eau milli-

Q. Il faut noter que les passages dans la soude sont réalisés sur des temps courts afin de 

limiter le plus possible la dégradation de l’alginate. Une fois la purification terminée, les 

solutions sont congelées puis lyophilisées pendant une semaine.  

 

Nous verrons par la suite que ces nouvelles étapes de purification conduisent néanmoins à une 

dégradation de l’alginate mais beaucoup moins importante. Par ailleurs, les rendements 

massiques obtenus et fournis dans le tableau D-4 sont plus élevés (de l’ordre de 80%) 

comparés à ceux déterminés dans le cas des dérivés CMP-Gx (de l’ordre de 60%). 

 

1.4 Conclusion sur les synthèses chimiques 

Les conditions des synthèses de tous les nouveaux dérivés sont similaires à celles utilisées 

dans le cas des dérivés CMP-Gx. Les rendements massiques sont voisins de 60-70% pour les 
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produits obtenus avec le CMP (haute masse molaire) et le CMP dégradé (
d
CMP). Dans le cas 

de l’alginate, ils sont de l’ordre de 80 %. 

En comparaison avec les dérivés CMP-Gx et pour des taux de greffage DSthéo(Ga) similaires, 

les produits obtenus à partir du CMP dégradé ou de l’Alginate ne présentent pas les mêmes 

propriétés de solubilité dans l’eau. En effet, une limite de solubilité est observée pour des 

DSthéo(Ga) de 0,50 et 1 pour le CMP dégradé alors que pour le CMP précurseur, les dérivés 

synthétisés à des DSthéo(Ga) similaires étaient tous solubles dans l’eau. Les produits non 

hydrosolubles ne seront pas caractérisés par la suite.  

2 Caractérisation du greffage 

Tous les dérivés greffés décrits plus haut et solubles dans l’eau ont été caractérisés par 

spectroscopie UV-Visible, IR et RMN
1
H. 

2.1 Spectroscopie UV– Visible 

Les produits ont été dissous dans de l’eau milli-Q à une concentration fixée à 0,1 g.L
-1

. Les 

spectres UV obtenus sont présentés sur la Figure D-1.  

 

Figure D-1 : Spectres UV : A) aminogaïacol dans un mélange de solvant eau/éthanol 6 % à 6.10
-5

 

M (0,008 g.L
-1

). B) le 
d
CMP (gris) ; 

d
CMP-G avec le DS(Ga) théorique = 0,15 (rouge), CMP-G avec le 

DS(Ga) théorique = 0,15 (vert), l’alginate (violet), les dérivés Alg-G avec les DS(Ga) théoriques 

égaux à 0,15 (bleu) et 0,25 (orange). Concentration échantillon : 0,1 g.L
-1 
dans l’eau. 
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Dans un premier temps, on constate que les pics caractéristiques de l’aminogaïacol sont 

présents sur les spectres des nouveaux dérivés synthétisés CMP-Gx avec un DSthéo(Ga) égal à 

0,15 et 
d
CMP-G avec un DSthéo(Ga) égal à 0,15.  

Les spectres du 
d
CMP et de l’alginate ne possèdent aucun pic sur le domaine de longueur 

d’onde d’étude. De manière qualitative, on remarque que les produits CMP-Gx avec un 

DSthéo(Ga) égal à 0,15 et 
d
CMP-G avec un DSthéo(Ga) égal à 0,15 semblent présenter une 

quantité similaire en aminogaïacol. Les degrés de substitution expérimentaux DSexp(Ga) 

seront par la suite déterminés de manière exacte par RMN-
1
H. 

 Les dérivés synthétisés
 
Alg-Gx avec des DSthéo(Ga) égaux à 0,15 et 0,25 présentent sur leur 

spectre des pics caractéristiques de l’aminogaïacol. De plus, à concentration fixe (0,1 g.L
-1

), la 

quantité en aminogaïacol présente dans chacun des dérivés Alg-Gx augmente avec le 

DSthéo(Ga). 

2.2   Spectroscopie IR 

Des exemples de spectres IR des dérivés greffés solubles obtenus à partir du CMP dégradé 

(
d
CMP) et de l’alginate sont présentés sur les Figures D-2 et D-3 et D-4.  

 

Figure D-2 : Spectre IR du CMP (bleu) et du dérivé CMP-G avec le DSthéo(Ga) = 0,15 (violet). 

 

Comme à l’exemple de ses homologues plus greffés CMP-Gx (chapitre C), le dérivé CMP-G 

avec le DSthéo(Ga) = 0,15 présente un nouveau pic qui apparait sous forme d’épaulement vers 

1670 cm
-1

, caractéristique de la fonction amide créée.  
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Figure D-3 : Spectre IR du 
d
CMP (bleu) et du dérivé 

d
CMP-G avec le DSthéo(Ga) = 0,15 (rouge). 

 

 

Figure D-4 : Spectre IR de l’Alginate (bleu) et des dérivés Alg-G  avec le DSthéo(Ga) = 0,15 (rouge), et 

DSthéo(Ga) = 0,25 (vert). 

 

En comparaison avec les spectres des précurseurs 
d
CMP et alginate, les dérivés greffés 

présentent un nouveau pic qui apparait sous forme d’épaulement à 1670 cm
-1

. Ce dernier est 

caractéristique de la fonction amide créée. De manière qualitative, on constate que l’intensité 

des épaulements augmente avec le DS(Ga). La spectroscopie IR permet donc de confirmer les 

greffages en aminogaïacol réalisés. 
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2.3 Spectroscopie RMN1H 

La spectroscopie RMN
1
H a été utilisée pour la quantification des greffages effectués avec la 

même méthodologie que celle mise en place pour les dérivés CMP du chapitre C. Des 

exemples de spectres RMN
1
H du CMP dégradé (

d
CMP) et du dérivé 

d
CMP-G avec le 

DSthéo(Ga) = 0,15 obtenu ainsi que de l’alginate et un des dérivés greffés Alg-G sont présentés 

sur la Figure D-5. 
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Figure D-5 : Spectres RMN 
1
H du CMP dégradé (A) ; de l’Alginate (B), du dérivé 

d
CMP-G avec le DSthéo(Ga) = 0,15 (C) et du dérivé Alg-G avec le DSthéo(Ga) = 0,25 (D). 

Solvant D2O, C = 10 g.L
-1 
en présence d’acétate de sodium (0,5 g.L

-1
). 
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Comme à l’exemple des dérivés CMP-Gx, les spectres des produits Alg-G et 
d
CMP-G 

présentent un nouveau pic entre [6,5 - 7] ppm sur leur spectre. Ce dernier est caractéristique 

de la présence de protons aromatiques de l’aminogaïacol greffé. Les DS(Ga) expérimentaux 

déterminés sont regroupés dans le tableau D-5. 

 

Tableau D-5 : DS(Ga) expérimentaux des dérivés CMP-G, 
d
CMP-G, Alg-G calculés par 

RMN 

  

Essais 

DS(Ga) 
a 

théorique 

DS(Ga)
 

Expérimental 

(RMN) 

Efficacité de 
b
 

la réaction (%) 

Stratégie 1 CMP-G0.15 

1 

0,15 

0,052 34,7 

2 0,046 30,7 

3 0,049 32,7 

Stratégie 2 

d
CMP-G0.15 

1 0,15 0,059 39,3 

2 0,054 36,0 

d
CMP-G0.50 1 0,50 - * - 

d
CMP-G1 1 1 - * - 

Stratégie 3 

Alg-G0.15 
1 

0,15 
0,059 39,3 

2 0,057 38,0 

Alg-G0.25 1 0,25 0,10 40,0 

Alg-G0.50 1 0,50 - * - 

Alg-G1 1 1 - * - 

a 
Ratio molaire NH2GA/CMP 

b 
Ratio moyen DS(Ga) expérimental / DS(Ga) théorique

 

*
 Produits insolubles dans l’eau. 

 

On constate que les réactions de greffages effectuées sont reproductibles. Dans le cas du 

DSthéo(Ga) fixé à 0,15, les efficacités de réactions sont de l’ordre de 30-40% quel que soit le 

polysaccharide employé. Pour un DSthéo(Ga) fixé à 0,25, la réaction de greffage menée avec 

l’alginate semble moins efficace (efficacité égale à 40%) en comparaison avec celle menée 

avec le CMP de grande masse molaire (efficacité égale à 60%, voir chapitre C).  
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2.4 Conclusion sur la caractérisation du greffage  

Les différentes caractérisations des dérivés greffés obtenus à partir du CMP précurseur, du 

CMP dégradé (
d
CMP) et de l’alginate illustrent le succès des réactions de greffage de 

l’aminogaïacol réalisées. D’une manière générale, les réactions sont reproductibles. 

L’efficacité des réactions est cependant plus faible (de l’ordre de 30-40%) comparée aux 

réactions effectuées avec des DStheo(Ga) plus grands (de l’ordre de 60%). 

 

Remarque : Les dérivés solubles seront annotés CMP-Gx, 
d
CMP-Gx ou Alg-Gx dans la suite 

du manuscrit, x correspondant au degré de substitution expérimental en aminogaïacol moyen 

(DSexp(Ga)) déterminé par RMN-
1
H. Plus précisément le dérivé correspondant au CMP 

précurseur greffé par 5% d’aminogaïacol et permettant d’explorer la stratégie 1 sera noté 

CMP-G0.05. Le dérivé issu du CMP de plus faible masse molaire et permettant d’explorer la  

stratégie 2 sera noté 
d
CMP-G0.06. Enfin, les dérivés préparés à partir de l’alginate, le 

polysaccharide de rigidité plus importante (stratégie 3), seront notés Alg-G0.06 et Alg-G0.10. 

Tous ces produits seront caractérisés en solution (études physico-chimiques) et leur propriétés 

antioxydantes, antibactériennes et de cytotoxicité seront étudiées. 

3  Etudes physico-chimiques  

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats obtenus suite aux différentes études 

physico-chimiques menées sur les nouveaux dérivés synthétisés : CMP-G0.05, 
d
CMP-G0.06 et 

Alg-Gx. 

3.1 Stratégie 1 : diminution du taux de greffage (CMP et CMP-G)  

3.1.1 Couplage SEC/MALLS/DRI/Visco 

Le chromatogramme obtenu dans le cas du dérivé CMP-G0.05 est présenté sur la Figure D-6. 

Pour comparaison, nous avons ajouté les courbes du CMP précurseur et du CMP-G0.58 (le plus 

greffé). 
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Figure D-6 : Profils d’élutions du CMP (noir), du CMP-G0.05 (rouge), du CMP-G0.58 (vert) à 1 g.L
-1

, 

solvant PBS 0,15 M. Signaux de diffusion de lumière (LS) : trait plein. Courbes (DRI) : trait 

discontinu. Distribution des masses molaires (rond). 

 

L’allure des courbes (DRI et LS) du CMP et du dérivé CMP-G0.05 ainsi que les distributions 

des masses molaires sont quasiment similaires. De plus, ces deux échantillons sont élués dans 

la même zone, soit entre [13 - 18] mL. On note toutefois un léger décalage du signal LS vers 

les volumes élevés dans le cas du CMP-G0.05. Ceci pouvant traduire une très légère tendance à 

l’agrégation. En comparaison, l’échantillon CMP-G0.58 décrit dans le chapitre précédent 

présentait, on le rappelle, une conformation très compacte traduite par un sensible décalage 

des chromatogrammes vers les forts volumes d’élution (i.e. les petits volumes 

hydrodynamiques), soit entre  [15 - 21] mL. 

 

Les grandeurs macromoléculaires intrinsèques au dérivé CMP-G0.05 sont présentées ci-

dessous (tableau D-6). Pour une meilleure comparaison, nous avons également ajouté les 

résultats qui avaient été obtenus pour les autres dérivés CMP-Gx (abordés dans le chapitre C). 
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Tableau D-6 : Grandeurs macromoléculaires caractéristiques du polymère CMP et de 

tous les dérivés CMP-Gx déterminés par SEC/MALLS/DRI/Visco à une concentration 

en échantillon de 1 g.L
-1

 et dans un milieu PBS 0,15 M. 

 Mn 

(g mol
-1

) 

Mw 

(g mol
-1

) 

Mo 
a
 

(g mol
-1

) 

DPn 

apparent 

(Mn/M0) 

Rh (n) 

(nm) 

x 

pente 

Rg vs M 
b
 

a 

pente 

[ɳ] vs M 
c
 

[ɳ]n 

(mL g
-1

) 

Masse  

récupérée 

CMP 

 

143 000 

(± 1,6 %) 

229 000 

(± 0,4 %) 

239 598 12,6 

(± 0,5 %) 

0,69 

(± 0,2%) 

0,79 

(± 0,1%) 

100 

(± 1,0 %) 

96 

 

CMP-G0.05 150 000 

(± 4,3 %) 

241 000 

(± 1,2%) 

244 615 12,3 

(± 1,0%) 

0,70 

(± 0,6%) 

0,76 

(± 0,1%) 

90 

(± 0,9 %) 

99 

 

CMP-G0.16 166 000 

(± 1,6 %) 

262 000 

(± 0,6 %) 

255 651 12,3 

(± 0,5 %) 

0,61 

(± 0,3%) 

0,75 

(± 0,1%) 

77 

(± 1,1 %) 

90 

 

CMP-G0.37 181 000 

(± 1,4 %) 

294 000 

(± 0,6 %) 

276 656 10,9 

(± 0,6 %) 

0,57 

(± 0,5%) 

0,74 

(± 0,2%) 

52 

(± 1,3 %) 

92 

 

CMP-G0.58 279 000 

(± 2,1 %) 

307 000 

(± 1,7 %) 

297 939 8,9 

(± 1,9 %) 

0,49 

(± 4,5 %) 

0,75 

(± 1,1%) 

16 

(± 5,2 %) 

75 

   a 
: Mo est la masse molaire de l’unité de répétition déterminée par le calcul : 162 + 80DSCOONa + 99,15 DS(Ga). 

   b 
: pente de la courbe Rg vs M

 
déterminée pour des valeurs de Rg (supérieures à 10 nm). 

   c 
: pente de la courbe [ɳ] vs M

 
; coefficient de Mark Houwink 

 

En comparaison avec les données du CMP, on constate d’une part une très légère 

augmentation des masses molaires moyennes Mn et Mw du dérivé CMP-G0.05 ainsi que du DPn 

apparent. D’autre part, le rayon Rh et la viscosité [ɳ] du dérivé CMP-G0.05 diminuent très 

légèrement. Ces évolutions montrent qu’il existe quelques interactions intra et 

intermoléculaires entre greffons hydrophobes même à très faible taux de greffage (DS(Ga) = 

0,05). Cependant, le caractère associatif du dérivé CMP-G0.05 est beaucoup moins marqué 

devant celui des dérivés CMP-Gx présentant des DS (Ga) plus importants.  

On rappelle que les rayons Rg des dérivés CMP-Gx n’étaient pas accessibles par la technique 

de diffusion de lumière sur l’ensemble du domaine des courbes d’élution. La représentation 

Rg = f (M) en échelle bi-logarithmique dans le cas du dérivé CMP-G0.05 et pour des valeurs de 

Rg supérieures à 10 nm est fournie en annexe D-3. La conformation du dérivé CMP-G0.05 est 

décrite au travers des paramètres ‘x’ équivalent à la pente des représentations 

bilogarithmiques (Rg = f (M)) et ‘a’ équivalent à la pente des représentations de Mark-

Houwink ([ɳ] = f(M)). On remarque que le dérivé CMP-G0.05 adopte une conformation 

quasiment similaire à celle du CMP (valeurs de ‘x’ et ‘a’ du dérivé CMP-G0.05 sont 
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sensiblement égales à celles du CMP). Précisément, une conformation de type pelote 

statistique flexible (avec x0.7) et en bon solvant (‘a’ autour de 0.8). 

 

La diminution du degré de substitution en aminogaïacol greffé sur le CMP a donc permis 

d’obtenir un dérivé CMP-G0.05 très peu ou pas associatif en milieu salin dilué.  

3.1.2 Etude viscosimétrique 

Les mesures de viscosités des solutions du dérivé CMP-G0.05 ont été réalisées dans les mêmes 

conditions que le CMP et tous les autres dérivés CMP-Gx (milieu PBS 0,15 M et à un 

cisaillement fixé 1 s
-1

 à 25°C) dans le régime newtonien. 

Détermination de la viscosité intrinsèque et de la concentration critique Ccr du CMP-G0.05 

La Figure D-7 illustre les représentations de Huggins ɳred = f(C) obtenues pour le dérivé 

CMP-G0.05 ainsi que pour le CMP et tous les autres dérivés CMP-Gx. 

 

 

Figure D-7 : Représentation de la viscosité réduite ɳred en fonction de la concentration en polymères 

pour le CMP-G0.05 (rouge), le CMP précurseur et tous les dérivés CMP-Gx dans le solvant PBS 0,15 M 

à 25°C et à un cisaillement fixé à 1 s
-1

. 
 

La droite obtenue pour le dérivé CMP-G0.05 suit une évolution logique comparée aux 

comportements du CMP et des autres dérivés CMP-Gx. Les valeurs de la viscosité intrinsèque 

[ɳ] et du coefficient de Huggins (KH) du CMP-G0.05 déterminées à partir de l’équation 

y = 0,0045x + 0,1002
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correspondante sont présentées dans le tableau D-7. Ce tableau indique également les valeurs 

des viscosités intrinsèques []n déterminées par SEC/MALLS/DRI/Visco. 

 

Tableau D-7 : Viscosité [ɳ] et coefficient de Huggins (KH) du CMP-G0.05 

 CMP CMP-G0.05 CMP-G0.16 CMP-G0.37 CMP-G0.58 

[ɳ]  mL.g
-1

 116 100 60 31 8 

KH 0,4  0,44 1 2,4 18 

[ɳ]n mL.g
-1 a

 100 90 77 52 16 

a
 Viscosité intrinsèque déterminée par SEC/MALLS/DRI/Visco 

 

Le CMP-G0.05 présente une valeur de viscosité [ɳ] à faible cisaillement égale à 100 mL.g
-1

 et 

légèrement plus faible que celle du CMP. D’une manière générale, plus le DS(Ga) augmente, 

plus les valeurs de viscosités intrinsèques ([ɳ]) diminuent. La même évolution des viscosités 

intrinsèques []n déterminées par couplage SEC/MALLS/DRI/Visco est observée et confirme 

bien une diminution de la taille des pelotes statistiques avec l’augmentation du DS(Ga). La 

constante d’Huggins du dérivé CMP-G0.05 (KH = 0,44) est quasi similaire à celle du CMP et 

montre que le produit greffé est dans un bon état de solvatation. Ces résultats confirment bien 

la très faible tendance à l’agrégation du dérivé CMP-G0.05. Le CMP-G0.05 présente donc 

comme souhaité, un faible pouvoir associatif. 

 

La représentation bilogarithmique de la viscosité spécifique en fonction de la concentration en 

polymère (ɳspe = f(C)) obtenue pour le produit CMP-G0.05 est donnée sur la Figure D-8. La 

concentration critique de recouvrement Ccr du CMP-G0.05 a été déterminée à 40 g.L
-1

. 

Rappelons que les Ccr du CMP, du CMP-G0.16  et du CMP-G0.37 sont respectivement égales à 

42, 55 et 67 g.L
-1

. La concentration Ccr du dérivé CMP-G0.05 est sensiblement égale à celle du 

CMP et bien inférieure aux Ccr des dérivés les plus greffés. Ces évolutions sont en accord 

avec le faible caractère associatif du dérivé faiblement greffé. 
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Figure D-8 : Représentation de Utracki and Simha. Viscosité spécifique ɳspe en fonction de la 

concentration (en g.L
-1

) en polymère CMP-G0.05  dans le solvant PBS 0,15 M à 25°C. 

 

3.1.3 Fluorescence 

Le comportement légèrement associatif du produit CMP-G0.05 a également été mis en avant 

par fluorescence. Des solutions de ce dérivé ont été préparées entre [0,09-12] g.L
-1

 dans du 

NaCl 0,15 M, en présence de pyrène (4.10
-7

 M). 

L’évolution des rapports d’intensité I1/I3 du pyrène en fonction de la concentration du dérivé 

CMP-G0.05 ainsi que du CMP et des autres dérivés CMP-Gx sont présentés sur la Figure D-9.  

La concentration d’agrégation critique (CAC) du CMP-G0.05 déterminée est égale à 1,15 g.L
-1

.  
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Figure D-9 : Rapport I1/I3 de l’intensité des bandes du spectre d’émission du pyrène (4.10
-7

 mol.L
-1

) 

en fonction de la concentration en polymère pour le CMP (bleu), le CMP-G0.05 (rouge) et tous les 

autres dérivés CMP -Gx. Mesures à 25°C dans NaCl 0,15 M. 

 

Comme à l’exemple des autres dérivés CMP-Gx étudiés, on remarque que le rapport 

d’intensité I1/I3 du pyrène diminue progressivement lorsque la concentration C(CMP-G0.05) 

augmente. Plus précisément, on passe d’une valeur voisine de 1,6 à une valeur finale voisine 

de 1,1. Cette évolution traduit bien le passage du pyrène d’un environnement polaire vers un 

environnement apolaire. Malgré son faible pouvoir associatif observé au niveau 

macroscopique, le dérivé CMP-G0.05 est donc capable de présenter la formation de zones 

hydrophobes au niveau moléculaire microscopique.  

 

L’évolution générale des CAC de tous les dérivés CMP-Gx (DS(Ga) = 0,05 ; 0,16 ; 0,37 et 

0,58) est représentée sur la Figure D-10. Rappelons qu’il a été démontré dans le chapitre C 

que le CMP ne présente pas de caractère associatif (pas de CAC). 
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Figure D-10 : Evolution de la concentration d’agrégation critique CAC en fonction du DS(Ga) des 

dérivés CMP-Gx dans NaCl 0,15M 

 

On observe deux tendances : 

(1) aux faibles valeurs de DS(Ga), on remarque un plateau. La CAC est alors indépendante du 

DS(Ga). Le dérivé CMP-G0.05 possède une CAC égale à 1,15 g.L
-1

. Elle est sensiblement 

égale à celle du CMP-G0.16 (1,2 g.L
-1

), malgré le taux DS(Ga) différent. On pourrait donc 

penser que l’établissement de clusters hydrophobes ne nécessite pas l’implication d’un 

nombre trop important de greffons aminogaïacol. 

 

(2) Pour des valeurs de DS(Ga) > 0,16, il y a diminution de la CAC lorsque le DS(Ga) 

augmente. On constate que cette baisse est établie de manière quasi-linéaire (y = -2,5x + 

1,575 avec R
2 

= 0,993). Cette méthode permet ainsi de prévoir une CAC en fonction du 

DS(Ga) d’un dérivé CMP-Gx. Il faut aussi noter que les mesures de SEC/MALLS/DRI/Visco 

ont été effectuées à 1 g.L
-1

 pour tous les dérivés CMP-Gx. A cette concentration, la CAC est 

atteinte seulement pour les deux dérivés les plus greffés, d’où les fortes diminutions des 

rayons hydrodynamiques et des coefficients ‘x’ des droites Rg vs M. Le caractère associatif du 

dérivé faiblement greffé (CMP-G0.05) est ainsi très faible en régime très dilué (i.e. C < Ccr) 

mais apparait toutefois quand on concentre la solution. 

 

3.1.4 Mesures rhéologiques : Etude en écoulement 

Les mesures rhéologiques en mode écoulement ont été effectuées sur des solutions du dérivé 

CMP-G0.05 dans les mêmes conditions que le CMP et les autres dérivés CMP-Gx, notamment 
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à 50, 100 et 150 g.L
-1

. Les courbes obtenues pour le CMP-G0.05 sont présentées sur la Figure 

D-11 et accompagnées des courbes du CMP et des autres dérivés CMP-Gx pour comparaison. 

 

Figure D-11 : Viscosité apparente de la solution de CMP-G0.05 (rouge) à 50, 100 et 150 g.L
-1

, CMP 

(bleu) et des dérivés CMP-G0.16 (gris), CMP-G0.37 (orange), CMP-G0.58 (vert). 
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Le CMP-G0.05 présente un caractère newtonien à 50, 100 et 150 g.L
-1

 et ce sur l’ensemble du 

domaine d’étude. De plus, quelle que soit la concentration d’étude, la viscosité du CMP-G0.05 

est légèrement inférieure à celle du CMP. En régime concentré, le CMP-G0.05 présente encore 

des associations intramoléculaires qui diminuent légèrement ses propriétés rhéologiques 

comparées au précurseur CMP. D’un point de vue rhéologique la stratégie 1 (de diminution 

du taux de greffage DS(Ga)) ne conduit donc pas aux objectifs recherchés. 

3.1.5 Conclusion sur les propriétés physico-chimiques  

Le greffage de l’aminogaïacol à faible taux (DS(Ga) = 5 %) conduit à l’obtention d’un dérivé 

présentant un comportement faiblement associatif en milieu salin dilué et semi-dilué. Le 

comportement de CMP-G0.05 au regard de son taux de greffage, s’insère logiquement dans les 

tendances observées avec les autres dérivés présentés dans le chapitre C. Ainsi, le caractère 

associatif augmente bien lorsque le DS(Ga) augmente (exemple avec la diminution des tailles 

(Rh) et de viscosités intrinsèques suivant le DS(Ga)). La fluorescence indique bien la présence 

du caractère associatif du CMP-G0.05 avec une CAC globalement plus importante que pour les 

dérivés plus greffés. Finalement en régime plus concentré, la rhéologie confirme le caractère 

associatif favorisé par des intéractions intramoléculaires entre greffons aminogaïacol. 

L’amélioration de la rhéologie n’est donc pas atteinte avec cette stratégie 1 (de diminution du 

taux de greffage DS(Ga)). La viscosité du dérivé CMP-G0.05 est proche de celle du précurseur. 

 

Nous allons par la suite étudier le comportement du dérivé synthétisé à partir du CMP 

dégradé, soit le 
d
CMP-G0.06 en solution saline et en milieu dilué. 

3.2 Stratégie 2 : diminution de la masse molaire (dCMP et dCMP-G) 

3.2.1 Couplage SEC/MALLS/DRI/Visco 

Rappelons que dans le cas de la stratégie 2, nous avons choisi de réaliser une dégradation du 

CMP afin d’obtenir un CMP dégradé (
d
CMP) présentant des masses molaires réduites et donc 

des longueurs de chaines plus courtes en comparaison avec le CMP précurseur (haute masse 

molaire). Il faut noter que la diminution des masses molaires pourrait s’accompagner d’une 

éventuelle rigidification de la conformation du CMP. Ainsi, afin d’évaluer les éventuels effets 

de la dégradation sur la conformation du 
d
CMP et/ou du greffage sur la conformation du 

dérivé 
d
CMP-G0.06, nous allons réaliser par la suite des études conformationnelles. Pour ce 

faire, à partir des diverses informations accessibles par les analyses en 

SEC/MALLS/DRI/Visco, nous allons réaliser des analyses détaillées et comparatives sur les 
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échantillons CMP (haute masse molaire), CMP dégradé (
d
CMP) et le dérivé greffé 

d
CMP-

G0.06.  

 

 Analyses des distributions des masses molaires du CMP, du 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-

G0.06. 

Les chromatogrammes du CMP dégradé (
d
CMP) et du dérivé 

d
CMP-G0.06 sont présentés sur la 

Figure D-12. Les résultats qui en découlent sont regroupés plus loin dans le tableau D-8.  

 

 

Figure D-12 : Profils d’élutions du CMP (gris) à C = 1 g.L
-1

, du 
d
CMP (bleu) et du 

d
CMP-G0.06 

(orange) à C = 15 g.L
-1

. Solvant  PBS 0,15 M.  Signaux de diffusion de lumière (LS) : trait plein. 

Courbes (DRI) : trait discontinu. Distribution des masses molaires (rond). 

 

Dans un premier temps, en s’intéressant au CMP et au 
d
CMP, on remarque que les 

chromatogrammes (DRI et LS) du 
d
CMP (Figure D-12) sortent vers les forts volumes 

d’élution en comparaison avec le CMP. Cela illustre des volumes hydrodynamiques (tailles) 

du 
d
CMP plus petits comparés au CMP. On remarque également que quel que soit le volume 

d’élution, les masses molaires du CMP sont bien supérieures à celles du 
d
CMP. Ces 

observations sont confirmées par les valeurs des masses molaires moyennes Mn et Mw et des 

DPn, regroupées dans le tableau D-8. En effet, on observe une diminution des masses molaires 

Mn et Mw et également des valeurs de DPn dans le cas du 
d
CMP. Plus précisément, le DPn 
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(longueur des chaines) du CMP est environ 6 fois plus important que celui du 
d
CMP. Cela 

illustre des chaines du 
d
CMP plus courtes. Toutes ces évolutions confirment qu’il y a bien eu 

dégradation du CMP. 

 

Dans un second temps, concernant le 
d
CMP et le dérivé 

d
CMP-G0.06, on remarque que ces 

deux produits présentent des allures de courbes (DRI et LS) ainsi que des distributions de 

masses molaires assez similaires. On remarque toutefois un léger décalage des 

chromatogrammes du dérivé greffé vers les plus faibles volumes d’élution donc vers des 

volumes hydrodynamiques légèrement supérieurs. Ceci pourrait se traduire par une très légère 

tendance à l’agrégation. 

 

 Analyses des distributions des viscosités intrinsèques [ɳ] et des rayons hydrodynamiques 

(Rh) du CMP, du 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-G0.06 (Figures D-13 et D-14). 

 

 

Figure D-13 : Profils d’élutions du CMP (gris) à C =1 g.L
-1

, du 
d
CMP (bleu) et du 

d
CMP-G0.06 

(orange) à C =15 g.L
-1

. Solvant  PBS 0,15 M.  Signaux de diffusion de lumière (LS) : trait plein. 

Courbes (DRI) : trait discontinu. Distribution des viscosités intrinsèques [ɳ] (rond). 
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Figure D-14 : Profils d’élutions du CMP (gris) à C = 1 g.L
-1

, du 
d
CMP (bleu) et du 

d
CMP-G0.06 

(orange) à C = 15 g.L
-1

. Solvant  PBS 0,15 M.  Signaux de diffusion de lumière (LS) : trait plein. 

Courbes (DRI) : trait discontinu. Distribution des rayons hydrodynamiques Rh (rond). 

 

Les analyses du CMP (haute masse molaire) et du 
d
CMP (faible masse molaire) ont été 

réalisées sur une même colonne (adaptée aux polymères de fortes masses molaires). Afin 

d’avoir une bonne séparation des chaines du 
d
CMP et des allures de signaux (LS et DRI) bien 

définis, le 
d
CMP a été préparé à une concentration plus importante que le CMP soit 15 g.L

-1
. 

Le 
d
CMP présente bien des [ɳ] et des Rh plus faibles que le précurseur CMP et ce sur tout le 

domaine d’élution (Figure D-13 et D-14). Les valeurs moyennes des [ɳ] et des Rh du CMP et 

du 
d
CMP sont regroupées dans le tableau D-8 et confirment ces observations. Notamment, le 

d
CMP possède une valeur moyenne Rh (3 fois plus petite) et une viscosité [ɳ] (5 fois plus 

faible) du 
d
CMP comparée au CMP. 

 

Dans le cas du 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-G0.06, peu de différences sont observées au niveau 

des distributions de [ɳ] et de Rh. Cela montre que la présence des greffons aminogaïacol en 

faible proportions (6%) semble peu (voire pas) affecter la conformation du polysaccharide. 

Ces résultats sont confirmés par les valeurs moyennes de Rh présentées dans le tableau D-8. 

 

1

10

100

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

13 14 15 16 17 18 19 20

R
h 
(n

m
)

éc
h

el
le

 r
el

at
iv

e

Volume (mL)

CMP

dCMP 

dCMP-G0.06

LS DRI

Rh



Chapitre D – Solutions proposées 

199 

 

Par ailleurs, la nature de la conformation (pelote, bâtonnet rigide, sphère dure) adoptée par un 

polymère en solution et/ou l’état de solvatation du polymère peut être illustré au travers des 

valeurs des pentes caractéristiques ‘x’ de la représentation bi-logarithmique (Rg = f (M)) ou 

encore du coefficient de Mark-Houwink, soit ‘a’ de la représentation ([ɳ] = f (M)). Nous 

allons par suite nous intéresser à ces coefficients pour avoir plus d’informations sur le type de 

conformation adopté par les produits CMP, 
d
CMP et le dérivé 

d
CMP-G0.06. 

 

Nous allons en premier lieu regarder les distributions des rayons Rg. 

 Distributions des rayons de giration Rg du CMP, du 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-G0.06 

(Figure D-15) 

 

Figure D-15 : Profils d’élutions du CMP (gris) à C = 1 g.L
-1

, du 
d
CMP (bleu) et du 

d
CMP-G0.06 

(orange) à C = 15 g.L
-1

. Solvant  PBS 0,15 M.  Signaux de diffusion de lumière (LS) : trait plein. 

Courbes (DRI) : trait discontinu. Distribution des rayons de giration Rg (rond). 

 

On constate que dans le cas des échantillons dégradés 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-G0.06, les 

rayons de giration ne sont pas accessibles sur tout le domaine d’élution. Précisément, aux 

forts volumes d’élution, la diffusion d’intensité de lumière des particules devient isotrope (pas 

de dépendance angulaire) en raison des tailles trop petites (inférieures à 10 nm). En 

s’intéressant au domaine d’élution où la diffusion est anisotrope, il est possible de donner une 

représentation Rg = f (M) en échelle bi-logarithmique dans le cas de chacun des échantillons 
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et pour des valeurs de Rg supérieures à 10 nm. Ces représentations sont fournies sur la Figure 

D-16. 

 

Figure D-16 : Représentation bilogarithmique Rg = f (M) pour le CMP (gris), le 
d
CMP (bleu) et le 

dérivés 
d
CMP-G0.06 (orange) dans le solvant PBS 0,15 M, à 25°C. 

 

Les courbes obtenues varient de manière linéaire, traduisant bien une relation en loi d’échelle 

du type Rg~M
x
 avec ‘x’ la pente caractéristique de la conformation adoptée par les polymères 

en solution. Il est possible de noter au vu des représentations Rg vs M obtenues (Figure D-16) 

que les pentes des droites semblent peu différentes pour tous les produits : CMP, du 
d
CMP et 

du dérivé 
d
CMP-G0.06. Ces remarques sont confirmées par les valeurs des pentes ‘x’ 

présentées dans le tableau D-8. Les pentes des échantillons dégradés augmentent légèrement 

comparé au CMP. Cependant, d’une manière générale, elles sont comprises entre [0,7 - 0,9]. 

Cela illustre des conformations de type pelotes statistiques assez flexibles en solution pour les 

échantillons CMP, du 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-G0.06. 

  

Intéressons-nous maintenant au coefficient de Mark-Houwink, soit ‘a’. Les représentations 

([ɳ] = f (M)) sont fournies ci-dessous.  
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 Représentation de Mark-Houwink pour les échantillons CMP, 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-

G0.06 (Figure D-17) 

 

Figure D-17 : Représentation de Mark-Houwink [ɳ] =f (M) pour le CMP (gris), le 
d
CMP(bleu) et le 

dérivés 
d
CMP-G0.06 (orange) dans le solvant PBS 0,15 M, à 25°C. 

 

Les courbes obtenues varient de manière linéaire, traduisant bien une relation en loi d’échelle 

du type [ɳ]~M
a
 avec ‘a’ la pente illustrant la conformation et l’état de solvatation des 

échantillons. D’une manière générale une valeur de a = 0,5 témoigne d’une pelote en solvant 

thêta. Lorsque ‘a’ est compris entre [0,5 – 0,8], cela illustre une conformation de type pelote 

statistique en bon solvant. Une conformation de type bâtonnet rigide est attribuée à des 

valeurs de ‘a’ supérieures à 1. Dans notre cas, les valeurs des pentes ‘a’ fournies dans le 

tableau D-8 sont quasiment similaires et de l’ordre de 0,7. Le CMP, le 
d
CMP et le dérivé 

d
CMP-G0.06 se présentent donc sous forme de pelote statistique et en bonnes conditions de 

solvatation. Ces résultats confirment les premières conclusions apportées par les 

représentations Rg = f (M). 
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Tableau D-8 : Grandeurs macromoléculaires caractéristiques du
 
CMP à 1 g L

-1
 

 
et des 

produits 
d
CMP et dérivé 

d
CMP-G0.06 à C = 15.g L

-1
  déterminés par 

SEC/MALLS/DRI/Visco dans un milieu PBS 0,15 M. 

 

Mn 

(g.mol
-1

) 

Mw 

(g.mol
-1

) 

Mo 
a
 

(g.mol
-1

) 

DPn 

apparent 

(Mn/M0) 

Rh (n) 

(nm) 

x 

pente 

Rg vs M 
b
 

a 

pente 

[ɳ] vs M 

c
 

[ɳ]n 

(mL.g
-1

) 

Masse  

récupérée 

CMP 

 

143 000 

(± 1,6 %) 

229 000 

(± 0,4 %) 

239 598 12,6 

(± 0,5 %) 

0,69 

(± 0,2%) 

0,79 

(± 0,1%) 

100 

(± 1,0 %) 

96 

 

d
CMP 

 

24 000 

(± 0,3 %) 

 34 000 

(± 0,2 %) 

239 100 4,1 

(± 0,1 %) 

0,77 

(± 1,4%) 

0,73 

(± 0,1%) 

19 

(± 0,2 %) 

99 

 

d
CMP-G0.06 23 000 

(± 0,5 %) 

34 000 

(± 0,2 %) 

244 94 4,1 

(± 0,2 %) 

0,86 

(± 1,2%) 

0,72 

(± 0,1%) 

21 

(± 0,3 %) 

82 

 

   a 
: Mo est la masse molaire de l’unité de répétition déterminée par le calcul : 162 + 80DSCOONa + 99,15 DS(Ga). 

   b 
: pente de la courbe Rg vs M

 
déterminée pour des valeurs de Rg (supérieures à 10 nm). 

   c 
: pente de la courbe [ɳ] vs M

 
; coefficient de Mark Houwink 

En conclusion sur les résultats apportés par le couplage SEC/MALLS/DRI/Visco, nous avons 

pu confirmer qu’il y a bien eu dégradation du polysaccharide CMP. Le 
d
CMP présente 

effectivement des masses molaires moyennes Mn et Mw et de tailles (Rh, []) bien inférieures 

comparées à celles du CMP précurseur. Les valeurs des pentes ‘x’ (Rg~M
x
 ) et ‘a’ ([ɳ]~M

a
) 

sont très proches voir quasiment identiques. Les échantillons adoptent une conformation 

similaire de type pelote statistique en bon solvant. On comprend ainsi que la dégradation ne 

conduit pas à une modification de conformation et plus précisément que le 
d
CMP conserve un 

caractère flexible. En tenant compte de la taille d’un sucre anhydroglucose (soit 0,515 nm
9
) 

mais également de la longueur de persistance du CMP ( q (pullulane) soit 1,3 nm), on déduit 

que la longueur de persistance (partie rigide d’une chaine de polysaccharide) met en jeu 

environ 3 sucres anhydroglucose. Au vu de la valeur de DPn trouvée dans le cas du 
d
CMP (soit 

100 unités anhydroglucose), le nombre de segments de rigidité reste suffisamment important 

pour assurer le maintien de la flexibilité du 
d
CMP. 

Le dérivé modifié dégradé (
d
CMP-G0.06) présente des masses molaires et des tailles (Rh, []) 

très proches de celles de son homologue précurseur 
d
CMP. Les valeurs des pentes ‘x’ 

(Rg~M
x
) et ‘a’ de ces deux produits sont également proches ([ɳ]~M

a
). Le greffage (à faible 

taux) n’entraine donc aucun changement quant à la conformation du 
d
CMP. Tous ces résultats 

confirment le très faible (ou l’absence de) pouvoir associatif à faible taux de greffage (6%). 

Cependant, il serait difficile de généraliser ce résultat obtenu  « faible pouvoir associatif » à 
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des taux de greffage plus importants. On rappelle que les greffages (avec des DSthéo(Ga) > 

0,15) ont conduit à l’obtention de dérivés 
d
CMP-G non solubles dans l’eau.  

Nous avons par la suite effectué des mesures en fluorescence sur le 
d
CMP-G0.06 afin d’avoir 

plus d’informations sur l’éventuel caractère associatif de ce dérivé. 

3.2.2 Fluorescence 

Des mesures de fluorescence ont été menées sur des solutions du dérivé 
d
CMP-G0.06 à des 

concentrations comprises entre [0,09 - 12] g.L
-1

. Les solutions ont été préparées dans du NaCl 

0,15 M en présence de pyrène (4.10
-7

 M). Le rapport d’intensité I1/I3 du pyrène en fonction de 

la concentration en polymère (
d
CMP ou 

d
CMP-G0.06) est représenté sur la Figure D-18.  

 

Figure D-18 : Rapport I1/I3 de l’intensité des bandes du spectre d’émission du pyrène (4.10
-7

 M) en 

fonction de la concentration en polymère (en g.L
-1

) pour 
d
CMP (bleu) et le dérivé 

d
CMP-G0.06 

(orange). Mesures à 25°C dans du NaCl 0,15 M. 

 

En premier lieu, on constate que le rapport I1/I3 du CMP dégradé précurseur reste indépendant 

de la concentration (environ 1,6) traduisant un environnement logiquement hydrophile. 

Concernant le dérivé 
d
CMP-G0.06, on remarque une baisse du rapport I1/I3 et l’apparition d’une 

rupture de pente (CAC) lorsque la concentration en dérivé 
d
CMP-G0.06 augmente. Cette 

évolution traduit tout l’existence de domaines hydrophobes causés par des interactions entre 

greffons aminogaïacol. Nous avons déterminé une CAC égale à 1,25 g.L
-1

 pour le dérivé 

d
CMP-G0.06. Pour rappel, le dérivé CMP-G0.05 non dégradé présente une CAC égale 1,15 g.L

-1
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Cependant, il faut souligner que les associations entre greffons entrainant la formation de 

zone hydrophobes observées (baisse I1/I3) sont assez marginales puisque les masses molaires 

déterminées par SEC/MALLS/DRI ne montrent pas d’agrégation importante alors que les 

analyses ont été effectuées à 15 g.L
-1

 soit bien supérieures à la CAC ici déterminée.  

 

Par ailleurs, le comportement du dérivé 
d
CMP-G0.06 n’a pas été étudié en milieu semi-dilué en 

raison de la très faible viscosité de ce produit en solution. L’objectif rhéologique n’était pas 

visé en utilisant ce polysaccharide. 

 

3.3 Stratégie 3 : rigidification de la chaîne (Alginate et Alg-G) 
 

3.3.1 Couplage SEC/MALLS/DRI/Visco 

Rappelons que dans le cas de la stratégie 3, nous avons choisi d’utiliser l’alginate comme 

polysaccharide. Ce dernier est considéré comme un polymère semi-flexible avec une longueur 

de persistance égale à 15 nm en milieu salin. Cette valeur est plus grande que celle du 

pullulane soit 1,3 nm, qu’on assimile également par la suite à celle du CMP en milieu salin. 

Cela témoigne d’un caractère de l’alginate plus rigide que le CMP et pourrait permettre de 

limiter le pouvoir associatif de type intramoléculaire des dérivés amphiphiles Alg-Gx.  

 

Comme déjà mentionné dans la partie « Synthèse », la purification des dérivés Alg-Gx a été 

établie selon plusieurs étapes : successions de dialyses contre NaOH 0,01 M, contre de l’eau 

milli-Q, contre NaOH 0,1 M et pour finir contre de l’eau milli-Q (rappel protocole plus haut 

partie « synthèse »). Au vu de la présence de liaisons (1,4) dans la structure de l’alginate 

(schéma D-1), ce dernier pourrait être sujet à une dégradation en milieu basique comme déjà 

mentionné
8
.  

Pour étudier l’hypothèse d’une possible dégradation, nous avons focalisé notre attention sur le 

processus de purification par dialyse. En effet, une dégradation pendant le greffage sur les 

alginates est peu probable. Colinet et al.
10

 avaient prouvé qu’une solution d’alginate dans les 

conditions de réactions utilisées (milieu acide à pH 3,6 et en présence d’EDCI (pendant 24 h)) 

ne conduisait pas à la dégradation du polysaccharide. Nous avons donc étudié un échantillon 

d’alginate n’ayant suivi que les étapes de purification appelé par la suite : Alginate ctrl. 
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Les chromatogrammes obtenus pour l’Alginate et l’Alginate ctrl sont présentés sur la Figure 

D-19. Les résultats qui en découlent sont regroupés tableau D-9.  

 

Figure D-19 : Profils d’élutions de l’Alginate et de l’Alginate ctrl dans du PBS à 0,15 M; Alginate 

(violet), Alginate ctrl (rouge) Signaux de diffusion de lumière (LS) : trait plein. Courbes obtenues par 

le détecteur réfractomètre (DRI) : trait discontinu. Distribution des masses molaires (rond plein). 

 

Les profils (LS et DRI) de l’alginate et de l’alginate ctrl sont quasiment similaires. On 

observe cependant un léger décalage vers les plus forts volumes d’élution dans le cas de 

l’alginate ctrl. Cette première observation illustre une probable dégradation de l’alginate. On 

constate que les valeurs des masses molaires moyennes Mn et Mw ainsi que le DPn (tableau D-

9) de l’alginate ctrl sont plus faibles que celles de l’Alginate. Ces évolutions montrent qu’il y 

a donc eu dégradation du polysaccharide alginate en raison des étapes de purification. 

Au vu de cette remarque, il sera opportun d’utiliser l’alginate ctrl comme précurseur pour les 

polymères greffés Alg-Gx qui seront analysés par la suite. En effet, ces produits ont subi le 

même traitement basique alors que l’alginate précurseur n’a subi aucun traitement. 
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Tableau D-9 : Grandeurs macromoléculaires caractéristiques des polymères CMP, 

Alginate (ctrl) et dérivés Alg-Gx déterminés par couplage SEC/MALLS/DRI/Visco à une 

concentration en échantillon C = 1,0 g L
-1

 et dans un milieu PBS 0,15 M.  

 Mn 

(g mol
-1

) 

Mw 

(g mol
-1

) 

Mo 
a
 

(g mol
-1

) 

DPn 

apparent 

(Mn/M0) 

Rh (n) 

(nm) 

[ɳ]n 

(mL g
-1

) 

Masse  

récupérée 

Alginate 

 

159 000 

(± 1,5 %) 

212 000 

(± 0,6 %) 

198 843 23,9 

(± 0,4 %) 

592 

(± 0,2 %) 

71 

 

Alginate ctrl
  
 119 000 

(± 0,9 %) 

163 000 

(± 0,4 %) 

198 601 20,0 

(± 0,4 %) 

453 

(± 0,2 %) 

84 

   a 
: Mo est la masse molaire de l’unité de répétition déterminée par le calcul : 198 + 99,15 DS(Ga). 

 

A l’exemple des analyses détaillées effectuées dans le cas de la stratégie 2, nous allons 

maintenant réaliser des études conformationnelles comparatives entre le CMP (haute masse 

molaire), l’alginate ctrl et les dérivés greffés Alg-Gx. 

 Distributions des masses molaires du CMP, de l’alginate ctrl et des dérivés greffés Alg-

Gx. 

Les chromatogrammes du CMP, de l’alginate ctrl et des dérivés greffés Alg-Gx sont présentés 

sur la Figure D-20. Les résultats qui en découlent sont regroupés plus loin dans le tableau D-

10.  
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Figure D-20 : Profils d’élutions du CMP, de l’Alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx dans du PBS à 

0,15M; CMP (gris), Alginate ctrl (rouge), Alg-G0.06 (bleu), Alg-G0.10 (vert). Signaux de diffusion de 

lumière (LS) : trait plein. Courbes obtenues par le détecteur réfractomètre (DRI) : trait discontinu. 

Distribution des masses molaires (rond plein). 

 

En s’intéressant au CMP et à l’alginate ctrl (Figure D-20 A), on remarque que les courbes de 

l’alginate ctrl (LS et DRI) sortent à des volumes sensiblement plus importants que ceux du 
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CMP. Cela illustre des volumes hydrodynamiques (tailles) de l’alginate ctrl en solution plus 

grands comparés au CMP. Pourtant le CMP présente des masses molaires plus importantes 

que celles de l’alginate ctrl (Mn=143 000g.mol
-1

 contre 119 000g.mol
-1

), il est donc clair que 

l’alginate est plus rigide que le CMP. Confirmant cette observation, on constate aussi qu’à 

volume d’élution identique, par exemple 16 mL, soit à volume hydrodynamique identique, la 

masse molaire du CMP est autour de 190 000 g.mol
-1

 contre 80 000 g.mol
-1

 pour l’alginate. 

Cela montre bien que le CMP présente une structure plus dense que celle de l’alginate en 

rapport avec sa plus grande flexibilité. 

 

Par ailleurs, en comparaison avec les courbes de l’alginate ctrl, les profils des dérivés Alg-Gx 

sont légèrement déportés vers les forts volumes d’élution (les faibles volumes 

hydrodynamiques) lorsque le DS(Ga) augmente. Si cet effet est faible pour le dérivé le moins 

greffé (Alg-G0.06), il est plus sensible pour le dérivé Alg-G0.10. Cette observation peut 

s’expliquer par une dégradation du polymère et/ou par les associations hydrophobes déjà 

discutées pour les CMP greffés. On constate également à volume d’élution fixe, une légère 

augmentation des masses molaires avec le DS(Ga). Les masses molaires moyennes Mn et Mw 

sont regroupées dans le tableau D-10. Ces augmentations semblent exclure une dégradation et 

indiquer une agrégation due aux associations hydrophobes des greffons, accompagnée d’une 

légère compacification des structures. 

 

Intéressons-nous maintenant aux distributions des viscosités intrinsèques et des rayons 

hydrodynamiques de tous les échantillons. Elles sont présentées sur les Figures D-21 et D-22. 

 

 Distributions des viscosités intrinsèques et des rayons hydrodynamiques Rh du CMP, de 

l’alginate ctrl et des dérivés greffés Alg-Gx 
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Figure D-21 : Profils d’élutions du CMP, de l’Alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx dans du PBS à 0,15 

M; CMP (gris), Alginate ctrl (rouge), Alg-G0.06 (bleu), Alg-G0.10 (vert). Signaux de diffusion de lumière 

(LS) : trait plein. Courbes obtenues par le détecteur réfractomètre (DRI) : trait discontinu. Distribution 

des viscosités intrinsèques (rond plein). 

 

 

Figure D-22 : Profils d’élutions du CMP, de l’Alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx dans du PBS à 0,15 

M; CMP (gris), Alginate ctrl (rouge), Alg-G0.06 (bleu), Alg-G0.10 (vert). Signaux de diffusion de lumière 

(LS) : trait plein. Courbes obtenues par le détecteur réfractomètre (DRI) : trait discontinu. Distribution 

des rayons hydrodynamiques Rh (rond plein). 
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On remarque d’une part que le CMP présente des viscosités plus faibles ainsi que des rayons 

Rh sensiblement inférieurs comparés à l’alginate ctrl (Figures D-21 et 22, Tableau D10). Ces 

évolutions témoignent également du caractère moins flexible de l’alginate ctrl comparé au 

CMP.  

D’autre part, les dérivés Alg-Gx présentent des valeurs de viscosités intrinsèques légèrement 

plus faibles que celle de l’Alginate ctrl indiquant également la présence de probables 

associations intramoléculaires. Peu de différences sont observées au niveau des rayons Rh. 

Les faibles taux d’incorporation d’aminogaïcol conduisent à un caractère associatif peu 

marqué, il est difficile de conclure ici sur l’effet de la plus grande rigidité de l’alginate quant à 

la limitation des associations intramoléculaires. 

 

Nous allons maintenant nous intéresser aux conformations adoptées par chacun des produits 

en solution.  

 Représentation bi-logarithimique Rg vs M du CMP, de l’alginate ctrl et des dérivés greffés 

Alg-Gx 

 

Figure D-23 : Représentation bilogarithmique Rg = f (M)  pour le CMP (gris), Alginate ctrl (rouge), 

Alg-G0.06 (bleu), Alg-G0.10 (vert).dans le solvant PBS 0,15 M, à 25°C. 

 

Les courbes obtenues varient de manière linéaire, traduisant bien une relation en loi d’échelle 

du type Rg~M
x
. Les valeurs des pentes ‘x’ de tous les produits sont présentées dans le tableau 

D-10. Le CMP, l’alginate ctrl et les dérivés Alg-Gx présentent des valeurs ‘x’ très proches et 
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comprises entre [0,6 - 0,7]. Cela illustre des conformations de type pelotes statistiques en 

solution pour tous les produits. 

 

Intéressons-nous maintenant au coefficient de Mark-Houwink, soit ‘a’ ([ɳ] = f (M)). Ces 

représentations ([ɳ] = f (M)) sont fournies ci-dessous.  

 

 Représentation de Mark-Houwink pour les échantillons CMP, alginate (ctrl) et les dérivés 

greffés Alg-Gx (Figure D-24) 

 

Figure D-24 : Représentation de Mark-Houwink [ɳ] = f (M) pour le CMP (gris), Alginate ctrl (rouge), 

Alg-G0.06 (bleu), Alg-G0.10 (vert) dans le solvant PBS 0,15 M, à 25°C. 

 

Les courbes obtenues varient de manière linéaire, traduisant bien une relation en loi d’échelle 

du type [ɳ]~M
a
. Dans notre cas, les valeurs des pentes ‘a’ fournies dans le tableau D-10 sont 

quasiment similaires et de l’ordre de 0,8. Le CMP, l’alginate ctrl et les dérivés Alg-Gx sont 

sous forme de pelote statistique et en bonnes conditions de solvatation. Ces résultats 

confirment les premières conclusions apportées par les représentations Rg = f (M). 

  

50

500

70000 700000

V
is

co
si

té
 in

tr
in

sè
q

u
e

 (m
L.

g-1
)

Masse molaire (g.mol-1)

CMP

Alginate ctrl

Alg-G0.06

Alg-G0.10



Chapitre D – Solutions proposées 

212 

 

Tableau D-10 : Grandeurs macromoléculaires caractéristiques des polymères CMP, 

Alginate ctrlet dérivés Alg-Gx déterminés par couplage SEC/MALLS/DRI/Visco à une 

concentration en échantillon C = 1,0 g L
-1

 et dans un milieu PBS 0,15 M. 

 Mn 

(g mol
-1

) 

Mw 

(g mol
-1

) 

Mo 
a
 

(g mol
-1

) 

DPn 

apparent 

(Mn/M0) 

Rh (n) 

(nm) 

x 

pente 

Rg vs M 
b
 

a 

pente 

[ɳ] vs M 
c
 

[ɳ]n 

(mL g
-1

) 

Masse  

récupérée 

CMP 

 

143 000 

(± 1,6 %) 

229 000 

(± 0,4 %) 

239 598 12,6 

(± 0,5 %) 

0,69 

(± 0,2%) 

0,79 

(± 0,1%) 

100 

(± 1,0 %) 

96 

 

Alginate 

ctrl
  
 

119 000 

(± 0,9 %) 

163 000 

(± 0,4 %) 

198 601 20,0 

(± 0,4 %) 

0,60 

(± 0,4%) 

0,72 

(± 0,1%) 

453 

(± 0,2 %) 

84 

Alg-G0.06  144 000 

(± 2,0 %) 

193 000 

 (± 1,1 %) 

204 706 20,0 

(± 0,7 %) 

0,69 

(± 0,7%) 

0,78 

(± 0,1%) 

383 

(± 0,3 %) 

84 

 

Alg-G0.10 147 000 

(± 1,6 %) 

195 000 

(± 1,1%) 

208 707 18,7 

(± 0,7 %) 

0,65 

(± 1,3%) 

0,82 

(± 0,1%) 

301 

(± 0,2 %) 

92 

 

   a 
: Mo est la masse molaire de l’unité de répétition déterminée par le calcul : 198 + 99,15 DS(Ga). 

   b 
: pente de la courbe Rg vs M

 
déterminée pour des valeurs de Rg (supérieures à 10 nm). 

   c 
: pente de la courbe [ɳ] vs M

 
; coefficient de Mark Houwink 

 

En conclusion sur les résultats apportés par le couplage SEC/MALLS/DRI/Visco, les 

comparaisons des grandeurs intrinsèques au CMP et à l’Alginate ctrl notamment axées sur la 

taille des pelotes statistiques (Rh, [ɳ]) illustrent des chaines de CMP en solution moins 

expansées que celles de l’alginate ctrl. De plus, le CMP possède une viscosité [ɳ] environ 5 

fois plus faible que celle de l’alginate, indiquant clairement la plus grande rigidité de 

l’alginate. Cependant, les valeurs des pentes ‘x’ (Rg~M
x
 ) et ‘a’ ([ɳ]~M

a
) sont très proches. 

Ces résultats montrent que ces 2 polysaccharides en solution ont des conformations de pelotes 

statistiques mais ils n’ont pas permis de différencier un polymère semi-flexible (alginate ctrl) 

d’un polymère flexible (CMP).  

Les dérivés Alg-Gx présentent des masses molaires légèrement plus élevées et des tailles (Rh, 

[]) plus faibles que le précurseur alginate ctrl. Ces évolutions sont plus marquées dans le cas 

du dérivé Alg-G0.10. Cela illustre un caractère associatif des dérivés Alg-Gx en milieu dilué 

qui semblent se rapprocher de celui observé dans le cas des dérivés CMP-Gx (CMP-G0.05 et 

CMP-G0.16). Par ailleurs, les valeurs de ‘a’ et ‘x’ de l’alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx sont 

quasi-similaires et illustrent des conformations de type pelote statistique en bon solvant. 

Ainsi, dans le cas de la stratégie 3, l’utilisation d’un polysaccharide (semi-flexible) ne conduit 

pas forcément à abaisser le pouvoir associatif des dérivés greffés. 



Chapitre D – Solutions proposées 

213 

 

3.3.2 Etude viscosimétrique 

Des mesures de viscosités des solutions de l’alginate, de l’alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx 

ont été réalisées dans les mêmes conditions que le CMP et des dérivés CMP-Gx à l’aide du 

viscosimètre Low Shear LS400. Nous avons travaillé à des concentrations plus faibles que le 

CMP en raison du caractère visqueux de l’alginate qui est plus prononcé.  

Détermination des viscosités intrinsèques  

La Figure D-25 illustre les représentations de Flory-Huggins ɳred = f(C) obtenues pour 

l’Alginate, l’Alginate ctrl et les dérivés Alg-Gx.  

  

Figure D-25 : Représentation de la viscosité réduite ɳred en fonction de la concentration (g.L
-1

) en 

polymères dans le cas de l’alginate, l’alginate ctrl et les dérivés Alg-Gx dans le solvant PBS 0,15 M à 

25°C et à un cisaillement fixé à 1 s
-1

. 

 

Quelle que soit la concentration d’étude, on remarque que les viscosités obtenues dans le cas 

de l’alginate ctrl sont plus faibles que celle de l’alginate, ce qui est cohérent et confirme 

encore la dégradation du polysaccharide suite aux étapes de purification.  

A concentration fixe en polymère, on remarque que les viscosités de l’alginate ctrl sont 

supérieures à celles des dérivés Alg-Gx et ce, sur tout le domaine de concentration d’étude. De 

plus, les viscosités des dérivés diminuent lorsque le DS(Ga) augmente. Ces résultats 

confirment l’existence d’associations intramoléculaires entre greffons hydrophobes. Les 

valeurs des viscosités intrinsèques [ɳ] et des coefficients de Huggins (KH) déterminées à partir 
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des équations de droites sont présentées dans le tableau D-11. Les viscosités intrinsèques [] 

obtenues par les analyses SEC/MALLS/DRI/Visco sont également fournies. 

 

Tableau D-11 : Valeurs des viscosités intrinsèques [ɳ] et des coefficients de Huggins (KH) 

du CMP, de  l’Alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx. 

 CMP Alginate Alginate ctrl Alg-G0.06 Alg-G0.10 

[ɳ] ml/g 116 723 663 490 351 

KH 0,4  0,83 0,74 0,84 0,98 

[ɳ]n ml/g 
a
 100 592 453 383 301 

a
: Viscosités intrinsèques déterminées par SEC/MALLS/DRI 

En premier lieu, on remarque que le CMP possède une viscosité intrinsèque [ɳ] plus faible 

que l’alginate ctrl mais également que les dérivés Alg-Gx. 

L’alginate ctrl possède une valeur de [ɳ] plus faible que l’alginate ce qui reste logique. En 

comparaison avec l’alginate ctrl, on constate que les valeurs des viscosités intrinsèques [ɳ] 

des dérivés Alg-Gx diminuent lorsque le DS(Ga) augmente. Cela illustre donc des structures 

en solution de plus en plus compactes avec le DS(Ga) qui augmente. Ces résultats vont dans 

le même sens que ceux obtenus par le couplage SEC/MALLS/DRI/Visco. Dans le cas de 

l’alginate et de l’alginate ctrl, les valeurs de KH sont de l’ordre de 0,8 et cela témoigne d’un 

bon état de solvatation
11
. En comparaison avec l’alginate ctrl, on remarque que les constantes 

KH des dérivés Alg-Gx augmentent légèrement jusqu’à atteindre dans le cas de l’Alg-G0.10 une 

valeur de KH sensiblement égal à 1. Cela met en avant l’existence d’interactions polymère-

polymère.  

De nouveau, on peut comparer ces résultats avec ceux obtenus pour les dérivés CMP greffés 

de fortes masses molaires (Tableau D-6). Il apparait que le caractère associatif des dérivés 

Alg-Gx est sensiblement similaire à ceux des dérivés CMP-Gx. Pour l’illustrer, le greffage 

modifie de manière similaire les viscosités des précurseurs. Plus précisément, on obtient par 

exemple dans le cas des dérivés greffés (CMP-G0.05 et Alg-G0.06) des viscosités [ɳ] 

déterminées par SEC/MALLS/DRI/Visco plus faibles (environ 1,2 fois) que celles de leurs 

précurseurs respectifs (CMP et alginate ctrl). 

 

Par ailleurs, pour comparaison avec la littérature, Pelletier et al.
11

 ont synthétisé un dérivé 

alginate amphiphile greffé avec des longues chaînes alkyles (C18). Le taux de greffage était 

faible (1,3%). En milieu salin (NaCl 0,15 M), ils ont observé une valeur de [ɳ] du dérivé 

greffé plus faible comparée au précurseur alginate. Les auteurs ont également indiqué une 
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forte tendance à l’agrégation de l’alginate amphiphile Alg-C18-1.3 avec une valeur de KH = 

3,7, plus marquée que dans le cas des dérivés Alg-Gx. Ils ont mis en avant des interactions 

intra et intermoléculaires en régime dilué.  

Détermination des concentrations critiques de recouvrement Ccr  

La Figure D-26 illustre les représentations bi-logarithmiques des viscosités spécifiques ɳspe = 

f(C) obtenues pour l’Alginate, l’Alginate ctrl et les dérivés Alg-Gx. Le tableau D-12 regroupe 

les concentrations critiques déterminées pour chacun des produits d’analyse. 

 
Figure D-26 : Représentation de Utracki and Simha. Viscosité spécifique ɳspe en fonction de la 

concentration (en g.L
-1

) en polymère Alginate, Alginate ctrl et dérivés Alg-Gx. (Alg-G0.06 et Alg-G0.10)   

dans le solvant PBS 0,15 M à 25°C. 

 

Les viscosités des dérivés Alg-Gx mesurées et utilisées pour réaliser ces représentations 

(Utracki and Simha Figure D-26) sont inférieures à celles de l’Alginate et de l’Alginate ctrl et 

ce quel que soit le domaine de concentration d’étude. 
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Tableau D-12 : Concentration critique de recouvrement Ccr 

de l’Alginate, l’alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx 

 Alginate Alginate ctrl Alg-G0.06 Alg-G0.10 

Ccr (g.L
-1

)  3,2  4 5 9 

  CMP CMP-G0.05 CMP-G0.16 

Ccr (g.L
-1

)   42 40 55 

 

En premier lieu, on remarque que les valeurs des Ccr obtenues dans le cas de l’alginate et des 

dérivés greffés sont beaucoup plus faibles que celles obtenues pour le CMP et ses dérivés. Au 

regard des masses molaires proches et des viscosités intrinsèques très différentes entre les 2 

polysaccharides, ce résultat était attendu et bien conforme à la rigidité plus importante de 

l’alginate (enchainement de sucres en (1,4) et (1,4)) comparée à la plus grande flexibilité 

du pullulane (enchainements en 1,4) et 1,6)). La concentration critique de recouvrement 

de l’alginate a été déterminée à 3,2 g.L
-1

 dans du PBS 0,15 M. Pour comparaison, Colinet et 

al.
10
, pour un échantillon d’alginate différent de celui de notre étude (Mn = 194 000 g.mol

-1
, 

M/G = 0,5), ont trouvé une valeur de Ccr égale à 6,3 g.L
-1

 dans du NaCl 0,1 M.  

La concentration critique de recouvrement de l’alginate ctrl est égale à 4 dans du PBS 0,15 M. 

Cette légère augmentation comparée à la Ccr de l’Alginate reste cohérente au regard de la 

légère dégradation de l’alginate durant les étapes de purification. 

 

En comparaison avec l’alginate ctrl, on remarque que dans le cas des dérivés Alg-Gx, les 

concentrations critiques augmentent avec le DS(Ga). Cela illustre bien des tailles des pelotes 

des dérivés greffés légèrement plus compactes que celle du précurseur alginate ctrl. Ainsi, 

dans le cas des produits Alg-Gx, il y a prédominance d’interactions intramoléculaires 

hydrophobes en solution et ce, même en régime semi-dilué comme à l’exemple des dérivés 

CMP-Gx. 

Pour comparaison, Sinquin et al.
12

 ont greffé des chaines alkyle (C12) sur un dérivé d’alginate 

partiellement estérifié. Le degré de substitution obtenu était de 9 %. Des mesures de viscosité 

en milieu dilué et semi dilué ont été établies à partir du dérivé greffé en C12 et du précurseur. 

Les auteurs mettent en avant en régime dilué une viscosité intrinsèque [ɳ] du dérivé greffé 

inférieure à celle de l’alginate. Ils expliquent cette évolution en raison d’une conformation du 

dérivé greffé moins expansée que celle de l’alginate. Cependant, en régime semi-dilué, le 

dérivé alginate greffé en C12 possède une viscosité supérieure à celle du précurseur alginate. 
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Ce qui est traduit par la prédominance d’interactions intermoléculaires entre greffons alkyles 

en régime semi-dilué. Simon et al.
13

 ont montré (en milieu NaCl 0,1 M) sur des systèmes à 

base de CMP modifiés par des groupements alkyle (C8) notamment pour des taux de greffage 

supérieurs à 30%, que l’augmentation de la concentration se traduisait par une transition des 

interactions intra vers inter conduisant bien à terme à une amélioration de la rhéologie.  

 

On voit bien ici la différence de comportement entre greffons alkyle menant à des systèmes 

associatifs plus performants en terme de rhéologie et nos systèmes CMP (ou Alginate) greffés 

avec l’aminogaïacol (greffon aromatique). Ces derniers conduisent plutôt à des systèmes 

associatifs avec une prédominance des structures compactes (interactions intramoléculaires) et 

ce, même dans le domaine semi-dilué, soit un comportement de type polysavon.  

3.3.3 Fluorescence 

Des mesures par fluorescence (en présence du pyrène à 4.10
-7

 M) ont été menées sur des 

solutions d’Alginate, d’Alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx afin d’étudier le caractère 

associatif mis en avant précédemment. Les solutions des échantillons sont préparées dans les 

domaines de concentrations [0,05 – 6] g.L
-1

. Le solvant utilisé est NaCl 0,15 M.  

L’évolution du rapport I1/I3 des pics du pyrène en fonction de la concentration en polymère 

est présentée sur la Figure D-27. 

 

Figure D-27 : Evolution du rapport I1/I3 des bandes d’intensités du pyrène en fonction de la 

concentration en polymère (en g.L
-1

), dans le solvant NaCl 0,15 M, à  25°C pour l’Alginate, l’Alginate 

(ctrl) et les dérivés Alg-Gx : Alginate (rouge); Alginate ctrl (bleu); Alg-G0.06 (vert); Alg-G0.10 (orange). 

1

1,1

1,2

1,3

1,4

1,5

1,6

1,7

1,8

1,9

0,03 0,3 3

I1/I3

C (polymère) g.L-1

Alginate

Alginate ctrl

Alg-G0.06

Alg-G0.10



Chapitre D – Solutions proposées 

218 

 

Remarque : Nous avons connu des problèmes techniques pour la réalisation des mesures par 

fluorescence. L’appareil disponible au sein du laboratoire étant tombé en panne, nous avons  

réalisé les analyses au moyen de deux spectrofluorimètres différents mais également à des 

périodes assez éloignées (quelques mois). Cela peut expliquer les décalages que nous 

observons sur les courbes obtenues au niveau du rapport I1/I3 (intensités), notamment dans le 

cas de l’alginate ctrl et du dérivé Alg-G0.06 qui possèdent des intensités en pyrène plus 

importantes en comparaison avec l’alginate. Cependant cela ne modifie pas les valeurs des 

concentrations d’agrégats critiques obtenues regroupées dans le tableau D-13. 

Tableau D-13 : Valeurs des concentrations d’agrégations critiques (CAC) de l’Alginate, 

l’Alginate ctrl et les dérivés Alg-Gx 

 Alginate Alginate ctrl Alg-G0.06 Alg-G0.10 

CAC (g.L
-1

) 0,37 0,35 0,36 0,15 

 

En s’intéressant en premier lieu à la courbe de l’alginate précurseur, on observe une baisse du 

rapport I1/I3 du pyrène lorsque la concentration en alginate augmente. Cela démontre que ce 

polysaccharide, au contraire du CMP, forme des agrégats en solution  aqueuse saline. La CAC 

déterminée est égale à 0,37 g.L
-1
. Ces propriétés associatives de l’alginate ont déjà été mises 

en avant dans la littérature
11,14

. En effet, Pelletier et al.
 11

 ont démontré la présence d’agrégats 

formés par l’alginate en milieu NaCl 0,15 M en utilisant le 1,1-dicyano-(4H-N,N-diméthyle-

aminophenyle)-1,3-butadiène (DMAC) comme sonde fluorescente hydrophobe. Ils expliquent 

ce comportement en raison d’un environnement enrichi en fonctions hydroxyle (présentes sur 

le polysaccharide) lorsque la concentration en alginate augmente. Ainsi à partir d’une certaine 

concentration, la sonde fluorescente se retrouve dans un milieu semblable à celui d’un alcool. 

On rappelle que le pyrène présente une valeur du rapport I1/I3 dans de l’éthanol égale à 1,1
12

. 

Les auteurs ont estimé la CAC en alginate comprise entre [0,2 - 0,4] g.L
-1

, ce qui est cohérent 

avec la valeur trouvée dans notre cas.  

 

Une baisse du rapport I1/I3 du pyrène est également observée dans le cas de l’alginate ctrl. La 

CAC a été déterminée à 0,35 g.L
-1

 et est sensiblement égale à celle de l’alginate. L’Alg-G0.06 

présente une CAC quasi-similaire à l’alginate ctrl et égale à 0,36 g.L
-1

. Le dérivé Alg-G0.10 se 

démarque avec une CAC égale à 0,15 g.L
-1

. Cette faible valeur illustre probablement la 

présence d’associations entre greffons hydrophobes.  

Ainsi la comparaison du pouvoir associatif apporté par les greffons aminogaïacol dans les 

systèmes Alg-Gx et CMP-Gx reste difficile. Bien qu’on remarque que les CAC des dérivés 
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Alg-G0,06 et Alg-G0,10 sont plus faibles que celles des CMP-G0,05 et CMP-G0,16, ces évolutions 

restent peu significatives. En effet, le caractère agrégatif propre à l’alginate ne nous permet 

pas d’évaluer l’apport réel du pouvoir associatif des Alg-Gx essentiellement causé par les 

greffons aminogaïacol. 

 

3.3.4 Mesures rhéologiques : Etude en écoulement 

Les propriétés des dérivés Alg-Gx en milieu semi-dilué ont été étudiées par rhéologie en mode 

écoulement (cisaillement compris entre [1-1000] s
-1
) sur des solutions d’Alginate, d'Alginate 

ctrl et des dérivés Alg-Gx, à 10, 20 et 30 g.L
-1 

dans du PBS 0,15 M. Les courbes obtenues sont 

présentées Figure D-28. 
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Figure D-28 : Viscosité apparente des solutions d’Alginate, d'Alginate ctrl et des dérivés Alg-Gx en 

fonction du taux de cisaillement. C = 10, 20 et 30 g.L
-1

 dans le solvant PBS 0,15 M
 
; Alginate (rouge), 

Alginate ctrl (bleu), Alg-G0.06 (vert), Alg-G0.10 (orange). Rond plein = aller (augmentation du 

cisaillement); rond vide = retour (diminution du cisaillement). Géométrie utilisée : cône plan. 
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D’une manière générale, à 10 g.L
-1
, l’alginate, l’alginate ctrl ainsi que les dérivés Alg-Gx 

présentent un comportement de type newtonien avec une amorce de rhéofluidité aux forts 

gradients de cisaillement. A 20 et 30 g.L
-1
, l’alginate, l’alginate ctrl et les dérivés Alg-Gx 

présentent un comportement plus clairement rhéofluidifiant sur la gamme de gradient de 

cisaillement étudiée. Ceci constitue une différence notable avec la rhéologie du CMP et les 

dérivés CMP-Gx. Encore une fois, la flexibilité moins marquée de l’alginate apparait à des 

concentrations intéressantes beaucoup plus faibles que pour les CMP et avec un 

comportement rhéofluidifiant. 

Les viscosités des dérivés Alg-Gx restent cependant toujours inférieures à celles du précurseur 

alginate ctrl et diminuent lorsque le DS(Ga) augmente. Une telle évolution confirme la 

prédominance d’interactions intramoléculaires entre greffons hydrophobes malgré le 

changement de régime de concentrations (semi-dilué). Le comportement observé pour les 

dérivés Alg-Gx est donc toujours caractéristique de systèmes associatifs qui tendent vers des 

« polysavons » même si les dérivés Alg-Gx présentent des viscosités plus importantes que les 

produits CMP-Gx et ce, bien que nous travaillons à des concentrations plus faibles dans le cas 

des produits Alg-Gx (soit 10, 20, 30 g.L
-1 

au lieu de 50, 100 et 150 g.L
-1

 dans le cas des CMP-

Gx). 

 

Il faut par ailleurs noter que tous les produits Alg-Gx possèdent un caractère non-thixotrope, 

c'est-à-dire indépendant du temps. En effet, les rhéogrammes obtenus à des taux de 

cisaillement croissants et décroissants se superposent parfaitement. 

 

3.4 Conclusion sur la partie physico-chimique 

Les dérivés caractérisés tout au long de cette partie présentent de faibles taux de greffage en 

aminogaïacol DS(Ga) et des squelettes carbonés : flexible (CMP-G0.05) et semi-flexible 

(
d
CMP-G0.06) et (Alg-G0.06 et Alg-G0.10)  

 

Stratégie 1 : Dans le cas des dérivés CMP-Gx, il a été démontré que même à très faible taux en 

aminogaïacol (5%), il était encore possible d’avoir des interactions intra et intermoléculaires 

entre greffons hydrophobes. En régime dilué, ces associations influencent peu la taille (Rh, 

[ɳ], Ccr) du CMP-G0.05 en comparaison avec le CMP. Le caractère associatif est logiquement 

clairement diminué pour les taux d’incorporation plus faible en aminogaïacol. Nous arrivons à 

atteindre néanmoins une CAC pour ce dérivé, ce qui témoigne de la sensibilité de la sonde 
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pyrène à détecter et s’insérer dans des zones hydrophobes qui pourraient impliquer un très 

faible nombre greffons. Les études en régime semi-dilué (C > Ccr) mettent toujours en avant 

une conservation prédominante des interactions de type intramoléculaire avec des viscosités 

légèrement plus faibles que celles du précurseur. Les propriétés rhéologiques du CMP-G0.05 

ne sont donc pas améliorées comparé au CMP. Cependant et de façon attendue, le caractère 

associatif du dérivé CMP-G0.05 est beaucoup moins marqué que celui de ses homologues plus 

modifiés. Ce caractère associatif globalement affaibli du dérivé CMP-G0.05 pourrait rendre 

plus disponibles les greffons aminogaïacol et améliorées les propriétés recherchées, 

notamment antibactériennes. 

 

Stratégie 2 : Les produits greffés CMP-G0.05 et 
d
CMP-G0.06 possèdent des masses molaires et 

des viscosités différentes en solution cependant ces deux composés adoptent des 

conformations similaires en solution, de type pelote statistique. Le 
d
CMP conserve un 

caractère flexible. D’une manière générale, les résultats obtenus par SEC/MALLS/DRI/Visco 

à 15 g.L
-1 
ne nous permettent pas de conclure sur l’existence d’un pouvoir associatif du 

d
CMP-G0.06. Les résultats obtenus en fluorescence à 1 g.L

-1 
illustrent cependant une capacité 

du dérivé 
d
CMP-G0.06 similaire à celle du dérivé CMP-G0.05 à former des micro-domaines 

hydrophobes en solution saline, avec précisément une CAC sensiblement identique (1,2). Au 

final, le dérivé 
d
CMP-G0.06 possède quand même un caractère faiblement associatif. 

 

Stratégie 3 : L’Alginate et le CMP présentent des squelettes différents : semi-flexible dans le 

cas de l’alginate et flexible dans le cas du CMP. Cependant, les études physico-chimiques en 

régime dilué montrent que les dérivés greffés Alg-Gx présentent toujours un comportement 

associatif (à faible taux : 6 et 10 %). Au regard du faible taux de greffage, la présence 

d’associations hydrophobes notamment dans le cas de l’Alg-G0.06 influence peu la taille (Rh, 

[ɳ]) et la Ccr en comparaison avec le précurseur alginate ctrl. L’effet associatif est 

sensiblement plus marqué dans le cas du dérivé Alg-G0.10. D’une manière plus générale, les 

comportements des dérivés Alg-G0.06 et Alg-G0.10 semblent comparables à ceux des dérivés 

CMP-Gx (CMP-G0.05 et CMP-G0.16). Dans ce cas, notre stratégie d’utiliser un polysaccharide 

moins flexible que le CMP pour limiter le pouvoir associatif notamment intramoléculaire 

n’est pas validée. Il faut noter que les dérivés Alg-Gx présentent en régime semi-dilué des 

viscosités légèrement inférieures à celle de leur précurseur alginate ctrl. Cependant, la plus 

grande rigidité de l’alginate induit des propriétés épaississantes plus importantes que celles 

des dérivés de CMP pour des concentrations en polymère bien plus faibles avec en plus 
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l’apparition d’un caractère rhéofluidifiant. Nous avons donc pu obtenir des propriétés 

rhéologiques améliorées.  

Nous allons maintenant présenter les résultats obtenus suite à l’évaluation des propriétés 

antioxydantes des nouveaux dérivés synthétisés : CMP-G0.05, 
d
CMP-G0.06, Alg-G0.06 et Alg-

G0.10. 

4 Propriétés antioxydantes 

4.1 Stratégie 1 : diminution du taux de greffage (CMP et CMP-G) 

L’activité antioxydante du dérivé CMP-G0.05 a été évaluée vis-à-vis du radical DPPH• à des 

concentrations  similaires à celles du CMP et des autres dérivés CMP-Gx ; soit 2,5; 5 et 7,5 

g.L
-1
. Les pourcentages de piégeage du radical DPPH• en fonction de la concentration en 

dérivé CMP-G0.05 sont présentés sur la Figure D-29 et comparés aux résultats des autres 

dérivés CMP-Gx.  

 

Figure D-29 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH• en présence du dérivé CMP-G0.05 (rouge) et 

des autres dérivés CMP-Gx. (mesures réalisées en triplicat). Concentrations équivalentes en NH2GA 

() sur l’axe de droite. Analyse au temps t = 5min 

 

Rappelons que le CMP précurseur n’avait démontré aucune activité à 2,5 ; 7,5 et 10 g.L
-1

. Le 

dérivé CMP-G0.05 possède une activité antioxydante à ces mêmes concentrations. 
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Les pourcentages de piégeage du radical DPPH• en présence du dérivé CMP-G0.05 restent 

quasiment constants quelle que soit la concentration en polymère et sont compris entre 50 et 

60 %. Le pourcentage de piégeage maximal atteint est de (56,7±0,5) % à 7,5 g.L
-1

. On peut 

noter que les résultats obtenus pour le CMP-G0.05 à 2,5 ; 7,5 et 10 g.L
-1

 sont très proches de 

ceux obtenus pour le CMP-G0.16. 

Par la suite, afin de déterminer la concentration IC50 du dérivé CMP-G0.05, des mesures 

d’absorbances par UV ont été effectuées sur des solutions de CMP-G0.05 en présence du 

radical DPPH• sur une gamme de concentrations [0,004 – 2,5] mg.mL
-1

 dans un milieu (PBS 

0,15 M / Ethanol 50/50) (Figure D-30A). Les courbes de tous les dérivés CMP-Gx ont 

également été additionnées pour comparaison.  
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Figure D-30 : A) Pourcentages moyens de piégeage du radical DPPH• en fonction de la concentration 

en produits CMP-Gx. B) Pourcentages moyens de piégeage du radical DPPH• en fonction de la 

concentration équivalente en NH2GA, [NH2GA]eq. Analyse au temps t = 5 min (mesures réalisées en 

triplicat). 

 

Sur la Figure D-30 A), on constate que les pourcentages de piégeage du radical DPPH• 

augmentent rapidement avec la concentration en dérivé CMP-G0.05  avant d’atteindre un palier. 

On obtient donc une évolution similaire à celle des autres dérivés CMP-Gx. La IC50 

déterminée dans le cas du dérivé CMP-G0.05 est égale à 1300 µg.mL
-1

. Cette valeur est 

supérieure aux concentrations IC50 au préalable obtenues (chapitre C) pour le CMP-G0.16, 

CMP-G0.37 et le CMP-G0.58, respectivement égales à 179 µg.mL
-1

, 24 µg.mL
-1

 et 13 µg.mL
-1
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Cela démontre une activité antioxydante moins importante pour le dérivé CMP-G0.05. Cette 

évolution est cohérente et pouvait être attendue en raison du faible taux de greffage du dérivé 

CMP-G0.05. On peut tout de même noter que les dérivés CMP-G0.05 et CMP-G0.16 atteignent 

des activités antioxydantes maximales quasi-similaires aux concentrations d’étude les plus 

élevées (> IC50). 

Nous avons également représenté sur la Figure D-30 B), les pourcentages de piégeage du 

radical DPPH• en fonction cette fois-ci de la concentration équivalente en aminogaïacol 

[NH2GA]eq présente dans les différents produits CMP-Gx (aux différentes concentrations 

C(CMP-Gx) testées). A concentration [NH2GA]eq fixe, l’activité antioxydante augmente avec 

le DS(Ga). On confirme l’hypothèse formulée dans le chapitre C: l’activité antioxydante serait 

alors effectivement dépendante du caractère associatif. Plus ce dernier est marqué, meilleure 

semble être l’activité. En d’autres termes, l’activité antioxydante serait plus importante au 

sein d’un cluster (zone d’agrégation) que pour des greffons isolés. 

4.2  Stratégie 2 : diminution de la masse molaire (dCMP et dCMP-G) 

Les activités antioxydantes du CMP dégradé (
d
CMP) et du dérivé 

d
CMP-G0.06 ont été évaluées 

contre le radical DPPH• à 2,5 ; 7,5 et 10 g.L
-1

. 

A l’instar du CMP précurseur non dégradé, le CMP dégradé n’a démontré aucune propriété 

antioxydante. Les pourcentages de piégeage du radical DPPH• en fonction de la concentration 

en dérivé 
d
CMP-G0.06 sont présentées sur la figure D-31. Les résultats du dérivé CMP-G0.05 de 

haute masse molaire ont été ajoutés pour comparaison. 

 

Figure D-31 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH• en présence du dérivé 
d
CMP-G0.06 (rouge) 

et du dérivé CMP-G0.05 (orange) ;  (mesures réalisées en triplicat). Concentrations équivalentes en 

NH2GA () sur l’axe de droite. Analyse au temps t = 5min 
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Le dérivé 
d
CMP-G0.06 possède des propriétés antioxydantes comprises entre 50 et 60 % et 

quasiment constantes quelle que soit la concentration d’étude. Ces propriétés sont similaires à 

celles du dérivé CMP-G0.05. Par la suite, des concentrations plus faibles en dérivé 
d
CMP-G0.06 

ont été évaluées, soient comprises entre [0,004 – 2,5] mg.mL
-1

 dans un milieu (PBS 0,15 M / 

Ethanol 50/50). La courbe représentant les pourcentages de piégeage du radical DPPH• en 

fonction de la concentration en produit 
d
CMP-G0.06 est présentée ci-dessous (Figure D-32 A). 

La courbe du CMP-G0.05 est ajoutée pour comparaison.  

 

Figure D-32. A) Pourcentages moyens de piégeage du radical DPPH• en fonction de la concentration 

en dérivés greffés 
d
CMP-G0.06 et CMP-G0.05. B) Pourcentages moyens de piégeage du radical DPPH• 

en fonction de la concentration équivalente en NH2GA, [NH2GA]eq. Analyse au temps t = 5 min 

(mesures réalisées en triplicat) 

 

Sur la Figure D-32 A), on remarque que la courbe obtenue dans le cas du dérivé 
d
CMP-G0.06 

est sensiblement identique à celle du dérivé CMP-G0.05 (haute masse molaire). Ces évolutions 

similaires sont également obtenues en représentant les courbes de pourcentages de piégeage 
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du radical DPPH• en fonction de la concentration équivalente en aminogaïacol [NH2GA]eq 

présent dans les différents produits 
d
CMP-G0.06 et CMP-G0.05 (Figure D-32 B). 

La IC50 du dérivé 
d
CMP-G0.06 est égale à 1400 µg.mL

-1
 et similaire à celle du dérivé CMP-

G0.05 1300 µg.mL
-1

. Ces résultats sont cohérents étant-donné que ces deux dérivés présentent 

un taux de greffage en aminogaïacol sensiblement égal (5 et 6%) et un faible caractère 

associatif. Ce qui confirme l’hypothèse de départ sur l’activité antioxydante des dérivés 

greffés. 

4.3 Stratégie 3 : rigidification de la chaîne (Alginate et Alg-G) 

Les activités antioxydantes de l’alginate et de ses dérivés Alg-Gx ont été évaluées contre le 

radical DPPH• à 1 ; 2 et 3 g.L
-1

. Nous avons travaillé à des concentrations en échantillon plus 

faibles que dans le cas du CMP (ou du 
d
CMP) en raison de la viscosité prononcée des 

solutions d’alginate et de ses dérivés. De plus à des concentrations supérieures à 3 g.L
-1

, 

l’éthanol conduisait à la précipitation du polysaccharide.  

Remarque : L’effet du temps d’analyse sur les activités antioxydantes des dérivés Alg-Gx a 

été étudié à 5 et 30 min. A 30 min, des pourcentages de piégeage du radical DPPH• 

légèrement plus importants ont été déterminés. Nous avons décidé de présenter les résultats 

obtenus après 30 min.  

Les pourcentages de piégeage du radical DPPH• en fonction de la concentration en alginate et 

dérivés Alg-Gx sont présentées sur la Figure D-33. 
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Figure D-33 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH• en présence de l’alginate (rouge) et des 

dérivés Alg-G0.06 (bleu) et Alg-G0.10 (vert) (mesures réalisées en triplicat). Concentrations équivalentes 

en NH2GA () sur l’axe de droite. Analyse au temps t = 30min. 

 

L’alginate précurseur possède des propriétés antioxydantes qui restent globalement faibles 

(10%) et qui augmentent toutefois en fonction de la concentration en alginate (sur la gamme 

étudiée). Sari-Chmayssem et al.
15

 ont démontré pour des concentrations similaires à notre 

étude, des activités antioxydantes de l’alginate plus élevées. Ils ont utilisé un alginate de 

sodium avec un rapport M/G = 0,785 inférieur à notre cas (1,2). Les auteurs indiquent qu’une 

diminution de l’efficacité de piégeage des radicaux par l’alginate peut être attribuée à la 

baisse de la teneur en blocs G. 

Le pourcentage maximum déterminé à 3 g.L
-1

 est égal à (10,5 ± 1,0)%. On remarque que le 

greffage de l’aminogaïacol sur l’alginate améliore les propriétés antioxydantes du précurseur. 

En effet, les dérivés Alg-Gx sont également actifs vis-à-vis du radical DPPH• à 1, 2 et 3 g.L
-1

 

avec des valeurs de pourcentages de piégeage plus importantes comparé au précurseur. 

On constate qu’à concentration fixe en Alg-Gx, les pourcentages déterminés augmentent 

légèrement avec le degré de substitution en aminogaïacol DS(Ga). Jusqu’à 2 g.L
-1

, le pouvoir 

antioxydant est amélioré par la présence plus importante de greffons (i.e. évolue avec le 

DS(Ga)). A partir de 3 g.L
-1

, le pouvoir antioxydant est quasi similaire entre les deux 

alginates modifiés et ne semble plus dépendre du DS(Ga). De plus, on remarque également 
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que pour un DS(Ga) fixe, le pourcentage de piégeage du radical DPPH• varie très peu 

(plateau) quelle que soit la concentration en produit testé.  

Par ailleurs, il faut noter que quel que soit le dérivé étudié, l’activité maximale atteinte 

déterminée est inférieure à 50%. Et comme nous l’avons vu, l’augmentation de la 

concentration ne permet pas d’augmenter le piégeage. Il n’a donc pas été possible de remonter 

aux concentrations IC50 dans le cas des dérivés Alg-Gx.  

On rappelle que les dérivés CMP-G0.05 et CMP-G0.16, dans les mêmes gammes de 

concentrations, présentaient des activités supérieures à 50% (dès 2,5 g.L
-1

) et des IC50 

respectivement égales à 1300 et 179 µg.mL
-1

. Les produits Alg-Gx semblent donc moins actifs 

que les CMP-Gx. Nous rappelons que les résultats obtenus en physico-chimie nous avaient 

permis de démontrer que les dérivés Alg-G0.06 et Alg-G0.10  présentaient un caractère associatif 

comparable à ceux des dérivés CMP-Gx (CMP-G0.05 et CMP-G0.06). La principale différence 

entre ces systèmes est observée au niveau des viscosités plus importantes dans le cas de 

l’alginate et de ses dérivés.  Ainsi, ne pourrait-on pas considérer  également une incidence de 

la viscosité du milieu largement plus importante dans le cas des dérivés d’alginate avec des 

effets sur les phénomènes de diffusion des radicaux DPPH• et/ou de la mobilité des chaines 

de polymère ? Par ailleurs, il serait peut être possible d’améliorer les activités observées en 

réalisant des tests similaires à des temps encore plus importants (>30 min). Cela pourrait peut 

être permettre une meilleure dynamique du système et améliorer les activités qui sont 

observées. 

4.4 Conclusion sur les propriétés antioxydantes  

Les résultats obtenus suite aux tests antioxydants ont permis de confirmer (aux faibles taux de 

greffage DS(Ga)) l’hypothèse au préalable formulée dans le chapitre C : les activités 

antioxydantes sont fonction du caractère associatif des dérivés greffés et en particulier de la 

présence de micro-domaines ou clusters d’aminogaïacol. 

Stratégie 1 : Le dérivé CMP-G0.05 présente un caractère associatif affaibli en comparaison 

avec les autres dérivés CMP-Gx. Les activités antioxydantes du CMP-G0.05 se sont avérées être  

moins efficaces en comparaison avec ses homologues greffés. Nous avons précisément 

déterminé une IC50 dans le cas du dérivé CMP-G0.05 égale à 1300 µg.mL
-1

. Cette valeur est 

supérieure aux concentrations IC50 des produits CMP-G0.16, CMP-G0.37 et le CMP-G0.58, 

respectivement égales à 179 µg.mL
-1

, 24 µg.mL
-1

 et 13 µg.mL
-1

.  
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Stratégie 2 : Les dérivés CMP-G0.05 et 
d
CMP-G0.06 possèdent des degrés DS(Ga) similaires et 

tous les deux des comportements associatifs faibles et comparables. Les activités 

antioxydantes observées sont presque identiques avec respectivement des IC50 égales à 1300 

µg.mL
-1

 et à 1400 µg.mL
-1

 pour le dérivé CMP-G0.05 et le 
d
CMP-G0.06. 

Stratégie 3 : Dans le cas des dérivés Alg-G0.06 et CMP-G0.05 (DS(Ga) similaires), le 

comportement associatif est faible et presque comparable.  Il a été cependant démontré que les 

activités antioxydantes varient. L‘IC50 du CMP-G0.05 est égale à 1300 µg.mL
-1

 et nous n’avons 

pas accès à l’IC50 du dérivé Alg-G0.06. Les viscosités plus prononcées des solutions d’alginate 

et Alg-Gx comparées aux solutions du CMP et des CMP-Gx semblent être un facteur limitant 

dans le cas des activités antioxydantes. 

Nous allons maintenant aborder la partie concernant les propriétés antibactériennes des 

nouveaux dérivés synthétisés. 

5 Propriétés antibactériennes 

Les activités antibactériennes du dérivé greffé CMP-G0.05, de l’alginate et des dérivés Alg-Gx 

ont été évaluées face à la bactérie S.aureus, à un ensemencement fixé à 10
6
 UFC/mL et au 

moyen d’une méthode de comptage au préalable utilisée dans le chapitre C. Nous n’avons pas 

étudié le système 
d
CMP qui ne présentaient à l’évidence pas de propriétés rhéologiques 

intéressantes. Par la suite, nous aborderons donc uniquement les résultats relatifs aux tests 

antibactériens concernant les stratégies 1 et 3. 

5.1 Stratégie 1 : diminution du taux de greffage (CMP et CMP-G) 

5.1.1 CMP vs S.aureus 

Pour rappel, les résultats obtenus suite à l’évaluation de l’activité antibactérienne du CMP  

face à la bactérie S.aureus sont présentés dans le chapitre C. Le CMP n’a démontré aucune 

propriété antibactérienne aux concentrations d'étude testée. A l’exemple des tests effectués 

dans le cas des autres dérivés CMP-Gx, le CMP sera utilisé par la suite comme gamme de 

référence pour les essais avec le CMP-G0.05. 

5.1.2 CMP-G0.05  vs S.aureus 

Les gammes de dilutions du dérivé CMP-G0.05 ont été préparées à des concentrations 

comprises entre [60 – 3,75] g.L
-1

 avec une gamme témoin coloration et une gamme de CMP 
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en parallèle. L’ensemencement est fixé à 10
6 

CFU/mL. Les résultats obtenus suite aux lectures 

des DO sont présentés sur la Figure D-34.  

 
Figure D-34 : Lectures des densités optiques (DO) obtenues pour chacune des gammes de dilutions 

du CMP-G0.05 après 24 h d’incubation et à 37°C. Gamme témoin coloration CMP-G0.05 (gris), gamme 

CMP-G0.05 ensemencée (en rouge), gamme témoin CMP (en vert), pot BHI ensemencé (en orange). 

 

La valeur de DO lue dans le cas du pot BHI ensemencé (2,4) témoigne d’une bonne 

croissance des bactéries. La gamme de référence CMP démontre des valeurs de DO élevées et 

voisines de celles du pot témoin BHI ensemencé. La gamme du dérivé CMP-G0.05 démontre 

également des valeurs de DO élevées. Les résultats concernant les DO sont qualitatifs, ils ne 

permettent pas réellement de conclure quant à une activité antibactérienne de CMP-G0.05. 

Nous avons donc procédé au dénombrement pour les concentrations 60, 30 et 15 g.L
-1

 comme 

à l’exemple des dérivés CMP-G0.16 et CMP-G0.37. Les images des boites de gélose 

correspondant à la concentration la plus élevée (60 g.L
-1

) en CMP-G0.05 sont présentées sur la 

Figure D-35. Seules les boites (donc les dilutions) où les comptages sont significatifs sont 

représentées. 
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 Référence CMP 

C(CMP) = 60 g.L
-1

 

Produit CMP-G0.05 

C (CMP-G0.05) = 60 g.L
-1

 

 

Photos des boites de pétri après 

24h à 37°C 

  

Figure D-35 : Images des boites de gélose ensemencées obtenues dans le cas du dérivé CMP-G0.05  à 

60 g.L
-1 

; après incubation (24 h, 37°C) aux dilutions 5 à 8. 

On constate par exemple dans le cas de la référence CMP, qu’à la dilution 5 (quarts en haut à 

droite sur les images), le nombre de colonies de bactéries est très important, non discernable 

et incomptable. Tandis qu’en présence du CMP-G0.05, il y a très peu de bactéries et les 

colonies peuvent être dénombrées.  

Les activités antibactériennes obtenues pour le dérivé CMP-G0.05 à 60, 30 et 15 g.L
-1

 sont 

regroupées dans le tableau D-14. Les calculs ont été effectués avec une valeur moyenne pour 

la référence CMP de 3,7 x 10
9
 CFU/mL (même valeur utilisée dans le cas des autres dérivés 

CMP-Gx).  

Tableau D-14 : Activité antibactérienne (%) du dérivé CMP-G0.05 (essais préliminaires) 

 [CMP-

G0.05] 

g.L
-1

 

[NH2GA]eq
  

mM 

CFU/mL  

(CMP-G0.05) 
 
 

Activité 

antibactérienne 

(%)  

CMP-G0.05 

60 12,3 

3,0 x 10
7
 99,2 

4,7 x 10
7
 98,7 

30 6,1 

2,0 x 10
9
 45,9 

2,4 x 10
9
 35,1 

15 3,1 

2,6 x 10
9
 29,7 

- - 

 

Le CMP-G0.05 possède des propriétés antibactériennes avec une activité maximale égale à 

environ 99,0 %. Ces activités augmentent globalement avec la concentration en greffons 

aminogaïacol [NH2GA]eq. Pour rappel, les dérivés greffés CMP-G0.16, CMP-G0.37 présentaient 
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des activités respectivement égales à 85,1 % et 92,1 % précisément à 60 g.L
-1

 (Figure D-36). 

Le dérivé CMP-G0.58 avait démontré une activité égale à 92,5 % précisément à 50 g.L
-1 

(Figure D-36). La meilleure activité antibactérienne est donc observée pour le dérivé CMP-

G0.05 (à 60 g.L
-1

), avec une quantité équivalente en greffons aminogaïacol [NH2GA]eq égale à 

12 mM. Cette dernière est plus faible que les concentrations [NH2GA]eq présentes dans les 

autres dérivés greffés. Notamment, 98 mM ; 81 mM et 38 mM respectivement pour les 

produits CMP-G0.58, CMP-G0.37 et CMP-G0.16. Un taux de greffage faible en aminogaïacol 

suffirait donc pour atteindre des activités optimales. 

 

Nous avons donc réussi à améliorer les propriétés antibactériennes des CMP-Gx en diminuant 

le taux de greffage en aminogaïacol. Ce résultat est expliqué en raison du faible caractère 

associatif du dérivé CMP-G0.05 mis en avant par les études effectuées en physico-chimie. Ce 

résultat apparait important, il semble bien indiquer que les greffons aminogaïacol sont 

d’autant plus actifs qu’ils sont disponibles (i.e. non impliqués dans des clusters) pour agir sur 

la membrane des bactéries.  

 

Figure D-36 : Activités antibactériennes (%) de l’aminogaïacol (NH2GA) ainsi que de tous les dérivés 

greffés CMP-Gx aux plus hautes concentrations d’études testées : 60 g.L
-1 

(CMP-G0.05 ; CMP-G0.16 et 

CMP-G0.37) et à 50 g.L
-1 

(CMP-G0.58). Concentrations équivalentes en NH2GA notées [NH2GA]eq () 
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Par ailleurs, l’aminogaïacol greffé reste toujours moins actif que la molécule libre. En effet, à 

60 g.L
-1

 en CMP-G0.05 ([NH2GA]eq = 12 mM), soit quasiment similaire à la CMB de 

l'aminogaïacol (10 mM), le CMP-G0.05 possède une activité égale à 99,0 %, (inférieure à 

99,99 %). 

5.2 Stratégie 3 : rigidification de la chaîne (Alginate et Alg-G) 

Les gammes de dilutions de l’alginate et des dérivés Alg-Gx ont été préparées à des 

concentrations comprises entre [20 – 1,25] g.L
-1

. Ces dernières sont inférieures aux 

concentrations testées dans le cas du CMP en raison de la forte viscosité de l’alginate. Les 

gammes de références utilisées sont : le solvant PBS/BHI dans le cas de l'alginate et les 

solutions d'alginate dans le cas des dérivés Alg-Gx. L’ensemencement est fixé à 10
6 

CFU/mL.  

Remarque : Il faut préciser que la préparation des gammes de dilutions n’a pas toujours été 

évidente. Notamment, en raison de la viscosité des solutions d’Alginate (et dérivés) qui était 

parfois gênante pour les prélèvements des volumes. Nous avons utilisé dans certains cas 

(Alginate et Alg-G0.06) une pipette (et des cônes) appropriés pour le prélèvement des solutions 

visqueuses. 

5.2.1 Alginate vs S.aureus 

La valeur de DO lue dans le cas du pot BHI ensemencé (2,5) témoigne d’une bonne 

croissance des bactéries (Figure D-37). La gamme de référence PBS/BHI démontre des 

valeurs de DO élevées et voisines de celles du pot témoin BHI ensemencé. 

En présence de l’Alginate, les valeurs de DO sont voisines de 2. Au vu des hautes valeurs des 

DO, proches de celle du pot témoin BHI ensemencé, on conclut que l'alginate ne possède pas 

d’activité antibactérienne aux concentrations d'étude testées. 

Comme à l'exemple des CMP-Gx, l'alginate précurseur sera utilisé par la suite comme gamme 

de référence dans le cas des tests des dérivés Alg-Gx. 
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Figure D-37 : Lectures des densités optiques (DO) obtenues pour chacune des gammes de dilutions de 

l’Alg après 24 h d’incubation et à 37°C. Gamme Alg ensemencée (en rouge), gamme référence 

BHI/PBS ensemencée (en vert), pot BHI ensemencé (en orange). 

5.2.2 Alg-Gx vs S.aureus 

La valeur de DO lue dans le cas du pot BHI ensemencé ( 2,5) témoigne d’une bonne 

croissance des bactéries (Figure D-38). 

Concernant la gamme témoin de coloration, on constate que les DO diminuent avec la 

concentration en Alg-Gx. Cette évolution est logique. 

Les lectures des DO des gammes Alg-Gx en présence des bactéries S. aureus sont effectuées 

après avoir retranché la DO du blanc (coloration) de la concentration en Alg-Gx 

correspondante. Concernant le dérivé Alg-G0.06, on remarque que les valeurs de DO sont 

élevées ( 2), ce qui témoigne déjà d'une faible activité antibactérienne. Pour le dérivé Alg-

G0.10, les valeurs de DO diminuent ( 1,5) seulement pour la concentration la plus élevée (20 

g.L
-1

). 

 

Figure D-38 : Lectures des densités optiques (DO) obtenues pour chacune des gammes de dilutions 

des dérivés Alg-G0.06 et Alg-G0.10 après 24 h d’incubation et à 37°C. Gamme Alg-Gx ensemencée (en 

rouge), gamme Alg-Gx témoin coloration (gris), gamme référence BHI/PBS ensemencée (en vert), pot 

BHI ensemencé (en orange). 
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La méthode de dénombrement a été réalisée aux concentrations 20, 10 et 5 g.L
-1

. Les images 

des boites de gélose à la concentration la plus élevée (20 g.L
-1

) sont présentées Figure D-39. 

Les activités calculées aux différentes concentrations sont regroupées dans le tableau D-16. 

La valeur moyenne CFU/mL de la référence alginate utilisée est égale à 4,0 x 10
9
. 

 Référence  

Alginate 20 g.L
-1

 

Alg-G0.06 

C = 20 g.L
-1

 

Alg-G0.10 

C = 20 g.L
-1

 

Photos des boites de 

pétri après 24h à 

37°C 

   

Figure D-39 : Images des boites de gélose ensemencées obtenues après incubation (24 h, 37°C) aux 

dilutions 5 à 8 pour les dérivés Alg-Gx et la référence solvant BHI/PBS. 

 

On remarque par exemple, qu’à la dilution 5, le nombre de colonies de bactéries est non 

discernable et incomptable dans le cas de la référence alginate. Dans le cas des dérivés Alg-

Gx, dès la dilution 5, il est possible de dénombrer le nombre de colonies. Cela traduit une 

activité antibactérienne des dérivés Alg-Gx. Ces activités ont été calculées et sont fournies 

dans le tableau  D-16. 

Tableau D-16 : Activité antibactérienne (%) des produits Alg-Gx  (essais préliminaires) 

 
[Alg-Gx] 

g.L
-1

 

[NH2GA]eq
 

mM 

Test 1 

 

Test 2 

 

CFU/mL 

(Alg-G) 

 

Activité 

antibact. (%) 

CFU/mL 

(Alg-G) 

 

Activité 

antibact. (%) 

Alg-G0.06 

20 5,9 5,3 x 10
8
 87 3,6 x 10

9
 10 

10 3,0 2,7 x 10
9
 32 2,3 x 10

9
 42 

5 1,5 4,1 x 10
9
 - 3,9 x 10

9
 3 

       

Alg-G0.10 

20 9,6 6,8 x 10
8
 83 

- - 10 4,8 2,6 x 10
9
 35 

5 2,4 2,7 x 10
9
 32 

 

Les dérivés Alg-Gx semblent posséder de faibles activités antibactériennes aux concentrations 

d'étude. Dans le cas du produit Alg-G0.06, deux essais ont pu être effectués. On remarque que 
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les tests ne sont pas reproductibles. Cela pourrait être dû à la viscosité importante des 

solutions d'Alg-Gx comparées à celles des CMP-Gx. Dans le cas du produit Alg-G0.10, un seul 

essai a pu être effectué (manque de produit). En s’intéressant aux activités déterminées dans le 

cas du test 1, on remarque que les dérivés Alg-G0.06 et Alg-G0.10 possèdent des activités 

antibactériennes peu différentes selon le DS(Ga). Il faut par ailleurs noter que les tests ont été 

effectués à des concentrations en dérivés Alg-Gx qui correspondent à des concentrations en 

aminogaïacol équivalentes ([NH2GA]eq) inférieures à la CMB de l'aminogaïacol (10 mM). 

Des essais supplémentaires pour confirmer ces résultats préliminaires sont nécessaires.  

 

5.3 Conclusion sur les propriétés antibactériennes  

Les résultats obtenus suite aux tests antibactériens ont permis de prouver dans le cas de la 

stratégie 1 (diminution du taux de greffage) que la présence d’un caractère associatif marqué 

(présence de clusters) était défavorable à l’activité antibactérienne des dérivés CMP-Gx. En 

effet, aux plus hautes concentrations en dérivé CMP-Gx testées, le CMP-G0.05 a démontré 

l’activité la plus importante (99,0%) avec une concentration [NH2GA]eq (12 mM) la plus 

faible en comparaison avec ses homologues les plus greffés. Cela est expliqué en raison du 

faible caractère associatif mis en avant par les analyses en physico-chimie qui rend les 

greffons aminogaïacol disponibles pour agir sur la membrane des bactéries. 

Dans le cas des tests réalisés avec l’alginate (stratégie 3), les premiers essais ont montré une 

légère activité antibactérienne des dérivés Alg-Gx. Il faudrait cependant effectuer des essais 

supplémentaires pour confirmer ces résultats préliminaires. Les viscosités des solutions 

d’alginate (et dérivés) sont plus importantes que celles du CMP (et dérivés) et semblent 

également être un facteur limitant pour les tests antibactériens. 

Par la suite nous présentons les résultats concernant la cytotoxicité de tous les dérivés 

synthétisés dans ce chapitre. 

 

6 Cytocompatibilité  
 

La cytotoxicité de tous les produits (CMP-G0.05, 
d
CMP et dérivé 

d
CMP-G0.06, Alginate et des 

dérivés Alg-Gx) a été évaluée sur des cellules fibroblastes L929 de souris au moyen de deux 

tests : le Live/Dead et l’Alamar Blue®.  
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Remarques : 

Dans le cas du dérivé CMP-G0.05, du 
d
CMP et du 

d
CMP-G0.06 nous avons maintenu les 

conditions utilisées pour les tests avec le CMP et des dérivés greffés CMP-Gx (présentés dans 

le chapitre C). Les tests sont réalisés à 7,5 g.L
-1

, soit la plus haute concentration testée dans le 

cadre des tests antioxydants.  

Dans le cas de l’Alginate et des dérivés Alg-Gx, les tests sont réalisés à 3 g.L
-1

, soit la plus 

haute concentration testée dans le cadre des tests antioxydants. Il faut tout de même noter que 

la stérilisation des solutions n’a pas toujours été aisée en raison des viscosités des solutions. 

Dans le cas de l’alginate, aucune filtration n’a été possible (sur 0,22 ou 0,45 µm). Pour le 

dérivé Alg-G0.06,  nous avons pu filtrer uniquement sur des filtres de 0,45 µm de diamètre. Le 

dérivé Alg-G0.10 a été difficilement filtré (0,22 µm). Dans ces trois cas, les tests ont été 

effectués en travaillant dans des conditions stériles. 

6.1  Test Live/Dead : mise en évidence de la viabilité des cellules 

Les résultats obtenus suite aux tests Live/Dead sont présentés ci-dessous sur la Figure D-40. 

 

Figure D-40 : Evaluation de la cytotoxicité des solutions CMP-G0.05, 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-G0.06  à 

7,5 g.L
-1

  ainsi que de l’alginate et des dérivés Alg-Gx  (Alg-G0.06 et Alg-G0.10) à 3 g.L
-1

. Contrôles 

(Ctrl): positif (DMSO 10%), négatif (milieu de culture complet). Images obtenues par le test 

Live/Dead après 24 h de contact avec les cellules L929. Cellules vivantes (vert) / Cellules mortes 

(rouge). 

 

Dans un premier temps, on remarque qu’en présence du CMP-G0.05, du 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-G0.06, les cellules apparaissent en vert comme pour le contrôle négatif (milieu de culture 
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complet). Cela démontre qu’elles possèdent une bonne viabilité. Ces premières observations 

peuvent être également apportées dans le cas de l’alginate et du dérivé Alg-G0.06. Cependant, 

on constate qu’en présence du dérivé Alg-G0.10, la viabilité des cellules semble être affectée et 

est comparable aux cellules cultivées en présence de DMSO 10% (contrôle positif). Le dérivé 

Alg-G0.10  démontre donc un effet cytotoxique sur les cellules fibroblaste à 3 g.L
-1

. 

Pour rappel, comme démontré précédemment (chapitre C), l’aminogaïacol seul présente un 

effet cytotoxique à 1 mM. Il faut préciser qu’à la concentration d’étude en CMP-G0.05 et 
 

d
CMP-G0.06 (7,5 g.L

-1
), les concentrations équivalentes en aminogaïacol sont respectivement 

égales à 1,5 mM et 1,8 mM. Ces dernières sont donc supérieures à la concentration d’étude de 

NH2GA non greffé (soit 1 mM) et pour autant aucune cytotoxicité n’est mise en évidence. On 

peut donc conclure que l’immobilisation par greffage chimique de l’aminogaïacol sur le 

polysaccharide CMP ou 
d
CMP limite la cytotoxicité du composé naturel.  

6.2 Test Alamar Blue® : mise en évidence de l’activité métabolique des 

cellules 

Les résultats obtenus suite aux tests à l’Alamar Blue® sont présentés ci-dessous sur la Figure 

D-41. 

 

Figure D-41 : Evaluation de la cytotoxicité des solutions CMP-G0.05, 
d
CMP et du dérivé 

d
CMP-G0.06  à 

7,5 g.L
-1

  ainsi que de l’alginate et des dérivés Alg-Gx (Alg-G0.06 et Alg-G0.10) à 3 g.L
-1

. Contrôles 

(Ctrl) : positif (DMSO 10%), négatif (milieu de culture complet). Activité métabolique des cellules 

fibroblastes après 48 h de contact obtenue par le test Alamar Blue® (AB). Les données sont exprimées 

en moyennes ± SEM (n=3). 

Les premières conclusions apportées par le Live/Dead sont également confirmées avec le test 

à l’Alamar Blue®. En effet, le métabolisme des cellules est affecté par la présence du dérivé 
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Alg-G0.10 (similaire au contrôle positif). Au contraire, les cellules possèdent un bon 

métabolisme lorsqu’elles sont en contact avec les produits CMP-G0.05, 
d
CMP et  dérivé 

d
CMP-

G0.06  ainsi que l’alginate et le dérivé Alg-G0.06. Il faut tout de même noter que les valeurs de 

pourcentage de réduction en présence des produits CMP-G0.05, 
d
CMP, 

d
CMP-G0.06  ainsi que 

l’Alginate et le dérivé Alg-G0.06 sont sensiblement moins importantes que celle obtenue pour 

le contrôle négatif (milieu de culture).  

7 Conclusions générales  

Pour rappel, les dérivés CMP-Gx synthétisés et décrits tout au long du chapitre C présentaient 

des propriétés associatives en solution saline, en régime dilué et semi-dilué. Ce caractère était 

de type polysavon et expliqué en raison de la prédominance d’interactions entre greffons 

hydrophobes de type intramoléculaires. Le comportement agrégatif des CMP-Gx est un 

paramètre d’importance puisqu’il est susceptible de (i) limiter les propriétés rhéologiques, 

mais aussi (ii) de limiter la disponibilité des greffons actifs et donc leur efficacité vis-à-vis 

précisément des propriétés antibactériennes visées. Cependant, la présence des groupements 

aminogaïacol impliqués dans des clusters sembleraient être favorable dans le cas des activités 

antioxydantes. 

Dans le souci d’améliorer les activités antibactériennes de la molécule une fois greffée et/ou 

d’obtenir les propriétés rhéologiques recherchées, nous avions envisagé l’étude de nouvelles 

voies décrites tout au long du chapitre D:  

Stratégie 1 : Diminuer le DS(Ga) pour limiter le caractère associatif ;  

Stratégie 2 : Diminuer les masses molaires du CMP pour augmenter la rigidité des chaînes de 

polymères ; 

Stratégie 3 : Utiliser un autre polysaccharide (l’alginate) présentant un caractère rigide plus 

important que le CMP mais également une viscosité plus importante. 

Les réactions de greffage de l’aminogaïacol menées à partir du CMP (stratégie 1) du 

d
CMP (stratégie 2) et de l’alginate (stratégie 3) ont été réalisées dans les mêmes conditions de 

réactions utilisées dans le chapitre C : en milieu aqueux acidifié et à température ambiante. Le 

greffage de l’aminogaïacol sur le CMP a été effectué avec un DSthéo(Ga) = 0,15. Dans le cas 

du 
d
CMP et de l’alginate, nous avons fixé des DSthéo(Ga) variables, compris entre [0,15 - 1]. 

En comparaison avec les dérivés greffés sur le CMP, l’utilisation d’un polysaccharide semi-

flexible (alginate) ou de masse molaire plus faible (
d
CMP) conduit à l’obtention de dérivés 
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greffés dont la solubilité dans l’eau est rapidement limitée (DSthéo(Ga) > 0,25). Tous les 

dérivés qui étaient solubles dans l’eau ont été caractérisés par les techniques de spectroscopie 

(UV, IR, RMN). La détection et la quantification des greffons aminogaïacol ont permis de 

conclure sur le succès, l’efficacité et la reproductibilité des nouvelles réactions menées. La 

quantification des dérivés solubles (cas des trois stratégies) a conduit à l’obtention de produits 

avec des DS(Ga) faibles : CMP-G0.05 (stratégie 1), 
d
CMP-G0.06 (stratégie 2) et  dérivés Alg-

G0.06 et Alg-G0.10 (stratégie 3).  

D’un point de vue physico-chimique, dans le cas de la stratégie 1, les analyses 

physico-chimiques en milieu dilué (C < Ccr) et semi-dilué (C > Ccr) menées sur le dérivé 

CMP-G0.05 permettent de conclure sur un produit présentant un faible caractère associatif en 

comparaison avec ses homologues (plus greffés). En effet, peu de différences au regard de la 

taille (Rh, [ɳ]) et de la Ccr ont été observées en comparant le CMP-G0.05 et son précurseur 

CMP. Les propriétés rhéologiques du CMP faiblement greffés ne sont toujours pas améliorées 

par rapport au précurseur même si la diminution de viscosité newtonienne observée est plus 

faible que pour ses homologues plus greffés. Dans le cas de la stratégie 2, la dégradation du 

CMP conduit à l’obtention d’un dérivé 
d
CMP présentant de faibles masses molaires sans pour 

autant affecter la présence d’un caractère flexible chez ce dernier. Le greffage à faible taux 

sur le 
d
CMP conduit au produit 

d
CMP-G0.06  présentant un faible pouvoir associatif et 

comparable au dérivé CMP-G0.05. Concernant la stratégie 3, l’utilisation d’un polysaccharide 

semi-flexible (alginate) pour le greffage de l’aminogaïacol n’a pas permis de limiter le 

caractère associatif des nouveaux dérivés Alg-G0.06 et Alg-G0.10 élaborés. En effet, les résultats 

obtenus en milieu dilué et semi dilué par couplage SEC/MALLS/DRI/Visco, par fluorescence 

ou encore par rhéologie mettent en avant la présence d’interactions intra et intermoléculaires 

entre greffons aminogaïacol. Ce comportement associatif s’est avéré plus marqué avec le 

DS(Ga) qui augmente (Alg-G0.10). Les nouveaux dérivés présentent des comportements 

proches et comparables aux dérivés greffés CMP-G0.05  et CMP-G0.16. Cependant, il est à noter 

que les dérivés Alg-Gx possèdent des comportements de type rhéofluidifiant et des viscosités 

plus importantes que les dérivés CMP-Gx. L’objectif rhéologique attendu est dans ce cas en 

partie atteint. 

Concernant les propriétés antioxydantes, les résultats obtenus ont permis de confirmer 

l’hypothèse au préalable formulée : l’activité antioxydante est bien fonction du DS(Ga) et plus 

précisément du caractère agrégatif des dérivés greffés. Plus le caractère associatif est marqué, 

plus l’activité est importante. Une concentration locale élevée de greffons (au sein d’un 

cluster) semble plus efficace que lorsque les greffons sont isolés. Ainsi dans le cas des dérivés 
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synthétisés dans le chapitre D (CMP-G0.05, 
d
CMP-G0.06, Alg-G0.06 et Alg-G0.10), ils présentent 

tous de faibles taux DS(Ga) [5 - 10]% et un faible pouvoir associatif : il a été vérifié que les 

activités antioxydantes de ces nouveaux dérivés greffés n’ont pas été améliorées. Il faut tout 

de même préciser les dérivés Alg-Gx se sont avérés être moins actifs que les dérivés CMP-Gx. 

Dans ce cas, la viscosité des solutions d’alginate (et dérivés) semble être un facteur limitant 

pour les activités antioxydantes de ces produits. Ces activités pourraient aussi être améliorées 

en réalisant des tests antioxydants sur des temps plus longs (> 30 min). Notons également une 

faible activité antioxydante de l’alginate précurseur non observée pour le CMP précurseur. 

 

Concernant les propriétés antibactériennes, le dérivé CMP-G0.05 (stratégie 1) s’est 

avéré être plus efficace que les autres dérivés CMP-Gx. Nous avons donc réussi à améliorer 

l’activité antibactérienne des produits CMP-Gx en diminuant le caractère associatif des 

dérivés CMP-Gx. Les résultats obtenus ont permis de confirmer l’hypothèse au préalable 

formulée : l’activité antibactérienne est bien fonction du caractère agrégatif des dérivés 

greffés. Plus précisément, plus le caractère associatif est marqué, moins l’activité 

antibactérienne est importante en raison d’une moins bonne disponibilité des greffons engagés 

dans les associations. Dans le cas de la stratégie 3, les résultats obtenus concernant l’alginate 

semble montrer une activité antibactérienne. Cette dernière semblerait être améliorée de par la 

présence de greffons aminogaïacol. Cependant les tests préliminaires réalisés sont peu 

reproductibles et la viscosité semble être un facteur limitant. Il serait intéressant de réaliser de 

nouveaux essais pour confirmer ces résultats. 

Par ailleurs, que ce soit dans le cas des propriétés antibactériennes ou antioxydantes, la 

molécule non greffée reste plus active que la molécule greffée. Il faut également noter que le 

greffage de l'aminogaïacol limite la cytotoxicité de ce dernier (sous forme libre). En effet, 

tous les dérivés synthétisés (Alg-Gx et 
d
CMP-Gx) se sont avérés biocompatibles comme à 

l'exemple des dérivés CMP-Gx, excepté le dérivé Alg-G0.10. 

 

En somme, les deux alternatives qui semblent intéressantes sont les stratégies 1 et 3. La voie 1 

a permis d’obtenir un produit faiblement associatif et d’améliorer les propriétés 

antibactériennes des dérivés CMP-Gx. Cependant, le caractère rhéologique n’est pas atteint. 

La voie 3 conduit à l’obtention de dérivés greffés avec un comportement associatif 

comparable à ceux des dérivés greffés CMP-Gx, cependant les viscosités des dérivés Alg-Gx 

sont plus importantes que celles des solutions de CMP-Gx. L’objectif rhéologique attendu est 

dans ce cas en partie atteint. 
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Dans un contexte de recherche d’alternatives aux conservateurs de synthèse, comme 

les parabènes et les BHA/BHT utilisés dans les formulations aqueuses notamment cosmétique 

et/ou agroalimentaire, les études s’orientent de plus en plus vers les dérivés d’origine naturelle 

aux propriétés antibactériennes et/ou antioxydantes avérées. Nous avons vu dans l’état de l’art 

(Chapitre A) qu’il existe plusieurs sources naturelles (animales, végétales, microorganismes 

ou encore minérales) qui renferment de nombreux composés actifs (antibactériens, 

antioxydants, antifongiques ou autres) à structures chimiques diverses. En s’intéressant aux 

dérivés des plantes et plus particulièrement aux composés de type phénolique, on s’aperçoit 

que ces derniers sont souvent instables chimiquement et présentent une faible solubilité dans 

l’eau, ce qui est un facteur limitant dans de nombreuses applications. Afin d’améliorer les 

propriétés d’usages de ces dérivés et d’élargir leurs champs d’applications, précisément dans 

le cas de formulations aqueuses cosmétique et/ou alimentaire, ces molécules phénoliques 

peuvent être incorporées au sein de matrice de polysaccharides hydrosolubles au moyen de 

différentes méthodes : polymérisation, encapsulation au sein de films polymères, 

incorporation au sein de capsules ou par greffage chimique. C’est cette dernière voie que nous 

avons choisi pour réaliser nos travaux de recherche en utilisant comme composés 

phénoliques : l’aminogaïacol (ou l’eugénol) et comme polysaccharides, le 

carboxyméthylpullulane ou l’alginate. Les greffages chimiques ont été effectués selon deux 

voies : le greffage direct (discuté tout au long du manuscrit) et le greffage indirect (essais 

préliminaires discutés en annexe).  

Ce projet de thèse avait ainsi pour objectif d’élaborer des conservateurs naturels 

présentant des propriétés variées à base de polysaccharides et de molécules végétales actives. 

Nous avons notamment visé un double enjeu : d’une part, concevoir des systèmes 

hydrosolubles présentant des propriétés antibactériennes et/ou antioxydantes apportées par les 

dérivés issus de plantes et d’autre part, contrôler la rhéologie des formulations aqueuses en 

apportant des propriétés viscosifiantes (ou gélifiantes) par la matrice polysaccharide.  

En premier lieu, nous nous sommes intéressés au greffage chimique de l’aminogaïacol 

(NH2GA) sur le carboxyméthylpullulane (CMP) (chapitre C). Les synthèses ont été réalisées 

en fixant des proportions en aminogaïacol variables ce qui a conduit à l’obtention de dérivés 

(CMP-Gx) présentant des taux de greffage expérimentaux en aminogaïacol compris entre 16 

et 58%. La réaction est reproductible et l’efficacité atteinte est de l’ordre de 60 à 70%. Des 

études physico-chimiques ont été menées sur les dérivés CMP-Gx en milieu aqueux 
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(phosphate salin) dans les régimes dilué (C<Ccr) et semi-dilué (C>Ccr) et ont permis de mettre 

en avant un caractère associatif de ces derniers qui s'est avéré logiquement d’autant plus 

marqué que le taux de greffage est important. Ces comportements sont la conséquence directe 

de l’établissement d’interactions de type hydrophobe entre greffons (formation de clusters) et 

principalement de type intramoléculaire. Cela s'est traduit notamment par une forte 

diminution des volumes hydrodynamiques (conformation très compacte en solution) des 

dérivés CMP-Gx. Même en régime plus concentré, les associations intramoléculaires 

demeurent, conduisant à un affaiblissement des propriétés rhéologiques en comparaison avec 

leur précurseur (CMP). Ainsi, ce comportement est le comportement classique d’un 

polysavon et limite fortement notre objectif rhéologique. En revanche, tous les dérivés greffés 

ont démontré des activités antioxydantes et antibactériennes intéressantes. Ces dernières ont 

été corrélées au pouvoir associatif des dérivés. La formation de micro-domaines hydrophobes 

s’est avérée être favorable à l’activité antioxydante et au contraire défavorable à l’activité 

antibactérienne et ce probablement en raison de la moindre disponibilité des greffons engagés 

dans les clusters. Afin d’améliorer notamment les propriétés biologiques et rhéologiques des 

dérivés, nous avons envisagé des stratégies visant notamment à réduire le comportement de 

type « polysavon » et donc l’établissement d’associations intramoléculaires : diminution du 

DS(Ga) des dérivés CMP-Gx (stratégie 1), réduction des longueurs des chaînes du CMP 

(stratégie 2) et utilisation d’un polysaccharide plus rigide que le CMP (stratégie 3). 

Dans un second temps, nous nous sommes donc intéressés aux alternatives suggérées 

pour améliorer les propriétés antibactériennes et/ou rhéologiques des dérivés greffés (chapitre 

D). La stratégie 1 nous a permis de synthétiser un dérivé CMP-Gx faiblement greffé (5%) qui 

a présenté effectivement un caractère associatif affaibli en comparaison avec ses homologues 

plus greffés. Cependant les propriétés rhéologiques n’ont pas été améliorées comparé au 

précurseur même si le comportement polysavon a été fortement réduit. Ce dérivé faiblement 

greffé a démontré d’une part des propriétés antioxydantes plus faibles comparées aux autres 

produits greffés confirmant ainsi que les clusters hydrophobes semblent être favorables dans 

le cas de l’activité chimique. D’autre part, ce dérivé a présenté la meilleure activité 

antibactérienne de la série des CMP-Gx confirmant également que les greffons associés 

apparaissent moins actifs dans le cas de l’activité biologique. Ce dernier aspect s’est avéré 

être prometteur et semble bien valider cette première stratégie. Concernant la stratégie 2 et les 

dérivés synthétisés à partir d’un CMP dégradé (
d
CMP-Gx), nous avons observé que la 

solubilité aqueuse était largement conditionnée au DS(Ga). Ainsi et contrairement au dérivés 
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issus du CMP non dégradé, les dérivés 
d
CMP-Gx sont hydrosolubles seulement à faible DS 

indiquant des auto-associations différentes en fonction de la masse molaire du polymère. Le 

seul dérivé étudié et hydrosoluble possédait un faible taux de greffage (6 %). A l’instar de son 

homologue greffé (haute masse molaire 5 %), il a révélé un faible caractère associatif et un 

pouvoir antioxydant comparable. Les propriétés rhéologiques forcement affaiblies par la 

dégradation ainsi que les propriétés antibactériennes n’ont donc pas été évaluées. Concernant 

la stratégie 3, nous avons envisagé l’utilisation d’un polysaccharide semi-flexible, l’alginate, 

pour le greffage de l’aminogaïacol (Alg-Gx) pensant réduire la formation d’associations 

intramoléculaires. Nous avons effectivement montré clairement la rigidité plus importante de 

l’alginate comparée au CMP, mais cette caractéristique n’a pas permis de limiter le caractère 

associatif des nouveaux dérivés synthétisés pourtant faiblement greffés (6 et 10 %). En effet, 

ces derniers présentent un comportement associatif comparable aux produits CMP-Gx à taux 

de greffage équivalent. Cependant ces dérivés plus rigides montrent des comportements de 

type rhéofluidifiant et des viscosités apparentes, certes toujours légèrement inférieures à celle 

de leur précurseur, mais largement plus importantes que celles des dérivés CMP-Gx. Dans ce 

cas, l’objectif rhéologique attendu est en partie atteint. C’est d’ailleurs probablement en raison 

de ces viscosités plus importantes que les activités chimiques et biologiques ont été beaucoup 

plus délicates à appréhender.  

Au final, nous avons pu valider aux travers des résultats obtenus, les hypothèses 

formulées sur la corrélation entre activités et caractère associatif. Concernant les propriétés 

antioxydantes, les résultats ont en effet permis de confirmer l’hypothèse au préalable formulée 

que l’activité antioxydante est bien fonction du DS(Ga) et plus précisément du caractère 

agrégatif des dérivés greffés. Plus le caractère associatif est marqué, plus l’activité est 

importante. Une concentration locale élevée de greffons (au sein d’un cluster) semble plus 

efficace sur le radical DPPH
●
 que lorsque les greffons sont isolés. Concernant les propriétés 

antibactériennes, plus le caractère associatif est marqué, moins l’activité antibactérienne est 

importante en raison d’une moins bonne disponibilité des greffons engagés dans les 

associations pour perturber les parois bactériennes.  

Au regard des conclusions apportées aux chapitres C et D, nous proposons comme 

alternatives à court terme d’évaluer les propriétés antibactériennes des dérivés greffés (CMP-

Gx et Alg-Gx) sur d’autres souches, notamment de type gram - telle que Escherichia Coli. 

Pour s’affranchir des problèmes de viscosité, nous pourrons également changer de méthode de 

tests antibactériens et nous orienter vers des tests en milieu solide. Pour ce faire, nous 
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pourrons élaborer des films de polymères et tester leurs activités face à des souches gram + et 

gram -. Concernant le contrôle et l’amélioration des propriétés rhéologiques qui se sont avérés 

difficiles à atteindre, nous proposons comme alternative, d’introduire au sein des solutions de 

dérivés synthétisés (y compris les 
d
CMP-Gx), le précurseur ou un autre polysaccharide (non 

greffé) et compatible qui posséderait de bonnes propriétés épaississantes. Enfin comme 

perspective à long terme et au vu de la coloration brune de la molécule aminogaïacol qui peut 

s’avérer gênante pour les applications envisagées, il serait intéressant d’utiliser une autre 

molécule pour le greffage chimique et de réaliser des synthèses similaires. Cela nous 

permettrait d’étendre notre approche sur d’autres molécules naturelles (ex : vanilline, 

squalamine, nisine). 

 

 

 

 

 

 



 

 

251 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXE 1 

  



 

 

252 

 

 

 



Annexe 1 

 

253 

 

Annexe B-1 : Les techniques de caractérisations physico-chimique 

Les principes des différentes techniques de caractérisation utilisées sont détaillés ci-dessous : 

 Spectroscopie Ultra-Violet –Visible (UV-Visible)  

La technique UV-Visible est basée sur la propriété de certains composés à absorber une 

radiation lumineuse de longueur d’onde λ. L’absorption d’un rayonnement (d’un quantum 

d’énergie) provoque chez la molécule d’étude des transitions électroniques de son état 

fondamental vers un état excité. Ce sont précisément des groupes d’atomes appelés 

chromophores qui absorbent la radiation émise. Ils possèdent en général des liaisons (ex : 

benzène ou éthylène).  

Le domaine d’étude UV-Visible s’étend environ de 800 à 10 nm dans le spectre 

électromagnétique. Le spectrophotomètre UV-Visible permet de mesurer l’absorbance d’une 

solution homogène placée dans une cuve à une longueur d’onde λ donnée ou sur une région 

spectrale donnée.  

 

A = log (I0 /I) 

I0 : Intensité incidente de la lumière sur l’échantillon placé dans une cuve 

I : Intensité sortante de l’échantillon 

A : Absorbance 

Le spectrophotomètre est constitué d’une source lumineuse, d’un monochromateur qui va 

permettre de sélectionner une gamme de longueurs d’ondes, de compartiments pour placer les 

cuves et d’un détecteur connecté à un dispositif de traitement de données. On obtient ainsi un 

spectre suite à une analyse sur une région. Le spectre UV-Visible (Absorbance = f (λ)) permet 

une étude structurale qualitative grâce à la détection des pics d’absorption de la molécule 

d’étude. Cette technique peut également être utilisée pour des analyses quantitatives pour 

déterminer une concentration par application de la loi de Beer-Lambert. 
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 Spectroscopie Infra-Rouge (IR) 

La spectroscopie IR est une technique d’analyse structurale qualitative de la plupart des 

composés. Elle permet d’identifier la présence de groupements fonctionnels et de liaisons 

entre atomes. Le domaine de l’infrarouge correspond à des longueurs d’onde comprises entre 

0,8 μm et 1 000 μm. 

Les molécules organiques analysées sont capables d’absorber une partie de l’énergie d’un 

rayonnement IR. Elles se mettent alors en résonnance et subissent des mouvements de 

vibrations (élongation ou déformation angulaire) à des fréquences caractéristiques. L’autre 

partie de l’énergie transmise par l’échantillon est recueillie et analysée sous forme de spectre. 

Un spectre IR représente l’évolution de la transmittance (%) en fonction du nombre d’onde σ 

(inverse de la longueur d’onde en cm
-1

).  

 Spectroscopie de Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

La Spectroscopie RMN est basée sur les propriétés magnétiques de certains noyaux 

atomiques. Un noyau est observable en RMN s’il possède un spin nucléaire noté I non nul : 

soit un nombre impair de protons ou de neutrons ou encore les deux. Les atomes les plus 

étudiés en RMN sont : 
1
H ; 

13
C ; 

31
P ; 

14
N ... Par la suite, les études porteront sur la RMN du 

proton donc du noyau de l’hydrogène 
1
H. 

Lorsqu’un noyau est placé dans un champ magnétique intense noté Bo, il est soumis à un 

champ radio fréquence B1 qui provoque une perturbation de son état d’équilibre. 

L’application de ce champ radio fréquence est de courte durée, quelques microsecondes. La 

réponse des noyaux excités lors de leur relaxation est captée par une bobine réceptrice. Ces 

données sont envoyées à un ordinateur où elles sont analysées et transformées en signal. Par 

transformée de Fourier, on passe d’un signal à un spectre RMN. 

 Fluorescence 

Lorsqu’une molécule fluorescente (fluorophore) absorbe des photons de longueur d’onde λ1, 

elle est conduite de son état fondamental (au repos) vers un état excité, cela est traduit par des 

transitions électroniques. La durée de vie moyenne de l’état excité est de l’ordre de 10
-9

 à 10
-7 

s et suivi de l’émission de la lumière à une longueur d’onde λ2 (>λ1) pour rejoindre l’état 

initial. Cette émission de lumière est qualifiée de fluorescence. Ce principe est représenté sur 

le schéma 1. Les molécules fluorescentes possèdent en général des groupes cycliques 

(liaisons). 
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Schéma 1 : Principe de la fluorescence 

 

Annexe B-2 : Diffusion statique de la lumière (théorie) 

Lorsqu’un faisceau incident monochromatique de longueur d’onde λ0 traverse une solution, 

chaque particule (ici macromolécule) présente dans la solution va diffuser la lumière dans 

toutes les directions de l’espace, à la même longueur d’onde que le faisceau incident.  

 

Schéma 2 : Principe de la diffusion de la lumière 

L’intensité ainsi diffusée par la solution, notée I(θ,r) est fonction de la longueur d’onde λ0 et 

de l’angle θ. Elle est exprimée de la manière suivante : 

 

                                                   
     

  
    

             )                                       Eq.1 

avec : 

   θ  : angle auquel on mesure l’intensité diffusée ; 

   r  : distance entre les particules diffusantes et le point de mesure ; 

   λo : la longueur d’onde du faisceau incident ; 

   N : nombre de particules indépendantes par unité de volume 

    : polarisabilité des particules en solution ; 

 

On peut définir un nouveau paramètre, le rapport de Rayleigh noté R(θ) qui est sensiblement 

égal à l’intensité diffusée I(θ,r) mais indépendant de I0 et de r.  

                                    
         

  
 = 

     

  
  

          )                              Eq.2 

 

En considérant que :                     
  

  
 
 

  
     

      
 

Absorption

λ1

Fluorescence

λ2
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s

r

I0  
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avec : 

      dn/dc : incrément d’indice de réfraction ; 

      no : l’indice de réfraction du solvant ; 

      NA : nombre d’Avogadro 

 

 

On obtient :                     
     

 

  
   

 
  

  
 
 

               )                                  Eq.3 

 

 

Par ailleurs, l’intensité diffusée dépend également de la taille et de la structure des particules 

qui diffusent. Les particules possédant des tailles très petites, plus précisément des dimensions 

négligeables devant la longueur d’onde du faisceau incident (Rg < λ0/20) vont diffuser de 

manière isotrope, c'est-à-dire qu’elles vont diffuser la lumière de façon identique dans toutes 

les directions de l’espace. 

Si on considère que la lumière de l’appareil de mesure est polarisée verticalement et qu’il 

existe des interférences entre les rayonnements émis par les particules, on exprime alors 

l’équation de la lumière de la manière suivante : 

                                     
     

 

  
   

 
  

  
 
 
 

 
 

  
               

                          Eq.4 

 

avec : 

A2 : second coefficient du viriel  

A3 : troisième coefficient du viriel  

 

De manière plus simplifiée on peut écrire l’équation de la lumière en intégrant les paramètres 

fixes dans une constante : 

                                                      
  

      
 

 

  
                                           Eq.5  

avec K, la constante optique : 

                                                          
     

 

  
   

 
  

  
 
 

                                                               

Eq.6 

Cependant, les macromolécules en solution sont en général de dimensions plus importantes 

que la longueur d’onde du faisceau incident (Rg > λ0/20) et vont diffuser de manière 

anisotrope (non uniforme). Il faut alors tenir compte d’un facteur correctif, appelé facteur de 
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forme P(θ). Il est fonction de l’angle θ et de la dimension de la macromolécule. Il est défini de 

la manière suivante : 

                                          
      

 

   
  Rg2 sin2 (                                                   Eq.7 

Dans ce cas là, on exprime l’équation de la lumière de la manière suivante : 

                                       
  

     
   

 

  
       

 

    
                                                        Eq.8 

Pour des valeurs faibles de θ, 1/      peut s’écrire : 

                                         
      

 

   
  Rg2 sin2 ( /2)                                              Eq.9 

 

L’expression générale de la diffusion de la lumière s’écrit alors de la manière suivante : 

                        
  

     
 

 

  
   

    

   
   

      
 

 
                                  Eq.10 

 

Il va donc être possible d’accéder à la masse molaire moyenne en poids (Mw), le rayon de 

giration Rg ou encore au paramètre thermodynamique de solvatation (A2) par le tracé du 

diagramme de Zimm 
  

     
 = f (sin2( /2) + k); avec k, une constante arbitraire. 

 

Annexe B-3 : Appareillage couplage SEC/MALLS/DRI 

 

Figure 1 : Représentation schématique du couplage SEC/MALLS/DRI 

 

Annexe B-4 : Les différents types de fluides  

 a. Fluide Newtonien 

Un liquide newtonien possède une viscosité apparente indépendante du gradient de 

cisaillement. 
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 b. Fluide non Newtonien 

 

- Les fluides rhéofluidifiants (pseudo-plastique) 

Ces types de fluides sont caractérisés par une viscosité apparente qui décroit lorsque le 

gradient de cisaillement augmente. 

-  Les fluides rhéoépaississants (dilatant) 

Ils sont caractérisés par une viscosité apparente qui croît avec le gradient de cisaillement. 

c. Fluide non Newtonien à contrainte de seuil 

Pour ce type de fluides, il faut exercer une certaine contrainte de cisaillement minimale avant 

que l’écoulement ne commence. Avant toute déformation (au repos), ces fluides se 

comportent comme des solides.  

On distingue les fluides de Bingham, qui présentent un comportement de type newtonien 

lorsque la contrainte minimale est atteinte. Les fluides de Casson présentent plutôt un 

comportement non newtonien à partir de la contrainte minimale.  

 

 

Figure 2 : Les différents types de comportements de fluides : évolution de la contrainte de 

cisaillement en fonction du gradient de cisaillement. 

 

Les comportements de ces différents fluides suivent en général des lois (modèles) bien 

définies
1
. 

Dans nos travaux, la plupart des fluides étudiés sont de type newtonien ou rhéofluidifiant. 

Dans ces cas-là, ils suivent la loi de puissance ou d’Ostwald-de Waele : 

       (n-1) 
                  Eq.11 

avec : 

ɳ : viscosité  

K : constante 

   : gradient de cisailllement 

n : indice d’écoulement sans dimension avec 0 < n < 1 

n = 1 : fluide newtonien, n < 1 : fluide rhéofluidifiant, n > 1 : fluide rhéoépaississant 
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Cependant, pour les fluides rhéofluidifiants ce modèle présente des limites dans certaines 

gammes de cisaillement. En effet, aux faibles et forts taux de cisaillement, les polymères en 

solution présentent des plateaux newtoniens. Ces derniers sont caractérisés par une viscosité à 

cisaillement nul ɳ0 (faible cisaillement) et une viscosité infinie ɳ comme illustré ci-dessous 

(figure 3) : 

 
Figure 3 : Courbe d’écoulement d’une solution de polymère à comportement rhéofluidifiant, 

viscosité apparente en fonction du cisaillement 

 

De nouveaux modèles entrent alors en jeu : le modèle de Carreau et le modèle de Cross. 

 Modèle de carreau
1
 

 

avec les quatre paramètres :   η0,  η∞, λ (la constante de temps) et n 

 

 Modèle de Cross
1
 

         

 avec les quatre paramètres :   η0,  η∞, λ et m  

 

 

 

 

 

 

ɳ

ɳ0

ɳ

0 ẏ

ɳ - ɳ

ɳ0 - ɳ

(1+ (λ )2)=
(n-1)

2

ɳ - ɳ

ɳ0 - ɳ

1

(1+ (λ )m)
=

Eq.12 

Eq.13 
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Annexe B-5  : Les régimes de concentrations observés pour un polymère en solution 

Les trois régimes de concentrations observés pour un polymère en solution sont : le régime 

dilué, le régime semi-dilué et le régime concentré (Figure 4). 

 

Figure 4 : Représentations schématiques des trois régimes de concentrations observables dans 

le cas d’un polymère en solution.  

Source : (http://www.wikiwand.com/fr/Polym%C3%A8re_en_solution) 

 

Dans le domaine dilué, les chaines de macromolécules sont considérées comme isolées et 

libres. Elles vont se mouvoir en prenant des directions aléatoires en solution. Elles adoptent 

en général la conformation de « pelote statistique » dans l’hypothèse de chaines de polymères 

flexibles.  Dans ce régime, les interactions polymère-solvant sont prépondérantes.  

L’augmentation de la concentration (donc du nombre de macromolécules) favorise le 

rapprochement des chaines isolées en solution. Cela est expliqué par une augmentation du 

volume occupé par les chaines (volume hydrodynamique). A une concentration notée C* 

(concentration de recouvrement), les chaines sous formes de pelotes vont commencer à entrer 

en contact, elles vont se toucher. Le régime semi-dilué est alors atteint. 

Au-delà de cette concentration (C > C*), les macromolécules vont devenir de moins en moins 

libres pour se mouvoir en raison d’espace (de volume) insuffisant. Les interactions polymère-

polymère vont devenir de plus en plus importantes. Les mouvements sont ralentis. Les 

chaines ne peuvent plus facilement se replier sur elles-mêmes ou prendre des orientations 

multiples. Le phénomène d’interdépendance d’orientations de chaînes va alors s’accentuer 

avec l’augmentation de la concentration. Par conséquent, il y aura formation d’un réseau à la 

concentration C** (concentration d’enchevêtrement). Dans le régime concentré (C > C**), les 

chaines en solution sont alors enchevêtrées et ne peuvent plus être dissociées les unes des 

autres. 
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Annexe  B-6 : Informations complémentaires sur la méthode de dilution et de comptages 

Méthode de dilution 

 

a. Préparation des gammes de dilutions 

A partir d’une solution mère du composé à tester, les dilutions sont réalisées (facteur 2) dans 

le milieu de culture BHI (deux fois concentré) avec un volume final de 2 mL. 

Le tableau 1, présente les différentes conditions utilisées pour les différents produits testés. 

 

Tableau 1. Les concentrations et conditions de solubilisation de tous les composés testés 

Aminogaïacol (NH2GA), CMP et les dérivés greffés CMP-Gx, Alginate et les dérivés 

greffés Alg-Gx. 

Produit  Solvant [solution mère] 

(g.L
-1

) 

[produit] 

(g.L
-1

) 

Gamme Référence 

NH2GA Ethanol 69,5 [2,8 – 0,35] Milieu Ethanol/BHI 

CMP PBS 50 ou 80 
[50 – 3,125] / 

[60 – 3,75] 
Milieu PBS/BHI 

CMP-Gx 

PBS 

50 ou 80 
[50 – 3,125] / 

[60 – 3,75] 

CMP dans le milieu  

PBS/BHI 

Alginate 40 [20  – 1,25] Milieu PBS/BHI 

Alg-Gx 40 [20  – 1,25] Milieu PBS/BHI 

 

b. Culture 

Avant d’ensemencer toutes les solutions préparées, nous avons au préalable réalisé un 

traitement sur les bactéries.  

Le lendemain de la préculture, il était possible de constater la prolifération des bactéries par 

un trouble caractéristique du milieu de culture. Un comptage est néanmoins nécessaire afin de 

distribuer les bactéries de façon fiable et reproductible d’une manipulation à l’autre. Pour 

cela, la suspension est centrifugée pendant 15 min à 5000 rpm (rotation par minute). Les 

surnageants sont jetés puis les culots sont repris et remis en suspension dans 7,5 mL de PBS. 

La nouvelle suspension est utilisée d’une part pour la lecture de la DO afin d’estimer la 

population bactérienne totale à disposition. D’autre part, pour réaliser l’ensemencement des 

gammes de dilution d’intérêt. 

 



Annexe 1 

 

262 

 

 Nombre de bactéries à prélever 

Pour réaliser l’ensemencement, le nombre de bactéries ou plus précisément le nombre 

d’unités formant colonie (UFC) a été fixé à 10
6
 UFC pour 1 mL de milieu vierge. Il était alors 

nécessaire de calculer le nombre total de bactéries à prélever pour la manipulation en cours en 

tenant compte du volume final de milieu par pot (2 mL) et du nombre total de pots à 

ensemencer. 

 

 Dénombrement de la suspension bactérienne 

Un prélèvement d’1 mL de la suspension bactérienne d’une part et d’1 mL de tampon PBS 

d’autre part, sont versés chacun dans une cuve en Polyméthacrylate de méthyle (PMMA). La 

première mesure de DO faite au spectrophotomètre à 595 nm est celle du PBS. Elle sera 

amenée à la valeur zéro, signifiant l’absence de toute particule. La DO de la suspension 

bactérienne sera ensuite mesurée. La valeur de DO obtenue est alors intégrée dans une 

équation linéaire qui établit le rapport entre la DO et le nombre de bactéries contenues dans 1 

ml. Cette équation est propre à chaque type de bactérie. 

Dans le cas de la souche S.aureus employée, l’équation utilisée avait été au préalable 

déterminée et est égale à  y = 1,06.10
-7 

x – 0,015. 

 

 Ensemencement 

Connaissant la teneur en bactéries de la suspension (x) et le nombre total de bactéries à 

prélever (ensemencement fixé à 10
6
 UFC/mL), le volume total nécessaire pour les 

ensemencements des pots préparés est calculé. Le volume à ensemencer (par pot) est obtenu 

en divisant ce volume total par le nombre de pots à ensemencer. Une fois ensemencés, les 

pots sont placés dans un incubateur à 37°C sous agitation pendant 24 h. 

Méthode de Comptages :  

La méthode de préparation du milieu solide : gélose BHI Agar est présentée sur le schéma 3. 

 

Schéma 3 : Préparation du milieu gélosé BHI Agar 

BHI Agar après 

autoclave

(15min, 121°C)

Coulage à 40-50°C

1) Gélification à l’ambiante sous la hotte

2) Mise à 37°C pour séchage, 1 nuit

3) Stockage des boites en chambre froide
Boite de pétri
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Annexe C-1 : Synthèse et caractérisation du carboxyméthylpullulane 

a. Protocole de synthèse du carboxyméthylpullulane 

(DS en fonction carboxylates -COONa visé est égal à 1) 

La réaction de carboxyméthylation permet d’incorporer des fonctions carboxylate sur le 

pullulane via la formation d’un lien éther entre les fonctions hydroxyle du réactif pullulane et 

les fonctions -CH2COONa du réactif chloroacétate de sodium (ClCH2COONa). La réaction se 

fait en milieu biphasique eau/isopropanol pour limiter l’hydrolyse basique du chloroacétate en 

acide glycolique. Afin de limiter la dégradation des chaînes polymères par hydrolyse basique, 

les ajouts de soude et de chloroacétate sont effectués en quatre fois. 

 

 

Pour ce faire, 30g de pullulane ont été au préalable dissous dans 120 ml d’eau à l’aide d’un 

réacteur de 500 ml et sous agitation mécanique pendant une nuit. Le lendemain, ½ pastille de 

borohydrure de sodium (NaB2H4) est ajoutée à la solution de pullulane afin de réduire son 

extrémité réductrice (aldéhyde) en alcool, puis le tout est laissé pendant 30 min, à 70°C. Le 

montage est surmonté d’un réfrigérant. Par la suite, 120 ml d’isopropanol (iPrOH) sont 

ajoutés très lentement à la solution de pullulane suivi de l’introduction d’une solution de 

soude (4,625 g dans 5 ml d’eau milli-Q). Après 15 min d’agitation, 13,5 g de chloroacétate 

(ClAcNa) de sodium sont additionnés au précédent mélange. Ainsi de suite, les ajouts 

successifs de soude, d’isopropanol et de chloroacétate de sodium sont effectués à intervalles 

réguliers de 15 min et sont résumés dans le tableau 2. A la fin de tous les ajouts, le milieu 

réactionnel est maintenu à 70 °C sous agitation mécanique pendant 4 heures. 
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Tableau 2 : Liste des ajouts successifs effectués afin de réaliser la réaction de 

carboxyméthylation à partir d’une solution de pullulane. 

temps NaOH ClAcNa isopropanol 

Ajout 1  

(t = 0 min) 

4,625g/5mL eau  120 ml (ajout lent) 

+ 15 min  13,5g  

+ 15 min 4,625g/5mL eau   40 ml (ajout lent) 

+ 15 min - 13,5g  

+ 15 min 4,625g/5mL eau  - 40 ml (ajout lent) 

+ 15 min - 13,5g  

+ 15 min 6,45/7mL eau  - 40 ml (ajout lent) 

+ 15 min - 18,8g 15 ml (ajout lent) 

 

Au total, les quantités utilisées en réactifs sont : 

temps Masse (g) Masse molaire 

(g.mol
-1

) 

n (mol) 

Pullulane 30 162 0,185 

ClCH2COONa 59,3 116,5 0,509 

 

Au bout des 4 heures, la réaction est arrêtée. Le mélange dans le ballon présente deux phases. 

La phase organique est éliminée à l’aide d’un évaporateur rotatif. La phase aqueuse contenant 

le produit d’intérêt est récupérée. Elle est ensuite neutralisée par une solution d’acide 

chlorhydrique HCl 4 N puis dialysée (seuil de coupure des membranes 12 – 14 kDa, 

SpectrumLabs, UK)) contre de l’eau milli-Q pendant environ 10 jours. La dialyse est arrêtée 

pour une conductivité des eaux de dialyse suffisamment faible (4 – 6 µS). Les solutions ainsi 

purifiées sont congelées puis lyophilisées. Une fois le CMP récupéré sous la forme de sel de 

sodium, la quantification du greffage est réalisée à l’aide d’un dosage conductimétrique. 

 

b. Détermination du degré de substitution en fonctions carboxylate (–COONa) du 

CMP par dosage conductimétrique  
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Protocole du dosage 

225 mg de CMP sous la forme de sel de sodium sont dissous dans 50 ml d’eau milli-Q.  Après 

dissolution complète, 7 ml de cette solution sont exactement prélevés et placer à l’étuve à 

95°C pour évaporation complète de l’eau. L’extrait sec recueilli le lendemain permettra de 

déterminer la concentration exacte de la solution de CMP dosée par conductimétrie. 

Les 43 ml restants sont incorporés dans un bécher à double paroi thermostatée à 25°C et 

placés sous azote pour effectuer le dosage. Par la suite, 1 ml de soude à 1 M est additionné à 

la solution de CMP. Cette dernière est ensuite dosée par de l’acide chlorhydrique HCl 0,1 M 

(contenu dans une burette graduée de 2 ml). Un exemple de courbe représentant la 

conductivité de la solution du CMP mesurée en fonction du volume de HCl ajouté 

(conductivité = f (VHCl)) est fourni figure 5. 

 

Figure 5 : Exemple de courbe obtenue expérimentalement par dosage conductimétrique des fonctions 

carboxylates du CMP à l’aide d’une solution de HCl 0,1M, en présence de soude à 1M, à 25°C 

 

La courbe obtenue peut être délimitée en trois droites. A VHCl = 0, la conductivité de la 

solution est majoritairement apportée par les ions OH- (en excès). La première droite illustre 

le dosage de l’excès des ions OH
-
 (NaOH) par les ions H

+
 (HCl). La conductivité diminue. La 

fin de ce premier dosage (consommation totale des ions OH
-
 en excès) est marquée par un 

volume équivalent en HCl (noté Veq1).  

Ensuite, l’ajout progressif d’HCl conduit au dosage des fonctions carboxylates (COO
-
) du 

CMP. La conductivité augmente légèrement. Une fois toutes les fonctions COO
-
 titrées, le 

volume équivalent en HCl (noté Veq2) est atteint. Après cette seconde équivalence, l’ajout 

d’HCl à la solution de CMP apporte des ions H
+
 en excès. La conductivité augmente donc à 

nouveau. 
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Remarque : Les Veq correspondent à l’abscisse des points d’intersection entre les droites 1 et 2 

(Veq1) et les droites 2 et 3 (Veq2) 

 

Calcul du DS(COONa) 

Le nombre de mole de fonctions COO
-
 dosées (nCOO

-
) est déterminé en s’intéressant à la 

région correspondant au dosage des fonctions carboxylate. Il est exprimé de la manière 

suivante : 

nCOO- = CHCl x V 

avec V = Veq2 – Veq1  

Or par définition, 

                                                        Eq.14        

avec : 

DS (COONa) : le degré de substitution en fonction carboxylate 

nCOO- : nombre de moles de fonctions COO- présent dans la solution dosée (V= 43 ml); 

nCMP : nombre de moles de CMP dans la solution dosée; 

mCMP : masse en CMP dans la solution dosée; 

MCMP : MAGU + M1 x DS(COONa);  

MAGU : Masse molaire de l’unité anhydroglucose du pullulane (162 g.mol
-1

) 

M1 : Masse obtenue par le calcul de la différence entre la masse molaire du chloroacétate 

(ClCH2COONa) et la masse molaire des atomes H (-OH du pullulane) et de l’atome Cl qui 

ont été éliminés au cours de la réaction de carboxyméthylation pour donner le groupement  

–OCH2COONa (soit 80 g.mol
-1

). 

 

Après réarrangement, on obtient :  

 

 

 

 

 

 

 

 

DS (COONa) = 
nCOO-

nCMP

= 
nCOO- x MCMP

mCMP

DS (COONa) = 
nCOO- x MAGU

mCMP - ( M1 x nCOO- )
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Annexe C-2 : Mécanisme réactionnel d’activation des fonctions carboxyliques du CMP 

en présence d’agents activateurs DCCI/DMAP 

 

 

Schéma 4 : Mécanisme réactionnel en présence de DMAP et DCCI 
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Annexe C-3: Activité antibactérienne (%) des produits CMP-Gx  

Le détail des activités déterminées à l’aide de trois mesures dans le cas de chacune des 

concentrations testées et de chacun des dérivés est présenté dans le tableau C-5.1 

Tableau 3 : Activité antibactérienne (%) des produits CMP-Gx 

 

[CMP-Gx] 

g.L
-1

 

[NH2GA]eq
 

mM 

CFU/mL 

(CMP-Gx) 

Activité 

antibactérienne 

(%) 
a
 

CMP-G0.58 

50 98 

2,3 x 10
8
 93,8 

1,6 x 10
8
 95,7 

4,5 x 10
8
 87,8 

25 49 

2,7 x 10
8
 92,7 

3,2 x 10
8
 91,4 

3,6 x 10
8
 90,3 

12,5 24 

5,0 x 10
8
 86,4 

3,4 x 10
8
 90,8 

6,1 x 10
8
 83,5 

  
   

CMP-G0.37 

60 81 

2,7 x 10
8
 92,7 

4,7 x 10
8
 87,3 

1,4 x 10
8
 96,2 

30 40 

7,5 x 10
8
 79,7 

6,6 x 10
8
 82,2 

6,8 x 10
8
 81,6 

15 20 

9,9 x 10
8
 73,2 

7,5 x 10
8
 79,7 

1,3 x 10
9
 64,8 

  
  

 

CMP-G0.16 

60 38 

7,6 x 10
8
 79,4 

7,2 x 10
8
 80,5 

1,8 x 10
8
 95,1 

30 16 

6,9 x 10
8
 81.3 

1,1 x 10
9
 70.3 

4,5 x 10
8
 87,8 

 

15 

 

 

9,4 

 

2,5 x 10
9
 32,4 

2,4 x 10
9
 35,1 

1,7 x 10
9
 54,1 
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Annexe D-1 : Protocole de synthèse du CMP dégradé (
d
CMP) 

La veille, une solution de CMP à haute masse molaire à 20 g.L
-1

 (4,5g / 225 ml d’eau) a été 

préparée dans un ballon de 250 mL. Le lendemain, le pH est ajusté à 2 à l’aide d’une solution 

d’acide chlorhydrique HCl 1 M. Le ballon contenant la solution acide de CMP et surmonté 

d’un réfrigérant est ensuite chauffé à 80°C pendant 72 h. Une fois la réaction terminée, après 

refroidissement, le pH de la solution est neutralisé. Cette dernière est ensuite dialysée contre 

de l’eau milli-Q pendant environ 1 semaine (seuil des membranes de dialyse utilisées 3,5 

kDa), puis lyophilisée pour récupérer le 
d
CMP. 

 

Annexe D-2 : Exemple de protocole de synthèse du dérivé Alg-Gx avec un DS(Ga) 

théorique égal à 0,15 

Il faut noter qu’en raison de la viscosité marquée de l’alginate, nous avons travaillé à des 

concentrations plus faibles comparées au CMP et au 
d
CMP. 

La veille, l’aminogaïacol (1,05 mmol) a été dissous dans 80 mL d’acide chlorhydrique HCl 

0,05 mol.L
-1

 toute une nuit. La solution est colorée en marron. En parallèle, une solution 

d’alginate (1 g ; 4,2 mmol) dans 250 mL d’eau milli-Q a également été préparée. Le 

lendemain, la solution d’aminogaïacol est ajoutée lentement à celle de l’alginate. Le pH du 

mélange a alors été ensuite ajusté à 4,5 à l’aide de HCl 0,1 mol.L
-1
. L’EDCI (0,24 g ; 1,3 

mmol) dans 2 ml d’eau milli-Q est par la suite additionné à la solution précédente. Le tout est 

laissé sous agitation, à température ambiante et pendant 24 h. 

  



Annexe 1 

 

270 

 

 

Annexe D-3 : Représentation Rg = f (M) en échelle bi-logarithmique obtenue dans le cas 

du dérivé CMP-G0.05 

Les courbes Rg = f(M) du CMP et des autres dérivés sont également représentées. 

 

Figure 6 : Représentation bilogarithmique Rg = f (M)  pour le CMP (noir) et les dérivés CMP-G0.05 

(rouge),  CMP-G0.16 (bleu), CMP-G0.37 (orange) et CMP-G0.58 (vert) dans le solvant PBS 0,15 M, à 

25°C et à C = 1 g.L
-1

. 
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ANNEXE 2 

Greffage chimique indirect de l’eugénol 

sur le carboxyméthylpullulane 
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Introduction 

Nous rappelons que nous avions choisi la voie de greffage chimique afin d’incorporer les 

molécules végétales au sein de structure polymère. Nous avions envisagé deux axes 

principaux pour lier de manière covalente les composés actifs choisis (aminogaïacol ou 

eugénol) sur les squelettes des polysaccharides sélectionnés (CMP ou Alginate) :  

(1) Le greffage chimique direct : il a été utilisé pour la réalisation de toutes les synthèses 

menées avec l’aminogaïacol et qui ont déjà été présentées tout au long du manuscrit, 

précisément dans les chapitres de résultats C et D. Il représente l’axe principal de notre étude.  

(2) Le greffage indirect est présenté dans cette partie (annexe 2). Il avait été choisi en vue 

d’élaborer des systèmes greffés par l’intermédiaire d’un bras espaceur afin d’éloigner la 

molécule végétale active de la chaine de polysaccharide en comparaison avec des systèmes 

greffés obtenus par voie directe, ce qui pourrait lui conférer une mobilité plus importante. Le 

greffage indirect s’établit en deux étapes : une étape préliminaire est nécessaire pour fixer de 

manière covalente une molécule intermédiaire sur le squelette carboné de la matrice 

(polysaccharide). Cette dernière servira de bras espaceur et ouvrira la possibilité à un second 

greffage chimique : celui de la molécule végétale active.  

 

Nous avons utilisé cette fois-ci l’eugénol comme molécule végétale et le CMP comme 

polysaccharide. Dans l’étape préliminaire, nous avons incorporé un groupe vinylbenzène 

(VB) sur le CMP conduisant au produit intermédiaire CMP-VB, ensuite nous avons élaboré le 

dérivé final noté CMP-VB-E par greffage de l’eugénol (schéma 1) sur les groupes VB sous 

rayonnement UV. Nous nous intéresserons uniquement dans ce chapitre aux synthèses et aux 

caractérisations chimiques des produits greffés. Les propriétés antibactériennes et/ou 

antioxydantes n’ont pas été évaluées et ne seront donc pas abordées. 

La structure chimique de l’eugénol et du chlorure de 4-vinylbenzyle (VB) est présentée sur le 

schéma 1. 

 

Schéma 1 : Structures chimiques (a) de l’eugénol et (b) du chlorure de 4-vinylbenzyle (VB)  

a b
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1 Synthèse et Caractérisations de l’intermédiaire CMP-VB 

1.1 Réactifs et solvants 

Le carboxyméthylpullulane (CMP) synthétisé au laboratoire et au préalable présenté dans les 

chapitres précédents a été utilisé comme polysaccharide. 

La molécule intermédiaire sélectionnée est le chlorure de 4-vinylbenzyle (VB) de chez 

(Sigma-Aldrich, France). C’est un composé hydrophobe qui se présente sous forme de liquide 

coloré en jaune pâle. Il a été choisi en raison de la présence d’une part d’un groupement 

halogéné (R-Cl : bon groupement partant) permettant d’établir un premier greffage sur les 

fonctions carboxylate (-COO
-
) du CMP via la formation d’un lien ester -COO-R. D’autre part, 

le VB possède également une double liaison vinylique qui est réactive sous UV et sera utile 

pour le second greffage en présence de la molécule végétale. 

La molécule de VB étant insoluble dans l’eau et le CMP sous forme de sel de sodium (CMP-

COONa) étant hydrosoluble, il était nécessaire de trouver un solvant approprié pour les deux 

réactifs. La réaction a été menée en milieu organique avec le solvant diméthylsulfoxide 

(DMSO). Le CMP a été utilisée sous la forme de sel de tétrabutylammonium CMP-

COON(Bu)4.  

1.2 Synthèses et conditions de réactions 

La réaction de greffage du chlorure de 4-vinylbenzyle (VB) sur le CMP est effectuée dans le 

DMSO à 40°C et pendant 2 jours. Le greffage du VB sur le CMP se fait par établissement de 

liaisons covalentes ester (-CO-OR-). Cette dernière est formée suite à la réaction de 

substitution électrophile entre la fonction chlorure d’alkyle (-R-Cl) du VB et la fonction 

carboxylate (-COO
-
) du CMP. La synthèse du CMP-VB est présentée schéma 2. 

Protocole de synthèse du CMP greffé avec le chlorure de 4-vinylbenzyle (VB) : 

Etape 1 : Au préalable le CMP sous forme de sel de sodium (CMP-COONa) avait été 

transformé en CMP sous forme de sel de tétrabutylammonium CMP-COON(Bu)4 (rappel 

annexe C-3).  

Etape 2 : La veille, le CMP-COON(Bu)4 est placé sous vide à 40°C pendant une nuit. Le 

degré de substitution théorique en VB visé a été fixé à 0,2 (rapport molaire : n(VB)/n(CMP)). 

Pour réaliser la synthèse, 2,00549 g (4,49 mmol) de CMP-COON(Bu)4  dans 50 ml de DMSO 

sont introduits dans un ballon de réaction de 250 mL puis chauffés à 40°C à l’aide d’un bain 
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d’huile. Après dissolution complète du CMP-COON(Bu)4, 0,13687 g (0,87 mmol) de chlorure 

de 4-vinylbenzyle (VB) dans 15 mL de DMSO sont ajoutés goutte à goutte à la solution de 

départ à l’aide d’une ampoule à brome. Le tout est laissé sous agitation à 40°C pendant 2 

jours. 

En fin de réaction, le mélange issu de la synthèse est ajouté lentement dans une solution de 

chlorure de sodium (NaCl) afin de transformer tous les sels de tétrabutylammonium -

COON(Bu)4  restants en groupements -COONa. A ce stade, nous avons observé la formation 

d’un précipité blanc et collant à l’intérieur du mélange qui s’est déposé par la suite au fond du 

bécher. Le produit de synthèse présent dans la solution restante encore homogène est ensuite 

précipité dans de l’acétone puis filtré sous vide. Pour finir, une dialyse est effectuée contre de 

l’eau milli-Q avant la lyophilisation du produit noté CMP-VB.  

 

 

Schéma 2 : Réaction de greffage du VB sur le CMP dans du DMSO, à 40°C et pendant 48 h. 

Plusieurs synthèses (3 essais) ont été réalisées afin d’évaluer la reproductibilité de la réaction. 

Les conditions de réactions sont résumées dans le tableau 1. Le DS(VB) théorique visé est 

égal à 0,20. Il est défini comme le nombre de mole de chlorure de 4-vinylbenzyle (VB) par 

nombre de mole d’unité anhydroglucose du CMP. Le rendement massique moyen obtenu est 

CMP-N(Bu)4 VB

CMP-VB
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égal à 53%. Le CMP-VB obtenu était de coloration blanche et sous forme de coton. Il est 

soluble dans l’eau.  

Tableau 1 : Conditions de réaction de greffage du 

VB sur le CMP 

DS(VB) 
a 

théorique 

Rendements 

massiques 
b 

(%) 

Solubilité 

dans l’eau 

0,2 

48 

oui 53 

57 

 
53 ± 5,0 

b
  

a 
: Ratio molaire VB/CMP.

 

b 
: Moyenne déterminée à l’aide de 5 synthèses différentes 

 

1.3 Caractérisations 

1.3.1 Méthodes de caractérisation  

Les techniques de spectroscopie UV, RMN
1
H ainsi que le couplage SEC/MALLS/DRI/Visco 

ont été également employées pour la caractérisation des produits (rappel Matériels et 

méthodes). 

La quantification des greffons hydrophobes a été réalisée par spectroscopie UV et/ou RMN
1
H 

(lorsque c’était possible). 

 Explicitation des calculs des degrés de substitution en greffons hydrophobes 

Dans le cas du produit CMP-VB obtenu suite au greffage du VB sur le CMP (greffage 

intermédiaire), nous avons calculé le degré de substitution expérimental en greffons VB noté 

DSexp(VB) par UV et par RMN
1
H.  

Dans le cas du produit CMP-VB-E, nous avons également déterminé un degré de substitution 

expérimental en greffons eugénol noté DSexp(E) uniquement par UV. 

 

Détermination du DSexp(VB) par UV : 

Par définition, 

                     
              

                 
                    Eq. E1 

          
              

               
                                        Eq. E2 
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C(VB) : concentration molaire en greffons VB présente dans le produit CMP-VB analysé 

C(CMP-VB) en g.L
-1

 : concentration massique en produit CMP-VB préparée pour effectuer 

les analyses UV 

Mmotif (CMP-VB) : masse molaire du motif de répétition CMP-VB 

Mmotif (CMP-VB)  = Mmotif (pullulane) + (M(CH2COONa) - M(H)) * DS1 + (M(VB) - (M(Cl) 

- M(Na)) * DS(VB) 

avec :  

Mmotif (pullulane) = 162 g/mol 

M(VB) = 152,62 g/mol 

DS1 = DS (COONa) = 0,96 ; DS (COONa) : le degré de substitution en fonction carboxylate. 

Mmotif (CMP-VB) = 162 + 80 * 0,96 + 94 * DSexp(VB) 

 

Après réarrangement de l’Eq.E2, on obtient: 

 

                                           
       

   

 
              

            
 

 
          

   

 
   

                               Eq. E3 

Remarque : 

Afin de déterminer la concentration molaire en greffons VB notée C(VB), nous avons réalisé 

au préalable une courbe d’étalonnage par UV. Pour ce faire, nous avons utilisé le styrène 

sulfonate de sodium comme molécule étalon. Cette dernière a été choisie pour l’étalonnage 

car elle possède une structure chimique de base similaire à celle du chlorure de 4-

vinylbenzyle (VB). De plus, elle est soluble dans l’eau contrairement au VB. La droite 

d’étalonnage a été déterminée à 255 nm avec l’équation correspondante : 18636 x avec R
2 

= 

0,999. Nous sommes toutefois conscients que le coefficient d’extinction molaire peut varier 

entre les deux molécules, ce qui peut induire une erreur sur le calcul du DS par cette méthode. 

 
Détermination du DSexp(VB) par RMN

1
H : 

Les degrés de substitutions par RMN
1
H ont été déterminés sans étalon interne. Nous avons 

directement utilisés comme pics de référence, ceux des protons anomériques du CMP (qui 

étaient bien définis). 

D’une manière générale, les degrés en greffons hydrophobes notés DSexp(VB) sont calculés à 

l’aide de l’équation E4 après intégration des protons du VB et de ceux des protons 

anomériques du CMP. 

           
               

                
                  Eq. E4 
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avec : 

I (VB) =  aire du pic correspondant aux protons de la molécule VB qui ont été intégrés ; 

I (CMP) =  aire du pic correspondant aux protons anomériques du CMP ;  

n (H1) = nombre de protons anomériques du CMP correspondant au pic intégré ; 

n (H2) = nombre de protons de la molécule VB correspondant au pic intégré. 

 

Nous allons maintenant nous intéresser aux résultats obtenus suite aux caractérisations des 

produits CMP-VB. 

1.3.2 Spectroscopie IR 

La spectroscopie IR a permis de confirmer les greffages réalisés. Les spectres IR du CMP et 

du dérivé CMP-VB sont présentés ci-dessous (Figure 1). Sur le spectre du dérivé CMP-VB, il 

y a apparition d’un nouveau pic (sous forme d’épaulement) qui est caractéristique de la 

fonction ester créée (à 1737 cm
-1

)
1,2

.  

 
Figure 1 : Spectre IR  du CMP (bleu) et du CMP-VB (rouge) 
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1.3.3 Spectroscopie UV 

La molécule VB possède des groupements chromophores détectables en UV, notamment un 

noyau aromatique et une fonction vinylique. Des solutions du précurseur CMP et du dérivé 

CMP-VB ont été préparées dans l’eau respectivement à 0,1 g.L
-1

 et 0,05 g.L
-1

. Elles ont été 

par la suite analysées dans le domaine UV. Les spectres obtenus sont présentés sur la Figure 

2. 

 

Figure 2 : Spectres UV du CMP (gris) à C = 0,1g.L
-1 

et CMP-VB (rouge)  à C = 0,05 g.L
-1 
dans l’eau. 

 

Commentaires : 

Le spectre du CMP possède une bande d’absorption entre [230 - 300] nm. Le spectre du 

CMP-VB présente deux pics bien définis avec des maximums à 201 et 255 nm (marqués par 

des flèches). Ils sont respectivement attribués de manière qualitative au cycle benzène et à la 

fonction vinylique du VB. 

Nous avons déterminé les degrés DS(VB) expérimentaux par UV grâce à un étalonnage avec 

le styrène sulfonate de sodium dans l’eau. Le pic de référence utilisé pour le calcul est celui 

de la fonction vinylique du VB (255 nm). Les degrés de substitutions DSexp(VB) déterminés 

sont présentés dans le tableau 2 (plus bas, partie RMN
1
H). Le degré DSexp(VB) moyen 

déterminé par UV est égal à 0,08±0,01 (soit 8 molécules de VB greffées sur 100 unités 

anhydroglucose du CMP). Il faut néanmoins avoir en mémoire que l’étalonnage n’a pas pu 

être fait avec le VB car il est insoluble dans l’eau. Il a été effectué avec le styrène sulfonate de 

sodium qui lui est soluble dans l’eau mais qui ne présente pas forcément le même coefficient 

d’extinction molaire. Les DSexp(VB) restent donc approximatifs. 
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1.3.4 Spectroscopie RMN1H 

La spectroscopie RMN a été réalisée afin de détecter la présence en greffons VB dans le 

produit CMP-VB mais également pour la quantification du greffage. Le spectre RMN obtenu 

est présenté sur la Figure 3. 

 

 

 

 

Figure 3 : Spectres RMN 
1
H du CMP (A) et du dérivé CMP-VB (B) dans du D2O à 10 g.L

-1
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En comparaison avec le spectre du CMP, le spectre du CMP-VB présente de nouveaux pics, 

annotés c, d et d’. Ces derniers sont notamment retrouvés respectivement entre [7,25 – 7,5] 

ppm ; à 6,75 ppm et à 5,75 ppm. Les pics d (CH) et d’ (CH2) peuvent être attribués aux 

protons de la double liaison vinylique de la molécule de VB. Il faut noter qu’un des deux 

protons du CH2 devrait sortir vers 5,2 ppm, donc en même temps que les protons anomériques 

du CMP)). Les protons aromatiques (4 H) de la molécule VB sont attribués au pic c. 

Nous avons choisi d’utiliser le pic c pour la quantification car parmi tous les autres pics 

attribués au VB (c, d et d’), il était le mieux défini et le plus intense. La spectroscopie RMN a 

permis de quantifier le greffage avec également une approximation compte-tenu de la 

présence d’un proton de la fonction vinylique dans l’intégration du pic des protons 

anomériques.  

Nous avons déterminé les DSexp(VB). Ils sont regroupés dans le tableau 2. Le degré 

DSexp(VB) moyen déterminé par RMN est de 0,20±0,01. L’efficacité de la réaction est totale. 

Cette valeur moyenne de DSexp(VB) semble être surestimée en tenant compte du fait que nous 

n’avons pas utilisé d’agents activateurs des fonctions carboxylate du CMP. Pour comparaison, 

Bataille et al.
3
 avaient synthétisé des systèmes CMP greffés avec des chaines alkyle C16, avec 

un efficacité de 65 %. Les auteurs avaient utilisé un solvant et une température similaire 

(DMSO et 40°C) mais à la différence ils avaient ajouté un agent de type carbodiimide, 

activateur des fonctions carboxylates du CMP soit le N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCCI).  

Il faut tout de même noter que dans notre cas, le DSexp(VB) moyen obtenu ne limite pas la 

solubilité des produits CMP-VB dans l’eau. Ce qui est important pour la suite des synthèses 

mais également pour les applications désirées. 

Par ailleurs, on remarque que les DSexp(VB) déterminés par UV et par RMN
1
H sont très 

éloignés. Cependant il faut noter que chacune de ces méthodes apporte certaines erreurs telles 

que la nature de l’étalon utilisée (en UV) et la présence d’un proton de la fonction vinylique 

dans l’intégration du pic des protons anomériques (en RMN). 

Tableau 2 : DS(VB) expérimentaux moyens des dérivés CMP-VB calculés 

par UV et RMN
1
H 

 DSthéo(VB) DSexp(VB) UV 
DSexp(VB) 

RMN
1
H 

CMP-VB 0,2 

0,080 0,197 

0,070 0,191 

0,076 0,215 
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1.3.5 SEC/MALLS/DRI/Visco 

La Figure 4 présente les profils d’élution du CMP et du CMP-VB  à 1 g.L
-1

 en milieu salin 

LiNO3 0,1 M. Le tableau 3 regroupe toutes les informations recueillies concernant les 

grandeurs macromoléculaires des échantillons analysés. Il faut noter que la filtration du CMP-

VB a été difficile et que la fraction analysée est faible (50%). 

 

 

Figure 4 : Profils d’élutions du CMP et du dérivé CMP-VB dans du LiNO3 à 0,1 M; CMP DS 0,96 

(bleu), CMP-VB (rouge). Signaux de diffusion de lumière (LS) : trait plein. Courbes obtenues par le 

détecteur réfractomètre (DRI) : trait discontinu. Distribution des masses molaires (rond plein). 

 

Tableau 3 : Grandeurs macromoléculaires caractéristiques des produits CMP et CMP-

VB déterminés par couplage SEC/MALLS/DRI/Visco à une concentration en 

échantillon C = 1.0 g L
-1

 et dans un milieu LiNO3 0.1 M. 
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(g mol
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Mw 

(g mol
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(g mol
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Rh (n) 

(nm) 

[ɳ]n 

(mL g
-1

) 
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(%) 

CMP 

 

149 000 

(± 2,9 %) 

268 000 

(± 0,8 %) 
239 623 
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(± 0,4 %) 

88 
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246 000 

(± 1,7 %) 

547 000 

(± 0,7 %) 
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En s’intéressant à la Figure 4, on remarque que le CMP-VB est élué (profils DRI et LS) à des 

volumes plus faibles que le CMP. Le CMP-VB présente donc des objets plus volumineux que 

le CMP. L’évolution de la distribution des masses molaires montrent qu’à volume d’élution 

constant (i.e. même volume hydrodynamique), le dérivé CMP-VB possède des masses plus 

importantes que le précurseur, traduisant des objets plus denses. Ces premières observations 

sont confirmées par les données résumées dans le tableau 3. En effet, les masses molaires Mn 

et Mw du CMP-VB sont élevées en comparaison avec celles du CMP. L’augmentation de ces 

masses molaires n’est pas uniquement la conséquence de l’augmentation de la masse M0 du 

motif de répétition car on remarque que le DPn ‘apparent’ devient également important. Ces 

résultats indiquent clairement la présence de structures agrégées dues à un caractère associatif 

du CMP-VB (interactions intra et intermoléculaires entre greffons VB). Confirmant les 

résultats des masses molaires et l’observation des profils, les tailles de CMP-VB (Rh et 

viscosités [ɳ]) sont légèrement supérieures à celles du CMP.  

Conclusion sur la synthèse et la caractérisation du CMP-VB : 

La synthèse du CMP-VB avec un DSthéo(VB) fixé à 0,20 a conduit à l’obtention d’un dérivé 

noté CMP-VB amphiphile soluble dans l’eau. Les résultats obtenus suite aux caractérisations 

du produit CMP-VB par spectroscopie RMN
1
H, UV et IR  permettent de détecter la présence 

des greffons VB et de quantifier les greffages. Cependant, il existe une différence notable 

entre les degrés DSexp(VB) moyens déterminés par RMN
1
H et UV. Ils sont respectivement 

égaux à 0,20±0,01 et 0,08±0,01. On utilisera par la suite un DSexp(VB) = 0,08 qui semble plus 

proche de la réalité. La réaction menée est donc reproductible et l’efficacité est autour de 40 

% (UV). Tous les résultats obtenus conduisent à la conclusion d’un succès du greffage désiré. 

De plus, le couplage SEC/MALLS/DRI/Visco nous a permis de mettre en avant un caractère 

associatif du CMP-VB en milieu salin LiNO3 0,1 M. 

Nous allons par la suite nous intéresser à la seconde étape de greffage envisagée : celui de 

l’eugénol sur l’intermédiaire CMP-VB. 

2 Greffage de l’eugénol sur le CMP-VB 

La molécule active végétale utilisée est l’eugénol (4-allyl-2-méthoxyphénol), fournie par Alfa 

Aesar (France). C’est un composé d’origine naturel retrouvé dans divers arômes, notamment. 

Il peut être extrait du clou de girofle. Comme déjà évoqué dans la partie bibliographique, il 

possède une structure chimique de type phénolique (schéma 1) et diverses propriétés 

intéressantes : antibactériennes, antioxydantes et antifongiques, antiseptiques, analgésiques et 
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autres. Il se présente sous forme d’huile colorée en jaune. Il est hydrophobe (peu soluble dans 

l’eau) mais soluble dans des solvants tels que le méthanol ou l’éthanol
4
. Il a été choisi en 

raison de sa structure phénolique qui lui confère des propriétés antibactériennes et 

antioxydantes mais également en raison de la présence d’une double liaison sur son squelette 

carboné qui ouvre une possibilité de réaction sous UV. 

La molécule 2-hydroxy-2-methylpropiophénone connue sous le nom de Darocur 1173 

(Sigma-Adrich, France) a également été employée et servira de photoamorceur pour les 

réactions de greffage sous UV.  

 

2.1 Conditions de réactions 

Nous souhaitons réaliser la réaction de greffage de l’eugénol sur le CMP-VB et ce 

précisément sous rayonnement UV. L’eugénol se présente sous la forme d’huile et le CMP-

VB sous la forme de coton. Il serait difficile de travailler en masse (sans solvant). Nous avons 

donc décidé d’effectuer la synthèse en milieu solvant. En tenant compte du fait que l’eugénol 

est peu soluble dans l’eau
5
 mais soluble dans l’éthanol et que le CMP-VB est hydrophile, la 

question était de trouver un milieu adéquat pour la réaction. Nous avons choisi de travailler 

dans un mélange eau/éthanol. Afin de définir les meilleures conditions en solvant et éviter la 

précipitation des réactifs au cours de la synthèse, nous avons au préalable réalisé des tests de 

solubilité de l’eugénol (ainsi que du CMP-VB) dans des proportions variées en mélange 

eau/éthanol par un suivi spectrophotométrique de l’apparition d’un point de trouble.  

Les tests de solubilité ont été réalisés en partant 0,2 g (0,8 mmol) de CMP-VB et 0,5 g (3 

mmol) d’eugénol. Cette quantité molaire en eugénol (n(eugénol)) correspond à une réaction 

de greffage pour laquelle l’eugénol serait introduit en excès (soit n(eugénol) = 3,75 x n(CMP-

VB) ou encore (n(eugénol) = 48 x n(VB)). 

Les conditions optimales ont permis de fixer un ratio eau/éthanol (50/50 v/v) pour la réaction 

sous UV pour des systèmes  

2.2 Synthèses : essais préliminaires 

Conditions de réactions : Le greffage de l’eugénol sur le CMP-VB est réalisé dans un mélange 

eau/éthanol (50/50) sous UV et en présence du Darocur 1173. C’est un photoamorceur 

radicalaire classique de type Norrish I qui se présente sous la forme d’un liquide jaune. La 

réaction est effectuée à 365 nm, la puissance de la lampe est de 240 mW/cm
2 

et le temps de 
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réaction sous UV a été fixé à 10, 15 ou 20 min. Nous avons réalisé des essais préliminaires, 

notamment un essai par temps. Les conditions de réactions utilisées sont regroupées dans le 

tableau 4. Ne connaissant pas la faisabilité de la réaction, nous avons décidé de travailler en 

excès molaires d’eugénol par rapport CMP-VB et donc par rapport à la molécule VB. Ces 

conditions avaient été utilisées pour les tests de solubilité. 

Il faut par ailleurs noter que les rendements massiques obtenus en fin de purification sont 

faibles, compris entre [10-30]%. 

 

Tableau 4 : Conditions de synthèse de greffage de l’eugénol sur le CMP-VB 

(Longueur d’onde 365 nm, puissance de la lampe 240 mW/cm
2
) 

Eugénol CMP-VB 
Darocur

® 1173 

temps de 

réaction 

Rendements 

massiques (%) 

Solubilité 

dans l’eau 

      é    

     
    

excès d’eugénol 
n (CMP-VB) 

3 % 

massique 

10 min 10 

oui 15 min 30 

20 min 15 

 

Hypothèses et mécanismes pour la réaction de greffage (schéma 3): 

L’absorption de la lumière UV par le photoamorceur va générer la formation de radicaux 

primaires. Ces espèces réactives vont par la suite amorcer la réaction en réagissant avec la 

double liaison vinylique du VB présente sur le CMP-VB pour former le radical CMP-VB•. 

Puis c’est l’étape de propagation qui peut s’établir de différentes manières : (1) une réaction 

entre le radical CMP-VB• et l’eugénol. Précisément, entre le radical CMP-VB• et la double 

liaison allylique de l’eugénol. On forme ainsi un produit avec une molécule d’eugénol 

(monoeugénol) greffée par unité CMP-VB. La propagation peut également entrainer (2) la 

polymérisation de l’eugénol sur le CMP-VB•. On forme ainsi un produit avec un 

poly(eugénol) greffé par unité CMP-VB. Une troisième possibilité (non décrite sur le schéma 

3) est (3) la réaction entre deux radicaux CMP-VB• conduisant à la réticulation du polymère. 

La réaction de greffage sous UV entre l’eugénol et le CMP-VB peut donc conduire à 

différents produits. Nous désirons obtenir principalement les produits issus des réactions (1) et 

(2).   

Protocole de la synthèse du CMPVB greffé avec l’eugénol noté CMP-VB-E : 

0,20027 g (0,8 mmol) de CMP-VB sont dissous dans 15 mL d’eau. La réaction est réalisée 

dans un bécher. A la solution de CMP-VB sont ajoutés goutte à goutte 0,5 g (3 mmol) 
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d’eugénol dans 15 mL d’éthanol. Le mélange à ce stade semble hétérogène avec l’apparition 

d’un précipité (petits morceaux de solides blancs) au sein de la solution. Ensuite, 0,02 g (0,12 

mmol) de photoamorceur Darocur 1173 sont additionnés directement au mélange précédent 

(le photoamorceur est sous forme liquide). Le bécher est ensuite placé sous irradiation UV à 

365 nm pendant 10, 15 ou 20 min et à température ambiante. En fin de réaction, les solutions 

obtenues (aux différents temps) sont homogènes et colorées en jaune.  

La première étape de purification de chacune des solutions (issues des réactions sous UV) est 

une dialyse (12-14 kDa) contre de l’éthanol. Cette dernière permet d’éliminer les éventuelles 

molécules d’eugénol n’ayant pas réagi ainsi que le photoamorceur. Un suivi par spectroscopie 

UV de la disparition de cette molécule est effectué sur les solutions de lavage d’éthanol. La 

dialyse contre l’éthanol est arrêtée pour une absorbance faible des solutions de lavage 

(similaire à celle de l’éthanol). A ce stade, nous observons un précipité dans les membranes 

de dialyse. Par la suite, les dialyses sont poursuivies contre de l’eau jusqu’à atteindre des 

conductivités d’eau de dialyse faibles. Le précipité au préalable observé se solubilise 

progressivement dans l’eau et les solutions se colorent légèrement en jaune. A la fin des 

dialyses, toutes les solutions sont congelées puis lyophilisées. Les produits greffés sont 

ensuite récupérés sous forme de coton et sont légèrement colorés en jaune-pâle. Les produits 

étaient solubles dans l’eau. 
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Schéma 3. Réaction de greffage de l’eugénol sur le CMP-VB en présence d’agent photoamorceur 

DAROCUR 1173. 
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Les structures exactes des produits qui ont été élaborés ne sont pas encore connues. Nous 

essaierons suite aux caractérisations des produits obtenus d’accéder à la structure des dérivés 

synthétisés. 

2.3 Caractérisations 

Les techniques de spectroscopie UV, RMN
1
H ainsi que le couplage SEC/MALLS/DRI/Visco 

ont été employées pour la caractérisation des produits. 

2.3.1 Spectroscopie UV 

Des solutions du précurseur CMP-VB et des dérivés CMP-VB-E (obtenus après synthèse 

d’une durée de 10, 15 et 20 min) ont été préparées dans l’eau à 0,13 g.L
-1

. Elles ont été par la 

suite analysées dans le domaine UV [190 - 400] nm. Les spectres obtenus sont présentés 

Figure 5. 

 

Figure 5 : Spectres UV du CMP-VB (vert) et des dérivés CMP-VB-E essai 10 min (rouge), essai 15 

min (orange) et essai 20 min (bleu) à C = 0,13 g.L
-1 
dans l’eau. Un exemple de spectre de l’eugénol 

(gris) préparé à 8.10
-5 

M dans un mélange (eau/ éthanol 8%) est ajouté pour comparaison. 

 

Les produits CMP-VB-E (10, 15 et 20 min) présentent des allures de courbes différentes. 

A 10 et 15 min, l’allure des courbes des produits CMP-VB-E est intermédiaire entre celle du 

CMP-VB de départ (spectre en vert) et celle de l’eugénol (spectre en gris). Précisément, on 

retrouve sur les spectres des CMP-VB-E à 10 et 15 min : la bande à 200 nm présente dans le 

cas de l’eugénol ainsi que l’épaulement à 233 nm. La bande à 285 nm de l’eugénol est 

également retrouvée mais sous forme d’épaulement. De plus, les courbes des produits CMP-

VB-E à 10 et 15 min présentent un pic sous forme d’épaulement (à 255 nm) attribuable au pic 

de la double liaison vinylique du VB greffé. 
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Concernant le dérivé obtenu à 20 min, l’allure de la courbe est semblable à celle du CMP-VB. 

On remarque cependant qu’à concentration fixe pour les deux produits, dans le cas du produit 

greffé, il y a baisse de l’absorbance du pic correspondant à celui des fonctions vinyliques du 

VB. Cela prouve qu’il y a eu réaction des doubles liaisons vinyliques. 

Nous avons tenté de quantifier par UV les greffages réalisés pour les différents produits 

greffés obtenus après 10, 15 et 20 min sous UV. Pour ce faire, nous nous sommes intéressés 

en premier lieu au pic correspondant à celui des doubles liaisons vinyliques du VB. Les DS 

expérimentaux en greffons VB obtenus après greffage sous UV sont notés DSexp(VB)AG et 

présentés dans le tableau 5. En tenant compte du nouveau DSexp(VB)AG et du DSexp(VB) 

déterminé avant greffage (soit 0,08), nous avons calculé en second lieu le degré de 

substitution en greffons monoeugénol (ou poly(eugénol)) notés DSexp(E). Ces derniers sont 

également présentés dans le tableau 5. L’efficacité de la réaction est comprise [33 - 65] %. La 

réaction semble mieux fonctionner à 10 et 20 min. 

Il faut néanmoins noter que dans le cas des produits obtenus après 10 et 15 min, les pics 

correspondants à la double liaison du VB ne sont pas bien définis, cela conduit plutôt à une 

quantification peu précise (approximation). 

 

Tableau 5 : DSexp(VB) et DSexp(E) déterminés par UV 

 DSexp(VB)AG 
a
 DSexp(E) 

b
 

CMP-VB-E 10 min 0,028 0,052 

CMP-VB-E 15 min 0,054 0,026 

CMP-VB-E 20 min 0,035 0,045 

a 
: déterminé à l’aide de l’absorbance maximale du pic correspondant aux 

doubles liaisons vinyliques présent sur les spectres des produits CMP-VB-E 
b 
: DSexp(E)=0,08-DSexp(VB)AG  

 

2.3.2 Spectroscopie RMN1H 

Les spectres RMN obtenus dans le cas de tous les produits CMP-VB-E (10, 15 et 20 min) sont 

présentés ci-dessous Figure 6. 
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Figure 6 : Spectres RMN 
1
H du CMP-VB (A) et des dérivés CMP-VB-E à 10 min (B) ; à 15 min (C) 

et 20 min (D) dans du D2O à 10 g.L
-1

. 

 

D’une part, on remarque des changements sur les spectres des produits en comparaison avec 

le spectre du précurseur CMP-VB. Précisément, entre [7 - 7,5] ppm, le pic correspondant aux 

protons aromatiques du VB (4 H) est toujours présent sur les courbes des produits CMP-VB-E 

mais avec parfois une intensité faible (comparable au bruit de fond) et une allure moins bien 

définie (spectres des essais à 10 et 15 min). En revanche, le pic d correspondant aux protons 

de la double liaison vinylique du VB (1 H) a disparu dans le cas des produits CMP-VB-E à 10 

et 15 min. Dans le cas du produit CMP-VB-E à 20 min, il est toujours présent mais avec une 

intensité plus faible comparée au spectre du CMP-VB. Le pic d’ correspondant à un des 

protons de la double liaison vinylique du VB est uniquement visible sur le spectre du CMP-

VB-E (20 min). Cependant, l’intensité reste très faible. 

D’autre part, toujours en comparaison avec le spectre du précurseur CMP-VB, il y a détection 

de nouveaux pics (annotés e et f) sur les spectres de tous les produits CMP-VB-E entre [0,7 - 

1,5] ppm. Plus précisément, dans le cas des essais à 10 et 20 min, ces nouveaux pics sont bien 

définis et respectivement attribués à un doublet et un triplet. Ils témoignent de la présence de 

groupements alkyles (-CH2-CH-) présents sur le squelette du CMP-VB, qui pourraient 
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appartenir à une structure de type poly(eugénol) comme représenté sur la Figure 8. Dans le 

cas de l’essai à 15 min, le nouveau pic détecté est mal défini et possède une très faible 

intensité (bruit de fond). 

Au vu des faibles intensités des pics (notamment du pic c) et de l’erreur apportée par la 

présence du proton de la double liaison (sous le pic des protons anomériques) qui a conduit au 

préalable à des degrés de substitutions en VB surestimés, nous avons décidé de ne pas essayer 

de quantifier le greffage par RMN
1
H.  

 

Conclusion sur la synthèse et caractérisation des produits CMP-VB-E (10, 15 et 20 min) suite 

aux essais préliminaires de greffage : 

Des essais préliminaires de greffage de l’eugénol sur le CMP-VB ont été réalisés en excès 

d’eugénol et à différents temps 10, 15 et 20 min d’exposition à 365 nm. Des dérivés CMP-

VB-E solubles dans l’eau ont été obtenus. Les techniques de caractérisation RMN
1
H et UV 

ont permis de détecter des changements sur les spectres des produits CMP-VB-E en 

comparaison avec le précurseur CMP-VB. Une réaction des doubles liaisons vinyliques du 

VB semble avoir eu lieu sous UV. Notamment à 10 et 20 min, la RMN
1
H a permis de détecter 

l’apparition de nouveaux pics attribuables à la présence de greffons poly(eugénol). La 

quantification de ces derniers n’a pas toujours été évidente. Les calculs effectués par UV 

montrent une efficacité de la réaction comprise [33 - 65] %.  

2.3.3 SEC/MALLS/DRI 

La Figure 7 présente les profils d’élution du CMP-VB et des dérivés CMP-VB-E (10, 15 et 20 

min) à 1 g.L
-1

 en milieu salin LiNO3 0,1 M. Le tableau 6 regroupe toutes les informations 

recueillies concernant les grandeurs macromoléculaires des échantillons analysés. Il faut noter 

que la filtration des produits CMP-VB-E a été difficile et que les fractions analysées sont 

faibles (de l’ordre de 30 – 40 %). Les résultats ne sont alors pas représentatifs de la totalité de 

l’échantillon. Ces pertes peuvent être la conséquence de macrostructures (retenues lors de la 

filtration sur 0,45µm) issues d’agrégats de tailles importantes des CMP portant des greffons 

polyeugénol (fort caractère agrégatif attendu) ou bien de structures réticulées suivant 

l’hypothèse (3) proposées lors de la discussion sur les mécanismes.   
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Figure 7 : Profils d’élutions du CMP-VB et des dérivés CMP-VB-E  dans du LiNO3 à 0,1 M; CMP-

VB (bleu), CMP-VB-E 10 min (vert), 15 min (orange) et 20 min (rouge). Signaux de diffusion de 

lumière (LS) : trait plein. Courbes obtenues par le détecteur réfractomètre (DRI) : trait discontinu. 

Distribution des masses molaires (rond plein). 

 

Tableau 6 : Grandeurs macromoléculaires caractéristiques du CMP-VB et des dérivés 

CMP-VB-E (10, 15 et 20 min) déterminées par couplage SEC/MALLS/DRI/Visco à une 

concentration en échantillon C = 1,0 g L
-1

 et dans un milieu LiNO3 0,1 M. 

 
Mn 

(g mol
-1

) 

Mw 

(g mol
-1

) 

Mo 
a
 

(g mol
-1

) 

DPn 

apparent 

(Mn/M0) 

Rh (n) 

(nm) 

[ɳ]n 

(mL g
-1

) 

Masse 

récupérée 

(%) 

CMP-VB 

 

246 000 

(± 1,7 %) 

547 000 

(± 0,7 %) 
246 1000 

16,4 

(± 1,3 %) 

204 

(± 2,3 %) 

51 

 

CMP-VB-E 

10 min 

142 000 

(± 2,3 %) 

192 000 

(± 1,9 %) 
253 561 

11,5 

(± 3,7 %) 

94 

(± 9,7 %) 

23 

 

CMP-VB-E 

15 min 

153 000 

(± 4,2 %) 

207 000 

(± 3,3 %) 
255 600 

11,9 

(± 3,5 %) 

96 

(± 8,1 %) 

39 

 

CMP-VB-E 

20 min 

172 000 

(± 1,6 %) 

231 000 

(± 1,3 %) 
254 677 

13,1 

(± 2,6 %) 

113 

(± 8,1 %) 

33 

 

 

En s’intéressant à la Figure 7, on observe des allures de courbes (DRI et LS) des produits 

CMP-VB-E (10, 15 et 20 min) similaires entre elles et différentes de celle du CMP-VB. On 
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remarque que les produits CMP-VB-E sont élués à des volumes plus importants que le CMP-

VB et présentent donc des tailles (volumes hydrodynamiques) plus faibles que le CMP-VB. 

En s’intéressant aux grandeurs macromoléculaires obtenues pour les dérivés CMP-VB-E (10, 

15 et 20 min) (tableau 6), on remarque que quel que soit le temps de réaction, les masses 

molaires Mn et Mw ainsi que les rayons Rh et les viscosités intrinsèques [ɳ] sont inférieurs à 

celles du CMP-VB. Il semble qu’il y ait eu dégradation du polysaccharide sous UV. 

 

Rappelons toutefois que ces résultats ne sont caractéristiques que d’une fraction de 

l’échantillon (30 à 40%) au regard des fortes pertes à la filtration détectées. 

3 Conclusion générale  

Des réactions de greffage de l’eugénol sur le CMP ont été effectuées en deux étapes : (1) le 

greffage chimique intermédiaire de la molécule de VB sur le CMP suivi (2) du greffage 

chimique covalent de l’eugénol sur le produit intermédiaire CMP-VB.  

La première étape a été réalisée avec succès. Le produit CMP-VB obtenu est soluble dans 

l’eau. Les techniques de caractérisation du dérivé CMP-VB synthétisé ont permis de détecter 

la présence des greffons VB et de quantifier ces molécules par RMN
1
H et par UV. Les 

DSexp(VB) déterminés en UV semblent plus se rapprocher de la réalité. L’efficacité de la 

réaction est de l’ordre 40 % (UV) et la réaction est reproductible. Le CMP-VB a démontré un 

comportement associatif en milieu salin LiNO3 0,1 M. 

La seconde étape de greffage a été effectuée sous rayonnement UV à 365 nm dans un 

mélange eau/éthanol (50/50) en présence d’un agent photoamorceur le Darocur 1173. Des 

essais préliminaires ont été effectués à 10, 15 et 20 min. Les dérivés CMP-VB-E obtenus, 

avec un faible rendement massique, étaient solubles dans l’eau. Les techniques de 

caractérisation utilisées ont permis de détecter des nouveaux pics notamment sur les spectres 

RMN
1
H des dérivés. Il semblerait avoir eu greffage de poly(eugénol) sur le CMP-VB. En UV, 

une baisse d’absorbance du pic des doubles liaisons vinyliques du VB a été observée sur les 

spectres des produits greffés. Cependant les quantifications des éventuels greffons présents et 

la détermination de la nature de ces derniers restent difficiles. Trois possibilités de réaction 

ont été envisagées : mono-greffage d’eugénol, polymérisation de l’eugénol sur le CMP-VB et 

enfin réticulation des groupements VB entre eux. 

La réaction de greffage sous UV n’est donc pas encore maitrisée. Un gros travail 

d’optimisation doit être réalisé. Il serait nécessaire de réaliser de nouveaux essais en variant 
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certaines conditions de réactions telles que : le temps de réaction, la nature et la quantité des 

réactifs (photoamorceur, CMP-VB et eugénol), la nature du solvant ou encore la nature de la 

molécule végétale active. Dans ce dernier cas, nous pensons par exemple utiliser le composé 

acrylamide gaïacol qui est un dérivé du gaïacol et qui possède des fonctions acrylamide, 

beaucoup plus réactives qu’une fonction allylique (de l’eugénol) sous UV. Ce composé a été 

élaboré dans l’équipe de Philippe Roger à l’ICMMO (Institut de Chimie Moléculaire et des 

Matériaux d’Orsay) mais les essais préliminaires effectués ont conduit à des produits 

insolubles que nous n’avons donc pas pu caractériser. Il faudrait alors faire des essais avec des 

taux de greffage théoriques plus faibles. 

 

(1)  Yang, L.; Zhang, B.; Wen, L.; Liang, Q.; Zhang, L. M. Amphiphilic Cholesteryl 

Grafted Sodium Alginate Derivative: Synthesis and Self-Assembly in Aqueous 

Solution. Carbohydr. Polym. 2007, 68 (2), 218–225. 

(2)  Yang, J. S.; Zhou, Q. Q.; He, W. Amphipathicity and Self-Assembly Behavior of 

Amphiphilic Alginate Esters. Carbohydr. Polym. 2013, 92 (1), 223–227. 

(3)  Bataille, I.; Huguet, J.; Muller, G.; Mocanu, G.; Carpov, A. Associative Behaviour of 

Hydrophobically Modified Carboxymethylpullulan Derivatives. Int. J. Biol. Macromol. 

1997, 20 (3), 179–191. 

(4)  Myint, S.; Daud, W. R. W.; Mohamad, A. B.; Kadhum, A. A. H. Separation and 

Identification of Eugenol in Ethanol Extract of Cloves by Reversed-Phase High-

Performance Liquid Chromatography. J. Am. Oil Chem. Soc. 1995, 72 (10), 1231–

1233. 

(5)  Samperio, C.; Boyer, R.; Eigel, W. N.; Holland, K. W.; McKinney, J. S.; O’Keefe, S. 

F.; Smith, R.; Marcy, J. E. Enhancement of Plant Essential Oils’ Aqueous Solubility 

and Stability Using Alpha and Beta Cyclodextrin. J. Agric. Food Chem. 2010, 58 (24), 

12950–12956. 

 

  



Annexe 2 

294 

 

 



Annexe 3 – Communications et article 

295 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXE 3 

  



Annexe 3 – Communications et article 

296 

  



Annexe 3 – Communications et article 

297 

Ces travaux de recherches ont fait l’objet des communications scientifiques suivantes : 

 

1. Journées Nord-Ouest Européennes des jeunes chercheurs et de l’Ecole Doctorale 

normande de Chimie, 11 et 12 Mai 2015 à Rouen. Communication par affiche (M-C. 

Kouassi) : « Synthesis of antibacterial polysaccharides based on natural molecules ». 

2. Stage pédagogique : Polymères dans les formulations, 15 au 17 Juin 2015 à Rouen. 

Communication par affiche (M-C. Kouassi) : « Synthèse de polysaccharides antibactériens 

à base de molécules naturelles ». 

3. 37
èmes

 Journées du Groupe Français d’Etudes et d’Applications des Polymères – 

section Ouest, 19 & 20 mai 2016 à Alençon, Communication orale (M-C. Kouassi) : 

« Agents conservateurs naturels à base de polysaccharides et de molécules issues de 

plantes pour des formulations aqueuses en cosmétique et/ou agroalimentaire » 

4. 16th International Conference “Polymers and Organic Chemistry” 13-16 juin 2016 à 

Hersonissos, Crète, Communication orale (V. Dulong) : «  Synthesis of antibacterial 

polymer by grafting of aminogaïacol on carboxymethylpullulan  ». 

5. Journées d’Etude des Polymères (JEPO 2016), 19 au 23 septembre 2016 à Piriac-sur-

Mer. Communication orale (M-C. Kouassi) : « Antibacterial and/or antioxidant 

polysaccharides grafted with aminoguaiacol ». 

6. Colloque du groupe de recherche (GDR) Cosm’actifs, 26 et 27 septembre 2016 au 

Moulin d’Andé. Communication orale (M-C. Kouassi) : « Agents conservateurs naturels à 

base de polysaccharides et de molécules végétales : application en cosmétique et/ou 

agroalimentaire ». 

7. 3
ème

 séminaire du GDR Symbiose, 29 Mai - 1er Juin 2017, La Grande Motte, 

Communication orale (V. Dulong) : « Carboxymethylpullulan grafted with natural 

molecules possesses antioxidant properties and biological activity » 

8. Congrès international “the European Colloid and Interface Society” (ECIS), 3 au 8 

septembre 2017 à Madrid. Communication par affiche (M-C. Kouassi) : « Associative 

natural systems with antibacterial and antioxidant properties based on polysaccharides and 

aminoguaiacol ». 



 

 

Résumé 

Les travaux décrits dans ce manuscrit concernent l’élaboration de conservateurs naturels et 

hydrosolubles à base de polysaccharides greffés par des molécules actives d’origine végétale de type 

phénoliques (peu solubles dans l’eau). L’objectif est de développer de nouveaux systèmes présentant 

des propriétés antioxydantes et/ou antibactériennes, voire rhéologiques et principalement destinés aux 

domaines des formulations aqueuses cosmétiques et/ou alimentaires. Pour ce faire, le composé 

aminogaïacol (dérivé du gaïacol) a été greffé chimiquement sur un polysaccharide 

(carboxyméthylpullulane) selon des proportions variées (comprises entre 5 et 58 %). Les études 

physico-chimiques en milieux salins dilué et semi-dilué mettent en avant un caractère associatif (de 

type polysavon) des dérivés les plus greffés, avec des interactions intramoléculaires hydrophobes 

prédominantes qui limitent les propriétés rhéologiques. Tous les produits synthétisés ont par contre 

démontré des propriétés antioxydantes et antibactériennes. Le caractère associatif (i.e. la présence de 

microdomaines hydrophobes) s’est avéré être favorable à l’activité antioxydante, avec les meilleures 

activités observées pour le dérivé le plus fortement greffé en aminogaïacol (58%). Au contraire, le 

comportement associatif a limité l’activité biologique, dans ce cas, c’est le dérivé le moins greffé (5%) 

qui a démontré la meilleure activité antibactérienne, en raison d’une meilleure disponibilité des 

greffons. Afin d’améliorer les propriétés biologiques et/ou rhéologiques, cette approche de greffage de 

l’aminogaïacol a été étendue sur un autre polysaccharide anionique (l’alginate), plus rigide que le 

carboxyméthylpullulane avec des résultats prometteurs notamment en rhéologie. 

Abstract 

The works described in this manuscript concern the development of natural and water soluble 

preservatives based on polysaccharides grafted with molecules of plant origin (from phenolic 

structure). The aim consists in developing new systems with antioxidant and/or antibacterial properties 

together with rheological ones for cosmetic and/or food application fields. For this purpose, 

aminoguaiacol (derived from guaiacol) was chemically grafted onto a polysaccharide 

(carboxymethylpullulan) in various proportions (between 5 and 58 %). The physicochemical studies in 

dilute and semi-dilute saline media put forward an associative character (of polysoap type) of the most 

grafted derivatives, with predominant hydrophobic intramolecular interactions which are limiting for 

rheology. All synthesized products have demonstrated antioxidant and antibacterial properties. The 

associative character (i.e., the presence of hydrophobic microdomains) was found to be favorable to 

the antioxidant activity, with the best activity for the most grafted aminoguaiacol derivative (58%). On 

the contrary, the associative behavior limited the antibacterial activity, in this case, the least grafted 

derivative (5%) demonstrated the best antibacterial activity, due to best availability of the grafted 

moieties. In order to improve the biological and/or rheological properties, this grafting approach of 

aminoguaiacol has been extended to another anionic polysaccharide (alginate), more rigid than 

carboxymethylpullulan with promising results notably as concerns rheology. 


