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L 
es hydrogels sont des réseaux tridimensionnels capables de retenir une quantité plus 

ou moins grande d’eau. La matrice constituant ce réseau est le plus souvent 

constituée de polymère réticulé, généralement de façon covalente ou chimique  

(hydrogels irréversibles) mais parfois aussi de façon physique (hydrogels réversibles) par le 

biais d’interactions de type liaisons hydrogène ou ‘hydrophobe’ ou de complexes par exemple. 

Ces nouveaux matériaux sont ainsi capables d’absorber des fluides aqueux, de constituer des 

‘réservoirs’ permettant une séquestration/libération contrôlée, de restituer une hydratation 

locale, d’obtenir des propriétés mécaniques intéressantes ou encore de permettre la culture 

cellulaire ou d’amorcer un processus de réparation tissulaire1. Plus de 15000 articles ont ainsi 

été publiés sur ce thème depuis ces 20 dernières années et les applications sont multiples 

notamment dans les domaines biomédical2, pharmaceutique3 et cosmétique4. 

 

Une grande partie des hydrogels encore actuellement utilisés est élaborée à partir de 

polymère de synthèse (les polyacrylates et dérivés par exemple), issus de ressources fossiles 

(pétrole). Par ailleurs, les agents de réticulation chimiques ou les monomères sont de nature 

variée mais souvent aussi assez toxiques (épichlorhydrine par exemple). Afin de développer de 

nouvelles approches plus respectueuses de l’environnement, les stratégies d’élaboration des 

hydrogels s’orientent aujourd’hui vers les polymères d’origine naturelle tels que les 

polysaccharides ou les protéines qui sont issus de ressources renouvelables, souvent 

biocompatibles et souvent aussi plus biodégradables que leurs homologues de synthèse. Cette 

tendance est illustrée par la Figure I-1 qui représente le nombre d’articles publiés depuis 30 ans 

avec les termes ‘hydrogels et polysaccharides’ au nombre de 2225 avec une croissance certaine 

ces 10 dernières années. 
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Figure I-1 : Publications avec les termes (‘hydrogels et polysaccharides’) entre 1990 et 2019. 

Sources Web of Sciences (consultation avril 2019) 

 

C’est dans cette démarche que ce situe ce travail de thèse qui se propose de développer 

des hydrogels originaux, réticulés chimiquement, à base de polymères d’origine naturelle et en 

particulier de polysaccharides et avec des chimies les plus vertueuses possibles en termes de 

respect de l’environnement. Notre projet s’articule autour de deux orientations distinctes :  

 

La première orientation se base sur une approche de type biomimétique. Nous nous 

sommes inspirés de l’élaboration d’hydrogels entièrement naturels observés dans la nature et 

plus précisément au sein des semences de certaines céréales comme les graines de blé mais 

aussi des parois cellulaires de certains végétaux. En effet, il a déjà été largement décrit dans la 

littérature que les arabinoxylanes, polysaccharides majeurs de ces structures5, étaient 

naturellement mais faiblement fonctionnalisés (via des liaisons de type ester) par de l’acide 

férulique (FA), composé phénolique abondant6. La littérature montre également la capacité de 

ces acides féruliques greffés à dimériser par oxydation en présence de laccase7, une enzyme 

d’origine fongique appartenant à la famille des polyphénol-oxydases ou oxydases multi-cuivre, 

conduisant à la formation de lien de réticulation chimique et donc de structures de type 

hydrogels8. On retrouve donc ces structures 3D dans certains mucilages de graines qui 

permettent par exemple une bonne rétention des eaux en terre ou encore un renforcement de la 

protection contre les pathogènes9. La première partie de notre travail consistera donc à 

transférer cette approche biomimétique en mettant en œuvre et en adaptant une chimie de 

fonctionnalisation de polysaccharides neutre (pullulane), anionique modèle 
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(carboxyméthylpullulane CMP) et anionique d’intérêt (acide hyaluronique ou HA) par l’acide 

férulique. Les dérivés obtenus seront caractérisés d’un point de vue structural et 

physicochimique puis les potentielles propriétés de gélification en présence de laccase seront 

évaluées. Au regard des applications potentielles et notamment biomédicales des systèmes 

étudiés, nous étudierons également les activités biologiques et cytocompatibles des différents 

dérivés obtenus. 

 

La seconde orientation s’intègre également dans le cadre d’une stratégie de 

développement durable et ouvre aussi une voie originale de conception d’hydrogels biosourcés. 

Elle repose sur l’utilisation de ressources quasi exclusivement issues de la biomasse. L’objectif 

est ici de greffer des chaînes grasses mono ou polyinsaturées d’origine naturelle sur des 

polysaccharides anioniques. On obtient alors des copolymères polyélectrolytes amphiphiles, 

dont le comportement en solutions aqueuses est déjà bien connu au laboratoire, et qui 

permettent d’obtenir, selon les conditions, des systèmes aux propriétés de pseudogel ou de gel 

physique réversible. L’originalité de l’approche réside alors à utiliser le potentiel réactif des 

doubles liaisons soumises à une irradiation lumineuse pour conduire à une photoréticulation.  

Nous présenterons dans un premier temps, la chimie adéquate pour l’obtention des dérivés 

greffés en faisant varier le polysaccharide (CMP et HA) et la nature du greffon insaturé. Nous 

proposerons une caractérisation structurale et physicochimique de ces dérivés. Enfin nous 

évaluerons la possibilité d’obtenir des hydrogels chimiques à partir des dérivés synthétisés selon 

les conditions de concentration en polymère, de degré de greffage, de nature des chaînes grasses 

(longueur, mono ou polyinsaturées), de puissance et de longueur d’onde de la stimulation 

photolumineuse. Cette seconde partie permettra d’apporter une preuve de concept et constitue 

une étude préliminaire de cette approche en photoréticulation. 

 

L’ensemble de ces deux orientations visant à obtenir des hydrogels par des approches 

respectueuses des considérations environnementales constitue donc les enjeux principaux de ce 

travail de thèse résumé et schématisé dans la figure I-2. 
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Figure I-2 : Principales approches envisagées 

Le manuscrit présenté ici et intitulé « Nouveaux hydrogels à base de polysaccharide 

obtenus par voie biomimétique ou par photoréticulation » est constitué de six chapitres. 

 

Le premier chapitre situe le travail dans son contexte bibliographique et s’organise en 

trois volets : un aperçu général sur les polysaccharides avec un accent particulier porté sur le 

pullulane et l’acide hyaluronique, une présentation des hydrogels avec leurs propriétés et leurs 

principales applications et enfin les approches biomimétiques et les composés naturels utilisés. 

 

Le deuxième chapitre est consacré aux matériels et méthodes utilisés pour les 

caractérisations structurales et physicochimiques ainsi que pour l’évaluation des activités 

biologiques des systèmes obtenus.  
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La troisième partie du manuscrit présente les résultats de l’approche biomimétique sur 

les polysaccharides neutres et notamment le pullulane. Nous nous intéresserons aux différentes 

stratégies de chimie envisagées pour obtenir les dérivés de pullulane greffés par l’acide 

férulique et à la caractérisation ainsi que la quantification de la réaction de greffage. Puis, les 

caractérisations physico-chimiques en régimes dilué et semi-dilué seront exposées. À la fin de 

cette partie, la gélification en présence de la laccase et la caractérisation des propriétés 

mécaniques et de gonflement des hydrogels obtenus seront explorées.  

 

Le quatrième chapitre présente également les résultats de l’approche biomimétique mais 

cette fois sur les polysaccharides anioniques. Dans un premier temps, nous montrerons les 

résultats de l’étude réalisée sur le CMP modèle présentés sous forme d’un article publié suivi 

d’une discussion rapide. Puis nous présenterons le transfert de cette méthodologie à l’acide 

hyaluronique.  

 

Le cinquième chapitre du manuscrit porte sur les activités biologiques notamment 

antioxydantes et cytocompatibles des différents dérivés obtenus au cours de notre étude.  

 

Dans le sixième et dernier chapitre, nous présenterons les premiers travaux réalisés dans 

le but d’élaborer des hydrogels à base de polysaccharides anioniques (acide hyaluronique et 

carboxyméthylpullulane) par photoréticulation. Nous exposerons les différentes stratégies 

utilisées pour le greffage de l’amine ou de l’acide gras insaturé sur le polysaccharide. Nous 

nous intéresserons ensuite aux caractérisations physico-chimiques des dérivés obtenus. Nous 

finirons par donner quelques résultats, notamment par rhéologie sous UV, sur la faisabilité de 

cette approche en photoréticulation.  

 

Le financement des travaux de recherche présentés dans ce manuscrit a été assuré par le 

ministère de l’enseignement supérieur et de la recherche ainsi que la région Normandie. Ces 

travaux ont été réalisés au sein du Laboratoire Polymères, Biopolymères et Surfaces (PBS, 

UMR-6270 CNRS Université de Rouen Normandie), dirigé par le Dr. Thierry Jouenne, au sein 

de l’équipe Systèmes Colloïdaux Complexes (SCC) dirigée par le Pr. Didier Le Cerf et 

s’inscrivent dans l’une des thématiques du groupe visant à développer des systèmes adaptatifs 

à base de polysaccharides. Cette thèse a été dirigée par les Pr. Didier Le Cerf et Luc Picton et 

co-encadrée par Dr. Virginie Dulong.  
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Q
L
C
D 

Introduction  
uel que soit le domaine, les travaux de recherche sont basés en grande partie sur la 

bibliographie. Pour cette raison, tout ce chapitre sera consacré à un état de l’art sur 

lequel nous nous sommes appuyés afin de mettre en place les stratégies utilisées 

pour réaliser les travaux décrits dans ce manuscrit.  

Dans un premier volet, nous donnerons succinctement une description générale des 

polysaccharides et des principales modifications chimiques réalisées sur ces biopolymères. 

Notre étude se concentrera sur un polysaccharide neutre ; le pullulane et son dérivé anionique 

le carboxyméthylpullulane (CMP) et un autre polysaccharide anionique qui est l’acide 

hyaluronique Ces trois polysaccharides ont retenu notre attention pour la conception de nos 

biomatériaux.  

Ensuite, dans un deuxième volet, nous présenterons les hydrogels tout en commençant 

par un petit rappel historique. Ensuite, nous définirons et nous présenterons les deux grandes 

familles d’hydrogels physique ou chimique. Nous détaillerons ensuite leurs propriétés 

spécifiques qui sont à la base de leur utilisation importante et d’un grand nombre d’applications 

dont certaines seront présentées. 

Enfin, dans le troisième et dernier volet, nous évoquerons, à l’aide d’exemples choisis, 

le biomimétisme qui a largement inspiré ce travail sur les hydrogels. La nature est en effet une 

source de molécules aux fonctions et propriétés variées, parmi lesquelles on citera plus 

particulièrement les composés phénoliques et les acides gras utilisés au cours de nos travaux.  

I. Les polysaccharides : biopolymères d’un grand intérêt 

I.1. Généralités 

Le déchiffrage de la structure cyclique des oses dans les années 1930 a permis aux 

scientifiques la découverte rapide des polysaccharides connus encore sous le nom de glycanes 

ou polyosides. Ce sont des macromolécules carbohydrates constituées par l’enchaînement 

linéaire ou ramifié d’un grand nombre de motifs monosaccharidiques connectés par des liaisons 

de nature glycosidique. Le nombre important d’oses disponibles avec différentes structures et 

fonctions chimiques confère à ces biopolymères une grande diversité dans leur structure et 

propriété (nature d’enchaînement, longueur des chaînes, taux de ramification dans le cas d’un 

polysaccharide ramifié, …)1. Les polysaccharides sont produits à partir d’une grande variété de 

ressources renouvelables provenant de la biomasse, c’est-à-dire les végétaux, les animaux, les 
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bactéries, les champignons et levures. Walter a essayé de répartir les polysaccharides selon leur 

origine2 comme le montre le tableau suivant (Tableau A-1). 

Tableau A-1 : Répartition de quelques polysaccharides en fonction de leur origine2  

Origine Exemples de polysaccharide 

Végétale terrestre Amidon, cellulose, pectine, gomme de guar, 

gomme karaya 

Végétale marine Alginate, carraghénanes, agar-agar, ulvane 

Animale Acide hyaluronique,chitine, glycogène 

Bactérienne Dextrane, xanthane, gellane, curdlane, acide 

hyaluronique 

Fongique Pullulane 

 

Les polysaccharides présentent de nombreuses fonctions hydroxyle et parfois un 

caractère anionique (carboxylate, sulfate notamment). Ainsi, la majorité de ces macromolécules 

présentent une grande affinité pour l’eau. Néanmoins, cette hydrosolubilité reste dépendante de 

leur origine et leur structure chimique. Pour cette raison, on trouve certains polysaccharides 

insolubles dans l’eau (cellulose et chitine)3. Afin d’améliorer leurs solubilités et leurs propriétés 

physico-chimiques ou de leurs apporter de nouvelles propriétés biologiques, les 

polysaccharides sont susceptibles d’être chimiquement modifiés grâce à la présence de 

nombreux groupements fonctionnels réactifs (alcool, acide carboxylique). Cette 

fonctionnalisation conduira ainsi généralement à un greffage statistique le long de la chaîne des 

polysaccharides via des liens qui seront le plus souvent de type ester, éther ou amide. Ce 

greffage permet par exemple l’incorporation de groupements chargés, hydrophobes, 

thermosensibles ou de molécules actives4–8. La modification des polysaccharides conduisant à 

des structures bloc est aussi possible en utilisant le sucre réducteur en extrémité de chaînes via 

une amination réductrice9.  

La modification des polysaccharides nécessite au préalable de bien connaître les critères 

de solubilité dans différents solvants pour déterminer le milieu réactionnel convenable de la 

réaction de greffage (Tableau A-2). 
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Tableau A-2 : Solubilité de quelques polysaccharides3 

Polysaccharide Solubilité dans 

H2O DMSO DMF 

Pullulane ✓  ✓  ✓ (80°C) 

Acide hyaluronique ✓  ✓ (TBA+OH-) ✓ (TBA+OH-) 

Alginate ✓  - - 

Amidon ✓ (70°C) ✓ (80°C) - 

Cellulose - ✓ (TBA+F-) - 

Chitine - - - 

Chitosane ✓ (solution acide) - - 

Dextrane ✓ (sauf forme 

cristalline) 

✓ (40°C) ✓ (Li+Cl-) 

Xanthane ✓  - - 

✓ Soluble 

- Pas soluble 

Dans la littérature, les chercheurs ont essayé aussi de classifier les polysaccharides. Une 

première classification est basée sur leur structure et plus précisément sur leur composition en 

unités monosaccharidiques. Lorsqu’ils sont constitués d’un enchaînement d’un seul type 

d’unités osidiques, les polysaccharides sont dits homopolysaccharides. Ils peuvent être linéaires 

(amylose, cellulose, chitine) ou encore ramifiés (amylopectine, glycogène). Tandis que lorsque 

le squelette est formé de plusieurs types d’unités osidiques, les polysaccharides sont dits 

hétéropolysaccharides. Les arabinoxylanes à titre d’exemple sont composés d’un mélange 

mixte d’arabinose et de xylose. Les ramifications sont aussi présentes chez les 

hétéropolysaccharides mais elles suivent des enchaînements simples10.  

Cette diversité de composition structurale et saccharidique confère à ces biopolymères 

des rôles différents et primordiaux dans la survie et la protection des organismes à partir des 

quels ils proviennent. En conséquence, il est aussi possible de classer les polysaccharides 

d’après leurs fonctions biologiques et de les diviser en trois catégories :   
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• Les polysaccharides de structure ayant un rôle mécanique apportant rigidité et élasticité 

aux cellules vivantes contribuant ainsi à leur protection (cellulose, chitine, pectine). Ils 

sont par définition peu ou pas solubles dans l’eau.  

• Les polysaccharides de réserve constituent les sources de l’énergie pour les cellules 

végétales et animales par le stockage des sucres riches en énergie (amidon, glycogène, 

caroube).  

• Les polysaccharides généralement produits par des micro-organismes sont connus sous 

le nom d’exopolysaccharides. Leur rôle est d’aider le développement des 

microorganismes et de les protéger contre le desséchement en assurant la présence d’eau 

à proximité (acide hyaluronique, dextrane, xanthane). 

Enfin, il est également possible de classer les polysaccharides selon leur caractère neutre 

ou ionique (anioniques et plus rarement cationiques). C’est ce critère que nous adopterons dans 

la suite de ce premier volet de l’étude bibliographique. Nous nous limiterons à présenter 

succinctement les polysaccharides les plus courants et nous détaillerons seulement ceux utilisés 

au cours de nos travaux.  

I.2. Les polysaccharides neutres  

I.2.1. Quelques exemples et leurs principales 

modifications chimiques 

Les polysaccharides neutres peuvent provenir de différentes sources que ce soit 

animales, végétales (notamment algales), bactériennes et présentent des structures et 

caractéristiques variées. Nous traiterons ici les exemples les plus cités dans la littérature ainsi 

que leurs modifications chimiques et leur utilisation comme supports pour la conception de 

divers matériaux.  

La cellulose, l’amidon, la chitine ou encore les arabinoxylanes constituent les polyosides 

neutres les plus abondants dans la nature et probablement les plus couramment étudiés durant 

ces 20 dernières années. Ils proviennent respectivement de la paroi cellulaire du bois et des 

plantes, des organes de réserve des végétaux, de la structure externe des crustacés et des 

insectes. Citons aussi le dextrane et le pullulane, deux polysaccharides neutres produits par des 

microorganismes ou des levures, également très étudiés dans la littérature. La figure suivante 

regroupe la structure de certains de ces polysaccharides (Fig. A-1). Le pullulane, quant à lui, 

sera présenté et détaillé à la suite de cette partie (A-II.2.2). 
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Figure A-1 : Structures chimiques de quelques polysaccharides neutres 

Pour améliorer ou modifier les propriétés physicochimiques et/ou biologiques des 

polysaccharides neutres, il convient de fonctionnaliser le polymère en utilisant les seules 

fonctions alcool présentes. Ces fonctions alcool ne sont pas toujours suffisamment réactives 

et/ou le polysaccharide neutre n’est pas toujours soluble dans l’eau, il faut alors envisager une 

pré-modification afin d’apporter une nouvelle fonctionnalisation (acide carboxylique, amine 

par exemple), support pour poursuivre la modification chimique.  

• Cellulose 

Dans le cas de la cellulose, une estérification est possible conduisant par exemple à 

l’acétate de cellulose11 ou le nitrate de cellulose12. Pour obtenir des dérivés hydrosolubles de la 

cellulose, il faut passer par une étape de mercerisation en présence d’une base forte pour former 

les alcoolates nécessaires à l’accessibilité des fonctions en milieu aqueux puis par une 
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éthérification le plus souvent. On obtient ainsi des dérivés industriels hydrosolubles tels que la 

méthylcellulose (MC)13, la carboxyméthylcellulose (CMC)14, l’hydroxyéthylcellulose (HEC), 

l’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) et l’hydroxypropylcellulose (HPC)15. 

Les polysaccharides naturels ou artificiels (après fonctionnalisation) contiennent ainsi 

divers groupements réactifs le long des chaînes macromoléculaires. Ils peuvent alors être 

modifiés chimiquement et/ou biochimiquement pour obtenir de nouveaux dérivés possédant de 

nouvelles propriétés physico-chimiques et biologiques plus intéressantes16. Par exemple, le 

greffage de longs groupes alkyle au sein de dérivés cellulosiques (MC, HEC, HPC…) a été mis 

en évidence et exploité par Landoll en 1982. Pour cela, il utilisait des chaînes époxydes alkylées 

(C10,C12, C14 et un mélange de C20, C22 et C24)
17. Cette stratégie conduit à l’obtention de 

systèmes de type peigne18. 

D’autres approches ont aussi été utilisées sur ces dérivés cellulosiques en s’appuyant 

sur des groupes fonctionnels portés par les chaînons alkyle tels que les époxydes, les 

anhydrides, les isocyanates, les halogénures d’alkyle et les halogénures d’acyle19,20, des amines 

alkylées21, le tosylate de fluorocarbone et l’époxyde de tosylate22, des halohydrines 

quaternaires23 et les composés phénoliques24. 

• Amidon 

L’amidon et ses dérivés ont été aussi utilisés pour former des polysaccharides 

hydrophobiquement modifiés de type peigne suite à l’incorporation de molécules hydrophobes. 

Parmi ces molécules, on trouve les anhydrides alkylés25, les halogénures d’acyles alkylés26, les 

époxydes alkylés27, les composés phénoliques28, les isocyanates alkylés ou contenant des 

groupements cycliques29 et la quercétine ou appelée aussi quercétol appartenant à la famille des 

flavonoïdes30. 

• Dextrane 

Un troisième polysaccharide neutre, le dextrane et notamment ses dérivés ont fait 

également l’objet de diverses modifications chimiques hydrophobes à travers le greffage de 

groupements tels que les phénoxy31, les flavonoïdes32, les carbonates cycliques33, longues 

chaînes alkyles34,35  et sans oublier aussi les composés phénoliques36.  

Les mécanismes réactionnels les plus employés pour modifier ces polysaccharides 

neutres sont l’éthérification17,22,23,26,33,34,37,38, la carbamoylation28, l’amidification21, le greffage 

radicalaire30,32 et finalement l’estérification19,20,24–26,28,36,39.  
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L’estérification avec un anhydride d’acide en présence d’une base faible a été appliquée 

sur l’amidon afin de greffer des anhydrides d’acide carboxylique alkylés25. Wang et al. ont 

obtenu des esters de cellulose d’acide gras à longues chaînes aliphatiques à partir de l’huile de 

soja en utilisant le mélange DMF/Pyridine comme milieu réactionnel19. Cependant, il est à noter 

que l’ajout excessif de base limite l’efficacité de la réaction et on obtient ainsi des degrés de 

substitution (DS) plus faibles20. Les travaux de Höfle et al. ont montré que l’ajout d’un 

catalyseur nucléophile tel que le 4-diméthylaminopyridine (DMAP) augmente la réactivité du 

milieu permettant l’obtention des DS plus élevés40. Néanmoins, la réactivité des anhydrides 

reste insuffisante dans le cas où on souhaite modifier le polysaccharide neutre par des molécules 

hydrophobes de structure plus complexe (acides gras, composés aromatiques…) d’où le recours 

à l’utilisation de chlorure d’acide dans une solution alcaline39. L’estérification du 

polysaccharide par ces composés peut conduire à des réactions secondaires qui sont minimisées 

quand les solvants comme le DMF, le N,N-diméthylacétamide (DMAc) ou encore le N-méthy-

2-pyrrolidone (NMP) sont employés à la place du DMSO. Morgenstern et Kammer ont réussi 

à greffer quatre acides carboxyliques de structure (CH3(CH2)nCH2COOH avec n=9,11,15,17) 

sur la cellulose dans un milieu homogène en ajoutant LiCl au milieu réactionnel contenant le 

DMAc comme solvant, en utilisant la pyridine comme base et en chauffant entre 50 et 65°C 

pendant 24h. Les DS obtenus étaient compris entre 280 et 290%39 montrant la grande efficacité 

et le bon contrôle de la réaction d’estérification en milieu homogène. Bien que le mélange 

DMF/LiCl figure parmi les solvants les mieux étudiés vue sa capacité à dissoudre une grande 

variété de polysaccharides y compris la cellulose sans provoquer la dégradation, le mécanisme 

de dissolution du polysaccharide dans ce type de mélange reste inconnu jusqu’à ce jour.  

Bien que l’eau soit généralement un milieu peu approprié pour les réactions 

d’estérification, un certain nombre d’esters de polysaccharides peuvent être obtenus dans ce 

solvant vert selon des méthodes douces et respectueuses de l’environnement. L’acylation en 

milieu aqueux des chlorures d’hexanoyle, heptanoyle, octanoyle, nonanoyle et de décanoyle 

avec ou sans l’ajout de catalyseurs (pyridine, DMAP, triéthylamine (TEA), N,N-

diisopropyléthylamine (DIEA)) a été successivement réalisée sur l’amidon aboutissant à des 

DS compris entre 10 et 29%26.  

Ces réactions sont des stratégies éprouvées et reproductibles pour l’estérification bien 

contrôlée des polysaccharides neutres par des molécules hydrophobes. Toutefois, ces réactions 

de synthèse restent limitées pour le greffage de certains acides carboxyliques aliphatiques et 

aromatiques. Pour résoudre ce problème, Grote et Heinze ont fait appel à l’activation in situ de 
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l’acide carboxylique par un chlorure d’acide sulfonique (chlorure de 4-toluènesulfonyle (TsCl)) 

pour incorporer des acides gras saturés et insaturés de longueurs de chaîne aliphatique allant de 

C14 à C18 dans des conditions homogènes avec l’emploi du mélange DMAc/LiCl comme 

solvant37. L’activation de la fonction acide peut être aussi effectuée par des agents activateurs 

comme les carbodiimides. Nichifor et Carpov se sont basés sur cette chimie en activant l’acide 

biliaire avec le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) pour le coupler ensuite avec le dextrane via 

un lien ester38. Pour éviter les réactions secondaires pouvant avoir lieu suite à l’utilisation du 

TsCl ou le DCC comme agent d’activation, le carbonydiimidazole (CDI) pourra remplacer ces 

deux agents sans induire aucune réaction secondaire même lorsque le DMSO est utilisé comme 

solvant37.  

Une autre possibilité non présentée dans ce mémoire est d’utiliser l’extrémité réductrice 

du polysaccharide pour y greffer un groupe alkyle ou un oligomère, ou bien entrainer une 

polymérisation. On obtient alors une structure de type bloc41. 

Les différentes réactions de modification hydrophobe du polysaccharide étudiées 

précédemment conduisent à des polysaccharides à caractère amphiphile. Un polysaccaride est 

dit amphiphile quand il est constitué de parties hydrophobes incorporées sur son squelette 

hydrophile. Ces polymères associatifs ont la capacité de s’organiser en milieu aqueux suite aux 

interactions hydrophobes inter et/ou intramoléculaires entre les greffons pouvant former ainsi 

des microdomaines (agrégats, micelles, clusters…) tout en gardant son hydrosolubilité. Cette 

auto-organisation confère à ces systèmes des propriétés rhéologiques (viscosifiantes voire 

gélifiantes), de séquestration d’actifs amphiphiles ou hydrophobes, de contrôle des interfaces 

exceptionnelles et beaucoup plus importantes que leurs homologues non amphiphiles. Grâce à 

ces propriétés qui s’ajoutent aux propriétés de biocompatibilité et de biodégradation, 

l’utilisation des polysaccharides amphiphiles dans des applications cosmétiques42,43 

biomédicales44 devient très intéressante. Ils sont aussi utilisés en tant qu’agent rhéologique pour 

l’industrie de papeterie45 ou la récupération assistée du pétrole46. 

I.2.2. Le pullulane 

Au cours de nos travaux, nous avons choisi le pullulane comme modèle de 

polysaccharide neutre pour maintes raisons que nous évoquerons à travers la présentation 

détaillée de ce biopolymère. 
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I.2.2.1. Contexte historique 

Jusqu’à nos jours, seul un nombre restreint de glucanes fongiques exocellulaires sont 

signalés dans la littérature. Le pullulane représente un exopolysaccharide très étudié. Il est 

produit par le champignon polymorphe Aureobasidium pullulans (initialement décrit sous le 

nom de Dematium pullulans De Bary47). La production du pullulane par A. pullulans a été 

observée pour la première fois par Bauer en 193848. Puis en 1958, Bernier49 fut le premier à 

isoler le pullulane du milieu de culture d’A. pullulans. Une étude plus approfondie de ce 

nouveau polysaccharide a été ensuite menée par Bender et al. en 1959 qui lui ont attribué le 

nom « pullulane »50.  

Considéré comme produit GRAS (Generally Recognized As Safe) aux États-Unis pour 

une grande variété d’applications, le pullulane a été utilisé au Japon comme ingrédient 

alimentaire et comme excipient pharmaceutique51. On le trouve également comme agent de 

revêtement de surface ayant des propriétés barrière au dioxygène52.  

Localisée à Okyama au Japon, Hyashibara Company Limited est le premier producteur 

mondial du pullulane depuis 197653. Cette société a réussi à contrôler les conditions de 

croissance de la source fongique permettant ainsi de produire du pullulane avec des masses 

molaires moyennes en nombre (Mn) particulières (10×104ou 20 ×104 g/mol) selon 2 grades : 

PF-10 et PF-20 alimentaire (F pour food) ou PI-10 et PI-20 pharmaceutique (I pour désionisé). 

Des films de pullulane ont été aussi commercialisés par Hyashibara en 1982. Récemment, 

Hyashibara Biochemical Labs a signé une convention commerciale avec Pfizer dans le secteur 

pharmaceutique pour des applications dans le domaine des soins dentaires (bains de bouche) 

commercialisé au Canada sous le nom de Listerine®. 

I.2.2.2. Structure et propriétés 

Bernier, le premier à isoler le pullulane des milieux de cultures d’A. pullulans en 1958, 

a montré que le D-glucose est le produit majoritaire obtenu suite à l’hydrolyse acide49. En 1959, 

basés sur sa rotation optique et son spectre infrarouge, Bender et al. ont défini ce nouveau 

polysaccharide comme étant un enchaînement d’unités α-D-glucose reliées principalement en 

α-1,4. L’analyse élémentaire leur a permis d’attribuer la formule brute (C6H10O5)n pour ce 

polymère50. Au début des années 1960, la structure de base du pullulane a été déterminée par 

Wallenfels et al.54,55 à l’aide d’autres chercheurs56. Ils ont conclu, à l’aide de la spectroscopie 

infrarouge, de la méthylation et de l’oxydation périodique, que le pullulane est un α-D-glucose 

linéaire avec des liens α-1,4 et α-1,6 avec des proportions 2 :1. 
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Toutefois, il a été également montré que la chaîne linéaire de pullulane peut contenir 

des sous-unités de maltotétraoses55 distribuées de manière aléatoire le long du squelette 

polysaccharidique52. Catley et al. ont réussi à quantifier ces sous-unités et ont trouvé une valeur 

maximale de 7 %57. Par ailleurs, les travaux de Fujii et al. ont prouvé l’existence de liaisons 

glycosidiques α-1,3, β-1,3 et même β-1,6 en plus des liens  α-1,4 entre les unités de D-

glucopyranose d’un pullulane produit par certaines souches58. 

La découverte de l’enzyme extracellulaire Aerobacter aerogenes, appelée aussi 

pullulanase, était un outil essentiel pour résoudre la structure du pullulane59. La pullulanase, 

capable d’hydrolyser spécifiquement les liens glycosidiques α-1,6, conduit à des unités 

maltotriose, décrivant ainsi le pullulane comme étant un polysaccharide composé d’unités 

maltotrioses liées en α-1,6 (Figure A-2). Une unité maltotriose est composée de trois unités D-

anhydroglucose (AGU) liées en α-1,4. Cette structure a été confirmée par l’analyse RMN-1H et 

13C60,61. Ces résultats ont été appuyés par la spectroscopie Raman montrant l’apparition des 

bandes à 543 et 480 cm-1 qui correspondent respectivement à la présence des liens glycosidiques 

α-1,4 et α-1,6 dans le biopolymère62.  

 

Figure A-2 : Structure chimique du pullulane 

Pour plus de détails, plusieurs revues intéressantes sur l’étude structurale du pullulane 

ont été effectuées jusqu’à présent parmi lesquelles on peut citer celle de Shingel63, Leathers64 

et Singh et al.65. 
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Vue la coexistence des liaisons glycosidiques α-1,4 et α-1,6 dans sa structure, le 

pullulane peut être considéré comme un polysaccharide intermédiaire entre l’amylose et le 

dextrane66. C’est un polysaccharide neutre et très flexible. Cette flexibilité est le résultat des 

liens glycosidiques α-1,6 : la liaison C1-O-CH2 (C6) (liaison α-1,6) est beaucoup plus flexible 

que celle de C1-O-C4 des unités glucopyranoses.  Par conséquent, le squelette du pullulane est 

plus flexible que celui de l’amylose, il adopte une conformation de pelote aléatoire en solution 

aqueuse67.  Sa masse molaire varie considérablement selon la source de production et les 

paramètres de culture68. Il possède un pouvoir rotatoire de 192° dans une solution de 0,1 g/L 63.  

Le pullulane anhydre a la forme d’une poudre blanche sans goût et sans odeur. Il est très soluble 

dans l’eau (à chaud ou à froid) et stable sous forme aqueuse sur une large plage de pH. Les 

solutions aqueuses de pullulane présentent des viscosités plutôt faibles comparées aux autres 

polysaccharides en raison notamment de sa grande flexibilité69. À l’état de poudre, le pullulane 

se dégrade à partir d’une température comprise entre 250 et 280 °C70. Il est par contre insoluble 

dans les solvants organiques à l’exception du DMSO, DMF et DMAc71. Le pullulane possède 

des caractéristiques uniques ; il est non-toxique, non-cancérogène, non-mutagène et non 

immunogène72. En raison de ces propriétés et de son caractère biocompatible51 et 

biodégradable73, ce polysaccharide est utilisé dans diverses applications en particulier dans le 

domaine biomédical74. La présence de nombreuses fonctions alcool le long de la chaîne du 

pullulane permet la réalisation de diverses réactions et modifications chimiques. 

I.2.2.3. Les dérivés du pullulane 

Le pullulane peut être facilement modifié chimiquement afin d’améliorer ses propriétés. 

Ces modifications peuvent être des fonctionnalisations structurales en lui apportant des 

fonctions chimiques plus réactives que celles déjà présentes sur son squelette ou par greffage 

directe des groupements spécifiques (généralement hydrophobes). Le pullulane contient 9 

fonctions hydroxyles par unité de répétition (maltotriose) qui se distinguent par leurs 

localisations sur l’unité AGU : OH-2, OH-3, OH-4 et OH-6 avec des proportions respectives 

de 3, 3, 1 et 2. Leurs réactivités sont différentes et dépendent de la polarité du solvant et des 

réactifs. Diverses réactions chimiques peuvent être réalisées sur le pullulane pour remplacer les 

groupes hydroxyle par d’autres groupes chimiques désirés63. Parmi ces réactions (Tableau A-

3), on trouve l’éthérification, l’oxydation, l’estérification, la copolymérisation, la sulfatation, 

l’amidification notamment.  
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Tableau A-3 : Structures chimiques des principaux dérivés du pullulane 

Type de réaction Structure chimique du dérivé obtenu Réf. 

Oxydation P-COOH (oxydation d’OH-6) 75 

Ouverture du cycle glycosidique (oxydation périodique) 76 

Estérification 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P-O-CO-CH3 (acétylation) 77 

P-O-CO-(CH2)2-14-CH3 (alkylation)c 78 

P-O-CO-CH2-Cl (chloroacétylation) 79 

P-O-CO-CH2-CH2-COOH (succinylation) 80 

PA-O-CO-CH2-CH2-CO-sulfadiméthoxinea 81 

P-O-CO-CH2-CH2-CO-cholestérolb 82 

P-abiétate 83 

P-stéarate 84 

PA-folatea 85 

P-cinnamate 86 

P-biotine 87 

P-O-SO2-CH3 
88 

Éthérification P-O-CH3 (perméthylation) 89 

P-O-(CH2)2 ou 3-CH3 (alkylation)  90 

P-O-CH2-COOH (carboxyméthylation) 91 

P-O-(CH2)2 ou 3-CH2-NH3
+ (cationisation) 92 

P-O-CH2-CH2-CN (cyanoéthylation)  93 

P-O-(CH2)1➔4-Cl (chloroalkylation)  79 

P-O-CH2-CH2-(S=O)-CH3 (sulfinyléthylation) 94 

P-O-CH2-CH2-CH2-SO3Na  95 

P-O-CH2-CH2-N(CH2CH3)2  
96 

P-O-CH2-CH2-N
+(CH2CH3)2-CH2-CH2-N(CH2CH3)2 

96 

Dérivés uréthane P-O-CO-NH-CH2-CH(OH)-CH3 

P-O-CO-NH-CH2-CH2-NH3
+ 

97 

P-O-CO-NH-R (R = phényle ou héxyle) 98 

P-O-CO-NH-phenyl 99 

Dérivé uréthane 

/amidification 

P-O-CO-NH-(CH2)6-NH-CO-cholesterol 100 

Chlorination P-CH2-Cl (substitution nucléophile d’OH-6) 101 

Sulfatation P-O-SO3Na 102 
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Azido-pullulane P-CH2-N2 
101 

CMP / hydrazonec P-O-CH2-CO-NH-doxorubicin 103 

P-O-CH2-CO-NH-anticorps 104 

CMP / amidificationc P-O-CH2-CO-NH-CH2-(CH2)14-CH3 
105 

P-O-CH2-CO-aminogaïacol  4 

a Les modifications ont été réalisées sur OH libres de l’acétate de pullulane (PA)  

b Les modifications ont été réalisées sur les OH libres du succinate de pullulane  

c Les modifications ont été réalisées sur les COOH du carboxyméthylpullulane (CMP) 

Pour les réactions de carbonylation, d’oxydation ou de succinylation, Bruneel et Schacht 

ont prouvé que la fonction OH-6 (alcool primaire) est la plus réactive et ces modifications se 

déroulent majoritairement sur la position 676,80,97. Tandis que pour les réactions de 

carboxyméthylation, la fonction OH-2 est la plus réactive vue qu’elle est la plus proche de 

l’oxygène de l’unité AGU ce qui rend le proton de la fonction OH-2 plus labile suite à l’effet 

inductif donneur (+I) de l’oxygène. Toutes ces modifications sont réalisées dans le but 

d’améliorer les propriétés du pullulane et chaque dérivé obtenu possède des propriétés physico-

chimiques spécifiques.  

Un nombre très vaste de dérivés du pullulane existe dans la littérature Nous nous 

intéresserons ici plus particulièrement au dérivé carboxyméthylpullulane (CMP) qui nous 

permettra de décliner notre approche sur un polysaccharide anionique modèle. Nous 

présenterons également les principales modifications conduisant aux dérivés amphiphiles du 

CMP. 

I.2.2.3.1. Le carboxyméthylpullulane (CMP) 

Durant nos travaux, nous avons choisi de prendre le CMP comme polysaccharide 

anionique modèle puisqu’il est obtenu à partir du pullulane, notre polysaccharide neutre 

modèle. Ainsi, nous allons pouvoir comparer l’influence de la présence de charges sur les 

comportements de nos produits greffés. D’autre part, notre laboratoire possède une grande 

expertise dans la synthèse du CMP ainsi que dans les différentes modifications chimiques 

possibles de ce dernier5,105,106.  

La carboxyméthylation est de loin la réaction de fonctionnalisation structurale la plus 

effectuée sur les polysaccharides neutres pour apporter plus de réactivité au squelette du 

polysaccharide et/ou pour favoriser leur hydrosolubilité. La réaction s’opère généralement en 

milieu eau/isopropanol alcalin. Les fonctions hydroxyle sont activées et transformées en 



Chapitre A : Étude bibliographique 

 

26 
 

alcoolate par l’action d’une base permettant leurs substitutions nucléophiles par l'acide 

monochloroacétique avec un départ de HCl (-OH est remplacé par -OCH2COO-Na+) (Figure A-

3).   

 

Figure A-3 : Réaction de synthèse du Carboxyméthylpullulane 

En général, lorsque cette réaction est réalisée en une seule étape, on peut obtenir un DS 

maximal de 100% . Pour obtenir des DS plus élevés, la procédure doit être effectuée en plusieurs 

fois. Glinel et al.107 ont réussi à obtenir des CMP avec des DS entre 60 et 120%. Une hydrolyse 

acide des CMP obtenus a été ensuite réalisée pour déterminer le DS et la distribution des 

groupements carboxyméthyle aux positions OH-2, OH-3, OH-4 et OH-6 de l’anhydroglucose 

par RMN 1H. Les résultats obtenus ont révélé que la substitution d’OH-2 est prédominante et 

diminue selon l’ordre OH-2 > OH-3 > OH-6 > OH-4. En tenant compte des proportions des 

fonctions hydroxyle dans l’unité maltotriose du pullulane, l’ordre de réactivité des fonctions 

OH vis-à-vis la réaction de carboxyméthylation devient OH-2 > OH-4 > OH-6 > OH-3.  

I.2.2.3.2. Principales modifications chimiques hydrophobes du CMP 

Au sein de notre laboratoire, plusieurs études ont été menées afin de comprendre le 

comportement amphiphile des solutions aqueuses des CMP modifiés avec des groupements 

hydrophobes4,6,7,78,96,105. Les propriétés épaississantes du pullulane peuvent être améliorées par 

le greffage des chaînes alkyle sur le CMP. Pour ceci, des faibles quantités d’hexadécylamine 

(C16-NH2) ont été greffées sur le CMP via une réaction d’amidification en utilisant le DCC 

(activateur classique de type carbodiimide) dans un mélange de solvant DMSO/Chloroforme 

(CHCl3). Différents DS ont été obtenus allant de 1,3 jusqu’à 6,8%. En régime dilué, une 

compacification de la pelote statistique et une apparition d’agrégats suite aux interactions 

hydrophobes intra et intermoléculaires entre les motifs d’hexadécylamine des dérivés obtenus 

ont été observées. En raison du caractère polyélectrolyte des dérivés, l’addition de NaCl induit 

un écrantage des répulsions électrostatiques favorisant l’associations des groupes hydrophobes 

et conduisant à une diminution  de la viscosité suite à la formation d’agrégats collapsés105. Les 
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propriétés de séquestration de principes actifs (plutôt hydrophobes) de tels dérivés ont 

également été examinées pour une application dans le domaine pharmaceutique. Pour ceci, le 

CMP a été greffé avec différentes quantités de chaînes alkyle de longueur différente allant de 

C8 jusqu’à C16. Les systèmes obtenus ont démontré une grande capacité à séquestrer des 

molécules hydrophobes au sein des micro-domaines hydrophobes associés même avec un faible 

DS de chaînes alkyle. À titre d’exemple, le CMP amphiphile modifié avec un C8 a été testé in 

vitro avec le docétaxel montrant une bonne solubilisation de ce dernier78. Les résultats ont 

montré que l’efficacité du docétaxel sur les cellules tumorales est équivalente pour le système 

CMP-C8-docétaxel que pour le système commercial contenant l’actif en solution 

eau/alcool/Tween80®. Autre résultat important, la cytotoxicité du système CMP-C8-docétaxel 

sur des cellules saines s’est révélée moins importante qu’avec le système commercial108. 

D’autres études ont été aussi réalisées par Glinel et al.6 à partir d’une réaction de 

couplage entre le CMP et deux perfluoroalkylamines (C7F15CH2NH2 et C8F17CH2CH2NH2) via 

une réaction d’amidification dans le DMSO en utilisant le DCC comme agent de couplage avec 

le catalyseur DMAP. Ils ont obtenu des DS de 4,5 et 4,8% de perfluoroalkylamine /AGU avec 

une efficacité de réaction de 56 et 60% respectivement. Concernant le comportement des 

dérivés obtenus en solution aqueuse en régime dilué, ils ont montré que les associations 

hydrophobes augmentent avec la longueur du greffon hydrophobe formant des agrégats 

intermoléculaires avec une conformation plus compacte que celle du précurseur. Quant aux 

propriétés de ces dérivés, comme mentionné par Shingel63, ce type de polysaccharides modifiés 

a la capacité de transporter le dioxygène comme les polymères perfluorés et peuvent ainsi 

substituer le plasma sanguin vue leur biocompatibilité.  

Récemment, Kouassi et al. ont réussi à incorporer une molécule hydrophobe de type 

phénolique l’aminogaïacol (NH2Ga) sur le squelette du CMP avec des taux compris entre 16 et 

58% en changeant les rapports de départ entre l’aminogaïacol et le motif AGU du CMP 

précurseur4. Ils se sont basés sur une réaction d’amidification en solution aqueuse à pH=4.5 en 

employant le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) comme agent activateur 

à température ambiante pendant 24h. Les propriétés physico-chimiques des dérivés obtenus 

(CMP-Ga) ont été étudiées en régime dilué et semi-dilué par chromatographie d’exclusion 

stérique couplée diffusion de la lumière et viscosimètrie (SEC/MALLS/Visco), spectroscopie 

de fluorescence et rhéologie montrant des propriétés associatives attribuées aux interactions 

hydrophobes intra et intermoléculaires entre les motifs greffés de NH2Ga. Un comportement de 

type polysavon a été obtenu pour le dérivé le plus greffé. Leurs propriétés antibactériennes face 
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à la bactérie Staphyloccocus aureus et leurs propriétés antioxydantes face au radical DPPH ont 

été mis en évidence. Ils se sont avérés être également biocompatibles vis-à-vis des cellules 

fibroblastes L929. 

Dans le cas du CMP, de tels comportements associatifs ont été aussi observés dans 

d’autres études parmi lesquelles on peut citer celles de Dulong et al.5,8, Legros et al.7,109 et 

Guyomard et al.110.  

I.2.2.3.3 Principales modifications chimiques hydrophobes du 

pullulane 

Le pullulane est connu comme étant un excellent vecteur des molécules thérapeutiques 

permettant de les transporter directement vers différents organes du corps humain comme le 

cerveau, le foie, les poumons,...72 et de cibler la diffusion les molécules cytotoxiques 

spécifiquement dans le site infecté111. Bien que le pullulane ait de nombreuses applications 

potentielles, ses modifications chimiques hydrophobes peuvent accroitre ses applications en lui 

accordant de nouvelles propriétés physico-chimiques et de nouvelles activités biologiques. 

Contrairement au CMP, le pullulane natif est beaucoup moins modifié par des 

groupements hydrophobes que son dérivé le CMP. Ceci est due la réactivité réduite de ses 

fonctions hydroxyle qui rend les réactions de modification beaucoup plus compliquées et 

d’autre part à son caractère neutre qui rend les dérivés obtenus insolubles dans l’eau même à 

des taux d’incorporation très faibles. De ce fait, peu de travaux ont été conduits sur ce thème. 

Les travaux les plus intéressants restent ceux de Akiyoshi et al. qui ont réussi à synthétiser des 

dérivés amphiphiles du pullulane (CHP) issus de la création de liaisons uréthanes entre les 

fonctions hydroxyle du polysaccharide et les dérivés isocyanate du cholestérol (le Cholestéryl 

de N- (6- isocyanatohéxyl)carbamate)100. Le cholestérol a été tout d’abord modifié par le 1,6-

hexyl diisocyanate jouant le rôle d’un bras espaceur permettant ensuite le déroulement de la 

réaction de greffage sur le pullulane. Cette modification a été réalisée dans le DMSO anhydre 

en présence de la pyridine à 80°C pendant 8h. Il est à noter que toute trace d’humidité peut 

favoriser des réactions secondaires conduisant à la formation d’urée. Des DS de 1,6% et 5,4% 

de cholestérol/AGU ont été déterminés par l’analyse élémentaire et la RMN-1H. Les CHP 

hydrosolubles obtenus possèdent un caractère amphiphile. Un comportement d’auto-

association des CHP dans l’eau a été également observé formant de nano-agrégats stables et 

monodisperses. Ces CHP sont capables de s’associer avec diverses molécules hydrophobes 

comme la porphyrine, la bilirubine et l’adriamycine112. 
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Dans notre laboratoire, des essais de greffage d’un acide perfluoré 

(C8F17CH2CH2COOH) sur le pullulane ont été menés par Glinel et al.6 avec des DS de 1 à 5% 

et avec une efficacité de réaction de 20 à 34%. Il est à noter que le dérivé modifié à 5% était 

insoluble dans l’eau. La stratégie de synthèse était de coupler directement les fonctions acide 

de la molécule hydrophobe avec les fonctions hydroxyles du polysaccharide via une réaction 

d’estérification dans des conditions super-anhydres en chauffant à 40°C pendant 24h en 

utilisant le DMSO comme solvant, le DCC comme agent activateur des fonctions acide et le 

DMAP comme catalyseur6. Le comportement et les propriétés des dérivés obtenus étaient 

similaires de ceux des CMP modifiés avec l’amine perfluorée (C8F17CH2CH2NH2) cités 

précédemment (voir A-I.2.2.3.1). Par contre, on note une efficacité plus élevée de la réaction 

d’amidification par rapport à celle d’estérification (facteur de 3). Afin d’expliquer cette 

différence, il faut tenir compte de deux paramètres. Le premier au niveau de la réactivité des 

fonctions chimiques où la fonction amine est plus réactive que la fonction acide qui est à son 

tour plus réactive que la fonction alcool ce qui donne cet ordre croissant de réactivité  

amine > acide > alcool. Le deuxième au niveau de la différence des caractéristiques entre le 

pullulane et le CMP où l’apport de charges sur le squelette polysaccharidique du CMP par les 

fonctions carboxylate minimise la flexibilité de ce dernier par rapport au pullulane ce qui facilite 

l’accessibilité aux fonctions réactives du polysaccharide.  

On finira par traiter l’exemple de l’hydrophobisation du pullulane par l’acide poly(DL-

lactide-co-glycolide) (PLGA) réalisée par Jeong et al.113. Les deux polymères ont été solubilisés 

dans le DMSO et la réaction d’estérification s’effectue en présence du couple activateur 

DCC/DMAP sous N2 pendant 24h. Les dérivés obtenus, avec des DS de 2 à 6,5%, étaient 

amphiphiles avec un comportement d’auto-association formant des nano-agrégats dont la taille 

varie entre 75 et 150 nm. Les chercheurs ont évalué l’influence du DS sur la concentration 

critique d’agrégation (CAC) par fluorescence et ont prouvé que la CAC diminue avec le DS. 

Ces systèmes ont par la suite été testés dans la libération contrôlée de principe actif 

(Adriamycine) incorporé dans les nano-domaines hydrophobes formés par les greffons de 

PLGA. Contrôlée par la biodégradation du PLGA, la libération du principe actif a été retardée 

par l’augmentation de la masse molaire et le DS du PLGA.  
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I.2.2.4. Perspectives futures 

Le pullulane natif et ses dérivés amphiphiles possèdent de nombreuses applications 

biomédicales et pharmaceutiques en raison de leurs propriétés structurales 

intéressantes. Néanmoins, la majorité de ces systèmes ont été explorés uniquement par des 

études in vitro. Les futures recherches scientifiques devraient ainsi se focaliser principalement 

sur l’étude de l’efficacité in vivo du pullulane et de ses dérivés.  

I.3. Les polysaccharides chargés  

I.3.1. Quelques exemples et leurs principales modifications 

chimiques  

Les polysaccharides chargés peuvent être anioniques et plus rarement cationiques 

sachant que ces derniers n’existent pas dans la nature mais ils sont obtenus suite à des 

modifications structurales de polysaccharides neutres voire anioniques. Provenant 

respectivement des algues brunes et de tissus animaux (ou de la production bactérienne), 

l’alginate et l’acide hyaluronique sont des polysaccharides particulièrement étudiés. Quant au 

polysaccharide cationique, le plus utilisé est probablement le chitosane obtenu par 

désacétylation de la chitine extraite des crustacés ou des céphalopodes.  La Figure A-4 montre 

la structure chimique de l’alginate et du chitosane. L’acide hyaluronique, choisi dans notre 

étude comme un polysaccharide d’intérêt, sera détaillé dans la partie suivante (A-II.2.3.2). 

 

Figure A-4 : Structures chimiques de l’alginate et du chitosane 

Contrairement à certains polysaccharides neutres, les polysaccharides polyélectrolytes 

sont généralement bien solubles dans les milieux aqueux grâce à la présence des charges le long 

du squelette. En plus des fonctions alcool, ils contiennent aussi des groupements chimiques 

avec une réactivité notable telle que les amines (chitosane), les acides carboxyliques (alginate, 

acide hyaluronique), les amides (acide hyaluronique). De ce fait, leur fonctionnalisation 

structurale, dans le but d’améliorer leur solubilité ou d’apporter des fonctions plus réactives, 
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semble être peu nécessaire mais toutefois quelques-unes existent dans la littérature dont les plus 

citées sont l’oxydation 114, la sulfatation115 et l’acétylation116.  

Les chercheurs se sont rapidement orientés vers la modification hydrophobe de ces 

biopolymères chargés afin de leur conférer un caractère amphiphile voire hydrophobe117. Les 

principales stratégies de synthèse développées dans la littérature permettant l’accessibilité à ce 

type de greffage sur l’alginate et le chitosane sont l’estérification118,119 et l’amidification120–125. 

Etant donné que la réaction d’estérification a déjà été détaillée dans le cas des 

polysaccharides neutres (A-II.2.1), nous nous focaliserons sur la modification hydrophobe par 

amidification. Reprenant globalement les stratégies développées pour le CMP précédemment, 

l’alginate a été hydrophobiquement fonctionnalisé par l’octylamine dans un milieu aqueux 

homogène en utilisant l’EDC comme agent de couplage122. La réaction s’est déroulée à 35°C 

pendant 24h en acidifiant le milieu jusqu’à obtenir un pH= 3,4. Les dérivés amphiphiles obtenus 

(DS de 23%) étaient auto-agrégatifs en solution aqueuse à partir d’une concentration de 0,34 

g/L. En milieu organique, et plus précisément dans le DMF, l’alginate a été modifié par la 

dodécylamine avec un DS de 20%120. Un échange du contre ion de l’alginate (Na+ par TBA+) 

était nécessaire pour le solubiliser dans le DMF. La réaction d’amidification a été assurée par 

l’ajout de l’agent activateur iodure de 2-chloro-1-méthylpyridinium (CMPI) avec la 

triéthylamine au milieu réactionnel à 0°C pendant 45 min. La réaction a été maintenue sous 

agitation à température ambiante pendant 20h.  

Dans le cas où la molécule hydrophobe est insoluble dans l’eau, un mélange de solvant 

eau/alcool est utilisé permettant la réalisation de la réaction d’amidification. C’est l’exemple de 

la modification du chitosane par l’acide férulique réalisée par Woranuch et al123. Le chitosane 

a été solubilisé dans une solution aqueuse d’acide acétique (1% v/v) auquel a été ajouté l’acide 

férulique solubilisé dans l’EtOH activé préalablement par l’EDC. L’étude de l’influence de la 

température et du temps de la réaction sur le degré de substitution a montré que le DS le plus 

élevé (37%) est obtenu quand la réaction s’effectue à une température de 60°C pendant 3h. Les 

dérivés obtenus étaient plus solubles dans l’eau que le chitosane natif et les chercheurs ont 

attribué cette amélioration d’hydrosolubilité à la diminution de la cristallinité du polysaccharide 

induite par les greffons du composé aromatique. Le même agent activateur a été aussi utilisé 

dans un milieu mixte eau/méthanol pour greffer des acides gras (acide linoléique, oléique et 

stérique) sur le chitosane121,124,125.   
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D’autres agents activateurs couplés ou non à des catalyseurs peuvent être également 

utilisés dans la modification hydrophobe des polysaccharides chargés par la réaction 

d’amidification. Parmi ces agents, on peut citer le DCC, le CDI couplé à l’acide 

méthanesulfonique, le N-méthylmorpholine (NMM) couplé à l’isobutylchloroformate 

(EtOCOCl), la triéthylamine (TEA) couplée à l’acide p-toluènesulfonique (PTSA), etc. 

Les polysaccharides chargés greffés de molécules hydrophobes par amidification 

peuvent atteindre un taux de modification hydrophobe assez élevé comparés à leurs homologues 

neutres, et les produits obtenus possèdent des comportements amphiphiles et rhéologiques 

remarquables et sensibles à la force ionique et au pH. Le lien amide présente une meilleure 

résistance à l’hydrolyse que le lien ester. Toutefois, ces réactions nécessitent de multiples étapes 

et des mesures de purification supplémentaires qui peuvent être dégradantes.  

I.3.2. L’Acide Hyaluronique 

Depuis sa découverte, l’acide hyaluronique (HA) a suscité un grand intérêt et les études 

scientifiques concernant ce biopolymère sont en continuelle progression. À ce jour, une 

recherche dans les bases de données publiques les plus courantes (PubMed, ScienceDirect, 

ResearchGate, Google Scholar, Scopus, Questel, Bibliothèque en ligne de Wiley, etc) du mot « 

Hyaluronan » donne un total de 150 000 publications et 20 000 brevets.  

Métabolisé par le corps humain notamment et donc parfaitement biocompatible, l’acide 

hyaluronique est probablement le polysaccharide le plus adapté à des applications dans le 

domaine médical, biomédical ou cosmétique. De ce fait, nous avons choisi le HA comme 

polysaccharide d’intérêt pour notre étude et donc une revue détaillée de ce polysaccharide et de 

ses fonctionnalisations possibles est nécessaire. 

I.3.2.1. Etat de l’art 

La découverte de l’acide hyaluronique remonte à plus de 80 ans. C’est en 1934 que 

Meyer & Palmer, travaillant dans le département d’Ophtalmologie de l’Université de 

Columbia, ont publié pour la première fois un article dans la revue « Journal of Biological 

Chemistry » au sujet d’un nouveau polysaccharide avec une masse molaire extrêmement élevée 

isolé de l’humeur vitré des yeux de bovin126. Ils lui ont attribué le nom « acide hyaluronique » 

(du grec hyalos = vitreux et uronique pour l’acide uronique). Bien que Meyer & Palmer soient 

généralement considérés comme les premiers découvreurs du HA, il est à préciser qu’en 1880, 

Portes a observé que la mucine du corps vitré était différente des cellules mucoïdes de la cornée 

et du cartilage et l’a appelée « hyalomucine »127. En 1918, Levene & Lopez-Suarez ont isolé un 
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nouveau polysaccharide du corps vitré et du sang du cordon constitué de glucosamine, d’acide 

glucuronique et d’une petite quantité d’ions sulfatés128. Ils l’ont nommé « acide mucoïtine-

sulfurique » mais au regard de cette composition, il s’agissait probablement d’acide 

hyaluronique extrait avec un mélange de glycosaminoglycanes sulfatés.  

Les propriétés particulières de ce biopolymère ont été décrite par Meyer & Palmer126 

montrant que ce dernier est différent d’autres glycosaminoglycanes similaires. Les auteurs 

indiquent alors la présence d’acide uronique, de pentose et de sucres aminés, la masse molaire 

de l’unité de répétition était de l’ordre de 450 g/mol126. Ces données ont été ensuite corrigées 

prouvant que le HA ne contient pas d’unités de pentose ou de groupes sulfatés, la masse molaire 

de l’unité répétitive devient alors 397 g/mol.   

Ensuite, au cours des années 1930 à 1950, le HA a été isolé notamment du cordon 

ombilical, de la crête de coq et des streptocoques129,130. L’extraction de l’acide hyaluronique 

des capsules des streptocoques A et C par Kendall et al.129 en 1937 avait une grande importance 

scientifique et pratique, car aujourd’hui les streptocoques sont la source la plus économique et 

fiable pour la production industrielle du HA.   

L’acide hyaluronique a été commercialisé pour la première fois en 1942 quand Balazs 

a déposé un brevet permettant l’utilisation de ce biopolymère à la place du blanc d’œuf dans les 

produits de boulangerie. Les premiers modes d’obtention par extraction sont abandonnés et de 

nos jours, la fermentation bactérienne constitue la principale source de HA. 

La première application de ce biopolymère dans le domaine biomédical intervient à la 

fin des années 1950 où il a été incorporé dans le corps humain comme un substitut vitré lors 

d’une chirurgie oculaire. A partir de 1988, il appartient au groupe des dispositifs médicaux et 

doit obéir à certaines normes définies dans le code de santé publique (Livre V bis, Art. L 665-

3 à L665-9) et répondre à des directives européennes. 

I.2.3.2. Structure et propriétés 

La découverte de la hyaluronidase, enzyme capable d’hydrolyser spécifiquement l’acide 

hyaluronique, a ouvert les portes à la détermination de la structure chimique de ce 

polysaccharide. Dans la courte période entre 1948 et 1951, de nombreux chimistes ont initié 

des recherches pour définir la structure du HA. En 1948, Dorfmann a publié les premiers 

résultats de la cinétique de l’hydrolyse combinée à la fermentation de ce polyoside131.  Trois 

ans plus tard, Ogston & Stanier ont publié les premières données significatives trouvées sur la 

structure de cette macromolécule en solution aqueuse132. En revanche, ces études n’étaient pas 
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suffisantes pour définir la structure chimique du HA. Ce problème a été ensuite résolu par les 

travaux de Weissmann & Meyer133.  

L’acide hyaluronique est un polysaccharide linéaire composé d’unités disaccharidiques 

reliées par des liaisons glycosidiques β-1,4. Chaque disaccharide est constitué d’acide D-

glucuronique et de N-acétyl-D-glucosamine lié en β-1,3 (Figure A-5)133.  La configuration β 

confère aux groupements chimiques volumineux (hydroxyle, carboxyle, acétamide, carbone 

anomère) la position équatoriale énergétiquement plus favorable tandis que les atomes 

d’hydrogène qui ont une petite taille occupent la position axiale qui est énergétiquement moins 

favorable. Cette disposition spatiale accorde à cette configuration, par conséquent au 

polysaccharide, une structure énergétiquement très stable134. Ainsi, la rotation libre des chaînes 

polysaccharidiques autour des liaisons glycosidiques est limitée, entraînant une conformation 

rigide où des fractions hydrophobes (groupes CH) sont alternées avec des groupes polaires135 

connectés par des liaisons hydrogènes intermoléculaires136 (Figure A-6-A). Le degré de 

polymérisation (DPn) peut atteindre une valeur de 104 et la masse molaire moyenne en nombre 

(Mn) de HA peut atteindre 4×106 g/mol. La longueur moyenne de l’unité de répétition du HA 

est de l’ordre de 1nm, la longueur de persistance (q) est de l’ordre de 4nm, enfin la longueur 

quadratique moyenne serait de 10 μm pour un HA de DPn égal à 104 137. 

 

Figure A-5 : Structure chimique de l’acide hyaluronique 

Au pH physiologique, chaque fonction carboxylique du HA (pKa ≈ 3 – 4) est sous 

forme carboxylate induisant la génération de charges anioniques le long des chaînes du 

polysaccharide accompagnées de contre-ions cationiques mobiles monovalents ou divalents 

comme Na+, K+, Ca2+ et Mg2+. Par conséquent, en solution aqueuse, le HA est chargé 
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négativement et forme des sels de HA très hydrosolubles généralement appelés hyaluronane ou 

hyaluronate138,139. Plus précisément, les molécules d’eau relient les fonctions carboxylate et 

acétamide par des liaisons hydrogène qui stabilisent la structure secondaire du biopolymère, 

décrite comme une hélice gauche à un seul brin140 (Figure A-6-B). Dans l’eau, les hélices à 

deux plis du HA forment des hélices doubles c’est-à-dire une structure tertiaire en feuillet bêta 

due aux interactions hydrophobes et les liaisons hydrogène intermoléculaires provoquant 

l’agrégation des chaînes de polysaccharides en formant un réseau de mailles plus étendu135. La 

mise en place de ce réseau dépend de la masse molaire et de la concentration du biopolymère. 

Par exemple, le HA à forte masse molaire (>106 g/mol) forme un réseau étendu même à une 

très faible concentration de 0,1 g/L141. L’augmentation de la masse molaire et de la 

concentration implique le renforcement du réseau d’où l’augmentation progressive de la 

viscosité et de la viscoélasticité des solutions aqueuses de HA142.  

 

Figure A-6 : A) Structure chimique d’un tétra-saccharide de HA143. B) Structure secondaire de HA140 

Le hyaluronane est un polyélectrolyte, ses propriétés rhéologiques en milieu aqueux 

sont donc influencées par la force ionique (effet écran) mais aussi par le pH (disparition du 

caractère polyélectrolyte pour des pH < pKa)144. Dans les solutions basiques, les liaisons 
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hydrogène participant à l’organisation structurale des chaînes polysaccharidiques sont rompues 

et la dégradation est alors plus remarquable en pH basique qu’en pH acide145. 

Les propriétés physico-chimiques du HA ont fait l’objet de nombreuses études à partir 

des années 1940146,147.  La diminution de la viscosité des solutions aqueuses semi-diluées de 

HA avec l’augmentation du gradient de cisaillement prouve le comportement non-newtonien 

rhéofluidifiant de ces solutions (Figure A-7). En effet, l’augmentation du gradient de 

cisaillement affecte l’enchevêtrement et les interactions intermoléculaires (liaisons hydrogène 

et interactions hydrophobes) ce qui provoque l’alignement des chaînes dans la direction du 

cisaillement et la chute de viscosité148. Ce comportement rhéofluidifiant n’est pas thixotrope, 

HA retrouve sa viscosité initiale instantanément indiquant la restructuration rapide de 

l’enchevêtrement et des interactions détruites par le cisaillement144.  

 

Figure A-7 : Étude en écoulement de solutions de HA (Mw = 1.3×106 g/mol) à différentes 

concentrations dans NaCl 0,1 M à 25°C 149 

Les propriétés rhéologiques du HA et sa naturelle biocompatibilité lui confèrent une 

place de choix dans des applications médicales, biomédicales et pharmaceutiques.  Il est 

notamment utile dans l’ingénierie tissulaire, la libération de médicaments, l’imagerie 

moléculaire et aussi pour améliorer et raffermir la peau en raison de ses propriétés 

biocompatibles, biodégradables, non-toxiques, non-inflammatoires, non-immunogènes et sa 

grande capacité à retenir l’eau150.  

Les chercheurs ne se sont pas limités à l’utilisation du HA sous son état natif mais ils 

ont également poussé les recherches vers sa modification chimique pour obtenir de nouvelles 

propriétés physico-chimiques et biologiques. 
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I.3.2.2. Principales modifications chimiques 

Plusieurs voies de fonctionnalisation chimique de l’acide hyaluronique ont été 

rapportées dans la littérature. Certaines modifications sont effectuées dans l’eau tandis que 

d’autres sont effectuées dans des solvants organiques comme le DMSO ou le DMF lorsqu’elles 

utilisent des réactifs sensibles à l’hydrolyse ou très hydrophobes. Dans ce cas, le HA 

commercial (souvent HA-Na+) insoluble dans le milieu organique, doit être tout d’abord 

converti en HA-TBA+ pour assurer sa solubilité dans le milieu réactionnel. Ceci nécessite une 

étape supplémentaire et passage sur une colonne échangeuse d’ions ce qui augmente les risques 

de dégradation des chaînes de polysaccharide119. La modification dans l’eau ou dans un 

mélange eau/alcool reste toutefois la méthode de choix même si cela nécessite parfois des 

conditions acides ou basiques pouvant provoquer une dégradation importante des chaînes. Ces 

aspects ont encouragé les chimistes à explorer de nouvelles voies de synthèse pour le 

développement de dérivés d’acide hyaluronique avec des caractéristiques adaptées à leurs 

besoins spécifiques. Dans certains cas, l’efficacité de la réaction n’est pas un critère, car des 

faibles degrés de substitution sont suffisants pour apporter les propriétés souhaitées, alors que 

pour d’autres applications, des DS élevés sont requis. 

L’acide hyaluronique présente dans sa structure plusieurs groupements chimiques 

réactifs : acide carboxylique, alcool et acétamide (Figure A-5). De ce fait, des réactions de 

modification hydrophobe peuvent être réalisées de manière sélective sur une fonction bien 

précise sans avoir besoin de protéger les autres. Par contre, l’utilisation de l’acétamide comme 

site de greffage nécessite une hydrazinolyse dans le but de créer des fonctions amines plus 

réactives capables de réagir par amidification ou amination réductrice151. Cette étape peut 

engendrer une dégradation notable des chaînes de HA et donc les réactions de modification sont 

préférablement effectuées sur les autres fonctions réactives. Le Tableau A-4 regroupe les 

principales fonctionnalisations hydrophobes de HA utilisant les fonctions acide et alcool 

comme sites de greffage. Quelques exemples seront détaillés par la suite. 
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Tableau A-4 :  Principales modifications chimiques de HA par des molécules hydrophobes 

Fonction 

réactive de HA 

Molécule greffée Réaction 

mise en jeu 

Conditions 

de la 

réaction 

DS 

(%) 

Réf. 

-OH CH3-(CH2)n-CH-O 

avec                CH2 

n = 4, 6, 8, 10, ou 14 

Éthérification Eau, ou 

eau/DMSO, 

pH=9⁓10, 

30°C, 

4h⁓48h 

4.8⁓78 152 

Octényle 

d’anhydride 

succinique 

Estérification Eau, 

NaHCO3 

(0.2⁓1M), 

pH=8.5, 

TA, 6⁓24h 

2⁓43 153 

R-NH2  

avec R= butyle, 

héxyle, octyle, 

décyle ou dodécyle 

Formation de 

carbamate 

Bromure de 

cyanogène, 

eau, 

pH=9⁓10, 

TA, 16h 

1.9⁓80.7 154 

NH2-COOR 

avec R= C8H17 ou 

C12H25 

Formation de 

carbamate 

Bromure de 

cyanogène, 

eau, 

pH=9⁓10, 

TA, 16h 

3.3⁓100 155 

-COO-Na+ R-NH-NH-CO-

(CH2)n-CO-NH-NH2 

avec n = de 1 à 17 

R= H, OH ou alkyl 

ramifié ou linéaire  

Amidification EDC, eau, 

pH= 4.75, 

TA, 4h 

2⁓30 156 
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1) ADH 

 

 

 

2) R-CHO 

avec R= C8H17, 

C10H21 ou C12H25 

Amidification 1) EDC, 

eau, pH= 

4.75, TA, 

4h 

2) EDC, 

NaCNBH3, 

eau/EtOH,  

pH= 5.1, 

24h 

8 

 

 

 

4⁓7 

156,157 

-COO-TBA+ R-Br  

avec R= C12H25 ou 

C18H37 

Estérification DMSO, 

TA, 24h 

1⁓5 119 

Isocyanate d’alkyle Formation de 

carbamate 

DBTL, 

DMSO, 

65°C, 8h 

10⁓100 158 

Hexadécylamine Amidification CDI, acide 

méthylsulfo

-nique 

DMSO, 

42°C, 16h 

2.4 159 

 

L’éthérification des fonctions hydroxyles du HA avec des groupements hydrophobes 

peut être réalisée en utilisant des époxydes à longue chaîne alkyle dans l’eau ou dans un 

mélange eau/solvant organique en présence d’une base telle que KOH ou NaOH. Le choix du 

milieu réactionnel dépend des critères de solubilité de la molécule hydrophobe qu’on souhaite 

greffer. Dans les conditions de solvants mixtes, la proportion de solvant organique varie entre 

20% et 90% (v/v) de manière à assurer la solubilité du HA et des molécules hydrophobes et de 

la base. L’utilisation des alcools comme solvant organique dans le milieu réactionnel présente 

beaucoup de bénéfices. Ils sont relativement peu coûteux, peu toxiques et à la fin de la réaction, 

le HA modifié peut être facilement isolé par filtration. Mlčochová et al. ont évalué l’effet de la 

proportion du solvant organique DMSO sur le degré de substitution des OH de HA par des 

dérivés d’époxydes alkylés à 4, 6, 8, 10, ou 14 carbones suite à une réaction d’étherification 152. 

Ils ont démontré qu’en augmentant la concentration de DMSO de 20 à 90%, le DS augmente 
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respectivement de 17 à 78% avec une diminution légère de masse molaire. Par contre, plus le 

DS augmente plus les dérivés obtenus perdent logiquement leur caractère hydrosoluble. 

L’influence du temps de réaction de greffage du dérivé héxyle a été également étudié révélant 

que le DS augmente avec le temps mais au bout de 36h une dégradation du HA modifié a été 

notée. La température et le pH du milieu réactionnel ont aussi un effet très important. Ils ont 

constaté que le DS augmente en élevant la température et la basicité du milieu mais une 

dégradation a été signalée quand la température dépasse 30°C.   

Des esters amphiphiles de HA peuvent être également préparés en utilisant les OH 

comme site de modification. Ces esters (Figure A-8-a), brevetés par Eenschooten et al., ont été 

obtenus par le greffage de l’octényle de l’anhydride succinique (OSA) dans une solution 

aqueuse alcaline (pH=8,5)153. L’optimisation des conditions de la réaction conduit à un DS 

maximum de 43% en utilisant 50 équivalents d’OSA par rapport au HA. Un DS de 18% peut 

être obtenu très rapidement avec un temps de réaction de 6h seulement.   

 

Figure A-8 : a) Estérification de HA par octényle d’anhydride succinique153. b) Activation des OH de 

HA par le bromure de cyanogène et formation de carbamate154  

Mlčochová et al. ont poursuivi leurs recherches en créant des liens carbamate entre les 

fonctions alcool du HA et une amine alkylée (C4, C6, C8, C10 et C12)
154. Les fonctions hydroxyle 

ont été tout d’abord activées par le bromure de cyanogène (CNBr) formant un ester de cyanate 

de HA qui réagit avec l’amine pour former principalement des liaisons de carbamate N-

substituées et un produit secondaire HA-isourée (Figure A-8-b). Des DS élevés allant jusqu’à 

80,7% ont été obtenus en utilisant seulement un léger excès d’amine hydrophobe dans un temps 

de réaction de seulement une heure. En revanche, un pH basique élevé (jusqu’à 10) est 

nécessaire pour que le couplage se produise ce qui entraîne une hydrolyse des chaînes de HA. 

Chytil & Pekař155 ont également utilisé cette méthode pour synthétiser une large gamme de 

dérivés amphiphiles du HA. 
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Le greffage des molécules hydrophobes sur les fonctions hydroxyle de HA semblent 

donc être une voie très efficace afin d’obtenir des DS assez élevés. Par contre, ces réactions 

nécessitent l’utilisation d’un milieu réactionnel alcalin (pH= 8,5-10) ce qui provoque une 

dégradation notable des chaînes de HA. Pour éviter ce problème, les chimistes ont cherché des 

sites de greffage alternatifs en particulier la fonction carboxylique du HA. 

L’amidification de la fonction acide carboxylique de HA dans l’eau avec des 

carbodiimides est finalement l’une des méthodes les plus utilisées pour la modification 

hydrophobe de ce polysaccharide156,157. Le carbodiimide utilisé est principalement le 1-éthyl-

3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) au regard de sa solubilité dans l’eau. La 

première étape consiste à activer l’acide carboxylique du HA par l’EDC formant un 

intermédiaire d’isourée O-acyle. La deuxième étape de la réaction est l’attaque nucléophile de 

l’amine sur le HA activé, qui conduit à la formation de la liaison amide entre le polysaccharide 

et la molécule hydrophobe (Figure A-9-a). Néanmoins, l’isourée O-acyle est un intermédiaire 

très réactif et peut réagir aussi avec l’eau donnant le produit secondaire stable urée N-acyle 

stable, empêchant ainsi le couplage avec l’amine. Pour éviter la formation de ce produit 

secondaire, le N-hydroxysuccinimide (NHS) ou le Hydroxybenzotriazole (HOBt) peuvent être 

utilisés renforçant la résistance à l’hydrolyse de l’intermédiare isourée O-acyle. Le NHS ou le 

HOBt réagit avec l’isourée O-acyle et l’intermédiaire HA activé qui en résulte subit une attaque 

nucléophile de l’amine (Figure A-9-b).  

 

Figure A-9 : a) Mécanisme d’activation de HA par EDC160. b) Amidification entre HA et amine 

alkylée par EDC couplée à NHS ou HOBt. c) Amidification entre HA et ADH par EDC156 
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Cette voie de modification par EDC est néanmoins très délicate, car elle est très 

dépendante du pH et le pH optimal des deux étapes est différent. En effet, l’activation de l’acide 

carboxylique par EDC est mieux assurée dans un milieu acide (pH de 3,5 à 4,5)160, alors que la 

formation du lien amide est plus efficace à un pH élevé suite à la déprotonation de 

l’amine. Toutefois, à un pH élevé, l’EDC s’hydrolyse très rapidement et se convertit en urée de 

N-acyle empêchant la création des liens amide. Ce compromis est difficile à atteindre surtout 

lors de l’utilisation des amines hydrophobes avec des valeurs de pKa élevées. C’est pour cette 

raison qu’un pH de 4,75 est souvent utilisé dans ce type de couplage et on trouve aussi le recours 

à l’utilisation de l’acide adipique dihydrazide (ADH) dont les valeurs de pKa (2-3) sont bien 

inférieurs à celles des amines (Figure A-9-c). En utilisant cette molécule, on peut accéder à des 

DS élevés allant jusqu’à 30% en procédant à température ambiante et en seulement 4h156. 

L’ADH est également utilisé comme un bras espaceur puisqu’il contient une fonction amine à 

chaque extrèmité. Cette particularité permet de modifier les fonctions acide carboxylique du 

HA par des groupements hydrophobes aromatiques ou de longues chaînes alkyle contenant une 

fonction acide ou aldéhyde mais à condition d’utiliser des proportions d’ADH bien appropriés 

afin d’éviter la réticulation du HA par ce bras espaceur. Les DS obtenus ne sont pas souvent 

très élevés mais les produits du HA obtenus expriment une amphiphilie remarquable. C’est le 

cas pour Creuzet et al. qui ont utilisé cette méthode pour greffer des aldéhydes hydrophobes 

avec des chaînes alkyle de C8, C10 et C12
157. Bien qu’ils n’aient obtenu qu’un DS maximal de 

7%, les dérivés synthétisés reflétaient un comportement auto-associatif notable suite aux 

interactions hydrophobes des motifs greffés.  

L’amidification par EDC a l’avantage de pouvoir être effectuée dans l’eau (solvant vert) 

avec l’utilisation directe du HA commercial. Cependant, un excès d’amine hydrophobe et 

d’agent de couplage doit être ajouté car d’une part une certaine hydrolyse d’EDC ne peut pas 

être évitée et d’autre part l’amine est protonée au pH requis pour la réactivité optimale de l’agent 

activateur diminuant ainsi l’efficacité de la réaction de couplage. Une autre contrainte de cette 

réaction est l’hydrophobicité de certaines molécules qui limitent leur solubilité dans l’eau et 

nécessite l’utilisation d’un solvant organique. Dans ce cas et comme déjà évoqué, une étape 

supplémentaire de convertion du contre ion Na+ en TBA+ devient nécessaire pour assurer la 

solubilité de HA dans le milieu réactionnel. Un changement d’agent de couplage est aussi requis 

pour garantir l’activation maximale des fonctions carboxylates. Le 1'-Carbonyldiimidazole 

(CDI) semble être l’activateur le plus approprié. Le carbonyldiimidazole réagit avec l’acide 

hyaluronique pour former un intermédiaire très réactif qui se réarrange rapidement pour donner 
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le HA-imidazole, l’intermédiaire le plus stable. Ce dernier réagit avec l’amine hydrophobe 

créant ainsi la liaison amide (Figure A-10-a). Comparée à la méthode décrite précedemment 

(amidification par EDC), cette procédure est plus longue et nécessite un temps de réaction 

pouvant aller jusqu’à 48h. Cependant, la réaction ne libère dans le milieu réactionnel que du 

CO2 et de l’imidazole qui sont des composés non toxiques. Cette réaction a déjà fait ses preuves 

et a permis à Finelli et al. de modifier l’acide hyaluronique par l’hexadécylamine dans le DMSO 

en utilisant l’acide méthylsulfonique pour protoner les fonctions carboxyaltes de HA qui ont 

été activées à la suite par le CDI. La réaction s’est déroulée à 42°C pendant 16h donnant un DS 

de 2,4 % qui était suffisant pour obtenir des systèmes amphiphiles et auto-associatifs159.  

 

Figure A-10 : a) Mécanisme d’amidification de HA par CDI159. b) Estérification de HA par bromure 

d’alkyle119 

Pelletier et al. ont utilisé à leur tour la fonction carboxylique du HA mais cette fois-ci 

en créant des liens ester avec des bromures d’alkyle à C12 et C18 (Figure A-10-b). 

L’estérification a été assurée dans le DMSO à température ambiante pendant 24h sans le recours 

d’aucun agent de couplage ni de catalyseur. Un DS compris entre 1 et 5% a été obtenu et le 

comportement amphiphile a été observé sur les HA modifiés même avec les DS les plus 

faibles119.  

D’autres liens entre les fonctions carboxylate du HA et la molécule hydrophobe peuvent 

se produire telle que le lien carbamate ou autrement dit uréthane. Ceci peut se former en faisant 

réagir le polysaccharide avec les dérivés d’isocyanate alkylés dans le DMSO à 65°C pendant 

8h en employant le di-n-Butyltin dilaurate (DBTL) comme agent de couplage avec des DS 

importants prouvant la grande efficacité de cette réaction158.  

Les différents dérivés amphiphiles à base de polysaccharide peuvent conduire à la 

formation de matériaux particuliers que sont les hydrogels. Le volet suivant sera consacré à ces 

systèmes exceptionnels. 
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II. Les hydrogels : matériaux aux propriétés exceptionnelles 

II.1. Historique 

D’après Lee al. et selon SciFinder®, le mot « hydrogel » est apparu pour la première fois 

dans un article publié en 1894161. Cependant, le matériau décrit n’était pas un hydrogel comme 

nous le décrivons aujourd’hui mais un gel colloïdal fait avec des sels inorganiques. La définition 

actuelle d’un hydrogel avec ses propriétés spécifiques, principalement sa grande affinité avec 

l’eau, a été mise en place en 1960 par Wichterle & Lim après leur travaux sur un hydrogel à 

base de polyhydroxyéthylméthacrylate (pHEMA) en vue de l’utiliser dans des applications qui 

exigent un contact permanent avec les tissus humains162. Les premières applications des 

hydrogels concernaient effectivement des implantations dans le corps humain163. Depuis lors, 

le développement de ces systèmes n’a pas cessé d’augmenter surtout dans les domaines 

pharmaceutique et biomédical. Ceci est prouvé par le nombre d’articles scientifiques publiés 

pendant les 20 dernières années qui dépasse les 6000 publications sous les thèmes « libération 

de médicaments », « hydrogels intelligents » et « nanotechnologie » (Figure A-11-a)161. 

L’orientation de la recherche et les domaines d’intérêt de ces matériaux ont évolué et se sont 

accrus constamment au fil des années (Figure A-11-b).   

 

Figure A-11 : a) Evolution de la recherche scientifique sur l’hydrogel entre 1950 et 2011161  

b) Frise chronologique de l’hydrogel164 

  Comme le suggèrent Buwalda et al.164, l’historique des hydrogels peut être divisé en 

trois grandes générations. La 1ère génération est constiutée d’hydrogels simples et comprend 

une large variété de procédés de réticulation incluant les modifications chimiques d’un 

polymère par des groupements réactifs (monomère par exemple) et l’utilisation d’un amorceur 

de réticulation. L’objectif principal était simplement de préparer des matériaux avec de bonnes 

propriétés mécaniques capables de renfermer une grande quantité d’eau.  
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 Ensuite, à partir des années 1970, un nouveau concept d’hydrogel apparait, ce sont les 

hydrogels stimulables qui ont la capacité de répondre à un stimulus externe comme la 

température, le pH ou la force ionique, etc165. Ces stimuli peuvent être exploités pour déclencher 

une action de l’hydrogel comme la libération d’un principe actif ou pour modifier la structure 

du matériau comme la création de pores in-situ.  

Une troisième et dernière génération inclut les hydrogels stéréocomplexes obtenus à la 

faveur d’interactions physiques qui peuvent se produire suite à la fonctionnalisation chimique 

d’un polymère (exemple des systèmes amphiphiles)166 ou suite à la complexation avec une 

molécule externe (comme la cyclodextrine)167.  

Ces progrès intéressants dans le domaine de la recherche et développement des 

hydrogels ont donné naissance à une nouvelle catégorie de matériaux multi-stimulables et 

multi-fonctionnels avec des propriétés plus avancées appelés « hydrogels intelligents » dont les 

applications possibles sont fascinantes.   

Depuis les travaux pionniers de Witcherle et Lim en 1960, les hydrogels sont devenus 

des matériaux d’un grand interêt pour les chercheurs en raison de leur caractère hydrophile et 

bicompatible notamment ceux obtenus à partir de polymères naturels168. L’efficacité notable 

d’hydrogel formées à partir de l’alginate de calcium dans la séquestration de cellules169 a ouvert 

les portes à l’utilisation des polysaccharides. Ces matériaux à base de polymères naturels ou 

artificiels sont devenus très attractifs en particulier dans le domaine de l’ingénierie tissulaire 

comme matrice pour réparer et regénérer une grande variété de tissus et d’organes.  

II.2. Définition et classification 

  Un hydrogel est donc une matrice au sein de laquelle les chaînes polymères sont 

connectées (réticulation chimique ou physique) entre elles formant un réseau tridimensionnel 

(3D) capable de contenir une grande quantité d’eau (jusqu’à 90% de sa structure) (Figure A-

12). Le terme de réseau implique donc la présence de réticulation qui empêchent la dissolution 

du matériau en solution aqueuse et assure les propriétés mécaniques. Les propriétés 

remarquables de gonflement sont dues à la grande affinité thermodynamique de ce type de 

matériau envers l’eau. La structure et les propriétés des hydrogels sont dépendants de différents 

paramètres parmi lesquels la concentration et la structure du polymère ou du monomère, les 

conditions et la nature de la réticulation, éventuellement les paramètres extrinsèques (salinité, 

pH, température,…). La grande variété des matrices (origine, structure, fonctionnalité, etc) à 

partir desquels les hydrogels peuvent se former et les diverses modes d’obtention possibles ont 
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donné naissance à plusieurs types d’hydrogels avec des propriétés chimiques et physiques 

différentes. De ce fait, de nombreuses classifications de ces matériaux sont apparues au cours 

des dernières années. 

 

Figure A-11 : Schéma représentatif d’un hydrogel  

Les hydrogels peuvent être classés selon plusieurs critères. On peut par exemple établir 

deux groupes en fonction de leur origine naturelle ou synthétique. Les hydrogels naturels sont 

formés généralement à partir de polysaccharides (acide hyaluronique, alginate, pullulane, 

chitosane…) ou à partir de protéines (collagène, gélatine…). Ils constituent les hydrogels les 

plus physiologiques car ce sont pour certains des constituants de la matrice extracellulaire 

(ECM) in vivo. L’inconvénient principal des hydrogels naturels est la possible variabilité des 

propriétés d’un lot à l’autre en raison de leur origine naturelle qui peut induire une variation de 

leur composition. La structure des hydrogels synthétiques tels que le PVA, le PEG ou le 

poly(acrylamide) est plus contrôlée et reproductible. L’hydrolyse ou la biodégradation de ces 

matériaux peuvent être également programmées sur des périodes variables et bien déterminées.  

D’autres classifications des hydrogels existent et peuvent être basées sur: 

• La composition en polymère où on trouve trois types : les hydrogels à base d’un 

homopolymère, à base d’un copolymère ou à base de deux ou plusieurs polymères 

interpénétrés (IPN). 

• L’apparence physique ou la forme de l’hydrogel obtenu qui peut être un film, une 

matrice ou une microsphère. 
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• Le caractère polyélectrolyte ou neutre des chaînes polymères qui constituent le réseau :  

hydrogels neutres, ioniques (anionique ou cationique), ampholytes et zwitterioniques.  

Cependant, la classification selon la nature ou le type de réticulation reste la plus utilisée 

avec deux groupes : les hydrogels physiques et les hydrogels chimiques. 

II.2.1. Les hydrogels physiques 

Les hydrogels physiques appelés aussi réversibles occupent une place très importante 

en raison de la grande facilité de mise en œuvre sans avoir besoin d’utiliser un agent réticulant. 

Dans ce cas, les chaînes macromoléculaires sont connectées entre elles de manière transitoire 

non permanente. Ces connexions sont de faible énergie (liaison hydrogène, liason polaire, 

liaison de Van der Walls…) ou d’énergie plus importante (complexation ionotropique par 

exemple). Le caractère réversible de ce type de matériau résulte de la dépendance des nœuds 

de réticulation à l’état mécanique et thermodynamique de l’hydrogel et aux conditions physico-

chimiques souscrites lors de la gélification (température, pH, concentration en polymère ou 

monomère, force ionique…). Dans ces conditions, la dissolution de ces hydrogels est empêchée 

par les interactions physiques qui existent entre les différentes chaînes polymères170. La 

réticulation physique peut s’établir via différentes voies (Figure A-12):   

 

Figure A-12 : Schéma illustrant les principales modes d’obtention des hydrogels 

physiques171 
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➢ Interactions hydrophobes : essentiellement à partir de polymères amphiphiles, ces 

interactions sont créées en solution aqueuse entre les motifs (ou blocs) hydrophobes 

accrochés au squelette hydrophile. La gélification dépend notamment de la quantité et 

de la nature des motifs hydrophobes et de la concentration en polymère mais aussi 

souvent des conditions extérieures (salinité, pH, température,…).  

➢ Stéréo-complexation : elle est basée sur des interactions synergiques entre des chaînes 

polymères ou des petites molécules de même composition chimique mais de 

stéréochimie différente. Le principal avantage de cette méthode d’obtention est que 

l’hydrogel peut se former facilement en dissolvant séparément chaque produit dans 

l’eau et la gélification se produit en mélangeant les deux solutions ensemble. Le 

meilleur exemple de polymère exprimant des propriétés stéréo-complexes est le 

poly(acide lactique)172. La limite de cette méthode est la gamme restreinte de polymères 

ayant des propriétés stéréo complexes. 

➢ Interactions ioniques ou condensation de charges : cette voie repose sur les interactions 

de charges entre deux polymères de charges opposées (polyélectrolytes) ou entre un 

polymère chargé et une molécule de charge opposée ou un ion di- ou trivalent de charge 

opposée. Le modèle le plus connu est l’alginate de calcium173. D’autres exemples 

existent dans la littérature comme le Chitosane-glycérol de phosphate174. 

➢ Liaison hydrogène : elle est facilitée par structures régulières de polymères voir la 

formation de systèmes de conformation hélicoïdale qui vont pouvoir s’associer. On peut 

citer les gels d’agar-agar ou d’arabinoxylane ou encore la gélification de la 

carboxymethylcellulose (CMC) en milieux acide HCl 0,1M175. 

➢ Chimie supramoléculaire : cette méthode est basée sur la reconnaissance moléculaire 

et/ou supramoléculaire entre des motifs spécifiques. Le système hôte-invité est le plus 

simple, il se repose sur la formation de complexes d’inclusion entre des polymères ou 

des molécules. Les modèles les plus connus sont à la base de la cyclodextrine176. 

II.2.2 Les hydrogels chimiques 

Un hydrogel est dit chimique ou permanent quand les chaînes polymères sont 

connectées entre elles par des liaisons covalentes (de forte énergie). Le caractère permanent des 

nœuds de réticulation confère une grande stabilité au réseau qui dépend globalement moins des 

facteurs extérieurs (pH, température, déformation mécanique,…). Cette stabilité rend les 

matériaux formés insolubles dans n’importe quel solvant et leurs propriétés de gonflement 

dépendent de leur affinité envers l’eau. Une fois détruits, les points de réticulation sont non 
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régénérables d’où le caractère irréversible de ce type d’hydrogel. La résistance mécanique des 

hydrogels chimiques est généralement plus élevée que leurs homologues physiques. Par contre, 

des défauts de réseau peuvent notamment apparaitre en raison des extrémités des chaînes libres 

non réticulées, des enchevêtrements et des boucles de chaînes macromoléculaires qui ne 

contribuent pas à l’élasticité du réseau. Les différentes méthodes de préparation des hydrogels 

chimiques rapportées dans la littérature sont :  

➢ Réticulation chimique : les agents de réticulation comme l’épichlorohydrine, le 

glutaraldéhyde, l’ADH, les polyaldéhydes,…, sont largement utilisés pour réticuler des 

polymères naturels ou synthétiques afin d’obtenir des hydrogels chimiques. Parfois, des 

liens covalents entre les chaînes polymères peuvent être établis directement par des 

réactions entre groupes fonctionnels (Figure A-13). 

 

Figure A-13 : Réticulations chimiques typiques177 : a) réaction entre un aldéhyde et une amine 

pour former la base de Schiff178. b) réaction entre un aldéhyde et une hydrazide pour former une 

hydrazone. c) réaction de Michael d’un acrylate avec une amine primaire ou avec un thiol pour 

former respectivement une amine secondaire ou un sulfide. 

➢ Polymérisation radicalaire : les hydrogels chimiques peuvent être obtenus à partir de 

monomères par polymérisation radicalaire en utilisant un monomère plurifonctionnel 

comme réticulant. C’est un système très efficace qui entraîne une formation rapide de 

l’hydrogel même dans des conditions hétérogènes. Les générateurs de radicaux libres 

tel que le persulfate d’ammonium (APS) ou le persulfate de potassium (KPS) peuvent 

être employés pour préparer ce type de matériaux179.  

➢ Greffage : les hydrogels sont préparés par la polymérisation d’un monomère 

préalablement greffé sur le squelette du polymère (Figure A-14). Selon le type de 

monomère greffé, on distingue deux types de greffage : le greffage chimique où la 
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réticulation est assurée par un réactif chimique comme l’ion cérium et le greffage par 

radiation qui repose sur l’utilisation de rayonnements à haute énergie, comme les 

radiations gamma (γ), rayonnements d’un faisceau d’électrons, etc180.  

 

Figure A-14: Synthèse des hydrogels par greffage181 

➢ Réaction de condensation : cette méthode est appliquée généralement sur les 

polymères contenant des groupes hydroxyle ou amine avec des acides carboxyliques 

ou leurs dérivés. L’exemple idéal de ces réactions de condensation a été décrit par 

De Nooy et al. via les réactions de condensation de Passerini et d’Ugi182. La 

condensation de Passerini est basée sur la formation de liens d’ester et amide α-

(acryloxy) entre les chaînes macromoléculaires suite à la condensation d’un acide 

carboxylique avec un composé carbonyle (aldéhyde ou cétone) et un isocyanure. 

Lorsqu’on ajoute une amine à ce mélange, on parle de la condensation d’Ugi et la 

liaison amide α-(acrylamino) prend la place de la liaison ester. 

➢ Radiation à haute énergie : les monomères à plusieurs doubles liaisons peuvent être 

polymérisés au moyen de rayonnements à haute énergie comme les rayonnements 

gamma (γ) ou les rayonnements du faisceau d’électrons. Cette voie a l’avantage de 

pouvoir se produire dans des conditions douces (température ambiante et pH 

physiologique) sans utiliser d’agents de réticulation toxiques. Cependant, ce type 

d’irradiation entraîne la formation de liaisons covalentes conduisant à des hydrogels 

non-biodégradables178. 

➢ Réticulation enzymatique : Ce concept est basé sur l’utilisation d’une enzyme 

capable de créer des points de réticulation chimique entre les chaînes 

macromoléculaires. Sperinde et al.183, ont réussi à synthétiser des hydrogels à base 

de PEG par l’utilisation d’une enzyme. Tout d’abord, des groupes de glutamine ont 

été greffés sur le PEG. Ensuite, la réticulation est déclenchée par l’ajout de l’enzyme 
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transglutaminase à des solutions aqueuses de PEG modifié et de poly(lysine-co-

phénylalanine). Cette enzyme est capable de créer des liens amide entre le 

groupement γ-carboxamide du PEG modifié par la glutamine et le groupement  

ε-amine de la lysine formant ainsi des nœuds de réticulation entre les deux 

polymères. 

II.3. Les hydrogels de pullulane et de ses dérivés 

Le pullulane, détaillé précédemment (Voir A-I.2.2), est un polysaccharide naturel qui 

n’est pas gélifiant intrinsèquement mais pour lequel une modification chimique appropriée peut 

conduire à la formation d’hydrogels physiques et/ou chimiques.  

 De nombreuses publications rapportant des méthodes de préparation d’hydrogels à base 

de pullulane et leurs propriétés existent dans la littérature. L’étude de ces hydrogels s’est 

amplifiée au cours de la dernière décennie du fait de ses applications potentielles dans 

l’ingénierie tissulaire, la libération de médicament et dans le développement et l’implantation 

de nouveaux matériaux intelligents stimulables et biomimétiques.  

 Pour aboutir à l’élaboration d’hydrogels à base de pullulane, la voie d’obtention 

principale est la modification hydrophobe de ce polysaccharide conduisant à des dérivés à 

propriétés amphiphiles capables de créer des associations hydrophobes en solution aqueuse. 

Les premiers travaux ont commencé avec le pullulane greffé cholestérol (CHP) dont la stratégie 

de synthèse a été traitée antérieurement (Voir A-I-2.2.3.2). Les CHP sont capables de former 

des micro- ou nanohydrogels stables suite au comportement auto-agrégatif de ces dérivés dû 

aux interactions hydrophobes entre les motifs de cholestérol (Figure A-15)184. La taille et la 

densité des hydrogels obtenus dépendaient fortement du DS en groupe cholestéryl. Bien que 

ces nanohydrogels soient de de type physique, ils conservent leur taille à température ambiante 

pendant toute une semaine en raison de leur très faible hydrosolubilité. Ils ont aussi la capacité 

de s’interagir avec diverses molécules hydrophobes et protéines185. Akiyoshi et al. ont 

également étudié les interactions de type hôte/invité entre ces dérivés et la β-cyclodextrine 

ouvrant la voie notamment  à la libération contrôlée de médicaments dans des environnements 

hydrophobes186. 
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Figure A-15: Nanohydrogel formé par auto-agrégation de CHP en solution aqueuse184  

 Un autre exemple de nanohydrogels est obtenu à partir de l’acétate de pullulane (PA) 

modifié par le sulfadiméthoxine81. Ces nanomatériaux ont démontré une bonne efficacité pour 

le transport et la libération de l’adriamycine (médicament anticancéreux) pour le traitement des 

cancers du sein (MCF-7)81,111. Cette efficacité peut être améliorée par l’incorporation de la 

vitamine H au sein du squelette des dérivés de PA-sulfadiméthoxine187. Des études de la 

libération du clonazépam par le PA ont été menées par Jung et al.  montrant que la libération 

peut être prolongée en augmentant le degré d’acétylation du pullulane188.  

Dans le secteur pharmaceutique et biomédical, une certaine biocompatibilité et stabilité 

des matériaux utilisés sont exigées. Pour répondre à ces exigences, d’autres types d’hydrogels 

chimiques de pullulane ont été préparés afin de développer un système polyvalent pour le 

transfert de gènes dans des cellules de mammifères189. Des nanohydrogels à cœur hydrophile, 

capables d’encapsuler des molécules hydrosolubles telle que l’ADN, ont été obtenus en utilisant 

le glutaraldéhyde comme un agent de réticulation des chaînes de polysaccharide.  

Au sein de notre laboratoire, différents types d’hydrogel à base du pullulane et de CMP 

ont été obtenus avec l’épichlorohydrine et le triméthaphosphate de sodium comme agents de 

réticulation190,191. Ceux-ci sont capables de séquestrer et protéger un actif modèle comme le 

lysozyme (enzyme) dans un milieu acide ouvrant la voie aux applications de 

séquestration/libération de médicaments sensibles dans le milieu gastrique. Des composés 

cationiques comme le bleu de méthylène et un polyéthylèneimine (Mw=104 g/mol), ont été 

également encapsulés par le biais des interactions électrostatiques avec les charges anioniques 

apportées par l’utilisation du triméthaphosphate de sodium. Cet agent de réticulation a été 
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également utilisé par Autissier et al.192 pour la formation d’hydrogel à base de pullulane destiné 

à la culture cellulaire. 

Des hydrogels hybrides de pullulane (physiques et chimiques) peuvent être élaborés à 

partir des dérivés (CHPMA) obtenus par le greffage du méthacrylate de glycidyle (GMA) sur 

le CHP.  L’auto-association des motifs de cholestérol du CHP dans l’eau vont assurer la 

réticulation physique de l’hydrogel tandis que la réticulation chimique est obtenue par la 

polymérisation radicalaire des motifs de GMA greffés sur le CHP et déclenchée par l’ajout de 

l’agent réticulant le 2-méthacryloyloxyéthylphosphorylcholine (MPC)193. Les hydrogels 

hybrides de CHPMA montraient deux réseaux bien définis : un macrohydrogel (réticulé 

chimiquement) qui constitue la structure inter-réseau, dans laquelle sont dispersés les 

nanohydrogels (réticulés physiquement) constituant la structure intra-réseau (Figure A-

16).  Ces nanohydrogels de CHP immobilisés peuvent développer leur capacité d’encapsuler et 

de libérer des protéines (anhydrase carbonique B et insuline) par l’incorporation de 

cyclodextrine.  

 

Figure A-16 : a) Structure de CHPMA et MPC. b) Formation et structure d’un hydrogel 

hybride à partir de CHPMA193 

II.4. Les hydrogels d’acide hyaluronique et de ses dérivés 

Les hydrogels d’acide hyaluronique ont gagné en intérêt en tant que nouveaux matériaux 

biocompatibles et biodégradables avec des applications dans l’ingénierie tissulaire et 

l’encapsulation et la libération de médicament. Comme l’acide hyaluronique par nature ne peut 

pas former d’hydrogels, des modifications chimiques furent nécessaires pour obtenir des 
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réseaux 3D et différents agents de réticulation peuvent être utilisés comme le gultaraldéhyde, 

le divinylsulfone, l’éther glycidique, l’anhydride méthacrylique,…194. Les agents activateurs de 

type carbodiimide peuvent également réticuler les chaînes de HA en formant des liens ester 

entre ses fonctions hydroxyle et ses fonctions acide carboxylique ou encore en formant des liens 

amide en présence de l’ester méthyl-L-lysine améliorant ainsi la résistance à la dégradation des 

hydrogels établis195.  Des hydrogels similaires ont été préparés par Barbucci et al. utilisés pour 

la libération ciblée de l’ibuprofène-lysine dans le genou pour le traitement de l’arthrose196. 

L’hémocompatibilité des hydrogels peut être augmentée en utilisant les dérivés sulfatés du HA.   

L’acide adipique dihydrazide (ADH) couplé aux fonctions acide de l’unité acide-D-

glucuronique de HA par une réaction d’amidification par le biais d’un agent de couplage de 

type carbodiimide comme l’EDC, peut conduire à la création d’hydrogels pouvant contenir des 

molécules aux activités biologiques197. Les HA-ADH peuvent également former des hydrogels 

chimiques in situ en se couplant de manière covalente au HA oxydé par le périodate de sodium. 

La synthèse de cet hydrogel peut se réaliser par un simple mélange des deux dérivés de HA 

même dans une seringue. Un tel matériau est capable de piéger des principes actifs comme la 

bupivacaïne et de prolonger son effet anesthésique local198. Autrement, les polyhydrazides 

peuvent induire la réticulation des chaînes de HA, les hydrogels qui en résultent possèdent une 

bonne stabilité dans une large gamme de pH et une meilleure résistance à la dégradation par la 

hyaluronidase que leurs homologues obtenus à partir d’autres dérivés du HA199. Un exemple 

d’application de ces matériaux est la séquestration/libération de l’hydrocortisone déclenchée 

par la réaction de l’enzyme estérase de foie de porc quand l’enzyme hyaluronidase n’avait 

aucun effet.  

Les hydrogels (chimiques et/ou physiques) à base de HA ont été largement étudiés pour 

le traitement de l’arthrose. Dans ce but, Amargier et al. ont préparé des hydrogels hybrides 

physiques/chimiques à partir des dérivés amphiphiles du HA greffé avec des chaînes alkyle 

(C12) renforcés par la création de liens covalents200. Pour ceci, les dérivés amphiphiles de HA-

C12 ont été réticulés chimiquement par le tétraéthylèneglycolditosylate avec une faible densité 

pour renforcer les propriétés rhéologiques tout en préservant les propriétés viscoélastiques.  

Les méthodes de préparation des hydrogels de HA présentent souvent de nombreux 

inconvénients dont le plus important est l’utilisation de produits chimiques toxiques qui 

nécessite des procédés de purification longs et coûteux et qui limitent l’emploi de ces matériaux 

dans les applications biomédicales. Par conséquent, de nouvelles stratégies de synthèse ont été 

explorées pour élaborer des hydrogels de HA en s’appuyant sur des réactifs plus écologiques et 
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biocompatibles. Ainsi un hydrogel de HA peut être obtenu par le greffage de l’ADH sur le 

squelette du polysaccharide suivi du couplage covalent avec le poly(éthylène glycol)-

propiondialdéhyde201.  

D’autres hydrogels pour des applications ophtalmiques peuvent être préparés à partir de 

l’hyaluronane thiolé avec le glutathion202.  

Des hydrogels injectables et thermo-gélifiants de HA pour l’encapsulation de cellules 

ou de principes actifs peuvent être formés par double réticulation. Ces hydrogels sont 

synthétisés à partir de l’acide hyaluronique thiolé (HA-SH) et du copolymère tribloc 

p(HPMAm-lac1–2)-PEG-p(HPMAm-lac1–2) couplé au sulfonate de vinyle. La gélification 

thermique est ainsi déclenchée via la réaction d’addition de Michael liant les groupes de thiol 

de HA et le sulfonate de vinyle du copolymère tribloc203.  

La photopolymérisation a été aussi utilisée pour élaborer des hydrogels de HA. Le 

processus décrit par Park et al. consiste à modifier tout d’abord le HA par le N-3-aminopropyl 

méthacrylamide pour former le dérivé HA-Ac. Ce dernier a été solubilisé en présence de 

triéthanolamine et de N-vinyl pyrrolidone (NVP). La photopolymérisation est déclenchée par 

l’application d’une lampe Xénon à 480–520 nm avec une puissance de 75 W/cm2. Le diacrylate 

de poly(éthylène glycol) (PEG-DA) a également été utilisé comme co-macromonomère pour 

améliorer le module élastique et les propriétés de gonflement des hydrogels204.  

Le dernier exemple de formation d’hydrogel à base de HA traité dans cette partie repose 

sur la réticulation enzymatique qui est généralement basée sur une réaction d’oxydation 

catalysée par une enzyme. Les hydrogels obtenus par voie enzymatique attirent de plus en plus 

l’attention des chercheurs car cette méthode est plus écologique, très rapide et peut se réaliser 

dans des conditions physiologiques205. Par contre, les faibles propriétés mécaniques et la 

dégradation rapide de ces hydrogels ont limité leur application. La peroxydase de raifort (HRP), 

qui catalyse le couplage des phénols par oxydation en présence du peroxyde d’hydrogène 

(H2O2), a été utilisée pour former des hydrogels réticulés chimiquement à partir de l’acide 

hyaluronique206. En premier lieu, la tyramine, un composé phénolique, a été greffée sur les 

chaînes de HA par l’utilisation de l’agent activateur EDC en présence du catalyseur HOBt. Les 

hydrogels ont été préparés in vivo par l’injection séparée de deux solutions par seringue : la 1ère 

contenait une solution de HA modifié par la tyramine et de H2O2 et la 2ème contenait l’enzyme, 

la HRP. L’hydrogel est donc formé suite à la dimérisation par oxydation des motifs de tyramine 

greffés sur le HA (Figure A-17).  
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Figure A-17 : Mécanisme de formation in situ d’un hydrogel à partir de HA-Tyr par voie 

enzymatique206 

II.5. Propriétés des hydrogels 

 De nombreux résultats sur les propriétés des hydrogels ont été rapportés dans plusieurs 

travaux montrant des propriétés viscoélastiques, mécaniques et de gonflement uniques et très 

intéressantes. Il est donc important de comprendre comment ces caractéristiques sont décrites 

et évaluées. 

II.5.1. Propriétés structurales 

Pour comprendre les propriétés structurales des hydrogels, différents paramètres doivent 

être tout d’abord définis ainsi que le comportement d’un polymère en solution.  

• ʋ2,s : la part ou la quantité du polymère dans la structure de l’hydrogel à l’état gonflé 

(fraction volumique) 

• ξ : la taille de la maille du réseau (distance entre deux points de réticulation) 

• Mc : masse molaire moyenne entre les nœuds de réticulation 

• C* : concentration critique de recouvrement 

• C** : concentration critique d’enchevêtrement 

Le comportement d’un polymère en solution (Figure A-18) a été décrit notamment par De 

Gennes207. À faible concentration C < C* (régime dilué), les chaînes polymères (pelotes) sont 

distribuées de façon isolées dans tout le volume du solvant. En augmentant la concentration, 

une première transition de viscosité est observée à C= C* (concentration de recouvrement, 

régime semi-dilué non enchevêtré). Les chaînes polymères commencent alors à entrer en 

contact et à se recouvrir. Une seconde transition est ensuite atteinte lorsque les pelotes sont 

entièrement interpénétrées à C=C** (concentration d’enchevêtrement), les chaînes sont 

totalement enchevêtrées.  
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Figure A-18 : Représentation schématique du comportement d’un polymère en solution 

Le comportement des chaînes polymères en solution aqueuse à partir de laquelle les 

hydrogels sont formés, a une grande influence sur la structure du réseau. Dans le cas d’un 

régime dilué (C< C*), une dispersion colloidale se forme et donc, ξ et Mc sont élevées tandis 

que ʋ2,s est très faible. C’est complètement l’inverse au-delà de C* où des hydrogels 

macroscopiques se forment et ξ et Mc diminuent alors que la quantité du polymère dans le gel 

augmente. Par conséquent, il est nécessaire de se déplacer au-delà du régime semi-dilué afin de 

procéder à la gélification pour assurer la formation de l’hydrogel.  

II.5.2. Propriétés mécaniques 

Les propriétés mécaniques d’un hydrogel peuvent varier et être modulées selon 

l’application souhaitée du matériau. Pour certaines applications (agroalimentaire ou 

cosmétique), les industriels cherchent plutôt des hydrogels très flexibles (mous) afin de les 

utiliser comme des épaississants tandis que pour des lentilles de contact, le matériau doit 

posséder de préférence une bonne rigidité. Sur des systèmes percolés, chimiques ou physiques 

à très long temps de relaxation, la mesure du module d’élasticité peut permettre de remonter 

aux dimensions structurelles du gel.  

Flory et al.208 ont essayé de décrire la structure des hydrogels à partir de leurs propriétés 

élastiques, mais l’approche de Peppas et al.209 est généralement utilisée pour analyser la 

structure d’un hydrogel. Elle est définie par : 

𝐺 =  
𝜌𝑅𝑇

𝑀𝑐
 × (1 −

2𝑀𝑐

𝑀𝑛
) × (

𝜗2,𝑠

𝜗2,𝑟
)

1
3

                                 (𝐸𝑞. 𝐴1) 

avec : 

• 𝐺 : module d’élasticité 

• 𝜌 : densité du polymère 

• 𝑅 : Constante universelle des gaz parfaits 

• 𝑇 : Température 
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• Mc : masse molaire moyenne entre les nœuds de réticulation 

• Mn : masse molaire moyenne en nombre du polymère 

• 𝜗2,𝑠 : la part ou la quantité du polymère dans la structure de l’hydrogel à l’état gonflé 

(fraction volumique) 

• 𝜗2,𝑟 : la part ou la quantité du polymère dans la structure de l’hydrogel avant d’être 

gonflé (fraction volumique) 

• 𝛼 =  𝜗2,𝑠
−

1

3 

Le module d’élasticité d’un hydrogel est proportionnel à la densité de réticulation et 

dépend aussi de la nature et de l’énergie des liaisons de réticulation du réseau 3D. Un réseau 

réticulé chimiquement possède un module élastique plus élevé que celui réticulé physiquement 

(l’énergie d’une liaison covalente est supérieure à celle d’une liaison physique). Ce module est 

lié aussi à la composition du matériau en polymère et à la structure de ce dernier. Par exemple, 

dans le cas des IPN, la rigidité d’un hydrogel peut être améliorée par l’augmentation de la 

quantité du polymère le plus rigide. La modification chimique du squelette du polymère 

constituant le réseau, par des groupements rigides comme des noyaux aromatiques ou des 

composés fluorés, amplifie le module élastique et ainsi la rigidité du matériau 3D. L’agent 

réticulant joue également un rôle dans le comportement mécanique de l’hydrogel qui devient 

plus rigide quand on utilise des quantités plus importantes suite à l’augmentation de la densité 

de réticulation210.  Les conditions de gélification peuvent également affecter les propriétés 

mécaniques des hydrogels. L’eau présente le constituant majoritaire de la structure 3D d’un 

hydrogel (jusqu’à 90%) ce qui limite leur résistance mécanique.  

II.5.3. Propriétés de gonflement 

L’autre propriété très importante d’un hydrogel est le gonflement, déterminé comme la 

quantité d’eau retenue dans le réseau 3D. Les propriétés de gonflement de l’hydrogel sont 

influencées par de nombreux facteurs tels que la densité de réticulation, la nature de l’agent 

réticulant, le caractère neutre ou chargé du polymère, la méthode de réticulation, les techniques 

de séchage et d’autres facteurs environnementaux comme le pH, la température et la force 

ionique. Le gonflement est inversement proportionnel à la densité de réticulation et par 

conséquent au module élastique. De ce fait les hydrogels à haute élasticité présentent 

généralement des faibles taux de gonflement et inversement211. Par conséquent, les propriétés 

de gonflement peuvent nous donner une idée sur les propriétés mécaniques et ainsi sur la 
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structure de l’hydrogel et également une idée sur l’évolution de ces dernières en fonction du 

temps. 

A l’équilibre, le taux de gonflement d’un hydrogel (𝑄𝑒𝑞) peut être calculé selon 

l’équation suivante : 

𝑄𝑒𝑞 =
𝑚 − 𝑚0

𝑚0
                    (𝐸𝑞. 𝐴2) 

avec  𝑚 est la masse de l’hydrogel après le gonflement 𝑒𝑡 𝑚0 la masse de l’hydrogel sec avant 

le gonflement.  

De nombreux travaux ont été menés afin de prédire le comportement de gonflement 

d’un hydrogel (propriétés mécaniques, mobilité des chaînes, diffusion de soluté). Mais, à ce 

jour, aucune théorie n’a encore été établie pour cette prédiction. En effet, dans un solvant, un 

réseau de polymère possède un comportement thermodynamique non-idéal. Dans le cas des 

hydrogels neutres, la théorie de Flory-Rehner semble être la plus raisonnable212. Elle est basée 

sur la combinaison des approches d’élasticité et de thermodynamique. A l’équilibre, induisant 

un état physique stable, l’énergie libre de Gibbs est ainsi donnée par l’équation suivante :  

∆𝐺𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = ∆𝐺𝑚é𝑙𝑎𝑛𝑔𝑒 +  ∆𝐺é𝑙𝑎𝑠𝑡𝑖𝑞𝑢𝑒                   (𝐸𝑞. 𝐴3) 

La présence de charge sur les chaînes polymères ou dans le soluté complique l’analyse 

théorique du gonflement et l’équation précédente devient : 

∆𝐺𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = ∆𝐺𝑚é𝑙𝑎𝑛𝑔𝑒 +  ∆𝐺é𝑙𝑎𝑠𝑡𝑖𝑞𝑢𝑒 +  ∆𝐺𝑖𝑜𝑛𝑖𝑞𝑢𝑒                  (𝐸𝑞. 𝐴4) 

∆𝐺𝑚é𝑙𝑎𝑛𝑔𝑒  dépend généralement de l’interaction polymère-solvant. Elle joue un rôle primordial 

dans les propriétés de gonflement de ce matériau.  

Pour résumer,  les excellentes propriétés structurales, mécaniques et de gonflement des 

hydrogels en plus du caractère biocompatible et biodégradable pour ceux obtenus à base de 

polymère naturel, ont permis d’élargir les applications des hydrogels dans plusieurs secteurs.  

II.6. Principales applications des hydrogels 

Les hydrogels connaissent une forte expansion en raison de leurs propriétés spécifiques 

et de leur valeur biomédicale. On les retrouve dans de nombreuses applications comme la 

cicatrisation des plaies213, la séquestration cellulaire214, la réparation du cartilage215, support 3D 

pour la culture cellulaire216,217, rétablissement après blessure au niveau de la colonne 

vertébrale218 et du cœur219 et la réparation dermique après intervention chirurgicale220. Ils sont 

aussi utilisés dans d’autres applications comme bio-impression 3D221, matrices pour 



Chapitre A : Étude bibliographique 

 

60 
 

séquestration et libération de principes actifs comme les médicaments222, les acides 

nucléiques223, les protéines224, les enzymes225, les anticorps226 et les facteurs de croissance227. 

Récemment, le développement des hydrogels a envahi même les échelles micro228 et nano229 

métriques. Ces nouveaux développements attirent l’attention des industriels dans différents 

domaines en particulier biomédical230, pharmaceutique231 et cosmétique232. La figure A-20 

englobe les principales applications des hydrogels.  

 

Figure A-19 : Principales applications des hydrogels 

II.6.1. Culture cellulaire 

Les hydrogels sont de plus en plus étudiés comme des matériaux pour l’ingénierie 

tissulaire233. Depuis plus de 35 ans, ils ont été utilisés en tant que structures support (scaffold) 

pour l’ingénierie et notamment la reconstruction tissulaire234. Ces matériaux peuvent contenir 

des pores suffisamment grands pour accueillir des cellules vivantes. Ils peuvent également 

séquestrer des facteurs de croissances soit pour les libérer suite à la dégradation, ou pour 

« nourrir » les cellules vivantes qui peuvent y pénétrer à travers les pores.  

En tant que matériaux destinés à l’ingénierie tissulaire, les hydrogels présentent un 

avantage significatif par rapport à des alternatives plus hydrophobes comme le PLGA. Cet 

avantage se traduit par la facilité avec laquelle on peut incorporer de façon covalente les ligands 

peptidiques des récepteurs membranaires cellulaires, afin de stimuler l’adhérence, la 

propagation et la croissance des cellules dans la matrice des hydrogels. Toutefois, la faible 
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résistance mécanique de ces derniers cause des difficultés importantes au niveau de la 

manipulation ce qui constitue l’inconvénient majeur de ces matériaux235. Un autre défi à 

surmonter est la stérilisation dont la procédure est un peu compliquée dans le cas des 

hydrogels. Ces inconvénients doivent être surmontés pour que les hydrogels deviennent plus 

pratiques et utiles dans ce domaine passionnant. Ces hydrogels envahis par des cellules 

(cancéreuses ou non) peuvent également être utilisés pour tester l’action de composés 

antitumoraux236. 

Les hydrogels avec une teneur élevée en eau et des propriétés mécaniques semblables à 

celles des tissus, sont donc capables de se combiner avec des cellules pour concevoir des tissus 

variés in vivo et in vitro237,238. La création d’un environnement artificiel bénéfique à la 

croissance des cellules biologiques permettant aussi leur interaction avec leur environnement 

dans les trois dimensions, est une exigence cruciale pour la construction d’une quantité 

suffisante de tissu 3D régénérateur.  

Alge et al. ont rapporté une nouvelle voie de réticulation chimique par « click 

chemistry » entre du PEG-tétrazine et un peptide-dinorbornène pour former des hydrogels 

capables d’encapsuler des cellules pour la culture cellulaire 3D239 (Figure A-20). Ils ont choisi 

de fonctionnaliser le PEG avec des motifs de benzylamine tétrazine vue sa haute réactivité avec 

un norborène via une cinétique très rapide.  

 

Figure A-20 : Synthèse d’un hydrogel destiné à la culture cellulaire 3D par la chimie click239 

 Kaemmerer et al.240 ont synthétisé des hydrogels à base de gélatine modifiée par 

l’anhydride méthacrylique (GelMA) et les ont utilisés comme des modèles à base de sphéroïde 

pour le traitement in vivo et in vitro du cancer de l’ovaire (Figure A-21). La taille des hydrogels, 

les propriétés mécaniques et de diffusion ont été établies en contrôlant les paramètres de 

synthèse et les conditions de modification de la gélatine et de la gélification. De tels matériaux 
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à base de GelMA sont reproductibles, peu coûteux et adaptés pour la culture des cellules 

tumorales en 3D.  

 

Figure A-21 : Préparation d’un hydrogel à base de GelMA240 

II.6.2. Séquestration et libération de principes actifs 

 La structure poreuse des hydrogels fournit une bonne matrice pour le piégeage et la 

protection de principes actifs contre les environnements hostiles. La quantité et la taille des 

pores peuvent être contrôlées en variant la densité et les conditions de la réticulation.  Le taux 

de libération de l’actif, un autre paramètre très important pour cette application, dépend 

principalement du coefficient de diffusion du principe actif séquestré dans le réseau 3D mais 

aussi dans des systèmes adaptatifs, des conditions contrôlées sous l’effet d’un stimulus adapté 

(température, pH,...). La vectorisation est également possible par la présence de molécules 

cibles pour assurer une bonne efficacité. La biocompatibilité et la biodégradabilité peuvent être 

assurées en utilisant des matrices à base de polymères naturels comme les polysaccharides. 

Toutes ces propriétés confèrent aux hydrogels un grand potentiel pour la séquestration et la 

libération de principes actifs.  

Les copolymères triblocs Poly(éthylène oxide)-b-poly(propylène oxide)-b-

poly(éthylène oxide) (PEO-PPO-PEO), connus sous le nom générique de Poloxamer®, ont été 

largement utilisés dans le domaine pharmaceutique177. Paavola et al. ont fabriqué des hydrogel 

injectables à base de méthylcellulose (MC), hydroxypropylméthylcellulose (HPMC), 

carboxyméthylcellulose (CMC), et Poloxamer pour transporter et contrôler la libération de 

lidocaïne (anesthésique local)241. Toutefois, les vitesses de diffusion des molécules actives à 

travers la matrice des hydrogels obtenus à partir de ces Poloxamer® se sont avérées élevées et 
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la durée de libération reste donc limitée. Ces matériaux peuvent être améliorés par une 

réticulation chimique avec d’autres groupements fonctionnels comme l’éthoxysilane ou une 

amine242,243.  

La séquestration des principes actifs peut aussi être envisagée à l’aide d’interactions 

plus fortes avec la matrice de l’hydrogel. Xiong et al. ont ainsi élaboré un hydrogel par chimie 

supramoléculaire capable de se coupler à la doxorubicine (DOX). Tout d’abord, ils ont 

incorporé la DOX au sein d’un polyaldéhyde via une interaction hôte-invité. Cette interaction 

a été établie entre la cyclodextrine préalablement greffée sur le polyaldéhyde et l’adamantane 

préalablement couplée à la doxorubicine. La gélification a été produite par l’ajout de 

carboxyméthylcellulose donnant naissance à un hydrogel contenant la DOX (Figure A-22). La 

libération de ce médicament anticancéreux est déclenchée par un stimulus acide244.  

 

Figure A-22 : Synthèse d’un hydrogel chargé par la doxorubicine244 

II.6.3. Industrie cosmétique 

Le développement du marché et des produits proposés dans l’industrie cosmétique ne 

cesse pas d’augmenter. Dans ce contexte les hydrogels sont de plus en plus utilisés et 

principalement les matrices à base de polysaccharides moins allergènes et issus de ressources 

renouvelables comparés à leurs homologues de synthèse245. Un nombre important de produits 

cosmétiques et de soins se basent actuellement sur cette nouvelle génération d’ingrédients232.  
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Le chitosane et le carboxyméthylhéxanoylchitosane ont été récemment acceptés par le 

« Personal Care Products Council » comme de nouveaux ingrédients cosmétiques selon la 

nomenclature INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients). Bien que certains 

chercheurs aient rapporté que les hydrogels à base de chitosane et de ses dérivés peuvent être 

utilisés comme des systèmes pour des applications cosmétiques246, à nos connaissances aucune 

étude n’a encore démontré que ces hydrogels peuvent être utilisés comme des ingrédients actifs 

dans la formulation des produits cosmétiques.   

Les hydrogels à base de collagène modifié, d’acide hyaluronique ou de 

polyvinylpyrrolidone (Pecogel®) sont utilisés dans la formulation de masques capables 

d’hydrater la peau et leur capacité à rétablir leur élasticité favorise leur action anti-âge247. Une 

large gamme de Pecogel® existe dans le marché avec des différences au niveau de leur 

composition et/ou méthode de réticulation. Ces hydrogels sont aussi adaptés pour les 

formulations cosmétiques de type crème solaire ou mascara.   

Un hydrogel pH-sensible à base de poly(acide méthacrylique-co-méthacrylate 

d’éthylène glycol) (poly(MAA-co-EGMA)) a été développé par Lorenz pour la libération de 

principe actif cosmétique comme l’arbutine, l’adénosine et la niacinamide, molécules efficaces 

dans le traitement des rides et le blanchissement de la peau248. Ces hydrogels modifient leur 

perméabilité en réponse au changement de pH. En effet, à pH = 4, le principe actif est retenu à 

l’intérieur de la matrice tandis qu’au contact de la peau (pH ≥ 6), la perméabilité augmente et 

par conséquent l’actif est libéré. Ce comportement des hydrogels est expliqué par la 

déprotonation des groupements acide carboxylique de MAA.  

Pour conclure ce volet, comparés à d’autres types de matériaux, les hydrogels ont des 

propriétés distinctes et uniques telle qu’une teneur élevée en eau, un comportement de 

gonflement contrôlable, une facilité de construction ainsi qu’une biocompatibilité possible, ce 

qui a suscité l’intérêt des chercheurs pour développer ces matériaux 3D et des industriels pour 

les utiliser dans divers secteurs d’application. De ce fait, actuellement les hydrogels sont 

largement présents dans les produits de tous les jours et leur potentiel n’a pas encore été 

pleinement exploré. Ces matériaux ont déjà prouvé leur efficacité en s’intégrant dans le marché 

des pansements et des lentilles de contact. De nombreux hydrogels destinés à la libération de 

principe actif ou en tant que « scaffolds » pour l’ingénierie tissulaire ont été conçus et même 

brevetés mais il n’y en a qu’une faible quantité mise sur le marché en raison de leurs coûts de 

production élevés. D’autres progrès sont encore nécessaires pour élargir leur champ 

d’application. 
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III. La nature : une source d’inspiration  

 Depuis des décennies et dans le monde entier, la nature a inspiré et inspire tous les 

scientifiques de différents domaines de recherche, allant de la biologie moléculaire à la science 

des matériaux. La façon, dont la vie a été maintenue et a évolué, a poussé les chercheurs à 

étudier les conceptions les plus complexes de la nature et à les utiliser comme source 

d’inspiration pour améliorer constamment notre monde.  

III.1. Biomimétisme  

III.1.1. Définition  

 Selοn Benyus249, le biοmimétisme est le prοcessus qui cοnsiste à s’inspirer de la nature 

pour concevoir des systèmes innovants. C’est devenu une façοn de penser de plus en plus 

cοurante. Comment les matériaux sont-ils élaborés par la nature ? Comment la nature utilise-t-

elle le caractère amphiphile des molécules ? Cοmment la nature prοtège-t-elle certaines 

mοlécules des autres dans le même système et envirοnnement ? Cοmment la nature n’active-t-

elle les enzymes qu’en cas de besοin ? Cοmprendre cοmment la nature fait si bien les chοses 

avec tοujοurs plus d’imaginatiοn que nοus, cοmme le disait Feynman (prix de Nοbel de 

physique 1965). Les répοnses à tοutes ces questiοns sοnt sοuvent le pοint de départ pοur 

élabοrer des stratégies innοvantes et de nοuveaux matériaux et prοduits.  

 Pοur accéder à la définitiοn exacte du biοmimétisme, il faut tοut d’abοrd cοnnaitre 

l’évοlutiοn de la définitiοn des termes et des principes reliés à la biο-inspiratiοn. 

Le dictiοnnaire anglais d’Οxfοrd attribue la première utilisatiοn de l’adjectif 

« biοmimétique » dans la revue Science (vοlume 132) publiée en décembre 1960. Deux articles 

publiés avec un intervalle de deux mois, prοpοsent chacun une nοuvelle cοnventiοn de 

nοminatiοn pοur les dispοsitifs qui imitent des fοnctiοns biοlοgiques. L’auteur du premier 

article revendique l’utilisatiοn du suffixe « mime » pοur de tels dispοsitifs250 dοnnant naissance 

au terme « biοmimétique » qui n’apparaissait dans aucun des articles référencés.  

 Ce n’est finalement qu’en 1974 que le terme « biοmimétique » a été défini pοur la 

première fοis dans le dictiοnnaire de Merriam-Webster cοmme étant « l’étude de la fοrmatiοn, 

de la structure οu de la fοnctiοn des substances et de matériaux biοlοgiquement prοduits cοmme 

les enzymes οu la sοie, et de prοcédés et de mécanismes biοlοgiques par exemple la 

phοtοsynthèse οu la synthèse prοtéique dans le but de synthétiser des prοduits similaires par 

des mécanismes artificiels qui imitent ceux prοvenant de la nature ». Cette définitiοn met 
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l’accent sur les prοcessus et la synthèse assοciés d’avantage à la chimie qu’aux autres sciences 

et à une échelle limitée. 

 L’inventiοn d’un terme similaire « biοnique » a été introduite également en 1960 par 

Steele pendant une cοnférence251 . Ce dernier n’a pas précisé la définitiοn du terme mais il a 

interprété le sujet des défis pοtentiels que la recherche en biοmimétique pοurrait rencοntrer252. 

Le mοt « biοnique » est apparu dans le dictiοnnaire Merriam-Webster en 1960 en tant que la 

science cοncernée par l’applicatiοn des dοnnées à prοpοs du fοnctiοnnement des systèmes 

biοlοgiques pοur trοuver des sοlutiοns aux prοblèmes d’ingénierie. 

 Les premières définitiοns des deux termes « biοmimétique » et « biοnique » οnt mis 

l’accent sur le dévelοppement de prοduits par une cοοpératiοn interdisciplinaire entre 

l’ingénierie, la biοlοgie et les mathématiques. Par cοntre, ils n’οnt pas pris en cοmpte le terme 

de durabilité et de prοduits verts. Ce n’est que beaucοup plus tard que ces critères sοnt intrοduits 

dans les principes de la « biοnique ». Ils étaient cοnsidérés cοmme des principes cοmmuns aux 

systèmes biοlοgiques253. Si, au début de sοn apparitiοn, le terme « biοnique » n’était pas 

particulièrement lié au cοntexte de la rοbοtique et de l’intelligence artificielle, il a certainement 

adοpté cette cοnnοtatiοn dans les pays anglοphοnes lοrs de l’apparitiοn du rοman de Martin 

Caidin intitulé « Cybοrgen » en 1972 qui a été adapté en 1974 en série télévisée « The Six 

Milliοn Dοllar Man ». De ce fait, le terme « biοnique » est devenu lié à la cοnceptiοn d’une οu 

des parties d’un cοrps artificiel typiquement électrοmécanique. La cοmmunauté scientifique 

des pays anglοphοnes a largement abandοnné ce terme puisqu’il impliquait une fοrce 

surnaturelle mais il reste encοre utilisé dans la médecine, la rοbοtique et l’intelligence dans les 

pays germanοphοnes251. 

 L’utilisatiοn du mοt « biοmimétisme » s’est réellement imposée à partir des années 1990 

et même s’il était utilisé auparavant, sοn sens était encore flοu. Ce terme a été ensuite pοpularisé 

par Benyus en 1997 dans sοn livre « Biοmimicry : innοvatiοn inspired by nature » et qui l’a 

défini cοmme étant une nοuvelle science qui étudie les mοdèles de la nature puis imite οu 

s’inspire de ces cοnceptiοns et prοcessus pοur résοudre les prοblème de l’humanité dοnt 

l’οbjectif principal est la durabilité254. Au fur et à mesure du temps, d’autres définitiοns sοnt 

apparues cοmme celle d’Ataide qui a référé le « biοmimétisme » à la discipline d’applicatiοn 

des principes de la nature pοur résοudre les prοblèmes de l’humanité254. Une autre définitiοn a 

été mise au pοint par Nieuwenhuis & Lammgard cοnsidérant le « biοmimétisme » cοmme la 

tentative d’imiter les prοcessus naturels dans les envirοnnements créés par l’hοmme255. En 

France, entre 2014 et 2015, le ministère de l’Ecοlοgie, du Dévelοppement durable et de 
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l’Energie (MEDDE) a prοpοsé deux définitiοns de ce terme. La première est basée sur le fait 

d’οbserver et de reprοduire artificiellement des prοpriétés essentielles d’un οu plusieurs 

systèmes biοlοgiques pοur mettre au pοint des prοcédés et des οrganisatiοns permettant un 

dévelοppement durable des sοciétés à un faible cοût écοnοmique et envirοnnemental. Tandis 

que la deuxième définitiοn est apparue dans la Stratégie Natiοnale de Transitiοn Ecοlοgique 

vers un Dévelοppement Durable (SNTEDD) 2015-2020 qui l’a interprétée cοmme une 

démarche cοnsistant à aller chercher nοtre inspiratiοn, pοur une innοvatiοn durable, dans la 

nature.  

Tοutes ces définitiοns οnt rendu leur cοmpréhensiοn plus cοmpliquée au sein de la 

communauté scientifique. Pοur résοudre ce prοblème, le Cοmité Technique ISΟ 266 a clarifié 

la définitiοn de tοus les termes par la nοrmalisatiοn de la biοmimétique et ses dérivés. Les 

définitiοns actuelles sοnt dοnc : 

• « Biοnique » : Discipline technique qui cherche à reprοduire, améliοrer οu remplacer 

des fοnctiοns biοlοgiques par leurs équivalents électrοniques et/οu mécaniques. 

• « Biοmimétique » : Cοοpératiοn interdisciplinaire de la biοlοgie et de la technοlοgie οu 

d'autres dοmaines d'innοvatiοn dans le but de résοudre des prοblèmes pratiques par le 

biais de l'analyse fοnctiοnnelle des systèmes biοlοgiques, de leur abstractiοn en 

mοdèles, ainsi que le transfert et l'applicatiοn de ces mοdèles à la sοlutiοn. 

• « Biοmimétisme » : Philοsοphie et apprοches cοnceptuelles interdisciplinaires prenant 

pοur mοdèle la nature afin de relever les défis du dévelοppement durable. 

III.1.2. Exemples de systèmes biοmimétiques  

Dans les sciences, les premiers travaux sοnt apparus en 1882 par Metchnikοff (prix 

Nοbel de physiοlοgie οu médecine 1908) qui a décοuvert l’immunité. Cette décοuverte a été 

inspirée du mécanisme de défense des larves d’étοiles de mer à partir duquel il a intrοduit la 

phagοcytοse cοmme la défense autο-immune d’un οrgane. En se basant sur ces travaux, les 

biοlοgistes marins Pοrtier & Charles Richet (prix Nοbel de physiοlοgie οu médecine 1913) οnt 

décοuvert l’anaphylaxie (réactiοn allergique exacerbée) suite à leurs travaux sur les venins 

sécrétés par les filaments des méduses physalies οcéaniques. Ensuite, le biοchimiste allemand 

Οttο vοn Warburg (prix de Nοbel de physiοlοgie οu médecine 1931), inspiré par les οursins a 

mis au pοint le mécanisme qui empêche plusieurs spermatοzοïdes de pénétrer le même οvule. 

Puis, οn trοuve les études de Hοdgkin & Huxley (prix Nοbel de physiοlοgie οu médecine 1963) 

sur des encοrnets qui leur οnt permis de définir le mécanisme de transmissiοn des influx 
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nerveux. Le secret de la mémοire à lοng terme des Aplysies et la  Cycline B (prοtéine principale 

impliquées dans la régulatiοn du cycle cellulaire) οnt été décοuverts respectivement par Kandel 

(prix Nοbel de physiοlοgie οu médecine 2000) et Hunt et al. (prix Nοbel de physiοlοgie οu 

médecine 2001). Shimοmura (prix Nοbel de physiοlοgie οu médecine 2008) a déchiffré la 

prοtéine fluοrescente verte (GFP) à partir d'une méduse Aequοrea Victοria. Par l’étude d'un 

prοtοzοaire cilié appelé Tetrahymena, Blackburn, Greider & Szvοstak (prix Nοbel 2009) οnt pu 

définir le mécanisme de réplicatiοn des chrοmοsοmes ‘primοrdial’ dans le traitement du cancer 

et du vieillissement.  

En ce qui concerne les hydrogels, cette imitation n’est pas aussi facile qu’il n’y paraît 

car il existe des différences fondamentales dans la façon dont les systèmes naturels sont formés 

et les procédés d’élaboration de systèmes synthétiques surtout dans le domaine de la chimie256. 

Dans la nature, l’évolution se produit au niveau moléculaire pour augmenter l’efficacité et 

répondre aux besoins biologiques. Les systèmes synthétiques se basent quant à eux plutôt sur 

une approche macroscopique. L’approche « top-down » n’est pas capable de produire 

exactement le même objet que l’approche « bottom-up ». Pour cette raison, imiter les systèmes 

naturels semble produire des objets qui peuvent ressembler à ces systèmes mais ils ne peuvent 

pas acquérir les mêmes fonctions. 

 L’une des propriétés primordiales que les hydrogels doivent posséder pour imiter les 

systèmes naturels est la vitesse de réponse. On retrouve ces propriétés dans le comportement 

des plantes sensibles (par exemple Minosa pudicia), des cellules non musculaires, des moteurs 

flagellaires bactériens et des systèmes contractiles musculaires257. Ils ont évolué de façon 

remarquable depuis des milliers d’années. De ce fait, pour les imiter, il faut souvent les 

déconstruire pour mieux les comprendre et par conséquent faciliter leur conception256. 

III.2. Exemples de dérivés naturels greffés sur des 

polysaccharides 

 Les plantes dominent quasiment tous les environnements terrestres avec une incroyable 

diversité écologique, structurelle et chimique. Elles ont également la capacité de s’adapter aux 

changements environnementaux et climatiques et d’affronter de nouveaux stress. Elles ont ainsi 

pu résister aux dommages causés par les attaques bactériennes ou fongiques, la lumière UV, la 

sècheresse, la perte d’un support structurel ou encore les fluctuations importantes et extrêmes 

de la température258. Cette résistance et cette adaptation sont dues principalement à l’évolution 

de nouveaux mécanismes de protection spécialisés à partir du métabolite259. Au lieu d’éviter les 

contraintes environnementales par la mobilité, les plantes s’adaptent en construisant des 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_cellulaire
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barrières physiques et en produisant des composés spécifiques et actifs pour faire face aux 

environnements hostiles260. Parmi ces produits, on trouve les composés phénoliques et les 

acides gras insaturés.  

III.2.1. Les composés phénoliques 

Les polyphénols constituent un groupe très large de métabolites secondaires présents 

dans toutes les plantes et représentent les substances phyto-chimiques les plus attractives en 

raison de leur utilisation potentielle en tant qu’additifs dans l’industrie alimentaire, cosmétique, 

et la médecine. Actuellement, l’intérêt des chercheurs et des industriels est de les récupérer à 

partir de la flore sauvage, des plantes cultivées et des déchets de l’agriculture et de l’industrie 

alimentaire. Les composés phénoliques sont considérés comme les constituants les plus 

abondants des plantes. Les principales sources de ces composés sont les fruits et légumes, les 

grains, les céréales, les baies, les boissons (vin, thé et jus), les olives et les plantes aromatiques. 

Au cours de ces dernières années, de nombreuses études ont porté une attention particulière à 

la présence de ces composés dans le bois et les déchets agricoles et industriels261,262.  

 Les composés phénoliques sont donc l’un des groupes de composés aromatiques les plus 

nombreux et les plus largement distribués dans le règne végétal avec plus de 8000 structures 

phénoliques actuellement connus dont les flavonoïdes présentent plus de 4000263. En général, 

ces composés sont présents sous forme d’ester ou de glycoside conjugué à d’autres composés 

comme les alcools, les acides gras hydroxylés, les stérols et les glucosides. D’un point de vue 

chimique, les polyphénols sont des composés naturels à structure aromatique contenant un ou 

plusieurs cycles aromatiques avec un ou sans voisinage d’un hétérocycle et qui contiennent des 

groupements fonctionnels comme les hydroxyle, carboxyle, méthoxy et carbonyle. Selon leur 

fonction biologique, les composés phénoliques peuvent être partagés en deux classes ; les 

flavonoïdes et les non-flavonoïdes.  

III.2.1.1. Les flavonoïdes 

 Les flavonoïdes, présents principalement sous forme de glycosides, sont une classe de 

composés phénoliques qui, avec les caroténoïdes et la chlorophylle, sont responsables de la 

couleur de nombreuses espèces de fleurs et de fruits264. Les flavonoïdes possèdent plusieurs 

propriétés biologiques y compris des activités antibactériennes, anti-inflammatoires, 

antiallergiques et antithrombiques265. Le terme flavonoïde est attribué aux composés 

polyphénoliques de structure générale C6-C3-C6 dans laquelle deux cycles aromatiques (A et B) 

sont liés par un pyrane (C) (Figure A-23). 
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Figure A-23 : Structure chimique de base d’un flavonoïde 

Selon l’état d’oxydation du noyau central, les flavonoïdes sont divisés en six sous-

groupes : flavones, flavonols, flavanols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines (Figure A-

24)266. Ces sous-groupes se distinguent également par le nombre, la position et la nature des 

substituants des cycles aromatiques. 

Vues leurs structures chimiques hydrophobes et leurs propriétés biologiques 

intéressantes, les flavonoïdes ont été largement utilisés pour les modifications hydrophobes des 

polysaccharides. De nombreuses études ont été menées sur leur greffage à travers différentes 

voies de modification (Voir A-I.2.1 et A-I.3.1). Pour plus de détails, la revue de Liu et al. 

regroupe les principales modifications des polysaccharides par des flavonoïdes267.  

 

Figure A-24 : Structures chimiques des six sous-groupes des flavonoïdes 
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III.2.1.2. Les composés phénoliques non-flavonoïdes  

 Ils  peuvent être classées selon leur structure chimique avec les groupes suivants : les 

lignanes, les stilbènes et les acides phénoliques268.   

Les lignanes constituent un groupe de composés phénoliques naturels avec des 

squelettes carbonés dérivés de deux unités phénylpropane reliées par au moins une liaison 

carbone-carbone entre les deux β-carbones centraux des chaînes C3 (lignanes) ou par d’autres 

liaisons que β-β’-carbone-carbone (Figure A-25). Dans les deux cas de liaison, les composés 

obtenus sont appelés néolignanes269. Dans la nature, les lignanes sont présents sous forme 

d’aglycones tandis que leurs glycosides ne sont présents qu’en petites quantités261.  

 

Figure A-25 : Structure chimique de la lignane 

Les stilbènes sont une autre classe de composés phénoliques non-flavonoïdes avec le 

1,2-diphényléthylène comme structure de base. Le resvératrol (Figure A-26) est le principal 

composé de cette classe. Il peut exister sous forme de deux stéréo-isomères de configuration 

cis ou trans270. Le resvératrol se trouve dans des petits fruits comme le raisin, le bleuet ou encore 

l’arachide271. L’intérêt pour ce composé vient de la possibilité de son utilisation dans le 

traitement des maladies cardiovasculaires, dans la protection des neurones et aussi dans la lutte 

contre les déficiences motrices qui conduisent aux problèmes de mobilité des personnes 

âgées272.  

 

Figure A-26 : Structure chimique du resvératrol 
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 La dernière classe des composés phénoliques non-flavonoïdes regroupent les acides 

phénoliques. Ils sont caractérisés par la présence d’une fonction acide carboxylique et d’un 

noyau aromatique substitué par un ou plusieurs fonctions hydroxyle. Les acides phénoliques 

sont les polyphénols les plus abondants dans les aliments (≈30%) et se trouvent sous différentes 

formes dans les plantes y compris les aglycones (acides phénoliques libres), les esters, les 

glycosides et/ou les complexes liés273. Selon la position du groupe hydroxyle, les acides 

phénoliques peuvent être divisés en deux principaux groupes : les acides hydroxybenzoïques 

(C1-C6) et les acides hydroxycinnamiques (C3-C6) (Figure A-27)263.  

Les acides hydroxybenzoïques les plus courants sont les acides gallique, vanillique et 

syringique. Parmi les acides hydroxcynammiques, les acides caféique et férulique sont les 

composés les plus abondants dans les aliments. L’acide caféique se trouve principalement sous 

forme d’ester (acide chlorogénique) et il est largement obtenu à partir du café, des fruits et des 

légumes274.  

 

Figure A-27 : Structures des principaux acides phénoliques  

L’acide férulique (FA) (acide 3-méthoxy-4-hydroxycinnamique) est le composé phénolique 

le plus abondant des acides hydroxycinnamiques contenus dans les parois cellulaires végétales 

des céréales et représente près de 95% des acides phénoliques présents dans le son de blé, les 

céréales et le maïs275. Il est couplé par un lien ester aux polysaccharides de la paroi cellulaire, 

principalement les arabinoxylanes, polysaccharides les plus abondants276 (Figure A-28). 

Plusieurs études ont montré des propriétés et des rôles très intéressants de FA. Il possède une 

large palette d’activités notamment des activités antioxydantes, antiallergiques, 

antimicrobiennes, biocompatibles, anti-inflammatoires, antivirales, antithrombiques, 

antidiabétiques, anticancéreuses, anti-hépatotoxiques et photoprotectrices277. Par conséquent, 

on le trouve dans de nombreuses applications dans divers secteurs277. En plus de ces propriétés, 
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ce composé phénolique a la capacité de dimériser par oxydation en présence de laccase278,279, 

une enzyme largement distribuée dans les plantes, les champignons, les bactéries et les insectes 

et qui forme avec ses homologues la famille des oxydases multi-cuivrés.   

 

Figure A-28 : Acide férulique lié à l’arabinoxylane du son de blé280 

Selon les travaux de Carunchio et al., suite à l’oxydation par la laccase, trois différents 

radicaux de FA (MO, M5 et Mβ) peuvent se former ce qui induit la possibilité de production de 

cinq différentes formes de dimères (M5-M5, M5-MO, M5-Mβ, Mβ-Mβ, MO-Mβ) sans tenir compte 

du dimère MO-MO qui peut se former suite à la liaison O-O vue l’instabilité des peroxydes de 

diaryle279 (Figure A-29). Adelakun et al. ont également étudié les différentes formes possibles 

de dimères de FA et ont démontré que les formes M5-Mβ et Mβ-Mβ sont les plus 

prédominantes278. 
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Figure A-29 : a) Structure des trois formes possibles de radicaux d’acide férulique279. b) Les cinq 

formes possibles de dimères d’acide férulique279 

Les dimères de FA ont été observés dans les grains et la paroi cellulaire des plantes dont le 

rôle est de réticuler par liaison covalente les chaînes arabinoxylane et éventuellement les 

arabinoxylane et lignine pour renforcer la structure de ces espèces. Ces nœuds de réticulation 

permettent également l’élaboration d’hydrogels capables de retenir l’eau autour des graines, 

nécessaire à la croissance des plantes (Figure A-30).   

 



Chapitre A : Étude bibliographique 

 

75 
 

 

Figure A-30 : Structure de l’hémicellulose de la paroi cellulaire de l’herbe montrant la réticulation des 

arabinoxylanes par les dimères d’acide férulique représentés en couleur rouge281 

L’acide férulique a fait l’objet de plusieurs modifications chimiques de polysaccharides afin 

d’améliorer les propriétés biologiques de ces derniers et surtout leurs activités antioxydantes. 

Les premiers travaux de greffage de FA ont été réalisés sur la cellulose afin d’améliorer son 

hydrosolubilité (en réduisant la cristallinité de ce polysaccharide) et son activité antioxydante. 

La réaction de modification est basée sur la création de lien ester entre l’acide carboxylique de 

l’acide férulique et les fonctions hydroxyle de la cellulose282. Deux différentes méthodes ont 

été testées. La 1ère a été faite dans un milieu homogène DMAc/LiCl à 80°C pendant 30 min et 

a abouti à un DS de 56%. La 2ème méthode a été réalisée dans un milieu hétérogène l’éther 

diéthylique anhydre en utilisant le chlorure de thionyle et la pyridine à 0°C pendant 1h et le DS 

obtenu était de 68%. La 1ère méthode a été également utilisée par Cassano et al. afin de greffer 

l’acide férulique sur un hydrogel de dextrane et ils ont obtenu un DS de 0,4%36. L’amélioration 

de l’hydrosolubilité et des propriétés antioxydantes du chitosane a été aussi visée par Woranuch 

et al. par le greffage de FA détaillé précédemment (Voir A-I.2.3.1)123. L’acide férulique a été 

aussi greffé sur l’acide hyaluronique en utilisant l’agent de couplage bisimidazole dans le 

formamide. Différents DS ont été obtenus allant de 3 à 17%. Une diminution notable de la 

solubilité des dérivés HA-FA dans NaCl 0,2M a été observée et une insolubilité totale a été 

détectée à partir d’un DS de 15%283. Cette chimie d’imidazole a été utilisée également dans 

d’autres travaux plus récents dans le but de modifier l’amidon par l’acide férulique mais cette 

fois en utilisant le CDI comme agent de couplage. La synthèse repose sur la création de lien 

ester entre les fonctions OH du polysaccharide et la fonction acide du composé phénolique. La 
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réaction s’est déroulée dans le DMSO anhydre sous diazote et à une température de 60°C 

pendant 16h et les DS obtenus varient entre  13 et 35%28. Récemment, Yang et al. ont réussi à 

greffer l’acide férulique sur le chitosane dans un milieu aqueux en utilisant la laccase de 

Bacillus vallismortis fmb-103 (fmb-rL103)284. Après plusieurs tests, les conditions optimales 

de la réaction étaient : un pH= 6.5, temps de réaction 1h, température 60°C et une concentration 

de laccase de 3U/mL. Ces conditions ont permis l’obtention d’un DS de 19,2 et 22 ,5 % pour 

deux chitosanes de forte masse molaire 1,5×105 et 4×105 g/mol respectivement. 

L’origine naturelle de l’acide férulique, son abondance, ses applications potentielles, la 

possibilité de le greffer sur des polysaccharides et sa capacité à dimériser par la laccase nous 

ont inspiré pour trouver une idée originale et innovatrice pour élaborer des hydrogels à 

propriétés contrôlées.  

III.2.2. Les acides gras 

 Les principaux constituants des huiles végétales sont les triglycérides qui sont obtenus 

à partir de l’estérification du glycérol. Leurs structures sont composées de trois acides gras. Ces 

acides représentent 95% de la masse totale des triglycérides et sont très abondants dans les 

aliments285. Chaque huile végétale contient différents triglycérides avec différentes chaînes 

d’acide gras. Les acides gras (AG) et ses esters méthyliques peuvent être récupérés et purifiés 

de l’huile végétale respectivement par saponification et transestérification au méthanol. Les 

acides gras présentent un nombre de carbone variable de 4 à 36 carbones saturés, mono ou 

polyinsaturés appelés alors ‘oméga-x’ avec x le nombre d’insaturations pouvant aller jusqu’à 

6. La composition des huiles végétales en acide gras varie en fonction de la plante, de la culture, 

de la saison, des conditions de croissance, de l’année et de l’emplacement des cultures. Le 

Tableau A-5 regroupe les compositions en acide gras des huiles végétales les plus courantes.  

Tableau A-5 : Composition en acide gras des principales huiles végétales 

 Cn :xa 

Huile végétale 14 :0 16 :0 16 :1 18 :0 18 :1 18 :2 18 :3 20 :0 20 :1 

Colza 0,1 4,1 0.3 1,8 60,9 21 8,8 0,7 1 

Maïs 0,1 10,9 0.2 2 25,4 59,6 1,2 0,4 0 

Lin 0 5,5 0 3,5 19,1 15.3 56,6 0 0 

Olive 0 13,7 1.2 2,5 71,1 10 0,6 0,9 0 

Palme 1 44,4 0.2 4,1 39,3 10 0,4 0,3 0 
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Soja 0,1 11 0.1 4 23,4 53,2 7,8 0,3 0 

Tournesol 0 6,1 0 3,9 42,6 46,4 1 0 0 

Ricin 0 0,8-

1,1 

0 0,7-1 2,2-

3,3 

4,1-

4,7 

0,5-

0,7 

0 0 

a Cn :x avec Cn le nombre de carbone et x le nombre d’insaturation 

Parmi les acides gras saturés (AGS), l’acide palmitique (C16 :0) et l’acide stéarique 

(C18 :0) sont les plus connus (Figure A-31-a). Les acides gras insaturés (AGI) produits 

naturellement ont une configuration trans et se trouvent généralement dans les produits laitiers 

et les viandes ainsi que dans les huiles végétales. Une consommation élevée d’AGI trans 

augmente les taux de lipoprotéines à basse densité (LDL) et réduit la concentration de 

lipoprotéines à haute densité (HDL)286. Les acides gras insaturés les plus connus sont l’acide 

oléique (C18 :1), linoléique (C18 :2) et linolénique (C18 :3) (Figure A-31-b). 

 

Figure A-31 : Structures des acides gras les plus répandus : a) saturés. b) insaturés 

Les acides gras sont généralement classés en fonction de n dont dépendent leurs 

propriétés physiques en particulier leur solubilité dans l’eau. Jusqu’à n < 12, les AG ont des 

chaînes aliphatiques courtes et sont donc généralement solubles dans l’eau et si n ≥ 12 ils 

perdent leur hydrosolubilité. Comme toutes les molécules amphiphiles dans les solvants 

polaires, les acides gras ont des propriétés tensioactives et émulsifiantes. Les AG sont solubles 

dans la plupart des solvants organiques comme l’éthanol et le DMSO. Ils possèdent plusieurs 

fonctions biologiques qui peuvent être classées en quatre grands groupes : stockage, structure, 

signalisation et transport. La majorité des organismes les utilisent pour stocker de l’énergie sous 

forme d’huiles (pour les plantes et poissons) et sous forme de graisses (dans le cas des 

mammifères) car ils peuvent libérer plus d’énergie que les sucres lors de leur oxydation. L’une 

des fonctions structurelles les plus importantes des acides gras est leur présence sous formes de 

phospholipides et de stérols dans la membrane biologique formant une couche bi-lipidique qui 
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agit comme une barrière aux molécules et ions polaires. Les AG peuvent aussi jouer le rôle de 

cofacteurs d’enzymes, d’émulsifiants, d’hormones et de messagers intracellulaires. Ils jouent 

un rôle actif dans le trafic métabolique. Les AG peuvent également réagir comme molécules 

capables d’absorber la lumière visible286.  

Dans la littérature, de nombreuses études ont été menées dont le but était la modification 

hydrophobe des polysaccharides par ces acides gras afin d’obtenir des dérivés amphiphiles. 

Parmi ces études, on peut citer celle d’Huerta-Angeles et al. qui ont couplé l’acide hyaluronique 

avec l’acide linolénique (C18 :3) par la méthode des anhydrides mixtes de benzoyle dans des 

conditions douces287. Ils ont utilisé un mélange de solvant eau/isopropanol (0,7/0,3, v/v) et le 

couple DMAP/ETA comme agent de couplage pendant 2h à 25°C. Avec ces conditions 

opératoires, ils ont obtenu des DS allant de 8,5 à 10,7 %. La séquestration de médicaments 

hydrophobes par les dérivés obtenus a été démontrée. Wang et al. ont également utilisé les 

acides gras de l’huile de soja afin de modifier la cellulose (Voir II.2.1)19. Les acides 

linoléique124, oléique121 et stérique125 ont été aussi greffés sur le chitosane avec la même 

méthode. Dans les trois cas, les auteurs ont solubilisé le chitosane dans une solution aqueuse 

d’acide acétique (1% v/v) en présence d’un agent activateur EDC et de l’acide gras solubilisé 

préalablement dans l’éthanol ou le méthanol. Tous les dérivés obtenus possédaient des 

propriétés auto-associatives très intéressantes.  

Les acides gras insaturés possèdent donc des propriétés importantes, des fonctions 

biologiques primordiales et contiennent dans leur structure des doubles liaisons qui peuvent 

être exploités comme des fonctions réactives pour la réticulation. Afin d’explorer une deuxième 

voie de réticulation ‘verte’, nous étudierons dans ce travail le greffage d’acide gras insaturés 

sur des polysaccharides modèles et d’intérêt et l’élaboration d’hydrogels.  

Conclusion 

Ce chapitre a débuté par une présentation générale des polysaccharides qui ont été 

classifiés par la suite en deux groupes selon la présence ou non de charges sur leur squelette. 

Les principaux polysaccharides neutres et chargés ont été ainsi explorés en mettant en avant les 

polysaccharides sélectionnés pour notre étude (le pullulane, le carboxyméthylpullulane et 

l’acide hyaluronique). Les principales modifications chimiques des polysaccharides neutres et 

chargés par des molécules hydrophobes ont été détaillées avec les différentes stratégies, les 

conditions opératoires et les agents de couplage utilisés selon la nature des fonctions réactives 
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présentes sur la molécule hydrophobe et le polysaccharide. Nous avons également reporté le 

comportement auto-associatif de ces systèmes.  

Ensuite, dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés aux hydrogels physiques 

et chimiques en exposant les différentes voies possibles de leur formation en accordant une 

attention particulière aux hydrogels à base de pullulane, de son dérivé CMP et de l’acide 

hyaluronique. Les propriétés uniques de structure, mécanique et de gonflement des hydrogels 

ont été aussi présentées prouvant le grand intérêt des chercheurs et des industriels. Cette partie 

s’est conclue par la présentation des principales applications des hydrogels dans les différents 

domaines allant de l’ingénierie tissulaire jusqu’au secteur cosmétique.  

Pour finir, la nature, qui n’arrête pas de nous fasciner et de nous inspirer, a été explorée 

en définissant tout d’abord le biomimétisme. Des exemples de systèmes biomimétiques dans 

différents domaines des sciences de la médecine et de la physiologie et des hydrogels ont été 

présentés. La nature est également une source de molécules aux propriétés et fonctions 

biologiques notables parmi lesquels nous avons cité les composés phénoliques et les acides gras 

auxquels appartiennent respectivement l’acide férulique et les acides gras insaturés. La 

localisation, la structure et les propriétés de ces deux molécules ou famille de molécules ont été 

évoquées notamment leurs activités et fonctions biologiques intéressantes dont nous nous 

sommes inspirés pour nos travaux de recherche. 

En se basant sur cette étude bibliographique, nous avons décidé d’élaborer des hydrogels 

chimiques par deux méthodes. La première, biomimétique, consistera à greffer l’acide férulique 

sur deux polysaccharides modèles neutre et anionique respectivement le pullulane et le 

carboxyméthylpullulane (CMP). La réticulation des dérivés greffés sera assurée par la laccase, 

enzyme qui a la capacité de dimériser par oxydation les motifs d’acide férulique pour assurer 

des points de réticulation. Cette stratégie sera transférée ensuite à un polysaccharide d’intérêt, 

l’acide hyaluronique. La deuxième méthode consistera à greffer des acides gras insaturés sur le 

CMP et l’acide hyaluronique. La formation des hydrogels sera assurée cette fois par la 

photoréticulation des doubles liaisons des AGI présents sur le squelette modifié du 

polysaccharide.    
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C 
Introduction 

e chapitre Matériels et Méthode est composé de 5 parties. La première partie 

regroupe les différentes méthodes utilisées pour la mise en évidence et la 

quantification des différentes réactions de greffage. La seconde rassemble les 

techniques employées pour déterminer les caractéristiques et propriétés physico-chimiques des 

polysaccharides précurseurs et modifiés chimiquement. La troisième partie est consacrée à 

l’élaboration des hydrogels ainsi qu’aux techniques permettant leurs caractérisations. La 

quatrième partie concerne les tests réalisés pour évaluer les activités biologiques des 

polysaccharides précurseurs et de leurs dérivés greffés. La dernière partie présente les 

polysaccharides précurseurs et les différents composés chimiques utilisés lors de notre étude. 

I. Méthodes de caractérisation du greffage chimique 

I.1. Spectroscopie Infra-Rouge (IR) 

- Principe 

La spectroscopie Infrarouge est basée sur l’interaction entre la matière et le rayonnement 

dans la partie infra-rouge du spectre électromagnétique. En spectroscopie IR, l’énergie de 

transition est souvent exprimée en termes de nombre d’ondes ʋ (cm-1) car elle est directement 

proportionnelle à l’énergie E(J)= 1,986×10-23×ʋ. Le domaine de l’IR peut être divisé en trois 

régions : l’IR lointain (FIR) ʋ entre 10 et 200 cm-1 (λ entre 10-3 et 5×10-5 m), l’IR moyen (MIR) 

ʋ entre 200 et 4000 cm-1 (λ entre 5×10-5 et 1.4×10-6 m) et l’IR proche (NIR) ʋ entre 4000 et  

12 800 cm-1 (λ entre 1,4×10-6 et 7,8×10-7 m). L’IR moyen est la région utilisée pour l’étude des 

vibrations fondamentales. 

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) repose sur l’utilisation des 

mesures dans le domaine temporel du rayonnement électromagnétique pour mesurer la 

cohérence temporelle de la lumière (Figure B-1). Après avoir traversé l’échantillon, 

l’interférogramme est mesuré. La transformée de Fourier mathématique est ensuite exécutée 

sur cet interférogramme donnant un spectre identique à celui de la spectroscopie IR classique 

(dispersive). La mesure d’un spectre est plus rapide avec la technique FTIR car l’information 

est recueillie simultanément à toutes les fréquences permettant la collecte de plusieurs scans et 

d’en faire la moyenne ce qui entraine une amélioration de la sensibilité.  
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Figure B-1 : Principe de fonctionnement de la spectroscopie FTIR 

- Appareillage 

L’analyse IR a été réalisée directement sur la forme solide des produits grâce au 

spectrophotomètre Nicolet IS50 FT-IR (Thermo Scientific, USA) lié au logiciel OMNIC qui 

nous a servi par la suite pour le traitement des résultats obtenus. L’acquisition des spectres a 

été effectuée sur une plage de longueur d’ondes entre 600 et 4000 cm-1 avec l’accumulation de 

128 scans et une résolution de 4 cm-1.  

I.2. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire 

(RMN) 

- Principe 

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire permet de déterminer les structures 

moléculaires en se basant sur la rotation des noyaux atomiques appelée spin nucléaire (I). Tout 

comme les électrons qui ont un spin I= + ½ ou I= – ½, certains noyaux atomiques possèdent 

également des spins chargés capables de créer un champ magnétique appelé moment 

magnétique ce qui permet de les étudier par RMN. Les noyaux avec des nombres pairs de 

neutrons et de protons n’ont aucun spin tandis que ceux avec des nombres impairs de neutrons 

et de protons ont des spins entiers. Le 1H (1 proton, 0 neutron) et le 13C (6 protons et 7 neutrons) 

contiennent des spins demi-entiers et sont donc utilisés en RMN.  

En absence de champ magnétique externe ou appliqué (B0), les spins nucléaires sont 

orientés au hasard. Par contre, en appliquant un champ magnétique, les spins s’orientent par 
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rapport au champ appliqué et possèdent deux états différents : un état de basse énergie parallèle 

à la force appliquée (état α) et un état antiparallèle d’énergie plus élevée (état β). La différence 

d’énergie (ΔE) entre les deux états α et β du spin varie proportionnellement à l’intensité du 

champ magnétique appliqué (Figure B-2). La valeur de ΔE est à peu près de 0,02 cal/mol et se 

trouve dans la région de radiofréquence. L’énergie émise dans cette région produit un signal 

RMN.   

 

Figure B-2 : Orientation des spins nucléaires suite à l’application d’un champ magnétique B0 

- Appareillage 

Les spectres RMN ont été enregistrés à température ambiante à l’aide du 

spectrophotomètre Bruker Advance AC-P 300 MHz (USA) dont les constituants sont présentés 

dans la figure suivante (Figure B-3).  
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Figure B-3 : Schéma représentatif d’un spectrophotomètre Bruker Advance AC-P 300 MHz 

Dans notre étude, nous avons utilisé la RMN proton (RMN-1H) pour caractériser les 

différents composés organiques, évaluer le degré de substitution (DS) et pour déterminer la 

pureté des dérivés obtenus suite au greffage de l’acide férulique ou de l’amine/acide gras 

insaturé sur les polysaccharides (PS) précurseurs : le pullulane, le carboxyméthylpullulane et 

l’acide hyaluronique. Pour cela, les différents échantillons sont dissous dans un solvant deutéré 

approprié à des concentrations convenables et introduits dans un tube de 5 mm. Le degré de 

substitution (DS) est défini comme étant le taux d’incorporation de motifs de la molécule 

greffée (acide férulique ou amine/acide gras insaturé) par rapport à l’unité de répétition du 

polysaccharide : (anhydroglucose (AGU) dans le cas du pullulane et du CMP, acide 

glucuronique lié N-acétylglucosamine (GAG) dans le cas de l’acide hyaluronique). Tous les 

spectres obtenus ont été traités par le logiciel MestReNova v.6.0.2-5475 en prenant le pic du 

solvant deutéré comme référence pour calibrer les déplacements chimiques des différents pics 

du spectre. 

Dans le cas du pullulane greffé acide férulique, les produits obtenus ont été préparés à 

une concentration de 30 g/L dans un mélange D2O et soude deutéré NaOD (30% massique dans 

D2O) à une proportion de 85/15 (v/v) pour assurer la bonne solubilité des échantillons. Avant 

de les analyser, les échantillons ont été agités à 60°C pendant 4h. Le même mélange solvant a 

été utilisé pour préparer les solutions des dérivés d’acide hyaluronique greffé acide férulique et 

amine gras insaturé mais à une concentration de 10g/L avec une agitation magnétique à 

l’ambiante pendant 48h pour réduire la viscosité des échantillons à analyser. Cette même 
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concentration a été appliquée dans la préparation des tubes RMN des dérivés de CMP greffé 

acide férulique et amine/acide gras insaturé mais dans le D2O uniquement sans utiliser la soude 

deutéré et en agitant pendant 16h à l’ambiante.  

La procédure pour remonter au DS sera donnée dans les parties résultats. 

I.3. Dosage de Folin-Ciocalteu  

Le dosage de Folin-Ciocalteu permet de doser spécifiquement les composés phénoliques 

ou polyphénols qui sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des 

groupements hydroxyle1–3. Cette méthode sera utilisée sur les polysaccharides greffés acide 

férulique pour confirmer les DS obtenus par la RMN du proton. Ce dosage nécessite l’utilisation 

d’un réactif constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide 

phosphomolybdique appelé réactif de Folin-Ciocalteu. Les composés phénoliques présents 

dans l’échantillon s’oxydent en présence de ce réactif qui est à son tour réduit en un mélange 

d’oxydes de tungstène et de molybdène bleus produisant ainsi une coloration dont l’absorption 

maximale est comprise entre 725 et 750 (Figure B-4). L’absorption mesurée correspond alors 

à la quantité de phénol présent dans l’échantillon que l’on va relier à la quantité d’acide 

férulique et donc au DS.  

 

Figure B-4 : Évolution de la coloration des échantillons contenant un phénol suite à la réaction avec le 

réactif de Folin-Ciocalteu 

Dans notre cas, une courbe d’étalonnage a été effectuée avec différentes concentrations 

de FA (Figure B-5). Les échantillons ont été préparés comme suit ; des masses différentes 

d’acide férulique ont été solubilisées dans 1 mL d’un mélange d’eau milli-Q et éthanol absolue 

(90/10, v/v) de façon à obtenir des concentrations allant de 5×10-4 jusqu’à 10-2 g/L, soit de 

2,57×10-6 à 5,15×10-5 mol/L. Puis, on prélève 0,2 mL de chaque solution et on l’introduit dans 

un flacon en verre de 20 mL auquel on ajoute 18,8 mL de solution aqueuse de Na2CO3 anhydre 

(42,5 g/L). Le mélange a été vivement agité au Vortex pendant quelques minutes puis on y 
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ajoute 1 mL du réactif de Folin-Ciocalteu. Le mélange a été de nouveau agité vivement puis 

placé dans un bain marie à 70°C pendant 20 min. Ensuite, l’absorbance des solutions refroidies 

a été mesurée à une longueur d’onde de 750 nm en utilisant le spectrophotomètre UV-visible 

Cary 100 Bio (Varian, USA). Les échantillons des dérivés obtenus ont été préparés selon la 

même procédure mais à une concentration de 20 g/L dans le cas des systèmes à base de 

pullulane (PUL-FA) et de 5g/L pour ceux à base d’acide hyaluronique greffé d’acide férulique 

(HA-FA).  

 

Figure B-5 : Étalonnage pour la méthode de dosage de Folin-Ciocalteu réalisé à partir de solutions 

d’acide férulique 

Les polysaccharides greffés (PS-FA) ont été étudiés pour remonter à la quantité de FA 

contenu dans ces échantillons à l’aide de l’équation de régression linéaire :  

A = 14 600×CFA + 0,0146 avec r2 = 0,998. Toutes les analyses ont été effectuées en triplicata 

et chaque valeur obtenue représente la moyenne de trois expériences indépendantes.    

Le DS d’acide férulique obtenu par cette méthode (DSFA(Folin)) a été calculé comme suit : 

𝐷𝑆𝐹𝐴(𝐹𝑜𝑙𝑖𝑛) =  
𝑛𝐹𝐴

𝑛𝑃𝑆−𝐹𝐴
=  

𝐶𝐹𝐴

𝐶𝑃𝑆−𝐹𝐴
                                 (Eq. B1) 

avec CFA, la concentration de FA dans les échantillons déterminée avec la courbe d’étalonnage 

(en mol/L).                         

𝑜𝑟 𝐶𝑃𝑆−𝐹𝐴 =  
𝐶𝑠

𝑀0(𝑃𝑆−𝐹𝐴)
                                   (Eq. B2) 

avec Cs, la concentration en g/L des échantillons analysés et M0(PS-FA), la masse molaire du 

motif de répétition du dérivé de polysaccharide greffé acide férulique (PS-FA). 
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Donc l′Eq. B1 devient:  𝐷𝑆𝐹𝐴(𝐹𝑜𝑙𝑖𝑛) =
𝐶𝐹𝐴 × 𝑀0(𝑃𝑆−𝐹𝐴)

𝐶𝑠
                               (Eq. B3) 

La quantité totale d’acide férulique peut être également exprimée en équivalent de FA 

(FAéq) en mg/g de dérivé PS-FA par l’équation suivante : 

𝐹𝐴é𝑞 =
𝑀𝐹𝐴 × 𝐷𝑆𝐹𝐴

𝑀0(𝑃𝑆−𝐹𝐴)
× 103                                (Eq. B4) 

avec MFA, la masse molaire d’acide férulique.  

 Dans le cas des dérivés PUL-FA, la masse molaire du motif de répétition M0(PS-FA) est 

égale à : M0(PUL-FA) = 162 + (176,18 × DSFA(Folin)) et l’équation B3 devient :  

𝐷𝑆𝐹𝐴(𝐹𝑜𝑙𝑖𝑛) =
𝐶𝐹𝐴 × 162

𝐶𝑠 − (176,18 ×  𝐶𝐹𝐴)
                               (Eq. B5) 

et l’équation B4 devient: 

𝐹𝐴é𝑞 =
𝑀𝐹𝐴 × 𝐷𝑆𝐹𝐴

162 + (176,18 × 𝐷𝑆𝐹𝐴)
                              (Eq. B6) 

Dans le cas des dérivés CMP-FA, la masse molaire du motif de répétition M0(PS-FA) est 

égale à : M0(CMP-FA) = 162 + (80 × DSCOONa) + (310 × DSFA(Folin)) et l’équation B3 devient :  

𝐷𝑆𝐹𝐴(𝐹𝑜𝑙𝑖𝑛) =
𝐶𝐹𝐴 × (162 + (80 × 𝐷𝑆𝐶𝑂𝑂𝑁𝑎))

𝐶𝑠 − (310 × 𝐶𝐹𝐴)
                              (Eq. B7) 

et l’équation B4 devient: 

𝐹𝐴é𝑞 =
𝑀𝐹𝐴 × 𝐷𝑆𝐹𝐴

162 + (80 × 𝐷𝑆𝐶𝑂𝑂𝑁𝑎) + (310 × 𝐷𝑆𝐹𝐴)
                            (Eq. B8) 

Dans le cas des dérivés HA-FA en utilisant l’acide adipique dihydrazide (ADH) comme 

bras espaceur, la masse molaire du motif de répétition M0(PS-FA) est égale à  

M0(HA-ADH-FA) = 402,31 + (309,38 × DSFA(Folin)) et l’équation B3 devient :  

𝐷𝑆𝐹𝐴(𝐹𝑜𝑙𝑖𝑛) =
𝐶𝐹𝐴 × 402,31

𝐶𝑠 − (309,38 ×  𝐶𝐹𝐴)
                            (Eq. B9) 

et l’équation B4 devient: 

𝐹𝐴é𝑞 =
𝑀𝐹𝐴 × 𝐷𝑆𝐹𝐴

402,31 + (309,38 × 𝐷𝑆𝐹𝐴)
                            (Eq. B10) 
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Lorsque le bras espaceur est de l’acide malonique dihydrazide (MDH), la masse molaire 

du motif de répétition M0(PS-FA) est M0(HA-MDH-FA) = 402,31 + (267,3 × DSFA(Folin)) et l’équation 

B3 devient :  

𝐷𝑆𝐹𝐴(𝐹𝑜𝑙𝑖𝑛) =
𝐶𝐹𝐴 × 402,31

𝐶𝑠 − (267,3 ×  𝐶𝐹𝐴)
                          (Eq. B11) 

et l’équation B4 devient: 

𝐹𝐴é𝑞 =
𝑀𝐹𝐴 × 𝐷𝑆𝐹𝐴

402,31 + (267,3 × 𝐷𝑆𝐹𝐴)
                            (Eq. B12) 

II. Méthodes de caractérisation physico-chimiques 

II.1. Couplage SEC/MALS/DRI/Visco/UV 

- Principe 

La chromatographie d’exclusion stérique (ou Size Exclusion Chromatography : SEC) 

est une méthode de chromatographie liquide basée sur la différence de pénétration des 

macromolécules en fonction de leur volume hydrodynamique (Vh) dans les pores de tailles 

variables de la phase stationnaire. La séparation des macromolécules s’effectue dans le sens 

décroissant de leur Vh. Après un étalonnage adapté, cette technique donne accès aux masses 

molaires moyennes en nombre (Mn) et en masse (Mw) ainsi qu’à la dispersité des masses 

molaires (Ð= Mw/Mn). 

Le couplage de la SEC avec un détecteur de diffusion statique de lumière multi-angle 

(Multi Angle Light Scattering : MALS) est devenue une technique très utilisée car elle permet 

de s’affranchir de l’étalonnage. En effet, dans ce système, la diffusion de la lumière en régime 

diluée, i.e. en présence de macromolécules à l’état isolé, permet l’accès aux grandeurs 

macromoléculaires (Mn, Mw, Ð) et la SEC devient ici uniquement une méthode de 

fractionnement stérique en amont de la caractérisation par diffusion de la lumière.  

La diffusion multi-angles de la lumière est basée sur la mesure de l’intensité diffusée 

d’un soluté en solution qui est proportionnelle à sa concentration et à sa masse molaire.  

L’intensité diffusée peut également varier selon l’angle d’observation (Figure B-6) en fonction 

de la taille de l’objet diffusant en particulier de son rayon de giration (Rg).  
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Figure B-6 : Principe de détection multi-angles 

La diffusion peut être isotrope c’est-à-dire identique dans toutes les directions de 

l’espace si Rg</20 soit environ 35nm (avec =700nm en laser rouge) ou bien anisotrope si 

Rg>/20. Dans le cas d’une diffusion anisotrope, la dépendance angulaire liée au facteur de 

forme P() permettra l’accès au rayon de giration. 𝑃(𝜃) décrit alors la diminution de l’intensité 

diffusée avec . P() est exprimé comme suit : 

𝑃(𝜃) = 1 −
16 × 𝜋2

3 × 𝜆2
 × 𝑅𝑔

2 × 𝑠𝑖𝑛2 (𝜃 2)⁄                             (Eq. B13) 

avec 𝜆 la longueur d’onde de la lumière incidente dans un solvant donné,  𝑅𝑔 le rayon de 

giration qui décrit la distribution de la masse autour du centre de gravité et exprime ainsi la 

taille d’une particule quelle que soit sa forme. L’équation B13 permet donc de calculer le rayon 

de giration à partir de la pente initiale de la variation angulaire de l’intensité lumineuse diffusée. 

La mesure en diffusion de la lumière passe par la détermination de l’intensité de la 

lumière diffusée par les macromolécules seules exprimée par le rapport de Rayleigh (Rθ) défini 

comme suit à un angle :  

𝑅𝜃 = 𝑓
(𝐼𝜃 − 𝐼𝜃𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑛𝑡)

𝐼0
                                (Eq. B14) 

avec 𝐼𝜃 l’intensité de la lumière diffusée par l’échantillon ; 𝐼𝜃𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑛𝑡, l’intensité de la lumière 

diffusée par le solvant ; 𝐼0, l’intensité du rayonnement incident et 𝑓, une constante 

expérimentale liée à la géométrie de l’appareil.  
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L’équation générale de la diffusion multi-angles de la lumière intégrant le facteur de 

forme (P()) est donnée par la relation de Zimm : 

𝑘 × 𝐶

∆𝑅
=

1

𝑀𝑤
× (1 +

𝑞2 × 𝑅𝑔
2

3
) + (2 × 𝐴2 × 𝐶)                        (Eq. B15) 

avec C, la concentration en polymère, R la différence du rapport de Rayleigh à un angle 

donné entre la solution polymère à la concentration C et le solvant, Mw la masse molaire 

moyenne en poids, Rg le rayon de giration, A2 le 2ème coefficient du Viriel (paramètre 

thermodynamique de solvatation du polymère dans le solvant), q la fonction 

d‘onde (q=4sin(/2)/) et K une constante optique telle que :  

𝑘 =
4 × 𝜋2 × 𝑛0

𝜆0
4 × 𝑁𝐴

 × (𝑑𝑛 𝑑𝑐)⁄ 2
                              (Eq. B16) 

où 𝑛0, l’indice de réfraction du solvant à la longueur d’onde du rayonnement incident ; 𝜆0, la 

longueur d’onde du rayonnement incident ; 𝑁𝐴, le nombre d’Avogadro et (𝑑𝑛 𝑑𝑐)⁄ , l’incrément 

d’indice de réfraction du soluté dans le solvant. 

La concentration en polymère (Ci) de chaque fraction éluée par la SEC est donnée par 

le détecteur réfractométrique différentiel (DRI) en ligne via la connaissance de l’incrément 

d’indice de réfraction dn/dC. 

Ainsi pour chaque fraction éluée i supposée monodisperse du chromatogramme, le 

couplage SEC/MALS/DRI donne la concentration Ci et l’intensité diffusée en fonction de 

l’angle permettant l’accès à Mi, la masse molaire et Rgi, le rayon de giration (le cas échéant). 

L’intégration de l’ensemble du chromatogramme donne ainsi les masses molaires (ou rayon de 

giration) en nombre et en poids selon : 

𝑀𝑛 =
∑ 𝑛𝑖 × 𝑀𝑖

∑ 𝑛𝑖
                       (𝐸𝑞. 𝐵17) 

𝑀𝑤 =
∑ 𝑛𝑖 × 𝑀𝑖2

∑ 𝑛𝑖 × 𝑀𝑖
                       (𝐸𝑞. 𝐵18) 

Ainsi que la dispersité des masses molaires Ð telle que : 

Ð =
𝑀𝑤

𝑀𝑛
                             (𝐸𝑞. 𝐵19) 
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 La viscosité intrinsèque ([𝜂]) de chaque fraction éluée de l’échantillon analysé peut être 

également déterminée en couplant un détecteur viscosimétrique (Visco) à la ligne d’analyse. La 

détermination de la viscosité relative passe alors par la mesure de différences de pression dans 

l’appareil avec un montage de type pont de Wheatstone. Connaissant Ci, il est alors possible de 

remonter à la viscosité réduite permettant l’accès à la viscosité intrinsèque [𝜂] via la relation 

d’Huggins.  

La connaissance de la distribution des masses molaires conjointement à la distribution 

des [𝜂] donne naturellement accès à la relation de Mark-Houwink-Sakurada :  

[𝜂] = 𝐾 × 𝑀𝑎                               (Eq. B20) 

Cette relation, classique pour des polymères en solution permet de caractériser leur 

conformation à travers le coefficient 𝑎. Ainsi quand le polymère est compact, l’indice 𝑎 tend 

vers une valeur de 0,5 (valeur critique dite des conditions thêta ()), cet indice atteint une valeur 

entre 0,7 et 0,8 quand il s’agit d’une pelote statistique en bon solvant tandis que pour une 

conformation plus rigide, l’indice 𝑎 augmente jusqu’à une valeur théorique de 1,8.  

La détermination de [𝜂] permet également de remonter au rayon hydrodynamique (Rh) 

à partir de la relation de Einstein−Simha (Eq. B21) en supposant que la conformation de la 

molécule est sphérique : 

𝑅ℎ = (
3 × [𝜂] × 𝑀

4 × 𝜋 × ʋ × 𝑁𝐴
)

1
3

                           (Eq. B21) 

avec [𝜂] la viscosité intrinsèque, M la masse molaire, 𝑁𝐴 le nombre d’Avogadro et ʋ un facteur 

qui vaut 2,5 dans le cas d’une conformation sphérique. 

- Appareillage 

L’analyse des échantillons a été réalisée à 25°C en couplant la chromatographie 

d’exclusion stérique (SEC) à quatre détecteurs : un détecteur de diffusion statique de lumière 

multi-angle (MALS) (DAWN HELEOS, Wyatt Technology, USA) équipé d’un laser Ga-As 

(λ= 690 nm) et d’une cellule K5 de 66 μL et 18 photodiodes (normalisée avec le détecteur à 90° 

en utilisant l’albumine de sérum de bovin (BSA)), un détecteur réfractométrique différentiel 

(DRI) (RID-10A, Shimadzu, Japon), un détecteur viscosimétrique (Visco) (ViscostarII, Wyatt 

Technology, USA) et un spectrophotomètre ultraviolet (UV) (SPD-M20A Shimadzu, Japon).  
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La ligne SEC est composée d’un dégazeur (DGU-20A3 Shimadzu, Japon), d’une pompe 

(LC10Ai Shimadzu, Japon) avec un débit de 0,5 mL/min, d’une colonne de garde pour la 

protection (OHPAK SB-G, Shodex, Japon) et de deux colonnes en série (OHPAK SB 804 et 

806 HQ, Shodex, Japon). Les colonnes sont composées d’un gel poreux de 

polyhydroxyméthylmétacrylate. Une solution aqueuse de LiNO3 (0,1M), filtrée préalablement 

sur un filtre de 0,1 μm (Millipore, USA), a été utilisée comme éluant.  

Tous les échantillons à analyser ont été préparés à une concentration de 1g/L dans LiNO3 

0,1 mol/L à température ambiante avec une agitation magnétique de 400 tr/min pendant une 

nuit. Les solutions filtrées, sur un filtre en cellulose régénérée de 0,45 μm (Millipore, USA), 

ont été injectées (100 μL) en utilisant une vanne d’injection automatique (SIL-20A Shimadzu, 

Japon). Toutes les données acquises ont été traitées par le logiciel Astra 6.1.7.16 via la 

procédure Zimm d’ordre 1. La concentration de chaque fraction éluée a été déterminée par DRI 

avec un incrément d’indice de réfraction 𝑑𝑛 𝑑𝑐⁄  de 0,15 mL/g pour le pullulane4 et ses dérivés, 

0,14 mL/g pour le CMP5 et ses dérivés et 0,155 mL/g pour l’acide hyaluronique et ses dérivés6. 

II.2. Rhéologie  

La rhéologie est définie comme étant l’étude de l’écoulement ou de la déformation d’un 

matériau soumis à une contrainte de cisaillement. La rhéologie concerne donc principalement 

l’étude du comportement des liquides visqueux ou viscoélastiques. Elle peut cependant 

permettre dans une certaine mesure la caractérisation de matériaux mous élastiques tels que les 

gels. La rhéologie en mode écoulement permet les mesures de viscosité, tandis que le mode 

dynamique dans le domaine de linéarité des propriétés viscoélastiques permet l’accès aux 

propriétés mécaniques (évaluation des modules de viscosité (G’’) et d’élasticité (G’)).  

II.2.1. Régime permanent  

Le régime permanent est dédié à l’étude de l’écoulement des solutions de polymère. Le 

matériau subit un cisaillement entre une surface fixe et une surface mobile. Dans un  écoulement 

laminaire ce matériau peut alors être assimilé à une succession de couches minces superposées 

glissant les unes sur les autres indépendemment et sans échange de matière. Le déplacement de 

ces couches présente alors un profil de gradient où la couche au contact de la surface fixe ne 

bouge pas et où la couche au contact de la surface mobile se déplace le plus vite (Figure B-7)..  

 L’application d’une contrainte (σ), définie comme étant la force (F) agissant sur une 

unité de surface (A), entraîne le déplacement du matériau pour lequel nous allons mesurer la 
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déformation (γ) ainsi que le gradient ou taux de cisaillement appelé aussi improprement vitesse 

de cisaillement (�̇�) qui correspond au gradient de  déformation dans le temps (𝑑𝛾 𝑑𝑡⁄ ). 

 

Figure B-7 : Quantification de la déformation et de la vitesse de déformation des couches d’un 

fluide glissant les unes sur les autres dans un écoulement laminaire 

Le rapport entre la contrainte de cisaillement ou ‘shear stress’ (σ) et le gradient de 

cisaillement ou ‘shear rate’ (�̇�)  conduit, selon la loi de Newton, à la viscosité (η) qui est une 

mesure quantitative de la friction interne du fluide associée à l’amortissement ou à la perte de 

l’énergie cinétique dans le système quand une contrainte est appliquée : 

𝜂 =
𝜎

�̇�
                               (Eq. B22) 

avec 𝜂 la viscosité exprimée en Pa.s, 𝜎 la contrainte exprimée en Pa, �̇� le gradient de 

cisaillement exprimée en s-1. La viscosité dépend de la température, de la pression, de la 

concentration et de la masse molaire du polymère et selon les cas du gradient de cisaillement. 

 Deux grandes familles d’écoulement sont généralement rapportées : les fluides 

newtoniens et non newtoniens (Figure B-8). Les fluides newtoniens, les plus simples présentent 

une relation linéaire entre la contrainte et le gradient de cisaillement. En d’autres termes, la 

viscosité est indépendante du cisaillement. Les fluides non newtoniens se divisent également 

en 2 familles distinctes : les fluides rhéofluidifiants qui voient la viscosité diminuer sous l’effet 

du cisaillement (comportement le plus fréquent notamment en présence de solution de 

polymère) et les fluides rhéoépaississants pour lesquels la viscosité augmente sous l’effet du 

cisaillement (comportement plus rare rencontré dans les suspensions de certains amidons de 

maïs par exemple).  

Enfin certains matériaux présentent des comportements du type fluides à seuil de 

contrainte. Dans ce cas, une contrainte minimale (contrainte seuil) est nécessaire pour 

‘déclencher’ l’écoulement. En fait cette contrainte seuil est éminemment dépendante du temps. 
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Une fois cette contrainte seuil franchie, le comportement peut être newtonien (fluides plastiques 

de Bingham) ou bien rhéofluidifiants (fluides pseudoplastiques ou de Casson).  

Pour ces comportements spécifiques, des modèles pertinents existent tels que le modèle 

de Cross ou Williamson pour les fluides rhéofluidifiants ou encore le modèle d’Herschel 

Bulkley pour les fluides à seuil de Casson. 

Dans le cas des comportements non-Newtoniens (rhéofluidifiant, Casson et plus 

rarement rhéoépaississant), un phénomène de thixotropie peut être observé. Un fluide est dit 

thixotrope, lorsque le retour à la viscosité initiale dépend du temps. Ceci s’explique par des 

modifications de structures qui dépendent du temps ou par des réarrangements structurels non 

instantanés.  

 

Figure B-8 : Types de comportement d’écoulement d’un fluide7 

II.2.2. Régime dynamique  

Le régime dynamique permet de caractériser les propriétés mécaniques (viscoélastiques) 

des matériaux en fonction d’une contrainte de cisaillement (amplitude de cisaillement) et de 

l’oscillation. Pour ceci, une contrainte de cisaillement sinusoïdale est imposée à une pulsation 

(ω) (exprimée en rad/s et proportionnelle à la fréquence avec 𝜔 = 2 × 𝜋 × 𝑓) (Figure B-9). 
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Figure B-9 : Illustration de la déformation d’un échantillon placé entre deux plans parallèles et soumis 

à une contrainte de cisaillement sinusoïdale 

La contrainte de cisaillement appliquée est représentée donc par l’équation suivante : 

𝜎(𝑡) = 𝜎0  sin(𝜔𝑡)                                (Eq. B23) 

Le balayage de la contrainte à une fréquence de sollicitation donnée permet de 

déterminer le domaine linéaire du matériau qui correspond au domaine où la contrainte 

appliquée est insuffisante pour déstructurer le matériau (domaine de réponse linéaire) (Figure 

B-10). 

 

Figure B-10 : Schéma représentatif de deux domaines de linéarité (faible et large) 

La déformation résultante du matériau est alors mesurée dans le domaine de linéarité. 

C’est une fonction identique à la contrainte mais avec un déphasage (𝛿) : 

𝛾(𝑡) = 𝛾0  sin(𝜔𝑡 + 𝛿)                             (Eq. B24) 
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 Le rapport entre la contrainte appliquée et la déformation mesurée donne le module 

complexe G* qui correspond à la quantification de la rigidité ou de la résistance du matériau à 

la déformation et regroupe ainsi les contributions élastiques et visqueuses : 

𝐺∗ =  
𝜎0

𝛾0
                          (Eq. B25) 

Il est également possible de définir la viscosité complexe (η*) qui mesure la résistance 

totale du matériau à l’écoulement en fonction de la pulsation (ω) : 

𝜂∗ =  
𝐺∗

𝜔
                          (Eq. B26) 

En utilisant la trigonométrie, il est possible de déterminer les composantes élastique G’ 

(de conservation) et visqueuse G’’ (de perte) du module comme le montre le diagramme 

vectoriel suivant (Figure B-11). 

        

Figure B-11 : Relation géométrique entre G* et ses composantes G’ et G’’ 

G’ représente la capacité du matériau à stocker de l’énergie tandis que G’’ représente la 

perte de l’énergie. Le déphasage (𝛿) est égal à 0 pour un matériau purement élastique et à /2 

pour un matériau totalement visqueux. Les matériaux viscoélastiques ont une valeur de 

déphasage comprise entre 0 et /2 (Figure B-12).  

 

Figure B-12 : Relation entre la contrainte et la déformation pour un matériau élastique, viscoélastique 

et visqueux 

avec : 𝐺′ = 𝐺∗ cos 𝛿  

           𝐺′′ = 𝐺∗ sin 𝛿 

           𝐺∗ = √(𝐺′2 + 𝐺′′2) 
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Par conséquent, le module de conservation (G’) (en phase avec la sollicitation) et le 

module de perte (G’’) (en déphasage de 𝛿 avec la sollicitation) peuvent être calculés selon les 

équations suivantes : 

𝐺′ =  
𝜎0

𝛾0
cos 𝛿                           (Eq. B27) 

𝐺′′ =  
𝜎0

𝛾0
sin 𝛿                            (Eq. B28) 

Pour déterminer G’ et G’’ (exprimés en Pa), il est nécessaire de se déplacer dans le 

domaine linéaire où ces deux modules sont indépendants de la contrainte imposée. Dans le cas 

d’un matériau viscoélastique, à basse fréquence, G’< G’’ et donc le comportement de type 

visqueux (liquide) est dominant alors qu’à haute fréquence G’> G’’ et donc le comportement 

de type élastique (solide) est dominant. La fréquence à laquelle G’ et G’’ se croisent est égale 

à 1 𝜏⁄  avec 𝜏 le temps de relaxation. 𝛿 est souvent exprimé par la tangente de perte (tan𝛿) selon 

la relation suivante : 

tan 𝛿 =
𝐺′′

𝐺′
                          (Eq. B29) 

II.2.3. Appareillage et conditions d’analyse 

L’étude rhéologique (en modes permanent et dynamique), a été réalisée à l’aide du 

rhéomètre Discovery HR-2 (TA Instrument, UK) en utilisant deux géométries : une géométrie 

‘doubles-cylindres concentriques’ de taille standard (aluminium – gap 500 µm) et une 

géométrie cône-plan (diamètre 4 cm, angle 2°, gap 57 µm). Une température de 25°C a été 

maintenue le long des analyses à l’aide d’un effet Peltier et les mesures ont été reproduites trois 

fois. Les résultats obtenus ont été traités avec le logiciel Trios V 4.1.1.33003.  

Dans le cas du pullulane et des dérivés obtenus, les solutions ont été préparées à des 

concentrations de 40, 70 et 100 g/L dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5). Le 

même tampon a été utilisé pour préparer les solutions de CMP et ses dérivés greffés acide 

férulique mais à une concentration de 20g/L. Dans ces deux cas, les analyses ont été effectuées 

en employant la géométrie ‘doubles-cylindres concentriques’. 

Dans le cas d’acide hyaluronique et des produits à base de HA obtenus suite au greffage 

de l’acide férulique, les échantillons ont été préparés dans le tampon citrate/phosphate (0,1 

mol/L, pH=5,5) à des concentrations de 5, 10 et 15 g/L. Concernant l’acide hyaluronique, le 

CMP et leurs dérivés greffés amine/acide gras insaturé, les produits ont été solubilisés dans 
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l’eau milli-Q de manière à avoir des concentrations de 5, 10 et 15 g/L. Dans ces cas, la géométrie 

utilisée était la géométrie cône-plan 4cm vue la viscosité élevée de ces échantillons. 

III. Étude de la gélification 

III.1. Mesure de l’activité enzymatique de la laccase 

Cette partie concerne uniquement les hydrogels biomimétiques obtenus par voie 

enzymatique à partir des dérivés greffés acide férulique. 

La laccase (p-diphénol : dioxygène oxydoréductase) appartient à la famille des enzymes 

oxydases multi-cuivres. Chaque molécule contient quatre ions cuivre capables d’oxyder des 

noyaux aromatiques tel que les composées phénoliques en utilisant l’oxygène comme accepteur 

d’électrons permettant l’élimination des radicaux hydrogène des fonctions hydroxyle8. La 

laccase possède 15 à 30% de glucides et une masse molaire comprise entre 6×104 et 9×104 

g/mol9. Elle est largement distribuée dans les bactéries, les champignons et les insectes.  

Au cours de nos travaux, nous avons utilisé deux laccases d’origine différente. La 

première provient du champignon Trametes veriscolor tandis que la seconde est extraite du 

champignon Pleurotus ostreatus. Ces deux enzymes (EC 1.10.3.2) ont été achetées chez Sigma 

avec des activités respectives ≥ 0,5 U/mg et ≥ 4 U/mg. Une unité d’enzyme (U) correspond à 

la quantité de la laccase nécessaire pour oxyder 1μmol de pyrocatéchol (benzène-1,2-diol) par 

minute à 25 °C, à pH 5 dans le cas de la laccase de Trametes veriscolor et à pH 4,5 dans le cas 

de la laccase de Pleurotus ostreatus (données fournies par Sigma).  

Avant de procéder à la gélification des dérivés de polysaccharides greffés acide 

férulique (PUL-FA, CMP-FA et HA-FA), nous avons souhaité évaluer l’activité des deux 

laccases utilisées afin de ne pas raisonner en masse d’enzyme mais en activité d’enzyme afin 

de s’affranchir de ce paramètre qui peut varier d’un lot à l’autre ainsi que dans le temps. Cette 

activité est obtenue via l’oxydation de la syringaldazine (SGZ)10,11.Pour cela, la laccase est 

solubilisée dans un tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH= 5,5) à une concentration de 0,1 

g/L. En même temps, la syringaldazine est solubilisée dans l’éthanol à une concentration de 0,8 

mM. Puis, dans une cuve semi-micro (VWR, France), on introduit 20 μL de la solution de 

laccase, 350 μL de la solution de SGZ et 1,63 mL du tampon citrate/phosphate. Un suivi 

cinétique de l’oxydation enzymatique de la SGZ est réalisé pendant 3 min en mesurant 

l’absorbance de la solution à une longueur d’onde de 530 nm chaque 5 secondes à l’aide du 

spectrophotomètre UV-visible Cary 100 Bio (Varian, USA).  La mesure de l’absorbance permet 
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de remonter à la concentration de SGZ oxydée en utilisant le coefficient d’extinction (ε) de 

65000 L/mol.cm12. L’activité enzymatique de la laccase est déterminée à partir de la pente de 

la partie linéaire au début de la courbe de la concentration de SGZ oxydée en fonction du temps 

(Figure B-13).   

 

Figure B-13 : Évolution de la concentration de SGZ oxydée ([SGZ]initiale = 0,14 mM) lors de 

l’action de la laccase de Trametes versicolor ([laccase]initiale = 10-3 g/L) en fonction du temps 

dans le mélange tampon citrate-phosphate/éthanol (82,5/17,5, v/v) à 25°C (partie linéaire de 

la courbe en rouge) 

Le rapport pente / concentration en laccase correspond à l’activité de l’enzyme. Cette 

analyse a été réalisée trois fois avec une très bonne répétabilité qui donne dans notre cas une 

activité de 3,5 μmol min−1 mg−1 c’est-à-dire 3,5 U mg−1 ou 58,3 nkat mg−1 (avec 1𝑈 =

1

6
× 102 𝑛𝑘𝑎𝑡) pour la laccase de Trametes versicolor et une activité de 6 U mg−1, soit 100 nkat 

mg−1 pour la laccase de Pleurotus ostreatus. Une unité d’enzyme (U) est définie comme étant 

la quantité de la laccase nécessaire pour oxyder 1μmol de SGZ par minute. Nous n’avons pas 

constaté de variation significative au cours du temps et des lots de ces activités. 

III.2. Etude rhéologique 

La réaction de gélification a été réalisée in situ dans le rhéomètre Discovery HR-2 de 

TA Instrument (UK). Ce dernier nous a permis de suivre la cinétique de la formation de 

l’hydrogel en mesurant les modules de conservation (G’) et de perte (G’’) en fonction du temps 

et de déterminer leurs propriétés mécaniques finales. Une fréquence de 1Hz et une déformation 

de 2% ont été imposées (domaine viscoélastique linéaire). Les mesures ont été reproduites en 
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trois exemplaires et ont montré une bonne reproductibilité. Le Tableau B-1 présente un exemple 

de reproductibilité dans le cas des dérivés HA-FA. 

Tableau B-1 : Exemple de test de reproductibilité de l’étude rhéologique de la 

réaction de gélification dans le cas des dérivés HA-FA 

Produit G’(t=70 min) 

(Pa) 

G’moy (t=70 

min) (Pa) 

G’’(t=70 min) 

(Pa) 

G’’moy (t=70 

min) (Pa) 

tgel (min) tgel moy 

(min) 

HA-FA 99 93,7 

± 5,4% 

0,82 0,87 

± 9,5% 

2,3 2,1 

± 11% HA-FA bis 93 0,83 2,15 

HA-FA tris 89 0,97 1,85 

 

III.2.1. Hydrogels biomimétiques par voie enzymatique 

Dans le cas des dérivés de pullulane greffé acide férulique (PUL-FA), trois 

concentrations (40,70 et 100 g/L) ont été préparées dans le tampon citrate/phosphate (0,1M, 

pH=5,5) à température ambiante. Une solution concentrée (1g/L) de laccase Trametes 

versicolor a été également préparée dans le même milieu. Cette solution a été ensuite diluée 

pour obtenir 3 concentrations différentes qui permettent ensuite d’avoir après ajout dans la 

solution de PUL-FA, 3 activités en enzyme (0,5 ; 1 et 2 nkat). Le mélange (PUL-FA + laccase) 

est réalisé manuellement (environ 1 à 2 min). Il est introduit immédiatement après dans la 

géométrie ‘doubles-cylindres concentriques’ du rhéomètre. Le temps écoulé pendant l’agitation 

manuelle et l’introduction de la solution dans la géométrie du rhéomètre a été pris en compte 

dans le tracé des courbes de G’, G’’, η* et tan δ en fonction du temps.  

 Cette même procédure a été utilisée pour la gélification des CMP-FA greffé acide 

férulique mais à une concentration de 20 g/L et une activé enzymatique de 0,2 ; 1 et 2 nkat en 

laccase de Pleurotus ostreatus. 

Pour les dérivés HA-FA, une géométrie cône-plan (4 cm, angle 2°) a été utilisée en 

raison de la plus forte viscosité du HA. Selon la masse molaire du HA, nous avons travaillé à 

5 ; 10 et 15g/L. La solution de HA-FA est versée et étalée sur le plateau du rhéomètre à laquelle 

un petit volume d’une solution de laccase est ajouté directement pour avoir une activité de 0,1 ; 

0,2 ou 1 nkat. La mesure est déclenchée après environ 40 secondes (temps de la baisse de la 

géométrie). Ce temps a été pris en compte dans les mesures rhéologiques.  



Chapitre B : Matériels et Méthodes 

 

123 
 

III.2.2. Hydrogels obtenus par photoréticulation 

Pour suivre la cinétique de la formation des hydrogels obtenus par photoréticulation, le 

rhéomètre avec une géométrie cône-plan spécifique (2 cm, angle 2°, gap 57 µm) a été relié à 

une photodiode UV de longueur d’onde entre 320 et 500 nm avec un pic primaire à 365 nm 

(UV Light Guide Accessory TA Instrument, UK). Le plan est en quartz permettant 

l’illumination de la solution par le dessous (Figure B-14-A). Un même protocole a été utilisé 

pour les dérivés du CMP et du HA modifiés amine/acide gras insaturé. Elle consiste à préparer 

à température ambiante une solution de 50 g/L dans le cas du CMP modifié et de 25 g/L dans 

le cas du HA modifié dans l’eau milli-Q à laquelle une solution de Darocur 1173 

(photoamorceur) (Figure B-14-B) est ajoutée de façon à obtenir une concentration de 15g/L de 

Darocur dans la solution finale. Le mélange est vigoureusement agité pendant 30 s et introduit 

ensuite sur la géométrie plane du rhéomètre. La mesure est ainsi déclenchée et après 2 min, une 

irradiation à l’intensité de 70 mW/cm2 pendant 3 min a été exercée déclenchant ainsi la 

photoréticulation et par conséquent le début de la gélification.  

 

Figure B-14 : A) Rhéomètre Discovery HR-2 lié à une source UV (UV Light Guide 

Accessory) pour l’étude rhéologique in situ de la gélification par photoréticulation. 

 B) Structure du Darocur 1173 

III.3. Propriétés de gonflement 

Faute de temps, lors de ce travail de thèse, nous avons pu évaluer uniquement les 

propriétés de gonflement des hydrogels biomimétiques obtenus par voie enzymatique.  

Le protocole d’élaboration de ces hydrogels a été décrit dans la partie III.2.1. La seule 

différence se situe au niveau des volumes afin d’obtenir suffisamment de matière hydrogel pour 

réaliser les études de gonflement et au niveau du temps de réaction de la réticulation qui a été 
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fixé à 24h. Les hydrogels obtenus ont été soigneusement lavés à l’eau milli-Q pour éliminer le 

sel et l’enzyme, congelés puis lyophilisés pendant 1 semaine. Pour la cinétique de gonflement, 

une masse connue exactement d’hydrogel sec a été immergée dans 20 mL d’eau milli-Q à 

température ambiante et à pression atmosphérique jusqu’à atteindre l’équilibre de gonflement. 

La prise en eau a été suivie pendant la phase de gonflement où à chaque temps t, l’hydrogel est 

retiré de la solution et est pesé après l’élimination de l’excès d’eau par des lingettes pour tâches 

délicates (Kimtech). Le taux de gonflement d’hydrogel a été calculé à chaque temps de mesure 

par la relation suivante : 

𝑄 =
𝑚 − 𝑚0

𝑚0
                                   (Eq. B30) 

avec 𝑚 la masse de l’hydrogel à l’instant t 𝑒𝑡 𝑚0 la masse de l’hydrogel sec avant le 

gonflement.  

Les conditions de synthèse des hydrogels à partir des 3 polysaccharides greffés FA ainsi 

que les conditions de mesure des gonflements sont récapitulées dans le Tableau B-2. 

Tableau B-2 : Récapitulatif des conditions de synthèse et de mesures de 

gonflements des différents hydrogels 

Produit Concentration en 

polysaccharide (g/L) 

Activité enzymatique 

(nkat) 

Milieu d’étude 

PUL-FA 40 – 70 – 100 0,5 – 1 – 2 Eau milli-Q 

CMP-FA 20 2 Eau milli-Q 

Tampon citrate/phosphate 

(0,1mol/L, pH=5,5) 

NaCl 0,15 mol/L 

HA-FA 5 – 10 – 15 0,1 – 0,2 – 1 Eau milli-Q 

NaCl 2 mol//L 

HCl (pH = 2) 

HCl (pH = 4) 

 

Chaque expérience de gonflement a été réalisée trois fois pour donner la valeur moyenne 

qui est peu éloignée des trois mesures (bonne répétabilité).  
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IV. Activités biologiques  

IV.1. Propriétés antioxydantes  

- Principe 

Les antioxydants sont considérés comme des composés bioactifs importants en raison 

de leurs nombreux bienfaits pour la santé et de leur rôle pivot dans le retardement du 

rancissement oxydatif de nombreux aliments. Un antioxydant est une molécule capable 

d’inhiber l’oxydation d’autres molécules. L’oxydation est une réaction chimique basée sur le 

transfert d’un électron ou d’un hydrogène d’une substance à un agent oxydant. Cette réaction 

peut produire des radicaux libres qui peuvent déclencher des réactions en chaîne. En se 

produisant dans une cellule, ces dernières réactions peuvent endommager et causer la mort 

cellulaire. Les antioxydants ont la capacité d’arrêter la propagation de ces réactions oxydatives 

en éliminant ou en piégeant les radicaux libres. Ils sont également responsables des mécanismes 

de défense de l’organisme contre les pathologies associées à l’attaque des radicaux libres. Par 

conséquent, l’apport d’antioxydants d’origine végétale est primordial dans la prévention des 

maladies dégénératives causées par le stress oxydant comme l’Alzheimer, le cancer, le 

Parkinson et l’athérosclérose.  Une classification des principaux antioxydants est représentée 

dans la figure suivante (Figure B-15). 

 

Figure B-15 : Classification des antioxydants13  
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Les diverses méthodes permettant l’évaluation de l’activité antioxydante sont basées sur 

trois techniques différentes : la spectrométrie, l’électrochimie et la chromatographie. Mais la 

technique la plus utilisée reste celle de spectrométrie dont les tests les plus répandus sont FRAP 

(Ferric Reducing Antioxydant Poxer), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), les 

radicaux ABTS• (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonique) et les radicaux libres DPPH• (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl). Dans nos travaux, 

nous avons choisi d’évaluer les propriétés antioxydantes de nos produits par la méthode des 

radicaux libres DPPH• souvent utilisée dans le cas des composés phénoliques14,15 permettant 

ainsi quelques comparaisons. 

Le DPPH• est un radical libre stable sous forme de poudre de couleur violet intense. Sa 

structure montre la présence d’un électron de valence non apparié sur un atome d’azote (Figure 

B-16). 

 

Figure B-16 : Structure chimique du radical libre DPPH• 

La stabilité du radical est assurée par la délocalisation de cet électron responsable aussi 

de la couleur du radical. En présence d’un agent antioxydant, les radicaux libres DPPH• vont 

être piégés. La réaction de piégeage du DPPH• par un antioxydant (A-H) peut être présentée 

comme suit : 

𝐷𝑃𝑃𝐻• + 𝐴 − 𝐻  →  𝐷𝑃𝑃𝐻 − 𝐻 + 𝐴• 

Les antioxydants réagissent avec le DPPH• et le réduisent en DPPH-H causant ainsi la 

baisse de l’intensité de la coloration qui passe de violet à jaune (Figure B-17). De ce fait, une 

diminution d’absorbance est observée. 

 

Figure B-17 : Évolution de la coloration des échantillons suite au piégeage des radicaux libres DPPH• 



Chapitre B : Matériels et Méthodes 

 

127 
 

 Le degré de décoloration indique le potentiel de piégeage des agents antioxydants en 

termes de capacité à donner des hydrogènes. Le pourcentage de piégeage des radicaux libres 

DPPH• peut être alors calculé par des mesures d’absorbance des solutions de DPPH• en absence 

et en présence d’un agent antioxydant à l’aide de la spectroscopie UV-Visible selon l’équation 

suivante : 

 % 𝑑𝑒 𝑝𝑖é𝑔𝑒𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑐𝑎𝑢𝑥 𝐷𝑃𝑃𝐻• = (1 −
𝐴𝑏𝑠(𝑎𝑛𝑡𝑖𝑜𝑥𝑦𝑑𝑎𝑛𝑡+𝐷𝑃𝑃𝐻•)

𝐴𝑏𝑠𝐷𝑃𝑃𝐻•
) × 100     (Eq. B31) 

La concentration inhibitrice IC50, moyen usuel d’exprimer l’activité antioxydante d’un 

composé, est définie comme étant la concentration minimale d’agent antioxydant pour laquelle 

il peut piéger 50% des radicaux (DPPH• dans notre cas). Un produit de forte activité 

antioxydante possède une faible IC50.  

- Conditions d’analyse 

Les tests antioxydants ont été réalisés sur l’acide férulique (FA), les dimères d’acide 

féruliques (DFA), le pullulane (PUL) et ses dérivés PUL-FA, le CMP et ses dérivés CMP-FA 

ainsi que l’acide hyaluronique (HA) et ses dérivés HA-FA.  

Dans le cas de l’acide férulique et des dimères d’acide férulique, des solutions dans 

l’éthanol (1mL) à des concentrations allant de 10-3 g/L jusqu’à 2×10-2 g/L ont été ajoutées à 1 

mL de DPPH• (200μM dans l’éthanol). Le mélange réactionnel de chaque échantillon a été agité 

pendant 20 min à température ambiante et à l’abri de la lumière. L’absorbance des échantillons 

est ensuite mesurée à une longueur d’onde de 517 nm (longueur d’onde de l’absorbance 

maximale de DPPH• dans l’éthanol) à l’aide du spectrophotomètre UV-visible Cary 100 Bio 

(Varian, USA) (Figure B-18). Dans le cas du CMP et ses dérivés CMP-FA, le même protocole 

a été utilisé excepté pour la concentration initiale de DPPH• fixée à 100 μM au lieu de 200μM 

et pour la solubilité des échantillons à tester en milieu NaCl 0,15 mol/L / éthanol (50/50, v/v) 

(5g/L) au lieu de l’éthanol pour éviter leur précipitation (CMP et CMP-FA sont insolubles dans 

l’éthanol). Le pourcentage de piégeage des radicaux DPPH• par l’acide férulique, les dimères 

d’acide férulique, le CMP et les CMP-FA a été calculé par l’équation B31. 
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Figure B-18 : Spectre d’absorbance du DPPH• dans l’éthanol 

Pour le pullulane et ses dérivés (PUL-FA), la concentration finale en DPPH• a été fixée 

à 100 μM et nous avons testé 3 concentrations finales en polysaccharide (2,5, 5 et 7,5 g/L). 

Concernant le HA et ses dérivés (HA-FA), une proportion eau/éthanol (75/25, v/v) a été 

respectée pour maintenir soluble le polysaccharide. Les concentrations finales utilisées en 

polysaccharide et en DPPH• ont été respectivement de 1 et 2,5 g/L et 100 μM en DPPH•.  

Une étude cinétique de l’évolution du pourcentage de piégeage des solutions de FA, de 

PUL-FA et de CMP-FA en présence du radical DPPH• a été notamment réalisée.  Les mesures 

d’absorbance ont été réalisées à l’aide du spectrophotomètre UV-visible Cary 100 Bio (Varian, 

USA) et ont été reproduites en trois exemplaires et chaque valeur correspond à la moyenne de 

trois expériences indépendantes.   

IV.2. Tests de cytotoxicité  

La cytotoxicité est définie comme étant la capacité d’une substance à détruire une cellule 

vivante. La mise en contact d’un composé cytotoxique avec une cellule saine peut provoquer la 

nécrose (mort prématurée et non programmée) ou l’apoptose (mort programmée) de la cellule. 

Compte tenu de cette information, la mesure précise de la cytotoxicité peut s’avérer un outil 

très utile pour identifier les composés qui peuvent poser certains risques sur la santé humaine. 

Cette mesure est d’une importance vitale dans la recherche et le développement de nouveaux 

produits destinés au marché cosmétique, pharmaceutique, biomédical ou alimentaire afin 

d’assurer la sécurité des consommateurs. Un composé est dit cytocompatible quand il présente 

une toxicité minimale ou nulle, qui demeure essentielle dans la préparation d’un nouveau 

produit. À cet égard, les études de cytotoxicité jouent un rôle crucial.  
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Divers essais biologiques et différentes cellules ont été utilisés pour évaluer cette 

cytotoxicité. Nous avons choisi d’étudier la cytocompatibilité de l’acide férulique et ses dimères 

ainsi que les polysaccharides greffés et non greffés par l’acide férulique sur des cellules de 

souris fibroblastes (L929 - ATCC® CCL-1), par deux méthodes : le test qualitatif Live/Dead et 

le test quantitatif à l’Alamar Blue®. Ces tests ont été réalisés au sein de l’équipe « BIOMMAT » 

de notre laboratoire « Polymères, Biopolymères, Surfaces » (site d’Evreux) sous l’encadrement 

de Dr. Béatrice Labat.  

IV.2.1. Culture cellulaire des fibroblastes 

Les cellules ont été cultivées à l’aide du milieu de culture -MEM auquel 10 % de sérum 

fœtal de bovin (FBS), 2 mM de L-glutamine, 100 mM de pénicilline et 100 mg/mL de 

streptomycine ont été ajoutés. Des flacons de culture cellulaire de type T75 (75 cm2) ont été 

utilisés pour cultiver les fibroblastes en les maintenant à 37°C dans un incubateur humidifié à 

5% de CO2. Des vérifications régulières des cellules ont été effectuées à l’aide d’un microscope 

inversé (Motic, Chine) à contraste de phase le long de leur culture. À environ 80% de sous-

confluence, les cellules sont alors détachées par voie enzymatique en utilisant une solution 

constituée de 0,25 % de Trypsine et 1mM d’éthylène diamine tétraacétique (EDTA) à 

température ambiante pendant 2 à 3 min. Les cellules détachées sont immédiatement 

ensemencées à une densité de 30 000 cellules/cm2 sur des supports de verre (lamelle de 

microscopie de Ø 16 mm) préalablement stérilisés et déposés dans des plaques de culture 12 de 

puits. 

IV.2.2. Préparation des échantillons à tester 

En premier lieu, les polysaccharides précurseurs et modifiés par l’acide férulique ont été 

stérilisés en les immergeant dans l’éthanol pendant 24h. Ils sont ensuite filtrés sur fritté P4, 

congelés et lyophilisés. Puis, ils sont solubilisés dans le milieu de culture -MEM complet à 

une concentration de 2,5 et 7,5 g/L dans le cas du pullulane et de ses dérivés (PUL-FA), de 2,5 

g/L dans le cas du CMP et de ses dérivés (CMP-FA) et à une concentration de 1 et 2,5 g/L dans 

le cas de HA et de ses dérivés HA-FA. 

Concernant l’acide férulique et ses dimères, une solution à 200mM dans l’EtOH a été 

tout d’abord préparée. Après des dilutions dans le milieu de culture complet, la concentration 

des solutions est ramenée à 1mM avec une concentration d’EtOH de 0,5% (v/v), concentration 

non toxique pour les cellules.  
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 En même temps, nous avons préparé des solutions témoin servant comme contrôle 

négatif (pour vérifier la bonne croissance et la viabilité des cellules), contrôle positif (milieu 

toxique pour les cellules) et contrôle solvant (dans le cas des tests avec FA et DiFA) qui étaient 

respectivement le milieu de culture complet, DMSO 10% et EtOH 0,5%.  

IV.2.3. Test Live/Dead  

C’est un test qualitatif permettant l’évaluation de la viabilité des cellules grâce à 2 

marqueurs fluorescents : la calcéine-AM (vert) et l’hétérodimère éthidium (rouge)16,17.  

Les cellules vivantes sont colorées en vert par la calcéine-AM, un colorant hautement 

lipophile qui correspond à un substrat d’estérase fluorogénique qui, en traversant la membrane 

cellulaire et pénétrant dans la cellule, se transforme en un produit fluorescent vert lorsqu’il est 

hydrolysé indiquant que les cellules conservent leur activité estérase. Concernant les cellules 

mortes, elles sont colorées en rouge par l’hétérodimère éthidium, un acide nucléique 

fluorophore qui ne peut pénétrer au sein des cellules uniquement lorsque leurs membranes sont 

endommagées indiquant la perte de l’intégrité de la membrane plasmique. 

24h après leur ensemencement à une densité de 30 000 cellules.cm-2 sur les lamelles de 

verre déposées dans des plaques de 12 puits, les cellules ont été mises en contact pendant 24h 

avec les échantillons à tester préalablement préparés. Elles étaient ensuite colorées par le kit 

Live/Dead pendant 15 min à l’abri de la lumière, puis immédiatement observées sous un 

microscope à épifluorescence (Zeiss Axio Scope A1, Allemagne) équipé d’une caméra CCD 

(Motic, Chine) pour l’acquisition des images.  

 IV.2.4. Test à l’Alamar Blue®  

Pour l’étude de l’activité métabolique cellulaire des fibroblastes L929, nous avons 

utilisé la méthode à l’Alamar Blue® (AB) (AbD Serotec), indicateur des réactions d’oxydo-

réduction pendant la prolifération cellulaire18,19. Ce réactif (résuzarine) est basé sur l’activité 

métabolique des cellules viables et sa métabolisation est directement proportionnelle à l’activité 

proliférative des cellules. Dans le cas de ce test, après 48h de mise en contact des cellules avec 

les produits à tester, le milieu de culture -MEM complet a été remplacé par un milieu de 

culture contenant 10% d’AB (v/v) préalablement préchauffé à 37°C. Après 2h d’incubation, 

l’absorbance a été mesurée à 570 et 600 nm grâce au spectrophotomètre UV-Vis (UV 300, 

Spectronic Unicam, USA). Tous les tests ont été effectués en trois exemplaires.  
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V. Réactifs et solvants utilisés  

Les deux polysaccharides précurseurs de cette étude sont le pullulane (PUL) et l’acide 

hyaluronique (HA).  

Le pullulane est produit par la société nippone Hayashibara Biochemical Laboratory 

(Okayama, Japon). Nous avons utilisé leur référence PI-20. L’acide hyaluronique, sous forme 

de sel de sodium, est d’origine bactérien (Streptococcus). Il a été obtenu auprès de Sigma 

Aldrich.  

Le pullulane a été modifié chimiquement (carboxyméthylation) afin de greffer des 

fonctions carboxyliques le long du squelette de la chaîne. Cette modification chimique est très 

bien maitrisée au laboratoire. Le détail de cette modification chimique ainsi que l’analyse qui 

lui est associée pour déterminer le degré de substitution ont été regroupés dans l’Annexe 1. 

Ces trois polysaccharides ont été analysés par SEC/MALS/Visco/DRI pour obtenir leur 

caractéristique macromoléculaire au niveau des masses molaires, des tailles et de la viscosité 

intrinsèque. Les chromatogrammes sont donnés dans les trois figures suivantes. 

 

Figure B-19 : Pullulane, profils d’élution dans LiNO3 (0,1mol/L) à 25°C de l’indice de réfraction 

(trait plein), de la diffusion de la lumière à 90° (trait discontinu) et du viscosimètre (trait pointillé) 

avec la distribution des masses molaires (rond noir) 
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Figure B-20 : Carboxyméthylpullulane, profils d’élution dans LiNO3 (0,1mol/L) à 25°C de l’indice de 

réfraction (trait plein), de la diffusion de la lumière à 90° (trait discontinu) et du viscosimètre (trait 

pointillé) avec la distribution des masses molaires (rond noir) 

 

Figure B-21 : Acide hyaluronique, profils d’élution dans LiNO3 (0,1mol/L) à 25°C de l’indice de 

réfraction (trait plein), de la diffusion de la lumière à 90° (trait discontinu) et du viscosimètre (trait 

pointillé) avec la distribution des masses molaires (rond noir) 

Tableau B-3 : Grandeurs macromoléculaires caractéristiques des polysaccharides PUL, 

CMP et HA déterminées par couplage SEC/MALS/DRI/Visco/UV 

PS Mn   

(g/mol) 

Mw   

(g/mol) 

Ð   Masse 

récupérée (%)  

Rh(w)  

(nm) 

[ɳ]w 

(ml/g) 

a 

PUL 144 000 265 000 1,8 81 14 76 0,6 

CMP 202 000 328 000  1,6  81 22 235 0,8 

HA 1480 000 1680 000 1,1 83 83 1854 - 

 

Le CMP présente des masses molaires plus importantes que le PUL en raison du 

greffage des groupements carboxyméthyle. Si l’on divise la Mn par la masse molaire du motif 

de répétition (162 pour PUL et 226 pour CMP), nous retrouvons le même degré de 
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polymérisation (DPn = 890) ce qui montre que notre réaction de modification chimique n’est 

pas dégradante. Autre information donnée par le tableau est la valeur de l’exposant « a » de la 

relation de Mark Houwink Sakurada qui passe de 0,6 pour PUL à 0,8 pour CMP en raison de 

la plus grande rigidité de la chaîne et/ou la meilleure solvatation par la présence de groupements 

ionisés. 

Pour le HA, les masses molaires sont beaucoup plus importantes (supérieures au 

million) mais la séparation n’est pas très bonne. Les valeurs de masses molaires sont données 

mais il faut les prendre avec prudence. La viscosité intrinsèque est en accord avec les fortes 

masses molaires. La mauvaise séparation ne permet pas de donner de valeur pour la loi de Mark 

Houwink Sakurada. 

Les différents réactifs et solvants utilisés pendant les étapes de modification chimique 

ont été regroupés dans le Tableau B-4 en précisant pureté et fournisseur. 

Tableau B-4 : Réactifs et solvants utilisés pendant les modifications chimiques  

Produit Nom IUPAC Spécificité Fabricant 

Acide férulique (FA) Acide 3-méthoxy-4-

hydroxycinnamique 

99 % Acros 

Organics 

Oleylamine (NH2-C18 :1) (Z)-octadéc-9-

enylamine 

≥ 98 % (primary 

amine) 

Sigma 

Aldrich 

Acide oléique (C18 :1) Acide cis-octadéc-9-

énoique 

≥ 99 % (GC) Sigma 

Aldrich 

Acide linoléique (C18 :2) Acide (9Z,12Z)-

octadéca-9,12-

diénoique 

≥ 99 % Sigma 

Aldrich 

1-éthyl-3-(3-

diméthylaminopropyl) 

carbodiimide (EDC) 

- ≥ 98 % Sigma 

Aldrich 

N-hydroxysuccinimide (NHS) 1-hydroxypyrrolidine-

2,5-dione 

98 % Sigma 

Aldrich 

Triphénylphosphine (PPh3) - ReagentPlus®, 

99% 

Sigma 

Aldrich 

N,N-diméthyl-4-aminopyridine 

(DMAP) 

- ≥ 99 % Sigma 

Aldrich 
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Carbonyldiimidazole (CDI) 1,1'-

carbonyldiimidazole 

≥ 97 % Sigma 

Aldrich 

Acide méthylsulfonique (MES) - ≥ 99 % Sigma 

Aldrich 

Borohydrure de sodium (NaBH4) Tétrahydruroborate de 

sodium 

99 % Sigma 

Aldrich 

Chloroacétate de sodium - 98 % Sigma 

Aldrich 

Hydroxyde de 

tétrabutylammonium (TBAOH) 

- 40 wt. % in H2O Sigma 

Aldrich 

Lipase de Rhizomucor miehei - ≥ 20 U/g Sigma 

Aldrich 

Laccase de Trametes versicolor - powder, light 

brown, ≥ 0,5 

U/mg 

Sigma 

Aldrich 

Laccase de Pleurotus ostreatus - ≥ 4 U/mg Sigma 

Aldrich 

Syringaldazine (SGZ) 4-Hydroxy-3,5-

diméthoxybenzaldéhy

de azine 

99 % Sigma 

Aldrich 

Darocur 1173® 2-hydroxy-2-

méthylpropiophénone 

97 % Sigma 

Aldrich 

Acide citrique acide 2-

hydroxypropane-

1,2,3-tricarboxylique 

- VWR 

Hydrogénophosphate de sodium 

dihydraté (Na2HPO4, 2H2O) 

- pour analyse 

EMSURE® 

Merck 

Acide chlorhydrique (HCl) - 32 %, Supelco® VWR 

Soude (NaOH) hydroxyde de sodium en pastilles, 

EMSURE® pour 

analyses, 

Supelco® 

VWR 



Chapitre B : Matériels et Méthodes 

 

135 
 

Diméthylsulfoxide (DMSO) - 99,7 % Extra 

dry, over 

Molecular 

Sieves 

Acros 

Organics 

Diméthylformamide (DMF) - 99,8 % Extra 

dry, over 

Molecular 

Sieves 

Acros 

Organics 

Acétone - ≥ 99 % 

Technical 

VWR 

Éthanol absolu - ≥ 99.8%, 

AnalaR 

NORMAPUR® 

ACS, Reag. Ph. 

Eur. pour 

analyses 

VWR 

Les membranes de dialyse Spectra-Pro (cellulose regénérée, 12-14 kDa) ont été achetées 

chez Spectrum (Europe). L’eau pure a été obtenue par le système de purification d’eau milli-Q 

(Millipore, USA).  

L’ensemble des réactifs utilisés lors des différentes analyses chimiques et physico-chimiques 

est listé ci-dessous en séparant les techniques utilisées.  

RMN-1H :  eau deutérée (D2O ; 99,9 atom % D, Sigma-Aldrich), soude deutérée (NaOD, 30 wt. 

% in D2O, 99 atom % D, Sigma-Aldrich) et diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-d6, 99,9 atom 

% D, Sigma-Aldrich).  

Dosage de Folin-Ciocalteu : carbonate de sodium anhydre (Na2CO3, ≥99,9%, VWR) et réactif 

de Folin-Ciocalteu (VWR).  

SEC/MALLS/DRI/Visco/UV : nitrate de lithium (LiNO3, 99+%, extra pure, Acros Organics). 

Propriétés antioxydantes : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma-Aldrich). 

Tests de cytotoxicité : sérum foetal de bovin (FBS, Invitrogen), streptomycine (Sigma-Aldrich), 

pénicilline (Sigma-Aldrich), L-glutamine (Sigma-Aldrich), Trypsine (Sigma-Aldrich) et 

éthylène diamine tétraacétique (EDTA, Sigma-Aldrich)   
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C 
Introduction 

omme mentionné précédemment, en raison de la simplicité de sa structure et de sa 

potentialité en terme de modification chimique, le pullulane a été sélectionné pour 

notre étude comme polysaccharide modèle neutre pour la conception des hydrogels  

biomimétiques afin de mimer les phénomènes observés à partir de la réticulation enzymatique 

initiée par la laccase sur les mucilages d’arabinoxylane porteur d’acide férulique présents à la 

surface des graines de céréales et aussi dans les parois cellulaires des plantes. Notre objectif 

sera donc de greffer de l’acide férulique sur du pullulane puis d’obtenir un hydrogel en présence 

d’une laccase.  

De ce fait, dans ce chapitre, nous commencerons par présenter et discuter les différentes 

stratégies de synthèse envisagées pour le greffage de l’acide férulique et les caractérisations 

structurales des pullulanes modifiés obtenus. Ensuite, dans une seconde partie, nous nous 

intéresserons aux caractérisations physico-chimiques en régime dilué, semi-dilué et concentré 

des solutions aqueuses des produits obtenus suite à la réaction de greffage. L’étude de la 

gélification de ces produits ainsi que les propriétés mécaniques et de gonflement des hydrogels 

obtenus feront l’objet de la troisième et dernière partie de ce chapitre.    

I. Greffage de l’acide férulique sur le pullulane (PUL-FA) 

I.1. Différentes stratégies testées 

Pour greffer l’acide férulique sur du pullulane, plusieurs voies de synthèse ont été 

envisagées suivant des protocoles expérimentaux inspirés de la littérature et adaptés à nos 

réactifs. Le pullulane ne contient dans sa structure que des fonctions alcool primaires et 

secondaires (voir Chapitre A-I.2.2.2) tandis que l’acide férulique possède une fonction alcool, 

méthoxy et acide carboxylique (voir Chapitre A-III.2.1.2). Par conséquent, le couplage direct 

entre le pullulane et l’acide férulique ne pourra avoir lieu qu’en créant un lien ester entre la 

fonction acide carboxylique de FA et les fonctions alcool du PUL. C’est pour cette raison que 

dans les stratégies de greffage testées, nous avons utilisé des agents activateurs connus pour 

leurs grandes réactivités vis-à-vis des réactions d’estérification. En outre, le pullulane est un 

polysaccharide hydrosoluble et insoluble dans la majorité des solvants organiques (à 

l’exception du DMSO, du DMF et du DMAc) alors que l’acide férulique est une molécule 

hydrophobe soluble dans la plupart des solvants organiques et insoluble dans l’eau (sauf en 

milieu alcalin par la formation de la forme carboxylate). Nous avions donc trois possibilités au 

niveau du choix du solvant pour la réaction de greffage : soit un milieu aqueux alcalin, soit un 
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solvant organique (comme DMSO ou DMF), ou soit un mélange de solvant miscible ou non 

miscible eau/solvant organique. Cependant dans le cas d’un milieu alcalin, la réaction 

d’estérification est impossible en raison du lien ester très fragile et facilement hydrolysable en 

présence d’une base par une réaction de saponification. La première possibilité est donc 

éliminée. Or, le but de notre étude est de concevoir des hydrogels dans des conditions les plus 

douces possibles. De ce fait, nous avons privilégié dans un premier temps le solvant mixte 

eau/éthanol qui entre dans les critères de la chimie verte. Nous nous sommes également basés 

sur la chimie des carbodiimides en utilisant l’EDC comme agent activateur. L’efficacité de cette 

méthode a été validée que ce soit au sein de notre laboratoire1–5 ou par d’autres chercheurs6,7.   

I.1.1. Greffage basé sur la chimie des carbodiimides 

Avant de procéder au greffage de l’acide férulique sur le pullulane, une étude de 

solubilité de l’acide férulique et du pullulane à une concentration de 10 g/L dans différentes 

proportions eau/éthanol a été réalisée et les résultats sont regroupés dans le tableau suivant 

(Tableau C-1). 

Tableau C-1 : Tests de solubilité du pullulane et de l’acide férulique à une concentration de 10g/L 

dans différentes proportions de mélange eau/éthanol 

Proportion mélange 

eau/éthanol (v/v) 

Solubilité de pullulane Solubilité d’acide férulique 

100/0 Totalement soluble Totalement insoluble même 

à 40°C 

90/10 Totalement soluble Solution trouble 

85/15 Solution homogène avec un 

léger dépôt 

Solution trouble 

80/20 Solution homogène avec un 

léger dépôt 

Solution trouble 

75/25 Solution homogène avec un 

léger dépôt 

Solution homogène avec un 

léger dépôt 

70/30 Solution homogène avec un 

léger dépôt 

Solution homogène avec un 

léger dépôt 

65/35 Solution homogène avec un 

léger dépôt 

Solution homogène avec un 

léger dépôt 

60/30 Solution trouble Totalement soluble 
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50/50 Solution trouble Totalement soluble 

0/100 Totalement insoluble Totalement soluble 

Les différents tests de solubilité montrent l’inexistence d’une proportion de mélange 

eau/éthanol commune où le pullulane et l’acide férulique sont complétement solubles. Par 

contre, à partir d’une proportion d’eau/EtOH de 75/25 jusqu’à 65/35 (v/v), on obtient une 

solution homogène mais avec un léger dépôt pour les deux réactifs. Ce résultat nous permet 

donc d’envisager une réaction de greffage dans le mélange eau/éthanol (70/30, v/v) avec deux 

étapes décrites dans la Figure C-1.  

 

Figure C-1 : Réaction de greffage d’acide férulique sur le pullulane par EDC 

La première étape consiste à activer la fonction acide carboxylique de l’acide férulique 

par l’agent de couplage de type carbodiimide (EDC) dans le milieu eau/EtOH (70/30, v/v)) à 

pH=4,75 (pH optimal de l’activation d’un acide carboxylique par l’EDC) conduisant ainsi à la 

formation de l’intermédiaire d’isourée O-acyle. Cet intermédiaire est ensuite ajouté à une 

solution de pullulane préalablement préparée dans le même mélange eau/éthanol (70/30, v/v). 

Une réaction de substitution nucléophile d’ordre 2 (SN2) va alors se produire et va conduire au 

greffage de l’acide férulique sur le pullulane en créant un lien ester entre la fonction acide 

carboxylique de FA et une fonction alcool de PUL.  

Remarque : Pendant la deuxième étape, lors de l’ajout de la solution de l’acide férulique activé 

par EDC à celle du pullulane, une solution trouble laiteuse s’est formée et a persistée jusqu’à la 

fin de la réaction.  

Après purification par précipitation dans l’acétone et après séchage, le produit obtenu 

(PUL-FA-EDC1) est caractérisé par RMN-1H (Figure C-2). 
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Figure C-2 : a) Spectre RMN-1H d’acide férulique dans le DMSO-d6. b) Spectre RMN-1H dans D2O 

du PUL-FA-EDC1 obtenu suite au greffage d’acide férulique sur le pullulane par EDC 
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Le spectre RMN-1H de l’acide férulique dans le DMSO-d6 (Figure C-2-a) montre la 

présence des pics caractéristiques de FA entre 6,3 et 7,5 ppm qui correspondent aux protons 

aromatiques et éthyléniques et un pic à 3,8 ppm attribué aux 3 protons du méthoxy de l’acide 

férulique. En comparant ce spectre à celui du produit récupéré après purification (Figure C-2-

b), on remarque l’absence de ces pics caractéristiques ce qui montre que le greffage n’a pas eu 

lieu. Ceci peut être dû d’une part à la non homogénéité du milieu réactionnel (solution trouble) 

et d’autre part à la grande réactivité de l’intermédiaire d’isourée O-acyle qui peut réagir aussi 

avec l’eau pour former un produit secondaire stable l’urée N-acyle, empêchant ainsi la réaction 

du couplage entre le pullulane et l’acide férulique.  

Pour éviter la formation du produit secondaire urée N-acyle, la réaction de greffage a 

été renouvelée en ajoutant le N-hydroxysuccinimide (NHS) connu pour sa capacité à renforcer 

la résistance à l’hydrolyse de l’intermédiaire isourée O-acyle8. Cependant, la caractérisation 

structurale du produit obtenu a montré l’échec de la réaction de greffage probablement à cause 

des mêmes problèmes de solubilité. Afin de surmonter celui ci, nous avons décidé de reprendre 

la réaction de couplage dans un milieu homogène et avons choisi le DMSO et le DMF solvants 

communs du pullulane et de l’acide férulique. La réaction de greffage a été testée dans ces deux 

solvants en utilisant l’EDC avec et sans NHS. Néanmoins, le greffage n’a pas eu lieu. Ceci peut 

etre expliqué par la non réactivité de l’EDC dans les milieux organiques puisque, pour assurer 

la bonne réactivtié de l’agent de couplage EDC, un pH compris entre 3,5 et 4,5 est nécessaire 

alors qu’en milieu non aqueux il est difficile de contrôler le pH.  

Dans toutes les conditions testées, nous avons également modifié les différents 

paramètres en jouant sur le nombre d’équivalent d’acide férulique par rapport au pullulane, 

nombre d’équivalent d’EDC par rapport à l’acide férulique et nombre d’équivalent de NHS par 

rapport à EDC. Nous avons aussi fait varier le temps de réaction des deux étapes et la 

température du milieu réactionnel jusqu’à 60°C. Dans le cas de la réaction dans le mélange de 

solvant eau/éthanol, d’autres proportions que 70/30 (v/v) ont été testées et également un 

changement de pH (en restant dans la plage de 3,5-4,5) a été réalisé. Tous ces essais n’ont pas 

abouti à l’incorporation de l’acide férulique sur le pullulane.  

En raison du problème de solubilité de l’acide férulique et du pullulane dans toutes les 

proportions possibles du mélange eau/éthanol et de la non réactivité de l’EDC dans les milieux 

organiques, nous avons décidé de réaliser les futurs essais de greffage dans le DMSO ou le 

DMF en changeant l’agent de couplage.   
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I.1.2 Greffage par réaction de Mitsunobu 

La réaction de Mitsunobu est connue pour sa grande efficacité dans la conversion d’un 

alcool primaire, secondaire et plus rarement tertiaire en un ester9. Elle repose sur la 

condensation d’un nucléophile acide avec un alcool activé par un sel de phosphonium réactif 

généré par la combinaison d’un dérivé d’une alkylphosphine ou d’une arylphosphine, 

généralement le triphénylphosphine (PPh3), et d’un composé azoïque, le plus souvent 

l’azodicarboxylate de diisopropyle (DIAD) ou l’azodicarboxylate de diéthyle (DEAD).  

Par conséquent, cette réaction semble être une bonne solution pour coupler l’acide 

carboxylique de l’acide férulique avec les fonctions alcool du pullulane. Pour ceci, FA, PUL et 

PPh3, séchés préalablement sous vide pendant 2h, ont été dégazés et solubilisés dans le DMF 

anhydre sous diazote. Une fois que le mélange est refroidi à 0°C, le DIAD est ajouté formant 

ainsi l’intermédiaire de sel de phosphonium qui va en premier lieu déprotoner la fonction acide 

de FA et la rendre plus réactive sous la forme de carboxylate et va se lier en deuxième lieu à 

l’oxygène des fonctions alcool du pullulane le transformant en bon groupement partant. En 

plaçant le mélange dans le noir à température ambiante (TA), la 2ème étape de la réaction qui 

consiste à substituer les fonctions alcool activées du PUL selon un mécanisme de SN2 va se 

produire (Figure C-3).   

 

Figure C-3 : Réaction de Mitsunobu appliquée pour le couplage du pullulane et de l’acide férulique 

Après purification par précipitation dans l’acétone, le produit obtenu (PUL-FA-Mit1) à 

un DS théorique de 100%, a été caractérisé par RMN-1H dans D2O (Figure C-4) afin de vérifier 

l’efficacité de la réaction de Mitsunobu dans le cas de nos réactifs.  



Chapitre C : Hydrogels biomimétiques à base de polysaccharide neutre 

 

149 
 

 

Figure C-4 : Spectre RMN-1H dans D2O du PUL-FA-Mit1 obtenu par réaction de Mitsunobu 

Le spectre confirme la présence des protons aromatiques et éthyléniques de l’acide 

férulique entre 6,3 et 7,5 ppm. Les protons anomères du PUL en α-1,4 apparaissent à 5,35 ppm 

et intègrent pour 2 (2 1H α-1,4 par unité de maltotriose), ces protons seront notre référence afin 

de calculer le DS, tandis que le proton anomère en α-1,6 apparait vers 4,95 ppm et intègre pour 

0,84 (1 1H en α-1,6 par unité de maltotriose). Le massif des pics observé entre 3,4 et 3,9 ppm 

correspond à tout le reste des 1H du PUL confondu avec les 3 protons du méthoxy de l’acide 

férulique. Toutes ces observations confirment ainsi le greffage de l’acide férulique sur le 

pullulane.  

Les pics des protons aromatiques (Harom)et éthyléniques (Héthyl) de FA intègrent au total 

pour 0,19 et correspondent à 5 protons. Nous pouvons alors déterminer le degré de substitution 

expérimental (DSFA RMN) de l’acide férulique par rapport à une unité maltotriose (MTR) du 

pullulane selon l’équation suivante : 

%𝐷𝑆𝐹𝐴 𝑅𝑀𝑁/𝑀𝑇𝑅 =
𝐼 (𝐻𝑎𝑟𝑜𝑚 + 𝐻é𝑡ℎ𝑦𝑙)

5
× 100                  (Eq. C1)  

Sachant qu’une unité de maltotriose du PUL est constituée de 3 unités d’anhydroglucose 

(AGU), l’équation C1 devient : 

%𝐷𝑆𝐹𝐴 𝑅𝑀𝑁 =
𝐼 (𝐻𝑎𝑟𝑜𝑚 + 𝐻é𝑡ℎ𝑦𝑙)

5 × 3
× 100                  (Eq. C2)  
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Par conséquent, par un calcul simple on obtient : 

%𝐷𝑆𝐹𝐴 𝑅𝑀𝑁 =
𝐼 (𝐻𝑎𝑟𝑜𝑚 + 𝐻é𝑡ℎ𝑦𝑙)

5 × 3
× 100 =  

0,19

15
× 100 ≅ 1,3 % 𝑑𝑒 𝐹𝐴/𝐴𝐺𝑈                 

 La réaction de Mitsunobu semble donc être une voie de modification possible dans 

l’estérification du pullulane par l’acide férulique. Par contre, cette réaction n’était pas 

reproductible. En reprenant la même réaction de synthèse sous les mêmes conditions 

opératoires, le dérivé issu ne contenait plus d’acide férulique. Nous avons donc essayé de 

changer les conditions de la réaction en jouant sur le nombre d’équivalent des réactifs et de 

l’agent de couplage, la température et le temps de réaction mais toujours pas de greffage obtenu. 

Nous avons également changé le solvant en utilisant le DMSO anhydre à la place du DMF en 

se déplaçant à une température de 20°C au lieu de 0°C pour éviter la cristallisation du DMSO. 

La réaction de couplage n’a toujours pas été constatée.  

La non reproductibilité de cette voie de modification peut être expliquée par la réactivité 

non stable de l’intermédiaire sel de phosphonium dans le DMF et le DMSO. Ceci a été démontré 

dans les travaux de Camp et al10 qui ont observé une diminution du taux d’estérification de 

l’éthanol par l’acide benzoïque via la réaction de Mitsunobu en augmentant la polarité du 

solvant organique utilisé. Ils ont conclu que le tétrahydrofurane (THF) est le solvant le plus 

approprié pour la réaction de Mitsunobu. Dans notre cas, ce solvant ne peut pas être employé 

vue l’insolubilité du pullulane dans le THF.  

I.1.3. Greffage par voie enzymatique 

Les enzymes ont été largement utilisées pour greffer des composés phénoliques sur les 

polysaccharides, en particulier le chitosane11,11–15, c’est une alternative aux approches 

chimiques parfois moins respectueuses de l’environnement. La modification par voie 

enzymatique a été généralement effectuée en utilisant des oxydases de polyphénol telles que 

les tyrosinases, peroxydases et laccases qui ont la capacité de transformer les dérivés 

phénoliques en des quinones16–18. Ces radicaux sont des espèces actives qui peuvent soit se 

condenser ensemble, soit réagir avec le polysaccharide. 

Dans notre étude, la condensation de l’acide férulique doit être évitée pendant l’étape 

de greffage sur les polysaccharides sélectionnés car c’est cette condensation qui va permettre 

ultérieurement la réticulation du polysaccharide pour former l’hydrogel. C’est pour cette raison 

qu’il faut éviter l’utilisation des oxydases. Les lipases ont démontré une efficacité notable dans 

les réactions d’estérification. Schär & Nyström ont réussi à estérifier l’acide férulique par 
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l’éthanol et le décanol en employant la lipase de Rhizomucor miehei dans l’hexane à 61°C19. 

Nous nous sommes inspirés de ces travaux en adaptant le mode opératoire sur nos réactifs. 

L’acide férulique et le pullulane ont été solubilisés dans le DMSO sec ou dans le DMF anhydre 

(PUL est insoluble dans l’hexane) en présence de la lipase de Rhizomucor miehei. Le milieu 

réactionnel a été mis dans un bain d’huile à 60°C sous diazote et sous agitation magnétique 

pendant 72h (Figure C-5). 

 

Figure C-5 : Réaction de greffage de l’acide férulique sur le pullulane par voie enzymatique  

L’effet de tous les paramètres de synthèse (température, temps de réaction et nombre 

d’équivalents des réactifs) a été examiné. La caractérisation des différents produits obtenus 

après purification par RMN-1H, dont un exemple (PUL-FA-Lip1) est présenté dans la Figure 

C-6, a montré le non greffage de FA. Ceci est surement dû à la non réactivité de l’enzyme dans 

le DMSO et le DMF.  

 

Figure C-6 : Exemple de spectre RMN-1H dans D2O du PUL-FA-Lip1 
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I.1.4. Greffage par la chimie des imidazoles 

Les imidazoles ont fait preuve d’une grande efficacité dans la réaction de greffage de 

l’acide férulique sur l’acide hyaluronique20 et l’amidon21 par l’utilisation respective du 

bisimidazole et du carbonyldiimidazole (CDI) comme agent de couplage (voir Chapitre A-

III.2.1.2). Le CDI est connu comme étant un agent activateur vert avec une toxicité beaucoup 

plus faible voire négligeable comparée à d’autres agents. En employant cet agent, seuls le 

dioxyde de carbone et l’imidazole sont générés dans le milieu réactionnel comme sous-produits. 

Ce sont deux produits non toxiques et facilement éliminables du milieu réactionnel. Un autre 

avantage de l’utilisation du CDI est l’absence de risque de formation de réactions secondaires 

pendant la réaction de modification même en milieu DMSO22.  

De ce fait, nous avons essayé de greffer l’acide férulique sur le pullulane en utilisant le 

CDI via deux étapes successives (Figure C-7). La première repose sur l’activation in situ de 

l’acide férulique par le CDI ce qui conduit à la formation d’un intermédiaire très réactif avec le 

départ d’un imidazole. Cet intermédiaire va se réarranger rapidement créant ainsi un 

intermédiaire plus stable, le FA-imidazole accompagné du départ de CO2. Sachant que 

l’imidazole est un bon groupe partant, une fois le pullulane est ajouté au milieu réactionnel, une 

réaction de SN2 va alors conduire au greffage de l’acide férulique sur le pullulane par la création 

d’un lien ester entre ces deux derniers.  

 

Figure C-7 : Réaction de greffage de l’acide férulique sur le pullulane par le carbonyldiimidazole 
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Un degré de substitution théorique de 100% de FA/AGU a été tout d’abord visé et le 

produit obtenu après purification était de couleur jaunâtre en raison de la présence importante 

d’acide férulique greffé. Cela a été confirmé par l’insolubilité du composé obtenu dans l’eau à 

une concentration de 20g/L. Une teneur trop importante en motif acide férulique bascule la 

balance hydrophile-hydrophobe du dérivé PUL-FA obtenu vers l’insolubilité aqueuse. Cette 

fois nous avons donc obtenu une très bonne efficacité du greffage. Par conséquent, cette 

réaction a été reprise sous les mêmes conditions mais en diminuant le DS théorique visé jusqu’à 

60%. Dans ce cas, le dérivé obtenu (PUL-FA-60%) était beaucoup plus soluble dans l’eau avec 

une légère turbidité. L’analyse RMN-1H de PUL-FA-60% dans D2O/NaOD (85/15, v/v) a donc 

été réalisée (Figure C-8).  

 

Figure C-8 : Spectre RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15, v/v) de PUL-FA-60% obtenu suite au 

greffage par CDI 

On constate l’apparition des pics aromatiques et éthyléniques de l’acide férulique (entre 

6 et 7,2 ppm) dont la somme intègre pour 1,5 confirmant la présence de ces molécules au sein 

du produit obtenu et par conséquent le bon déroulement de la réaction de greffage. Le degré de 

substitution a été alors déterminé en appliquant l’équation C2 explicité précédemment. Nous 

avons obtenu un degré de substitution expérimental (DSFA RMN) de 10% de FA/AGU, soit une 

efficacité de greffage de 17%. 
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La reproductibilité de cette nouvelle voie de modification a été ensuite évaluée en 

renouvelant la réaction dans les mêmes conditions en visant toujours le même DS théorique 

(60%). Les deux produits obtenus (PUL-FA-60%bis et PUL-FA-60%tris) possèdent le même 

critère de solubilité dans l’eau que celui de PUL-FA-60% et leurs spectres RMN-1H dans 

D2O/NaOD (85/15, v/v) étaient identiques avec une légère différence au niveau de DSFA RMN 

(10,5% pour le PUL-FA-60%bis et 9,4% dans le cas de PUL-FA-60%tris). 

 Tous ces résultats confirment bien l’efficacité et la bonne reproductibilité de la réaction 

de greffage de l’acide férulique sur le pullulane dans le DMSO en utilisant le CDI comme agent 

de couplage.  

I.2. Stratégie retenue  

Vue sa grande efficacité, sa bonne reproductibilité et ses conditions respectueuses de 

l’environnement (agent activateur et solvant peu toxique), la stratégie basée sur la chimie des 

imidazoles a été sélectionnée pour le greffage de l’acide férulique sur le pullulane. Dans le reste 

de ce chapitre, nous nous intéresserons uniquement à cette voie de synthèse et aux produits 

greffés obtenus suite à cette méthode.  

I.2.1. Protocole de synthèse et conditions opératoires 

 Le CDI et le DMSO anhydre ont été choisis respectivement comme agent de couplage 

et solvant de la réaction. Dans toutes les réactions de greffage, le CDI a été introduit en quantité 

stœchiométrique par rapport à l’acide férulique (Tableau C-2). Nous avons continué à réduire 

la quantité initiale en FA pour conserver une solubilité du produit de synthèse et donc testé deux 

autres DS théoriques de synthèse : 15 et 30%. Plusieurs essais (environ 6 pour chaque DS 

théorique) ont été effectués pour confirmer la reproductibilité de cette réaction de greffage et 

pour obtenir suffisamment de produits afin de réaliser les études physico-chimiques et de 

synthèse d’hydrogels. Un exemple de protocole est présenté ci–dessous. Il correspond à un DS 

théorique égal à 60%. 

La première étape consiste à activer l’acide férulique par CDI pour obtenir 

l’intermédiaire réactif FA-imidazole. Pour ce faire, dans un ballon bicol de 100 mL, on introduit 

1,15 g de FA (5,92 mmol) et 0,96 g de CDI (5,92 mmol) qu’on solubilise dans 20 mL de DMSO 

anhydre. La solution est ensuite dégazée sous diazote (pour éviter les réactions secondaires23) 

à TA pendant 15 min et placée dans un bain d’huile à 60°C pendant 16h sous agitation 

magnétique de 400 tr/min. La deuxième étape est déclenchée par l’ajout goutte à goutte de 1,6 

g de pullulane (9,87 mmol) dissout au préalable dans 60 mL de DMSO anhydre et dégazé sous 
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diazote. Le mélange est ensuite laissé à 60°C sous agitation pendant 6h permettant ainsi le 

greffage de l’acide férulique sur le pullulane par la création d’un lien ester entre ces deux 

derniers via un mécanisme de substitution nucléophile d’ordre 2 (SN2). À la fin de la réaction, 

la solution est précipitée dans 500 mL d’acétone, filtrée sur un fritté P4 et le précipité est lavé 

3 fois avec 100 mL d’acétone. Avant d’être séché sous vide, le précipité est de nouveau mis en 

contact avec 500 mL d’acétone pendant 24h pour éliminer l’imidazole, l’acide férulique et le 

CDI qui n’ont pas réagi. Des traces résiduelles de CDI, DMSO et acétone sont encore visibles 

par RMN-1H. De ce fait, une étape supplémentaire de purification est réalisée. Elle consiste à 

solubiliser le précipité obtenu dans l’eau milli-Q à une concentration de 10 g/L. Cette solution 

est ensuite dialysée (membrane de dialyse Spectra-Por 12×103-14×103 g/mol) contre l’eau 

milli-Q jusqu’à obtenir une conductivité des eaux de dialyse proche de celle de l’eau milli-Q 

(entre 4 et 6 µS). Enfin, la solution dialysée de PUL-FA est congelée et lyophilisée pendant une 

semaine. La poudre récupérée est stockée à 4°C.  

Tableau C-2 : Conditions de la réaction de greffage de l’acide férulique sur le pullulane 

selon le procédé CDI 

DSFA th (%) 𝒏𝑭𝑨

𝒏𝑨𝑮𝑼

𝒂

 
𝒏𝑪𝑫𝑰

𝒏𝑭𝑨

𝒃

 
Rendements 

massiques (%) 

Solubilité dans 

l’eauc 

15 0,15 1 85 ± 2 Limpide 

30 0,3 1 87 ± 3 Légèrement 

turbide 

60 0,6 1 84 ± 2 Légèrement 

turbide 

100 1 1 90 Insoluble 

a ratio molaire de l’acide férulique par rapport à l’unité AGU (unité de répétition du pullulane) 

b ratio molaire de l’agent activateur carbonyldiimidazole par rapport à l’acide férulique 

c tests de solubilité réalisés à une concentration de 10g/L dans l’eau milli-Q à TA 

 Les poudres lyophilisées des différents produits obtenus sont de couleur jaunâtre qui se 

réduit avec la diminution du DS théorique en FA. Leur solubilité dans l’eau dépend fortement 

de la valeur de DS ; une parfaite hydrosolubilité est constatée dans le cas du pullulane le moins 

modifié. Ceci peut être expliqué par le caractère neutre du pullulane. Les rendements massiques 

après purification sont bons (environ 85%) avec une bonne reproductibilité de la réaction. Ces 

valeurs sont proches de celles obtenues par Wen et al. (97%) suite au greffage de l’acide 

férulique sur l’amidon par la même voie de synthèse en visant des DS théoriques de FA/AGU 
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de l’amidon compris entre 60 et 100%21. Il est important de noter que dans ce travail, l’objectif 

n’était pas d’avoir des systèmes hydrosolubles. 

Dans la suite de ce volet, nous nous intéresserons uniquement aux dérivés greffés 

hydrosolubles obtenus avec les DS théoriques 15, 30 et 60 % qui seront annotés respectivement 

PUL-FA-T15%, PUL-FA-T30% et PUL-FA-T60%.  

I.2.2. Caractérisation structurale  

Différentes méthodes de caractérisation qualitatives et quantitatives ont été employées 

afin de confirmer le greffage de l’acide férulique sur le pullulane et de déterminer le degré de 

substitution en greffon FA des produits PUL-FA obtenus.  

I.2.2.1. Spectroscopie IR  

Les dérivés PUL-FA purifiés ont été analysés tout d’abord qualitativement par FT-IR, 

une méthode de caractérisation rapide et sensible de la plupart des molécules existantes. 

L’analyse a été réalisée directement sur la poudre lyophilisée pour confirmer l’existence des 

motifs d’acide férulique par le repérage des liens ester créés entre PUL et FA. Les spectres IR 

(transmittance = f (nombre d’onde)) de l’acide férulique, du pullulane et des trois dérivés PUL-

FA sont présentés dans la Figure C-9. 
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Figure C-9 : Spectres IR de : a) Acide férulique (orange). b) Pullulane (bleu). c) PUL-FA-15% (vert). 

d) PUL-FA-T30% (violet). e) PUL-FA-T60% (rouge) 

Le spectre IR de l’acide férulique (Figure C-9-a) présente des bandes d’absorption 

caractéristiques à 3436 cm-1 (vibration d’élongation O-H), 2836 cm-1 (élongation C-H du 

méthyle), 1691 cm-1 (carbonyle aromatique conjugué), 1464 cm-1 (déformation C-H et vibration 

du noyau aromatique), 1272 cm-1 (vibration C-O-C asymétrique) 1172 cm-1 (liaison C=O), 850 

et 804 cm-1 (vibration de deux atomes d’hydrogène adjacents du noyau aromatique). En plus, 

le massif de pics compris entre 1200 et 1620 cm-1 est attribué au noyau aromatique de l’acide 

férulique. Nous retrouvons le spectre obtenu par Wang et al24. 

Le spectre IR du pullulane (Figure C-9-b) montre une forte absorption à 3340 cm-1 et 

2923 cm-1 attribuées respectivement à la vibration d’élongation des groupements O-H et des 

liaisons C-H sp3. La bande à 1636 cm-1 correspond à la vibration d’élongation de O-C-O et 

celles à 1354 et 1147 cm-1 sont caractéristiques de la déformation des C-O-H et de l’élongation 



Chapitre C : Hydrogels biomimétiques à base de polysaccharide neutre 

 

158 
 

de C-O-C, respectivement. En outre, le pic intense à 997 cm-1 est attribué à l’élongation des 

liaisons C6-OH alors que ceux de 931 et 754 cm-1 appartiennent aux liaisons D-glycosidiques 

α-(1,6) et α-(1,4). Un spectre identique a été signalé par Cozzolino et al25. ainsi que Shingel26 

Trois nouveaux pics à 1234, 1510 et 1700 cm-1 apparaissent dans le spectre IR des 

dérivés PUL-FA-T15% (Figure C-9-c), PUL-FA-T30% (Figure C-9-d) et PUL-FA-T60% 

(Figure C-9-e). Ils proviennent respectivement de la vibration d’élongation du C=O du 

groupement carboxyle du lien ester établi entre le pullulane et l’acide férulique, de l’élongation 

C-O de la liaison Ar-OH et de l’élongation C=C du cycle aromatique de FA. On remarque 

également que même si leur intensité est faible, elle augmente légèrement avec l’augmentation 

du DS théorique. Ces observations prouvent la présence de l’acide férulique dans les structures 

des dérivés PUL-FA ce qui signifie le succès du greffage.  

I.2.2.2. Spectroscopie RMN 

Afin d’analyser quantitativement et de vérifier la pureté des produits obtenus, les 

spectres RMN-1H ont été effectués en utilisant le mélange D2O/NaOD comme solvant deutéré. 

La soude a pour rôle d’hydrolyser les dérivés PUL-FA par la destruction des liaisons ester 

créées entre le pullulane et les motifs d’acide férulique afin de s’affranchir de la contrainte de 

solubilité. Cette réaction d’hydrolyse a été accélérée en chauffant préalablement les solutions à 

analyser à 60°C. Pour déterminer le temps nécessaire pour une hydrolyse totale, une étude 

cinétique par RMN-1H a été réalisée sur le dérivé PUL-FA-T60% démontrant que l’hydrolyse 

totale est atteinte au bout de 4h de chauffage (Annexe 2). Les spectres RMN-1H obtenus de 

l’acide férulique, du pullulane et des dérivés PUL-FA-T15% et PUL-FA-T30% réalisés dans 

D2O/NaOD (85/15, v/v) après chauffage à 60°C pendant 4h sont représentés dans la Figure C-

9 tandis que le spectre du dérivé PUL-FA-T60% a été présenté antérieurement (Figure C-10). 
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Figure C-10 : Spectres RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15, v/v) de : A) Acide férulique. B) Pullulane. C) PUL-FA-T15%. D) PUL-FA-T30%
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Le spectre RMN-1H typique du pullulane (Figure C-10-A) permet l’attribution des 

signaux entre 3 - 4 ppm aux protons cycliques non anomères du squelette du pullulane (H2, 3, 4, 

5 et 6). Le proton anomère en α-1,6 (H1’) est détecté à 4,86 ppm alors que ceux en α-1,4 (2H1) 

apparaissent à 4,96 ppm.  

Le spectre de l’acide férulique (Figure C-10-B) montre tout d’abord un signal à 3,64 

ppm qui correspond aux 3 protons du groupement méthoxy (3Hd). Les protons aromatiques et 

éthyléniques (5H) sont apparus entre 6 - 7,2 ppm et sont attribués comme suit : δ= 6,03 (Ha) δ= 

6,46 (He) δ= 6,9 (Hf), δ= 7,13 (Hc), δ= 7,18 (Hb).  

En comparaison avec le spectre du PUL, les spectres des deux dérivés PUL-FA-T15% 

(Figure C-10-C) et PUL-FA-T30% (Figure C-10-D) montrent la présence des pics similaires 

entre 3 – 4 ppm, à 4,86 ppm et 4,97 ppm, caractéristiques du pullulane. On remarque ainsi 

l’apparition de nouveaux signaux entre 6 - 7,2 ppm qui peuvent être attribués aux protons 

aromatiques et éthyléniques caractéristiques de l’acide férulique. Concernant le pic des protons 

méthoxy de FA qui résonnent normalement à 3,64, il semble être confondu avec les pics des 

protons non anomères du pullulane. 

 L’intégration du pic à 4,96 ppm référé à 2 (2H1 anomères en α-1,4 du pullulane) et des 

pics entre 6 - 7,1 (5 protons aromatiques et éthyléniques de l’acide férulique) permet d’accéder 

à la valeur du degré de substitution expérimental de FA/AGU obtenue par RMN (DSFA RMN) en 

appliquant l’équation C2 mentionnée précédemment. Ces valeurs sont regroupées dans le 

Tableau C-3.  

Tableau C-3 : Valeurs moyennes des DS expérimentaux de FA/AGU des produits obtenus 

déterminées par RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15, v/v) 

DSFA th (%) DSFA RMN de chaque 

synthèse (%) 

Moyenne des 

DSFA RMN (%) 

Efficacité du 

greffage (%) 

FAéq (mg/g)a 

15 1,8 ; 2,2 ; 1,7 ; 2 ; 1,5 ; 

2,1 

1,9 ± 0,3 13 23,5 

30 5,5 ; 6,3 ; 5,6 ; 5,5 ; 

6,5 ; 6,4 

6,0 ± 0,5 20 67,5 

60 11,4 ; 8 ; 9,1 ; 10,8, 

9,2 ; 11,2 

10,0 ± 1,4 17 108,1 

a Equivalent d’acide férulique contenu dans le produit obtenu PUL-FA calculé par l’Eq. B6 (Chapitre B-I.3) à 

partir des valeurs de DSFA RMN. 
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Nous retrouvons sur les DS mesurés la bonne répétabilité des réactions. L’efficacité de 

la réaction est comprise entre 13 et 20% ce qui est en accord avec les travaux de Wen et al.21 

sur le greffage de l’acide férulique sur l’amidon via le même protocole où l’efficacité était de 

22%.  

La quantité d’acide férulique contenue dans les produits PUL-FA (FAéq) a été calculée 

et démontre une valeur maximale de 108,1 mg de FA par g de PUL. Cette quantité est plus 

importante que celles observées naturellement sur des arabinoxylanes extraits à l’eau (WEAX) 

à partir de graines de blé (2,3 mg/g)27 . Elle reste toutefois inférieure à celle obtenue suite au 

greffage de l’acide férulique sur l’amidon via la même méthode de couplage (303,9 mg/g)21 

mais dans ce cas, le produit obtenu n’était pas hydrosoluble. Il en est de même pour les travaux 

de Woranuch et al. sur le greffage de l’acide férulique sur le chitosane basé sur la chimie des 

carbodiimides (294 mg/g)7. Dans ce cas, la solubilité était assurée par le caractère ionique du 

chitosane mais limitée à une concentration maximale de 1,3 g/L. 

I.2.2.3. Dosage de Folin-Ciocalteu 

Pour confirmer les DS obtenus par RMN-1H, une deuxième méthode de quantification 

a été réalisée, il s’agit du dosage colorimétrique des composés phénoliques existant dans les 

produits obtenus via la méthode de Folin-Ciocalteu décrite dans le chapitre B-I.3. Les résultats 

obtenus avec cette méthode ne sont pas en accord avec ceux déterminés précédemment par 

RMN (Tableau C-4).  

Tableau C-4 : Récapitulatif des DS expérimentaux de FA/AGU déterminés par les deux 

techniques RMN et dosage de Folin-Ciocalteu 

DSFA th (%) DSFA RMN (%)a DSFA Folin (%)b Écart (%)c 

15 1,9 ± 0,3 0,8 ± 0,3 60 

30 6,0 ± 0,5 1,5 ± 0,1 75 

60 10,0 ± 1,4 2,5 ± 0,2 75 

a Degré de substitution de FA/AGU déterminé par RMN-1H dans D2O/NaOD  

b Degré de substitution de FA/AGU déterminé par dosage de Folin-Ciocalteu  

c Écart entre DSFA RMN et DSFA Folin calculé comme suit : % É𝑐𝑎𝑟𝑡 =  
𝐷𝑆𝐹𝐴 𝑅𝑀𝑁−𝐷𝑆𝐹𝐴 𝐹𝑜𝑙𝑖𝑛

𝐷𝑆𝐹𝐴 𝑅𝑀𝑁
 

La mauvaise solubilité dans le milieu réactif du dosage peut expliquer cette grande 

différence de valeur. La présence de groupement hydrophobe sur un squelette hydrophile 

totalement neutre est connue pour associer les chaînes polymères entre elles par l’intermédiaire 

d’associations hydrophobes entre greffons28. Par conséquent, l’oxydation des composés 
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phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu n’est que partielle vue cette implication dans les 

interactions hydrophobes empêchant l’accès et donc la réactivité du réactif de Folin-Ciocalteu 

à la totalité des greffons d’acide férulique. Cet aspect sera rediscuté dans la caractérisation 

physico-chimique de ces composés. De ce fait, dans le cas des PUL-FA, cette méthode de 

quantification n’est pas utilisable.   

I.3. Conclusion sur le greffage de l’acide férulique sur le 

pullulane 

Après plusieurs tentatives infructueuses de greffage d’acide férulique sur le pullulane 

via la chimie des carbodiimides dans un solvant mixte eau/éthanol ou en milieu DMSO et DMF, 

la réaction de Mitsunobu ainsi qu’une voie enzymatique en milieu DMSO et DMF en raison 

principalement de problème de solubilité, nous avons pu obtenir, via la chimie des imidazoles, 

trois dérivés du pullulane avec des taux de greffage expérimentaux déterminés par RMN-1H 

égaux à 2, 6 et 10%. Si les deux premiers semblent parfaitement solubles, l’échantillon 

présentant le plus fort taux de greffage n’est pas parfaitement soluble puisque la solution 

obtenue est légèrement trouble. Une purification poussée par lavage à l’acétone et dialyse des 

solutions contre de l’eau milli Q a permis d’avoir des échantillons purs. 

Dans la suite de ce chapitre, pour les dérivés pullulane greffé acide férulique nous 

utiliserons l’annotation suivante : PUL-FA-DSFA RMN avec DSFA RMN correspond au degré de 

substitution expérimental de FA/AGU déterminé par RMN-1H. Nous aurons donc trois 

échantillons en notre possession : PUL-FA-2%, PUL-FA-6% et PUL-FA-10%.  

II. Caractérisations physico-chimiques  

II.1. Couplage SEC/MALS/DRI/Visco/UV  

Le comportement physico-chimique des produits greffés PUL-FA en solution aqueuse, 

en régime dilué, a été étudié par chromatographie d’exclusion stérique couplée en ligne avec la 

diffusion de la lumière multi-angle, un détecteur réfractométrique différentiel, un viscosimètre 

et un spectrophotomètre ultraviolet. La combinaison de ces détecteurs a permis de calculer pour 

chaque volume d’élution les grandeurs caractéristiques intrinsèques : masses molaires, viscosité 

intrinsèque ([η]) et rayon hydrodynamique (Rh). Pour les rayons de giration, il est possible de 

les obtenir uniquement au-dessus de 20nm, lorsque la diffusion est anisotrope. Dans notre cas, 

une fraction non négligeable de l’échantillon ne permet pas l’accès au Rg, il ne sera donc pas 

possible de donner une valeur moyenne crédible de Rg sur l’ensemble du pic. Les échantillons 
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(PUL précurseur et les dérivés PUL-FA) ont été caractérisés à 1 g/L dans LiNO3 (0,1 mol/L) à 

25°C. Le taux de récupération massique des échantillons analysés (rapport entre l’échantillon 

récupéré à partir de l’intégration du pic de DRI / la quantité injectée) est de 90% pour le PUL 

ce qui indique que l’échantillon est quasi-totalement élué par les colonnes et que les résultats 

peuvent être considérés comme représentatifs. Nous n’obtenons pas 100% car nous ne tenons 

pas compte de l’eau résiduelle présente dans les poudres lors des pesées. Si le taux de 

récupération est identique pour l’échantillon le moins greffé (87%), nous constatons une 

diminution de la récupération avec 80 et 70% pour PUL-FA-6 et PUL-FA-10%. Il y a donc des 

pertes d’espèces de très grandes tailles à la filtration ou par rétention dans les colonnes (agrégats 

associés hydrophobes en raison du caractère amphiphile des composés). Cependant, cette perte 

est faible et la majorité de l’échantillon est analysée. La Figure C-11 illustre la distribution des 

masses molaires des dérivés greffés PUL-FA et de leur précurseur PUL en fonction du volume 

d’élution (entre 13,6 et 18) ainsi que les profils d’élution. Les grandeurs macromoléculaires 

moyennes intrinsèques sont regroupées dans le Tableau C-5.  

 

Figure C-11 : Profils d’élution dans LiNO3 (0,1 mol/L) à 25°C de l’indice de réfraction (trait plein) et 

de la diffusion de la lumière à 90° (tirets) avec la distribution des masses molaires (points) de 

pullulane précurseur (orange), PUL-FA-2% (vert), PUL-FA-6% (bleu) et PUL-FA-10% (rouge). 

Les courbes en tirets sont les signaux obtenus en diffusion de lumière à 90°. Elles sont 

proportionnelles à la masse molaire et à la concentration des fractions éluées. Les courbes en 

traits pleins représentent les signaux obtenus par le détecteur réfractométrique (DRI), elles sont 

uniquement proportionnelles à la concentration. Les distributions des masses molaires en 
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fonction du temps d’élution sont également représentées entre 13,6 et 18 mL (points). Au-delà 

de 18 mL, le signal de diffusion de la lumière est trop faible pour obtenir une masse molaire.   

 En comparaison avec le pullulane précurseur, les chromatogrammes des dérivés PUL-

FA montrent l’apparition d’une nouvelle population de très grandes masses molaires (faible 

volume d’élution) qui devient plus prononcée pour les dérivés les plus greffés. Ceci peut être 

dû à des associations physiques (agrégats) car une faible réticulation covalente des chaînes 

polymères est impossible dans notre cas. En plus, on constate que les distributions de masse 

molaire ne sont pas superposées pour les 4 échantillons mais plutôt parallèles avec une 

augmentation de la masse molaire avec le taux de greffage en FA. À volume d’élution constant 

(donc taille constante), la masse molaire augmente avec le taux de greffage en FA ce qui montre 

une conformation plus compacte suite à des associations hydrophobes intra et/ou 

intermoléculaires entre les motifs greffés d’acide férulique. Ce comportement, classique pour 

des polymères amphiphiles, est aussi vérifié par le déplacement vers les faibles volumes 

d’élution de la population majoritaire des dérivés modifiés. Il a été déjà observé par exemple 

avec l’incorporation de gaïacol sur un dérivé du pullulane28. 

L’ensemble des caractéristiques macromoléculaires est rassemblé dans le Tableau C-5. 

Tableau C-5 : Grandeurs caractéristiques moyennes intrinsèques du PUL précurseur et 

des dérivés greffés PUL-FA obtenus par couplage SEC/MALS/DRI/Visco/UV à une 

concentration de 1 g/L dans LiNO3 0,1 mol/L à 25°C  

Échantillon Mn  

(g/mol) 

Mw  

(g/mol) 

M0
a 

(g/mol) 

DPn
b Rh(w) 

(nm) 

[ɳ]w 

(ml/g) 

ac Masse 

récupérée 

(%) 

PUL 

précurseur 

144 000 265 000 162 889 13,9 76 0,6 90 

PUL-FA-2% 231 000 670 000 165,52 1400 17,2 70 0,43 87 

PUL-FA-6% 257 000 804 000 172,57 1489 18,1 67 0,42 80 

PUL-FA-10% 334 000 815 000 179,62 1859 17,7 57 0,39 70 

a Masse molaire de l’unité de répétition calculée selon l’équation : M0 = 162 + (176,18 × DSFA RMN) 

b Degré de polymérisation apparent déterminé par la relation : DPn = Mn / M0 

c a est le coefficient de Mark Houwink Sakurada obtenu par l’équation B20 (voir Chapitre B-II.1) ) obtenu sur la 

zone d’intégration 15,3 à 18 mL. 
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 On remarque une augmentation significative des masses molaires (Mn et Mw) des 

produits PUL-FA par rapport au PUL avec un effet significatif de la quantité d’acide férulique 

greffée. Aucune dégradation n’est constatée et par conséquent, les conditions opératoires de la 

réaction de greffage sont douces et non dégradantes. Par ailleurs, cette augmentation notable 

n’est pas uniquement le résultat de l’augmentation attendue de la masse molaire de l’unité de 

répétition suite à l’incorporation de FA car le degré de polymérisation apparent moyen en 

nombre (DPn) augmente fortement avec le DS (FA). Cela prouve de nouveau la présence de 

structures agrégatives dues aux interactions hydrophobes (auto-association) entre les greffons 

hydrophobes d’acide férulique incorporés au sein du squelette polysaccharidique hydrophile du 

pullulane.    

En outre, cette compacification de la chaîne en raison d’associations intramoléculaires 

prédominantes est assez visible sur l’évolution des viscosités intrinsèques ([η]) surtout entre 13 

et 15 mL (Figure C-12). Par contre le résultat est moins évident sur les rayons hydrodynamiques 

(Rh) puisque ceux-ci sont obtenus par calcul faisant intervenir la masse molaire (voir Chapitre 

B II-1) qui traduit également la présence d’agrégats (associations intermoléculaires) même s’ils 

sont minoritaires.  

 

Figure C-12 : Profils d’élution dans LiNO3 (0,1 mol/L) à 25°C de l’indice de réfraction (trait plein) et 

de la viscosité (tirets) avec la distribution des viscosités intrinsèques (points) de pullulane précurseur 

(orange), PUL-FA-2% (vert), PUL-FA-6% (bleu) et PUL-FA-10% (rouge). 
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 La conformation plus compacte des PUL-FA peut être également mise en évidence via 

la relation de Mark Houwink Sakurada (Eq. B20, Chapitre B-II.1). Le coefficient « a » de Mark 

Houwink Sakurada obtenu par cette relation est très faible pour les 3 dérivés PUL-FA avec des 

valeurs comprises entre 0,39 et 0,43 en accord avec une conformation très compacte et dense 

de la chaîne polymère (et/ou des agrégats) en solution. Ceci renforce nos conclusions 

précédentes sur la présence d’associations hydrophobes majoritairement intramoléculaires en 

régime dilué entre les groupements de FA. 

 L’utilisation d’un spectrophotomètre UV a permis la mesure de l’absorbance à une 

longueur d’onde de 280 nm (longueur d’absorbance maximale de l’acide férulique dans le 

domaine ultra-violet) pendant l’élution (Figure C-13). 

 

Figure C-13 : Profils d’élution dans LiNO3 (0,1 mol/L) à 25°C de l’indice de réfraction (trait plein) et 

de l’absorbance à 280 nm (tirets) du pullulane précurseur (orange), PUL-FA-2% (vert), PUL-FA-6% 

(bleu) et PUL-FA-10% (rouge). 

 Deux informations importantes peuvent être retirées de cette figure. Tout d’abord, on 

observe que les réponses UV à 280 nm suivent l’allure des réponses réfractométriques (DRI) 

avec une augmentation logique d’absorbance globale avec le DS (FA) à l’exception du 

pullulane précurseur qui ne contient pas d’acide férulique et par conséquent ne montre pas 

d’absorbance à 280 nm. Ceci indique une distribution homogène des motifs d’acide férulique 

dans la dispersion des masses molaires. Pour les dérivés greffés, on détecte également des 

absorbances élevées à faible volume d’élution dans la zone d’apparition des agrégats compacts 

(entre 13 et 15 mL). Cette évolution prouve que ces agrégats contiennent une quantité 
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considérable de greffons FA ce qui confirme que ces structures sont formées à partir 

d’associations hydrophobes entre ces composés phénoliques greffés.  

 Des résultats similaires ont été observés sur d’autres pullulanes modifiés  

hydrophobiquement indiquant l’existence de telles interactions intra et/ou intermoléculaires 

entre les molécules hydrophobes greffées comme par exemple des groupements alkyle 

perfluoré avec trois taux de substitution différents 1,1, 3,4 et 5%29. Des nanosphères 

hydrophobes de taille comprise entre 75 et 150 nm ont été également obtenus par Jeong et al. 

à partir des systèmes PUL greffés par l’acide poly(DL-lactide-co-glycolide) (PLGA) avec des 

taux de greffage compris entre 2 et 6,5%30. Le comportement auto-agrégatif peut même 

conduire à la formation de nanoparticules stables et monodisperses comme avec des dérivés de 

pullulane greffés cholestérol (CHP) avec des taux de substitution de 1,6 et 5,4%31.  

Le comportement auto-associatif de tous ces dérivés mentionnés en solution aqueuse en 

régime dilué a été attribué aux interactions intra et/ou intermoléculaires des motifs hydrophobes 

greffés capables de former des agrégats compacts. Il a été notamment démontré que ce 

comportement dépend fortement de la quantité et de la nature des greffons hydrophobes 

incorporés, deux paramètres clés du caractère amphiphile de ces dérivés greffés. En effet, le 

caractère amphiphile apportée par l’hydrophilie du squelette polysaccharide du pullulane et 

l’hydrophobie des molécules d’acide férulique, favorise les associations hydrophobes de ces 

dernières de façon à éviter au maximum leur contact avec l’eau. Ce comportement va induire 

la formation des zones ou de micro-domaines hydrophobes appelés « clusters » suite à ces 

associations qui peuvent être de nature intra et/ou intermoléculaire. Ces zones d’associations 

pourraient influencer l’accessibilité des greffons d’acide férulique lors des étapes futures de 

réticulation. 

II.2. Mesures rhéologiques 

II.2.1. Mesures en écoulement 

L’étude des propriétés d’écoulement des différentes solutions des dérivés PUL-FA et de 

leur précurseur pullulane a été réalisée en régime permanent en utilisant la géométrie ‘doubles-

cylindres concentriques’. Les solutions des différents échantillons ont été préparées à des 

concentrations de 40, 70 et 100 g/L dans le tampon citrate/phosphate 0,1 mol/L (pH= 5,5) à 

TA.  Ces concentrations ont été choisies sachant que le pullulane précurseur possède une 

concentration critique de recouvrement (C*) et une concentration critique d’enchevêtrement 

(C**) respectivement de 32 et 90 g/L32. Toutes les analyses ont été effectuées à une température 
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de 25°C sur une plage de cisaillement comprise entre 1 et 1000 s-1. Les courbes obtenues sont 

présentées dans la Figure C-14.  

 

Figure C-14 : Courbes d’écoulement (rampe = 1 – 1000 s-1) à 25°C de PUL (orange), PUL-

FA-2% (vert), PUL-FA-6% (bleu) et PUL-FA-10% (rouge) à une concentration de : A) 40 g/L. B) 70 

g/L. C) 100 g/L 
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On remarque que les dérivés greffés présentent toujours des viscosités supérieures à 

celle du précurseur aux différentes concentrations et à chaque vitesse de cisaillement. Ceci est 

dû aux associations hydrophobes intermoléculaires créées entre les motifs greffés d’acide 

férulique. Si précédemment la caractérisation par SEC/MALS/DRI/Visco/UV a montré que les 

interactions hydrophobes intramoléculaires sont favorisées en régime dilué, les interactions 

intermoléculaires semblent être plus favorables en régime semi-dilué ce qui induit cette 

augmentation de viscosité. Il faut noter également qu’en analyse chromatographique, on a une 

étape de filtration préalable à 0,45 μm des différentes solutions avant de les injecter dans les 

colonnes ce qui élimine les objets de très grandes tailles qui sont issus d’associations 

intermoléculaires. En mesures rhéologiques, aucune filtration n’est faite.    

Les profils d’écoulement sont globalement newtoniens à 40g/L pour tous les systèmes. 

Un léger caractère rhéofluidifiant apparait pour PUL-FA-6% et PUL-FA-10% aux forts 

gradients à 70 et 100g/L. Nous avons représenté la variation de la viscosité apparente prise sur 

le plateau newtonien des différents systèmes en fonction de la concentration en polymère 

(Figure C-15).  

 

Figure C-15 : Variation de la viscosité au plateau newtonien (cisaillement = 5 s-1) en fonction de la 

concentration C de PUL (orange), PUL-FA-2% (vert), PUL-FA-6% (bleu) et PUL-FA-10% (rouge) à 

25°C 
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On observe bien que la viscosité augmente avec la concentration en polymère et le degré 

de substitution en FA. Ce résultat traduit bien l’augmentation des associations intermoléculaires 

quand la concentration et le DS en FA augmentent. Il y a donc bien une transition des 

associations intra vers des associations intermoléculaires lorsque la concentration en polymère 

augmente (Figure C-16). Ce comportement a souvent été observé dans le domaine des 

polysaccharides associatifs33. Par contre, des études menées sur des dérivés anioniques du 

pullulane greffé avec des dérivés du gaïacol indiquaient plutôt un comportement de type 

polysavon pour lequel les associations intramoléculaires demeurent même à forte 

concentration28. 

 

Figure C-16 : Schéma représentatif du comportement d’un polymère hydrophile greffé d’une 

molécule hydrophobe en régime de concentration dilué et semi-dilué 

Le comportement rhéofluidifiant des produits PUL-FA-6% et PUL-FA-10% est le 

résultat de réarrangements au niveau macromoléculaire. A faible taux de cisaillement, 

l’organisation résultant d’interactions hydrophobes essentiellement intermoléculaires voire 

intramoléculaires (non favorisées mais pouvant exister) entre les motifs d’acide férulique n’est 

pas perturbée. Ces interactions vont entrainer la formation d’un réseau physique réduisant ainsi 

la mobilité des chaînes macromoléculaires. A un taux de cisaillement suffisamment élevé, ces 

interactions vont être rompues conduisant à la déstructuration du réseau physique formé 

antérieurement. Le comportement rhéologique des PUL-FA rejoindra celui du précurseur aux 

forts gradients de cisaillement (non atteints sur les écoulements présentés).  

La thixotropie des solutions avec le comportement rhéofluidifiant a été notamment 

examinée en traçant l’aller et le retour de leur viscosité apparente en fonction du taux de 

cisaillement (Figure C-17). 
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Figure C-17 : Courbes d’écoulement (rampe = 1 – 1000 s-1) à 25°C en aller (symbole plein) et retour 

(symbole vide) de PUL-FA-6% (bleu) et de PUL-FA-10% (rouge) à 70 g/L (triangle) et 100 g/L 

(cercle) 

Un phénomène de thixotropie est effectivement observé avec une hystérèse entre les 

courbes aller et retour de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement. Cette thixotropie 

qui s’accentue quand la concentration en polymère et le DS en FA augmentent, traduit bien un 

retard au retour à la viscosité initiale due au temps nécessaire à la reformation des associations 

hydrophobes intermoléculaires rompues par le cisaillement entre les greffons de FA. Par 

conséquent, les réarrangements macromoléculaires ne sont pas instantanés. 

II.2.2. Mesures dynamiques 

 Pour mettre en évidence les propriétés viscoélastiques des différentes solutions, des 

mesures en régime dynamique ont été réalisées dans une gamme de fréquence s’étalant de 0,01 

à 10 Hz. Des tests préliminaires ont permis de déterminer le domaine de viscoélasticité linéaire 

de chaque solution où les contraintes appliquées sont suffisamment faibles pour éviter la 

déstructuration de l’échantillon. Les analyses ont été donc effectuées sous des contraintes 

comprises entre 0,1 et 0,5 Pa. Les modules élastiques ou de conservation (G’) et visqueux ou 

de perte (G’’) en fonction de la fréquence des solutions du PUL et des produits greffés PUL-

FA à des concentrations de 40, 70 et 100 g/L sont représentés dans la Figure C-18.  
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Figure C-18 : Variations de G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) du PUL (orange), PUL-FA-2% 

(vert), PUL-FA-6% (bleu) et PUL-FA-10% (rouge) en fonction de la fréquence, à 25°C à des 

concentrations de : A) 40 g/L. B) 70 g/L. C) 100 g/L  
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À 40g/L, on n’observe quasiment aucune différence de comportement pour les 4 

solutions analysées. Cela montre la très faible importance des interactions intermoléculaires 

dans ce domaine de concentration. Le comportement est principalement visqueux (G’’ >> G’). 

À 70 et 100g/L, le comportement est toujours majoritairement visqueux puisque aucun 

point de croisement entre les modules G’ et G’’ n’est visible mais cette fois, la présence des 

greffons FA modifie les propriétés de la solution en réduisant fortement l’écart entre G’ et G’’. 

Les interactions hydrophobes intermoléculaires sont alors plus présentes entre les motifs 

greffés d’acide férulique et plus prononcés pour le dérivé le plus greffé (PUL-FA-10%) à la 

concentration la plus élevée (100 g/L). De ce fait, ce dernier possède les valeurs de G’ et de G’’ 

les plus élevées sur tout le domaine de fréquence. 

Les interactions intermoléculaires créées entre les greffons d’acide férulique PUL-FA 

obtenus ne sont pas suffisamment intenses au point d’avoir la formation d’un hydrogel physique 

via des associations hydrophobes même à haute fréquence. On obtient uniquement un probable 

et faible ralentissement de la dynamique des chaînes, même si l’absence de point de croisement 

des modules ne permet pas d’obtenir la fréquence critique et donc le temps de relaxation. Il 

semble donc que toutes les associations ne soient pas nécessairement intermoléculaires et 

qu’une partie des associations intramoléculaires demeurent avec un comportement mixte entre 

polymère associatif et polysavon. 

II.2.3. Conclusion sur les propriétés physico-chimiques 

Les caractérisations physico-chimiques ont permis de mettre en évidence un caractère 

auto-associatif des pullulanes porteur de greffon acide férulique en raison d’interactions 

hydrophobes intra et intermoléculaires entre les motifs greffés d’acide férulique induisant la 

formation de microdomaines hydrophobes appelés clusters. Selon le domaine de concentration, 

ces interactions sont plutôt intramoléculaires en régime dilué et intermoléculaires en régimes 

semi-dilué et concentré. 

Les mesures rhéologiques en régime permanent et dynamique nous ont permis 

également de définir les conditions expérimentales à utiliser pour l’élaboration d’hydrogels 

chimiques.  
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III. Gélification  

III.1. Mode d’obtention des hydrogels PUL-FA  

Comme mentionné précédemment, les hydrogels à base de PUL-FA sont obtenus par 

voie enzymatique, voie douce et respectueuse de l’environnement. En effet, les motifs d’acide 

férulique greffés sur le pullulane sont capables de se dimériser via une réaction radicalaire en 

présence d’une enzyme oxydase comme la laccase. En présence de la laccase, les greffons de 

FA vont être oxydés et transformés en des radicaux très réactifs appelés quinones qui peuvent 

se condenser formant ainsi des dimères d’acide férulique. Différentes formes de radicaux 

peuvent être créés suite à l’action de l’enzyme et par conséquent cinq formes de dimères sont 

possibles dont deux sont les plus abondantes (voir Chapitre A-III.2.1.2). Par conséquent, la 

gélification devrait se produire par la création de points de réticulation covalents (dimère) entre 

deux greffons d’acide férulique appartenant à deux chaînes polymères différentes (Figure C-

19). Si la réticulation menant à l’hydrogel sera la conséquence de dimères intermoléculaires, 

l’établissement de dimères intramoléculaires reste toujours envisageable (voir conclusion de la 

partie II-2-2). 

Le bon déroulement de la réaction de réticulation nécessite donc une concentration en 

produits greffés PUL-FA supérieure à C* pour favoriser la réticulation intermoléculaire, un 

tampon citrate/phosphate 0,1 mol/L (pH= 5,5) et une température de 25°C pour une réactivité 

optimale de la laccase de Trametes versicolor. Ces paramètres ont été pris en compte pour la 

conception des hydrogels. 

 

Figure C-19 : Schéma représentatif de la formation d’un hydrogel de PUL-FA 
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III.2. Étude rhéologique 

La réaction de réticulation des dérivés greffés PUL-FA par la laccase en régimes semi-

dilué et concentré a été suivie par rhéologie en mode dynamique à une température de 25°C en 

utilisant la géométrie doubles-cylindres concentriques en raison des faibles viscosités initiales 

(≤ 3 Pa.s) des solutions PUL-FA mesurées précédemment. La mesure des valeurs de G’ et de 

G’’ en fonction du temps nous a permis de suivre la cinétique de formation des hydrogels de 

PUL-FA et d’évaluer leurs propriétés viscoélastiques à élastiques. Toutes les mesures ont été 

effectuées à une faible déformation (2%) et à une fréquence de 1 Hz pour assurer la linéarité 

des propriétés viscoélastiques lors de la réaction (passage d’un état liquide à un gel). Le tampon 

citrate/phosphate a été utilisé pour dissoudre la laccase à une concentration de 1 g/L et les 

produits obtenus PUL-FA à trois concentrations différentes 40, 70 et 100 g/L. Une petite 

quantité de la solution d’enzyme (ne modifiant pas sensiblement la concentration en polymère) 

a été ajoutée pour se placer à une valeur désirée d’activité enzymatique.  

 La Figure C-20 représente un exemple des courbes suite au suivi cinétique d’une 

réaction de formation d’un hydrogel à partir de la solution du dérivé greffé PUL-FA-6% à 70 

g/L à 25°C avec une activité de 1 nkat en laccase. 

 

Figure C-20 : Variations de G’ (module de conservation : bleu), de G’’ (module de perte : vert) et de 

tan δ (= G’’/G’ : gris) à 1Hz en fonction du temps d’une solution de PUL-FA-6% à 70 g/L dans le 

tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) lors de la réaction de réticulation à 25°C par la laccase 

(1 nkat) 
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Toutes les courbes obtenues lors des analyses rhéologiques ont montré un profil 

similaire à celui de la Figure C-20.  

Des études antérieures ont rapporté des courbes similaires lors de gélification de 

polysaccharides en utilisant le même processus de réticulation34,35. Ce profil de gélification est 

également similaire à celui d’autres hydrogels formés par réticulation physique ou chimique1,36.  

Au début, on part d’une solution majoritairement visqueuse (G’’>> G’) avec des valeurs 

très faibles de G’ et G’’. Ensuite, on observe rapidement une forte augmentation de G’ qui 

devient supérieur au G’’. À la fin, les deux modules tendent à atteindre un plateau ou un pseudo-

plateau avec des valeurs de G’ qui ont augmenté de trois décades par rapport à la solution 

initiale, signe de la création d’un hydrogel élastique (G’ >> G’’). L’allure de ces courbes est 

caractéristique d’une gélification induite par la réticulation par dimérisation des motifs greffés 

d’acide férulique par la laccase. Un point caractéristique de ces courbes est le temps où les deux 

modules G’ et G’’ sont égaux. Ce point d’intersection (tan δ = 1) a fait l’objet d’un important 

débat scientifique dans la littérature. Certains chercheurs le considèrent comme étant le point 

de gélification tandis que d’autres le définissent comme étant un point caractéristique de 

gélification indiquant le début de formation du gel par une transition de la phase purement 

liquide à la phase solide (gel) dominée par un comportement viscoélastique37.  

Nous considérons que ce point est difficilement corrélable à une notion de percolation 

par exemple mais il demeure un point tout à fait caractéristique de la gélification observée. Dans 

la suite de ce mémoire, nous utiliserons donc le temps correspondant au point de croisement G’ 

= G’’ que nous appellerons tgel pour temps de transition sol/gel. 

Pour obtenir une série d’hydrogels aux propriétés mécaniques différentes, plusieurs 

réactions de réticulation ont été réalisées sur les différents PUL-FA (2 ; 6 et 10%) en variant 

l’activité enzymatique (0,5, 1 et 2 nkat) et la concentration en PUL-FA (40, 70 et 100 g/L). Les 

valeurs des temps de point d’intersection G’ = G’’ (tgel), des modules notamment élastiques 

(G’) pris au plateau ou du moins en fin de réticulation et renseignant sur les propriétés 

mécaniques finales des hydrogels obtenus, ainsi que tan δ sont regroupées dans le Tableau C-

6. 
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Tableau C-6 : Données rhéologiques des réactions de réticulation des solutions PUL-FA 

dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) à 25°C 

Produit [C]  

(g/L) 

AE 

(nkat) 

tgel  

(min) 

G’a  

(Pa) 

G”a 

(Pa) 

tan δa 

PUL-FA-2% 70 0.5 55 170 2 0.01 

PUL-FA-6% 40 1 13 260 4 0.02 

PUL-FA-6% 70 0.5 33 340 9 0.03 

PUL-FA-6% 70 1 17 380 13 0.03 

PUL-FA-6% 70 2 8 410 17 0.04 

PUL-FA-6% 100 1 20 570 25 0.03 

PUL-FA-10% 70 0.5 24 440 19 0.03 

a Valeurs prises au ‘plateau’ en fin de réticulation 

Les valeurs de tan δ obtenues varient entre 0,01 à 0,04 (< 1) et sont bien caractéristiques 

d’un hydrogel élastique covalent38. L’hydrogel possédant les propriétés mécaniques les plus 

faibles présente un module d’élasticité de 170 Pa au plateau alors que celui aux propriétés les 

plus élevées atteint une valeur de 570 Pa. Tous les hydrogels obtenus ont démontré des 

propriétés mécaniques plus importantes que ceux obtenus par Carvajal et al. à partir des 

WEAX, arabinoxylanes naturellement porteur de FA et extraits à l’eau de graines de blé (G’ 

compris entre 5 et 41 Pa)27. Ce résultat montre donc que l’on est capable de ‘mimer’ avec succès 

les systèmes observés dans la nature mais nous avons également réussi à améliorer les 

propriétés mécaniques des hydrogels grâce à des taux de FA sur la chaîne polysaccharide plus 

importants.  

Pour mieux comprendre le comportement de ces hydrogels et la cinétique de la réaction 

de gélification (Tableau C-6), les influences de l’activité enzymatique, du degré de substitution 

en acide férulique (DSFA) et de la concentration en PUL-FA ont été examinées séparément dans 

la suite de l’étude.   

III.2.1. Influence de la quantité d’enzyme 

L’étude de l’effet de l’activité enzymatique sur la cinétique de la gélification et les 

propriétés physico-chimiques a été réalisée sur les hydrogels formés à partir des solutions de 

PUL-FA-6% en fixant la concentration à 70 g/L et en faisant varier la quantité d’enzyme 
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introduite (0,5, 1 et 2 nkat). La Figure C-21 présente les courbes obtenues de G’ et G’’ en 

fonction du temps.  

 

Figure C-21 : Influence de l’activité enzymatique sur la réaction de gélification et les propriétés des 

hydrogels : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1Hz en fonction du temps de la 

réaction de gélification à 25°C de solution PUL-FA-6% à 70 g/L dans le tampon citrate/phosphate (0,1 

mol/L, pH=5,5) en utilisant une activité de laccase de 0,5 nkat (vert), 1 nkat (bleu) et 2 nkat (rouge) 

Sur la Figure C-21, on constate que les courbes de G’ et G’’ des différents échantillons 

analysés ont tendance à atteindre des plateaux de même niveau de G’ à la fin de la mesure 

rhéologique et par conséquent on obtient des hydrogels aux propriétés mécaniques quasi 

identiques. Cependant, on remarque que ces plateaux ne sont pas atteints au même moment et 

si on regarde le point de croisement des deux modules G’ et G’’, on observe que tgel diminue 

quand la quantité d’enzyme (AE) augmente. Le plateau est atteint plus rapidement par une 

activité enzymatique plus élevée. Les valeurs numériques du Tableau C-6 confirment cette 

impression : G’ quasi constant des hydrogels de PUL-FA-2% de 340, 380 et 410 Pa pour les 

trois activités enzymatiques testées avec des temps de gel décroissants (33, 17 et 8 min) avec 

l’augmentation de l’activité enzymatique variant de 0,5 à 2 nkat.  

 De ce fait, la laccase n’a qu’un effet sur la cinétique de la gélification et n’a aucun effet 

sur les propriétés mécaniques finales des hydrogels (même nombre de liens formés) ce qui est 

en accord avec le rôle catalytique de cette enzyme dans la réaction de réticulation.  
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III.2.2. Influence du degré de substitution 

Pour comparer l’effet du degré de substitution en acide férulique sur la cinétique de la 

réaction de réticulation et sur les propriétés mécaniques des hydrogels, nous avons choisi de 

travailler à concentration en polymère et à activité enzymatique fixes de 70 g/L et 1 nkat, 

respectivement. Les mesures rhéologiques ont été effectuées sur les produits greffés PUL-FA-

2%, PUL-FA-6% et PUL-FA-10% (Figure C-22).  

 

Figure C-22 : Influence du degré de substitution sur la réaction de gélification et les propriétés des 

hydrogels : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en fonction du temps de la 

réaction de gélification à 25°C par la laccase (1nkat) de solutions de PUL-FA-2% (vert), PUL-FA-6% 

(bleu) et de PUL-FA-10% (rouge) à 70 g/L dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) 

 La Figure C-22 montre cette fois des différences tant au niveau des propriétés 

mécaniques finales que de la cinétique. En effet, lorsque le DSFA varie de 2 à 10%, G’ et G’’ au 

plateau augmentent respectivement de 170 à 440 Pa et de 2 à 19 Pa tandis que temps de gel 

diminue de 55 à 24 min (Tableau C-6). Ainsi, le degré de substitution en acide férulique affecte 

non seulement les caractéristiques des hydrogels obtenus mais aussi la cinétique de la réaction 

de réticulation. Le réseau 3D se forme plus rapidement avec des propriétés mécaniques plus 

importantes lorsque le DSFA est plus important.  

Cela s’explique assez logiquement, en effet plus le DS en FA augmente, plus le nombre 

de liens potentiels de réticulation augmente (i.e. valeur du module au plateau). La présence d’un 

grand nombre de greffons dans le milieu quand le DS en FA augmente permet aussi d’établir 

les liens plus rapidement et explique ainsi également l’amélioration de la cinétique.  
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III.2.3. Influence de la concentration  

Nous avons finalement investigué l’influence de la concentration en PUL-FA sur la 

vitesse de formation des hydrogels et sur leurs propriétés mécaniques finales. Pour cela, les 

analyses rhéologiques ont été menées sur le dérivé PUL-FA-6% en utilisant une quantité 

d’enzyme de 1 nkat et en faisant varier la concentration (40, 70 et 100 g/L) (Figure C-23). 

 

Figure C-23 : Influence de la concentration sur la réaction de gélification et les propriétés des 

hydrogels : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1Hz en fonction du temps de la 

réaction de gélification à 25°C par la laccase (1 nkat) des solutions PUL-FA-6% dans le tampon 

citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) à 40 g/L (vert), 70 g/L (bleu) et 100 g/L (rouge)  

Assez logiquement, les modules élastiques au plateau augmentent avec la concentration 

(voir Tableau C-6). En effet, l’augmentation de la concentration se traduit par un 

enchevêtrement des chaînes polymères plus dense mais aussi à une probabilité de rencontre des 

FA greffés améliorée (i.e. liens de réticulation potentiels). Ce phénomène est en plus 

probablement accentué par la présence d’associations hydrophobes intermoléculaires mises en 

évidence dans la partie précédente permettant d’envisager une réactivité (réticulation) entre 

greffons acide férulique plus importante.  

Sur l’aspect cinétique, les résultats peuvent apparaître plus surprenants puisque la 

cinétique diminue légèrement (entre 17 et 37 min) avec l’augmentation de la concentration en 

polymère. Une explication peut conduire à considérer un enchevêtrement plus important à forte 

concentration en polymère pouvant affecter la mobilité de l’enzyme et ralentissant la vitesse de 

réticulation. 

Par conséquent, la concentration joue un rôle sur la cinétique de la réaction de 

réticulation ainsi que sur les propriétés physico-chimiques finales des hydrogels.  
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III.3. Propriétés de gonflement  

Dans le but de vérifier leur affinité avec l’eau, le gonflement des hydrogels de PUL-FA 

a été étudié dans l’eau pure (milli-Q). Généralement, la capacité de gonflement d’un hydrogel 

à l’équilibre dépend fortement de la structure moléculaire du réseau polymère, de la densité de 

réticulation et des interactions des composants de l’hydrogel. C’est pour cette raison que l’effet 

de la quantité d’enzyme, du degré de substitution en acide férulique et de la concentration sur 

la cinétique et sur les propriétés de gonflement a été étudié et représenté respectivement dans 

les Figures C-24-A, C-24-B et C-24-C.  

 

Figure C-24 : Influence sur les propriétés de gonflement dans l’eau milli-Q de : A) l’activité 

enzymatique pour l’hydrogel obtenu à partir de PUL-FA-6% (40 g/L). B) le degré de substitution en 

acide férulique pour les hydrogels obtenus à partir de PUL-FA-2%, PUL-FA-6% et PUL-FA-10% à 40 

g/L avec une activité enzymatique de 1 nkat. C) la concentration en polysaccharide pour les hydrogels 

obtenus à partir de PUL-FA-6% avec une activité enzymatique de 1 nkat 
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 Les courbes obtenues montrent une cinétique de gonflement en deux temps. Pour 

débuter, sur les premières heures, l’absorption d’eau est rapide. Ensuite, l’équilibre est très long 

à atteindre avec une très lente et faible augmentation du gonflement sur une semaine. Le taux 

de gonflement maximal (13,3 g×g-1) a été mesuré avec l’hydrogel obtenu à partir du dérivé le 

moins greffé (PUL-FA-2%) à la concentration la moins élevée (40 g/L). Ce gonflement est 

relativement faible en raison du caractère neutre de la chaîne polymère.  

Les courbes de gonflement des hydrogels formés à partir du PUL-FA-6% à 40 g/L en 

utilisant trois activités enzymatiques différentes 0,5, 1 et 2 nkat (Figure C-24-A) montrent un 

profil identique avec le même degré de gonflement à chaque point de mesure. Ainsi, en accord 

avec les résultats de l’étude rhéologique, la quantité d’enzyme n’a pas d’effet sur les propriétés 

de gonflement des hydrogels puisque la densité de réticulation est constante.  

La Figure C-24-B représente le gonflement des hydrogels élaborés avec les échantillons 

PUL-FA-2%, PUL-FA-6% et PUL-FA-10% à 40 g/L et une quantité de laccase de 1 nkat. Cette 

figure prouve que la quantité d’acide férulique greffée a un impact sur les propriétés de 

gonflement des hydrogels PUL-FA. La réduction du DSFA entraîne une augmentation de 

gonflement en raison d’une diminution de la densité de réticulation ce qui facilite la pénétration 

de l’eau entre le réseau de l’hydrogel. Ce résultat est également conforme avec les mesures 

rhéologiques précédentes. Une constatation identique a été obtenue en étudiant l’effet de la 

concentration sur la cinétique de gonflement de l’hydrogel de PUL-FA-6% à 40, 70 et 100 g/L 

en fixant une activité enzymatique à 1 nkat (Figure C-24-C). 

Par conséquent, on peut conclure que les analyses des propriétés de gonflement ont 

montré des quantités d’absorption relativement faibles et lentes en raison du caractère non 

ionique des hydrogels. Tous les résultats sont en accord avec l’étude rhéologique précédente 

avec des tendances antagonistes entre gonflement et propriétés mécaniques. 

III.4. Conclusion sur la gélification 

Nous avons montré la capacité de la laccase à catalyser la réaction de dimérisation 

(réticulation) des acides féruliques greffés préalablement sur le pullulane. Cette enzyme est en 

effet capable de les oxyder pour les transformer en radicaux appelés quinones. Ces derniers se 

condensent formant ainsi des dimères d’acide férulique permettant la réticulation des chaînes 

du pullulane via des liaisons covalentes.  
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L’étude rhéologique de la réaction de gélification nous a permis d’étudier les aspects 

cinétiques de la réaction de gélification ainsi que les propriétés mécaniques finales des 

hydrogels obtenus. L’étude de l’effet de la quantité d’enzyme, du degré de substitution en FA 

et de la concentration en PUL-FA a montré que l’enzyme influence uniquement la cinétique de 

la réaction de réticulation tandis que DSFA et la concentration en polysaccharide ont des impacts 

à la fois sur la cinétique et les propriétés viscoélastiques des hydrogels de PUL-FA. De plus, en 

faisant varier ces paramètres, nous pouvons obtenir des hydrogels aux propriétés physico-

chimiques variées et adaptées aux applications souhaitées.  

Les propriétés de gonflement de ces réseaux 3D confirment bien les résultats 

rhéologiques. Par contre, l’équilibre de gonflement des différents hydrogels analysés n’a été 

atteint qu’après 8 jours avec un taux maximal très faible du fait du caractère neutre de 

l’hydrogel. 

Conclusion 

Le but des travaux présentés dans ce chapitre était de synthétiser des hydrogels à base 

d’un polysaccharide neutre (pullulane) selon une voie douce et écologique inspirée d’un modèle 

naturel observé dans les graines de céréales et les parois cellulaires des plantes.   

Pour aboutir à la formation de ces matériaux biomimétiques, la 1ère étape a consisté à 

greffer de l’acide férulique sur le pullulane. Différentes stratégies de greffage dans différents 

milieux organiques et aqueux ont été testées en partant de la chimie des carbodiimides jusqu’à 

la chimie des imidazoles en passant par la réaction de Mitsunobu et par la voie enzymatique. 

Les meilleures efficacités et reproductibilités ont été obtenues avec la chimie des imidazoles en 

utilisant le CDI comme agent de couplage et le DMSO anhydre comme solvant. Les conditions 

opératoires ont été adaptées afin d’obtenir trois taux de substitution différents d’acide férulique. 

Le succès de la réaction de greffage a été tout d’abord prouvé qualitativement par 

l’apparition d’une nouvelle bande d’absorption IR à 1720 cm-1 caractéristique du groupement 

carbonyle (C=O) du lien ester établi entre les fonctions hydroxyle du pullulane et les fonctions 

acide carboxylique de l’acide férulique. Pour confirmer ce résultat et déterminer le taux de 

greffage en FA (DSFA), les dérivés PUL-FA ont été analysés par RMN-1H en milieu (D2O, 

NaOD) qui a démontré l’apparition des protons aromatiques et éthyléniques caractéristiques du 

composé phénolique greffé (δ = 6 - 7,2 ppm) et qui a permis de déterminer des DSFA de 2, 6 et 

10% de FA/AGU correspondant à 23,5, 67,5 et 108,1 mg d’acide férulique / g de PUL-FA. La 

méthode de Folin-Ciocalteu, une deuxième technique de quantification, a été également utilisée. 
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Cependant, cette dernière n’était pas fiable dans le cas des systèmes PUL-FA en raison de leur 

caractère auto-associatif et de leur légère turbidité en solution aqueuse. Il faut noter qu’au-delà 

de 10%, les systèmes obtenus ne sont plus solubles dans l’eau.  

Ce caractère auto-associatif a été ensuite confirmé par les caractérisations physico-

chimiques des dérivés greffés obtenus. En régime dilué, la SEC/MALS/DRI/Visco/UV a 

montré l’existence d’associations hydrophobes intramoléculaires entre les motifs greffés 

d’acide férulique qui prédominent sur les associations intermoléculaires (peu favorisées). 

L’ensemble présente ainsi la coexistence de molécules isolées associées en intramoléculaire et 

de structures agrégées compactes. La distribution homogène des greffons de FA le long du 

squelette du pullulane a été confirmée grâce au détecteur UV.  

En régimes semi-dilué et concentré, ce sont les interactions intermoléculaires qui 

deviennent préférentielles devant les interactions intramoléculaires (qui n’ont sans doute pas 

complétement disparues) ce qui a conduit à l’augmentation des viscosités apparentes des 

solutions de PUL-FA comparées à celle du précurseur avec dans certains cas l’apparition de 

rhéofluidité et de thixotropie. En régime dynamique, l’étude en oscillation par balayage de 

fréquence nous a permis de mettre en évidence un caractère viscoélastique des solutions PUL-

FA avec une prédominance des propriétés visqueuses dans la gamme de fréquence étudiée. Par 

conséquent, les interactions intermoléculaires en régimes semi-dilué et concentré sont de faible 

intensité ou partiellement majoritaires.  

La réaction de réticulation pour l’obtention d’hydrogel est basée sur l’utilisation de la 

laccase de Trametes veriscolor (enzyme oxydase) qui a pour rôle d’oxyder les motifs greffés 

d’acide férulique en radicaux (quinones) conduisant par condensation à la dimérisation de 

l’acide férulique. Ces dimères constituent les points de réticulation covalents entre les chaînes 

de polysaccharide.  

La comparaison des propriétés mécaniques et du comportement rhéologique pendant la 

réaction de réticulation des dérivés de PUL-FA à 25°C dans le tampon citrate/phosphate (0,1 

mol/L, pH=5,5), a été étudiée en fonction de la quantité d’enzyme, du DS en FA et de la 

concentration en polymère. 

Il a été démontré que l’augmentation de la quantité de laccase conduisait à accélérer la 

formation des hydrogels confirmant le rôle catalytique de l’enzyme sans modifier les propriétés 

mécaniques finales de l’hydrogel (même nombre de liens formés). Une augmentation des 

propriétés mécaniques a été logiquement observée en augmentant le DSFA et la concentration 
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du fait de l’augmentation de la densité de réticulation. Cependant, une diminution inattendue 

de la cinétique a été notée lorsque la concentration des dérivés PUL-FA augmente. Il semble 

que pour les concentrations les plus élevées, les greffons d’acide férulique sont plus impliqués 

dans les associations hydrophobes réduisant ainsi leur disponibilité et leur accessibilité ce qui 

ralentit la vitesse de la réaction de réticulation.  

Enfin, les hydrogels présentent des taux de gonflement faibles (≤ 13,3 g×g-1) et en 

accord avec les résultats de rhéologie. Plus le module élastique est important (densité de 

réticulation élevée), plus le gonflement observé est faible. Les cinétiques de gonflement sont 

très lentes sur la fin (8 jours). Ceci peut être expliqué par les interactions hydrophobes 

intermoléculaires voire intramoléculaires des motifs greffés d’acide férulique et le caractère 

neutre du squelette pullulane. 

Toutes les études réalisées nous ont permis de mieux comprendre et de bien contrôler le 

phénomène de réticulation biomimétique et les propriétés finales des hydrogels PUL-FA 

obtenus qui peuvent être adaptés aux applications futures.  

Néanmoins, le caractère neutre du pullulane reste un inconvénient puisqu’il a une grande 

influence sur le taux de gonflement qui reste assez faible. De plus, ce polysaccharide est très 

flexible ce qui nécessite l’utilisation des concentrations très importantes pour l’étude 

rhéologique et la formation des hydrogels. Pour ces raisons, nous avons décidé dans la suite de 

travailler sur deux polysaccharides anioniques : un polysaccharide modèle qui est le 

carboxyméthylpullulane (CMP) et un second d’intérêt qui est l’acide hyaluronique, dont les 

applications potentielles sont nombreuses.  
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A 
Introduction 

fin d’étendre les possibilités d’hydrogels biomimétiques et aussi d’en améliorer les 

propriétés, nous avons choisi de travailler sur deux polysaccharides anioniques qui 

présentent les deux grandes parties de ce chapitre.  

La première partie est consacrée aux hydrogels biomimétiques à base de CMP 

(polysaccharide anionique modèle) greffé acide férulique. Ce travail a fait l’objet d’une 

publication qui sera intégrée au manuscrit et qui présentera la méthode de greffage et de 

réticulation utilisées ainsi que les caractéristiques des hydrogels obtenus. Un bref résumé et une 

discussion de ces résultats seront ensuite proposés, notamment une comparaison de ces résultats 

avec ceux du chapitre précédent concernant les polysaccharides neutres (Chapitre C). 

La seconde partie concerne les hydrogels à base d’acide hyaluronique (polysaccharide 

anionique d’intérêt) avec une répartition sur trois volets. Nous aborderons en premier lieu les 

réactions de greffage de l’acide férulique sur le HA en comparant nos résultats avec la chimie 

mise en œuvre pour le greffage du CMP. Dans un second volet, nous nous intéresserons au 

comportement physico-chimique de ces dérivés en solution aqueuse dans différents régimes de 

concentration. Finalement, la réaction de gélification et les propriétés des hydrogels élaborés 

seront décrites et discutées. 

Chapitre D-I. Hydrogels biomimétiques à base du 

carboxyméthylpullulane 

I. Article  
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II. Résultats et discussion 

II.1. Réaction de greffage 

Nous nous sommes basés sur la chimie des carbodiimides pour greffer l’acide férulique 

(FA) sur le CMP (degré de carboxyméthylation DSCOONa = 0,8). Selon cette approche, il est 

donc nécessaire d’apporter une fonction amine (ici par le biais de l’acide adipique dihydrazide 

(ADH)) sur FA pour ensuite condenser cet intermédiaire sur les fonctions acide carboxylique 

du polysaccharide. Ce greffage se fait donc en deux temps : tout d’abord, modification du FA 

par l’ADH (réaction non optimisée) puis réaction du dérivé intermédiaire sur le CMP. Nous 

avons ainsi réussi à coupler le FA au CMP via des liens amide. Les conditions opératoires ont 

été adaptées de façon à obtenir des degrés de substitution en FA différents.  Le succès du 

greffage a été confirmé qualitativement par FT-IR et quantitativement par RMN-1H et dosage 

de Folin-Ciocalteu. Cette dernière méthode, pour quantifier le degré de substitution 

expérimental en FA (DSFA) s’est révélée plus précise que la RMN-1H en raison d’une très bonne 

solubilité dans l’eau des CMP-FA contrairement aux PUL-FA. Cette différence 

d’hydrosolubilité provient de la présence des charges négatives le long du squelette du 

polysaccharide du CMP qui entraîne de surcroit des répulsions électrostatiques permettant un 

état moins agrégatif.  

Malgré des différences au niveau de la chimie utilisée et de la présence ou non d’un bras 

espaceur (ADH), nous obtenons pour les deux polysaccharides (PUL et CMP) des valeurs de 

DSFA du même ordre de grandeur ce qui nous permet d’envisager une comparaison des 

propriétés physico-chimiques en solution de ces systèmes et des hydrogels obtenus.  

II.2. Couplage SEC/MALS/DRI/Visco 

Les propriétés physico-chimiques des solutions aqueuses des dérivés CMP-FA en 

régime dilué ont été mises en évidence par SEC/MALS/DRI/Visco dans les mêmes conditions 

utilisées que pour les dérivés PUL-FA (1g/L dans LiNO3 0,1 mol/L). Pour évaluer le caractère 

associatif de ces différents échantillons, nous avons regroupé leurs grandeurs physico-

chimiques intrinsèques et caractéristiques (Mn et Mw) et calculé les degrés de polymérisation 

apparents moyens en nombre (DPn) dans le Tableau D-1. 
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Tableau D-1 : Grandeurs caractéristiques moyennes des dérivés CMP-FA et PUL-FA 

obtenues par couplage SEC/MALS/DRI/Visco à une concentration de 1 g/L dans LiNO3 

0,1 mol/L à 25°C  

Produit Mn 

 (g/mol) 

Mw  

(g/mol) 

Ecart 

Mw
a (%) 

M0
b 

(g/mol) 

DPn
c 

 

Ecart  

DPn
d (%) 

CMP 201 800 327 800 - 226 893 - 

CMP-FA-3,2% 210 000 368 200 12 236 890 - 

CMP-FA-8,5% 244 300 398 600 22 252 969 9 

CMP-FA-11,2% 269 700 597 100 82 261 1033 16 

PUL 144 000 265 000 - 162 889 - 

PUL-FA-2% 231 000 670 000 153 165,5 1400 57 

PUL-FA-6% 257 000 804 000 203 172,6 1489 67 

PUL-FA-10% 334 000 815 000 207 179,6 1859 109 

a L’écart sur Mw est calculé comme suit : 𝐸𝑐𝑎𝑟𝑡 𝑀𝑤 =
𝑀𝑤 𝑑é𝑟𝑖𝑣é 𝑔𝑟𝑒𝑓𝑓é −𝑀𝑤 𝑝𝑟é𝑐𝑢𝑟𝑠𝑒𝑢𝑟

𝑀𝑤 𝑝𝑟é𝑐𝑢𝑟𝑠𝑒𝑢𝑟
× 100 

b Masse molaire de l’unité de répétition calculée selon l’équation  M0 = 162 + (80 × DSCOONa+) + (310 × DSFAexp)  dans le cas 

des produits à base de  CMP et selon l’équation : M0 = 162 + (176,18 × DSFAexp) dans le cas des produits à base de PUL. 

c Degré de polymérisation apparent déterminé par la relation : DPn = Mn / M0 

d
 L’écart sur DPn est calculé par l’équation : 𝐸𝑐𝑎𝑟𝑡 𝐷𝑃𝑛 =

𝐷𝑃𝑛 𝑑é𝑟𝑖𝑣é 𝑔𝑟𝑒𝑓𝑓é −𝐷𝑃𝑛 𝑝𝑟é𝑐𝑢𝑟𝑠𝑒𝑢𝑟

𝐷𝑃𝑛 𝑝𝑟é𝑐𝑢𝑟𝑠𝑒𝑢𝑟
× 100 

Le Tableau D-1 montre un écart sur Mw et sur DPn beaucoup plus faible dans le cas des 

dérivés CMP-FA ce qui prouve que la tendance à l’agrégation est beaucoup moins marquée en 

présence de fonctions carboxylate. En effet, celles-ci facilitent l’hydratation du polymère et 

favorisent les répulsions électrostatiques s’opposant à l’effet agrégatif hydrophobe induit par 

l’association entre motifs d’acide férulique, même en présence de sel. 

II.3. Etude rhéologique de la gélification 

 La gélification des CMP-FA a été étudiée en régime semi-dilué dans les mêmes 

conditions que pour les systèmes PUL-FA exceptées pour la concentration qui a été fixée à 20 

g/L pour les CMP-FA car le CMP possède une concentration de recouvrement C* = 16 g/L 

(dans NaCl)1 plus faible que le pullulane. 

Toutes les courbes obtenues (G’ et G’’ en fonction du temps) ont montré un profil 

typique de réticulation chimique similaire à celui des solutions PUL-FA avec un effet de la 

quantité d’enzyme et du degré de substitution en FA comparable. En rappel, l’augmentation de 
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l’activité en enzyme accélère la cinétique confirmant le rôle catalytique de l’enzyme mais ne 

modifie quasiment pas la structure du gel formé (i.e. même module G’ au plateau). 

L’augmentation du DSFA augmente logiquement le module G’ au plateau (augmentation d’un 

nombre de liens de réticulation) et accélère aussi la cinétique jusqu’à concurrence d’un 

caractère associatif trop marqué. Toutefois, des petites différences peuvent être détectées entre 

le comportement du pullulane et celui du CMP au niveau des données rhéologiques collectées 

dans le Tableau D-2. 

Tableau D-2 : Données rhéologiques des réactions de réticulation des solutions CMP-FA 

et PUL-FA dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) à 25°C 

Produit FAéq
a  

(mg/g) 

[C]  

(g/L) 

FAéq solution
b 

(mg) 

AE 

(nkat) 

tgel
c  

(min) 

G’plateau 

(Pa) 

CMP-FA-3,2% 26 20 4,2 

 

1 12,6 295 

2 6,7 310 

PUL-FA-2% 23,5 40 7,5 1 30 200 

2 16 210 

CMP-FA-8,5% 65 20 10,4 2 4,6 355 

PUL-FA-6% 67,5 40 21,6 2 6 300 

a Équivalent d’acide férulique contenu dans le dérivé d’étude calculé par l’Eq B8 (Chapitre B-I.3) dans le cas des 

systèmes CMP-FA et par l’Eq. B6 (Chapitre B-I.3) dans le cas des systèmes PUL-FA 

b Équivalent d’acide férulique contenu dans la solution du produit analysé calculé par la relation : 

 𝐹𝐴é𝑞 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 = [𝐶] × 𝑉𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 × 𝐹𝐴é𝑞 avec Vsolution = 8×10-3 L (volume de la solution analysée) 

c Temps au point d’intersection G’ = G’’ 

Concernant les CMP-FA, les cinétiques de gélification apparaissent légèrement plus 

rapides et les modules élastiques obtenus au plateau sont plus élevés qu’avec les dérivés PUL-

FA. Cette différence est surtout visible lorsque le DSFA est faible. Cela peut s’expliquer par le 

comportement moins agrégatif des dérivés CMP-FA (balance HLB plus élevée et rigidité plus 

importante de la chaîne) comparés aux dérivés PUL-FA facilitant l’accessibilité des motifs 

greffés de FA à l’enzyme.  

II.4. Propriétés de gonflement  

Le gonflement des hydrogels de CMP-FA dans l’eau pure a également été mesuré2 

(Tableau D-3).  
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Tableau D-3 : Propriétés de gonflement des hydrogels de CMP-FA et PUL-FA dans l’eau 

milli-Q à 25°C 

Produit [C] (g/L)a AE (nkat)b G’plateau (Pa) Q (g/g)c 

CMP-FA-3,2% 20 2 310 97 

CMP-FA-11,2% 20 2 450 61 

PUL-FA-2% 40 2 210 13,3 

PUL-FA-10% 40 2 370 9,6 

a Concentration de la solution à partir de laquelle l’hydrogel a été obtenue  

b Activité enzymatique utilisée pour la réticulation des solutions des dérivés greffés  

c Taux de gonflement déterminé par l’Eq. B30 (voir Chapitre B-III.3) 

Logiquement, la présence de charge négative au niveau des CMP donne des gonflements 

dans l’eau pure beaucoup plus importants. Un taux de gonflement maximal de 97 g/g a été 

atteint pour le CMP le moins substitué, soit environ 7 fois le taux de gonflement maximal de 

son équivalent en PUL (13,3 g/g).  

L’établissement de répulsions électrostatiques au sein de l’hydrogel facilite la 

pénétration de l’eau et entraîne des gonflements plus importants. Le même effet a été observé 

par Sannino & Nicolais sur le gonflement d’hydrogels à base de cellulose en comparant des 

matrices de nature carboxyméthylcellulose et hydroxyéthylcellulose3.  

Conclusion 

 La chimie des carbodiimides, via l’utilisation d’un bras espaceur diamine, a démontré 

une efficacité notable dans le greffage de l’acide férulique sur le CMP, polysaccharide 

anionique modèle choisi pour cette étude.  

En régime dilué, les dérivés greffés sont faiblement associatifs en raison de leur 

caractère polyélectrolyte.  

Des hydrogels de CMP-FA ont été obtenus avec succès par réticulation enzymatique en 

utilisant la laccase de Pleurotus ostreatus. Les gonflements mesurés dans l’eau pure sont 

importants (60 à 100g/g) par la présence des charges dans le réseau des hydrogels CMP.  

Ces résultats nous ont encouragé à transférer cette chimie sur l’acide hyaluronique, un 

polysaccharide anionique d’intérêt.  
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Chapitre D-II. Transfert sur un polysaccharide d’intérêt, 

l’acide hyaluronique 

I. Greffage de l’acide férulique sur l’acide hyaluronique  

I.1. Méthode de synthèse  

À la vue des résultats intéressants obtenus pour le greffage de FA sur le CMP, nous 

avons repris la même voie de synthèse pour le HA avec aucune modification dans un premier 

temps. Cette voie de synthèse repose sur l’utilisation de l’acide adipique dihydrazide (ADH) 

comme bras espaceur et le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) comme 

agent de couplage. La nécessité de l’utilisation d’un bras espaceur provient des fonctions 

réactives communes (acide carboxylique et hydroxyle) présentes sur le FA et le HA. Un 

greffage direct de FA sur le HA par la création d’un lien ester (comme dans le cas des systèmes 

PUL-FA) n’était pas judicieux du fait de la compétitivité possible entre le couplage de la 

fonction acide carboxylique du FA avec les fonctions hydroxyle du HA et le couplage des 

fonctions carboxylate du HA avec l’hydroxyle du FA. De plus, ce dernier couplage doit être 

évité car les fonctions hydroxyle du FA sont utilisées ultérieurement lors de la réticulation par 

la laccase (voir Chapitre A-III.2.1.2). De ce fait, la fonction hydroxyle du FA ne doit pas être 

engagée pendant la réaction du greffage du FA sur le HA.  

Le bras espaceur contient dans sa structure une fonction amine à ces deux extrémités ce 

qui nous permettra de modifier l’acide hyaluronique par l’acide férulique via la création de liens 

amide en deux étapes (Figure D-1). La première consiste à fonctionnaliser l’acide férulique en 

le greffant sur une extrémité du bras espaceur selon des proportions molaires appropriées de 

façon à éviter au maximum le greffage de FA sur les deux extrémités amine de l’ADH. 

Cependant, après une purification par l’ajout d’un grand volume d’eau pour éliminer le bras 

espaceur et l’EDC qui n’ont pas réagi, un mélange du bras espaceur monofonctionnalisé 

(produit désiré) et bifonctionnalisé ainsi que du FA qui n’a pas réagi peuvent coexister. Nous 

avons également prouvé par RMN que seul 30% molaire de l’ADH initial est modifié soit 

monosubstitué, soit disubstitué. Par contre, il n’était pas possible de déterminer leur proportion 

respective (voir Chapitre D-I-I.3.1).  

Compte tenu de cette impossibilité de quantification, nous avons décidé de ne pas 

essayer d’améliorer la réactivité du bras espaceur diamine vis-à-vis du FA. La 2ème étape de la 

réaction est déclenchée par l’ajout de ce mélange dans une solution de HA préalablement activé 
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par EDC pour créer des liens amide entre l’extrémité amine libre du bras espaceur 

monofonctionnalisé par FA et des fonctions carboxylate du HA.  

Figure D-1 : Réaction de greffage de l’acide férulique sur l’acide hyaluronique 

I.2. Synthèse de référence 

I.2.1. Protocole de synthèse 

Tout d’abord, en 1ère étape, dans un ballon monocol de 250 mL, on introduit 4 g de FA 

(20,6 mmol) qu’on solubilise dans 80 mL d’éthanol. En même temps, dans un bécher de 100 

mL, on introduit 3,6 g d’ADH (20,6 mmol) qu’on solubilise dans 30 mL d’eau milli-Q puis 

dans 30 mL d’éthanol. 

Après environ 30 min d’agitation magnétique (400 tr/min), la solution d’ADH est 

ajoutée goutte à goutte à celle de l’acide férulique et le pH est ajusté à 4,75 en ajoutant une très 

faible quantité d’une solution aqueuse de HCl (1 mol/L). Ensuite, une solution d’EDC est 

ajoutée goutte à goutte (4 g dans 10 mL d’éthanol, soit 20,8 mmol) puis on laisse réagir pendant 

24h à température ambiante sous une agitation de 400 tr/min. Parallèlement, 1 g de HA (2,5 

mmol) est solubilisé dans 400 mL d’eau milli-Q à température ambiante sous une agitation de 

500 tr/min.  
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A la fin de la réaction de cette 1ère étape, la solution (FA+ADH+EDC) est évaporée 

totalement jusqu’à l’apparition d’une poudre jaune dans le ballon. Puis, cette poudre est lavée 

3 fois avec 50 mL d’eau milli-Q (pour éliminer l’ADH et l’EDC qui n’ont pas réagi) et est 

solubilisée ensuite dans un mélange d’eau milli-Q/éthanol 95 mL /125 mL.  

La seconde étape consiste à ajouter (goutte à goutte) cette dernière solution contenant 

un mélange de FA-ADH, FA-ADH-FA et FA à celle du HA (1 g dans 400 mL) dont le pH a été 

préalablement ajusté à 4,75 en utilisant une solution aqueuse de HCl (1 mol/L). Finalement, 

une solution d’EDC (0,5 g dans 10 mL d’eau milli-Q, soit 2,6 mmol) est ajoutée goutte à goutte 

puis on laisse réagir pendant 24h à température ambiante sous une agitation de 500 tr/min. La 

solution récupérée à la fin de la réaction est ensuite dialysée (membrane de dialyse Spectra-Pro 

12×103 - 14×103 g/mol) contre NaOH 0,1 mol/L pendant 2h puis contre l’eau milli-Q jusqu’à 

atteindre une conductivité voisine de celle de l’eau milli-Q. Après dialyse, les solutions sont 

congelées et lyophilisées. On obtient un ‘coton’ blanc correspondant à l’échantillon HA-ADH-

FA1 avec un rendement massique de 90% que l’on stocke à 4°C. 

I.2.2 Caractérisation du greffage 

La présence du FA greffé a tout d’abord été visualisée de manière qualitative par IR puis 

de manière quantitative par RMN-1H et par dosage de Folin-Ciocalteu. 

I.2.2.1. Spectroscopie IR 

La Figure D-2 représente les spectres IR (transmittance = f (nombre d’onde)) du HA 

précurseur et du dérivé précédemment décrit HA-ADH-FA1.   
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Figure D-2 : Spectres IR de : a) Acide hyaluronique (bleu). b) HA-ADH-FA1 (rouge) 

Le spectre IR de l’acide hyaluronique (Figure D-2-a) présente une forte absorption à 

3292 cm-1 caractéristique de la vibration d’élongation des groupements OH et de la liaison  

N-H. La bande d’absorption observée à 2861 cm-1 est attribuée à la région d’élongation des 

liaisons C-H sp3. La bande à 1603 cm-1 correspond à l’amine liée à la fonction acétyle du HA 

tandis que celle à 1371 cm-1 peut être attribuée à la vibration d’élongation de COO- (fonction 

carboxylate du HA). Le pic intense à 1019 cm-1 correspond à l’élongation des liaisons C-OH. 

Un spectre similaire a été rapporté par De Oliveira et al.4 

Un très léger élargissement de la bande correspondant des amines est visible à  

1700 cm-1 dans le spectre IR du dérivé HA-ADH-FA (Figure D-2-b). Cette bande d’absorption 
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provient certainement de la vibration d’élongation du C=O du groupement carboxyle de lien 

amide établi entre l’acide hyaluronique et l’acide férulique fonctionnalisé par l’ADH.  

I.2.2.2. Spectroscopie RMN 

La Figure D-3 représente les spectres RMN-1H de l’acide férulique, de l’acide 

hyaluronique, de l’ADH et du dérivé HA-ADH-FA1.  
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Figure D-3 : Spectres RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15, v/v) de : A) Acide férulique. B) ADH. C) Acide hyaluronique. D) HA-ADH-FA1 
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Les pics observés dans le spectre RMN-1H de l’acide férulique (Figure D-3-A) ont été 

attribués précédemment aux protons correspondants (voir Chapitre C-I.2.2.2).  

La Figure D-3-B présente le spectre de l’ADH. Ce dernier montre deux signaux à 1,33 

et 1,98 ppm attribués respectivement aux 4 protons en β (2×2Ha’) et aux 4 protons en α (2×2Hb’) 

du groupement carbonyle de chaque extrémité.  

Le spectre RMN-1H typique de l’acide hyaluronique (Figure D-3-C) permet l’attribution 

du signal à 1,67 ppm aux 3 protons de la fonction acétyle du HA (3H7’). Le massif de pics 

observé entre 3,1 – 3,8 ppm correspond aux protons cycliques non anomères du squelette de 

l’acide hyaluronique (H2’, 3’, 4’ 5’, 6’, 2 3, 4 et 5). Les protons anomères (H1’ et 1) sont détectés à 4,21 

ppm  

Comparé au spectre du HA, le spectre du dérivé HA-ADH-FA1 (Figure D-3-D) montre 

logiquement la présence des pics caractéristiques du HA (δ = 1,68 ppm, δ= 3,1-3,8 ppm et δ = 

4,22 ppm). On remarque aussi l’apparition de deux nouveaux signaux à 1,35 et 1,95 ppm qui 

correspondent respectivement aux protons en α et β du carbonyle de l’ADH. Cependant, on 

note l’absence des pics aromatiques et éthyléniques caractéristiques de l’acide férulique. Quant 

aux protons méthoxy de FA (δ = 3,64 ppm), il est possible qu’ils soient confondus avec les pics 

des protons non anomères du HA ou non observables comme le reste des protons de FA. 

 Par conséquent, nous nous sommes basés sur l’intégration du pic à 4,22 ppm référé à 2 

(H1’ et 1 anomères du HA) et du pic à 1,35 (4 protons en β du carbonyle de l’ADH) pour 

déterminer le degré de substitution de FA/GAG (DSFA RMN) selon l’équation suivante :  

%𝐷𝑆𝐹𝐴 𝑅𝑀𝑁 =
𝐼 (𝐻𝑎′)

4
× 100                  (Eq. D1)  

Dans le cas de ce dérivé HA-ADH-FA1, nous obtenons un DS de 11%.  

I.2.2.3. Dosage de Folin-Ciocalteu 

L’analyse réalisée sur cet échantillon donne une valeur proche, légèrement inférieure 

égale à 10%. Dans le cas du HA-ADH-FA1, les deux méthodes semblent complémentaires.  

L’efficacité du greffage est donc de 11%. 
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I.2.3 Détermination des masses molaires  

L’échantillon a été injecté dans les mêmes conditions que le HA précurseur (chapitre  

B-II.1). Le taux de récupération en sortie de colonnes est dans ce cas beaucoup plus faible (40% 

contre 83%). Une grande partie de l’échantillon HA-ADH-FA1 a donc été éliminée pendant la 

phase de filtration avant l’injection. Il s’agit probablement d’agrégats de grandes tailles 

indiquant ici un caractère associatif marqué. N’ayant pas constaté d’augmentation de pression 

au niveau de la pompe HPLC après de nombreuses injections, nous avons exclu la possibilité 

d’adsorption dans les colonnes. Nous constatons, de plus, un décalage du pic vers les plus 

faibles volumes d’élution (Figure D-4) qui traduit soit une compacification du volume 

hydrodynamique due à l’apparition d’associations hydrophobes intramoléculaires ou bien une 

diminution des masses molaires moyennes due à une dégradation durant la réaction. Les 

résultats des masses molaires obtenus lors de l’intégration sur l’ensemble du pic (Tableau D-4) 

semblent bien indiquer une dégradation des chaînes. Une telle dégradation n’avait pas été 

observée sur les dérivés CMP-FA. 

 

Figure D-4 : Profils d’élution dans LiNO3 (0,1 mol/L) à 25°C de l’indice de réfraction (trait plein) et 

de la diffusion de la lumière à 90° (tirets) avec la distribution des masses molaires (points) du HA 

précurseur (gris) et du HA-ADH-FA1 (rose) 
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Tableau D-4 : Grandeurs caractéristiques moyennes du HA et du HA-ADH-FA1 obtenues 

par couplage SEC/MALS/DRI/Visco à une concentration de 1 g/L dans LiNO3 0,1 mol/L 

à 25°C  

Échantillon Mn  

(g/mol) 

Mw  

(g/mol) 

M0
a 

(g/mol) 

DPn
b Rh(w) 

(nm) 

[ɳ]w 

(ml/g) 

Masse 

récupérée  

HA précurseur 1 480 000 

 

1 680 000 402,3 3 679 82 2 270  

 

83 % 

HA-ADH-FA1 639 000 800 000 436,3 1465 51 1 100 40 % 

a Masse molaire de l’unité de répétition déterminée par l’équation : M0 = 402,3 + (309,38 × DSFA) 

b Degré de polymérisation apparent déterminé par la relation : DPn = Mn / M0 

L’aspect associatif des HA-FA est donc visible sur le calcul de la quantité analysée par 

le détecteur réfractométrique. Environ 50% de l’échantillon est donc sous forme d’agrégats 

créés par la coexistence d’interactions hydrophobes inter et intramoléculaires. Sur les chaînes 

analysées, la diminution des masses molaires due à la dégradation rend difficile la mise en 

évidence possible d’associations intramoléculaires (i.e. diminution du Vh). Nous pouvons 

cependant déterminer l’exposant de la relation de Mark Houwink Sakurada du dérivé modifié. 

Celui-ci est de 0,5 ce qui est faible comparé à l’acide hyaluronique de forte masse molaire qui 

est habituellement proche de 0,655. Ce résultat semble bien confirmer le caractère associatif 

(intramoléculaire cette fois) observé avec les pertes à la filtration. 

I.3. Amélioration du protocole de synthèse et de purification 

La dégradation mise en évidence peut avoir deux origines, soit pendant la synthèse soit 

pendant la purification.  

I.3.1. Purification 

La purification a été conduite en suivant le protocole classique utilisé précédemment 

pour le CMP, c’est-à-dire une dialyse contre NaOH 0,1 mol/L pendant 2h suivie d’une dialyse 

contre de l’eau. Ce milieu, non dégradant pour le CMP, peut s’avérer dégradant pour un autre 

polysaccharide comme le HA. Pour répondre à cette question, nous avons décidé de réaliser des 

tests « blancs » qui consistent à placer le HA dans les mêmes conditions de synthèse mais sans 

FA ni d’ADH dans le milieu réactionnel. Deux blancs ont été suivis en modifiant le type de 

dialyse:  
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- le premier est réalisé avec une dialyse contre NaOH 0,1 mol/L pendant 2h puis 

contre l’eau milli-Q (HA-blanc1)  

- le deuxième subit trois dialyses contre NaOH 0,01 mol/L d’une heure alternée avec 

une dialyse contre de l’eau milli-Q pendant deux jours suivie d’une dernière dialyse 

contre de l’eau milli-Q (HA-blanc2).  

Ces deux blancs ont été analysés par chromatographie d’exclusion stérique (Figure D-

5) pour obtenir leurs caractéristiques macromoléculaires moyennes (Tableau D-5).   

 

Figure D-5 : Profils d’élution dans LiNO3 (0,1 mol/L) à 25°C de l’indice de réfraction (trait plein) et 

de la diffusion de la lumière à 90° (tirets) avec la distribution des masses molaires (points) du HA 

précurseur (gris), du HA-blanc1 (vert) et du HA-blanc2 (orange) 

Tableau D-5 : Grandeurs caractéristiques moyennes intrinsèques du HA, du HA-blanc1 

et du HA-blanc2 obtenues par couplage SEC/MALS/DRI/Visco à une concentration de 1 

g/L dans LiNO3 0,1 mol/L à 25°C  

Échantillon Mn  

(g/mol) 

Mw  

(g/mol) 

M0
a 

(g/mol) 

DPn
b Rh(w) 

(nm) 

[ɳ]w 

(ml/g) 

Masse 

récupérée  

HA précurseur 1 480 000 

 

1 680 000 402,3 3 679 82,8 2 252 

 

83 % 

HA-blanc1 651 000 835 000 402,3 1 618 57,7 1 547 85 % 

HA-blanc2 800 000 966 000 402,3 1 989 63 1 717 88 % 

a Masse molaire de l’unité de répétition du HA (GAG) 

b Degré de polymérisation apparent déterminé par la relation : DPn = Mn / M0 
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Nos résultats indiquent clairement une dégradation induite par les étapes de purification, 

abstraction faite de la réaction de greffage. Nous constatons par ailleurs que la deuxième 

méthode de dialyse (soude moins concentrée), beaucoup plus douce mais aussi beaucoup plus 

longue, conduit à une dégradation moins importante du HA. Il semble donc que la solution 

alcaline entraîne une dégradation via une β-élimination c’est à dire une hydrolyse des 

enchaînements de sucres en position β6. Cette dernière, impossible pour le CMP car 

l’enchaînement des oses est en position α, expliquerait l’aspect non dégradant de la purification 

pour les dérivés CMP-FA. Une dégradation due aux réactifs utilisés, présent ici même en 

absence de FA n’est toutefois pas à exclure. 

Ce type de dialyse plus doux au niveau du pH mais malheureusement plus long a été 

retenu pour la suite de l’étude sur le HA. 

I.3.2. Teneur en acide férulique 

Souhaitant obtenir des HA avec différents taux de greffage, nous avons utilisé des 

quantités variables d’acide férulique en maintenant constants les ratios molaires EDC/FA = 1 

et EDC/GAG =1,05 (Tableau D-6). Une étude de répétabilité sur la synthèse a été réalisée pour 

un taux fixé en FA (HA-ADH-FA3 et HA-ADH-FA4, lignes 2-3). 

Ces 5 échantillons ont ensuite été caractérisés (Tableau D-6) d’un point de vue structural 

par détermination du DSFA avec les deux méthodes précédemment décrites et d’un point de vue 

physicochimique par la détermination des distributions de masses molaires. 

Les DS obtenus par RMN-1H ont montré de faibles écarts avec les DS obtenus par le 

dosage de Folin-Ciocalteu, toujours inférieurs. Cette légère différence peut être attribuée à la 

viscosité importante des solutions des dérivés les plus greffés qui rend difficile les prises d’essai 

dans le cas de l’analyse de Folin-Ciocalteu mais également à une possible agrégation des 

chaînes comme obtenue avec les dérivés PUL-FA. Nous avons donc retenu les valeurs obtenues 

par RMN-1H. 
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Tableau D-6 : Conditions de synthèse et caractéristiques des dérivés HA-ADH-FA 

obtenus  

Produit 𝒏𝑭𝑨

𝒏𝑮𝑨𝑮

a Rendement 

massique  

Mn (g/mol)b  DPn
c DSFA

d pH fin de 

réaction 

HA-ADH-FA2 8,24 87 % 1 002 000 2 355 7,5 4,8 

HA-ADH-FA3 4,12 92 % 883 000 2 038 10 5,2 

HA-ADH-FA4 4,12 83 % 916 000 2 085 12 5,5 

HA-ADH-FA5 2,06 73 % 210 000 485 10 7,7 

HA-ADH-FA6 1,03 56 % 51 000 123 4 7,8 

a Ratio molaire de l’acide férulique (introduit dans la 1ère étape) par rapport à l’unité GAG (unité de répétition du 

HA) 

b Masse molaire moyenne en nombre déterminée par SEC/MALS/DRI/Visco/UV 

c Degré de polymérisation apparent déterminé par la relation : DPn = Mn / M0 avec M0 = 402,3 + (309,38 × DSFA) 

d Degré de substitution expérimental d’acide férulique déterminé par RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15) 

La comparaison des résultats obtenus pour HA-ADH-FA3 et HA-ADH-FA4 

correspondant à des synthèses identiques indique une bonne répétabilité. Par contre, de façon 

surprenante, une modification des quantités de FA entraîne une forte variation des masses 

molaires ainsi que des DPn. Abstraction faite de la purification (identique ici pour tous les 

échantillons), il semble donc que la dégradation puisse être aussi fonction de la quantité de FA 

présente lors de la synthèse. Plus précisément la dégradation semble être limitée pour les fortes 

teneurs en FA (i.e. pour HA-ADH-FA2 par exemple comparé à HA-ADH-FA6). La dégradation 

pouvant être liée à une variation du pH, une mesure du pH en fin de réaction a été réalisée 

montrant que celui-ci augmentait effectivement pendant la synthèse permettant probablement 

des -éliminations. Nos résultats ont aussi indiqué que l’augmentation de pH était limitée pour 

les fortes teneurs en FA expliquant ainsi les plus faibles dégradations observées. L’excès de FA 

pourrait alors jouer un rôle de ‘tampon’ minimisant ainsi l’augmentation du pH.   

I.3.3. Contrôle du pH  

Pour confirmer cet effet, nous avons reproduit quelques synthèses fortement 

dégradantes en réajustant régulièrement le pH à 4,75 par ajout d’HCl pendant environ 6h après 

l’ajout de l’EDC dans la 2ème étape de la synthèse (Tableau D-7). Une augmentation du pH a 

été détectée avant chaque réajustement. 
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Tableau D-7 : Conditions de synthèse et caractéristiques des dérivés HA-ADH-FA 

obtenus  

Produit 𝒏𝑭𝑨

𝒏𝑮𝑨𝑮

a Ajustement 

du pH 

pH fin de 

réaction  

Rendement 

massique  

Mn 

(g/mol)b  

DPn
c DSFA

 d 

HA-ADH-FA5 2,06 non 7,8 73 % 210 000 485 10 

HA-ADH-FA7 2,06 oui 5,8 78 % 200 000 465 9 

HA-ADH-FA6 1,03 non 7,8 56 % 51 000 123 4 

HA-ADH-FA8 1,03 oui 5,9 58 % 70 000 171 2,5 

a Ratio molaire de l’acide férulique (introduit dans la 1ère étape) par rapport à l’unité GAG (unité de répétition du 

HA) 

b Masse molaire moyenne en nombre déterminée par SEC/MALS/DRI/Visco/UV 

c Degré de polymérisation apparent déterminé par la relation : DPn = Mn / M0 avec M0 = 402,3 + (309,38 × DSFA) 

d Degré de substitution expérimental d’acide férulique déterminé par RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15) 

L’ajustement de ce pH, lorsque la teneur en FA est faible, réduit légèrement la 

dégradation mais celle-ci reste tout de même très importante. 

I.3.4. Effet de la longueur du bras espaceur 

Pour terminer cette partie sur la synthèse des HA-FA, nous avons utilisé un autre bras 

espaceur l’acide malonique dihydrazide (MDH) qui ne présente qu’un seul groupe CH2 

espaceur contre 4 pour l’ADH, avec toujours les mêmes ratios molaires EDC/FA = 1 et 

EDC/GAG =1,05. Comme variable, nous avons modifié la teneur en FA dans le milieu et ajusté 

ou non le pH. 8 systèmes différents ont été réalisés.  

Les DS en FA ont été déterminés par RMN-1H et par le dosage de Folin-Ciocalteu. La 

Figure D-6 représente les spectres RMN-1H du MDH et d’un dérivé HA-MDH-FA1. 
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Figure D-6 : Spectres RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15, v/v) de : A) MDH. B) HA-MDH-FA1 

Le spectre du MDH (Figure D-6-A) présente uniquement un pic à 2,91 ppm qui 

correspond aux 2 protons en α des deux groupements carbonyle (2Ha’) tandis que celui du HA-

MDH-FA (Figure D-6-B) montre la présence des pics caractéristiques du HA avec l’apparition 

d’un nouveau pic à 2,89 ppm attribué aux 2 protons du MDH (2 Ha’). Comme pour le spectre 

du HA-ADH-FA1 présenté plus haut, les protons caractéristiques de l’acide férulique ne sont 

pas détectables.   
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En ce qui concerne la détermination du DSFA RMN, nous nous sommes référés aux 2 

protons anomères du HA (δ = 4,22 ppm) et aux 2 protons du MDH (δ = 2,89 ppm) et nous avons 

appliqué l’équation suivante : 

%𝐷𝑆𝐹𝐴 𝑅𝑀𝑁 =
𝐼 (𝐻𝑎′)

2
× 100                  (Eq. D2)  

La méthode de Folin-Ciocalteu donne toujours des valeurs légèrement plus faibles. 

Les différentes synthèses sont rassemblées dans le Tableau D-8 avec le rendement 

massique, la masse molaire moyenne en nombre et le DS en FA du composé obtenu. 

Tableau D-8 : Conditions de synthèse et caractéristiques des dérivés HA-MDH-FA 

obtenus 

Dérivé 𝒏𝑭𝑨

𝒏𝑮𝑨𝑮

a Ajustement 

du pH 

pH fin de 

réaction  

Rendement 

massique  

Mn 

(g/mol)b  

DPn
c DSFA

d 

HA-MDH-FA1 8,24 non 4,9 81% 775 000 1 652 25 

HA-MDH-FA2 8,24 non 5 83% 741 000 1 571 26 

HA-MDH-FA3 4,12 non 5,4 85%  873 000 1 961 16 

HA-MDH-FA4 4,12 non 5,2 93% 793 000 1 761 18 

HA-MDH-FA5 2,06 non 7,9 83% 262 000 611 10 

HA-MDH-FA6 2,06 oui 5,6 77% 294 000 681 11 

HA-MDH-FA7 1,03 non 7,8 53% 28 000 66 8 

HA-MDH-FA8 1,03 oui 6,2 62% 42 000 100 6,5 

a Ratio molaire de l’acide férulique (introduit dans la 1ère étape) par rapport à l’unité GAG (unité de répétition du 

HA) 

b Masse molaire moyenne en nombre déterminée par SEC/MALS/DRI/Visco/UV 

c Degré de polymérisation apparent déterminé par la relation : DPn = Mn / M0 avec M0 = 402,3 + (267,3 × DSFA) 

d Degré de substitution expérimental d’acide férulique déterminé par RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15) 

Le MDH présente une plus grande réactivité vis-à-vis du FA et/ou du HA ce qui donne 

des taux d’incorporation en FA plus importants. En effet HA-MDH-FA1 et HA-ADH-FA3 

(Tableau D-6) dans les mêmes conditions, présentent des DSFA de 25 et 16% respectivement. 

Les synthèses avec MDH sont également reproductibles (HA-MDH-FA3 et HA-MDH-FA4) 

avec toujours une dégradation visible lorsque le FA n’est pas présent en large excès (HA-MDH-

FA7 contre HA-MDH-FA1 par exemple). Comme avec ADH, l’ajustement du pH a ici peu 

d’effet.    
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I.4. Conclusion sur le greffage de l’acide férulique sur l’acide 

hyaluronique 

Nous avons réussi à modifier l’acide hyaluronique par l’acide férulique dans des 

conditions de synthèse similaires à celles utilisées dans le cas des systèmes CMP-FA et en 

utilisant deux bras espaceurs, l’ADH et le MDH. Dans le cas de l’utilisation de l’ADH, 

l’efficacité de la réaction de greffage (6-12%) est proche à celle obtenue avec le CMP (9-14%). 

Une efficacité plus élevée est obtenue lors de l’utilisation du MDH comme bras espaceur (9-

25%). Les faibles valeurs d’efficacité sont causées par le rendement limité de la première étape 

en FA monofonctionnalisé par le bras espaceur. 

Contrairement au CMP-ADH-FA, une dégradation sensible des HA-ADH (ou MDH)-

FA a été observée due à une augmentation de la basicité du milieu réactionnel détectée lors de 

la deuxième étape du greffage qui induit l’hydrolyse des chaînes via une β-élimination. Cette 

dégradation est également effective lors des étapes de purification et notamment de dialyse 

contre la soude. Après optimisation de l’étape de purification et en particulier la baisse du pH, 

nous avons réussi à réduire la dégradation des chaînes des dérivés obtenus mais sans pouvoir 

l’éviter complétement. Une dégradation moins importante est aussi constatée en présence d’un 

fort taux de FA pendant la première étape de la réaction de greffage en raison du probable rôle 

tampon du FA qui limite l’augmentation du pH pendant la synthèse de la deuxième étape.  

Le HA-blanc2 sera désigné par HAHM-ctrl tandis que les différents échantillons de   

HA-FA seront maintenant codifiés par « HAx-bras espaceur-FA-DSFA RMN » avec x correspond 

à la masse molaire (HM pour forte masse molaire, MM pour moyenne masse molaire), bras 

espaceur ADH ou MDH et DSFA RMN le degré de substitution de FA/GAG déterminé par RMN-

1H.  

Dans la suite de l’étude, nous avons sélectionné sept produits qui nous permet de réaliser 

une comparaison la plus adéquate : HAHM-ADH-FA-7,5%, HAHM-ADH-FA-10%, HAHM-

ADH-FA-12%, HAMM-ADH-FA-10%, HAHM-MDH-FA-16%, HAHM-MDH-FA-25%, et 

HAMM-MDH-FA-10%. Les caractéristiques de ces dérivés sont regroupées dans le Tableau D-

9.  
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Tableau D-9 : Caractéristiques des dérivés sélectionnés pour la suite de l’étude 

Dérivé DSFA RMN (%)a Mn (g/mol)b 

HAHM-ADH-FA-7,5% 7,5 1 002 000 

HAHM-ADH-FA-10% 10 883 000 

HAHM-ADH-FA-12% 12 916 000 

HAMM-ADH-FA-10% 10 210 000 

HAHM-MDH-FA-16% 16 873 000 

HAHM-MDH-FA-25% 25 775 000 

HAMM-MDH-FA-10% 10 262 000 

a Degré de substitution expérimental d’acide férulique déterminé par RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15) 

b Masse molaire moyenne en nombre déterminée par SEC/MALS/DRI/Visco/UV 

II. Mesures rhéologiques 

II.1. Mesures en écoulement 

Les propriétés d’écoulement des solutions des différents dérivés HA-FA ont été étudiées 

par des mesures rhéologique en régime permanent (cisaillement entre 1 et 100 s-1) dans le 

tampon citrate/phosphate 0,1 mol/L (pH=5,5) à des concentrations de 5 et 10 g/L. Nous avons 

reporté les comportements du HA précurseur, du HAHM-ctrl et des dérivés HA-FA à des 

concentrations de 5 et 10 g/L (Figure D-7-A et B).   
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Figure D-7 : Courbes d’écoulement (rampe = 1 – 1000 s-1) à 25°C du HA précurseur (gris),  

HAHM-ctrl (orange), HAHM-ADH-FA-7,5% (vert), HAHM-ADH-FA-10% (bleu),  HAMM-ADH-FA-10% 

(noir), HAHM-ADH-FA-12% (rouge), HAHM-MDH-FA-16% (violet), HAHM-MDH-FA-16% (bleu ciel) 

et HAMM-MDH-FA-10% (rose) à une concentration de : A) 5 g/L. B) 10 g/L 

À 5g/L, les échantillons MM (masses molaires moyennes 210 et 262kDa) sont encore 

dans le régime dilué, c’est la raison pour laquelle nous n’avons reporté que les échantillons HM 

(fortes masses molaires) et le précurseur pour lesquels la concentration critique 

d’enchevêtrement est dépassée (C* de 1 à 3g/L selon la masse molaire moyenne). Le précurseur 

HA présente la plus forte viscosité avec un comportement rhéofluidifiant marqué. HAHM-ctrl 

présente une viscosité largement diminuée comparé au précurseur en raison de la dégradation 
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des masses molaires mise en évidence pendant la purification. Le caractère rhéofluidifiant est 

toujours présent mais logiquement moins marqué en rapport avec un temps de relaxation plus 

rapide. Les dérivés HAHM-ADH-FA possèdent des viscosités sensiblement inférieures à celle 

du HAHM-ctrl et en particulier d’autant plus faibles que le DS en FA est élevé avec un 

comportement faiblement rhéofluidifiant. Avec des masses molaires ayant le même ordre de 

grandeur que celle HAHM-ctrl, ces résultats peuvent être attribués à l’établissement 

d’interactions hydrophobes intramoléculaires prédominantes même à une concentration à priori 

supérieure à C*. Ce comportement pourrait être caractéristique des polysavons comme ceux 

obtenus avec des CMP greffés aminogaïacol par Kouassi et al7. 

Les mêmes conclusions peuvent être apportées pour 10g/L (Figure D-7-B) si ce n’est 

que le comportement rhéofluidifiant n’apparait même pas pour les échantillons MM pour 

lesquelles le C* n’est peut-être pas encore atteint. 

II.2. Mesures dynamiques 

L’étude des propriétés viscoélastiques des différentes solutions a été réalisée par des 

mesures rhéologiques en régime dynamique avec un balayage de fréquence entre 0,01 et 10 Hz 

sur le domaine de linéarité des propriétés viscoélastiques (à des contraintes comprises entre 0,2 

et 0,5 Pa selon la concentration). Les Figures D-8 A, B et C représentent les courbes obtenues 

à 10g/L en gardant la même échelle pour les valeurs de modules facilitant la comparaison des 

comportements. 
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Figure D-8 : Variations de G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 25°C d’une solution à 10 g/L 

de : A) HA précurseur (gris) et HAHM-ctrl (orange). B) HAHM-ADH-FA-7,5% (vert), HAHM-ADH-FA-

10% (bleu), HAHM-ADH-FA-12% (rouge), HAHM-MDH-FA-16% (bleu ciel) et HAHM-MDH-FA-25% 

(violet). C) HAMM-ADH-FA-10% (rose) et HAMM-MDH-FA-10% (marron)  
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La Figure D-8-A permet de confirmer le caractère dégradant du milieu alcalin de 

purification. En effet, les spectres mécaniques des deux solutions de HA précurseur et HAHM-

ctrl apparaissent dans le domaine viscoélastique. On remarque bien un déplacement des courbes 

se traduisant par une évolution du point de croisement des modules qui permet d’accéder à une 

fréquence critique (c), de 1 Hz et 6 Hz respectivement pour HA précurseur et HAHM-ctrl. Ces 

résultats correspondent à des temps de relaxation (tr=1/(c)) de 1s et de 0,15s environ pour HA 

précurseur et HAHM-ctrl confirmant bien les comportements observés en écoulement (Figure 

D-7). Toutes les solutions obtenues à partir des HAHM-FA apparaissent dans le domaine 

visqueux (G’’ >> G’) sur toute la gamme de fréquence étudiée. Les deux solutions HAMM-FA 

ont des valeurs de module encore plus faibles. Tous ces résultats confirment également les 

comportements discutés ci-dessus en mode permanent. 

III. Gélification  

III.1. Mode d’obtention des hydrogels HA-FA 

Les hydrogels HA-FA sont obtenus en utilisant la même procédure que les hydrogels de 

PUL-FA et de CMP-FA détaillée précédemment (voir Chapitre C-III.1.). Les concentrations 

utilisées (5, 10 et 15 g/L) sont plus faibles en raison des plus fortes masses molaires et d’une 

rigidité plus marquée pour le HA. 

III.2. Etude rhéologique 

Les viscosités importantes des solutions de HA-FA avant gélification permettent 

d’utiliser une géométrie cône-plan 4 cm à la place de la géométrie ‘doubles-cylindres 

concentriques’.  Cette géométrie permet de travailler avec un plus petit volume. La laccase est 

ajoutée directement à la solution de HA-FA déposée préalablement sur le plateau du rhéomètre.  

Une étude rhéologique de la cinétique de formation des hydrogels de HA-FA a été 

menée afin d’évaluer séparément l’influence de l’activité enzymatique, du degré de substitution 

en acide férulique (DSFA), de la concentration en HA-FA, la longueur du bras espaceur et la 

masse molaire. 

III.2.1. Influence de la quantité d’enzyme 

L’effet de l’activité enzymatique sur la cinétique de la gélification et les propriétés 

viscoélastiques a été examiné sur les hydrogels formés à partir des solutions de HAHM-ADH-

FA-10% en fixant la concentration à 10 g/L avec différentes quantités d’enzyme (0,1, 0,2 et 1 

nkat). La Figure D-9 représente les courbes obtenues de G’ et G’’ en fonction du temps. 
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Figure D-9 : Influence de l’activité enzymatique sur la réaction de gélification et les propriétés des 

hydrogels : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1Hz en fonction du temps de réaction 

de gélification à 25°C de solution HAHM-ADH-FA-10% à 10 g/L dans le tampon citrate/phosphate 

(0,1 mol/L, pH=5,5) en utilisant une activité de laccase de 0,1 nkat (vert), 0,2 nkat (bleu) et 1 nkat 

(rouge) 

Confirmant les tendances observées avec le CMP, la Figure D-9 et le Tableau D-10 

montrent que la formation des hydrogels est très rapide (inférieure à 2 min) et logiquement plus 

rapide quand la quantité d’enzyme et importante. Les modules élastiques au temps long 

(plateau) sont quasiment identiques quelle que soit l’activité en enzyme. Ces résultats sont bien 

en accord avec le rôle catalytique de la laccase. 

Tableau D-10 : Données rhéologiques des réactions de réticulation des solutions HAHM-

ADH-FA-10% à 10g/L dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) à 25°C 

Produit [C]  

(g/L) 

AE 

(nkat) 

tgel
a  

(min) 

G’plateau 

 (Pa) 

G’’plateau 

(Pa) 

tan δ 

 

HAHM-ADH-FA-10% 

 

10 

0,1 1,9 310 4 0.01 

0,2 1,4 350 6 0,02 

1 - 400 8 0.02 

a Temps au point d’intersection G’ = G’’ 
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III.2.2. Influence du degré de substitution 

Pour évaluer l’effet du DSFA, nous avons analysé par rhéologie trois échantillons 

obtenus avec le même espaceur (i.e. ADH), de masses molaires équivalentes, de concentration 

et d’activité enzymatique fixes 10 g/L et 0,2 nkat, respectivement. Les analyses sont réalisées 

sur les dérivés HAHM-ADH-FA-7,5%, HAHM-ADH-FA-10% et HAHM-ADH-FA-12% (Figure 

D-10).  

 

Figure D-10 : Influence du degré de substitution sur la réaction de gélification et les propriétés des 

hydrogels : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en fonction du temps de la 

réaction de gélification par la laccase (0,2 nkat) à 25°C de solution HAHM-ADH-FA-7,5% (vert), 

HAHM-ADH-FA-10% (bleu) et HAHM-ADH-FA-12% (rouge) à 10 g/L dans le tampon 

citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) 

Tableau D-11 : Données rhéologiques des réactions de réticulation des solutions HAHM-

ADH-FA avec différents DSFA dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) à 

25°C 

Produit [C]  

(g/L) 

AE 

(nkat) 

tgel
a  

(min) 

G’plateau 

 (Pa) 

G’’plateau 

(Pa) 

tan δ 

HAHM-ADH-FA-7,5% 10 0,2 2,3 150 5 0,03 

HAHM-ADH-FA-10% 10 0,2 1,4 350 6 0,02 

HAHM-ADH-FA-12% 10 0,2 1 640 24 0.04 

a Temps au point d’intersection G’ = G’’ 
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Nous remarquons une augmentation sensible des valeurs de module élastique (G’) au 

plateau (i.e. en fin de réticulation) avec le degré de substitution (Figure D-10, Tableau D-11). 

L’augmentation du DSFA conduit donc logiquement à une augmentation des points de 

réticulation entre les chaînes de HA.  Nous observons également que la cinétique est accélérée 

(tgel diminue) par l’augmentation du DSFA.   Ces résultats confirment globalement les 

tendances observées pour les dérivés CMP-FA. 

III.2.3. Influence de la concentration  

L’influence de la concentration sur les propriétés mécaniques des hydrogels et sur la 

cinétique de la réaction de gélification a été également mise en évidence en réalisant des 

mesures rhéologiques sur le dérivé HAHM-ADH-FA-10% en variant la concentration (5, 10 et 

15 g/L) après avoir fixé la quantité d’enzyme à 0,2 nkat pour ne pas être trop rapide (Figure D-

11 et Tableau D-11).  

 

Figure D-11 : Influence du degré de substitution sur la réaction de gélification et les propriétés des 

hydrogels : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en fonction du temps de la 

réaction de gélification par la laccase (0,2 nkat) à 25°C de solution HAHM-ADH-FA-10% à 5 g/L 

(vert), 10g/L (bleu) et 15 g/L (rouge) dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) 
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Tableau D-12 : Données rhéologiques des réactions de réticulation des solutions HAHM-

ADH-FA-10% dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) à 25°C 

Produit [C]  

(g/L) 

AE 

(nkat) 

tgel
a  

(min) 

G’plateau 

 (Pa) 

G’’plateau 

(Pa) 

tan δ 

 

HAHM-ADH-FA-10% 

 

5 0,2 2,3 190 3 0.01 

10 0,2 1,4 350 6 0,02 

15 0,2 - 1000 13 0.01 

a Temps au point d’intersection G’ = G’’ 

Ce paramètre n’avait pas été étudié avec les dérivés CMP-FA. La Figure D-11 et le 

Tableau D-12 montrent que l’augmentation de la concentration entraîne une très importante 

augmentation du module G’ au plateau (G’ passe de 190 à 1000 Pa en augmentant la 

concentration de 5 à 15 g/L). La cinétique est clairement accélérée avec l’augmentation de la 

concentration en HA modifié. Ces résultats apparaissent assez logiques compte tenu de 

l’enchevêtrement des chaînes de HA qui est évidement directement corrélé à la concentration 

en polymères. L’augmentation de la concentration conduit bien à un enchevêtrement des 

chaînes macromoléculaires plus important formant ainsi un réseau plus dense avec un seuil de 

percolation des chaînes plus rapidement atteint.  

III.2.4. Influence du bras espaceur 

Il est difficile de comparer l’influence du bras espaceur (ADH et MDH) sur la 

gélification car nous n’avons pas réussi à obtenir des HA-(ADH ou MDH)-FA avec à la fois le 

même DSFA et la même masse molaire. En effet avec le MDH, l’incorporation du FA est 

beaucoup plus favorable et les DSFA obtenus plus importants (HAHM-MDH-FA-16% et HAHM-

MDH-FA-25%).  
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Figure D-12 : Influence du bras espaceur sur la réaction de gélification et les propriétés des 

hydrogels : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en fonction du temps de la 

réaction de gélification par la laccase (0,2 nkat) à 25°C de solution HAHM-ADH-FA-10% (bleu), 

HAHM-MDH-FA-16% (vert) et HAHM-MDH-FA-25% (rouge) à 10 g/L dans le tampon 

citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) 

Tableau D-13 : Données rhéologiques des réactions de réticulation des solutions HA-FA 

avec les deux différents bras espaceurs dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, 

pH=5,5) à 25°C 

Produit [C]  

(g/L) 

AE 

(nkat) 

tgel
a  

(min) 

G’plateau 

 (Pa) 

G’’plateau 

(Pa) 

tan δ 

HAHM-ADH-FA-10% 10 0,2 1,4 350 6 0,02 

HAHM-MDH-FA-16% 10 0,2 3,7 150 4 0,03 

HAHM-MDH-FA-25% 10 0,2 2,1 220 4 0,02 

a Temps au point d’intersection G’ = G’’ 

MDH constitue un bras espaceur plus court que ADH, en d’autres termes les FA sont 

plus proches de la chaîne de HA avec la rotule MDH. Si cette particularité semble favorable 

pour le greffage de FA sur HA, il semble que le bras espaceur plus court limite la réaction de 

réticulation entre les FA. En effet le nombre de liens de réticulation semble plus faible avec 

HAHM-MDH-FA 25% (G’Plateau à 220Pa) qu’avec HAHM-ADH-FA 10% (G’Plateau à 350) en dépit 
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d’un DSFA plus fort. Les cinétiques sont également ralenties pour les dérivés MDH comparé 

aux dérivés ADH toujours en dépit d’un DSFA plus élevé pour les dérivés MDH.  

La réactivité des FA greffés vis-à-vis de la laccase est donc limitée quand FA est proche 

du squelette HA. Ceci peut s’expliquer par une accessibilité plus difficile de la laccase en 

direction des FA greffés, elle-même due soit à la position des FA sur les chaînes de HA, soit au 

caractère associatif des FA. Pour autant, nos résultats en dilué (non montrés ici) n’ont pas 

indiqué que les dérivés MDH était plus associatifs que les dérivés ADH : même viscosité 

intrinsèque pour des ordres de grandeurs de masses molaires équivalentes. Il semble donc bien 

que ce soit uniquement la position des FA greffés, trop proche de la chaîne de HA qui limite 

l’accès de l’enzyme.  

III.2.5. Influence de la masse molaire 

L’effet de la masse molaire sur la réaction de réticulation est examiné sur le 

comportement rhéologique des solutions de HAHM-ADH-FA-10%, HAMM-ADH-FA-10%, 

HAHM-MDH-FA-16% et HAMM-MDH-FA-10% à une concentration et quantité d’enzyme fixes 

à 10 g/L et 0,2 nkat, respectivement (Figure D-13 et Tableau D-14). 

 

Figure D-13 : Influence de la masse molaire sur la réaction de gélification et les propriétés des 

hydrogels : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en fonction du temps de la 

réaction de gélification par la laccase (0,2 nkat) à 25°C de solution HAHM-ADH-FA-10% (bleu), 

HAMM-ADH-FA-10% (rouge) HAHM-MDH-FA-16% (vert) et HAMM-MDH-FA-10% (violet) à 

10 g/L dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) 



Chapitre D : Hydrogels biomimétiques à base de polysaccharides anioniques 

 

235 
 

Avant d’analyser les courbes obtenues, rappelons que les dérivés dégradés HAMM-

ADH-FA-10% et HAMM-MDH-FA-10% possèdent des masses molaires moyennes en nombre 

respectives de 210×103 et 262×103 g/mol tandis que les dérivés HAHM-ADH-FA-10% et HAHM-

MDH-FA-16% possèdent des masses molaires moyennes en nombre 883×103 et 873×103 

g/mol, respectivement.  

Tableau D-14 : Données rhéologiques des réactions de réticulation des solutions HA-FA à 

haute et moyenne masse molaire dans le tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) à 

25°C 

Produit [C]  

(g/L) 

AE 

(nkat) 

tgel
a  

(min) 

G’plateau 

 (Pa) 

G’’plateau 

(Pa) 

tan δ 

HAHM-ADH-FA-10% 10 0,2 1,4 350 6 0,02 

HAMM-ADH-FA-10% 10 0,2 5,5 70 1,4 0,02 

HAHM-MDH-FA-16% 10 0,2 3,7 150 4 0,03 

HAMM-MDH-FA-10% 10 0,2 8,8 45 0,6 0,01 

a Temps au point d’intersection G’ = G’’ 

Tout paramètre égal par ailleurs, l’augmentation de la masse molaire entraîne une 

augmentation sensible du module G’ au plateau (i.e. nombre de liens créés) et une accélération 

de la réticulation. L’effet est finalement identique à celui d’une augmentation de la 

concentration en polymère à masse molaire constante. L’influence de la masse molaire est ainsi 

logiquement corrélée au degré d’enchevêtrement des chaînes de HA.  

III.3. Propriétés de gonflement 

L’étude des propriétés de gonflement a été réalisée dans un premier temps dans l’eau 

pure, puis nous avons modifié le milieu (pH et force ionique) compte tenu du caractère 

anionique de l’hydrogel.  

III.3.1 Influence des paramètres intrinsèques 

 Les paramètres intrinsèques dans le cas des hydrogels à base de HA-FA sont la quantité 

d’enzyme utilisée lors de la réaction de réticulation, le degré de substitution en acide férulique, 

la concentration des solutions initiales en HA-FA, la longueur du bras espaceur utilisée lors de 

la réaction du greffage de l’acide férulique sur l’acide hyaluronique et finalement la masse 

molaire du HA modifié par l’acide férulique. 

 Les effets de tous ces paramètres sont regroupés dans la Figure D-14. 
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Figure D-14 : Influence sur les propriétés de gonflement dans l’eau milli Q à température ambiante de : A) l’activité enzymatique pour l’hydrogel obtenu à 

partir de HAHM-ADH-FA-10% (10 g/L). B) le degré de substitution en acide férulique pour les hydrogels obtenus à partir de HAHM-ADH-FA-7,5%, HAHM-

ADH-FA-10% et HAHM-ADH-FA-12% à 10 g/L avec une activité enzymatique de 0,2 nkat. C) la concentration en polysaccharide pour les hydrogels obtenus 

à partir de de HAHM-ADH-FA-10% avec une activité enzymatique de 0,2 nkat. D) la longueur du bras espaceur pour les hydrogels obtenus à partir de de 

HAHM-ADH-FA-10%, HAHM-MDH-FA-16% et HAHM-ADH-FA-25% à 10 g/L avec une activité enzymatique de 0,2 nkat. E) la masse molaire pour les 

hydrogels obtenus à partir de de HAHM-ADH-FA-10%, HAMM-ADH-FA-10% à 10 g/L avec une activité enzymatique de 0,2 nkat
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Dans leur ensemble, ces courbes sont parfaitement corrélées aux résultats obtenus en 

rhéologie. Et très logiquement le gonflement varie de façon inversement proportionnelle au 

module élastique au plateau (G’plateau).  

L’activité enzymatique n’a ainsi aucun impact sur les propriétés de gonflement des 

hydrogels (Figure D-14-A). L’augmentation du DSFA conduit à une diminution du gonflement 

suite à l’augmentation de la densité de réticulation (Figure D-14-B). L’augmentation de la 

concentration (Figure D-14-C) réduit le gonflement en raison de l’enchevêtrement plus 

prononcé des chaînes polymères constituant le réseau de l’hydrogel obtenu. L’influence du bras 

espaceur sur les propriétés de gonflement des hydrogels élaborés (Figure D-14-D) sont 

également cohérents avec les valeurs de modules obtenues précédemment. En ce qui concerne 

la masse molaire (Figure D-14-E), les hydrogels synthétisés avec les plus faibles masses 

molaires présentent logiquement des taux de gonflement très importants. 

Ces courbes de gonflement confirment aussi les analyses réalisées avec les CMP-FA. 

III.3.2. Influence des paramètres externes 

III.3.2.1. Effet du pH  

Pour évaluer l’influence du pH sur les propriétés de gonflement des hydrogels HA-FA, 

nous avons choisi de suivre la cinétique de gonflement de l’hydrogel élaboré à partir du dérivé 

HAHM-ADH-FA-10% avec une concentration de 10 g/L et une activité enzymatique de 0,2 nkat 

dans 3 milieux différents : l’eau milli-Q et deux solutions aqueuses acides une à pH 4 et l’autre 

à pH 2 (Figure D-15).  
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Figure D-15 : Influence du pH sur les propriétés de gonflement de l’hydrogel obtenu à partir de 

HAHM-ADH-FA-10% à 10 g/L avec une activité enzymatique de 0,2 nkat 

Une baisse très importante des propriétés de gonflement de l’hydrogel, respectivement 

3,5 et 7 fois moins, est observée en diminuant le pH du milieu à 4 et à 2. En effet, l’augmentation 

de l’acidité du milieu induit la protonation des fonctions carboxylate du HA, par conséquent les 

répulsions de nature électrostatique entre sites chargés deviennent de moins en moins 

significatives, les chaînes de polymères deviennent plus souples et le maillage du réseau est 

réduit. Par conséquent, le volume d’eau retenue donc le gonflement, diminue. Nous avons 

également remarqué le même effet du pH dans le cas des hydrogels CMP-FA lors de 

l’utilisation du milieu citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH= 5,5) (voir Chapitre D-I-I.3.3.2). 

 III.3.2.2. Effet de la salinité du milieu 

L’étude suivante porte sur l’évaluation de l’influence de la présence de cations sur la 

capacité d’absorption des hydrogels HA-FA. Pour cette raison, nous avons utilisé une solution 

concentrée de NaCl (2 mol/L) (Figure D-16). 
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Figure D-16 : Influence de la salinité du milieu sur les propriétés de gonflement de l’hydrogel obtenu 

à partir de HAHM-ADH-FA-10% à 10 g/L avec une activité enzymatique de 0,2 nkat 

 Nous constatons une chute très sensible du taux de gonflement de l’hydrogel qui passe 

de 36 g×g-1 à 5 g×g-1. Cette conséquence bien connue, s’explique par l’effet d’écran créé sur 

les groupes carboxylate du HA par l’insertion des contres ions entre les chaînes 

macromoléculaires conduisant aux mêmes conséquences que la protonation observée ci-avant. 

Le même effet a été observé dans le cas des hydrogels de CMP-FA immergés dans le milieu 

NaCl 0,15 mol/L2.  

III.4. Conclusion sur la gélification 

La capacité de la laccase à créer des points de réticulation via son action sur les motifs 

d’acide férulique préalablement greffés sur l’acide hyaluronique a été de nouveau confirmée.  

La forte masse molaire du HA ainsi que sa rigidité intrinsèque permet de travailler à des 

concentrations comprises entre 5 et 15g/L. Le module élastique des hydrogels obtenus peut 

atteindre des valeurs de 1000 Pa confirmant de bonnes propriétés mécaniques. Les différents 

hydrogels présentent des gonflements dans l’eau pure allant de 25 à 50 g×g-1, gonflement qui 

s’effondre logiquement en acidifiant le milieu ou en présence d’une force ionique en raison de 

la réduction des répulsions électrostatiques.  
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Conclusion 

Le greffage de l’acide férulique (FA) sur des polysaccharides anioniques nécessite une 

autre chimie que celle mise en œuvre pour les polysaccharides neutres. Nous avons ainsi réussi 

à greffer FA sur le CMP et sur le HA dans un solvant mixte vert (eau/éthanol) en utilisant la 

chimie des carbodiimides (bien connue au laboratoire) et une molécule intermédiaire 

bifonctionnelle jouant aussi le rôle de bras espaceur (ADH pour les CMP et ADH ou MDH 

pour HA). 

La fonctionnalisation des CMP s’est avérée assez efficace et n’entraine pas de 

dégradation notable. Les dérivés CMP-FA obtenus présentent un caractère amphiphile en raison 

des groupes FA hydrophobes greffés sur la chaîne anionique hydrophile du CMP. Cette 

particularité est à l’origine du caractère associatif mis en évidence notamment en régime dilué. 

Celui-ci est toutefois beaucoup moins marqué que pour les homologues PUL-FA neutres. En 

régime semi-dilué (i.e. au-dessus de C*), la réticulation chimique des CMP-FA par l’enzyme 

laccase a été mise en évidence avec la formation d’hydrogels percolés suivie par rhéologie 

(G’Plateau et tgel) et gonflement. Ces études montrent que la cinétique de réticulation est 

logiquement accélérée quand la quantité d’enzyme (activité enzymatique) mais aussi quand le 

DSFA augmentent (si le caractère associatif trop important ne vient pas limiter la réticulation). 

Les propriétés mécaniques du réseau formé sont améliorées quand le nombre de liens crées 

augmente (G’Plateau augmente en même temps que le gonflement diminue). Ceci est observé 

quand DSFA augmente tandis que l’activité enzymatique (simple catalyseur) n’a aucun effet.  

Le caractère anionique du CMP, plus rigide que son homologue pullulane neutre, permet aussi 

d’atteindre le régime semi-dilué, nécessaire à la réticulation, pour des concentrations beaucoup 

plus faibles (20g/L pour CMP-FA contre 100g/L pour PUL-FA). Par contre le caractère 

anionique des hydrogels élaborés entraine une forte sensibilité de leurs propriétés de gonflement 

au pH et à la force ionique. 

La fonctionnalisation du HA est également possible mais plus délicate en raison d’une 

importante dégradation constatée suite à l’hydrolyse des chaînes du HA via des β-éliminations 

causées par l’augmentation de la basicité du milieu réactionnel lors des étapes de greffage et de 

purification (dialyse). Cette dégradation est réduite lorsque le nombre d’équivalent de FA/GAG 

est élevé en raison d’un effet tampon apporté par la présence en forte quantité d’acide férulique 

n’ayant pas réagi. Pour améliorer cette synthèse, il serait sans doute nécessaire d’utiliser un 

tampon externe type phosphate ou MES (acide 2-(N-morpholino)éthanosulfonique) par 

exemple. Le greffage de FA est par ailleurs favorisé en utilisant une rotule MDH plus courte 
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que l’ADH. Le caractère amphiphile des dérivés greffés et leur tendance à l’association, 

probablement effective, est toutefois plus complexe à interpréter en régime dilué que pour les 

dérivés à base de pullulane ou de CMP en raison de la dégradation constatée. L’étude 

rhéologique en régime semi-dilué, sur les solutions de HA-FA (non menée sur les dérivés CMP-

FA) confirme la réduction de masses molaires et semble aussi indiquer la présence 

d’interactions hydrophobes avec un comportement partiellement de type polysavon. La 

réticulation en présence de laccase est toutefois largement possible. Les hydrogels de HA se 

comportent globalement de manière identique à leurs homologues CMP-FA en fonction des 

paramètres du type activité enzymatique ou DSFA. Les effets de la concentration et/ou de la 

masse molaire en HA ont été étudiés indiquant une forte corrélation des propriétés mécaniques 

et de la cinétique avec l’état de l’enchevêtrement des chaînes. En effet plus l’enchevêtrement 

est important (i.e. forte concentration ou forte masse molaire) plus le réseau réticulé est 

fortement structuré (G’Plateau élevé, gonflement faible) et plus la cinétique est accélérée. 

L’influence de la rotule de greffage ou bras espaceur, ADH ou MDH, a également été étudiée 

sur les hydrogels de HA-FA. Les résultats indiquent que l’efficacité de la laccase (i.e. efficacité 

de la réticulation) était limitée par un bras espaceur plus court comme avec MDH en raison 

probable d’une difficulté d’accès au FA, trop proche de la chaîne de HA, par la laccase. Comme 

pour les dérivés CMP-FA, le caractère anionique de HA permet d’atteindre le régime semi-

dilué facilement, mais le HA plus rigide que le CMP permet encore de diminuer la valeur de la 

concentration critique C* (autour de 1 à 3g/L pour le HA selon la masse molaire, contre 16g/L 

pour le CMP). Comme pour les hydrogels à base de CMP-FA, les hydrogels de HA-FA sont 

particulièrement sensibles au pH et à la force ionique.  
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L 
Introduction 

’évaluation des propriétés physico-chimiques des polysaccharides modifiés par 

l’acide férulique a démontré des propriétés très intéressantes. En outre, ces dérivés 

peuvent également posséder des activités biologiques qui feront l’objet de ce 

cinquième chapitre réparti sur deux parties. 

 Nous présenterons dans une première partie l’évaluation des activités antioxydantes de 

tous les dérivés greffés par de l’acide férulique. La deuxième partie sera consacrée à l’étude de 

la cytocompatibilité de ces polysaccharides. 

I. Activités antioxydantes 

L’évaluation des propriétés antioxydantes de l’acide férulique ainsi que des dérivés greffés 

PUL-FA, CMP-FA et HA-FA a été réalisée face au radical DPPH• dont l’aspect théorique a été 

présenté dans la partie B-IV.1.  

 Le FA étant sous forme de dimères (DiFA) dans les hydrogels, nous avons élaboré par voie 

enzymatique ces dimères pour pouvoir également estimer leur activité antioxydante. 

I.1. Acide férulique et ses dimères 

I.1.1. Synthèse des dimères d’acide férulique 

Inspiré des travaux d’Adelakun et al.1 avec quelques modifications, les dimères d’acide 

férulique ont été préparés comme suit. 

Tout d’abord, 175 mg d’acide férulique (0,9 mol) et 2,9 mg de laccase de Trametes 

versicolor (10 U soit 166,7 nkat) sont solubilisés à température ambiante séparément dans 40 

mL d’éthanol et 10 mL de tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5), respectivement. 

Ensuite, la solution de laccase est ajoutée goutte à goutte à celle de l’acide férulique et on laisse 

réagir pendant 24h à température ambiante sous agitation magnétique de 400 tr/min. À la fin de 

la réaction, la solution est totalement évaporée. On obtient une poudre jaune-orange qu’on 

solubilise de nouveau dans 50 mL d’éthanol avant filtration sur fritté P4 pour enlever l’enzyme 

et le tampon citrate/phosphate. Le filtrat est ensuite évaporé et on obtient finalement une poudre 

jaune-orange.  

Une caractérisation par RMN-1H dans l’acétone-d6 du produit obtenu a été réalisée pour 

confirmer le bon déroulement de la réaction de dimérisation de l’acide férulique par oxydation. 
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La Figure E-1 représente le spectre obtenu accompagné de celui de l’acide férulique dans 

D2O/NaOD (85/15, v/v) pour la comparaison.   

 

Figure E-1 : Spectres RMN-1H de : A) Acide férulique dans D2O/NaOD (85/15, v/v). B) Dimères 

d’acide férulique dans l’acétone-d6 

Comparé au spectre de l’acide férulique (Figure E-1-A) détaillé précédemment (voir 

Chapitre C-I.2.2.2), le spectre RMN-1H des dimères d’acide férulique montre, en plus des pics 

caractéristiques de FA (entre 6,2 – 7,5ppm et à 3,8 ppm), la présence de nouveaux pics à 2,71 ; 

4,03 ; 4,28 ; 4,59 et 4,95 ppm ce qui confirme le succès de la réaction de dimérisation. 
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Cependant, l’attribution de ces pics aux protons correspondants est inaccessible en raison des 

différentes formes possibles des dimères de FA nécessitant tout d’abord une séparation1.  

I.1.2. Analyse des propriétés antioxydantes 

La mise en évidence des activités antioxydantes de l’acide férulique et de ses dimères 

vis-à-vis du radical DPPH• (100 μM) a été effectuée sur une gamme de concentration comprise 

entre 0,5 et 10 μg/mL en milieu éthanol. La Figure E-2 représente les pourcentages de piégeage 

du radical DPPH• déterminés par l’Eq. B31 (voir Chapitre B-IV.1). Les mesures d’absorbance 

ont été réalisées à une longueur d’onde de 517 nm (longueur d’onde de l’absorbance maximale 

de DPPH• dans l’éthanol). 

 

Figure E-2 : Pourcentages moyens de piégeage du radical DPPH• par l’acide férulique et les dimères 

d’acide férulique à t = 20min 

Les pourcentages de piégeage du radical DPPH• par l’acide férulique ou par les dimères 

d’acide férulique augmentent linéairement avec la concentration sur le domaine étudié avec 

une activité légèrement plus élevée pour FA par rapport à DiFA. Ceci est confirmé par les 

valeurs de concentration inhibitrice IC50 égale à 5,55 μg/mL (soit 28,6 μmol/L) pour FA contre 

6,53 μg/mL (soit 33,63 μmol/L) pour DiFA. Par conséquent, l’acide férulique possède un 

pouvoir antioxydant légèrement plus fort que celui de ses dimères ce qui est en accord avec 

les travaux de Dulong et al2. En effet, la formation des dimères d’acide férulique exige une 

condensation de deux quinones (radicaux) créés suite à l’oxydation de l’acide férulique par la 

laccase (voir Chapitre A-III.2.1.2). De ce fait, une partie des radicaux de FA sera impliquée 

dans la création des dimères et non au profit du piégeage du radical DPPH• d’où la diminution 

du pouvoir antioxydant des DiFA.  
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Pour l’acide férulique, la concentration inhibitrice IC50 obtenue est en accord avec la 

littérature où des valeurs de 22 μmol/L3, 25,1 μmol/L4, 27,8 μmol/L5 ou 28,1 μmol/L2 ont été 

reportées. En comparaison avec ses homologues de composés phénoliques non-flavonoïdes, 

l’acide férulique possède un pouvoir antioxydant quasi-similaire à son homologue d’acide 

hydroxycinnamique, l’acide caféique (5 μg/mL soit 27,75 μmol/L)6 et plus faible que celui des 

deux acides hydroxybenzoïques, l’acide gallique (1,16 μg/mL soit 6,82 μmol/L) 7 et l’acide 

syringique (2,42 μg/mL soit 12,2 μmol/L)7. La molécule d’acide férulique est également moins 

active que l’aminoguaïacol (1,9 μg/mL soit 13,7 μmol/L)8, le gaïacol (4,15 μg/mL soit 33,5 

μmol/L)9 ou encore à l’eugénol (11,7 μg/mL soit 71,3 μmol/L)10 face au radical DPPH•.  

I.2. Pullulane précurseur et dérivés PUL-FA 

Les propriétés antioxydantes du pullulane précurseur et de ses dérivés PUL-FA ont été 

évaluées vis-à-vis du radical DPPH• pour des concentrations de 2,5 ; 5 et 7,5 g/L dans le milieu 

tampon citrate-phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) / éthanol à une proportion de 75/25 (v/v) pour 

éviter la précipitation des échantillons (PUL et PUL-FA sont insolubles dans l’éthanol).  

I.2.1. Pullulane précurseur 

Un exemple de courbes obtenues suite aux mesures d’absorbance d’une solution de PUL 

précurseur (5 g/L) + DPPH• (100 μM) dans un mélange tampon citrate-phosphate (0,1 mol/L, 

pH=5,5) / éthanol 75/25 (v/v) est présenté dans la Figure E-3.  

 

Figure E-3 : Spectre d’absorbance du mélange PUL précurseur (5 g/L) en présence du DPPH• 

(trait plein vert) dans un mélange tampon citrate-phosphate / éthanol. Pour comparaison, les autres 

milieux : DPPH• + éthanol (bleu), DPPH• + tampon (orange), PUL précurseur (5 g/L) (points verts) et 

le mélange tampon/éthanol (rouge) 
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En comparaison avec la courbe d’absorbance du radical DPPH• dans l’éthanol, les 

courbes du DPPH• et de PUL précurseur + DPPH• dans le milieu tampon citrate-phosphate (0,1 

mol/L, pH=5,5) / éthanol 75/25 (v/v) montrent un décalage de la longueur d’onde d’absorbance 

maximale du DPPH• vers une valeur plus grande égale à 543 nm (contre 514 nm en milieu 

éthanol pur). Par conséquent, dans ce milieu, les lectures d’absorbances ont été effectuées à une 

longueur d’onde de 543 nm.  

On remarque également une diminution de la valeur d’absorbance maximale du DPPH• 

dans le mélange tampon / éthanol comparée à celle du DPPH• dans l’éthanol en raison d’une 

solvatation limitée de ce dernier en présence d’eau.  

Dans le milieu tampon citrate-phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) / éthanol 75/25 (v/v), on 

observe que le maximum de la courbe de PUL précurseur + DPPH• présente une valeur 

d’absorbance quasi-identique à celle du DPPH•. Le pullulane ne possède donc aucun pouvoir 

antioxydant face au radical DPPH• à une concentration de 5 g/L. Des résultats similaires ont 

été obtenus en testant les deux autres concentrations (2,5 et 7,5 g/L). Ceci est confirmé aussi 

par l’aspect visuel des échantillons analysés où aucun changement de coloration du radical 

DPPH• n’a été observé en présence du polysaccharide pullulane (la couleur reste violette).  

I.2.2. Dérivés PUL-FA 

L’étude des activités antioxydantes des dérivés PUL-FA a été réalisée aux mêmes 

concentrations que pour le pullulane précurseur soit 2,5 ; 5 et 7,5 g/L dans le milieu tampon 

citrate-phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) / éthanol 75/25 (v/v). Nous avons observé une couleur 

jaunâtre avec une légère turbidité des solutions de PUL-FA dans ce mélange en absence du 

DPPH• qui devient de plus en plus intense en augmentant la concentration ou le DS des dérivés 

PUL-FA. L’acide férulique absorbe donc dans la zone d’étude. Des mesures d’absorbance de 

ces solutions sur l’intervalle [400-800 nm] ont été ainsi effectuées (Figure E-4).  
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Figure E-4 : Spectres d’absorbance des dérivés PUL-FA (5 g/L) en présence du DPPH• dans un 

mélange tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) / éthanol (75/25). DPPH• (trait plein orange), 

PUL-FA-2% + DPPH• (trait plein vert), PUL-FA-6% + DPPH• (trait plein bleu), PUL-FA-10% + 

DPPH• (trait plein rouge), PUL-FA-2% (points verts), PUL-FA-6% (points bleus), PUL-FA-10% 

(points rouges) et tampon + éthanol (trait plein marron). Analyse au temps t = 20 min. 

 Sur la Figure E-4, nous constatons que l’allure des courbes des dérivés PUL-FA + 

DPPH• est différente de celle du radical DPPH• et le maximum d’absorbance à 543 nm dans le 

cas du DPPH• en solvant tampon citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) / éthanol n’apparaît 

plus sous forme de pic mais plutôt sous forme d’un épaulement. Nous remarquons également 

que les solutions de PUL-FA en absence du DPPH• (PUL-FA témoin) absorbent à 543 nm avec 

une valeur qui augmente avec le DS en FA.  

De ce fait, le pourcentage de piégeage du radical DPPH• par les dérivés PUL-FA est 

calculé en tenant compte des témoins de coloration et de turbidité selon l’équation suivante : 

% 𝑑𝑒 𝑝𝑖é𝑔𝑒𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑐𝑎𝑢𝑥 𝐷𝑃𝑃𝐻• = (1 −
𝐴𝑏𝑠(𝑃𝑈𝐿−𝐹𝐴+ 𝐷𝑃𝑃𝐻•) − 𝐴𝑏𝑠𝑃𝑈𝐿−𝐹𝐴

𝐴𝑏𝑠𝐷𝑃𝑃𝐻•
) × 100                    (Eq. E1) 

Une étude cinétique a été ensuite réalisée pour déterminer le temps d’analyse nécessaire 

pour le piégeage des radicaux DPPH• par les dérivés PUL-FA. Des tests à des concentrations 

identiques en PUL-FA (2,5 ; 5 et 7,5 g/L) ont été effectués en faisant varier le temps 

d’analyse de 5 à 30 min. Comme exemple, nous montrerons la Figure E-5 qui regroupe l’’étude 

cinétique des dérivés PUL-FA à une concentration fixe de 2,5 g/L.  
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Figure E-5 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH• par les dérivés PUL-FA (2,5 g/L) en 

fonction du temps d’analyse  

La Figure E-5 montre que le pourcentage de piégeage du radical DPPH• par les dérivés 

PUL-FA aux différents DSFA différents augmente légèrement en augmentant le temps d’attente 

avant analyse de 5 à 20 min. A partir de 20 min, on ne remarque aucune évolution du 

pourcentage de piégeage.  Les autres tests à des concentrations de 5 et 7,5 g/L ont montré des 

cinétiques similaires.  

Par conséquent, le temps d’analyse est fixé à 20 min et les résultats obtenus pour tous 

les dérivés PUL-FA aux concentrations 2,5 ; 5 et 7,5 g/L sont présentés dans la Figure E-6. 

 

Figure E-6 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH• par les dérivés PUL-FA à t= 20 min. 

Concentrations équivalentes en acide férulique [FA]éq ( ) sur l’axe de droite 
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On constate que tous les dérivés PUL-FA possèdent un pouvoir antioxydant face au 

radical DPPH• avec un pourcentage de piégeage qui augmente indépendamment avec la 

concentration en PUL-FA et avec le degré de substitution en acide férulique. Étant donné que 

le pullulane précurseur n’est pas antioxydant (démontré plus haut), les activités antioxydantes 

sont donc apportées par les greffons d’acide férulique.  

Nous avons ensuite déterminé les IC50 des dérivés PUL-FA. Pour ce faire, les mesures 

d’absorbance ont été réalisées en présence de DPPH• sur des solutions de PUL-FA à des 

concentrations comprises entre 0,005 et 12,5 g/L pour les dérivés greffés à 2 et 6% en FA et 

entre 0,005 et 7,5 g/L pour le dérivé greffé à 10% en raison de la plus faible solubilité de ce 

dernier. La Figure E-7 représente les pourcentages de piégeage calculés à ces concentrations.  

 

Figure E-7 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH• par les dérivés PUL-FA à t= 20 min en 

fonction de la concentration en PUL-FA 

L’allure des courbes montre dans un premier temps une augmentation importante des 

pourcentages de piégeage du radical DPPH• avec la concentration en dérivés PUL-FA qui tend 

dans un deuxième temps à atteindre un plateau. Les concentrations inhibitrices IC50 calculés 

des dérivés PUL-FA-2%, PUL-FA-6% et PUL-FA-10% diminuent logiquement lorsque le 

DSFA augmente et sont respectivement égales à 9,7 ; 6 et 0,9 g/L. Ceux- ci sont beaucoup plus 

important que celui obtenu pour le FA libre ce qui confirme une baisse importante du pouvoir 

antioxydant du FA lorsqu’il est greffé. 

Ces valeurs peuvent être comparées à celles obtenues par Wen et al.11 pour  de l’amidon 

greffé d’acide férulique. Dans ce cas, elles sont légèrement plus faibles, traduisant donc un 

pouvoir antioxydant plus marqué en raison du taux d’incorporation de FA plus important. 
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L’ensemble des données sont reprises dans le Tableau E-1.  Il faut noter qu’ils ont dû utiliser 

un autre mode opératoire en raison de la très faible hydrosolubilité de leurs dérivés amidon-FA.  

Tableau E-1 : Comparaison du pouvoir antioxydant des systèmes PUL-FA avec la 

littérature 

Échantillon DSFA (%) FA éq (mg/g)* IC50 (g/L) Réf. 

 

PUL-FA 

2 23,5 9,7  

- 6 67,5 6 

10 108,1 0,9 

 

Amidon-FA 

13 136,5 1,859  

11 21 204,9 0,781 

35 303,9 0,339 

Chitosane-FA - 66,7 0,75 12 

* Équivalent d’acide férulique contenu dans 1g de polysaccharide-FA 

Du chitosane a été également greffé par du FA avec une teneur comparable à notre  PUL-

FA-6%12. De nouveau, l’IC50 est plus faible pour le dérivé à base de chitosane. Cela peut 

s’expliquer cette fois par la solubilité parfaite de ce dérivé dans le milieu d’analyse ainsi qu’à 

la présence de fonction amine sur le chitosane qui amène des propriétés antioxydantes 

intrinsèques à ce polysaccharide.  

Nous avons également tracé les courbes des pourcentages de piégeage du radical DPPH• 

en fonction de la concentration équivalente en acide férulique [FAéq] présente dans les différents 

produits PUL-FA (Figure E-8). Les trois courbes devraient se superposer si l’activité des FA 

est indépendante de leur greffage sur le PUL. 
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Figure E-8 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH• par les dérivés PUL-FA à t= 20 min en 

fonction de la concentration équivalente en acide férulique 

Cela n’est pas le cas. Cela peut être lié à la mauvaise solubilité de ces dérivés qui réduit 

l’accessibilité aux radicaux DPPH• mais également à la formation de clusters hydrophobes 

favorisant ce piégeage. Pour le PUL-FA 2%, nous n’avons pas rencontré de mauvaise solubilité 

puisque toutes les solutions étaient parfaitement limpides ce qui n’était pas le cas pour les deux 

autres pourcentages. Pour le PUL-FA 6%, la moins bonne solubilité entrainerait une moins 

bonne efficacité des FA alors que pour le PUL-FA 10%, c’est la formation de clusters qui 

augmenterait l’activité antioxydante. Des analyses complémentaires devront être effectuées 

pour mieux appréhender cet aspect. 

I.3. CMP précurseur, dérivés CMP-FA et hydrogels CMP-FA 

 Les propriétés antioxydantes du CMP précurseur, des dérivés CMP-FA et des hydrogels 

CMP-FA ont été montrées par Dulong et al2 à une concentration de 2,5 g/L en polymère et de 

50 μmol/L en DPPH• dans le milieu NaCl 0,15M / éthanol (50/50, v/v). L’ensemble des données 

est rassemblé dans la Figure E-9.  
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Figure E-9 : Pourcentages de piégeage du radical DPPH• par les dérivés CMP-FA à t= 30 min. 

Concentrations équivalentes en acide férulique [FA]éq ( ) sur l’axe de droite2 

Le CMP précurseur ne possède logiquement aucun pouvoir antioxydant. Les dérivés 

CMP-FA expriment des activités antioxydantes face au radical DPPH• qui augmentent avec le 

taux de greffage en acide férulique. La dépendance des propriétés antioxydantes avec la quantité 

d’acide férulique greffée a été confirmée par la comparaison des dérivés CMP-FA à la même 

concentration équivalente en FA (0,11 g/L). Contrairement aux PUL-FA, ces dérivés expriment 

un pourcentage de piégeage quasi-identique en raison d’aucun problème de solubilité. 

Les auteurs ont également montré que les dérivés CMP-FA à des taux de greffage de 

35 ; 51 et 67 mg de FA/g de CMP-FA possèdent des IC50 respectives de 0,34 ; 0,17 et 0,14 g/L 

soit des IC50 de 11,92 ; 8,7 et 9,55 mg/L (c.-à-d. 61,4 ; 44,8 et 49,2 μmol/L) en équivalent 

d’acide férulique. Ces valeurs sont toutes supérieures à celle de FA non greffé (5,45 μg/mL soit 

28,1 μmol/L) confirmant notre conclusion précédente concernant la baisse d’activité 

antioxydante de FA une fois qu’il est greffé.  

Comparés aux systèmes PUL-FA, les CMP-FA possèdent un pouvoir antioxydant plus 

important. Par exemple, les deux dérivés PUL-FA-6% et CMP-FA-8,8% possédant un taux de 

greffage similaire (respectivement 67,5 et 67 mg de FA/g de produit) ont des IC50 respectives 

de 7,9 et 0,17 g/L. Cette grande différence peut s’expliquer par la différence de solubilité des 

deux systèmes dans le milieu de l’analyse antioxydante où une turbidité a été constatée pour les 

dérivés PUL-FA contre une solubilité parfaite des dérivés CMP-FA grâce à la présence des 

charges négatives sur leurs chaînes polymères.  
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Concernant les hydrogels CMP-FA, ils possèdent également des activités antioxydantes 

face au radical DPPH• même si les activités restent inférieures à celles des dérivés CMP-FA en 

raison du pouvoir antioxydant moindre des DiFA par rapport au FA et à la difficulté de diffusion 

des radicaux DPPH• dans le réseau de l’hydrogel surtout en augmentant la densité de 

réticulation par l’augmentation du DSFA.  

I.4. HA précurseur et dérivés HA-FA 

Les tests antioxydants du HA précurseur et des dérivés HA-FA ont été réalisés dans les 

mêmes conditions que les systèmes PUL-FA excepté pour la concentration en polymère où 

nous avons dû travailler à plus faible concentration compte tenu de la viscosité (1 et 2,5 g/L).  

Nous avons tout d’abord mesuré l’absorbance des solutions du HA précurseur à 1 et 2,5 g/L et 

les avons comparés à la solution du radical DPPH• seul. Les courbes obtenues ainsi que les 

pourcentages de piégeage calculés sont présentés dans la Figure E-10.  

 

Figure E-10 : A) Spectre d’absorbance du HA précurseur à 1 g/L (vert) et 2,5 g/L (bleu) en présence 

du DPPH•. DPPH• + tampon (orange). B) Pourcentages de piégeage du radical DPPH• par HA 

précurseur à 1 et 2,5 g/L. Analyses à t= 20min dans un mélange tampon citrate-phosphate / éthanol 

(75/25, v/v) 
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La Figure E-10-A montre que les courbes du HA précurseur en présence du DPPH• 

présentent une allure similaire à celle du DPPH• seul avec une absorbance maximale à la même 

longueur d’onde (543 nm) mais avec une intensité plus faible montrant une activité 

antioxydante de ce polysaccharide comme déjà reporté dans la littérature13.  

L’origine de ce pouvoir antioxydant est probablement liée à l’amine de la fonction acétyle 

du HA tandis que la baisse du pourcentage de piégeage avec la concentration peut s’expliquer 

par la hausse de la viscosité qui empêche la diffusion des radicaux DPPH• au sein des chaînes 

polysaccharides.  

Les propriétés antioxydantes des dérivés HA-FA ont été donc évaluées dans un premier 

temps à une concentration de 1 g/L. De manière inattendue, nous avons observé la formation 

d’un gel en ajoutant 0,5 mL la solution de DPPH• (400 μM dans l’éthanol) à 1,5 mL des 

solutions de HAHM-FA à 1 g/L dans le tampon citrate-phosphate. Cela n’a pas empêché ces 

solutions d’agir sur les radicaux DPPH• car un changement de coloration de violet au jaune est 

observé mais avec un temps long (environ 4h). Un exemple visuel de l’évolution de la 

coloration de la solution de HAHM-ADH-FA-7,5% (1 g/L) + DPPH• est donné dans la Figure 

E-11. L’évaluation quantitative des activités antioxydantes des dérivés HAHM-FA n’est pas 

accessible vue l’impossibilité du prélèvement des mélanges (gels) de HAHM-FA+ DPPH•.  

 

Figure E-11 : Évolution de la coloration de la solution HAHM-ADH-FA-7,5% (1 g/L) + DPPH• en 

fonction du temps 
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II. Cytocompatibilité 

Les tests de cytotoxicité de l’acide férulique, de ses dimères ainsi que des 

polysaccharides (PUL, CMP et HA) greffés et non greffés d’acide férulique ont été réalisés sur 

des cellules de souris fibroblastes (L929 - ATCC® CCL-1) au moyen de deux méthodes : le 

Live/Dead et l’Alamar Blue® détaillées précédemment (voir Chapitre B-IV.2.).  

II.1. FA et ses dimères 

 Les essais de cytotoxicité de FA et de ses dimères ont été effectués dans le milieu de 

culture -MEM complet avec 0,5% d’éthanol (concentration non toxique pour les cellules) à 

une concentration de 1mM à cause de la solubilité limitée de FA et ses dimères à des 

concentrations supérieures dans ce milieu.  

II.1.1. Test Live /Dead 

La Figure E-12 représente les résultats obtenus suite aux tests Live/Dead de FA et de 

ses dimères.  

 

Figure E-12 : Images obtenues par le test Live/Dead après 24h de contact des solutions de FA et de 

ses dimères (DiFA) avec les cellules fibroblastes. Contrôle négatif (Ctrl -, -MEM complet), contrôle 

positif (Ctrl +, DMSO 10%) et contrôle solvant (Ctrl solvant, éthanol 0,5%). Cellules vivantes (vert) et 

cellules mortes (rouge) 

On remarque qu’en présence de FA et de DiFA à 1mM, les cellules présentent une 

fluorescence verte démontrant ainsi une bonne viabilité. Par conséquent, après 24h de contact, 

l’acide férulique et ses dimères ne possèdent aucun effet cytotoxique à une concentration de 

1mM. 
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II.1.2. Test Alamar Blue® 

Les résultats obtenus par le test Alamar Blue® des solutions de FA et DiFA sont 

présentés dans la Figure E-13.  

 

Figure E-13 : Activités métaboliques des cellules fibroblastes L929 après 48h de contact avec des 

solutions (1mM) de FA et de ses dimères (DiFA). Contrôle négatif (Ctrl -, -MEM complet), contrôle 

positif (Ctrl +, DMSO 10%).  et contrôle solvant (Ctrl solvant, éthanol 0,5%) 

Le test à l’Alamar Blue® confirme le résultat obtenu par le test Live/Dead. En effet, ce 

réactif (résuzarine) est utilisé comme indicateur des réactions d’oxydo-réduction pendant la 

prolifération cellulaire. Les cellules vivantes ont la capacité de transformer la résuzarine de 

couleur bleue en résofurine (produit métabolique) de couleur rose fluorescente. De ce fait, nous 

nous intéressons à travers ce test au pourcentage de réduction de l’Alamar Blue®. Les cellules 

ayant un bon métabolisme en contact avec les solutions testées sont celles qui possèdent un 

pourcentage de réduction d’Alamar Blue ≥ 70% du contrôle négatif. Ces solutions seront donc 

considérées cytocompatibles. 

Sur la Figure E-13, nous constatons que FA et ses dimères possèdent des pourcentages 

de réduction supérieurs à 70% (79,2 et 72,8 respectivement) et par conséquent le métabolisme 

des cellules n’est pas affecté lorsqu’elles sont en contact avec le FA et ses dimères. De ce fait, 

le FA et ses dimères n’ont aucun effet cytotoxique sur les cellules fibroblastes après 48h de 

contact, confirmant ainsi le test Live/Dead réalisé précédemment.  
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II.2. PUL et dérivés PUL-FA 

 La cytocompatibilité du pullulane précurseur et des dérivés PUL-FA à des taux de 

substitution en FA de 2 et 6% a été évaluée dans le milieu de culture -MEM complet à des 

concentrations de 2,5 et 7,5 g/L.  

 II.2.1. Test Live/Dead 

Les images résultantes du test Live/Dead sont regroupées dans la Figure E-14.  

 

Figure E-14 : Images obtenues par le test Live/Dead après 24h de contact des cellules fibroblastes 

avec les solutions de PUL précurseur et des dérivés PUL-FA-2% et PUL-FA-6% à des concentrations 

de 2,5 et 7,5 g/L. Contrôle négatif (Ctrl -, -MEM complet) et contrôle positif (Ctrl +, DMSO 10%). 

Cellules vivantes (vert) et cellules mortes (rouge) 

La Figure E-14 montre que les cellules en présence du pullulane précurseur et des deux 

dérivés PUL-FA à différentes concentrations d’étude présentent toutes une fluorescence verte 

avec la présence de quelques cellules rouges pour le pullulane précurseur et le PUL-FA-6% à 

7,5 g/L.  Par conséquent, le pullulane et les dérivés PUL-FA-2 et 6% n’ont aucun effet 

cytotoxique sur les cellules fibroblastes après un contact de 24h.  

II.2.2. Test Alamar Blue® 

La Figure E-15 représente les pourcentages de réduction de l’Alamar Blue® obtenus 

pour les solutions de pullulane précurseur et des dérivés PUL-FA.  
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Figure E-15 : Activités métaboliques des cellules fibroblastes L929 après 48h de contact avec des 

solutions de PUL précurseur et des dérivés PUL-FA-2% et PUL-FA-6% à des concentrations de 2,5 et 

7,5 g/L. Contrôle négatif (Ctrl -, -MEM complet) et contrôle positif (Ctrl +, DMSO 10%).  

Sur la Figure E-15, on remarque que tous les échantillons possèdent des pourcentages 

de réduction Alamar Blue® > 70% du pourcentage de réduction du contrôle négatif à l’exception 

du PUL précurseur et PUL-FA-6% à 7,5g/L qui présentent des pourcentages inférieurs (12,7 et 

57,6% respectivement). Il est difficile de comprendre pourquoi une augmentation de la 

concentration en PUL d’un facteur 3 aurait un tel effet sur l’activité cellulaire. Ce résultat est 

en désaccord avec le test Live/Dead. Cependant, il faut noter que ce test nous a montré la 

présence de quelques cellules rouges pour les conditions PUL précurseur et PUL-FA-6% à 7,5 

g/L, probablement les prémices d’une souffrance cellulaire à 48h de contact, observée par le 

test Alamar Blue®. Par conséquent, il faudra reproduire une nouvelle série de test pour 

confirmer ces résultats. Pour la solution PUL-FA-6% à 7,5g/L, la réduction constatée de 

l’activité peut être expliquée par l’augmentation de la viscosité par la présence de FA à cette 

concentration qui rend le passage de l’oxygène plus difficile vers les cellules ralentissant leur 

métabolisme.  

Cet effet n’est pas apparu dans le test Live/Dead puisque la mise en contact des cellules 

avec ces solutions n’a duré que 24h contre 48h pour le test Alamar Blue®.  
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II.3. CMP et dérivés CMP-FA 

Les tests de cytotoxicité du CMP et des dérivés CMP-FA ont été réalisés par Dulong et 

al.2 à une concentration de 2,5 g/L dans les mêmes conditions que le PUL et ses dérivés PUL-

FA. La Figure E-16 représente les résultats obtenus.  

 

Figure E-16 : Analyse de cytotoxicité du CMP et des dérivés CMP-FA2. A) Test Live/Dead. B) Test à 

l’Alamar Blue® 

Nous avons évalué tout d’abord la viabilité des cellules de manière qualitative en 

réalisant le test Live/Dead à 24h de contact des cellules avec les solutions des produits testés 

(CMP et dérivés CMP-FA à des DSFA de 3,2 ; 4,6 ; 6,4 et 8,8 %). Comme le montre la Figure 

E-16-A, les images de cellules obtenues par le microscope à fluorescence ont montré une bonne 

viabilité cellulaire pout tous les échantillons testés.  
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Ensuite, nous avons évalué l’activité métabolique des cellules par le test Alamar Blue® 

après 48h de contact avec les solutions des échantillons analysés (Figure E-16-B). Tous les 

échantillons possèdent des pourcentages de réduction d’Alamar Blue® quasi-identiques sans 

effet sur le métabolisme cellulaire sauf dans le cas du dérivé CMP-FA-11,2% qui exprime un 

pourcentage de réduction plus faible et possède donc un impact sur les cellules. Cet impact a 

été attribué à la difficulté de solubilité de ce dérivé dans le milieu de culture (α-MEM) et à la 

viscosité plus importante de la solution obtenue comparée aux autres solutions. 

II.4. HA et dérivés HA-FA 

 La cytocompatibilité du HA précurseur et des dérivés HA-FA a été évaluée à une 

concentration de 1 et 2,5 g/L en respectant les mêmes conditions que le pullulane et ses dérivés 

PUL-FA.  

II.4.1. HA et dérivés HA-FA à haute masse molaire 

Pour cette étude, nous avons sélectionné le HA précurseur à haute masse molaire 

(HAHM) et les dérivés HAHM-ADH-FA-7,5%, HAHM-ADH-FA-12% et HAHM-MDH-FA-16%. 

II.4.1.2. Test Live/Dead 

La Figure E-17 représente les images obtenues par le microscope à fluorescence suite 

aux tests Live/Dead.  

 

Figure E-17 : Images obtenues par le test Live/Dead après 24h de contact des cellules fibroblastes 

avec les solutions de HAHM et du dérivé HAHM-ADH-FA-12% à des concentrations de 1 et 2,5 g/L. 

Contrôle négatif (Ctrl -, -MEM complet) et contrôle positif (Ctrl +, DMSO 10%). Cellules vivantes 

(vert) et cellules mortes (rouge) 
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 Sur la Figure E-17, une fluorescence verte des cellules est observée en présence des 

solutions d’acide hyaluronique et du dérivé HAHM-ADH-FA-12% quelle que soit la 

concentration d’étude. Ceci confirme qu’après 24 de mise en contact, les cellules présentent 

une bonne morphologie pour ces conditions. 

II.4.1.3. Test Alamar Blue® 

 La Figure E-18 représente les résultats obtenus suite au test à l’Alamar Blue®.  

 

Figure E-18 : Activités métaboliques des cellules fibroblastes L929 après 48h de contact avec des 

solutions de HAHM et des dérivés HAHM-ADH-FA-7,5%, HAHM-ADH-FA-12% et HAHM-MDH-FA-

16% à des concentrations de 1 et 2,5 g/L. Contrôle négatif (Ctrl -, -MEM complet) et contrôle positif 

(Ctrl +, DMSO 10%), 

 La Figure E-18 montre que tous les échantillons testés possèdent des pourcentages de 

réduction < 70% du pourcentage du contrôle négatif mais qui restent supérieurs au % du 

contrôle positif (11%). De ce fait, à haute masse molaire, le HA précurseur ainsi que les dérivés 

HAHM-ADH-FA-7,5%, HAHM-ADH-FA-12% et HAHM-MDH-FA-16% ont un effet sur le 

métabolisme cellulaire après 48h de contact. Ce résultat peut être expliqué par la grande 

viscosité des solutions testées en raison de la forte masse molaire du HA précurseur des dérivés 

HA-FA. Cette viscosité importante empêche le passage de l’oxygène aux cellules, limite les 

apports nutritifs et par conséquent leur métabolisme.  

 Pour surmonter à ce problème, nous avons décidé de reprendre les tests de cytotoxicité 

avec un HA précurseur et des dérivés HA-FA aux plus faibles masses molaires.  
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II.4.2. HA et dérivés HA-FA à faible masse molaire 

 Les échantillons choisis pour cette étude sont : HA précurseur à 50×103 g/mol noté 

HAFM et les deux dérivés HA-ADH-FA-6 et HA-MDH-FA-8 à des degrés de substitution en 

acide férulique de 4 et 6,5% et des masses molaires de 51×103 et 42 ×103 g/mol, respectivement 

(voir Chapitre D-II-I.3). Ces deux dérivés seront désignés par HAFM-ADH-FA-4% et HAFM-

MDH-FA-6,5% pour la suite des analyses de cytotoxicité. 

II.4.2.1. Test Live/Dead 

 Les images obtenues suite au test Live/Dead du HA précurseur et des dérivés HA-FA à 

faible masse molaire sont regroupées ci-dessous dans la Figure E-19. 

 

Figure E-19 : Images obtenues par le test Live/Dead après 24h de contact des cellules fibroblastes 

avec les solutions de HAFM et du dérivé HADM-ADH-FA-4% à des concentrations de 1 et 2,5 g/L. 

Contrôle négatif (Ctrl -, -MEM complet) et contrôle positif (Ctrl +, DMSO 10%). Cellules vivantes 

(vert) et cellules mortes (rouge) 

Identiquement aux tests Live/Dead précédents, le HA précurseur et les dérivés HA-FA 

à faible masse molaire ne présentent aucun effet cytotoxique sur les cellules fibroblastes après 

24h de contact.  

II.4.2.2. Test Alamar Blue® 

Les pourcentages de réduction de l’Alamar Blue® obtenus pour les solutions de HAFM 

et des dérivés HAFM-ADH-FA-4% et HAFM-MDH-FA-6,5% sont présentés dans la Figure E-

20. 
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Figure E-20 : Activités métaboliques des cellules fibroblastes L929 après 48h de contact avec des 

solutions de HAFM et des dérivés HAFM-ADH-FA-4%, HAFM-MDH-FA-6,5% à des concentrations de 

1 et 2,5 g/L. Contrôle négatif (Ctrl -, -MEM complet) et contrôle positif (Ctrl +, DMSO 10%). 

Comparé au contrôle négatif, le HA précurseur à faible masse molaire et les dérivés 

HAFM-ADH-FA-4% et HAFM-MDH-FA-6,5% présentent encore des pourcentages de réduction 

inférieurs à 70%. En comparaison avec le HA précurseur à haute masse molaire, le HAFM 

possède des pourcentages légèrement supérieurs à 1 g/L et beaucoup plus faible à 2,5 g/L. Ceci 

nous mène à conclure que le ralentissement de la croissance des cellules n’est pas causé 

uniquement par l’élévation de la viscosité mais en raison d’autre paramètre qui peut être lié aux 

conditions d’analyse comme la stérilisation.  

II.5. Conclusion 

Les travaux présentés dans ce chapitre concernent l’évaluation des activités biologiques 

(antioxydantes et cytocompatibilité) de l’acide férulique et ses dimères ainsi que des 

polysaccharides (pullulane, carboxyméthylpullulane et acide hyaluronique) précurseurs ou 

modifiés par l’acide férulique.  

Pour ce faire, nous avons tout d’abord synthétisé les dimères d’acide férulique en faisant 

réagir la laccase sur l’acide férulique dans un milieu éthanol/tampon citrate-phosphate (0,1 

mol/L, pH=5,5) (80/20, v/v). La RMN-1H réalisée après plusieurs étapes de purification, a 

confirmé qualitativement le succès de la réaction de dimérisation mais la quantification reste 

inaccessible vue les différentes formes dimères possibles.  
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L’analyse des activités antioxydantes face au radical DPPH• a révélé que l’acide 

férulique libre possèdent des propriétés antioxydantes (IC50=5,55 μg/mL soit 28,6 μmol/L) plus 

importantes que celles de ses dimères (IC50=6,53 μg/mL soit 33,63 μmol/L) tandis que les 

polysaccharides précurseurs ne possèdent aucune activité antioxydante excepté l’acide 

hyaluronique qui a exprimé un pouvoir antioxydant en raison de la présence d’une fonction 

amine dans sa structure.  

Le greffage de l’acide férulique sur le pullulane et le CMP conduit à l’obtention de 

dérivés actifs mais avec des IC50 supérieurs (c.-à-d. activités antioxydantes moins importantes) 

à celle de FA non greffé. L’accessibilité au FA lorsqu’ils sont greffés et les problèmes de 

solubilité sont défavorables à l’activité antioxydante des dérivés alors que le caractère associatif 

(présence de clusters hydrophobes) semble être favorable au piégeage des radicaux DPPH•. Les 

hydrogels de CMP-FA possèdent également des propriétés antioxydantes mais qui restent 

inférieures à celles des solutions CMP-FA.  

Dans le cas des dérivés HA-FA, nous avons détecté la formation d’un gel lors de l’ajout 

du radical DPPH• à la solution de HA-FA ce qui nous a empêché d’évaluer quantitativement 

leurs propriétés antioxydantes. Cependant, les observations visuelles ont confirmé cette activité. 

Pour quantifier ces activités, il serait nécessaire soit de changer le radical en utilisant le radical 

cation ABTS•+ par exemple soit de changer la méthode d’analyse comme FRAP (Ferric 

Reducing Antioxydant Poxer)14 ou ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)14.  

Les tests de cytotoxicité ont été réalisés sur les cellules fibroblastes L929 au moyen de 

deux méthodes : une qualitative qui est le test Live/Dead et une quantitative qui est le test à 

l’Alamar Blue®. Après 24 h de contact avec les cellules, le test Live/Dead a révélé aucun effet 

cytotoxique de l’acide férulique, des dimères ainsi que de tous les polysaccharides greffés ou 

non. Le test Alamar Blue®, obtenu après 48h de contact, a montré quelques résultats négatifs 

sans doute dus à des problèmes de viscosité notamment. Des tests de cytotoxicité 

supplémentaires doivent être effectués afin de confirmer ou non cette cytotoxicité et d’en 

comprendre l’origine exacte.  
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L 
Introduction 

es triglycérides, constituants principaux des graisses animales et des huiles 

végétales, sont largement valorisés industriellement après saponification pour 

obtenir des acides gras saturés et/ou insaturés. Les acides gras peuvent être modifiés  

chimiquement en présence d’ammoniac (obtention d’une fonction nitrile) suivi d’une 

hydrogénation de cette extrémité pour obtenir des amines grasses saturées et/ou insaturées1. Le 

greffage de ces acides/amines gras insaturés sur un polysaccharide peut être une nouvelle voie 

d’obtention d’hydrogel en utilisant la réactivité de ces doubles liaisons notamment sous 

rayonnement lumineux. 

Ce chapitre se compose de trois parties. Nous détaillerons dans une première partie les 

différentes voies utilisées pour greffer l’amine/acide gras insaturé sur les trois polysaccharides : 

le pullulane (neutre modèle), le carboxyméthylpullulane (anionique modèle) et l’acide 

hyaluronique (anionique d’intérêt) ainsi que leurs caractérisations structurales. Une étude du 

comportement physico-chimique des dérivés obtenus en solution aqueuse dans différents 

régimes de concentration sera ensuite décrite dans une deuxième partie. Pour finir, les essais de 

gélification photo-contrôlée préliminaires de ces produits ainsi que les propriétés mécaniques 

de leurs hydrogels seront présentés.  

I. Réactions de greffage de l’amine/acide gras insaturé 

I.1. Couplage direct entre le pullulane et l’acide linoléique 

I.1.1. Synthèse mise en jeu 

Compte tenu des compositions chimiques du pullulane et de l’acide linoléique (C18:2), 

le couplage le plus simple entre ces deux composés ne peut se réaliser qu’à travers la création 

de liens ester comme dans le cas du couplage entre le pullulane et l’acide férulique. De ce fait, 

nous avons utilisé le même protocole de synthèse (voir Chapitre C-I.2.1) qui consiste à utiliser 

le CDI comme agent activateur des fonctions acide carboxylique de l’acide linoléique dans le 

DMSO anhydre (Figure F-1). Dans un premier test, nous avons visé un taux de greffage 

théorique d’acide linoléique / AGU de 15% codifié (PUL-C18:2-15%). 
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Figure F-1 : Réaction de greffage de l’acide linoléique sur le pullulane 

I.1.2. Caractérisation structurale du greffage  

 La détection qualitative des greffons d’acide linoléique a été effectuée par IR tandis que 

leur quantification a été assurée par RMN-1H. 

I.1.2.1. Spectroscopie IR 

Les spectres FT-IR (transmittance = f (nombre d’onde)) du pullulane précurseur et du 

pullulane modifié par l’acide linoléique (PUL-C18 :2-T15%) sont présentés dans la Figure  

F-2.  
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Figure F-2 : Spectres IR de : a) Pullulane. b) PUL-C18:2-T15% 

Le spectre IR du PUL (Figure F-2-a) a été discuté dans le Chapitre C-I.2.2.1. Celui du 

PUL-C18:2 (Figure F-2-b) montre l’apparition d’un nouveau pic, certes modeste, vers  

1728 cm-1 caractéristique de la vibration d’élongation du carbonyle (C=O) du lien ester établi 

entre le pullulane et l’acide linoléique. Ce résultat semble bien confirmer de manière qualitative 

le succès du greffage. 

I.1.2.2. Spectroscopie RMN 

L’analyse RMN-1H de ce dérivé a été réalisée dans le DMSO-d6. Le spectre obtenu est 

présenté dans la Figure F-3 accompagné par les spectres du pullulane précurseur et de l’acide 

linoléique réalisés dans le même solvant deutéré.  
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Figure F-3 : Spectres RMN-1H dans DMSO-d6 de : A) Acide linoléique. B) Pullulane. C) PUL-

C18:2-T15% 
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Le spectre RMN-1H de l’acide linoléique (Figure F-3-A) montre un pic à 0,84 ppm 

attribué aux 3 protons du groupe méthyle (3Ha). Les protons méthylènes en position α (2Hg) et 

en position β (2Hf) du groupement carbonyle apparaissent respectivement à 2,15 et 1,47 ppm. 

Le signal à 1,25 ppm correspond aux protons méthylènes en position β des doubles liaisons 

(14Hb) tandis que ceux à 2,01 et 2,71 ppm sont attribués respectivement aux deux méthylènes 

en position α des deux côtés des doubles liaisons (4Hc) et au méthylène en position α entre les 

deux doubles liaisons (2He). Les protons éthyléniques (4Hd) sont détectés à 5,3 ppm alors que 

celui de la fonction acide (Hj) apparait à 11,94 ppm2.  

Le spectre RMN-1H du PUL dans DMSO-d6 (Figure F-3-B) est quasiment identique à 

celui dans NaOD/D2O (85/15, v/v) (voir Chapitre C-I.2.2.2) avec une légère différence au 

niveau du déplacement chimique des pics caractéristiques en raison d’un comportement 

différent de ce polysaccharide dans ce milieu. Les protons cycliques non anomères (H2, 3, 4, 5 et 

6) sont détectés au même déplacement chimique (entre 3 et 4 ppm) confondus avec le pic de 

l’eau résiduelle à 3,46 ppm. Cependant, entre 4,25 et 5,75 ppm à côté des protons anomères en 

α-1,6 (H1’, 4,66 ppm)  et en α-1,4 (2H1, 5,03 ppm), de nouveaux pics sont apparus et peuvent 

être attribués aux protons des fonctions hydroxyle du pullulane3.  

La Figure F-3-C présente le spectre du dérivé PUL-C18:2-T15% qui montre la présence 

des pics caractéristiques du pullulane (entre 3 – 4 ppm et 4,25 – 5,75 ppm) et de l’acide 

linoléique (0,86, 1,27, 1,5, 2,02, 2,31, 2,73 et 5,33 ppm). Ces observations accompagnées par 

la disparition du proton Hj caractéristique de la fonction acide de l’acide linoléique, confirment 

de nouveau et clairement cette fois le succès de la réaction de greffage.  

 L’intégration du pic à 5,02 ppm référée à 2 (2H1 anomères en α-1,4 du pullulane) et du 

pic à 0,86 ppm (3 Ha du groupe méthyle de l’acide linoléique) permet la détermination du degré 

de substitution expérimental du C18 :2 par rapport à l’unité maltotriose (MTR) en appliquant 

la relation suivante : 

%𝐷𝑆𝐶18:2/𝑀𝑇𝑅 =
𝐼 (𝐻𝑎)

3
× 100                  (Eq. F1)  

Pour calculer le DS de C18 :2 par rapport à l’unité d’anhydroglucose (AGU), l’Eq. E1 devient :  

%𝐷𝑆𝐶18:2 =
𝐼 (𝐻𝑎)

3 × 3
× 100                  (Eq. F2)  

Ceci nous donne une valeur de DSC18 :2 ≈ 2% de C18 :2 / AGU et par conséquent le dérivé 

obtenu sera noté PUL-C18:2-2%. 
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I.1.2.3. Tests de solubilité 

Un problème de solubilisation du dérivé obtenu PUL-C18 :2-2% dans l’eau à 10 g/L a 

été détecté même en chauffant à 60°C. De ce fait, une étude de solubilité de ce dérivé à la même 

concentration et à température ambiante dans différentes proportions eau/DMSO a été réalisée 

démontrant une bonne solubilité à partir d’une proportion de 60/40 eau/DMSO (v/v). 

L’hydrosolubilité limitée du dérivé obtenu est due certainement au caractère neutre du pullulane 

et à la forte hydrophobie du greffon (en comparaison de l’acide férulique). Par conséquent, 

l’obtention des hydrogels n’est pas accessible à partir ce dérivé. Il faudrait envisager des dérivés 

plus faiblement greffés au risque que ceux-ci ne soient pas assez fonctionnalisés pour donner 

lieu à une percolation lors de la réticulation photoamorcée. 

 Nous avons ainsi préféré nous focaliser sur les modifications apportées aux 

polysaccharides anioniques : CMP et HA.     

I.2. Couplage direct entre le CMP ou le HA et l’amine grasse 

insaturée  

Inspirée des travaux de Pavan et al.4 sur le greffage d’amine grasse saturée sur l’acide 

hyaluronique, la réaction du greffage direct de l’amine grasse insaturée (oleylamine, NH2-

C18:1) sur le CMP ou le HA repose également sur la chimie des imidazoles en utilisant le CDI 

comme agent de couplage dans le DMSO. Nous avons choisi cette chimie à la place de celle 

des carbodiimides en raison de l’insolubilité de l’oleylamine dans le mélange éthanol/eau 

(80/20, v/v) et la réactivité limitée de l’agent de couplage EDC dans les solvants organiques 

(voir Chapitre C-I.1.1). 

La réaction de greffage se déroule donc en deux étapes successives ; l’activation des 

fonctions acide du CMP ou HA par le CDI puis le couplage entre cette fonction activée et la 

fonction amine de l’oleylamine via la création de lien amide (Figure F-4). Les proportions de 

l’oleylamine / HA et de l’oleylamine / CMP ont été adaptées de façon à viser des DS théoriques 

de 15 et 30%. Nous nous sommes limités à un DS théorique maximal de 30% pour garantir 

l’hydrosolubilité du dérivé obtenu vue la grande hydrophobie de la molécule à greffer. Un 

exemple de protocole de greffage du NH2-C18:1 sur le HA à un DS théorique de 30% et les 

différentes analyses de caractérisation structurale seront présentés à la suite.  
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Figure F-4 : Réaction de greffage de l’oleylamine sur le CMP ou le HA 

I.2.1. Protocole expérimental du greffage direct de l’amine 

grasse insaturée sur le HA ou le CMP 

 Étant donné que le CMP et le HA sont sous forme de sel de sodium, ils ne sont pas 

solubles dans le DMSO, solvant de la réaction. Pour les rendre solubles dans ce solvant, leur 

transformation sous forme de sel de tétrabutylammonium (TBA) est nécessaire. 

Pour ce faire, on prépare une solution de CMP à 25 g/L (1 g/L dans le cas de HA) dans 

l’eau et la solution est passée dans une colonne échangeuse de cation (IRN 77) préalablement 

régénérée. Au cours du passage du CMP ou du HA dans la colonne, on vérifie régulièrement le 

pH qui doit être autour de 3 afin de s’assurer que l’échange de cation ait lieu. Les cations Na+ 

sont alors échangés par des protons H+ qui seront plus facilement substitués par le 

tétrabutylammonium. Pour cela, la solution est récupérée puis neutralisée doucement par une 

solution de TBAOH jusqu’à atteindre la neutralité (pH=7). L’ajout doit être bien précis afin 

d’éviter la présence de sel de TBA en excès qui nécessitera une étape supplémentaire de 

purification (dialyse). La solution de CMP TBA ou de HA TBA est ensuite congelée et 

lyophilisée. 

Une fois que le changement de sel est réalisé, on peut procéder au greffage de l’amine 

grasse insaturée sur les deux polysaccharides sous forme de sel de TBA.  
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 À titre d’exemple, pour la synthèse du HA-NH-C18:1 à un DS théorique de 30%, 0,5 g 

de HA TBA (0,8 mmol) est solubilisé dans 250 mL de DMSO anhydre dans un ballon bicol 

durant 24h sous agitation magnétique (400 tr/min) à température ambiante. La solution est 

ensuite dégazée sous diazote puis on ajoute une quantité catalytique de 10 μL d’acide 

méthanesulfonique (MES), catalyseur permettant la protonation des fonctions carboxylate de 

HA. Après environ 15 min, on introduit 145 mg de CDI (0,88 mmol) et on laisse réagir pendant 

45 min à température ambiante. Ensuite, 80 μL d’oleylamine (0,24 mmol) est ajouté à la 

solution placée par la suite dans un bain-marie à 40°C sous agitation durant 16h.  

 À la fin de la réaction, on ajoute goutte à goutte 100 mL d’une solution saturée de NaCl 

pour substituer les ions TBA encore présents sur la chaîne polymère par Na+ permettant l’arrêt 

de la réaction, la future hydrosolubilité et un début de précipitation. La précipitation est achevée 

par l’ajout d’un large excès d’acétone (1,5 L). On obtient alors une fine poudre blanche que 

l'’on récupère sur un fritté P4. Celle-ci est solubilisée dans 250 mL d’eau milli-Q que l’on 

dialyse (membrane de dialyse Spectra-Por 12-14 kDa) contre l’eau milli-Q jusqu’à la baisse de 

la conductivité des eaux de dialyse à une valeur proche de celle de l’eau milli-Q. La solution 

dialysée est ensuite congelée avant d’être lyophilisée pendant une semaine. On récupère ainsi 

le dérivé greffé sous forme de coton blanc et qui sera annoté HA-NH-C18 :1-T30% (avec T 

pour théorique).  

Les produits obtenus suite au greffage de l’oleylamine sur le CMP à deux DS théoriques 

de 15 et 30% et en appliquant le même protocole de synthèse seront désignés quant à eux par 

CMP-NH-C18:1-T15% et CMP-NH-C18:1-T30%. 

I.2.2. Caractérisation structurale du greffage 

I.2.2.1. FT-IR  

Les spectres IR d’acide hyaluronique et du dérivé HA-NH-C18:1-T30% sont présentées dans 

la Figure F-5.  
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Figure F-5 : Spectres IR de : a) Acide hyaluronique. b) HA-NH-C18:1-T30% 

En comparaison avec le spectre du HA précurseur (Figure F-5-a), on remarque 

l’apparition d’un pic modeste vers 1720 cm-1 sur le spectre IR du dérivé HA-NH-C18:1-T30% 

(Figure F-5-b). Ce pic est caractéristique de la fonction carbonyle du lien amide créé entre le 

HA et l’oleylamine, preuve de la réussite de la réaction de greffage.  

I.2.2.2. RMN 

 La spectroscopie RMN-1H a été utilisée pour déterminer le taux de greffage 

expérimental de l’amine grasse insaturée. La Figure F-6 représente le spectre RMN-1H réalisé 

dans D2O/NaOD (85/15, v/v) pour le dérivé HA-NH-C18:1-T30% accompagné par les spectres 

de HA précurseur dans le même solvant deutéré et de l’oleylamine dans le DMSO-d6. 
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Figure F-6 : Spectres RMN-1H dans DMSO-d6 de : A) Oleylamine et dans D2O/NaOD (85/15) de : 

(B) Acide Hyaluronique. C) HA-NH-C18:1-T30% 

 Le spectre RMN-1H de l’oleylamine (Figure F-6-A) montre tout d’abord la présence 

d’un pic entre 0,69 et 0,86 ppm caractéristique des trois protons du groupe méthyle (3Ha). Le 

large pic observé entre 1,09 et 1,25 ppm est attribué aux protons de la fonction amine (2Hf) et 
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aux protons en position β (24 Hb) des protons éthyléniques qui apparaissent à leur tour entre 

5,12 et 5,33 ppm (2Hd). Les signaux qui résonnent à 2 et 3,36 ppm correspondent 

respectivement aux protons en position α de la double liaison (4Hc) et en position α de la 

fonction amine (2He)
5.  

 Comparé au spectre RMN-1H du HA (Figure F-6-B) détaillé précédemment (voir 

Chapitre D-II-I.2.2.2), celui du dérivé HA-NH-C18:1-T30% (Figure F-6-C) montre, en plus des 

protons des pics caractéristiques du HA (1,74 ppm, entre 3,1 – 3,8 ppm et 4,27 ppm), 

l’apparition du pic à 0,69 ppm caractéristique des protons du groupe méthyle de l’oleylamine 

(3Ha) confirmant le bon déroulement de la réaction de greffage. La non-présence des autres pics 

de l’oleylamine est due probablement à sa mauvaise solvatation dans le D2O (oleylamine est 

insoluble dans l’eau). 

En se basant sur les deux protons anomères du HA (H1 et H1’) et les trois protons du 

méthyle de l’oleylamine (3Ha), le degré de substitution de l’oleylamine/GAG (DSNH2-C18:1) peut 

être calculé par l’équation suivante : 

%𝐷𝑆𝑁𝐻2−𝐶18:1 =
𝐼 (𝐻𝑎)

3
× 100                  (Eq. F3)  

Dans le cas des dérivés CMP-NH-C18 :1, nous nous sommes basés sur les trois protons 

anomères du CMP et sur les trois protons du méthyle de l’oleylamine pour évaluer le taux de 

greffage expérimental de l’oleylamine / CMPAGU en appliquant la relation suivante : 

%𝐷𝑆𝑁𝐻2−𝐶18:1 =
𝐼 (𝐻𝑎)

𝐼 (𝐻𝑎𝑛𝑜𝑚é𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒𝑠) × 3
× 100                  (Eq. F4)  

Le Tableau F-1 regroupe les différentes valeurs de DS expérimentaux obtenus suite au 

greffage de l’oleylamine sur le HA et le CMP. 

Tableau F-1 : DS expérimentaux de NH2-C18 :1 des dérivés HA-NH-C18:1-T30%, CMP-

NH-C18:1-T15% et CMP-NH-C18:1-T30% déterminés par RMN-1H 

Dérivé DSNH2-C18:1 th DSNH2-C18 :1 exp Efficacité du greffage 

HA-NH-C18 :1-T30% 30 % 10 % 33 % 

CMP-NH-C18 :1-T30% 30 % 10 % 33 % 

CMP-NH-C18 :1-T15% 15 % 3 % 20 % 
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L’efficacité de la réaction de greffage de l’oleylamine sur le HA et le CMP est comprise 

entre 20 et 33% soit entre 2 et 3 fois plus élevée que celle obtenue par Pavan et al.4 avec de 

l’octylamine, dodécylamine, pentadécylamine, hexadécylamine et octadécylamine (10%).  

I.3. Couplage indirect entre le CMP et l’acide gras insaturé 

Les acides gras ne peuvent pas facilement être condensés sur les polysaccharides 

anioniques. Pour réagir sur les fonctions acide carboxylique du CMP, les deux acides gras 

insaturés retenus (acide oléique (C18:1) et acide linoléique (C18:2)) doivent être modifiés 

initialement par un intermédiaire diamine comme l’ADH (qui agira aussi comme un bras 

espaceur) selon le protocole précédemment décrit pour l’acide férulique (Chapitre D-II-I.1). 

Ensuite, le greffage de ces dérivés est possible via la chimie des imidazoles en utilisant le CDI 

comme agent de couplage, méthode décrite lors du couplage direct entre l’oleylamine et le 

HA/CMP (Chapitre F-I.2). La Figure F-7 résume ces deux étapes.  

 

Figure F-7 : Réaction de greffage de l’acide oléique ou de l’acide linoléique sur le CMP 
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I.3.1. Protocole expérimental du greffage indirect de l’acide 

gras insaturé sur le CMP 

 Nous détaillerons dans cette partie la réaction de couplage entre l’acide oléique (C18:1) 

et le CMP comme exemple de protocole avec un taux théorique de 60% pour obtenir 

l’échantillon codifié par CMP-ADH-C18:1-T60%. 

 La première étape de synthèse consiste à la pré-fonctionnalisation de l’acide oléique par 

l’ADH. Pour ce faire, dans un ballon bicol de 25 mL, on introduit 240 μL d’acide oléique (0,75 

mmol) qu’on solubilise dans 10 mL de DMSO anhydre. Une fois que la solution est dégazée 

sous diazote, on lui ajoute 134 mg de CDI (0,83 mmol). Après 45 min, 132 mg d’ADH (0,75 

mmol) est incorporé à la solution déplacée ensuite dans un bain d’huile à 40°C pendant 16h.  

À la fin de la réaction de la première étape, on ajoute 10 μL de MES au CMP (0,5 g, 

soit 1,25 mmol) préalablement solubilisé de façon séparée dans 50 mL de DMSO anhydre. 

Après 15min, on introduit 225 mg de CDI (1,4 mmol) à cette solution après dégazage sous 

diazote et on laisse réagir encore 45 min. Puis, on ajoute goutte à goutte la solution récupérée 

de la première étape à celle du CMP activé. Le mélange est ensuite maintenu sous agitation 

dans un bain d’huile à 40°C pendant 16h. A la fin de la réaction, 50 mL d’une solution saturée 

de NaCl est introduit avant de réaliser une précipitation dans 500 mL d’acétone. Le précipité 

est ainsi récupéré par filtration sur fritté P4, solubilisé de nouveau dans 250 mL d’eau milli-Q 

et dialysé contre l’eau milli-Q en utilisant une membrane de dialyse Spectra-Por 12-14 kDa. À 

la fin de la dialyse, la solution est congelée puis lyophilisée pendant une semaine. On récupère 

un « coton » blanc qui est ensuite conservé à 4°C.  

Ce protocole a été adapté de manière à obtenir un dérivé de CMP modifié par l’acide 

linoléique à un DS théorique égal à 60% désigné par CMP-ADH-C18:2-T60%.  

Compte tenu de l’efficacité limitée de la première étape de la réaction du greffage (voir 

Chapitre D-II-1.1), nous avons choisi de travailler à un DS théorique de 60% dans le but 

d’obtenir des degrés de substitution expérimentaux proches de ceux des dérivés obtenus 

précédemment par le couplage direct permettant ainsi une comparaison plus adéquate.  
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I.3.2. Caractérisation structurale du greffage 

I.3.2.1. FT-IR  

La Figure F-8 représente les spectres IR de CMP et du dérivé CMP-ADH-C18 :1-T60%.  

 

Figure F-8 : Spectres IR de : a) CMP. b) CMP-ADH-C18:1-T60% 

La présence d’un petit pic à 1723 cm-1 sur le spectre IR du dérivé CMP-ADH-C18:1-

T60% (Figure F-8-b) est liée à la vibration d’élongation du C=O du groupement carboxyle du 

lien amide établi entre le CMP et l’acide oléique pré-fonctionnalisé.  

I.3.2.2. RMN 

 La caractérisation quantitative a été assurée par la spectroscopie RMN-1H. Les spectres 

obtenus de l’acide linoléique dans le DMSO-d6, du CMP et du CMP-ADH-C18:1-T60% dans 

D2O sont regroupés dans la Figure F-9.  
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Figure F-9 : Spectres RMN-1H dans DMSO-d6 de : A) Acide oléique et dans D2O de : (B) CMP. C) 

CMP-ADH-C18:1-T60% 
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Le spectre RMN-1H de l’acide oléique (Figure F-9-A) présente des signaux à 0,83 ; 1,22 

et 1,47 ppm attribués respectivement aux protons du méthyle (3Ha), aux protons en position β 

de la double liaison (20Hb) et aux protons en position β du carbonyle de la fonction acide (2He). 

Le pic observé à 1,95 ppm correspond aux protons en position α de la double liaison (4Hc) 

tandis que celui à 2,13 ppm est caractéristique des deux protons en position α du carbonyle de 

la fonction acide (2Hf). Les protons éthyléniques (2Hd) apparaissent à 5,27 ppm alors que le 

proton de la fonction acide (Hg) apparait à 11,88 ppm6.  

En comparaison avec le spectre du CMP présenté dans la Figure F-9-B (détaillé 

antérieurement, voir Chapitre D-I-I) et le spectre de l’ADH (voir Chapitre D-I.2.2.2), le spectre 

RMN-1H du CMP-ADH-C18:1-T60% (Figure F-9-C) montre la présence des pics 

caractéristiques du CMP (entre 3 – 4,25 ppm et entre 5,25 – 5,75 ppm), des pics caractéristiques 

de l’ADH (1,32 et 1,97 ppm) et du pic caractéristique des trois protons du méthyle de l’acide 

oléique (0,68 ppm). Ces observations confirment le greffage de l’acide oléique pré-

fonctionnalisé par l’ADH sur le CMP. 

La détermination du degré de substitution expérimental que ce soit de l’acide oléique 

ou de l’acide linoléique par rapport à l’unité de répétition CMPAGU (DS exp) a été réalisée en 

utilisant l’équation F3 présentée plus haut. Les différentes valeurs calculées sont collectées dans 

le Tableau F-2.  

Tableau F-2 : DS expérimentaux du CMP modifié par C18:1 ou C18:2 obtenus par RMN-

1H 

Dérivé DS th DS exp Efficacité du greffage 

CMP-ADH-C18:1-T60% 60 % 10 % 17 % 

CMP-ADH-C18:2-T60% 60 % 10 % 17 % 

 

Nous obtenons une efficacité de greffage de 17% proche mais un peu plus faible que 

celle du greffage direct de l’oleylamine sur le HA ou le CMP (entre 20 et 33%). Cette légère 

baisse est due probablement à l’étape supplémentaire réalisée afin de fonctionnaliser l’acide 

gras insaturé. 
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I.4. Conclusion sur les réactions de greffage 

La chimie des imidazoles a montré de nouveau une bonne efficacité pour la modification 

chimique de polysaccharide neutre et anionique par une chaîne grasse insaturée que ce soit par 

la création d’un lien ester ou d’un lien amide.  

Basé sur cette chimie, nous avons tout d’abord greffé de manière directe l’acide 

linoléique sur le pullulane par l’établissement d’un lien ester entre ces deux réactifs. Le taux de 

greffage est de 2% avec une efficacité de greffage de 13%. En raison du caractère neutre du 

pullulane et de l’hydrophobie importante du greffon, ce dérivé s’avère non soluble dans l’eau.  

Nous avons ensuite greffé une amine grasse insaturée (oleylamine) sur le CMP et le HA. 

Les conditions de la réaction ont été adaptées de manière à obtenir des DS expérimentaux de 3 

et 10% (efficacité de greffage entre 20 et 33% selon le taux théorique utilisé) et les dérivés 

obtenus sont tous parfaitement solubles dans l’eau.  

Nous avons également réussi à modifier le CMP par l’acide oléique et l’acide linoléique 

après une étape de pré-fonctionnalisation de l’acide gras insaturé par le bras espaceur diamine 

ADH. Le taux de greffage de chaque acide gras insaturé est de 10% (efficacité de greffage 

17%). Les deux dérivés présentent une bonne solubilité dans l’eau. 

Dans la suite de cette étude, nous aurons ainsi 5 produits à notre disposition :  

- 3 polysaccharides modifiés par l’oleylamine et qui seront désignés par :  

• HA-NH-C18:1-10% 

• CMP-NH-C18:1-3% 

• CMP-NH-C18:1-10%  

- 2 CMP modifiés par l’acide oléique et l’acide linoléique annotés comme suit :  

• CMP-ADH-C18:1-10% 

• CMP-ADH-C18:2-10% 
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II. Caractérisations physico-chimiques 

II.1. Couplage SEC/MALS/DRI/Visco  

 Les chromatogrammes obtenus dans le cas des dérivés HA-NH-C18 :1-10% et CMP-

NH-C18:1-3% sont présentés dans la Figure F-10. Pour comparaison, nous avons ajouté les 

profils d’élution de HA précurseur et du CMP précurseur.  

 

Figure F-10 : Profils d’élution dans LiNO3 (0,1 mol/L) à 25°C de l’indice de réfraction (trait plein) et 

de la diffusion de la lumière à 90° (tirets) avec la distribution des masses molaires (pointillés) de : A) 

HA précurseur (orange) et HA-NH-C18:1-10% (bleu). B) CMP précurseur (vert) et CMP-NH-C18:1-

3% (rouge). 
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Les tracés DRI et LS des deux dérivés modifiés (HA-NH-C18:1-10% et CMP-NH-

C18:1-3%) présentent un décalage vers les plus forts volumes d’élution si on les compare à 

ceux de leur précurseur correspondant (HA et CMP). Cela est dû à de plus faibles tailles signe 

d’une diminution notable des volumes hydrodynamiques conséquence d’une dégradation du 

polysaccharide au cours de la réaction de greffage et/ou d’une compacification des pelotes due 

à l’apparition d’associations hydrophobes entre les greffons de l’oleylamine.  

Les grandeurs macromoléculaires intrinsèques de ces échantillons sont présentées dans 

le Tableau F-3.  

Tableau F-3 : Grandeurs caractéristiques moyennes intrinsèques du HA précurseur, HA-

NH-C18 :1-10%, CMP précurseur et CMP-NH-C18 :1-3% obtenus par couplage 

SEC/MALS/DRI/Visco/UV à une concentration de 1 g/L dans LiNO3 0,1 mol/L à 25°C  

Produit Mn (g/mol) Mw (g/mol) Masse récupérée 

HA précurseur 1 480 000 1 680 000 83 % 

HA-NH-C18:1-10% 172 000 259 000 13 % 

CMP précurseur 202 000 328 000 81 % 

CMP-NH-C18:1-3% 149 000 351 000 21 % 

 

L’intégration du pic réfractométrique rapporté à la quantité de matière injectée nous 

montrent une très forte perte due à de la rétention sur le filtre lors de la phase de filtration 

préalable à l’injection des dérivés modifiés. Ceux-ci présentent donc un comportement 

fortement associatif hydrophobe dû au caractère très hydrophobe des greffons. Les objets ainsi 

agrégés sont de très grande taille, probablement supérieure à la porosité des filtres de 0,45µm.  

Sur la fraction non retenue par le filtre et donc analysée en sortie de colonne, on constate 

des masses molaires comparables au précurseur dans le cas du dérivé du CMP alors qu’elles 

diminuent fortement pour celui du HA. Nous retrouvons donc une sensibilité importante du HA 

à la dégradation lors d’une modification chimique et aucune pour le CMP. 

Les faibles taux de récupération de matière lors de l’analyse chromatographique ont été 

également obtenus pour les autres dérivés amphiphiles ce qui rend les chromatogrammes 

obtenus difficilement exploitables. Ainsi, nous ne donnerons donc pas ici les valeurs des rayons 

hydrodynamiques et des viscosités intrinsèques peu représentatives de nos échantillons.  
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II.2. Mesures rhéologiques 

II.2.1. Mesures en écoulement 

Les mesures rhéologiques en mode écoulement (cisaillement compris entre 0,1 et 1000 

s-1) ont été réalisées sur des solutions à 5, 10 et 15 g/L des dérivés HA-NH-C18:1, CMP-NH 

C18:1, CMP-ADH-C18:1 et CMP-ADH-C18:2 ainsi que leurs précurseurs HA et CMP dans 

l’eau milli-Q (Figure F-11).  

 

Figure F-11 : Courbes d’écoulement (rampe = 0,1 à 1000 s-1) à 25°C dans l’eau milli Q du :  

-CMP précurseur (vert), CMP-NH-C18:1-3% (rouge), CMP-NH-C18:1-10% (violet), CMP-ADH-

C18:1-10% (gris) et CMP-ADH-C18:2-10% (bleu ciel) à une concentration de : A) 5 g/L. B) 10 g/L. 

C) 15 g/L. 

-HA précurseur (orange)et  HA-NH-C18:1-10% (bleu) à ) à une concentration de : D) 5 g/L. E) 10 

g/L. F) 15 g/L. 
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Nous allons discuter séparément les courbes d’écoulement obtenues avec les systèmes 

à base de CMP puis de HA. 

Si les solutions de CMP présentent un comportement newtonien classique quelle que 

soit la concentration en raison d’une conformation flexible, celui des dérivés du CMP est très 

fortement rhéofluidifiant, sans domaine newtonien visible, faisant penser à des fluides à 

contrainte seuil. Nous n’avons pas pu appliquer le modèle de type Herschel-Bulkley à ces 

écoulements car nos premières mesures ont été probablement réalisées au-delà de la contrainte 

seuil. Les viscosités mesurées aux faibles cisaillements sont de toute façon très élevées car la 

présence des différents greffons hydrophobes entraîne la formation d’interactions 

intermoléculaires ralentissant considérablement la dynamique de ces systèmes associatifs. Ces 

phénomènes sont très largement observés avec des polysaccharides porteurs de longues chaînes 

grasses4,7–10. On remarque également que le DS en chaînes grasses augmente les propriétés 

rhéologiques ce qui indique assez logiquement que le caractère associatif est fonction du 

nombre de chaînes hydrophobes dans le milieu. Par contre, le nombre d’instauration ne semble 

pas modifier de façon marquée ce caractère associatif puisque des dérivés CMP greffés par des 

groupes C18:1 ou C18:2 présentent sensiblement le même comportement rhéologique. 

Pour le dérivé amphiphile du HA, le comportement est de nouveau rhéofluidifiant. 

Comme pour le CMP, ces écoulements présentent un profil de type contrainte seuil pour 

lesquels le modèle Herschel Bulkley n’est toujours pas applicable. Cette fois, les viscosités 

mesurées sont proches de celles du HA précurseur confirmant la dégradation des chaînes lors 

de l’étape de synthèse comme nous l’avons démontré avec les valeurs de masses molaires 

obtenues par chromatographie d’exclusion stérique. L’effet associatif est donc également 

largement mis en évidence. 

II.2.2. Mesures dynamiques 

Pour confirmer le comportement particulier des solutions des dérivés modifiés, nous 

avons réalisé des analyses non déstructurantes en mesurant les modules G’ et G’’ lors d’un 

balayage en fréquence (0,1 à 10 Hz) dans la zone de viscoélasticité linéarité (entre 0,1 et 0,5 

Pa) (Figure F-13). La concentration d’étude est de 15 g/L et l’eau milli-Q est le solvant utilisé 

pour solubiliser ces échantillons.  

Un exemple de linéarité est donné pour le système HA-NH-C18:1-10% à 1Hz (Figure 

F-12). 
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Figure F-12 : Variations de G’ (bleu) et G’’ (vert) en fonction de la contrainte à 1Hz de solution HA-

NH-C18:1-10% à 15 g/L à 25°C 

Il apparait clairement pour ce système une contrainte de sortie de linéarité proche de 5 

Pa. Cette contrainte est de l’ordre de grandeur de la contrainte seuil. Ce résultat explique 

également pourquoi nous n’avons pas pu déterminer les contraintes seuils en écoulement. 

Typiquement pour ce système (i.e. HA-NH-C18:1-10%), les premières mesures en écoulement 

(Figure F-11-F) à 0,1 s-1 correspondent à une contrainte de 8,2 Pa, bien supérieure à la contrainte 

seuil ici obtenue (4 Pa). 
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Figure F-13 : Variations de G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) en fonction de la fréquence, à 

25°C et une concentration à 15 g/L dans l’eau milli-Q de : A) CMP précurseur (vert), CMP-NH-

C18:1-3% (rouge), CMP-NH-C18:1-10% (violet), CMP-ADH-C18:1-10% (gris) et CMP-ADH-

C18:2-10% (bleu ciel). B) HA précurseur (orange), HA-NH-C18:1-10% (bleu) 

Les solutions des dérivés greffés que ce soit à base du CMP (Figure F-13-A) ou du HA 

(Figure F-13-B) possèdent un comportement élastique (G’ > G’’) de type pseudogel sur toute 

la gamme de fréquence étudiée tandis que la solution du CMP précurseur est visqueuse (G’< 

G’’) et la solution du HA précurseur est quant à elle viscoélastique (point de croisement de G’ 

et G’’ observé à 0,4 Hz). On note également une augmentation notable des valeurs de G’ et de 

G’’ des dérivés greffés par rapport à leurs précurseurs. Conformément à l’étude en écoulement, 

la présence d’un bras espaceur et le nombre d’insaturation ont peu d’impact sur les propriétés 

rhéologiques des solutions analysées tandis que le DS les affecte clairement en accentuant 

l’effet associatif. 
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III. Gélification 

 La gélification des solutions des dérivés du HA et du CMP modifiés par l’amine ou 

l’acide gras insaturé est assurée par photoréticulation, processus de réticulation sous 

rayonnement UV. En effet, l’olyelamine, l’acide oléique et linoléique contiennent dans leur 

structure des insaturations (double liaison), qui sous rayonnement lumineux peuvent se 

transformer en des radicaux réactifs. Ces radicaux ont la capacité de se lier entre eux de manière 

covalente. Par conséquent, la réticulation va se produire par la création des liaisons covalentes 

entre les radicaux formés à partir des doubles liaisons des greffons d’amine ou acide gras 

insaturé appartenant à deux chaînes polymères différentes (Figure F-14).  

 

Figure F-14 : Schéma représentatif de la formation d’un hydrogel à base de HA ou de CMP greffé 

amine ou acide gras insaturé 

La photoréticulation nécessite, la plupart du temps, l’emploi d’un générateur de radicaux 

appelé photoamorceur qui doit présenter une forte absorption dans le domaine d’émission de la 

source UV utilisée (permettant sa photolyse) avec une solubilité suffisante dans le milieu 

réactionnel. Il doit être également utilisé à une concentration où la lumière photonique émise 

puisse pénétrer la solution exposée. L’intensité du rayonnement UV et le temps d’application 

sont également des paramètres importants pour la réaction de photoréticulation.  

Le suivi de la cinétique de la gélification et l’évaluation des propriétés mécaniques 

finales des hydrogels ont été réalisés in situ avec le rhéomètre HR2 équipé d’une géométrie 

cône-plan 2 cm et relié à une photodiode UV avec une longueur d’onde comprise entre 320 et 

500 nm avec un pic primaire à 365 nm (voir Chapitre B-III.2.2). Le Darocur 1173® a été utilisé 
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comme photoamorceur car il absorbe essentiellement entre 250 et 400 nm. Cependant, il faut 

noter que c’est un photoamorceur organique de couleur jaune et souvent utilisé dans des 

solvants organiques tel que l’acétonitrile.  

 L’utilisation de la géométrie cône-plan 2 cm nous a conduit à travailler à des 

concentrations élevées (25 et 50 g/L dans l’eau milli-Q dans le cas des dérivés greffés à base 

du HA et du CMP, respectivement). L’application du rayonnement lumineux a été réalisée 120 

secondes après le début de l’analyse rhéologique pour assurer la stabilisation des solutions avant 

de les photoréticuler.  

Une optimisation des conditions opératoires de la photoréticulation a été tout d’abord 

menée par l’étude de l’influence de la concentration en photoamorceur, de l’intensité du 

rayonnement UV et du temps de son application.  

III.1. Optimisation des conditions de photoréticulation 

III.1.1. Effet de la concentration en photoamorceur  

L’évaluation de l’effet de la concentration en photoamorceur a été réalisée sur le dérivé 

HA-NH-C18:1-10% en testant trois concentrations en Darocur : 10, 15 et 20g/L pour un 

rayonnement incident d’intensité de 75 mW/cm2 appliqué pendant 3 min (Figure F-15). 

 

Figure F-15 : Influence de la concentration en photoamorceur sur la formation des hydrogels : 

courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en fonction du temps de la réaction de 

gélification du HA-NH-18:1-10% (25 g/L) en utilisant une concentration en Darocur 1173® de 10 

(vert), 15 g/L (bleu) et 20 g/L (rouge) 
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L’effet rhéologique n’est pas très marqué mais on observe cependant une légère 

augmentation des modules après l’irradiation. On remarque finalement peu d’effet de la 

concentration en Darocur 1173®. Nous avons alors choisi de travailler avec une concentration 

en photoamorceur de 15 g/L.  

III.1.2. Effet de l’intensité du rayonnement UV 

La Figure F-16 représente l’influence de l’intensité du rayonnement lumineux émis (de 

50 à 100 mW/cm2) sur l’évolution des propriétés mécaniques de l’hydrogel élaboré à partir du 

dérivé CMP-NH-C18:1-3% pendant la photoréticulation. La concentration en amorceur et le 

temps d’application du rayonnement ont été fixés respectivement à 15g/L et 3 min.  

 

Figure F-16 : Influence de l’intensité du rayonnement UV sur la formation des hydrogels : courbes G’ 

(symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en fonction du temps de la réaction de gélification du 

CMP-NH-18:1-3% (50 g/L) en appliquant une intensité 50 mW/cm2 (vert), 75 mW/cm2 (rouge) et 100 

mW/cm2 (bleu) 

A 50 mW/cm2 nous n’observons pas de brusque variation du module G’ lorsque le 

rayonnement lumineux est appliqué. Celui-ci doit être insuffisant car à 75 et 100 mW/cm2 le 

module G’ augmente rapidement de 40 à 80 Pa signe d’une évolution au sein de la solution 

traduisant une probable réticulation. De ce fait, nous avons décidé de travailler à une intensité 

de 75 mW/cm2 dans la suite de l’étude rhéologique.  
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III.1.3. Effet du temps de l’application du rayonnement UV 

La Figure F-17 montre l’impact du temps d’application du rayonnement UV émis sur 

les propriétés viscoélastiques de l’hydrogel à base du CMP-NH-C18:1-3% obtenu en utilisant 

une concentration de 15 g/L en Darocur 1173® et une intensité de 75mW/cm2 du rayonnement.  

 

Figure F-17 : Influence du temps d’application du rayonnement UV sur la formation des hydrogels : 

courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en fonction du temps de la réaction de 

gélification du CMP-NH-18:1-3% (50 g/L) en appliquant le rayonnement pendant 1,5 min (vert), 3 

min (bleu) et 6 min (rouge) 

Nous remarquons que le temps d’application du rayonnement UV que ce soit à 1,5 ; 3 

ou 6 min a peu d’impact sur les propriétés rhéologiques de l’échantillon analysé. Par 

conséquent, nous avons fixé un temps de 3 min pour le reste des mesures rhéologiques de 

gélification.  

III.1.4 Conditions choisies pour la photoréticulation 

En conclusion, les conditions opératoires optimales pour la réaction de photoréticulation 

sont une concentration de 15 g/L de photoamorceur (Darocur 1173®) et une irradiation à une 

intensité de 75 mW/cm2 pendant 3min.  

III.2. Influence des paramètres intrinsèques 

Les paramètres intrinsèques que nous pouvons étudier avec les échantillons 

préalablement synthétisés à partir du CMP sont le taux de greffage (3 ou 10%) et le nombre 

d’insaturation (1 ou 2) de l’amine ou de l’acide gras insaturé des dérivés.  
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III.2.1. Effet du DS 

L’étude de l’effet du DS a été réalisée par l’analyse rhéologique des deux dérivés CMP-

NH-C18:1-3% et CMP-NH-C18:1-10% (Figure F-18). 

 

Figure F-18 : Influence du degré de substitution : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 

1 Hz en fonction du temps de la réaction de photoréticulation de solutions de dérivés CMP-NH-C18:1-

3% (vert) et CMP-NH-C18:1-10% (rouge) à 50 g/L 

En raison du caractère associatif décrit précédemment, les solutions de CMP-NH-C18:1 

à 3 et 10% présentent avant l’irradiation un comportement majoritairement élastique (G’ > G’’) 

par la présence de fortes interactions intermoléculaires entre les greffons. Ce comportement est 

d’autant plus marqué que le degré de substitution est important (Figure F-18). Sous l’irradiation, 

il y a une légère augmentation des deux modules confirmant un début de réticulation. De façon 

surprenante, l’augmentation du G’ est plus importante pour le CMP le moins modifié, peut être 

en raison d’une mobilité des greffons hydrophobes plus importantes facilitant la réaction entre 

radicaux. Très rapidement les valeurs des modules se stabilisent. 

III.2.2. Effet du mode de greffage 

Nous avons greffé sur le CMP de l’acide oléique à l’aide d’un bras espaceur diamine et 

son équivalent amine avec un degré de substitution identique, CMP-ADH-C18:1-10% et CMP-

NH-C18:1-10%. Ces deux dérivés mis en solution à 50g/L et irradiés donnent en rhéologie un 

même comportement (Figure F-19). L’augmentation du G’ est faible. Le mode de greffage ne 

semble pas affecter la photoréticulation. 
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Figure F-19 : Influence du degré de substitution : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 

1 Hz en fonction du temps de la réaction de photoréticulation de solutions de dérivés CMP-ADH-

C18:1-10% (bleu ciel) et CMP-NH-C18:1-10% (rouge) à 50 g/L 

III.2.3. Effet du nombre d’insaturation 

Nous avons comparé le comportement rhéologique sous irradiation du CMP greffé à 

10% par l’acide oléique et linoléique, CMP-ADH-C18 :1-10% et CMP-ADH-C18 :2-10% 

(Figure F-20).  

 

Figure F-20 : Influence du nombre d’insaturation : courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) 

à 1 Hz en fonction du temps de la réaction de photoréticulation de solutions de dérivés CMP-ADH-

C18 :1-10% (bleu ciel) et CMP-ADH-C18 :2-10% (violet) à 50 g/L 
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La Figure F-20 montre que l’accroissement du module est beaucoup plus prononcé avec 

les greffons bi-insaturés. Cette double insaturation présente plus de fonctionnalités de 

réticulation qu’une mono-insaturation, elle conduit donc logiquement à des dérivés plus 

propices à la formation de nœuds de réticulation sous rayonnement UV. 

Nous avons synthétisé un seul dérivé à partir du HA, le HA-NH-C18 :1-10%. Celui-ci 

est fortement dégradé. Une solution à 25 g/L a un module G’ de 700Pa (Figure F-21). Avec 

l’irradiation, nous n’observons pas d’évolution des propriétés sans doute en raison des 

caractéristiques élastiques déjà importantes (rigidité du HA et interactions hydrophobes 

intermoléculaires). 

 

Figure F-21 : Comportement rhéologique de la solution du dérivé HA-NH-C18 :1-10% à 50 g/L 

pendant la réaction de photoréticulation. Courbes G’ (symbole plein) et G’’ (symbole vide) à 1 Hz en 

fonction du temps 

IV. Conclusion 

Pendant les travaux présentés dans ce chapitre, nous avons tout d’abord réussi à greffer 

l’acide linoléique sur le pullulane avec un taux de greffage expérimental de 2%. Cependant, ce 

dérivé n’est pas soluble dans l’eau et par conséquent nous avons décidé de travailler uniquement 

sur les polysaccharides anioniques HA et CMP. 

Pour ce faire, nous avons commencé par le greffage direct de l’amine grasse insaturée 

sur ces deux polysaccharides et nous avons obtenu deux degrés de substitution d’oleylamine de 

3 et 10%. Ensuite, nous avons testé une autre voie de modification du CMP par le greffage 
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indirect de l’acide oléique et de l’acide linoléique via l’utilisation d’un bras espaceur, l’ADH. 

Cette voie a révélé également une efficacité notable conduisant à un DS égal à 10% dans les 

deux cas.  

La caractérisation physico-chimique des dérivés obtenus en régime dilué par 

SEC/MALS/DRI/Visco a montré une forte dégradation pendant la modification chimique du 

HA et un comportement fortement agrégatif induit par des interactions intra et intermoléculaires 

des greffons d’amine/acide gras insaturé. Ce caractère associatif a été confirmé par les mesures 

rhéologiques en écoulement et en oscillation.  

Des tests préliminaires de réticulation ont été réalisés sur des solutions concentrées de 

ces dérivés sous rayonnement UV in situ dans le rhéomètre et en présence d’un photoamorceur 

de type Darocur 1173® qui doit permettre la transformation des doubles liaisons présentes sur 

la structure d’amine/acide gras insaturé greffé en des radicaux capables de se lier de manière 

covalente. Les résultats les plus significatifs ont été obtenus avec l’échantillon CMP-ADH-

C18:2-10% en raison de la présence de deux insaturations sur les greffons hydrophobes. Cette 

voie prometteuse mérite d’être poursuivie notamment avec des greffons pluri-insaturés. La 

visualisation de l’effet sera sans doute plus prononcée en travaillant avec des taux de greffage 

plus faibles pour réduire le comportement associatif des dérivés. Il reste également à étudier les 

seuils de percolation en poursuivant les études rhéologiques. Par exemple, il serait intéressant 

de soumettre les gels formés à une montée en température pour vérifier si les propriétés 

élastiques ne sont pas affectées et si la percolation est bien atteinte. 

Les premiers essais ont été réalisés dans le rhéomètre, soit sur une épaisseur de solution 

faible. L’efficacité des radiations UV dans les milieux aqueux est connue pour atteindre 

rapidement une limite au-delà d’une certaine profondeur au sein de la solution, il faudra donc 

étudier ce paramètre dans nos futurs travaux.  
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L 
‘objectif principal de ce travail de thèse était la conception de nouveaux hydrogels 

par des voies plus vertueuses et respectueuses des considérations environnementales 

et permettant aussi d’ouvrir de nouvelles perspectives d’utilisation dans les 

domaines cosmétiques biomédicaux et/ou médicaux. Nous avons ainsi choisi des matrices à 

base de polymères d’origine naturelle, renouvelables et biocompatibles en l’occurrence des 

polysaccharides neutre et anionique modèles, respectivement le pullulane et le 

carboxyméthylpullulane (CMP) et un polysaccharide anionique d’intérêt, l’acide hyaluronique 

(HA). Dans cette démarche écoresponsable, deux stratégies de réticulation chimique ont été 

envisagées :  

- Une approche biomimétique basée sur la dimérisation d’acide férulique préalablement 

greffé sur les polysaccharides neutre (partie C) et anionique (partie D), catalysée par une 

enzyme, la laccase. Ce procédé est en effet mis en œuvre naturellement au sein des 

arabinoxylanes porteurs de groupements de type acide férulique dans les mucilages des 

graines de certaines céréales comme le blé par exemple. Les activités biologiques 

(antioxydantes et cytocompatibles) de ces dérivés ont été évaluées (partie E). 

 

- Une approche en photoréticulation de chaînes grasses mono ou polyinsaturées 

préalablement greffées sur les polysaccharides (partie F).  

 

Selon l’approche biomimétique et dans un premier temps (chapitre C), nous nous 

sommes focalisés sur le greffage de l’acide férulique sur le pullulane, polysaccharide neutre 

modèle. Le premier travail a consisté à trouver la meilleure chimie de fonctionnalisation en 

solvants aqueux ou organiques. Ainsi des voies passant par les carbodiimides, la catalyse 

enzymatique ou encore la méthode de Mitsunobu ont été explorées mais finalement c’est la 

chimie des imidazoles et notamment le CDI, utilisé comme agent de couplage dans le DMSO, 

qui a conduit aux meilleurs résultats en termes d’efficacité et de reproductibilité. Les conditions 

de synthèse ont été adaptées de façon à obtenir trois dérivés PUL-FA hydrosolubles avec des 

degrés de substitution expérimentaux en acide férulique (2 ; 6 et 10%) vérifiés par RMN-1H. 

En raison du caractère hydrophobe des greffons acide férulique et du caractère hydrophile des 

chaînes principales de polysaccharide, le comportement global dans l’eau devient amphiphile. 

Les caractérisations physicochimiques en solution aqueuse dans les régimes dilué 

(SEC/MALS/DRI/Visco), semi-dilué et concentré (rhéologie) ont ainsi montré un caractère 

associatif des dérivés PUL-FA qui devient logiquement de plus en plus marqué en augmentant 

le degré de substitution en acide férulique. Ce comportement reflète les interactions 
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hydrophobes qui s’établissent entre les motifs greffés d’acide férulique conduisant à la 

formation de clusters hydrophobes. Le type de ces interactions dépend beaucoup du domaine 

de concentration étudié : majoritairement intramoléculaires en régime dilué (volume 

hydrodynamique plus compact) et plutôt intermoléculaires en régimes semi-dilué et concentré 

(augmentation des viscosités apparentes des solutions de PUL-FA comparée avec leur 

précurseur (PUL)). Toutefois en raison probable de la grande flexibilité du pullulane, le 

comportement associatif ne conduit pas à des structures de pseudogels élastiques mais 

simplement à une amélioration des propriétés viscoélastiques laissant penser à une coexistence 

des associations intra et intermoléculaires même en régime semi-dilué. La gélification des 

solutions PUL-FA dans le régime semi-dilué a été réalisée avec succès à 25°C dans le tampon 

citrate/phosphate (0,1 mol/L, pH=5,5) en utilisant la laccase. Notre approche biomimétique est 

donc possible, l’enzyme est ainsi capable de dimériser l’acide férulique greffé créant ainsi des 

points de réticulation covalents entre les chaînes du pullulane conduisant à l’hydrogel. L’étude 

rhéologique in situ de la réaction de gélification nous a permis de mettre en évidence le rôle 

uniquement catalytique de la laccase qui n’agit que sur l’accélération de la cinétique de la 

réaction. Le degré de substitution en acide férulique (DSFA) améliore la cinétique et permet 

aussi logiquement d’augmenter le nombre de liens de réticulation, c’est-à-dire les propriétés 

élastiques (G’Plateau). La concentration en polysaccharide limite plutôt la cinétique, ce qui peut 

s’expliquer par la densité d’enchevêtrement plus importante et l’accessibilité des acides 

féruliques plus difficile pour la laccase. Cependant, pour les mêmes raisons que le DSFA, la 

concentration en polymère augmente le nombre de liens de réticulation (augmentation du 

G’Plateau). Les propriétés de gonflement des hydrogels obtenus suivent bien les propriétés 

rhéologiques avec un gonflement inversement proportionnel aux nombres de liens de 

réticulation formés (i.e. G’Plateau).  Néanmoins ces derniers restent faibles dans l’ensemble (≤ 

13,3 g×g-1) avec des cinétiques lentes (8jours) en raison du caractère neutre et très flexible du 

polysaccharide mais aussi des interactions hydrophobes entre les greffons d’acide férulique. 

 

Dans le but d’élargir la gamme de polysaccharides supports pour cette approche 

biomimétique, nous avons poursuivi notre étude (Chapitre D) sur deux polysaccharides 

anioniques : le carboxyméthylpullulane (CMP), polysaccharide modèle et l’acide hyaluronique 

(HA), polysaccharide d’intérêt. En outre la matrice anionique devait aussi améliorer les 

propriétés de gonflement des hydrogels. Le greffage de FA sur ces deux polysaccharides 

anioniques a nécessité une chimie différente de celle utilisée dans le cas du pullulane au regard 

des fonctions réactives communes présentes sur l’acide férulique et le CMP ou le HA (acide 
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carboxylique et alcool). Cette nouvelle méthode repose sur la chimie des carbodiimides via 

l’utilisation de l’EDC comme agent de couplage et permet de former un lien amide entre l’acide 

carboxylique du polysaccharide et une amine portée par le groupe greffé. L’acide férulique ne 

portant pas d’amine, cette réaction nécessite un intermédiaire de type diamine permettant 

d’apporter une fonction amine terminale sur l’acide férulique. Nous avons choisi comme 

intermédiaire, appelé aussi ‘bras espaceur diamine’, ADH pour les CMP ou le HA et MDH pour 

HA. La réaction a été conduite dans un solvant mixte ‘vert' (eau/éthanol). La modification des 

CMP s’est avérée efficace sans dégradation détectée. Cinq échantillons de CMP-FA ont été 

élaborés avec des DSFA de 1 ; 1,2 ; 3,2 ; 8,5 et 11,2% vérifiés par RMN-1H et le dosage de 

Folin-Ciocalteu. L’étude physico-chimique des dérivés CMP-FA nous a permis de mettre en 

évidence la présence des associations hydrophobes conférant à ces derniers un comportement 

associatif mais moins marqué comparé à leurs homologues PUL-FA en raison du caractère 

polyélectrolyte du CMP. La laccase a démontré de nouveau son efficacité à gélifier les solutions 

CMP-FA dans les mêmes conditions que les systèmes PUL-FA. Le suivi de la réaction de 

réticulation par rhéologie nous a permis de mettre en évidence le rôle catalytique de l’enzyme 

et l’influence du degré de substitution en FA sur la cinétique et les propriétés mécaniques des 

hydrogels CMP-FA. Globalement, les tendances observées sont les mêmes que pour les PUL-

FA. Toutefois, en raison de leur caractère polyélectrolyte, ces derniers présentent, comme 

attendu, des taux de gonflement plus importants dans l’eau milli-Q (97 g×g-1) que leurs 

homologues neutres. Les gonflements peuvent en contrepartie être affectés, comme les 

propriétés rhéologiques, par le pH et la force ionique. 

La fonctionnalisation du HA, abordée par la même chimie que pour les CMP-FA, s’est 

avérée dégradante. L’hydrolyse observée est probablement la conséquence des β-éliminations 

dues à l’augmentation de la basicité du milieu réactionnel détectée pendant les étapes de 

greffage mais aussi pendant les étapes de purification notamment les dialyses. La dégradation 

des chaînes du HA semble être fortement dépendante du nombre d’équivalent de FA/GAG en 

raison d’un effet tampon probable des motifs libres d’acide férulique n’ayant pas réagi. Ce 

résultat nous a conduit à modifier les conditions de synthèse et de purification même si nous 

n’avons pas réussi à supprimer totalement la dégradation. Par ailleurs, la réaction de greffage 

s’est avérée plus efficace en utilisant un bras espaceur MDH plus court que l’ADH. Nous avons 

ainsi obtenu une large gamme de dérivés HA-ADH-FA et HA-MDH-FA avec des DSFA 

variables, vérifiés par RMN-1H, mais aussi des masses molaires variables. Cette dégradation 

limite fortement les interprétations possibles de la caractérisation physicochimique, en 
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particulier en ce qui concerne le comportement associatif, que ce soit en régime dilué ou semi-

dilué. Les mesures rhéologiques en régime semi-dilué des solutions de HA-FA ont confirmé la 

dégradation constatée. Mais celles-ci ont aussi, malgré tout, permis de mettre en évidence la 

présence d’interactions hydrophobes probablement majoritairement intramoléculaires à 

l’origine d’un comportement associatif partiellement de type polysavon. La laccase a confirmé 

encore une fois son efficacité à dimériser l’acide férulique créant ainsi des points de réticulation 

permettant l’obtention des hydrogels HA-FA. La cinétique de gélification et les propriétés 

rhéologiques des hydrogels sont influencées par le taux de greffage en acide férulique, la 

concentration en polysaccharide et la masse molaire en HA tandis que l’enzyme continue 

d’assurer uniquement son rôle catalytique. Encore une fois les tendances observées concordent 

avec les conclusions des systèmes PUL-FA et CMP-FA. Les hydrogels HA-FA présentent un 

taux de gonflement maximal de 62 g×g-1, un peu plus faible que celui des hydrogels CMP-FA 

et sensible également au pH et la force ionique. 

Les activités biologiques des dérivés greffés FA ont été étudiées (Chapitre E). Tous les 

polysaccharides greffés acide férulique ont ainsi démontré des activités antioxydantes 

intéressantes face au radical DPPH• mais qui restent moins importantes que celle du FA non 

greffé en raison du problème d’accessibilité aux motifs d’acide férulique lorsqu’ils sont greffés 

et de la solubilité réduite des dérivés dans le mélange de solvant utilisé pour les tests 

antioxydants. La formation des clusters hydrophobes suite au caractère associatif de ces dérivés 

semble être favorable au piégeage des radicaux DPPH•. Les hydrogels de CMP-FA ont 

démontré également un pouvoir antioxydant intéressant. Pour les dérivés HA-FA, une 

formation surprenante d’un gel lors de l’addition du radical DPPH• à la solution de HA-FA a 

été détectée et donc l’activité antioxydante de ces dérivés n’a été déterminée que 

qualitativement par des observations visuelles. Les analyses de cytotoxicité ont été réalisées sur 

des cellules fibroblastes L929. Le test qualitatif Live/Dead (24 h de contact avec les cellules) a 

montré que tous les dérivés greffés acide férulique sont cytocompatibles tandis que le test 

quantitatif Alamar Blue® (48h de contact avec les cellules) est plus difficile à interpréter en 

raison de problèmes de viscosité limitant les apports nutritifs. 

La seconde approche a consisté à envisager la formation d’hydrogels par 

photoréticulation de dérivés de polysaccharides greffée avec des chaînes grasses mono ou 

polyinsaturées (partie F). Dans un premier temps, l’acide linoléique (C18:2) a été greffé sur le 

pullulane. Le dérivé obtenu, possédant un taux de greffage de 2%, s’est avéré insoluble en 

raison du DS et du caractère hydrophobe trop important du greffon au regard du caractère neutre 
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du polysaccharide. Nous avons donc décidé de fonctionnaliser plutôt les polysaccharides 

anioniques HA et CMP via deux stratégies de synthèse différentes selon la molécule à greffer 

mais basées sur la même chimie (imidazoles). Nous avons commencé par le greffage direct de 

l’oleylamine (NH2-C18:1) sur ces deux polysaccharides et nous avons réussi à adapter les 

conditions opératoires de façon à obtenir deux degrés de substitution (3 et 10%) soient les 

échantillons HA-NH-C18:1-10%, CMP-NH-C18:1-3% et CMP-NH-C18:1-10%. En deuxième 

lieu, nous avons fonctionnalisé indirectement le CMP par l’acide oléique (C18:1) et l’acide 

linoléique (C18 :2) via l’utilisation de l’ADH (bras espaceur) conduisant à un taux de 

substitution identique dans les deux cas (10%) soient les échantillons CMP-ADH-C18:1-10% 

et CMP-ADH-C18:2-10%. La caractérisation physico-chimique en régime dilué a montré une 

forte dégradation du HA et la présence attendue d’un très fort caractère associatif se traduisant 

notamment par une nette augmentation des propriétés rhéologiques en régime semi-dilue (i.e. 

associations intermoléculaires entre les greffons d’amine/acide gras insaturé). Les premiers 

tests de réticulation sous rayonnement UV (in situ en suivi rhéologique) des solutions des 

dérivés obtenus ont été réalisés en présence d’un photoamorceur de type Darocur 1173® qui a 

pour rôle de transformer les doubles liaisons d’amine/acide gras insaturé greffé en radicaux 

dont la condensation permet de créer des liens covalents entre les chaînes de polysaccharide. 

Les meilleures conditions de photoréticulation ont été fixées en utilisant une concentration de 

15 g/L de photoamorceur (Darocur 1173®) et en irradiant à une intensité de 75 mW/cm2 pendant 

3min. L’irradiation de la solution du dérivé CMP-ADH-C18:2 a conduit aux résultats les plus 

pertinents comparés aux autres dérivés étudiés, probablement en raison de la présence de deux 

insaturations apportées par l’acide linoléique greffé.  

Pour conclure, notre travail a montré que l’approche biomimétique basée sur la 

dimérisation de l’acide férulique greffé catalysée par une enzyme de type laccase était possible 

sur tout polysaccharide neutre ou anionique, ceci en prenant soin d’adapter la chimie de 

fonctionnalisation. Il est ainsi possible d’obtenir toute une gamme d’hydrogels aux cinétiques 

de réticulation et aux propriétés rhéologiques et de gonflement variées selon le polysaccharide 

utilisé, le DSFA, la concentration en polymère, l’activité enzymatique notamment. Les tests 

concernant les activités biologiques sont encourageants avec des potentiels antioxydants et 

cytocompatibles intéressants. Ces résultats permettent d’envisager l’utilisation de ces différents 

systèmes dans un grand nombre d’applications dans les domaines cosmétiques et médicaux par 

exemple. Pour étendre ces potentielles utilisations, il sera utile d’étudier plus en détail le 

comportement de ces nouveaux hydrogels sous l’influence du pH, de la force ionique et de la 
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température notamment pour les hydrogels anioniques. L’utilisation de polysaccharides 

adaptatifs (thermosensibles par exemple) ou vectorisés dans ces hydrogels biomimétiques 

pourraient ouvrir également la voie à de nouveaux systèmes innovants.   

Au regard des résultats préliminaires très intéressants obtenus dans le chapitre F, 

l’approche en photoréticulation des dérivés de HA ou de CMP fonctionnalisés par des 

amines/acides gras insaturés semble être une voie prometteuse qui mérite d’être poursuivie. 

Pour les études à venir, nous proposons de greffer des amines/acides gras pluri-insaturés en 

réduisant le taux de greffage pour minimiser au maximum le caractère associatif des dérivés. Il 

faudra s’assurer que la percolation a bien été atteinte au niveau de ces systèmes réticulés en 

menant des études rhéologiques plus complètes. On pourra, par exemple, construire les spectres 

mécaniques des systèmes réticulés et les soumettre à une montée en température pour s’assurer 

du caractère élastique irréversible. D’autre part, il faut prendre en considération dans les futurs 

travaux que ces premiers tests de photoréticulation (in situ en rhéologie) ont été réalisés sur une 

épaisseur de solution faible. Il faudra adapter cette approche sur différents types de systèmes 

en fonction de la profondeur de pénétration des radiations UV et donc de leur efficacité.  
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Annexe 1 : Synthèse et caractérisation du 

carboxyméthylpullulan 
 

➢ Exemple de protocole de synthèse et de caractérisation de carboxyméthylpullulane 

(degré de substitution en fonctions carboxylates visé égal à 1) : 

La synthèse du CMP se produit par la carboxyméthylation du pullulane qui consiste à 

substituer des fonctions hydroxyles du pullulane (surtout ceux en position 6) par des fonctions 

carboxylates par la formation d’un lien éther avec les fonctions CH2COO-Na+ du chloroacétate 

de sodium (Figure 1). Un milieu réactionnel mixte eau/isopropanol est nécessaire afin de limiter 

l’hydrolyse basique du chloroacétate en acide glycolique. Les ajouts de NaOH et de 

chloroacétate de sodium sont réalisés en quatre fois avec des intervalles de temps de 15 min 

dans le but de limiter la dégradation des chaines polysaccharidique par hydrolyse basique 

(Tableau 1).  

 

Figure 1 : Réaction de synthèse du CMP 

Le mode opératoire de la synthèse du CMP est le suivant : dans un réacteur de 500mL 

surmonté d'un réfrigérant, on introduit 30g de Pullulane PI-20 (185 mmol) qu'on solubilise dans 

120 mL d'eau milli-Q pendant une nuit à température ambiante et sous agitation mécanique de 

160 rpm. Le lendemain, le réacteur est placé dans un bain d'huile à 70°C auquel ont introduit ½ 

pastille de tétrahydroborate de sodium (NaBH4) et on laisse réagir pendant 30 minutes. Puis, un 

volume de 120mL d'isopropanol a été ajouté goutte à goutte suivi d’un ajout 5mL d'une solution 

aqueuse contenant 4,625g de NaOH. Après 15 minutes, 13,5g de chloroacétate de sodium sont 

ajoutés au milieu réactionnel. Cette opération est répétée 4 fois avec 15 minutes d'intervalles en 

ajoutant 40mL d'isopropanol au lieu de 120 mL à l’exception de la dernière fois où on ajoute 

7mL de solution aqueuse contenant 6,45g de NaOH et 18,8g de chloroacétate de sodium. On 

laisse ensuite la réaction réagir pendant 4h à 70°C en maintenant la même vitesse d'agitation. 

La phase aqueuse est ensuite récupérée et neutralisée par ajout d'une solution de HCl 4 mol/L 
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jusqu'à l'obtention d'un pH= 7. On réalise ensuite une dialyse avec une membrane 12-14 kDa 

contre de l'eau milli-Q pendant environ une semaine jusqu’à obtenir une conductivité des eaux 

de dialyse suffisamment faible comprise entre 4 et 6 µS. La solution est alors récupérée, 

congelée, lyophilisée et stockée à 4°C.  

Tableau 1 : Récapitulatif des ajouts effectués dans la réaction de synthèse du CMP 

Temps NaOH Chloroacétate de sodium  Isopropanol  

1er Ajout (t = 0) 4,625g / 5mL eau - 120 mL 

+15 min - 13,5g - 

+15 min 4,625g / 5mL eau  40 mL 

+15 min - 13,5g - 

+15 min 4,625g / 5mL eau - 40 mL 

+15 min - 13,5g - 

+15 min 6,45g / 5mL eau - 40 mL 

+15 min - 18,8g 15 mL 

Masse ou volume 

total ajouté 

20,325g / 20 mL 

eau 

59,3g (509 mmol) 255 mL 

 

La détermination du degré de substitution en fonction carboxylate (DSCOO-NA+) a été 

réalisée par dosage conductimétrique. Pour ce faire, 200 mg de CMP obtenu sous forme de sel 

de sodium sont dissouts dans 50mL d'eau milli-Q durant une nuit à température ambiante. Afin 

de déterminer la concentration exacte de la solution dosée de CMP, une mesure de l'extrait sec 

est réalisée en prélevant 7 mL de cette solution qu’on introduit dans une étuve à 95°C pendant 

24h. Dans un bécher à double paroi relié à un bain thermostaté réglé à 25°C, les 43 mL restants 

de la solution préparée sont ajoutés. Puis, 1 mL de NaOH 1 mol/L est ajouté pour déprotoner 

toutes les fonctions acide du CMP. Le dosage est ensuite réalisé avec une solution d'acide 

chlorhydrique 0,1 mol/L. La courbe conductivité = f (VHCl) est alors obtenue (Figure 2). 
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Figure 2 : Exemple de courbe de dosage de CMP (conductivité = f (VHCl)) 

La courbe de dosage peut être divisée en 3 parties. La première partie (en vert) 

correspond au dosage des ions HO- de l'excès de soude par les ions H+ de HCl. Ce dosage est 

désigné par la droite 1. La deuxième partie (en bleu) correspond au dosage des fonctions 

carboxylate du CMP illustré par la droite 2. Enfin, la troisième partie (en rouge) correspond à 

l'excès des ions H+ de HCl dans le milieu désigné par la droite 3. Les valeurs en abscisse des 

intersections des droites 1∩2 et 2∩3 correspond respectivement aux volumes équivalents Véq1 

et Véq2. Le volume de HCl nécessaire pour doser les fonctions carboxylates est donc : 

∆V = 𝑉é𝑞2 − 𝑉é𝑞1                   (Eq. 1) 

La détermination de ∆V nous permet alors d'accéder au nombre de moles de fonctions 

carboxylates dans la solution qui correspond à : 

𝑛𝐶𝑂𝑂− = 𝐶𝐻𝐶𝑙 × ∆V                   (Eq. 2) 

Le degré de substitution (DSCOO-Na+) est ensuite calculé à partir de la relation suivante : 

𝐷𝑆𝐶𝑂𝑂−𝑁𝑎+ =
𝑀𝐴𝐺𝑈 × 𝑛𝐶𝑂𝑂−

𝑚 − (𝑛𝐶𝑂𝑂− × 𝑀1)
                   (Eq. 3) 

avec : • m : la masse de CMP dosé 

• nCOO- : le nombre de moles de fonction carboxylate dans la solution dosée 

• MAGU : la masse molaire d'une unité anhydroglucose (MAGU = 162 g/mol) 

• M1 : la différence de masse molaire entre une unité de CMP et une unité 

d’anhydroglucose (M1 = 80 g/mol) 

 Le CMP synthétisé et utilisé pendant ces travaux de thèse possède un DSCOO-Na+ égal à 

0,8.
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Annexe 2 : Effet NaOD dans les analyses RMN-
1H 

 

➢ Cas des systèmes PUL-FA : 

Comme indiqué précédemment (voir chapitre C-I.2.2.2), la soude deutérée (NaOD) a 

été utilisée dans les analyses RMN-1H afin d’améliorer la solubilité des échantillons PUL-FA 

via la rupture des liens ester créés entre le pullulane et les motifs d’acide férulique. Pour 

déterminer le temps nécessaire pour une hydrolyse totale, une étude cinétique des systèmes 

PUL-FA par RMN-1H a été réalisée. Pour ce faire, les échantillons ont été solubilisés dans 

D2O/NaOD (85/15, v/v) à une concentration de 30 g/L en chauffant à 60°C. Des prélèvements 

ont été effectués à 4 temps différents : avant chauffage (t = 0), après 4, 8 et 24h de chauffage. 

Les spectres obtenus de ces prélèvements pour le dérivé PUL-FA-T60% sont regroupés dans la 

Figure 3. 
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Figure 3 : Spectres RMN-1H dans D2O/NaOD (85/15, v/v) de PUL-FA-T60% à : A) t = 0. B) t = 4h. C) t = 8h. D) t = 24h
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Sur la Figure 3, nous remarquons une grande différence entre le spectre RMN-1H du 

dérivé PUL-FA-T60% à t =0 (Figure 3-A) et ceux du même dérivé après chauffage (Figure 3-

B, C et D). Pour le spectre à t = 0, nous observons tout d’abord un décalage du déplacement 

chimique des signaux détectés vers des valeurs plus grandes. Au niveau des signaux des pics 

correspondant aux protons aromatiques et éthyléniques caractéristiques de l’acide férulique 

(entre 6,4 - 7,8 ppm), nous remarquons une mauvaise résonance et également une baisse de la 

valeur de leur intégration. Ceci peut être expliqué par la turbidité de l’échantillon avant 

hydrolyse due à la mauvaise solvatation des greffons d’acide férulique.  

Après chauffage, et que quel que soit le temps, les 3 spectres RMN-1H du dérivé PUL-

FA-T60% à 4, 8 et 24h présentent des pics similaires avec des déplacements chimiques 

identiques caractéristiques des systèmes PUL-FA (voir Chapitre C-I.2.2.2).  

La détermination du degré de substitution en acide férulique selon l’équation C2 

(Chapitre C-I-1.2) montre des valeurs quasi-identiques de 10,0 ; 9,8 et 10,3% pour les 

échantillons à 4, 8 et 24h, respectivement. Ceci confirme que l’hydrolyse totale du dérivé PUL-

FA-T60% est atteinte après 4h de chauffage. Le même résultat a été obtenu pour les autres 

dérivés à T15 et T30%. 

 Par conséquent, pour l’analyse par spectroscopie RMN-1H des systèmes PUL-FA, nous 

avons fixé un temps de chauffage de 4h pour assurer une hydrolyse totale des dérivés permettant 

ainsi une quantification plus exacte du taux de greffage d’acide férulique.  

➢ Cas des systèmes HA-FA et HA-NH-C18:1-T30% : 

La soude deutérée a été également utilisée dans les analyses RMN-1H des systèmes HA-

FA et HA-NH-C18:1-T30% mais cette fois dans le but de réduire la viscosité des échantillons 

via la rupture des liaisons hydrogène participant à l’organisation structurale des chaînes du HA 

causant aussi leur dégradation par une β-élimination. Pour ceci, les échantillons ont été préparés 

dans le mélange solvant D2O/NaOD (85/15, v/v) à une concentration de 10 g/L en agitant 

pendant 48h à l’ambiante. La Figure 4 présente les spectres RMN-1H de HA-ADH-FA1 dans 

D2O seule et en présence de la soude deutérée.   
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Figure 4 : Spectres RMN-1H de HA-ADH-FA1 dans : A) D2O. B) D2O/NaOD (85/15, v/v) 

En réduisant la viscosité via l’utilisation de NaOD, on remarque l’apparition des protons 

anomères du HA qui résonnent à 4,22 ppm (Figure 4-B) tandis qu’en absence de NaOD (Figure 

4-A), ces protons étaient inobservables à cause de la grande viscosité de la solution analysée. 

La détection de ces protons est primordiale pour le calcul du degré de substitution expérimental 

que ce soit de l’acide férulique ou de l’oleylamine (voir Chapitre D-I.2.2.2 et Chapitre F-

I.2.2.2). Le même effet de NaOD a été observé par Ret et al.1. 
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Résumé 

Dans un contexte de démarche écoresponsable et pour répondre aux exigences de biocompatibilité 

notamment dans les applications cosmétiques et biomédicales, nous avons développé de nouveaux hydrogels à 

base de polysaccharides neutres et anioniques en utilisant deux voies originales. La 1ère approche est biomimétique 

et a consisté à mimer un phénomène d’élaboration naturelle d’hydrogels que l’on retrouve chez certains végétaux 

pour lesquels une enzyme, la laccase, permet de créer des liens de réticulation par dimérisation des composés 

phénoliques (en l’occurrence de l’acide férulique FA) présents sur les arabinoxylanes des mucilages des graines 

de céréales par exemple. Notre travail a ainsi consisté à greffer de l’acide férulique via deux chimies différentes 

de type imidazole et carbodiimide respectivement pour des polysaccharides neutres ou anioniques. Nous avons 

ainsi fonctionnalisé trois polysaccharides : le pullulane ou PUL (neutre modèle), le carboxyméthylpullulane ou 

CMP (anionique modèle) et l’acide hyaluronique ou HA (anionique d’intérêt). Des taux de greffage compris entre 

2 et 25% ont été obtenus. L’étude physicochimique en régimes dilué et semi-dilué a permis de mettre en évidence 

un comportement associatif lié au caractère amphiphile des polysaccharides fonctionnalisés. La réticulation en 

présence de laccase, suivie in situ en rhéologie, a été réalisée avec succès sur les différents systèmes envisagés 

avec des contrôles possibles de la cinétique, des propriétés mécaniques finales ou encore du gonflement des 

hydrogels en fonction du caractère neutre ou chargé des polysaccharides, du degré de substitution en acide 

férulique, de la concentration en polymère ou de l’activité enzymatique fixée. Les dérivés synthétisés ont 

globalement démontré des activités biologiques (antioxydante et cytocompatible) intéressantes. La deuxième 

approche repose sur la photoréticulation possible de polysaccharides (PUL, CMP et HA) fonctionnalisés par le 

greffage d’amine/acide gras mono ou polyinsaturé (oleylamine, acide oléique et linoléique) via la chimie des 

imidazoles. Si le pullulane modifié par l’acide linoléique à 2% s’est avéré non hydrosoluble en raison de son 

caractère neutre, tous les autres dérivés avec des taux de greffages de 3 et 10% ont démontré une bonne solubilité 

dans l’eau. Les études physicochimiques mettent en évidence un très fort caractère associatif de ces dérivés 

amphiphiles avec la formation de gels physiques en régime semi-dilué. La photoréticulation a été démontrée en 

rhéologie sous irradiation UV in situ en présence d’un photoamorceur de type Darocur 1173®. Les résultats 

préliminaires obtenus selon cette approche en photoréticulation ouvrent ainsi des perspectives intéressantes.  

Mots clés : hydrogel, polysaccharide, acide férulique, acide gras insaturé, réticulation, laccase, biomimétisme, 

rayonnement UV, physicochimie, rhéologie, antioxydant, imidazole, carbodiimide, cytocompatibilité.  

Abstract 

In the framework of an eco-responsible context and to take advantage of biocompatibility, notably in 

cosmetic and biomedical applications, we have developed new hydrogels based on neutral and anionic 

polysaccharides using two original routes. The first approach is biomimetic and consists of mimicking a natural 

development of hydrogels that is found in certain plants for which an enzyme, laccase, allows to create crosslinks 

by dimerization of phenolic compounds, in occurrence of ferulic acid (FA) present on arabinoxylans mucilage of 

cereal seeds for example. Thus, our work consisted in grafting ferulic acid via two different chemical ways that 

means imidazole and carbodiimide respectively for neutral or anionic polysaccharides. We functionalized three 

polysaccharides: pullulan or PUL (neutral model), carboxymethylpullulane or CMP (model anionic) and 

hyaluronic acid or HA (anionic of interest) with grafting rates of between 2 and 25%. The physicochemical study 

in diluted and semi-diluted regimes evidenced an associative behavior due to the amphiphilic character of the 

functionalized polysaccharides. The crosslinking in the presence of laccase, followed in situ thanks to rheology, 

has been successfully performed on the various envisaged systems with possible controls of kinetics, the final 

mechanical properties or the swelling of the hydrogels as a function of the neutral or charged nature of the 

polysaccharides, the degree of substitution in FA, the polymer concentration or the enzymatic activity. The 

synthesized derivatives have generally demonstrated interesting biological activities (antioxidant and 

cytocompatibility). The second approach is based on the possible photocrosslinking of polysaccharides (PUL, 

CMP and HA) functionalized by the grafting of mono or polyunsaturated fatty amine/acid (oleylamine, oleic acid 

and linoleic acid) via imidazole chemistry. If pullulan grafted with 2% of linoleic acid was found to be water-

insoluble due to its neutral character, all other derivatives (i.e. anionic ones) with grafting rates of 3 and 10% 

showed good solubility in water. The physicochemical studies show a very strong associative character of these 

amphiphilic derivatives with the formation of physical gels in semi-diluted regime. Photocrosslinking has been 

demonstrated in situ thanks to rheology/UV irradiation in the presence of a Darocur 1173® photoinitiator. The 

preliminary results according to this photocrosslinking approach thus open interesting perspectives. 

Keywords: hydrogel, polysaccharide, ferulic acid, unsaturated fatty amine/acid, crosslinking, laccase, biomimicry, 

UV radiation, physicochemistry, rheology, antioxidant, imidazole, carbodiimide, cytocompatibility.  

 


