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Abréviation Sens 
Hb hémoglobine 

oxyHb oxyhémoglobine 

désoxyHb désoxyhémoglobine 

métHb méthémoglobine 

carboxyHb carboxyhémoglobine 

polyHb polymère d'hémoglobine 

GTA glutaraldéhyde 

NP nanoparticule 

BPG 2,3-bisphosphoglycérate 

IHP inositol hexaphosphate 

BSA albumine de sérum bovin 

RPE résonance paramagnétique électronique 
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X-ray absorption spectroscopy 
(spectroscopie d'absorption X) 

XANES 
X-ray Absorption Near Edge Structure 

(spectroscopie de structure près du front 
d'absorption de rayons X) 

EXAFS 
extended X-Ray Absorption Fine Structure 

(spectroscopie d'absorption étendue des rayons 
X pour les structures fines) 

DNPA/SANS 
diffusion de neutrons aux petits angles / 

small-angle neutron scattering 

DXPA/SAXS 
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small angle X-ray scattering 

DXGA/WAXS 
diffusion de rayons X aux petits angles / 

wide angle X-ray scattering 

RMN résonance magnétique nucléaire 
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MEB microscopie électronique à balayage 

ICP-MS 
inductively coupled plasma mass spectrometry 
(spectrométrie de masse à plasma à couplage 

inductif) 

EIS 
electrochemical impedance spectroscopy 

(spectroscopie d'impédance électrochimique) 

pD 
potentiel deutérium (équivalent du pH en 

milieu deutéré) 

UV ultraviolet 

HS haut spin 

BS bas spin 

SCER somme des carrées des écarts relatifs 

ANSES 
agence nationale de sécurité sanitaire de 

l'alimentation, de l'environnement et du travail 

PBD protein data base 
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Chapitre 1 : 
Introduction 

 

I- Préambule : Pourquoi développer des gels nanocomposites ? 
 

Avec les protéines, objets biochimiques par excellence, il est possible de fabriquer des gels, qui ont de 

nombreuses utilités pratiques comme nous allons le voir. De ce fait, ils sont de plus en plus étudiés. 

Toutefois, il semble difficile de trouver un moyen de moduler les propriétés des gels sans changer la 

technique de gélification ou la protéine. Si on veut avoir un meilleur contrôle sur ces derniers, il est 

indispensable de compléter avec une autre technologie. C’est ce qui a déjà été démontré avec les 

hydrogels nanocomposites utilisant des nanomatériaux comme fonction d’ajustement. Pour les 

protéines toutefois, l’utilisation de nanomatériaux oblige d’étudier le phénomène d’adsorption qui se 

produit et les changements qu’ils provoquent sur la protéine. Une fois ce mécanisme compris, il est 

alors possible d’étudier la gélification, puis le dopage des gels par les nanoparticules 

Cependant, avant toute chose, il faut définir ce qu’est un gel. Il s’agit d’un système de polymères ou 

de colloïdes dilués homogène, ne présentant aucun écoulement à l'état stable. Le gel est un des états 

les plus fondamentaux de la matière vivante : on peut noter que dans les cellules eucaryotes, le 

cytoplasme est généralement un gel tout comme la matrice extracellulaire autour des cellules. On 

retrouve les gels partout autour de nous : dans la nourriture (les yaourts ou le fromage par exemple), 

les produits du quotidien (on peut penser au dentifrice) ou autres produits industriels (les colles et 

adhésifs en sont)1. 

En outre, les utilités pour les gels sont nombreuses pour des applications à l’interface biologique. Il y a 

une recherche constante pour des gels biocompatibles, ayant une matière première peu onéreuse, 

pouvant avoir des fonctions très variées et gélifiant facilement. A ces critères, la protéine répond :  

-la biocompatibilité est quasiment assurée par le fait d’être une macromolécule biologique faisant 

partie de l’organisme ; 

-certaines protéines sont très peu couteuses car issues des déchets végétaux ou animaux n’étant pas 

valorisés actuellement ; 

-la classe des enzymes ainsi que d’autres protéines pouvant fixer un ligand ont des fonctions très 

variées et pouvant être valorisées ; 

-la gélification se produit naturellement pour certaines protéines comme le collagène qui s’auto-

assemble2. Il sera abordé par la suite d’autres méthodes pour obtenir des gels.  

Ainsi, on voit bien l’intérêt des gels de protéine, motivant l’étude menée dans cette thèse. En parallèle, 

il est possible de doper des gels avec des nanomatériaux en les incorporant avant la gélification. Dans 

certains cas, les nanomatériaux peuvent même provoquer la gélification3. Ils sont surtout intéressants 

pour moduler certaines des propriétés du gel (physiques, chimiques, biologiques, électriques, etc.). 

Avant d’aborder les gels de protéine nanocomposites en détails, il est intéressant de détailler quelques 

usages de gels possédant les propriétés susnommées via quelques exemples. 

 



2 
 

1) Vecteurs médicamenteux 
 

Les gels peuvent servir comme vecteurs médicamenteux, c’est-à-dire transporter une substance active 

afin de la libérer sur une zone à traiter. C’est notamment utilisé comme traitement pour les cancers 

où les médicaments utilisés doivent être amenés spécifiquement à l’endroit où se trouve la tumeur 

pour éviter d’abimer des cellules saines. Pour cette application, les gels doivent respecter différents 

critères : être biocompatible afin d’éviter une réaction de rejet, pouvoir stocker la substance active en 

grande quantité et pouvant absorber des principes actifs peu solubles et ayant une libération 

contrôlée4. Les gels peuvent se présenter sous différentes tailles, chacune ayant son propre 

fonctionnement comme exposé dans la Figure 1.  

 

Figure 1 : Différentes structures de gels utilisées comme vecteurs médicamenteux et leurs modes 
d’actions possibles. Tiré de 5. 

On voit ainsi que suivant le mode d’action, le gel doit parfois respecter certaines contraintes en plus4. 

Et pour un gel macroscopique, il faut qu’il reste liquide avant injection et que ce soit les conditions du 

milieu physiologique qui le fassent gélifier6. Il faut également contrôler ses propriétés mécaniques une 

fois injecté ou implanté. Mais dans tous les cas, il faut un stimulus pour que le relargage soit contrôlé. 

Ce dernier peut être de diverses natures comme exposé dans la Figure 2. 

 

Figure 2 : Différents types de stimuli permettant de relarguer les médicaments. Tiré de 5. 
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Les gels de protéine7,8 ont déjà été étudiés pour faire du relargage contrôlé tout comme les gels 

nanocomposites9,10. Néanmoins, on voit qu’il est très intéressant d’utiliser des gels de protéine 

nanocomposites où la protéine permet d’assurer les qualités que doit avoir le gel, notamment la 

composante biocompatible tandis que la composante nanoparticulaire peut servir de capteur du 

stimulus. Il semble d’ailleurs que ce système commence à être étudié bien qu’il utilise aussi du 

polyacrylamide comme constituant du gel11. Une autre idée serait pour les principes actifs peu solubles 

dans l’eau de les formuler sous forme de nanoobjets et de les utiliser comme composante 

nanoparticulaire12. Le sujet paraît tout de même prometteur et mériterait d’être approfondi dans le 

futur. 

2) Immobilisation des enzymes 
 

Les enzymes sont utilisées dans de nombreux domaines de l’industrie. On peut citer les protéases 

digérant les autres protéines, utilisées dans la production du fromage13 ou pour attendrir la viande14, 

ou les cellulases décomposant la cellulose qui sont utilisées en industrie dans le séchage du grain de 

café, ce qui permet une torréfaction plus simple et donnant ainsi plus de goût au café15. Les cellulases 

peuvent être aussi utilisées dans la fabrication du papier afin d’en modifier la qualité16. Voici quelques 

volumes de fabrication atteints pour certaines utilisations : 

-la glucose isomérase pour transformer le sirop de maïs riche en glucose en sirop de maïs à haute 

teneur en fructose (107 tonnes par an) ; 

-la lipase pour la transformation des triglycérides des graisses animales ou de l’huile végétale en 

biodiesel (104 tonnes par an) ; 

-la nitrile hydratase pour transformer l’acrylonitrile en acrylamide (105 tonnes par an)17. 

Ces chiffres sont atteints grâce à l’immobilisation des enzymes. En effet, l’immobilisation d’enzymes 

permet de les réutiliser, d’améliorer leur stabilité, d’utiliser des réacteurs en continu, etc. On peut aussi 

immobiliser plusieurs enzymes à la fois, permettant de faire plusieurs réactions en simultané. Les 

techniques permettant l’immobilisation des enzymes sont nombreuses : 

-l’adsorption sur des nanoparticules magnétiques qui permet de les récupérer par simple mise en place 

d’un champ magnétique18 ; 

-les agrégats d’enzyme formés par réticulation chimique19 ; 

-les gels d’alginate20 ou d’autres polymères21 tels que présentés dans la Figure 3. 

 

Figure 3 : Enzyme immobilisée dans des billes d’alginate. 

A notre connaissance, il n’a jamais été fait un gel entièrement constitué d’enzymes ou de protéines de 

transport. Cela serait pourtant utile de pouvoir fabriquer des gels d’enzyme sans que ce soit juste un 

constituant dans une autre matière qui forme le gel. Cela permettrait d’avoir une plus grande 

réactivité, de pouvoir jouer sur son activité en mettant des substances activatrices ou inhibitrices dans 
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le gel. La question qui se pose est : est-ce que la protéine peut conserver sa fonction avec la 

gélification ? En effet, en utilisant la protéine comme base du gel, elle risque de subir des 

détériorations qui risquent d’affecter son activité. Ainsi, un des objectifs de cette thèse sera de voir si 

l’activité de la protéine est conservée, perdue ou modifiée avec la gélification. 

3) Utilisation des gels dans la fabrication de prothèses 
 

Afin de pouvoir fabriquer des prothèses, il est nécessaire de produire des substituts qui puissent 

reproduire les caractéristiques que l’on retrouve chez l’humain. Les gels peuvent remplir cette fonction 

grâce à leurs propriétés mécaniques et élastiques si tant est qu’ils sont biocompatibles. Ainsi, il a été 

reporté l’existence de prothèses à partir de gels ayant les capacités de pouvoir remplacer 

les cartilages22, muscles23, organes24, cornée25, etc. Ils sont déjà utilisés dans certaines applications 

concrètes. Des utilisations de gel dans ces cas moins triviaux existent comme pour remplacer les 

noyaux pulpeux des disques intervertébraux abimés26. La Figure 4 présente un exemple avec une 

prothèse d’oreille formée à base de gel en partie de protéines. 

 

Figure 4 : Prothèse d’oreille fabriquée avec un hydrogel de fibroïne de soie et d’alcool polyvinyle. Tiré 

de 22. 

On peut remarquer que si les gels sont constitués pour ces usages en polymères naturels, il a été tout 

de même recensé des gels ayant des protéines pour constituants22. Si à l’heure actuelle, les prothèses 

à base de protéines sont rares, on peut penser qu’elles deviendront plus nombreuses avec l’avancée 

de la recherche. 

En parallèle, l’utilisation des nanomatériaux afin de faire des gels nanocomposites utilisés pour les 

prothèses existe déjà27. Leur utilisation permettrait d’augmenter les capacités du gel au niveau 

absorption ou de donner des propriétés conductrices pour des utilisations neurologiques28. On peut 

aussi penser au fait que l’ajout de nanoparticules modifie les propriétés mécaniques du gel, 

permettant ainsi de donner un gel ayant une élasticité adéquate suivant le type de tissus que l’on veut 

remplacer29. 

Le couplage avec l’impression 3D permettrait en plus de fabriquer des organes artificiels sur mesure. 

C’est déjà utilisé actuellement pour la visualisation et des entrainements en prévision d’une opération 

chirurgicale30. Malgré ces avantages, il faut toutefois noter que la technologie est toujours limitée. 
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4) Gels alimentaires 
 

Une utilisation ancestrale de la protéine afin de former des gels est la production de yaourts, fromages 

et autres produits laitiers à partir des protéines du lait31. Cet exemple est idéal pour comprendre 

pourquoi l’utilisation des protéines est parfaite dans la production de gel. Ainsi, on peut jouer sur les 

propriétés physico-chimiques afin de moduler le gel obtenu32. Ces modulations ont un grand intérêt 

car elles permettent de jouer sur les propriétés physiques des aliments que l’on va consommer. Ainsi, 

pour donner un exemple, la béta-lactoglobuline a été très étudiée en fonction de la température pour 

différentes conditions (pH, présence de sels, d’agent dénaturant, etc.). En effet, elle rentre en jeu dans 

les différentes productions laitières et, suivant le chauffage et les conditions physico-chimiques, on 

peut former différents types de nanostructures et de microstructures intermédiaires permettant 

d’aboutir à des propriétés sensorielles différentes (goût, toucher, etc.)33,34. 

Une autre production classique de gel de protéines est avec le surimi35. A partir du poisson, il est 

possible d’obtenir une pâte de poisson très riche en protéines qui, si on enrichit en cryoprotecteurs, 

est très facilement conservable en congélation sans perdre ses propriétés. A partir de cette pâte, en 

rajoutant certains épaississants ou gélifiants comme des blancs d’œuf riche en protéine ou des 

transglutaminases permettant de lier les protéines entre elles, on obtient alors un gel donnant les 

bâtonnets de surimi qui peuvent avoir différentes textures, plus ou moins souples ou élastiques. 

Certaines protéines se retrouvent de façon récurrente dans l’industrie agroalimentaire sous forme de 

gel comme la protéine de soja36, les protéines du blanc d’œuf37 ou le collagène et la gélatine, son 

dérivé38. L’impression 3D peut aussi utiliser les gels alimentaires, permettant de produire des 

structures alimentaires précises en une seule étape, permettant d’obtenir de nouvelles textures, voire 

saveurs dans les plats préparés par ce procédé. Il a été même reporté la possibilité de fabriquer de la 

viande imprimée avec la transglutaminase39. 

L’apport des gels nanocomposites pourrait permettre la modification de certains paramètres, 

notamment la texture des gels, ce qui permettrait d’augmenter la diversité déjà grande des gels 

alimentaires, servir à modifier l’aspect ou même comme antixoydant40–42. 

Le potentiel des gels de protéines a donc été établi. Il est désormais intéressant de voir quel est l’état 

de l’art dans ce domaine. 

II- De la protéine à la formation d’un gel  

1) Intérêt des protéines  
 

Les protéines présentent de nombreux avantages pour des usages technologiques. En effet, les 

protéines sont une source de matériel biosourcé, très peu toxique et biocompatible. De plus, il s’agit 

d’une matière abondante, on les retrouve dans tous les organismes vivants. Enfin, les protéines ont 

des spécificités que la science a bien des difficultés à reproduire. En effet, pour l’usage que l’on veut 

faire, parmi toutes les protéines existantes, on peut retenir deux groupes ayant des propriétés très 

différentes, mais très intéressantes et complémentaires. Cette vision des protéines n’est pas basée sur 

la catégorisation classique des protéines, mais simplement sur une catégorisation pratique. 

En effet, d’un côté, nous avons les protéines dont la fonction peut être exploitée. Cette catégorie 

rassemble les protéines ayant des fonctions chimiques, les enzymes étant l’exemple le plus parlant de 

ce phénomène avec leurs propriétés catalytiques dans de nombreux domaines comme il a été abordé 
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au I-2) de l’introduction. Dans les usages de protéines hors de l’industrie, on peut aussi penser aux 

protéines ayant des propriétés de fixation comme les hémoprotéines ayant pour rôle de transporter 

l’oxygène, qui pourraient donc permettent de créer des substituts sanguins43. 

De l’autre, nous avons les protéines ayant des prédispositions pour former des structures par auto 

assemblage. Nous parlons alors des protéines structurales participant à la structure cellulaire du fait 

de leurs formes et leurs propriétés mécaniques. L’exemple typique est constitué par les protéines 

fibreuses qui sont insolubles et qui peuvent former des réseaux tridimensionnels structurés44. On peut 

aussi penser aux protéines globulaires qui sont solubles et sphéroïdes, formant des colloïdes en milieu 

aqueux45. 

Avec ces deux aspects que peuvent apporter les protéines, on comprend très vite que certaines 

protéines peuvent servir de briques de base élémentaire pour former une structure de plus grande 

échelle tandis que d’autres peuvent être utilisées pour apporter de la fonctionnalité à ces assemblages. 

Les propriétés de structuration permettent d’atteindre certaines tailles qui peuvent alors être utilisées 

par l’homme. Il est alors intéressant de trouver des protéines pouvant avoir ces deux caractéristiques 

extrêmement intéressantes en même temps (structuration et activité). Le but est de gagner en taille 

tout en gardant la fonction qui nous intéresse dans la protéine.  

Si la fonction ne peut être créée, il est possible d’atteindre des tailles d’assemblages permettant une 

manipulation plus aisée : les protéines ayant une réactivité chimique assez vaste de par la diversité des 

fonctions chimiques qu’elles portent (amine, thiol, etc.), il existe différentes manières afin de lier les 

protéines entre elles et obtenir de nouvelles structures. 

2) Mise en forme des protéines 
 

La Figure 5 permet ainsi de visualiser la multitude de structurations possibles pour la protéine. 

 
Figure 5 : Différentes structures de l’ordre nanométrique à centimétrique obtenues avec l’alpha-

lactalbumine. Tiré de 33. 

On voit donc une large gamme de structures avec les protéines. Les différents niveaux de structuration 

vont de l’échelle nanométrique à centimétrique, montrant la large échelle de tailles pouvant être 

atteinte avec une même protéine, chaque échelle pouvant avoir un rôle intéressant qui peut être 

exploité par l’homme.  
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La protéine peut aussi s’organiser sous forme de films. Ces films présentent aussi une large gamme de 

fonctionnalités possibles. On peut citer par exemple : 

-faire des films de protéines consommables pouvant servir à envelopper la nourriture, voire remplacer 

les films polymériques sur le long terme46 ; 

-produire des films composites ultra-flexibles ayant des propriétés conductrices47. 

Mais ce qui va nous intéresser dans cette thèse seront les gels de protéine.  

3) Les gels de protéine et les moyens de réticulation 
 

Dans cette thèse, l’étude porte sur les hydrogels, un gel dont l’agent gonflant est l’eau. En pratique, 

cela signifie que les gels sont fabriqués en milieu aqueux. Par la suite, on parlera de gel ou d’hydrogel 

sans distinction. 

Avant d’entamer les différents moyens permettant d’obtenir un gel, une question doit déjà être 

posée : parmi toutes les protéines disponibles, quelles sont les protéines ayant des dispositions à 

gélifier ? En effet, on peut remarquer qu’on retrouve dans les gels de protéines, certaines protéines 

de façon plus récurrente que d’autres.  

a) Les protéines qui gélifient 
 

Le collagène48 et son dérivé hydrolysé, la gélatine49 sont très souvent étudiés sous forme de gel.. Le 

collagène est une famille de protéines qui comporte 28 membres différents50 que l’on retrouve dans 

les mammifères à hauteur de 30% des protéines totales de l’organisme, ce qui en fait la plus 

abondante. Il confère aux tissus une résistance mécanique à l’étirement. On retrouve le collagène sous 

forme de triple hélice fibrillaire dans les os, cartilages ou tendons. Ce fait de se structurer de façon 

naturelle explique sans doute que les conditions pour gélifier le collagène soient nombreuses vu que 

le gel appelle à une structuration tridimensionnelle. 

On retrouve bon nombre de protéines végétales ou animales étant des sous-produits de certaines 

productions industrielles comme les protéines de soja51, la kératine52 ou la zéine53. Le collagène en fait 

notamment partie par ailleurs54. L’avantage est alors le faible coût de la protéine. Une protéine bon 

marché et abondante étudiée dans bon nombre d’articles de la littérature comme gels est l’albumine55–

58. Les protéines de soie sont aussi couramment étudiées59–61. Enfin, on peut citer l’hémoglobine S, 

mutant de l’hémoglobine adulte normale qui gélifie d’elle-même, mais qui perd alors son activité62. Ce 

dernier point est intéressant car il soulève le fait que la gélification puisse avoir un rôle sur l’activité. 

Mais toutes ces protéines ayant des dispositions à gélifier, quelles techniques faut-il utiliser pour 

provoquer la gélification ? En vérité, il existe bien des manières de gélifier des protéines.  

b) Réticulation thermique 
 

La réticulation thermique consiste à chauffer la protéine. En augmentant la température, il y a un 

dépliement partiel de la structure de la protéine, faisant que les groups hydrophobes internes vont 

être révélées et être alors au contact du milieu aqueux. Cet état dit globule fondu va alors provoquer 

la protéine à se réticuler via ses parties hydrophobes afin de diminuer les surfaces hydrophobes au 

contact de l’eau.  Un réseau se forme et on obtient alors un gel si la concentration est supérieure à 

une concentration dite critique de gélification.  

La formation d’un gel se déroule donc en 4 étapes :  
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-dépliement de la protéine ; 

-agrégation des molécules protéiques dépliées ; 

-réaction intermoléculaire entre les agrégats ; 

-réaction intramoléculaire dans les agrégats de plus grande taille63. 

Ce phénomène se retrouve pour la plupart des protéines. Le problème de ce traitement est qu’il est 

dénaturant. Ainsi, les enzymes perdent leur activité puisqu’on chauffe au-delà de la température de 

dénaturation64. Une solution serait de trouver des enzymes stables à haute température comme celle 

des organismes extrêmophiles, l’activité serait alors conservée. L’idée alors serait de faire des 

mélanges de protéines se dénaturant à basse température. 

Ces gels formés à partir des protéines sont aussi de très bons exemples de systèmes potentiellement 

non-toxiques. En effet, il a été reporté que des gels d’albumine induits par chauffage sont 

biocompatibles, biodégradables et il a été prouvé qu’ils sont en plus auto-réparant et peuvent être 

chargés avec des fluorochromes pour donner des propriétés spectroscopiques (couleur et 

fluorescence) qui sont conservées dans le gel. On peut en outre moduler leurs propriétés mécaniques 

en modulant soit la concentration en protéines soit la température65. 

c) Réticulation par irradiation gamma 
 

L’irradiation gamma est utilisée comme un moyen de réticulation : sous l’effet de l’irradiation, de 

nombreuses liaisons covalentes se rompent, donnant ainsi des radicaux extrêmement réactifs qui 

forment alors de nombreuses liaisons au hasard, donnant donc des clusters et potentiellement, des 

gels ou autres structures macroscopiques. 

Les protéines sous irradiation gamma subissent bien une réticulation : il y a polymérisation des 

protéines donnant des clusters de 5 à 10 fois la taille de la molécule seule66 ou pouvant donner des 

films67. Si pour de nombreux polymères (cellulose68, acide polyacrylique69, etc.), il n’a pas été recensé 

à l’heure actuelle dans la littérature des gels de protéines induits par irradiation gamma autres que 

pour la fibroïne59 et le collagène48, on peut toutefois remarquer que ces deux protéines sont fibreuses 

et sont donc prédisposées à former des structures. Des tests ont été faits au laboratoire sur l’albumine 

de sérum bovin sous irradiation gamma : des gels ont bien été formés, mais seulement au bout d’une 

centaine d’heures pour des concentrations supérieures à 150 g/L, rendant le processus peu 

intéressant.  

En effet, sous irradiation gamma, la rupture de nombreuses liaisons et la formation de nombreux liens 

intra ou inter protéines, ainsi que l’oxydation due à l’irradiation, affectent leurs propriétés 

structurales70,71. Ainsi, il a été montré que l’activité d’enzymes et de protéases diminue avec 

l’irradiation72. 

Il peut tout de même y avoir un intérêt pour irradier des hydrogels de protéines déjà formés par 

d’autres moyens. L’irradiation gamma est utilisée, par exemple, afin de renforcer les propriétés 

mécaniques de films de protéines73 et les stériliser. 
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d) Réticulation par diverses méthodes 
 

Avant d’aborder la méthode de la réticulation chimique que l’on va utiliser dans cette thèse, il est 

intéressant de se pencher sur quelques autres méthodes permettant d’aboutir à des gels de protéines. 

Il ne sera ici question que de quelques méthodes, mais des revues disponibles seront plus exaustives74–

76. 

Une des principales techniques utilisées est la gélification à froid. Contrairement à ce qu’indique son 

nom, elle nécessite de chauffer, mais à des températures inférieures à celle de dénaturation ce qui 

permet tout de même de former des agrégats. Un traitement ensuite est appliqué, gélifiant les 

agrégats. Dans les traitements possibles, il existe : 

-un changement de force ionique, notamment par ajout de cations métalliques comme le cuivre ou le 

zinc55 ; 

-en augmentant77 ou en diminuant le pH78. 

C’est au final une technique plus douce que la gélification à une température supérieure de celle de 

dénaturation. Pour certaines protéines précises comme la myosine79, des exemples existent de 

gélification par baisse progressive du pH, mais sans traitement thermique au préalable. 

Des gels peuvent aussi être formés si on met les protéines sous haute pression (plusieurs centaines de 

MPa)80. Avec la pression peuvent arriver une dénaturation et une agrégation des protéines suivant les 

conditions physico-chimiques dans lesquelles se situe la protéine81. Il y a formation de ponts disulfure 

inter-protéines ainsi qu’une augmentation des liaisons hydrogène formant des réseaux structurés et 

donc des gels82. Les gels obtenus sont très différents de ceux obtenus par dénaturation thermique tant 

au niveau couleur et aspect83 qu’au niveau structural. La pression engendre une augmentation de la 

dureté et une baisse de l’adhérence des gels, contrairement à ceux induits par température84. 

On peut enfin citer les gels induits par voie enzymatique avec les transglutaminases85. La réticulation 

entre des chaînes protéiques est engendrée par la catalyse de la réaction entre les résidus glutamine 

et lysine. Le gel aura des propriétés différentes suivant les concentrations d’enzymes mises en jeu. 

L’utilisation d’enzymes en fait une technique coûteuse, mais aucune toxicité n’est possible : les 

enzymes étant des protéines, il s’agit de matériel biologique inoffensif. Cette technique est donc 

utilisée dans l’industrie agroalimentaire86. Toutefois, pour obtenir de meilleurs résultats pour le gel ou 

pour engendrer de nouvelles structures87, il est parfois nécessaire de chauffer ou de mettre sous 

pression ce qui provoque une dénaturation partielle ou totale de la protéine88. 

e) Réticulation chimique  
 

La réticulation chimique cherche à former des liaisons covalentes en utilisant une molécule comme      

« pont » entre deux acides aminés. L’enjeu est donc de trouver des espèces chimiques très réactives 

et pouvant agir avec les différentes fonctions que possèdent une protéine (-NH2, -OH, =COO, -SH, etc.) 

sans que ce réactif soit toxique. L’absence de ponts dans la réticulation enzymatique fait que cette 

dernière n’est pas classée dans la réticulation chimique bien qu’il y ait formation d’une liaison 

chimique. La réticulation chimique va permettre la formation d’un réseau du fait des liaisons chimiques 

qui se forment. La Figure 6 présente ainsi les liens pontants permettant la formation d’un réseau. 
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Figure 6 : Réticulation de l’albumine de sérum bovin par le glutaraldéhyde pour donner un gel.  
Tiré de 58. 

Suivant la concentration en protéine, en réticulant et des conditions physico-chimiques (pH, 

température, etc.), la réticulation chimique permet de produire différents assemblages de protéines :  

des gels89, des polymères de protéines90, des nanoparticules91 ou même des films92. 

Les espèces chimiques pouvant être utilisées pour réticuler des protéines sont nombreuses. On peut 

ainsi citer le glutaraldéhyde92, le formaldéhyde93, le diméthyle suberimidate94, etc. Le problème de 

beaucoup de ces réactifs est qu’ils peuvent présenter une toxicité95. Aussi, de nouvelles recherches se 

sont portées sur de nouvelles molécules intéressantes tel le génipine qui, même s’il ne présente pas 

une aussi grande possibilité pour former des structures avec les protéines, offre une absence de 

toxicité96. 

Les méthodes de gélification chimique sont assez peu étudiées. Il existe cependant des études 43,58,59,97 

qui traitent notamment des applications du gel comme son utilisation en relargage contrôlée de 

médicaments. Mais peu d’efforts sont faits pour comprendre la structure de la protéine ou son activité. 

Par exemple, contrairement à la réticulation thermique, les études de la structure secondaire dans les 

gels de protéine sont rares. Il est donc nécessaire de devoir approfondir sur ces angles morts, surtout 

si on veut réussir à contrôler l’activité de la protéine dans le gel. 

Un article récent réouvre la voie des gels de protéines à base de glutaraldéhyde pourtant agent 

chimique classique98 en montrant diverses propriétés. C’est sur cette technique que nous nous 

appuierons dans cette thèse et nous détaillerons les moyens de mise en œuvre plus tard dans le 

manuscrit.  

III- Quels nanomatériaux dans un gel de protéine ?  
 

Les nanoparticules sont utilisées depuis de nombreuses années dans différents usages pour l’industrie. 

On les retrouve ainsi aujourd’hui dans de nombreux objets du quotidien, allant de l’alimentaire99 aux 

cosmétiques100 en passant par les peintures ou les vernis101. Mais avant de disserter plus sur les intérêts 

des nanoparticules, définissons ce que c’est exactement. Ainsi, la Commission Européenne définit 

actuellement comme nanomatériau tout matériau « naturel, formé accidentellement ou manufacturé 

contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous forme d’agglomérat, dont au moins 50% 

des particules, dans la répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs dimensions 

externes se situant entre 1 nm et 100 nm » (recommandation n°2011/696/UE). Même si cette 

définition est controversée, on retrouve de façon claire pourquoi elles sont qualifiées de « nano ». 

Penchons-nous désormais sur la diversité que peut avoir un nanoobjet et quels intérêts il peut avoir. 

 

Réticulation 

chimique par le 

glutaraldéhyde 
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1) Intérêt des nanoobjets 
 

Pour comprendre l’intérêt des nanomatériaux, il faut voir qu’ils sont très divers. Au niveau de leur 

forme, on retrouve des sphères102, des tubes103, des feuillets104 et bien d’autres formes. Ces formes 

vont induire des différences de comportements et donc de propriétés : les surfaces de contact mises 

en jeu changent modifiant la réactivité aussi, tout comme les apports structuraux. 

De plus, les matériaux pouvant constituer les nanoobjets sont très variés. On retrouve beaucoup de 

nanoparticules juste d’un seul type d’atome, souvent métalliques (or, argent, fer, etc.)105, mais d’autres 

existent (carbone, fullerène, graphite ou diamant106, bore107, etc.). On retrouve aussi beaucoup 

d’oxydes pour constituer les nanoparticules (silice4, oxydes de titane108, de zinc109, d’aluminium110, etc.) 

ainsi que des polymères (protéines91 comme dit précédemment, chitosane111, acide polylactique112, 

etc.). Il est possible de faire des nanoobjets constitués de plusieurs composants en même temps113 ou 

de les doper avec un autre composant114. Chacun apporte donc ses caractéristiques : densité, structure 

électronique, énergie, etc. 

Il existe donc une multitude de nanomatériaux possibles. Cela fait donc que les nanoparticules peuvent 

avoir une multitude de caractéristiques ce qui permet d’avoir de nombreuses utilisations suivant la 

forme et la composition. La Figure 7 présente ainsi diverses nanoparticules et leur utilisation. 

 

Figure 7 : Exemples de propriétés que possèdent les nanoparticules et leur utilisation potentielle. 

Traduit de 115. 

Ainsi, face à ces diverses propriétés que possèdent les nanoparticules, elles sont utilisées de longues 

dates dans les produits du quotidien. On produit plusieurs dizaines de millions de tonnes de différentes 

nanoparticules par an116et le marché mondial des nanomatériaux représente environ 10 milliards de 

dollars US en 2020117. On les retrouvait dans plus de 1 800 produits en 2015118, les nanoparticules sont 

ainsi utiles pour de nombreuses applications. 

Pour donner une idée, on les retrouve sous différentes formes dans différents produits119 :  

-les nanoparticules de silice sous le nom E551 en tant qu’antiagglomérant dans de nombreux produits 

alimentaires comme le sucre, le sel et autres préparations industrielles120 ; 



12 
 

-les nanoparticules d’argent dans les lessives et vêtements pour ses propriétés bactéricides121,122 ; 

-le dioxyde de titane sous forme nanométrique pour ses propriétés photo-catalytiques et de filtre UV 

dans les crèmes solaires, les dentifrices, les ciments ; 

-les nanotubes de carbone dans les matériaux pour leurs propriétés mécaniques123 ; 

-les nanoparticules d’alumine dans les plastiques, les peintures ou vernis124. 

On voit donc que les nanoparticules peuvent apporter beaucoup de propriétés et ont beaucoup 

d’utilité42. Avec les propriétés et le fait que certaines des nanoparticules en possèdent plusieurs à la 

fois, cela fait des nanomatériaux un élément très utile pour différentes applications telles 

qu’expliquées ci-dessus. Il est donc logique qu’elles aient été intégrées aux gels qui avaient déjà leur 

propre propriété afin d’en ajouter de nouvelles. C’est pour cela que depuis un certain nombre d’année, 

les hydrogels nanocomposites sont étudiés. 

2) Les gels nanocomposites 
 

Un hydrogel nanocomposite est un réseau de polymères constitué d’eau et de nanomatériaux. Dans 

la plupart des cas, il est obligatoire d’ajouter un réticulant chimique afin de former le gel 

nanocomposite à partir d’une solution de polymères et de nanomatériaux125. Toutefois, l’ajout du 

nanomatériau permet dans certains cas d’obtenir des gels sans utilisation d’agent de réticulation 

chimique, les nanomatériaux permettant la réticulation physique du polymère et l’obtention d’un gel3. 

En contrôlant l’interaction entre les nanoparticules et le polymère, on peut concevoir différentes 

propriétés physique, chimique comme biologique9 que ne pourrait pas avoir un gel de polymères 

organiques seul. En effet, comme on a vu précédemment, les nanomatériaux sont très divers. Les 

hydrogels nanocomposites peuvent être donc faits avec une large gamme de nanomatériaux 

(carbone126, nanomatériau polymérique127, céramique3 ou nanomatériau métallique128), chaque type 

pouvant apporter une utilité différente. Voici quelques propriétés des gels nanocomposites : 

-dureté du gel avec des contraintes de compression pouvant aller à 32 MPa pour des gels d’acrylamide 

dopés avec des nanofeuilles de Laponite et des nanoparticules de silice129 ; 

-élasticité du gel accrue avec une élongation possible jusqu’à 10 fois et une compression possible de 

90% pour différentes nanoparticules, notamment d’argile 130 ; 

-les hydrogels nanocomposites peuvent absorber de l’eau en quantité et la restituer grâce à la 

composition poreuse par exemple de la nanoargile, ce que les hydrogels ne peuvent pas faire131 ; 

-propriétés optiques avec des gels possédant des capacités d’émission, d’absorption et des propriétés 

photochromiques avec des nanoparticules inorganiques contenant des chromophores organiques 132 ; 

-sensibilité au stimulus où la température du gel peut être modifiée par absorption de solutions salines 

sur des gels d’oligo(éthylène glycol) méthacrylate réticulés par du nanoargile133. 

On voit que toutes ces propriétés peuvent être utilisées pour les différents usages que nous avons 

abordés en exemple au début de l’introduction. La modulation de l’élasticité du gel peut tout à fait 

être utilisée pour les gels alimentaires pour la texture ou les prothèses afin d’imiter au mieux l’organe 

à remplacer par exemple. La plus grande capacité d’absorption des gels nanocomposites peut aussi 

être exploitables. La grande diversité de fonctions qu’apportent les nanoparticules est donc tout à fait 

exploitable pour des applications pratiques et technologiques. 
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Il est à noter qu’il existe aussi quelques gels de protéine nanocomposites, notamment avec du 

nanoargile mais le sujet n’est pas si développé11,134,135. Toutefois, les rares études ne prennent pas en 

compte l’effet que peut avoir l’adsorption des protéines sur les nanoparticules.  

IV- L’interface nano-protéines : adsorption des protéines sur les 

nanoparticules  

1) La physique de l’adsorption 
 

Sous certaines conditions, les protéines mises au contact d’une surface s’adsorbent dessus. A notre 

connaissance, ce phénomène a été la première fois observée en 1916 par Nelson et Griffin pour 

l’invertase sur du charbon136. La première étude de ce phénomène sur des nanomatériaux remonte à 

1959 par Bixler avec l’adsorption des protéines sur de la silice colloïdale137. Ce ne sera que dans les 

années 70 que le sujet sera étudié plus en détails dont un des pionniers fut Norde138. Avant, les études 

étaient menées sur des petites molécules organiques139 ou des polymères140.  

Pour les trois types de molécules que sont les protéines, les molécules organiques et les polymères, on 

retrouve : 

-la nature des interactions de l’adsorption avec : 

 -interactions à caractère électrostatique (liaisons ioniques et hydrogène) ; 

 -interactions hydrophobes ; 

-l’adsorption suivant le modèle de Langmuir qui sera abordé un peu plus loin et dans le chapitre 2 141. 

On peut tout aussi retenir que certaines observations faites pour les polymères142 fonctionnent pour 

les protéines : 

-l’adsorption sur une surface est spontanée ; 

-l’adsorption se fait par de nombreuses interactions formant donc de nombreux points de contact. 

Chaque interaction est réversible, mais en raison du grand nombre de liaisons, la désorption 

deviendrait quasi-impossible. On peut comprendre cela sur la Figure 8 : pour se désorber totalement, 

il faudrait que toutes les interactions cessent en même temps. Or, en considérant un très grand 

nombre de liaisons, si un point de liaison cesse, la partie de la protéine va par contre rester proche de 

la surface et du coup, se réabsorber rapidement. 

 

 

Figure 8 : Polymère adsorbé sur une surface. Notez les nombreux points d’accroche. Tiré de 138. 

Les analogies avec les polymères s’éloignent quand on considère les différents niveaux de structure 

que peut avoir une protéine. En outre, la variété physico-chimique des acides aminés qui sont en 

général au nombre de 20 est plus grande que celles de polymères qui sont la répétition d’un même 

monomère. Enfin, pour les protéines, on ne retrouve aucune suite logique au contraire des polymères.  

Norde a donc développé un modèle entre le type de surface et le type de protéines (les « dures », 

ayant peu de modifications structurales lors de l’adsorption et les molles perdant une partie de la 

structure). Le Tableau 1 résume les différents cas. 
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Protéine Surface hydrophile Surface Hydrophobe 

+ - 

Dure/Charge + NA A A 

Dure/Charge - A NA A 

Molle/Charge + A A A 

Molle/Charge - A A A 

Tableau 1 : Selon le modèle de Norde, adsorption des protéines molles ou dures et suivant leur charge 

globale sur des nanoparticules dont la surface est positive, négative ou hydrophobe.  

A=adsorbé ; NA : non adsorbé. Tiré de 138. 

On voit donc qu’en général, les protéines s’adsorbent sauf cas particulier. Les protéines qui s’adsorbent 

sur une nanoparticule forment ce qu’on appelle la couronne de protéines143,144. La Figure 9 résume 

cette idée. 

 

Figure 9 : Adsorption d’une protéine sur une nanoparticule et formation d’une couronne de protéines. 

Traduit et adapté de 145. 

Ainsi, les protéines adsorbées donnent une couronne de protéines. Certains distinguent la couronne 

dure (hard corona) de la couronne molle (soft corona)146. La hard corona correspond à des protéines 

au contact de la nanoparticule où l’interaction est forte, faisant que les protéines ne se désorbent pas. 

La soft corona correspond à une deuxième couche de protéines sur la nanoparticule, faiblement en 

interaction et donc en échange constant. Dans les études de notre équipe, nous n’avons constaté 

qu’une seule couronne irréversiblement liée147,148.  

Toujours d’après les études de notre équipe, les protéines en interaction avec la nanoparticule peuvent 

être représentées comme des sphères dures sur la nanoparticule sphérique. L’épaisseur de la 

couronne de la protéine est alors celle du diamètre de la protéine, la forme de cette dernière n’ayant 

pas changé avec l’adsorption148.  

2) Changements de structure et d’activité de la protéine lors de l’adsorption 
 

Comme on a vu, la forme de la protéine ne change pas avec l’adsorption, démontrant que la structure 

quaternaire est conservée148. Pour certaines protéines, on a par contre une perte de structure 

secondaire avec l’adsorption149,150. Il existe bien quelques exceptions où des interactions très 

spécifiques conduisent à la formation d’hélices alpha151. Quant à la structure tertiaire, il apparaît 

qu’elle est modifiée sans que les différences locales soient bien connues152.  

Les techniques permettant de sonder la structure secondaire globale comme le dichroïsme circulaire 

n’ont pas permis de conclure sur la localisation des modifications. En effet, est-ce que l’adsorption 

modifie la structure secondaire très localement sur des sites en interaction, ou est-ce que les 

modifications se passent sur toute la protéine ? Encore une fois, les informations manquent pour 

répondre à cette question. 
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Une grande question qui se pose est celle des orientations par lesquelles les protéines s’adsorbent. 

Est-ce que la protéine s’adsorbe par un côté en particulier ou est-ce qu’il n’y aucune orientation 

privilégiée ? Des expériences ont été faites dans ce sens au laboratoire avec des images prises par 

microscope électronique à transmission d’hémoglobine de très grande taille sur des nanoparticules. Il 

a ainsi été montré qu’il n’y avait pas d’orientation privilégiée153. 

En ce qui concerne l’activité biologique, c’est plus complexe que la perte systématique d’une partie de 

la structure secondaire. Ainsi, il a été relevé des augmentations154, des pertes155 ou l’absence de 

modifications156 de l’activité. Cela va à l’encontre de l’hypothèse selon laquelle la perte de structure 

d’une protéine est généralement reliée à une dénaturation de la protéine ; cette dernière a comme 

conséquence, normalement, la perte d’activité totale. Ce sont donc surtout des modifications locales 

qui semblent être la cause de ces changements d’activité. Pour le lysozyme adsorbé sur des 

nanoparticules de silice, il y a une modification de l’hélice du site actif qui explique la perte d’activité157.  

Il semble donc qu’il est possible de moduler l’activité des protéines par simple adsorption, phénomène 

qui va pouvoir nous intéresser dans les travaux de cette thèse. Toutefois, il faut au préalable modéliser 

l’adsorption en fonction des conditions physico-chimiques. 

3) Prédire l’adsorption 
 

Pour connaître l’adsorption, on utilise l’isotherme d’adsorption donnant la quantité de substrats 

adsorbés en fonction de la quantité de substrat libre pour une quantité donnée de surface. Plusieurs 

modèles d’isotherme existent : le modèle de Freundlich158, de Jovanovic159, de Temkin-Pyzhev 160, etc. 

Le modèle employé ici sera celui de Langmuir141, car des travaux précédents dans l’équipe148,161,162 ou 

extérieurs163,164 montraient que ce modèle fonctionnait particulièrement bien pour simuler 

mathématiquement l’adsorption. Toutefois, la réalité physique derrière ce modèle n’a en fait que peu 

à voir avec le véritable phénomène qu’est l’adsorption des protéines. En effet, l’isotherme de Langmuir 

ne peut fonctionner qu’avec un système respectant les quatre conditions suivantes164,165 : 

-tous les sites sont équivalents, distinguables et indépendants ; 

-chaque site d’adsorption ne peut fixer qu’une molécule de substrat (monocouche) ; 

-les molécules adsorbées n’interagissent pas entre elles d’une manière pouvant influencer leur 

comportement d’adsorption ; 

-le phénomène d’adsorption représente un processus dynamiquement réversible. 

Avec l’adsorption des protéines, des phénomènes166 tels que la coopérativité de l’adsorption des 

protéines, la formation de clusters et l’agrégation font que le modèle de Langmuir est difficilement 

utilisable. Comme expliqué dans167, cela cause des phénomènes contradictoires aux conditions des 

isothermes de Langmuir : 

-les sites d’adsorption ne sont pas identiques en taille et en énergie suivant la concentration en 

protéines. En effet, la protéine ne se déforme pas avec l’adsorption de la même façon vue n’ayant pas 

le même étalement.  

-l’agrégation de protéines peut aboutir à une situation ressemblant à une adsorption multicouche ; 

-il y a des effets protéines-protéines qui influencent leur adsorption (agrégation, etc.) ; 

-les protéines peuvent se déformer ou s’étaler différemment, ne pas s’adsorber sur la même face et 

surtout ne pas avoir la même compacité avec l’adsorption suivant les concentrations en protéine et 

nanoparticule. En pratique, l’adsorption est donc irréversible. 
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Ce dernier point peut être résumé par la Figure 10 qui explique qu’on trouve en pratique une forme 

d’isotherme de Langmuir malgré la non-validité du modèle tel qu’exposé au-dessus ainsi que la raison 

de l’irréversibilité du processus. 

 

Figure 10 : Caractéristiques d’une isotherme d’adsorption de protéines sur une surface avec q, la 

quantité de protéines adsorbées par unité de surface et C, la concentration de protéines libres.  

Tiré de 167. 

Si l’interaction de la protéine avec la surface est un équilibre, la protéine une fois adsorbée se déforme 

de manière irréversible. La protéine s’étale et/ou se réoriente afin de maximiser sa surface 

d’interaction. Le degré d’étalement de la protéine dépend de la stabilité interne de la protéine 

(capacité à se déformer, rigidité/souplesse), de la force de l’interaction surface/protéine et des 

interactions répulsives protéine-protéine. En somme, le phénomène est géré en partie par la 

cinétique : plus la concentration en protéines est élevée à surface égale (concentration de 

nanoparticules), plus la surface sera vite saturée, donnant un plus grand nombre de protéines 

adsorbées, donc moins les protéines pourront se déformer. Si on ajoute à ces phénomènes que les 

protéines n’adhèrent pas les unes aux autres, cela fait qu’au final la surface est saturée avec une 

monocouche.  

L’usage veut qu’on trace une isotherme d’adsorption en conservant la quantité de 

substrat/nanoparticules fixe pour différentes quantités d’adsorbat/protéines. Cela permet ainsi 

d’obtenir une relation simple et donc un ajustement théorique facile. Dans notre cas, où la gélification 

se produit avec une quantité de protéine donnée, nous allons privilégier une approche où l’adsorption 

sera étudiée pour une quantité de protéines totale (libre et adsorbée) fixe pour différentes quantités 

de nanoparticules. Les avantages sont multiples : 

-en pratique, on peut se servir du modèle de Langmuir afin de prédire simplement les quantités 

adsorbées pour des concentrations de nanoparticules qui n’ont pas été mesurées ; 

-en théorie, les premiers points de nos isothermes correspondent à une situation où la concentration 

en protéine est beaucoup plus grande devant la concentration en nanoparticule. La droite qui sera 
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tracée sera donc directement liée au nombre de sites maximal par nanoparticule (c’est-à-dire sans 

étalement) et facilement mesurable. 

Il est à noter que la constante d’adsorption se lit au moment où l’isotherme commence à tendre vers 

un plateau. La mesure en pratique est difficile. La valeur correspondante quand nous arriverons à la 

mesurer permettra de comparer d’une condition à l’autre l’étalement relatif de protéine avec 

l’adsorption. 

V- Définition de notre système 
 

L’idée sur le long terme est de fabriquer des hydrogels de protéines nanocomposites réticulées 

chimiquement où l’utilisation de protéines fonctionnelles et de nanoparticules fonctionnelles 

permettra d’obtenir des gels ayant de nombreuses propriétés. Avant de pouvoir arriver à ce niveau, le 

but de cette thèse va être d’étudier des gels de protéines fonctionnelles réticulées chimiquement. Une 

fois ces gels non dopés analysés, on étudiera des gels de ces mêmes protéines en les dopant d’un 

nanomatériau modèle afin de faire des gels nanocomposites simple. Toutefois, les protéines et les 

nanoparticules interagissant, il sera obligatoire d’étudier dans un premier temps l’adsorption des 

protéines avant d’étudier des gels de protéines classiques comme nanocomposites. La Figure 11 

permet d’exposer l’interdépendance du système. 

 

Figure 11 : Facteurs apportés par chacun des constituants d’un gel de protéine dopé avec des 

nanoparticules ainsi que les interdépendances des trois constituants. 

Notre choix s’est porté sur l’utilisation d’hémoglobine de porc comme protéine fonctionnelle. Le 

nanomatériau modèle sera quant à lui des nanoparticules de silice. La réticulation chimique sera elle 

assurée par le glutaraldéhyde. Nous allons expliquer pourquoi nous avons porté notre choix sur 

chacune des composantes et toutes les informations importantes sur la composante en question. 
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1) L’hémoglobine de porc 
 

L’hémoglobine est présente dans le sang de nombreuses espèces et a pour but de transporter 

l’oxygène dans l’organisme. Il en existe différents types suivant les espèces, mais celle qui nous 

intéresse est l’hémoglobine de porc. L’intérêt d’utiliser cette protéine est liée à plusieurs facteurs : 

-elle est abondante et peu coûteuse étant donné la quantité de sang et le prix que proposent les 

abattoirs travaillant avec les porcs ; 

-elle est soluble, stable dans le temps sous certaines conditions et facilement quantifiable ; 

-elle a une fonction intéressante considérant son activité de fixation du dioxygène, ligand gazeux qui 

ne s’adsorbera donc pas sur les nanoparticules ; 

-ses propriétés sont bien connues (structure, courbe d’oxygénation, spectroscopie, etc.). 

De plus, le choix de l’hémoglobine permet aussi d’apporter de nouvelles possibilités d’application. On 

peut penser aux substituts sanguins qui permettraient d’éviter les manques dans les stocks des dons 

du sang ou de permettre le transport d’organes de façon plus aisée168. On peut aussi penser à 

l’ingénierie où la recherche de tissus permettant de délivrer de l’oxygène est grande pour des 

utilisations pour les grands brulés, nécroses et autres problèmes impliquant la peau169. 

La structure tridimensionnelle de l’hémoglobine porcine a été caractérisée dans 170 et publiée dans la 

PDB sous le code 1QPW. Aux concentrations classiques à laquelle on va l’utiliser (1-10 mM), sa 

structure quaternaire est sous forme tétramérique. Elle a alors une masse molaire de 64 500 g/mol ou 

Da. Ses quatre chaînes polypeptidiques se répartissent en deux chaînes α de 141 acides aminés et deux 

chaînes β de 146 acides aminés. La structuration du tétramère est assurée par des interactions non 

covalentes avec les interactions αβ beaucoup plus nombreuses et stables que les interactions non-

covalentes inter-α ou inter-β. On peut donc considérer le tétramère comme l’association de deux 

dimères αβ. La Figure 12 présente la structure de l’hémoglobine avec ses chaînes polypeptidiques. 

 

Figure 12 : Structure de l’hémoglobine avec ses deux fois deux chaînes polypeptidiques α et β.  

Tiré de 171. 

Les quatre chaînes donnent un agencement tétraédrique, la protéine pouvant être assimilée à une 

sphère. Par diffusion de rayonnement et microscopie électronique, il a été trouvé un diamètre de 4,6 

nm148,172. Les chaînes α ont 7 hélices pour structure secondaire alors que les chaînes β en ont 8. Aucune 

autre structure secondaire n’a été recensée pour l’hémoglobine porcine170. De plus, l’hémoglobine de 
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porc est une hémoprotéine ayant un groupe prosthétique par chaîne, l’hème étant une porphyrine 

avec des fonctions propionate et vinylique, avec un atome de fer au centre de la porphyrine. C’est sur 

le fer de l’hème que se fixe de manière réversible, la molécule de dioxygène. Tous ces éléments font 

que l’hémoglobine porcine ressemble énormément à l’hémoglobine humaine. Or, si les recherches 

pour l’hémoglobine porcine ne sont pas abondantes, pour l’hémoglobine humaine, de très 

nombreuses études ont été faites. Les informations suivantes sont celles sur l’hémoglobine humaine. 

L’hème se présente comme sur la Figure 13 avec le fer qui est coordonné par quatre atomes d’azote 

de la porphyrine dans le plan, un azote en-dessous venant d’une histidine et potentiellement, par un 

atome d’un 6ème ligand. L’histidine est située en position 87 pour les chaînes α et 92 pour les chaînes 

β. Cette histidine est toujours située en 8ème position sur la 6ième hélice (dite position F8) et est dite 

proximale173. Pour les formes avec ligand, la porphyrine est plane et le fer normalement au centre de 

la porphyrine, donc dans le même plan. 

 

Figure 13 : Structure de l’hème de l’hémoglobine avec un ligand et sa disposition dans l’espace. La 

boule orange représente le fer de l’hème. Adapté de 174. 

Le fer de l’hème de l’hémoglobine existe sous différents états, mais l’étude s’est concentrée sur trois 

cas où chaque forme donne un nom différent à l’hémoglobine : 

-l’oxyhémoglobine (ou oxyHb). Il s’agit de la forme oxygénée, où le fer complexe un oxygène du 

dioxygène en sixième coordination. C’est la forme classique que nous obtenons après traitement du 

sang, à l’air libre. L’état d’oxydation du fer de l’hème de cette forme est un vieux sujet de 

discussion175,176 car les différentes techniques utilisées pour le déterminer n’ont pas toujours donné 

des résultats concordant. Dans cette thèse, il sera assumé que le fer est en état d’oxydation +III177, mais 

nous ne prenons pas cette affirmation comme une vérité absolue. 

-la méthémoglobine (ou métHb). L’hème est dans une forme oxydée, mais où le fer ne fixe pas le 

dioxygène. Le fer est dans un état +III avec un 6ème ligand aqua ou hydroxo. Cette forme existe d’ailleurs 

elle-même sous deux états suivant le pH : 

-haut spin à bas pH, où le fer est ligandé par l’oxygène du ligand aqua. 

-bas spin à haut pH, où le fer est ligandé par l’oxygène du ligand hydroxo178. 

-la désoxyhémoglobine (ou désoxyHb), obtenue en désoxygénant ou en présence d’un réducteur. Le 

fer n’a pas de 6ème ligand et il est dans un état +II. 

Il est important de s’intéresser à la structure de l’hème dans la désoxyhémoglobine. Pour la désoxyHb, 

il n’y a donc pas de 6ème ligand, contrairement aux autres formes. Le fer n’étant coordonné que 5 fois, 

le fer normalement au centre de la porphyrine est légèrement déplacé vers le bas, du côté de l’histidine 

proximale. En conséquence, la porphyrine normalement plane ne l’est plus et a une forme de dôme. 

La Figure 14 illustre l’agencement dans l’espace pour la désoxyhémoglobine. 
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Figure 14 : Structure de l’hème de l’hémoglobine sans ligand (forme désoxygénée) et sa disposition 

dans l’espace suivant deux vues différentes. L’histidine proximale et les fonctions propionate et 

vinylique ne sont pas représentées. Adapté de 174. 

Les porphyrines sont connues pour avoir des propriétés spectroscopiques. L’hème ne fait pas 

exception et chaque forme de l’hémoglobine a une couleur différente et donc un spectre différent 

entre 400 et 700 nm dans le domaine visible. La Figure 15 présente ainsi les différents spectres 

d’absorption de l’hémoglobine qui permettent ainsi de pouvoir caractériser les différentes formes et 

d’obtenir leur concentration (voir le chapitre matériels et méthodes). 

 

Figure 15 : Spectres d’adsorption des différentes formes de l’hémoglobine : trait plein : oxyHb, 

pointillés : désoxyHb et tiret-point : métHb. pH 7 Tiré de 179. 

De plus, comme expliqué plus tôt, le fer de l’hème sert à fixer le dioxygène, il s’agit donc du site actif 

de la protéine. La courbe d’oxygénation de l'hémoglobine, appelée aussi courbe de dissociation 

présente la proportion d’oxyHb en fonction de la pression partielle en dioxygène. Cette courbe suit 

une forme sigmoïde et cette dernière est affectée par plusieurs facteurs tels le pH, la température, la 

quantité de 2,3-bisphosphoglycérate ou de dioxyde de carbone que la désoxyHb a fixé. La Figure 16 

présente ainsi une courbe de dissociation avec les effets des différents facteurs. 
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Figure 16 : Courbe d’oxygénation de l’hémoglobine et effets de différents facteurs sur la courbe 

Il est à noter que la forme sigmoïde de la courbe est liée au comportement coopératif de 

l’hémoglobine. En pratique, un tétramère d’hémoglobine peut fixer quatre molécules de dioxygène vu 

qu’il possède un hème par chaîne. Ce comportement coopératif se traduit par une fixation plus aisée 

de la deuxième molécule de dioxygène que pour la première. Idem pour la troisième par rapport à la 

deuxième et pour la quatrième par rapport à la troisième. L’hémoglobine augmente son affinité pour 

le dioxygène au fur et à mesure qu’elle le fixe. La pression de demi-saturation est représentative de 

l’affinité et le modèle de Hill permet de calculer la constante de Hill permettant d’évaluer la 

coopératitvité180. Il existe d’autres modèles pour modéliser l’oxygénation comme celui d’Adair181 ou 

celui de Pauling182, mais nous utiliserons celui de Hill dans cette thèse. 

Pour la fixation du dioxygène, la coopérativité provient de la dynamique survenant dans la protéine 

durant la fixation successive des molécules de dioxygène à l’origine de changements de conformation. 

Ainsi, la désoxyHb est une forme rigide, contrainte par des ponts salins entre les sous-unités183. Quand 

une molécule de dioxygène est fixée, le fer de l’hème se déplace et se positionne au centre de l’hème 

dans le plan. L’histidine proximale qui est liée au fer se rapproche de l’hème, la structure du monomère 

est modifiée, certains ponts salins sont rompus et la structuration du tétramère est modifiée par 

déplacement des dimères l’un par rapport à l’autre. Cette nouvelle conformation rend les hèmes 

encore non occupés plus susceptibles de fixer le dioxygène184. 

Tout cela montre que l’hémoglobine est une molécule intéressante à étudier. Sa capacité à fixer le 

dioxygène est directement liée aux modifications de la structure de son hème, aux variations de la 

structure (de la structure secondaire à la structure quaternaire) et de la dynamique de la protéine. Ce 

seront donc des paramètres à évaluer afin de comprendre les changements que peuvent apporter 

l’adsorption comme la gélification. 

2) Les nanoparticules de silice 
 

Avant de détailler les nanoparticules de silice que nous allons utiliser, il faut déjà voir comment se 

présente une nanoparticule de silice et les groupes fonctionnels qu’elle porte. Cela est qu’explicité sur 

la Figure 17. 



22 
 

 

Figure 17 : Présentation des différents types de groupement silanol et pont siloxane pouvant être 

présents sur des nanoparticules de silice : (Q) Silanol vicinal, (Q2) Silanol géminé, (Q3) Silanol isolé et 

(Q4) pont siloxane. Traduit de 185. 

On retrouve donc des groupes silanol Si-OH et des ponts siloxane Si-O-Si sur les nanoparticules. Si les 

groupes silanol contribuent à l’hydrophilie, les ponts siloxane apportent de l’hydrophobicité186. On a 

donc des interactions électrostatiques entre les groupes chargés positivement des acides aminés et les 

groupements silanol tandis que les ponts siloxane créent les interactions hydrophobes avec les chaînes 

latérales des acides aminés apolaires si on s’en réfère à ce qu’on a dit plus tôt sur l’adsorption. 

Un avantage majeur est que les nanoparticules de silice sont bon marché, parfaitement contrôlées 

dans leur structuration et caractérisation et les études sont nombreuses. L’inconvénient majeur qui 

est de ne pas apporter de fonctionnalités utiles au contraire d’autres nanoparticules (métalliques pour 

les propriétés magnétiques et électriques, par exemple) nous arrange. En effet, nous voulons avoir les 

gels nanocomposites les plus simples possible au départ. De plus, leur simplicité peut être vite 

compensée par l’existence de nanoparticules métalliques recouvertes de silice qui permet ainsi d’avoir 

des fonctionnalités. On peut ainsi penser à la marque Turbobeads fabricant de nombreux produits de 

ce genre187. 

Les nanoparticules que nous allons utiliser sont des Ludox TM-50. Il s’agit de nanoparticules de silice 

commerciales. Nous avons utilisé durant toute la thèse le même lot, assurant que nos nanoparticules 

sont identiques quelque soit les expériences que nous avons faites. La façon dont on passe de la 

solution commerciale à la solution nanoparticules que l’on utilise est présentée dans le chapitre 

matériels et méthodes. La Figure 18 explique comment caractériser de façon classique un 

nanomatériau.  
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Figure 18 : Informations nécessaires afin de caractériser un nanoobjet (ISO/TC 229, 2009). 

Le Tableau 2 résume ainsi les informations importantes sur les nanoparticules utilisées. 

Composition Silice 

Taille 
R=12,7 nm 

Surface spécifique de 107 m²/g. 

Distribution en taille Monodisperse 

Forme Sphérique 

Concentration Variable (en dessous de 500 g/L) 

Charge de surface Négative 

Structure Amorphe 

Porosité Lisse 

Fonction de surface Silanol 

Fonctionnalisation supplémentaire de surface  Aucune 

Agrégation Absente 

Tableau 2 : Informations nécessaires afin de caractériser des Ludox TM-50 

Afin de connaître la composition de nos nanoparticules et les impuretés présentes, nous avons dissous 

les nanoparticules de silice et les avons passées en spectrométrie de masse à plasma à couplage 

inductif comme détaillé dans le chapitre matériels et méthodes Le Tableau 3 donne ainsi les 

concentrations pour les principaux atomes repérés dans les nanoparticules pour une concentration en 

nanoparticules de 215 g/L. 

 C (g/L) 

Si 100 

Fe 0,055 

Na 1,2 

Zr 0,054 

Ti 0,023 

Tableau 3 : Concentration des différents atomes repérés pour les Ludox TM-50 

(la concentration en nanoparticules correspond alors à 215 g/L). 

On voit qu’on a donc du fer dans les nanoparticules. Cela est important, car si on utilise des méthodes 

pour étudier le fer de l’hème de l’hémoglobine adsorbée sur les nanoparticules, il faudra tenir compte 

de la contribution du fer des nanoparticules aussi. Si la proportion de fer semble faible et donc 
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négligeable, les concentrations très fortes d’hémoglobine que l’on va utiliser fera que la quantité de 

fer venant des nanoparticules sera du même ordre de grandeur que celle venant de l’hémoglobine.  

A côté de cela, nous allons étudier l’hémoglobine adsorbée sur des nanoparticules de silice. 

L’adsorption des protéines sur les nanoparticules de silice a été particulièrement étudiée188,189 et les 

protéines semblent avoir une grande affinité pour ces dernières. En particulier l’adsorption de 

l’hémoglobine de porc sur les nanoparticules de silice a été très largement étudiée par l’équipe du 

laboratoire par différentes techniques148,190–193. Les principaux résultats sont les suivants : 

-l’hémoglobine a bien une adsorption sur les Ludox TM-50 respectant le modèle mathématique de 

Langmuir ; 

-l’adsorption sur des nanoparticules de silice provoque un changement dans la structure secondaire 

de la protéine observée par dichroïsme circulaire dans l’UV-Visible ; 

-la protéine conserve sa structure quaternaire une fois adsorbée sur les nanoparticules 

-les propriétés d’oxygénation continuent d’exister une fois l’hémoglobine adsorbée. Toutefois, une 

augmentation de l’affinité ainsi qu’une baisse de la coopérativité pour le dioxygène a été remarquée 

pour des nanoparticules polydisperses ; 

-l’effet Bohr (changement de l’affinité suivant le pH) existe toujours malgré l’adsorption sur les 

nanoparticules ; idem pour deux effecteurs classiques de l’hémoglobine : 1,3-bisphosphoglycérate et 

Inositol hexaphosphate ; 

-l’hémoglobine une fois désorbée reprend son activité normale (affinité et coopérativité que 

l’hémoglobine libre) ; 

-pour la myoglobine, protéine de la même famille que l’hémoglobine, une fois adsorbée, elle perd sa 

transition dynamique. La densité d’états vibrationnels diminue. Tout cela montre que la dynamique de 

la protéine est restreinte une fois la protéine adsorbée. 

 

On a donc déjà des informations importantes sur les nanoparticules de silice qu’on utilise et sur leurs 

interactions avec l’hémoglobine porcine. Il manque cependant certaines informations pour 

caractériser le phénomène. Ainsi, il manque toujours une explication claire sur pourquoi l’affinité de 

l’hémoglobine change avec l’adsorption. Un des angles morts des précédentes études concerne l’hème 

et le fer de l’hémoglobine. De plus, l’étude de l’impact de l’état du fer sur l’adsorption n’a jamais été 

faite non plus. Ce seront donc des points qui seront abordées dans cette thèse. Le dernier point à 

étudier est l’agent dont on va se servir pour la réticulation chimique : le glutaraldéhyde. 

3) Le glutaraldéhyde 
 

Pour la réticulation, nous emploierons donc une méthode chimique en utilisant le glutaraldéhyde 

(GTA). Le glutaraldéhyde est utilisé en tant que réticulant dans beaucoup d’applications comme 

l’histochimie194, le tannage du cuir195, l’immobilisation d’enzyme et d’autres protéines196, la stérilisation 

chimique197 et dans les sciences biomédicales198 comme pharmaceutiques199. On peut aussi citer son 

rôle comme fixateur pour conserver la structure des cellules ou des tissus200. Il a servi en microscopie201 

ou cytochimie202, pour stabiliser la structure de cristal de protéines pour la diffraction X203 ou pour 

caractériser la structure quaternaire de protéines en solutions204. On peut aussi noter son utilisation 

en spectrométrie de masse93 afin d’étudier les interaction protéine-protéine. Comme on peut le voir, 

le glutaraldéhyde est étudié depuis longtemps pour réticuler les protéines et il a été très souvent utilisé 

pour former de nombreuses structures avec ces dernières92,205.  

Le glutaraldéhyde est donc un réticulant (ou cross-linker) bifonctionnel, c’est-à-dire qu’il peut interagir 

deux fois et donc lier deux chaines polymériques. Ces chaînes peuvent être liées intra et inter 

polymères. Le glutaraldéhyde est connu pour être un composé chimique très réactif grâce à ses deux 
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fonctions aldéhyde. Le glutaraldéhyde est notamment utilisé car il est le plus efficace réticulant des 

dialdéhydes. En effet, une étude sur la réticulation du collagène par divers dialdéhydes de différentes 

tailles de chaînes carbonées (2 à 6 atomes de carbone soit respectivement glyoxal, malonaldéhyde, 

succinaldéhyde, glutaraldéhyde, et adipaldéhyde) a montré que la réactivité était favorisée pour le 

glutaraldéhyde à cinq atomes de carbone206. 

Il est déjà à noter qu’il y a une aldolisation du glutaraldéhyde sur lui-même formant d’autres espèces 

plus réactives207. Ainsi, en plus de la forme dialdéhyde, une solution aqueuse de glutaraldéhyde 

contient une multitude de formes dérivées du glutaraldéhyde ainsi que des polymères formés à partir 

de ces dérivés. La formation des différentes formes dépend du pH, de la température ainsi que de la 

concentration208,209. Le phénomène est étudié depuis plus de 40 ans et la Figure 19 résume ainsi les 

différentes formes déjà observées selon le pH.  

 

Figure 19 : Différentes formes dérivées et polymérisées du glutaraldéhyde en fonction du pH.  
Tiré de 208. 

Le glutaraldéhyde en formant des polymères réticulants de différentes longueurs comme on vient de 

le voir fait que les solutions contenant du glutaraldéhyde sont des très bons réticulants209.  

La principale réaction assumée du glutaraldéhyde et de ses formes dérivées est de se fixer sur des 

amines via addition nucléophile d’une de ses fonctions aldéhyde sur une amine primaire suivi d’une 

élimination d’eau ce qui donne une imine secondaire qui est aussi une base de Schiff. Cette théorie 

fait que le glutaraldéhyde réagira surtout avec la chaîne latérale des résidus lysine. Toutefois, cette 

théorie sur les bases de Schiff fondée sur la couleur jaune que prend souvent les protéines au contact 

du glutaraldéhyde210 a été modulée en observant que l’hydrolyse acide ne provoquait pas la rupture 

de la liaison protéine-GTA. Au final, il a été remarqué que le GTA ne réagissait pas uniquement avec 
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les amines des acides aminés, mais aussi avec les groupes thiol, imidazole et phénol211, ce qui en fait 

une molécule extrêmement réactive. Les résidus arginine, histidine, tyrosine et cystéine pourraient 

donc réagir avec le glutaraldéhyde196,211–214. Au final, les théories sont nombreuses et les expériences 

permettant d’aboutir à des réponses sont rares dû à la difficulté à identifier les produits formés213. 

En adéquation avec cette étude209, nous choisissons de considérer que le glutaraldéhyde réagit 

principalement avec la chaîne latérale des résidus lysine. En utilisant des simulations simples, on a 

estimé qu’une hémoglobine a environ 25 résidus lysine exposés qui peuvent donc être attaquées. 

Au final, ce travail ne s’intéressera pas aux mécanismes de formation, ni aux différents produits formés, 

mais uniquement aux gels d’hémoglobine formés par la réaction du glutaraldéhyde sur les protéines. 

Toutefois, l’hémoglobine réticulée pour obtenir un gel n’a jamais été étudiée. Il existe bien une étude 

sur un gel d’hémoglobine ayant eu subi par une thiolation, puis réticulée chimiquement par du 

polyéthylène glycol maléimide215. Malheureusement, l’article ne s’intéressait pas à la structure, ni à 

l’activité de la protéine dans le gel. On peut aussi faire une comparaison avec les gels d’hémoglobine 

S qui se forment spontanément. Bien que la comparaison ne puisse pas être totale car l’hémoglobine 

S provient d’une mutation, on peut déjà faire des suppositions. On peut ainsi noter que les gels 

d’hémoglobine S se forment seulement pour la forme désoxygénée et que les gels une fois formés ne 

s’oxygènent pas (on a donc une courbe d’oxygénation très différente)62.  

Ce qui a été activement étudiée, ce sont les polymères d’hémoglobine obtenu par réticulation par le 

glutaraldéhyde (PolyHb)168,216–221. Il existe d’ailleurs de nombreux PolyHb qui sont commercialisés : 

Oxyglobin®222, Hemopure®223 ou PolyHeme®224. Les polymères formés vont de 150 à 1500 kDa220, le 

monomère d’hémoglobine ayant une masse molaire de 16,5 kDa. Pour l’activité, on peut ainsi voir sur 

la Figure 20 que l’oxygénation des polymères d’hémoglobine change de celui la forme libre et que cela 

diffère suivant la forme initiale avant réticulation (forme désoxygénée ou oxygénée). 

 
Figure 20 : Courbes d’oxygénation pour l’hémoglobine bovine libre (rouge), les polymères 

d’hémoglobine réticulée dans leur état de basse affinité (orange) et de haute affinité bleu)).  

Tiré de 218. 

L’hémoglobine réticulée dans sa forme oxygénée a son affinité qui augmente tandis que c’est l’inverse 

pour la forme désoxygénée. La coopérativité quant à elle n’existe plus. L’explication donnée est qu’une 

fois l’hémoglobine réticulée, sa structure quaternaire est gelée et réduisant la flexibilité de sa 

structure. Cela empêcherait donc les changements qui se passent dans la structure quaternaire durant 

l’oxygénation ou la désoxygénation, faisant donc que l’hémoglobine perd sa coopéraivité218. Aucune 
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explication n’est donnée pour les changements d’affinité, mais cela doit être lié au fait que la forme 

désoxygénée est de basse affinité tandis que l’oxyhémoglobine est très affine pour le dioxygène225. Il 

sera donc intéressant d’étudier les propriétés d’oxygénation de l’hémoglobine dans le gel et de voir si 

l’état (oxygéné ou désoxygéné) de l’hémoglobine avant réticulation modifie l’affinité. 

La thèse présentera pour la première fois des hydrogels d’hémoglobine réticulée par le glutaraldéhyde. 

Si le mécanisme de réticulation des protéines semble être connu depuis 1970210, le sujet de la 

formation de gel ne semble pas avoir fait d’émule. Il est difficile de trouver des articles abordant des 

gels de protéine réticulée par du glutaraldéhyde. A notre connaissance, c’est seulement en 2008 

qu’apparaît le premier article en parlant226. Toutefois, l’article n’aborde pas l’aspect novateur de la 

formation de ce gel, la technique est utilisée en premier lieu pour éliminer certains mouvements de la 

protéine afin d’étudier avec plus de clarté leur dynamique. Il existe bien d’autres études227 abordant 

les gels de protéine réticulée par le glutaraldéhyde, mais les articles ne sont pas liés les uns aux autres, 

ne se concentrent pas sur l’originalité d’obtenir un gel et ne se centrent pas sur l’apport de cette 

nouvelle technique de gélification. Une étude novatrice est sortie en 2013209. La structure de gels de 

protéines obtenus par réticulation chimique grâce au glutaraldéhyde a été étudiée pour la première 

fois. Les résultats de cette étude seront abordés en détail plus tard en comparaison des gels que nous 

développerons. Il est tout de même à noter que la protéine conserve sa structure native dans le gel. 

Un article de 2016 apporte aussi certains éléments98. Dans cet article, avec la réaction du 

glutaraldéhyde sur l’albumine de sérum bovin, on obtient des gels biocompatibles, biodégradables et 

ayant acquis des propriétés d’autofluorescence dans le vert et le rouge. L’article aborde ainsi les 

aspects spectroscopiques, rhéologiques et la toxicité. De plus, il est très surprenant de trouver un gel 

non toxique alors que le glutaraldéhyde a des effets nocifs sur l’organisme95. 

Ce qui est tout de même clair, c’est que les études des gels de protéine réticulée chimiquement ne se 

sont jamais intéressés en détail à l’activité, ce qui sera donc un des points centraux à étudier. Tout cela 

nous amène aux objectifs de cette thèse. 

VI- Objectifs 
 

Il est déjà intéressant de voir comment les chercheurs caractérisent les gels de protéine. La Figure 21 

présente ainsi les principales caractérisations effectuées et par quelle technique. 

 
Figure 21 : Techniques de caractérisation classiques des gels de protéine. Tiré de 76. 
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On voit donc que deux points qui ne sont jamais abordés habituellement sont la structure de la 

protéine dans le gel ainsi que son activité. C’est sur ces deux points que l’on va particulièrement se 

pencher.  

On va donc tenter de faire une caractérisation multi-échelle du gel, en allant de l’étude de l’hème, 

sonde de petite taille jusqu’à la structuration du gel en passant par les structures secondaire et tertiaire 

de la protéine. Pour cela, il faudra effectuer des analyses en rhéologie afin de comprendre les 

propriétés élastiques du gel. 

Cette approche novatrice va permettre de résoudre le deuxième but de cette thèse. En effet, nous 

allons étudier l’activité de l’hémoglobine dans le gel et si l’activité change, essayer de comprendre 

pourquoi. Pour cela, le premier point à regarder sera l’intégrité de la protéine qui sera faite via l’étude 

multi-échelle. Si cela n’aboutit pas, des études de dynamique de la protéine seront tentées. 

Notre objectif, en plus de caractériser des gels d’hémoglobine sera d’étudier des gels nanocomposites. 

Il est donc déjà nécessaire dans un premier temps de comprendre ce que provoque l’adsorption afin 

de séparer dans l’analyse d’un gel nanocomposite ce qui vient de l’adsorption et ce qui vient de la 

gélification. Pour cela, nous appliquerons le même objectif aux assemblages Hb/NP qu’aux gels : étude 

multi-échelle et étude de l’activité. 

Pour cela, le plan sera le même pour les assemblages que pour les gels. Tout d’abord, étude des 

conditions de formation des objets. Pour l’adsorption, cela passera par la détermination des 

isothermes d’adsorption suivant les concentrations en hémoglobine et suivant la forme de la protéine 

(oxyHb, désoxy ou métHb). Des études avec la deutération seront faites, car indispensables pour 

certaines expériences en milieu D2O comme la diffusion de neutrons et suivant le pH afin de se mettre 

dans des conditions où l’adsorption est forte. Pour les gels, cela passera par la détermination des 

diagrammes de gélification, puis par des études de rhéologie en oscillation qui nous donneront les 

temps de gélification et les propriétés élastiques. 

Par la suite, pour les assemblages comme pour les gels, l’activité de l’objet sera étudiée par 

tonométrie. Avec l’utilisation du modèle de Hill, on déterminera l’affinité et la coopérativité relative. 

Par la suite, ce sera le début de l’étude multi-échelle en étudiant la structure de la protéine. Pour cela, 

on ira du plus petit au plus grand : 

-étude du fer et de l’hème par résonance paramagnétique électronique, spectroscopie d’adsorption X 

et dichroïsme circulaire dans la bande de Soret ; 

-analyse de la globine en étudiant de la structure secondaire à la structure quaternaire grâce au 

dichroïsme circulaire dans l’UV-Visible et la diffusions de rayonnement (rayons X et neutrons, petits et 

grands angles quand ce sera possible). 

Finalement, l’étude de la structuration du gel sera faite en utilisant la diffusion de rayonnement aux 

petits angle ((rayons X et neutrons) à nouveau en étudiant les états d’agrégations grâce à la dimension 

fractale (Figure 22) et le facteur de structure. Il y aura aussi une étude directe par microscopie 

électronique en transmission pour les assemblages, ou par microscopie électronique à balayage pour 

les gels. 
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Figure 22 : Différents états d’agrégation suivant la dimension fractale trouvée en diffusion de 
rayonnement. Tiré de 228. 

L’étude des assemblages sera faite dans le chapitre 2 tandis que celle des gels sera faite dans le chapitre 

3. Enfin, avec le chapitre 4, nous essayerons d’aborder la dynamique de la protéine une fois dans le gel 

en tentant certaines approches en température grâce au dichroïsme circulaire dans l’UV-Visible et à la 

diffusion de neutrons. Une étude de la mobilité de l’hydrogène de la protéine sera faite en 

température afin de regarder la transition dynamique, puis on mesurera la densité d’états 

vibrationnels. Pour cela, on utilisera la diffusion élastique et inélastique de neutrons. 
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Chapitre 2 : 
Etudes de l’adsorption de l’hémoglobine  

sur les nanoparticules 
 

Dans ce chapitre, il sera abordé les interactions nanoparticules de silice-hémoglobine de porc. Dans un 

premier temps, on essayera de comprendre les règles permettant de prédire les quantités 

d’hémoglobine adsorbée en fonction de la concentration de protéines. Par la suite, il sera traité 

l’activité de l’hémoglobine adsorbée en regardant ses capacités d’oxygénation. On essayera de les 

corréler aux modifications de l’hème qui pourraient survenir avec l’adsorption, puis avec les 

changements potentiels de la globine. On finira par la caractérisation de l’assemblage nanoparticule-

hémoglobine. 

I- Etude de l’assemblage nanoparticules-hémoglobine par 

isothermes d’adsorption 
 

Avant toute étude plus poussée sur l’adsorption de l’hémoglobine sur les nanoparticules de silice, il 

est nécessaire de pouvoir prévoir les quantités de protéines adsorbées. Pour cela, nous avons tracé 

des isothermes d’adsorption pour différentes conditions physico-chimiques (concentration, pH, 

deutération. La façon de préparer les échantillons est détaillée dans la partie Matériels et méthodes. 

Une isotherme d’adsorption, pour rappel, permet de caractériser l’adsorption d’un substrat sur un 

solide. Elle relie la quantité d’adsorbat (ici, des protéines) à la concentration de la même espèce libre 

en solution sous une pression et température données. Nous avons utilisé le modèle de Langmuir1 

dont les différentes hypothèses et limitations sont décrites dans l’introduction. 

1) Modèle de l’isotherme de Langmuir 
 

Les paragraphes suivants détailleront les formules théoriques permettant d’accéder à un modèle 

d’isotherme de Langmuir dans les conditions choisies (concentration de nanoparticules changeant 

pour une concentration d’hémoglobine fixe). 

Considérant un équilibre S + A ⇆ SA entre S, le substrat (les sites libres des nanoparticules où peuvent 

s’adsorber les protéines), A, l’adsorbat (la protéine non adsorbée) et SA, les sites des nanoparticules 

occupés par des protéines adsorbées, on a 𝐾𝑎𝑑𝑠, la constante d’adsorption du modèle (L/mol) reliant 

ces paramètres selon l’équation 1 : 

𝐾𝑎𝑑𝑠 =
[𝑆𝐴]

[𝑆]. [𝐴]
 

(éq.1) 

Aussi, nous modifions l’expression de la constante d’équilibre en utilisant les relations de conservation 

de matière définies dans l’équation 2. 

[𝐴]0 = [𝐴] + [𝑆𝐴] et [𝑆]0 = [𝑆] + [𝑆𝐴] 

(éq.2) 
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avec [S]0, la concentration initiale en site de fixation des nanoparticules et [A]0, la concentration initiale 

en protéines. 

Afin de pouvoir relier la concentration de site de fixation à la concentration en nanoparticules, il est 

utile d’introduire n tel que [𝑆] = 𝑛. [𝑁𝑃], avec [NP], la concentration en nanoparticules. Ce n 

représente le nombre de sites par nanoparticules ou le nombre de protéines maximum qui peuvent se 

fixer sur une nanoparticule. Il est à relier au plus classique 𝑛∞, la quantité maximale de protéines par 

unité de surface de NP que peut adsorber une NP (mol/m²) ou 𝑚∞, la masse maximale de protéines 

par unité de surface de NP que peut adsorber une NP (g/m²) 

Afin de pouvoir avoir une concentration molaire en NP, il est nécessaire d’introduire une masse molaire 

de nanoparticules calculée à partir de son rayon mesuré en DNPA et de la densité de la silice en 

considérant que ce sont des boules monodisperses. Pour passer de n à 𝑛∞ ou 𝑚∞, il est nécessaire de 

calculer la surface spécifique en utilisant ces mêmes données. 

Tout cela permet d’amener à l’équation 3 définissant le pourcentage de protéines adsorbées en 

fonction de la concentration de nanoparticules : 

%𝑎𝑑𝑠 =

(𝑛. [𝑁𝑃]0+[𝐴]0 +
1

𝐾𝑎𝑑𝑠
) − √(𝑛. [𝑁𝑃]0+[𝐴]0 +

1
𝐾𝑎𝑑𝑠

)
2

− 4. 𝑛. [𝑁𝑃]0. [𝐴]0

2. [𝐴]0
 

(Éq.3) 

On réalise l’ajustement des données expérimentales au modèle théorique à l’aide du module 

« Solver » d’Excel en utilisant la méthode de la minimisation de la somme des carrés des écarts relatifs 

SCER2 de l’équation 4 permettant ainsi d’obtenir les valeurs 𝐾𝑎𝑑𝑠 et n caractéristiques de l’interaction 

NP/protéines. 

𝑆𝐶𝐸𝑅 = ∑
(%𝑎𝑑𝑠−%𝑎𝑑𝑠

𝑐𝑎𝑙𝑐)
2

%𝑎𝑑𝑠
2

𝑛

𝑖=0

 

(éq.4) 

Cette méthode a été publiée dans 3 voir annexe). Pour toutes les mesures suivantes, nous exprimerons 

les concentrations d’hémoglobine en unité monomérique. En effet, aux concentrations où nous 

travaillons, l’hémoglobine est tétramérique et ne se dissocie pas, même avec l’adsorption. Pour passer 

du n mesuré pour une sous-unité à celui pour l’hémoglobine tétramérique, il est nécessaire de diviser 

le nombre de sites par 4. Il a été possible de mettre une incertitude sur les valeurs de n, ce paramètre 

se lisant en pratique comme la pente de la courbe à petite concentration de NP. Pour Kads, cela n’a pas 

été possible. En effet, ce paramètre est lié à l’inflexion de la courbe, paramètre mal défini, ce qui ne 

permet pas de définir une erreur facilement. De plus, pour certaines conditions, la mesure de 𝐾𝑎𝑑𝑠 est 

impossible car le point d’inflexion se passe à grande concentration de nanoparticules et l’inflexion n’est 

pas visible sur la gamme de concentrations que nous avons mesurée. On peut juste en déduire que la 

valeur du 𝐾𝑎𝑑𝑠 sera inférieure à celle de la plus petite valeur mesurée. 

2) Effet de la concentration en hémoglobine 
 

Afin de vérifier la validité du modèle de Langmuir sur nos interactions oxyHb/NP, nous avons mesuré 

les isothermes d’adsorption selon le modèle de Langmuir à différentes concentrations d’hémoglobine 

pour la forme oxygénée. Les mesures ont été faites à pH 7,0 dans du tampon phosphate à 100 mM en 
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milieu eau légère. Ce pH a été choisi pour se rapprocher le plus des conditions physiologiques. En outre, 

à ce pH, l’adsorption est quasi-maximale4. 

La Figure 1 donne les isothermes expérimentales et ajustées pour différentes concentrations. Les 

expériences ont été faites trois fois pour 1 mM, mais une seule fois pour les autres concentrations. 

 

Figure 1 : Isothermes expérimentales et théoriques de l’adsorption de l’oxyhémoglobine à différentes 
concentrations sur des nanoparticules de silice Ludox TM-50, pH 7,0 tampon phosphate à 100 mM : 

bleu 1,0 mM, jaune 1,5 mM, vert 2,9 mM et violet 5,9 mM. 

On voit que les différentes isothermes théoriques ajustent au plus près les valeurs expérimentales. Les 

valeurs obtenues pour la concentration la plus grande sont moins certaines dues à la difficulté de 

travailler à ces concentrations d’hémoglobine (viscosité très grande). Pour les plus fortes 

concentrations en hémoglobine, la mesure de 𝐾𝑎𝑑𝑠 est impossible, le point d’inflexion n’étant pas 

visible comme expliqué plus haut. Le Tableau 1 donne les valeurs de 𝐾𝑎𝑑𝑠 et n pour les différentes 

concentrations.  

Cprotéine 

(mol/L) 
n 

𝒏∞ 
(nmol/m²) 

𝒎∞ 
(mg/m²) 

Kads (L.mol-1) Kads (L.g-1) 

1,0 mM 120 ± 8 97 ± 7 1,6 ± 0,1 1,2.105 2,0.109 

1,5 mM 170 ± 6 140 ± 5 2,2 ± 0,1 4,0.104 6,6.108 

2,9 mM 170 ± 7 140 ± 6 2,2 ± 0,1 < 4,0.104 < 6,6.108 

5,9 mM 130 ± 11 110 ± 9 1,8 ± 0,2 << 4,0.104 << 6,6.108 
Tableau 1 : Constantes calculées à partir du modèle d’isotherme de l’adsorption de l’hémoglobine 

oxygénée à différentes concentrations sur des nanoparticules de silice Ludox TM-50, pH 7,0 tampon 
phosphate à 100 mM 

A part sur la concentration la plus haute en hémoglobine, on peut noter différents points : 

-les valeurs caractéristiques des isothermes ne sont pas identiques, montrant bien que le modèle de 

Langmuir ne permet pas de caractériser complétement l’adsorption des protéines sur une surface ; 

-le nombre de sites de surface augmente avec la concentration en Hb avant de se stabiliser à une valeur 

limite ; 

-la valeur du 𝐾𝑎𝑑𝑠 diminue avec l’augmentation de la concentration en hémoglobine. 
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Ces éléments peuvent s’expliquer par le modèle de l’adsorption des protéines sur une surface comme 

indiqué dans l’introduction (IV-3). Plus la concentration d’hémoglobine est forte, plus l’interaction avec 

la surface sera rapide, moins la protéine se déformera5. Ainsi plus la concentration en protéines est 

forte : 

-plus le nombre de protéines par unité de surface sera grand car elles y occupent moins de place ;  

-plus la constante d’adsorption sera faible vu que les protéines ne peuvent optimiser leur interaction 

avec la surface. 

Pour la plus grande concentration en protéines, l’augmentation de la viscosité de la solution peut 

diminuer la cinétique d’adsorption réversible et donc augmenter la déformation irréversible, donnant 

ainsi un nombre de protéine par nanoparticules n plus petit. 

3) Effet de l’état du fer de l’hémoglobine 
 

Parmi les nombreuses formes de l’hémoglobine, nous nous sommes penchés sur les trois formes 

principales de l’hémoglobine décrites dans l’introduction : l’oxyHb, la désoxyHb et la métHb. La Figure 

2 donne les isothermes expérimentales et théoriques pour les différentes formes de l’hémoglobine à 

1 mM à pH7. 

 
Figure 2 : Isothermes expérimentales et théoriques de l’adsorption de l’hémoglobine dans différents 

états à 1 mM sur des nanoparticules de silice Ludox TM-50, pH 7,0 tampon phosphate à 100 mM: 
bleu désoxyHb, vert métHb et jaune oxyHb. 

Comme pour l’étude en concentrations, on voit que les différentes isothermes théoriques ajustent au 

plus près les valeurs expérimentales. Le modèle de Langmuir convient donc afin de simuler 

mathématiquement l’adsorption Hb/NP. On note également un comportement différent entre les trois 

formes. Le Tableau 2 donne les valeurs de 𝐾𝑎𝑑𝑠 et n pour les différentes formes. 

 
n 

𝒏∞ 
(nmol/m²) 

𝒎∞ 
(mg/m²) 

Kads 

(L.mol-1) 
Kads (L.g-1) 

désoxyHb 170 ± 7 140 ± 6 2,3 ± 0,1 5,1.104 8,4.108 

métHb 140 ± 8 120 ± 7 1,9 ± 0,1 5,3.104 8,7.108 

 oxyHb 120 ± 8 97 ± 7 1,6 ± 0,1 1,2.105 2,0.109 
Tableau 2 : Constantes calculées à partir du modèle d’isotherme de l’adsorption pour différents états 
de l’hémoglobine à 1 mM sur des nanoparticules de silice Ludox TM-50, pH 7,0 tampon phosphate à 

100 mM 
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Les valeurs du nombre de sites diffèrent de façon assez conséquente entre les trois formes. Les valeurs 

de Kads sont très proches entre la forme désoxyHb et métHb, le Kads de la forme oxyHb est plus élevé, 

montrant une plus grande affinité de cette forme.  

Les différences remarquées entre les formes oxy et désoxy peuvent être expliquées par la rigidité de 

la protéine. En effet, contrairement à oxyHb ou métHb, désoxyHb est une forme plus rigide, contrainte 

par des ponts salins entre les sous-unités6. Comme expliqué au chapitre 1, plus une protéine sera 

rigide, moins elle s’étalera et donc, le nombre de sites maximal par nanoparticules sera plus élevé et 

l’adsorption sera d’autant plus réversible (affinité plus petite). Cela se corrèle bien en pratique ici 

puisque la forme désoxy, qui est rigide, possède un n plus grand et un Kads plus petit que la forme oxy, 

moins rigide. 

Pour expliquer la différence de comportement de la forme méthémoglobine par rapport aux deux 

autres, il est plus logique de la comparer à la forme oxy. Les deux formes sont peu rigides (pas de ponts 

salins) et le fer de l’hème est dans un état d’oxydation +III. Pour expliquer les différences, il faut se 

pencher sur la différence majeure : la charge. De fait, la littérature rapporte que l’oxyhémoglobine est 

moins retenue sur des colonnes échangeuses de cation (Sephadex CM) que la méthémoglobine, ce qui 

prouve qu’elles ont des réseaux de charges différents7. Ce phénomène peut modifier l’interaction de 

la métHb avec les surfaces de silices chargées. 

4) Effet de la deutération 
 

L’étude de la deutération sur l’adsorption a été faite afin de préparer l’étude en oxygénation en milieu 

eau lourde et en diffusion de neutrons. Afin de les deutérer, les réactifs ont été laissés dans l’eau lourde 

afin d’échanger tous les protons labiles. Des isothermes ont été mesurées en milieu eau légère et eau 

lourde pour une concentration de 63 µM en oxyhémoglobine (concentration des études en 

oxygénation) à pH ou pD 7,4. Ce pH a été choisi pour se rapprocher du pH physiologique. La Figure 3 

donne les isothermes expérimentales et théoriques pour ces deux conditions. 

 

Figure 3 : Isothermes expérimentales et théoriques de l’adsorption de l’oxyhémoglobine à 63 µM sur 
des nanoparticules de silice Ludox TM-50 en milieu H2O (rouge) ou D2O (violet), pH ou pD 7,4 tampon 

phosphate à 100 mM 

Les différentes isothermes théoriques ajustent au plus près les valeurs expérimentales validant encore 

l’utilisation du modèle de Langmuir pour cette étude. Il est aussi visible que l’adsorption change de 
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façon assez significative avec le passage à un milieu deutéré. Le Tableau 3 donne les valeurs de 𝐾𝑎𝑑𝑠 

et n pour les deux milieux. 

 
n 

𝒏∞ 
(mol/m²) 

𝒎∞ 
(mg/m²) 

Kads 

(L.mol-1) 
Kads (L.g-1) 

H2O 94 ± 10 77 ± 8 1,3 ± 0,1 8,8.104 1,5.109 

D2O 68 ± 15 55 ± 12 0,92 ± 0,2 2,3.106 3,7.1010 
Tableau 3 : Constantes calculées à partir du modèle d’isotherme de l’adsorption de l’hémoglobine 

oxygénée à 63 µM sur des nanoparticules de silice Ludox TM-50, pH ou pD 7,4 tampon phosphate à 
100 mM 

Si les valeurs en milieu aqueux diffèrent des résultats précédents, il faut se rappeler que le pH n’est 

pas le même que précédemment et qu’un pH plus élevé limite l’adsorption4. En comparant les valeurs 

entre le milieu eau légère et eau lourde, on remarque une diminution du nombre de sites avec la 

deutération (diminution de 30%) et une augmentation de l’affinité (multiplication par 30 du Kads). Ces 

changements peuvent être expliqués par plusieurs hypothèses : 

-le changement des protons labiles de l’hémoglobine qui sont impliqués dans les liaisons H. Or, les 

liaisons hydrogène entre la protéine et la surface sont un des moteurs de l’adsorption des protéines 

comme montré dans l’introduction. La force des liaisons deutérium par rapport aux liaisons hydrogène 

est un sujet complexe. Certains travaux de la littérature semblent montrer que les liaisons deutérium 

sont moins fortes que celles hydrogène sur des cas particuliers8,9 tandis que d’autres travaux montrent 

l’inverse10. En tout cas, il a été montré que l’adsorption de l’eau lourde sur les surfaces est privilégiée 

par rapport à celle de l’eau légère11. Par comparaison, il n’est donc pas étonnant que l’adsorption des 

protéines est favorisée en milieu deutéré.  

-en comparant le rayon de giration de l’oxyhémoglobine, on voit qu’il est de 23,8 Å dans l’eau lourde12 

et de 24,7 Å dans l’eau légère13. Cette différence de taille suggère une structure plus rigide dans l’eau 

lourde, observation confirmée par l’étude des effets de la deutération sur les températures de 

dénaturation de l’hémoglobine14. Cependant, d’après ce que l’on a pu dire plus haut, une telle 

rigidification aurait tendance à diminuer Kads et augmenter n, ce qui n’est pas observé ici.  

Au final, la compréhension du phénomène dépasse le cadre de cette thèse. Des expériences 

complémentaires (en titrage calorimétrique isotherme par exemple) seraient nécessaire pour 

identifier l’origine thermodynamique. 

5) Effet du pH 
 

Nous avons enfin effectué des expériences où nous avons vérifié l’effet du pH dans le cas du couple 

oxyHb/Ludox. Nous avons mis de l’oxyhémoglobine à 1 mM en contact de nanoparticules à pH 9 avec 

du tampon ammonium, 5 mM. Ces résultats ont été comparés à ceux obtenus à pH 7 avec 100 mM de 

tampon phosphate. La Figure 4 présente ainsi l’adsorption à ces deux pH. 
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Figure 4 : Isothermes expérimentales et théoriques de l’adsorption de l’oxyhémoglobine à 1 mM sur 
des nanoparticules de silice Ludox TM-50 à deux pH : bleu pH 7,0 tampon phosphate 100 mM et 

bordeaux pH 9,0 tampon ammonium 5 mM 

On constate qu’à pH 9, il n’y a aucune adsorption mesurable par centrifugation des nanoparticules. Ce 

phénomène avait déjà été mis en lumière dans 4 : plus aucune adsorption n’existe au-dessus d’un pH 

8,6. Pour expliquer ce phénomène, il faut se pencher sur les interactions électrostatiques : la silice a 

un pI = 215 et sa surface est de plus en plus chargée négativement avec l’augmentation du pH tandis 

que l’hémoglobine a un pI = 7,416, elle est donc globalement chargée positivement à pH acide et 

négativement à pH alcalin. A pH 7, l’hémoglobine est encore chargée positivement tandis que la silice 

est négative, créant ainsi des interactions favorables et donc le phénomène d’adsorption est facilité. 

A pH 9, les deux objets doivent être tous les deux négativement chargés ; les interactions sont alors 

défavorables, ce qui empêche l’adsorption. Une partie des résultats de cette section a été publiée3 

(voir annexe). Les expériences à pH 9 décrites seront utilisées comme témoins négatifs de protéines 

adsorbées dans le reste du chapitre.  

II- Oxygénation de l’hémoglobine adsorbée 
 

Afin de comprendre l’effet de l’adsorption sur l’activité d’une protéine, nous avons étudié la fixation 

du dioxygène sur l’hémoglobine17. Pour cela, il a été effectué des tests où l’hémoglobine est seule, puis 

dans des conditions où elle est adsorbée. Les expériences ont été faites avec de l’hémoglobine à 63 

µM dans des conditions où l’adsorption est supérieure à 95% sur les nanoparticules à pH ou pD 7,4 

(concentration en NP de 38,4 g/L en milieu H2O et 40,5 g/L en milieu D2O) (Figure 3). Les expériences 

ont été faites en milieu eau légère et lourde afin de les corréler à des expériences de diffusion de 

neutrons, la deutération ayant des effets connus sur l’oxygénation. 

Pour cela, nous avons fait des expériences de tonométrie où la solution à étudier a été désoxygénée 

sous flux d’azote. De petites quantités d’air contenant donc du dioxygène sont ajoutées et on suit par 

spectroscopie UV-Visible la formation de l’oxyhémoglobine. On utilise pour cela le fait que les formes 

désoxygénées et oxygénées de l’hémoglobine ont des spectres visibles très différents dans la gamme 

510-610 nm. Une sphère d’intégration a été utilisée durant ces mesures de spectrophotométrie afin 

de diminuer au maximum l’effet de diffusion des nanoparticules comme détaillé dans la partie 

matériels et méthodes. 
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On obtient ainsi une évolution telle que présentée sur les spectres de la Figure 5 : 

 

Figure 5 : Spectres d’absorption de l’hémoglobine désoxygénée en bleu, oxygénée en rouge et toutes 
les formes intermédiaires obtenues par ajouts successifs de volumes d’air (2 mL). Spectres pour Hb 63 

µM sans NP, pH 7,4, tampon phosphate 100 mM 

Il est possible de savoir le pourcentage d’hémoglobine oxygénée pour chaque spectre en faisant une 

combinaison linéaire sur de nombreuses longueurs d’ondes afin d’obtenir une meilleure statistique. 

On obtient ainsi une courbe d’oxygénation. Cette courbe peut se modéliser par le modèle de Hill 18 qui 

traduit la coopérativité et l’affinité de l’hémoglobine pour le dioxygène. Un diagramme de Hill suit la 

loi de l’équation 5 : 

𝑙𝑜𝑔
𝑌

1 − 𝑌
= 𝑛. (𝑙𝑜𝑔𝑃𝑂2

− log 𝑃1/2) 

(éq.5) 

avec Y la fraction d’hémoglobine oxygénée, 𝑃𝑂2
la pression partielle en dioxygène, n, le coefficient de 

Hill (totalement différent du n introduit pour les isothermes d’adsorption) et 𝑃1/2, la pression de demi-

saturation. 

La 𝑃1/2 permet de déterminer l’affinité de l’hémoglobine pour l’oxygène. Ainsi, plus la 𝑃1/2 est élevée, 

plus l’affinité est faible car il faut donc une pression partielle en dioxygène plus grande pour oxygéner 

la même quantité d’hémoglobine. n représente quant à lui la coopérativité de l’hémoglobine pour la 

fixation du dioxygène. La coopérativité se traduit par l’affinité de l’hémoglobine augmentant avec la 

fixation du dioxygène. En d’autres termes, l’hémoglobine étant un tétramère aux concentrations 

étudiées, elle peut donc fixer 4 molécules d’oxygène et la fixation de la quatrième molécule sera plus 

aisée que la troisième, elle-même plus facilement fixable que la deuxième et ainsi de suite. Cette 

coopérativité donne à la courbe d’oxygénation la forme d’une sigmoïde. 

De façon expérimentale, le coefficient de Hill est compris entre 2,7 et 3 pour l’hémoglobine19 pour 

traduire son effet coopératif. De façon générale, la valeur du coefficient de Hill est supérieure à 1 pour 

un comportement coopératif, égale à 1 pour un comportement non-coopératif20 et inférieur à 1 pour 

un comportement anti-coopératif21. 

Ainsi, nous obtenons les courbes d’oxygénation suivantes pour les différentes conditions sur la Figure 

6. Une modélisation par le modèle de Hill ajustée par la méthode SCER (comme expliqué à l’équation 

4) a été effectuée pour chaque courbe. La disposition a été faite afin de bien relever les effets de la 

deutération d’une part et de l’adsorption d’autre part. 
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Figure 6 : Courbes d’oxygénation de l’hémoglobine à 63 µM adsorbée à 95% ou non, en milieu deutéré ou non, ajustées par le modèle de Hill, pH ou pD 7,4 

tampon phosphate à 100 mM : orange H2O sans NP, vert H2O avec NP (CNP=38,4 g/L), gris D2O sans NP, jaune D2O avec NP (CNP = 40,5 g/L)
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On remarque: 

-les courbes expérimentales peuvent être ajustées par l’équation du modèle de Hill. La deutération 

comme l’adsorption ne modifie pas ce modèle régissant l’oxygénation.  

-les courbes expérimentales suivent la forme d’une sigmoïde, montrant que la coopérativité est 

conservée quelques soient les conditions ; 

-adsorption mise à part, la deutération fait diminuer l’affinité de l’hémoglobine pour le dioxygène 

(figures du haut) ; 

-deutération mise à part, l’adsorption fait augmenter l’affinité de l’hémoglobine pour le dioxygène 

(figures du bas). 

Le Tableau 4 donne les coefficients du modèle de Hill pour les différentes conditions. 

 
 

Sans NP Avec NP 

H2O D2O H2O D2O 

P1/2 (mmHg) 9,42 15,66 5,97 8,46 

n 2,92 2,79 2,60 2,45 

Tableau 4 : Constantes calculées à partir du modèle de Hill pour les courbes d’oxygénation de 
l’hémoglobine à 63 µM adsorbée à 95% ou non, en milieu deutéré ou non, pH ou pD 7,4 tampon 

phosphate à 100 mM 

Pour ce qui est de la coopérativité, même s’il y a une diminution de la valeur de n avec l’adsorption et 

la deutération, les valeurs restent dans une gamme suffisante pour affirmer que la coopérativité est 

en très grande partie conservée. 

En ce qui concerne l’affinité : 

-l’augmentation de P1/2 avec la deutération traduit une perte d’affinité pour l’oxygène, adsorbée ou 

non. Cette perte d’affinité a déjà été remarquée pour l’hémoglobine humaine non adsorbée14. Mais il 

avait été aussi remarqué une diminution du coefficient de Hill n jusqu’à 2, dénotant donc une perte 

notable de la coopérativité. Ces modifications avaient alors été reliées à des changements dans la 

dynamique liée à la deutération22. 

-la diminution importante de P1/2 avec l’adsorption sur les NP quel que soit l’isotope, traduit un gain 

d’affinité. Cela avait été remarqué auparavant avec des nanoparticules de silice polydisperses en milieu 

eau légère4,17, sans explication définitive à l’époque. Nos observations ont donc un caractère beaucoup 

plus général. Une partie de ces résultats ont été publiés (voir annexe)23.  

Nous nous sommes concentrés dans la suite de cette thèse à essayer de comprendre les 

modifications d’activité en nous penchant sur les modifications potentielles de : 

-l’hème de l’hémoglobine et de son fer. Toute modification sur cette partie de l’hémoglobine peut 

modifier la réactivité du fer vis-à-vis de l’oxygène. 

-la structure de la globine. Les propriétés de coopérativité étant conservées, il semble que la structure 

quaternaire de l’hémoglobine soit conservée avec l’adsorption. Il est toutefois nécessaire de s’en 

assurer. Il faut aussi se pencher sur la structure secondaire de la protéine afin d’identifier des 

modifications locales qui pourraient jouer un rôle dans ces différences. 

Quand il a été possible, des mesures à pH 9 ont été faites afin de servir de témoin vu qu’il n’y a pas 

d’adsorption à ce pH. 
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III- Modifications de l’hème de l’hémoglobine et de son fer 

1) Etude par résonance paramagnétique électronique 
 

Dans cette partie, nous allons étudier les effets de l’adsorption de l’hémoglobine sur les nanoparticules 

par résonance paramagnétique électronique (RPE). Il s’agit d’un moyen d’étudier les propriétés 

physiques comme chimiques des protéines du site métallique des métalloprotéines. La RPE est sensible 

à l’état magnétique du site métallique et l’environnement électronique de ce site. Elle peut donc aider 

dans deux cas bien distincts : 

-donner des informations sur la présence de métal sous forme paramagnétique et les variations 

magnétiques que ce métal peut subir si l’environnement électronique du site ne change pas ; 

-donner des informations sur les changements dans l’environnement électronique du site métallique. 

Il faut alors se placer dans des conditions où le site métallique n’a pas son état magnétique modifié24. 

C’est cette deuxième approche qui va nous intéresser ici. Les caractéristiques du spectre RPE sont 

sensibles à la conformation de la protéine. En effet, il a été montré que des petits changements dans 

la conformation peuvent modifier l’environnement immédiat. La RPE peut être une sonde de ces 

changements qui sont répercutés sur le fer25. Cela nous intéresse au plus haut point, car comme il a 

été étudié précédemment dans ce chapitre, les propriétés d’oxygénation de l’hémoglobine changent 

avec l’adsorption. Or, les études menées sur l’hémoglobine ont montré que des changements de ces 

propriétés pouvaient être associés à des modifications de structure électronique des orbitales d du fer 

qui sont celles sondées par la RPE.  

La structure électronique est en particulier sensible à la nature au champ de ligand autour du fer, la 

RPE pourra donc nous renseigner sur un changement de symétrie autour du fer, correspondant à une 

déformation de l’hème26. Si de tels phénomènes sont identifiés, la RPE ne pourra toutefois pas lever 

l’ambigüité entre un changement dans la conformation de la protéine causant un changement dans la 

géométrie de l’hème et un changement dans la géométrie de l’hème directement dû à l’adsorption. 

Afin de mener l’étude, il faut toutefois nous placer dans des conditions où un spectre RPE peut être 

mesuré. En effet, la forme oxygénée comme désoxygénée de l’hémoglobine ne présente aucun signal 

en RPE (en condition classique d’acquisition), car présentant un spin de valeur entière. Il faut en effet 

un spin demi-entier (donc sous forme paramagnétique) afin d’avoir un signal.  

Nous nous sommes intéressés à la méthémoglobine, ayant un Fe3+, de configuration d5. Pour rappel, 

cette forme existe elle-même sous deux états suivant le pH : 

-haut spin à bas pH, où le fer est ligandé par cinq atomes d’azote venant de la porphyrine et de la 

globine et par un oxygène d’une molécule d’eau ; 

-bas spin à haut pH, où le fer est ligandé par cinq atomes d’azote venant de la porphyrine et de la 

globine et par un oxygène d’un hydroxyde26. Cet état existe sous plusieurs formes différentes dont les 

proportions sont différentes suivant le pH. Chacune correspondant à des variations subtiles de la 

géométrie de l’hème27 ou du ligand28. Le Tableau 5 permet de rassembler les formes BS recensées dans 

la littérature. 
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 gx gy gz 

HS 5,96 2 

BS a 2,7236 2,241 1,73-1,75 

BS b 2,7853 2,2593 1,65-1,66 

BS c 2,586 2,1795 1,8319 

Tableau 5 : Valeurs des facteurs g repérés sur le haut spin et les 3 formes du bas spin de la métHb 
tirés de 27. 

Il est possible de rassembler les différentes formes appartenant à un état de spin en définissant un 

facteur moyen giso défini par l’équation 629. Ceci sera utilisé dans cette partie pour lier les différents gx, 

gy et gz des formes bas spin. 

3.giso = gx + gy + gz 

(éq.6) 

Les expériences de RPE ont été faites à l’ICMMO (Université Paris-Saclay) avec l’aide du Docteur 

Christian Herrero. Nous avons d’abord étudié la méthémoglobine seule afin de voir si son signal RPE 

correspondait à ce qui avait déjà été décrit. Les études ont été faites à pH 7 et 9. De plus, les 

expériences ont été faites quand il a été possible à deux températures (hélium liquide et azote liquide). 

En effet, plus la température est basse, plus on augmente la population des états fondamentaux et la 

qualité du signal. 

La Figure 7 donne les spectres pour ces différentes conditions. On a donc à 70 K des formes classiques 

pour les spectres RPE de la méthémoglobine avec sa résonance caractéristique à gperpendiculaire=6 et 

gparallèle=2 de la forme HS24–27. Les autres résonances sont très peu visibles, mais sont dans les gammes 

de champs caractéristiques des formes BS27. 

En mesurant les mêmes échantillons à 10 K, nous avons pu relever les valeurs des facteurs g de ces 

formes BS. Les facteurs mesurés au-delà de 390 mT sont très difficiles à repérer car les résonances sont 

très faibles. Le Tableau 6 rassemble les facteurs g trouvés pour les deux pH à 10 K et leurs attributions 

(HS haut spin, BS bas spin). La valeur du gxy de la forme haut spin a été mesurée au maximum de la 

résonance. 

pH 7 gx gy gz 

HS 5,94 2,00 

BS a 2,78 2,25 1,71 

BS b no no no 

BS c no no no 

BS d 3,04 2,06 no 

BS e 
2,89 

2,34 1,45 

BS f 2,14 1,67 
 

pH 9 gx gy gz 

HS 5,94 2,00 

BS a 2,76 2,25 1,73 

BS b no no no 

BS c 2,59 2,18 1,83 

BS d 3,06 2,06 no 

BS e no no no 

BS f no no no 
 

Tableau 6 : Valeurs des facteurs g repérés sur la métHb à pH 7 et 9 à 10 K : « no » non observé 
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Figure 7 : Spectres RPE du fer dans la méthémoglobine 1 mM A gauche, tampon phosphate 100 mM pH 7, à droite, tampon carbonate 100 mM pH 9. En bleu, 
milieu hélium liquide, T=10 K, en orange, milieu azote liquide, T=90 K.
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On voit donc que pour les spectres que nous avons acquis, nous pouvons conclure : 

-que pour les deux pH, les résonances en rouge correspondent à la forme HS avec des facteurs très 

proches de ce qui a déjà été relevé. Elle est majoritaire à pH 7. 

-en comparant par rapport à la littérature exposé dans le Tableau 5 : Valeurs des facteurs g repérés sur 

le haut spin et les 3 formes du bas spin de la métHb tirés de 27. on retrouve à pH 7 comme à pH 9 la 

forme BS a. En revanche, il n’y a pas la forme BS b de la littérature. Quant à la forme BS c, elle n’est 

présente qu’à pH 9. 

-on trouve à pH 7 comme 9 une forme non recensée BS que l’on a nommé ici d. De plus, à pH 7, on 

trouve deux autres formes que l’on a nommé BS e et f qui sont elles aussi inconnues. 

Différentes raisons sont possibles pour expliquer le fait qu’elles n’ont pas été documentées : 

-la température utilisée dans cette expérience est plus basse que celles de la littérature (10 contre 25 

K ou plus), permettant d’obtenir des signaux de meilleure qualité dans notre cas. 

-l’utilisation d’hémoglobine porcine et non humaine. La détermination de la structure de 

l’hémoglobine porcine par diffraction X a montré qu’elle était extrêmement proche de l’hémoglobine 

humaine pour les structures secondaire, tertiaire et quaternaire30. On ne peut toutefois pas exclure 

des différences très fines ce qui donneraient ces états que nous avons ici. 

Il serait intéressant d’un point de vue strict de faire plus d’études en température et à des champs 

magnétiques différents afin de pouvoir expliquer au mieux ces signaux que nous repérons. Toutefois, 

l’étude de ces différences dépasse le cadre de ce travail.  

Avant de s’intéresser aux mélanges, les nanoparticules de silice ont été analysées car elles contiennent 

du fer comme expliqué dans l’introduction. La Figure 8 donne les spectres RPE des nanoparticules à 10 

et 70 K, pour le pH 7 et 9 tandis que le Tableau 7 donne les facteurs g. 

Quelques soient les conditions selon lesquelles on a mesuré les spectres (à 10K ou 70 K, pH 7 ou 9), le 

spectre reste identique. Si on exclut le signal à g=2,06, on retrouve un signal caractéristique du fer à 

l’état d’oxydation +III dans les verres de silice31. Ainsi, on retrouve : 

-un signal intense asymétrique à g=4,3 et un signal plus faible à g=8, caractéristiques de transitions 

paramagnétiques de Fe3+
 en symétrie rhombique plus ou moins distordue. 32–34.  

-un signal faible à g=2,0 dont l’attribution est moins claire35. Il pourrait s’agir d’une autre impureté 

métallique ou de défauts de la silice.  

Maintenant, nous allons étudier des mélanges à pH 7 où la méthémoglobine est adsorbée à 98% sur 

les nanoparticules de silice (donc avec un signal de métHb libre quasi-nul et une couverture seulement 

partielle de la surface des NP). Les conditions de l’étude sont définies grâce aux isothermes de la Figure 

1. Des études seront faites aux mêmes concentrations de métHb et NP à pH 9 comme témoin de l’effet 

des NP sans adsorption. Nous n’avons pas eu cependant la possibilité de faire toutes les études à 10K, 

suite à des problèmes d’approvisionnement en hélium. 

Pour éviter des soustractions de signaux qui augmentent le bruit de fond des spectres, nous avons 

donc comparé le signal expérimental (métHb adsorbée et NP, la contribution de la métHb libre pouvant 

être considérée comme négligeable) à des combinaisons linéaires des signaux de métHb libre et de NP 

obtenus plus haut dans les mêmes concentrations (Figure 7 et Figure 8). Le Tableau 8 donne les 

proportions de fer pour le signal expérimental et la combinaison linéaire, calculée à l’aide de la 

quantité de fer des nanoparticules déterminée en ICPMS dans l’introduction et celle de l’hémoglobine.
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Figure 8 : Spectres RPE du fer dans les nanoparticules de silice 120 g/L. A gauche, tampon phosphate 100 mM pH 7, à droite, tampon carbonate 100 mM pH 
9. En bleu, milieu hélium liquide, T=10 K, en orange, milieu azote liquide, T=90 K. 

 

g 

pH 7 pH 9 

8,00 8,00 

4,30 4,30 

2,06 2,06 

2,00 2,00 

Tableau 7 : Valeurs des facteurs g repérés sur les nanoparticules de silice à pH 7 et 9 à 10 K.
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 Hb libre Hb ads NP 

Concentrations en fer (mM) mesurées 
dans le mélange 98 % ads 

0,02 0,98 0,55 

Concentrations en fer (mM) utilisées 
dans la combinaison linéaire 

1 0 0,55 

Tableau 8 : Proportions des différents types de fer dans un mélange de 1 mM de métHb et 120 g/L de 
NP. 

La Figure 9 présente ainsi les spectres RPE des mélanges avec oxyHb adsorbée/NP et des combinaisons 

linéaires oxyHb libre et NP.  

Pour les spectres mesurés à 70 K à pH 7, les spectres de la méthémoglobine adsorbée sur les 

nanoparticules recouvrent quasiment parfaitement les combinaisons linéaires. Cela signifie donc que 

l’adsorption ne provoque aucun changement sur le spectre du fer de la méthémoglobine. Idem à pH 9 

pour le témoin métHb en présence de NP.  

A 10 K on ne retrouve aucune différence notable entre le mélange et la combinaison linéaire dans la 

plus grande partie du spectre. Des changements minimes sont cependant possibles dans la distribution 

des formes BS.  

Afin de confirmer ces observations, nous avons décidé de faire la même étude sur des mélanges où 

50% de la méthémoglobine est adsorbée sur des nanoparticules de silice à pH 7, toujours avec un 

témoin à pH 9. Nous ne montrerons pas les résultats, car nous trouvons exactement la même chose 

qu’à 98% d’adsorption, c’est-à-dire les spectres se superposent sauf quelques minimes différences. 

De l’étude des deux conditions d’adsorption à pH 7, on peut conclure qu’il n’y a donc aucune différence 

dans la configuration de l’hème autour du fer après adsorption de la métHb sur les NP. Cela signifie 

donc que les différences d’oxygénation avec l’adsorption ne peuvent pas s’expliquer par une 

modification de la structure électronique. Il est aussi possible que l’absence de modifications ne 

concerne que la méthémoglobine et pas l’oxy ou la désoxy, bien que cela paraisse improbable. Pour 

conclure définitivement, il faudrait étudier les formes désoxyhémoglobine et oxyhémoglobine qui sont 

impliquées dans l’oxygénation. Toutefois, il n’est pas possible d’étudier ces formes avec la RPE de façon 

simple. Nous les avons donc étudiées avec une autre technique d’étude de la structure électronique 

pouvant mesurer ces formes, la spectroscopie d’adsorption X. 
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Figure 9 : Spectres RPE du fer dans les mélanges métHb/NP, adsorption à 98%. A gauche, tampon phosphate 100 mM pH 7, à droite, tampon carbonate 100 
mM pH 9.  
 
Orange : Azote 90 K Solution métHb/NP 1 mM/120 g/L, adsorbée à 98% à pH 7, pas d’adsorption à pH 9. 

Bleu : Hélium 10 K Solution métHb/NP 1 mM/120 g/L, adsorbée à 98% à pH 7, pas d’adsorption à pH 9. 

Violet : Azote 90 K Combinaison linéaire du signal de métHb à 1 mM avec signal des NP à 120 g/L. 

Vert : Hélium 10 K Combinaison linéaire du signal de métHb à 1 mM avec signal des NP à 120 g/L.  
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2) Etude par spectroscopie d’adsorption des rayons X 
 

La spectroscopie d'absorption des rayons X (acronyme XAS, d’après l’anglais « X-ray absorption 

spectroscopy ») est une technique utilisant la lumière de synchrotron pour sonder l’environnement 

local d’un élément et sa structure électronique.  

La spectroscopie d'absorption X est basée sur l’effet photoélectrique, correspondant à l’excitation d’un 

électron de niveau de cœur d'un atome donné par l’absorption d’un photon, induisant l’éjection d’un 

photoélectron dans le continuum. L’énergie cinétique du photon émis Ec est égal à Ec= h.ν - E0, h.ν étant 

l’énergie du photon adsorbé et E0 étant l’énergie du seuil d’adsorption. 

Selon le type d’électrons, donc selon l'énergie du photon, on peut avoir des seuils différents : le seuil 

K qui correspond à l’excitation d’un électron 1s et les seuils L correspondant à l’excitation des électrons 

de type 2s et 2p. La Figure 10 présente les transitions correspondantes pour les différents seuils. Nous 

nous intéresserons ici spécifiquement au seuil d’absorption K du fer (7112 eV pour le fer métallique). 

 

Figure 10 : Les différents seuils et leurs transitions électroniques correspondantes. 

Dans un spectre XAS typique, on peut identifier deux régions différentes, permettant d’extraire des 

informations complémentaires. La Figure 11 présente ainsi ses différentes régions et les chemins du 

photoélectron correspondants : 

 

Figure 11 : Les différents domaines d’un spectre XAS au seuil K du fer, les transitions électroniques 
correspondantes et les trajectoires du photoélectron (pour le Fer, il s’agit des sous-couches 3d et 4p). 
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Un spectre XAS donne le coefficient d’absorption μ(E) en fonction de l’énergie incidente. Le coefficient 

d’adsorption peut être mesuré par absorption (ou fluorescence si la concentration en photoadsorbeur 

est faible). 

On retrouve ainsi la région correspondante au XANES (pour X-ray Absorption Near-Edge Structure) a 

plus basse énergie (normalement jusqu’à 60 eV après le seuil d’absorption). Cette partie correspond à 

la diffusion multiple du photoélectron émis, dû à sa faible énergie cinétique et à une grande 

rétrodiffusion causée par les atomes. Cette partie du spectre est alors très riche d’informations sur la 

structure électronique (comme l’état d’oxydation et de spin) et sur la structure tridimensionnelle. Mais 

son interprétation en termes de diffusion multiple est plus longue et compliquée. La partie EXAFS ne 

sera pas analysée dans cette thèse. 

Dans la partie XANES, on peut s’intéresser au pré-seuil, donnant des informations sur la coordination 

ainsi que sur le champ de ligand. La position de son maximum est ainsi un élément permettant de 

vérifier si nous avons bien le bon composant. Il est aussi possible d’étudier l’état d’oxydation du fer 

grâce au seuil. En effet, plus le fer est dans un état d’oxydation élevé, plus son seuil d’adsorption sera 

haut en énergie. Les atomes avec un plus fort degré d’oxydation ont une plus grande charge. Ils 

requièrent des rayons X plus énergétiques afin d’éjecter un électron de cœur et ont donc un seuil 

d’adsorption plus haut en énergie36 . L’énergie du seuil d’absorption E0 correspond à l’énergie du point 

d’inflexion de la montée du seuil. En représentant la dérivée première du signal, E0 correspond à 

l’énergie du maximum de la dérivée. Pour l’hémoglobine, plusieurs points d’inflexion sont présents. 

Nous décidons de définir le seuil au premier point d’inflexion comme dans la littérature37. 

Sur tout le spectre XAS, il est possible de décomposer un signal par combinaison linéaire si on connaît 

le signal et la participation des différentes composantes de ce mélange38. La XAS est donc une 

technique tout à fait utilisable afin d’étudier les sites métalliques des métallo-hémo-protéines et donc, 

ici les changements que subit le fer de l’hème de l’hémoglobine quand elle est adsorbée. L’idée est 

donc de pouvoir les corréler avec les différences d’affinité observées pour l’oxygène. 

Les études ont été faites au synchrotron SOLEIL sur la ligne SAMBA avec le Docteur Andrea Zitolo. Les 

études ont été faites sur l’adsorption des formes oxyhémoglobine et désoxyhémoglobine à pH 7, car 

étant les formes impliquées dans les phénomènes d’oxygénation. La désoxyhémoglobine a été 

obtenue par ajout de dithionite de sodium. Aucune étude n’a été faite à pH 9 faute de temps de 

faisceau. 

Avant de s’intéresser aux mélanges avec adsorption, les différents constituants ont été mesurés 

individuellement. Le tampon phosphate et la dithionite de sodium ont été mesurés et n’ont présenté 

aucun signal de fer. L’oxyhémoglobine et la désoxyhémoglobine ont été utilisées à hautes 

concentration (autour de 10 mM en monomères). Les nanoparticules de silice LUDOX TM-50 à 120 g/L 

ont également été mesurées étant donné qu’elles contiennent du fer. Les échantillons ont été mesurés 

dans un cryostat à hélium à la température de 20 K et le coefficient d’adsorption a été mesuré par 

fluorescence avec un détecteur en germanium de type Canberra à 35 éléments et calibré sur une feuille 

de fer. 

La Figure 12 donne les spectres XAS normalisés et la dérivée première des deux formes de 

l’hémoglobine. 
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Figure 12 : Spectres XAS normalisés et leur dérivée première au seuil K du fer de l’oxyhémoglobine en 

orange et de la désoxyhémoglobine en bleu clair. Tampon phosphate 100 mM, pH 7,0. T= 20K. 

L’hémoglobine est étudiée de longue date par spectroscopie d’absorption X39 . Si on compare ainsi aux 

spectres ou aux dérivées premières de l’oxyhémoglobine et désoxyhémoglobine tirés de 37, on 

retrouve d’ailleurs les mêmes caractéristiques spectrales par simple comparaison visuelle, les deux 

formes ayant différentes bandes très caractéristiques chacune.  

De façon quantitative, on peut comparer les valeurs de l’énergie du maximum du pré-seuil ainsi que 

l’énergie du seuil d’adsorption E0. Le Tableau 9 donne les valeurs entre nos données et ceux de 

différents articles. Les valeurs du pré-seuil ne sont pas toujours données. De plus, les valeurs du seuil 

n’ont pas été mesurées au même endroit que dans notre étude, aussi nous ne les donnerons pas pour 

éviter de la confusion, mais nous donnerons les écarts entre l’espèce oxy et désoxy. 

Energie (eV) 
Pré-seuil 

oxyHb 
Pré-seuil 
désoxyHb 

Différence 
pré-seuil 

E0 
oxyHb 

E0 
désoxyHb 

Différence  

Données 
expérimentales 

7113,6 7113,0 0,6 7122,2 7118,4 3,8 

Wilson 201337 7113,0 7112,4 0,6 7121,3 7117,5 3,8 

Tableau 9 : Valeurs en énergie pour le pré-seuil et seuil de l’oxy- et désoxyhémoglobine. Eisenberger 
et collaborateurs39 avaient mesuré en 1976 un E0 de 6 eV tandis que Pin et collaborateurs40 en 1985 

avait mesuré un E0 de 5 eV. 

Pour le maximum en énergie du pré-seuil, les valeurs sont très proches, mais on a un léger décalage 

par rapport à 37. Cela peut être expliqué par une calibration au niveau énergétique légèrement 
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différente entre les deux expériences car on retrouve la même différence en énergie entre Hb02 et Hb 

(0,6 eV). 

Pour E0, l’énergie du seuil d’adsorption, on retrouve aussi un léger décalage en énergie (0,9 eV)., mais 

toujours la même différence en énergie entre Hb02 et Hb. Cette différence a été recensée de 

nombreuses fois et oscille dans les articles entre 3,5 et 6,0 eV comme compilé dans 41. 

A côté de cela, nous avons passé les nanoparticules afin d’avoir la forme du fer dans les nanoparticules. 

Le spectre est présenté sur la Figure 13A. 

On remarque d’abord que le bruit est plus fort sur ces mesures que sur les deux formes de 

l’hémoglobine. Cela est expliqué par la concentration en fer dans l’échantillon étudié de 

nanoparticules qui est beaucoup plus faible que celles des échantillons étudiés d’hémoglobine. Le 

spectre des nanoparticules a une forme caractéristique avec un pré-seuil bien défini et intense à 7114,6 

eV et l’énergie du seuil d’adsorption E0 à 7124,0 eV. Le seuil correspond lui à celui d’un fer +III, comme 

l’avait déjà montré la RPE.  

Ce type de signal ressemble fortement à celui déjà étudié dans de la silice désordonnée mésoporeuse 

ayant été fonctionnalisée avec des atomes de fer42, et qui a été interprété comme du fer III en 

environnement tétraédrique (Figure 13B)  

Les composants seuls participant à l’adsorption ayant été caractérisés, nous pouvons maintenant nous 

intéresser aux mélanges correspondant à l’adsorption de l’hémoglobine sur les nanoparticules. Pour 

l’état oxygéné comme désoxygéné de l’hémoglobine, on a étudié deux niveaux d’adsorption où les 

protéines sont soit adsorbées à 50%, soit 98% sur les nanoparticules de silice. Pour la 

désoxyhémoglobine adsorbée, la dithionite a été ajoutée au dernier moment sur le mélange oxyHb/NP 

déjà préparé et directement gelé après, ce qui fait qu’on peut considérer que le pourcentage 

d’hémoglobine adsorbée n’a pas changé avec le changement de forme. La Figure 14 donne les spectres 

de ces différents mélanges. 

Les spectres mesurés ne peuvent pas être interprétés tel quels. En effet, chaque spectre est la somme 

de trois espèces de fer : le fer de l’hème de l’hémoglobine adsorbée, le fer de l’hème de l’hémoglobine 

libre en solution et le fer des nanoparticules. Il faut donc soustraire le signal du fer venant des 

nanoparticules et de l’hémoglobine libre en solution. Grâce aux analyses venant de l’étude en ICP-MS 

exposées dans l’introduction, nous avons pu ainsi calculer la contribution de chaque signal pour les 

deux états. Le Tableau 10 donne ainsi les pourcentages de chaque mélange. 

 

  
  
  

C(Fe) mM 

 
  
  
  

% Fe 

Hb 
libre 

Hb 
adsorbée NP 

Hb 
libre 

Hb 
adsorbée NP 

50 % 
ads 37,3 g/L de NP 0,50 0,50 0,17 42,7% 42,7% 14,6% 

98 % 
ads 120 g/L de NP 0,02 0,98 0,55 1,3% 63,3% 35,4% 

Tableau 10 : Concentration et proportion des différents types de fer pour les 2 états d’adsorption.
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Figure 13A : Spectre XAS et sa dérivée première au seuil K du fer des nanoparticules de silice LUDOX TM-50 en vert foncé. Tampon phosphate 100 mM, pH 

7,0. T= 20 K. 
Figure B : Spectres XAS au seuil K du fer d’une silice désordonnée mésoporeuse ayant été fonctionnalisée par différentes concentrations de fer, FePO4 et 

Fe2O3 ; Tiré de 42.
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Figure 14 : Spectre XAS au seuil K du fer de : 

-l’oxyhémoglobine adsorbée à 50% sur des nanoparticules de silice LUDOX TM-50 en vert (CHb=1,0 mM, CNP=37,3 g/L). 

-l’oxyhémoglobine adsorbée à 98% sur des nanoparticules de silice LUDOX TM-50 en rouge (CHb=1,0 mM, CNP= 120 g/L). 

-la désoxyhémoglobine adsorbée à 50% sur des nanoparticules de silice LUDOX TM-50 en jaune (CHb=1,0 mM, CNP=37,3 g/L). 

-la désoxyhémoglobine adsorbée à 98% sur des nanoparticules de silice LUDOX TM-50 en violet (CHb=1,0 mM, CNP=120 g/L). 

Tampon phosphate 100 mM, pH 7,0. T= 20 K.
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On calcule le signal de l’hémoglobine adsorbée en utilisant les proportions du Tableau 10 et avec 

l’équation 7 : 

𝐼𝐻𝑏 𝑎𝑑𝑠 = 𝐼𝑚é𝑙𝑎𝑛𝑔𝑒 − %𝐻𝑏 𝑛𝑜𝑛 𝑎𝑑𝑠. 𝐼𝐻𝑏 − %𝑁𝑃 . 𝐼𝑁𝑃 

(éq.7) 

Cette estimation est basée sur deux hypothèses : 

- le fer des nanoparticules, impureté située à l’intérieur des nanoparticules, n’est pas impacté par 

l’adsorption de l’hémoglobine, phénomène se faisant en surface ; 

-l’hémoglobine libre n’a pas son état du fer modifié par la simple présence des nanoparticules en 

solution. 

Nous avons décidé de retirer le signal du fer des nanoparticules et de l’hémoglobine libre pour obtenir 

le spectre de l’hémoglobine adsorbée, le bruit du signal obtenu étant minime contrairement à la RPE. 

La Figure 15 présente les spectres de l’hémoglobine adsorbée seule pour les deux conditions 

d’adsorption, pour l’état oxygéné et désoxygéné. 

Nous ne risquerons pas à faire une analyse du pré-seuil. En effet, cette partie du spectre est très 

affectée par la soustraction. Il est difficile de savoir si les changements constatés sont vrais ou s’ils 

viennent d’erreurs dans la soustraction. Sinon, pour la désoxyhémoglobine, avec ou sans adsorption, 

il n’y a pas de différences sur la forme du spectre XANES. Les dérivées premières sont en effet 

superposables, indiquant que la distribution électronique et le degré d’oxydation du fer sont inchangés 

avec l’adsorption. 

Si on se penche sur la forme oxyHb, on voit qu’on a des différences d’intensité sur deux bandes 

significatives, appelées C1 et D, repérées sur le spectre de l’oxyHb (Figure 15). Dans le modèle de 

Bianconi43, ces deux bandes ont une signification physique précise. La bande C1 est due à la diffusion 

multiple d’électrons dans l’axe normal au plan de l’hème et interagissant donc avec la molécule de 

dioxygène. Les changements de l’intensité de la bande C1 permettent de sonder la distance de la 

liaison Fe-O et l’angle Fe-O-O. La bande D est quant à elle liée à la diffusion multiple dans le plan xy, 

qui est celui de la porphyrine et est donc surtout sensible à la position des atomes de la porphyrine. 

Les changements d’intensité des deux bandes semblent indiquer que nous avons un changement dans 

la géométrie de l’hème. 

Pour la désoxyHb, on constate aussi une différence autour du maximum du spectre. Aucun article de 

la littérature que nous avons consulté attribue les différentes bandes à des directions privilégiées dans 

la structure tridimensionnelle de l’hème contrairement à l’oxyHb. Toutefois, il a été montré que la 

forme du spectre est liée à la géométrie de l’hème 37,44,45. Il semble donc que les différences constatées 

montrent aussi une déformation de l’hème. 

Le résultat montre au final que l’hème garde sa structure en très grande partie. Toutefois, les 

changements d’intensité prouvent qu’il y a sans doute une déformation de la poche de l’hème de 

l’hémoglobine avec l’adsorption aussi bien dans son état oxygéné que désoxygéné. Ces changements 

peuvent donc affecter les propriétés de fixation du dioxygène. Afin de confirmer, il est utile de se 

pencher sur l’étude de la bande de Soret par dichroïsme circulaire pour étudier l’hème.
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Figure 15 : Spectre XAS et sa dérivée première au seuil K du fer de :  
-l’oxyhémoglobine non adsorbée en orange. 
-l’oxyhémoglobine adsorbée seule tirée du signal à 50% en violet clair. 
-l’oxyhémoglobine adsorbée seule tirée du signal à 98% en noir. 

-la désoxyhémoglobine non adsorbée en bleu clair. 
-la désoxyhémoglobine adsorbée seule tirée du signal à 50% en rose. 
-la désoxyhémoglobine adsorbée seule tirée du signal à 98% en vert clair. 
Tampon phosphate 100 mM, pH 7,0. T = 20K.  
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3) Dichroïsme circulaire de la bande de Soret 
 

Le dichroïsme circulaire existe seulement pour les milieux absorbants et chiraux. Cela fonctionne en 

pratique pour des chromophores chiraux, c’est-à-dire des groupements chimiques absorbant à 

certaines longueurs et ayant une des propriétés suivantes : 

-être intrinsèquement chiral ; 

-posséder une liaison covalente entre le chromophore et un centre chiral ; 

-le groupement absorbant est dans un environnement asymétrique46. 

La bande qu’on retrouve vers 400 nm dans le spectre UV visible des hémoprotéines est appelée bande 

de Soret. Elle provient d’une transition π-π* dans l’hème, de l’état S0 vers S2. Une étude en dichroïsme 

circulaire sur la bande de Soret nous permet donc d’apporter des informations utiles sur la symétrie 

locale de l’ensemble du chromophore. 

En effet, l’hème libre seul est optiquement actif en dichroïsme circulaire, mais dans une matrice 

protéique, il se produit un couplage électronique de l’hème avec des groupements aromatiques ou 

peptidiques, enrichissant la bande de Soret d’informations caractéristiques. Il a été montré que le 

spectre dichroïque de la bande de Soret est sensible à l’état d’oxydation de l’hème, du ligand et aux 

interactions chaîne-chaîne. Toutefois, le dichroïsme circulaire de la bande de Soret est plus complexe 

à analyser que le dichroïsme circulaire dans l’ultra-violet. Il est difficile de savoir quelles interactions 

donnent les différentes contributions47–49. 

Pour bien comprendre le dichroïsme circulaire de façon théorique, il est nécessaire d’introduire la force 
rotationnelle. Elle a été définie par Moscowitz en 196050 comme étant la partie imaginaire du produit 
scalaire du moment dipolaire électrique par le moment dipolaire magnétique. La force rotationnelle 
est donc donnée par l’équation 8 pour une transition de l’état fondamental 0 à l’état excité a :  
 

𝑅0𝑎 = 𝐼𝑚{< 𝛹0|𝜇̂|𝛹𝑎 >∙< 𝛹𝑎|𝑚̂|𝛹0 >} 
(éq.8) 

 
Avec 𝛹0 et 𝛹𝑎, les fonctions d’ondes des deux états, 𝜇̂ et 𝑚̂, respectivement les opérateurs du moment 

dipolaire électrique et magnétique. 

Il y a activité en dichroïsme circulaire si la force rotationnelle est non nulle. L’équation 8 permet de 

bien comprendre les conditions nécessaires pour qu’on puisse avoir une activité en dichroïsme 

circulaire. Cette formule, théorique, permet ainsi de faire des simulations. Mais on retrouve en 

pratique la force rotationnelle sur le spectre dichroïque. En effet, elle est proportionnelle à l’aire sous 

la bande d’adsorption de la transition correspondante comme le montre l’équation 9 : 

 

𝑅0𝑎 =
3000. ℎ. 𝑐. 𝑙𝑛(10)

32𝜋3𝑁𝐴
∫

∆𝜀0𝑎(𝜆)

𝜆

+∞

0

. 𝑑𝜆 

(éq.9) 
 
Avec h, la constante de Planck, c, la célérité de la lumière, NA, la constante d’Avogadro, λ, la longueur 

d’onde et ∆𝜀0𝑎, le dichroïsme circulaire de la bande correspondante à la transition 0->a. 

Avec la formule théorique, il est possible d’effectuer des simulations de force rotationnelle à l’aide de 

calcul de chimie quantique. Il est alors possible par comparaison à la pratique de comprendre la 
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structure électronique autour de l’élément absorbeur en testant différentes configurations 

théoriques. 

Pour ce qui nous intéresse ici, dans le cas des hémoprotéines, le dichroïsme circulaire de la bande de 

Soret et donc la force rotationnelle provient de trois phénomènes indépendants48. La force 

rotationnelle est, au final, une somme de ces composantes comme le montre l’équation 10 : 

 
Rtot = Raro + Rpep + Rint 

(éq.10) 
 
Avec  Rint, la force rotationnelle intrinsèque de l’hème ; 

Raro, la contribution venant du couplage avec les transitions des chaînes latérales aromatiques ; 

Rpep, la contribution venant du couplage avec le squelette de la chaîne peptidique et des 

chaînes propionates latérales de l’hème ; 

Rtot, la force rotationnelle totale. 

Ainsi, pour la myoglobine, dans une étude en dynamique moléculaire51, il a été remarqué que la non-

planarité de l’hème donnait 30% de la force rotationnelle, le couplage avec les transitions aromatiques 

40% et le couplage avec la chaîne peptidique 30%. 

Pour faire une mesure, on envoie alors sur l’échantillon une lumière polarisée plane combinant deux 

composantes de même intensité, une composante polarisée circulairement vers la droite et l’autre 

polarisée circulairement vers la gauche. En mesurant la différence entre l’absorbance de la lumière 

polarisée gauche et celle de la lumière polarisée droite (noté ΔA, sans unité) pour une gamme de 

longueurs d’onde, on a alors un spectre dichroïque. 

L’unité absolue pour la mesure est le dichroïsme circulaire Δε (en L/mol/cm), équivalent du coefficient 

d’extinction molaire. Mais pour les protéines où la mesure de l’absorbance est liée au nombre de 

liaisons peptidiques, afin de comparer de façon efficace les spectres dichroïques de protéines qui 

peuvent être de masses molaires très différentes, on utilise comme unité le dichroïsme circulaire 

ramené au nombre d’acides aminés. On a donc l’équation 11 : 

∆𝜀 =
∆𝐴

𝑙. 𝐶. 𝑚
 

(éq.11) 

Avec l, la longueur de l’échantillon mesuré (cm), C la concentration molaire en protéine (mol/L) et m, 

le nombre d’acides aminés de ladite protéine. 

Le dichroïsme circulaire a donc été utilisé pour comprendre les effets sur l’hème de l’adsorption à pH 

7, le pH 9 servant de témoin sans adsorption. 

Les expériences ont été faites en collaboration avec Stéphanie Devineau sur le spectrographe du 

Laboratoire Léon Brillouin. Pour obtenir la forme désoxygénée de l’hémoglobine, du dithionite de 

sodium a été utilisé à 10 g/L. Les spectres en contenant n’ont pas été présentés en dessous de 380 nm, 

le dithionite de sodium ayant son propre signal à ces longueurs d’onde, il n’aurait pas été pertinent de 

les représenter. La Figure 16 présente donc les spectres en dichroïsme circulaire de ces mélanges avec 

les témoins hémoglobine libre. 
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Figure 16 : Spectres de dichroïsme circulaire de : Bleu: OxyHb (1 mM), tampon phosphate 100 mM pH 7 Orange: OxyHb adsorbée à plus de 98 % sur des NP (1 
mM/100 g/L), tampon phosphate 100 mM pH 7, Noir : DésoxyHb (1 mM), tampon phosphate 100 mM pH 7, Violet : DésoxyHb adsorbée à plus de 98 % sur 
des NP (1 mM/100 g/L), tampon phosphate 100 mM pH 7, Vert: OxyHb (1 mM), tampon ammonium 5 mM pH 9, Rouge: OxyHb au contact de NP (1 mM/100 
g/L), tampon ammonium 5 mM pH 9, Gris: DésoxyHb (1 mM), tampon ammonium 5 mM pH 9, Jaune: DésoxyHb au contact de NP (1 mM/100 g/L), tampon 
ammonium 5 mM pH 9 Pour la forme désoxyHb, le signal n’est pas représentée en dessous de 380 nm car le signal est marqué par la présence de la dithionite 
de sodium nécessaire pour former la désoxyHb. 
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Pour la forme oxygénée à pH 7 comme 9, on retrouve la forme du spectre telle qu’elle a été présentée 

à de nombreuses reprises dans la littérature avec un maximum fort à 418 nm et un léger minimum à 

398 nm ; idem avec la forme désoxygénée, avec elle un fort maximum à 432 nm et un léger minimum 

à 414 nm.52 Les spectres de la littérature sont présentés Figure 17. 

A pH 9, en présence de nanoparticules, il n’y a aucun changement notable dans le spectre pour la 

forme oxygénée ou désoxygénée. A pH 7, des changements ont lieu avec l’adsorption. Sur la forme 

oxygénée, le spectre présente une diminution de la bande positive et l’apparition d’une bande 

négative nette avec un maximum à 420 nm et un minimum à 401 nm. Sur la forme désoxygénée, il y a 

une diminution notable de la bande positive, mais aucune apparition d’une bande négative nette. On 

a donc une diminution de la force rotationnelle pour les deux formes. 

Cette bande négative dans le spectre a déjà été remarquée pour des hémoglobines A humaines 

recombinantes avec un hème inversé. La Figure 17 présente les spectres des deux types d’hémoglobine 

avec un schéma indiquant la disposition de l’hème. On peut remarquer pour les deux formes avec 

l’hème inversé que les spectres sont très proches de ceux que nous avons pour l’hémoglobine 

adsorbée. Toutefois, le retournement de l’hème avec l’adsorption est difficilement crédible car 

requierant un mécanisme trop complexe. 

 

Figure 17 : Spectres en dichroïsme circulaire de la forme classique de l’hémoglobine en gris et 
l’hémoglobine recombinante avec un hème inversé en noir (tiré de47) avec les deux formes, A étant 

l’hème classique et B, l’hème inversé (tiré de 48). 

Une autre étude concernant des dimères de tétramères d’hémoglobine obtenus par réticulation 

chimique, présente cette même bande négative et les auteurs interprètent les différences observées 

sur le spectre dichroïque comme des altérations de l’environnement autour de l’hème53. 

Cela va avec certaines simulations qui ont réussi à reproduire une force rotationnelle négative 51. En 

particulier, la force rotationnelle peut grandement être modifiée par le changement de l’angle dièdre 

décrivant la conformation des groupes vinyliques de l’hème48. La Figure 18 présente le changement de 

la force rotationnelle en fonction de ces angles et la définition de ces angles. 



72 
 

 

Figure 18 : Force rotationnelle en fonction de l’angle des groupes vinyliques de l’hème avec un 
schéma représentant cet angle. Tiré de 48. 

On peut donc penser que l’adsorption peut occasionner une réorganisation des fonctions latérales 

autour de l’hème occasionnant ce changement dans le spectre. Si de tels changements ont lieu, on 

peut penser qu’ils peuvent en partie expliquer la différence d’affinité constatée auparavant si la 

nouvelle position des fonctions vinyliques favorise l’approche et le départ du dioxygène. 

Il est donc possible qu’il y ait des changements dans les angles des fonctions latérales qui peuvent être 

causés par une modification de la poche de l’hème. Ce constat complète les changements sondés par 

la spectroscopie d’adsorption X. La RPE nous donne l’information que la structure électronique du fer 

n’est en revanche pas modifiée. 

IV- Modifications de la globine 

1) Etude de la structure secondaire avec le dichroïsme circulaire dans le domaine 

UV-proche 
 

Afin d’étudier la structure secondaire des protéines, les méthodes quantitatives ne sont pas 

nombreuses. Cela est faisable par acquisition de spectres infrarouges. En effet, pour les protéines, 

chaque type de structurations secondaires donne une bande caractéristique dans la bande amide. En 

déconvoluant, il est possible de savoir les différentes structures secondaires avec leur proportion 

relative. D’autres techniques permettent d’appréhender de façon globale la structure comme la 

diffusion de rayons X aux grands angles, mais ne permettent pas de quantifier de façon optimale. On 

peut aussi penser à l’utilisation de la radiocristallographie, mais celle-ci requiert de cristalliser nos 

échantillons dans leur condition d’adsorption ou de contact avec les nanoparticules.  

Pour étudier les structures secondaires de l’hémoglobine dans des mélanges de cette dernière avec 

des nanoparticules de silice, la technique utilisée ici a été la spectroscopie de dichroïsme circulaire. 
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Pour bien expliquer cette technique, il est intéressant de partir sur une approche différente de 

l’explication donnée pour le dichroïsme circulaire de la bande de Soret. 

Pour l’étude qui nous intéresse, on utilise la propriété que les structures secondaires sont chirales et 

absorbent dans le domaine ultraviolet. En dessous de 240 nm, l’absorption correspond à la transition 

n → π* (bande large à 220 nm) et à la transition π → π* (bandes plus intenses à 190 et 208 nm) des 

liaisons peptidiques. Cela fait que chaque structure présente donc chacune un spectre dichroïque 

caractéristique (Figure 19). 

 

Figure 19 : Spectres de dichroïsme circulaire donnant les signaux caractéristiques des différents types 
de structure secondaire des protéines : trait plein : hélices ; trait interrompu fort : feuillets ; pointillés : 

coudes ; trait interrompu barré : hélices PP II ; trait interrompu fin : structure pelote aléatoire 
(random coil) Tiré de 46. 

Le spectre dichroïque d’une protéine est analysé en considérant que ce spectre est une combinaison 

linéaire des spectres de chaque type de structures secondaires pondérés par leur proportion relative 

dans la protéine. En déconvoluant un spectre, il est donc possible de connaitre les différents types de 

structures secondaires présentes et leurs proportions.  

D’autres moyens qualitatifs existent, utilisant par exemple le rapport de pics rα=Δε(222nm)/Δε(208nm) 

permettant d’obtenir des informations sur l’absence ou présence d’interactions intra- et inter-

hélicoïdales dans les protéines oligomériques54. Le ratio rα est utilisé afin de distinguer deux états 

structuraux des hélices55–58 : 

- Lorsque rα < 1, les hélices n’ont pas d’interactions entre elles ; 

- Lorsque rα > 1, il y a de fortes interactions intra- et inter-hélices. On peut penser à la structure 

superhélice (ou coiled coil) (des hélices sont enroulées ensemble les unes autour des autres et forment 

une structure tertiaire propre). 

Les expériences ont été effectuées en collaboration avec Daniel Sanchez-Guzman et Stéphanie 

Devineau sur la ligne DISCO du synchrotron SOLEIL avec l’aide du Docteur Franck Wien. L’avantage de 
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faire les expériences en utilisant un flux de lumière synchrotron est d’exploiter l’UV lointain, riche en 

information (en dessous de 200 nm) et d’avoir un flux suffisamment puissant pour traverser des 

échantillons qui sont très absorbants dans ces domaines de longueurs d’onde. 

Le but du travail a été d’étudier l’effet de l’adsorption des formes oxygénée et désoxygénée de 

l’hémoglobine sur des nanoparticules de silice à pH 7 (Figure 20A et B). A pH 9, des mesures ont été 

faites pour les mêmes concentrations de Hb et de NP comme témoin. Pour obtenir la forme 

désoxygénée de l’hémoglobine, du dithionite de sodium a été utilisé à 10 g/L (Figure 20C).  

Les maxima à 194, 209 et 222 nm montrent que nous avons des hélices comme structures secondaires 

dominantes, cela pour Hb libre ou adsorbée, oxyHb ou désoxyHb, pH 7 ou 9. Toutefois, on s’aperçoit 

qu’à pH 7 l’adsorption a un effet sur la forme du spectre, donc sur la structure secondaire. L’intensité 

relative de l’oxyHb adsorbée décroît à 209 et 194 nm tandis que la bande à 222 nm n’est pas affectée. 

Le ratio Δε(222nm)/Δε(208nm) est égal à 1,08 pour l’oxyHb libre et est de 1,51 pour l’oxyHb adsorbée. 

Cette augmentation indique une augmentation des interactions des hélices entre elles.  

Pour la désoxyHb adsorbée, le signal décroît à 222, 209 et 194 nm. Le ratio Δε(222nm)/Δε(208nm) est 

égal à 1,18 pour la désoxyHb libre et est de 1,60 pour la désoxyHb adsorbée. Cette augmentation 

indique une augmentation de la compacité des hélices liée à de plus fortes interactions des hélices 

entre elles. Toutefois, le changement d’intensité à 222 nm indique qu’il y a un effet de l’adsorption sur 

toute la protéine et pas seulement en bout d’hélices si on considère que la normalisation a été faite 

proprement.  

A pH 9, l’effet de la présence des nanoparticules est quasi nul ou dans l’erreur liée à la mesure (le 

rapport évolue par exemple de 1,07 à 1,09). 

Au-delà des études qualitatives, il a été procédé à des études quantitatives. Pour cela, la structure 

secondaire de l’hémoglobine de porc dans les différents mélanges a été déterminée par déconvolution 

de leurs spectres dichroïques par la méthode BeStSel 59,60. On a alors comparé les résultats à la 

structure secondaire venant de la structure cristallographique de l’oxyHb porcine (1QPW.pdb dans la 

Protein Data Base (PDB), calcul fait aussi avec BeStSel). Le Tableau 11 donne les proportions dans les 

différentes conditions.   

  
1QPW  oxyHb pH7 désoxyHb pH7 oxyHb pH9 

Sans NP Sans NP Avec NP Sans NP Avec NP Sans NP Avec NP 

Feuillets antiparallèles (%) 0 0 0 0 0 0 0 

Feuillets parallèles (%) 0 3 1 6 6 3 4 

Coudes (%) 9 7 13 8 13 7 8 

Hélices régulières (%)  49 42 34 43 35 42 40 

Hélices distordues (%) 19 25 26 24 23 25 24 

Total hélices (%) 67 67 59 67 58 67 64 

Autres (%) 24 23 27 19 23 23 24 

Tableau 11 : Pourcentage des différentes structures secondaires de l’hémoglobine dans différentes 
conditions, oxyHb porcine de la PDB (1QPW) comme référence 

On voit que la structure de l’hémoglobine telle que recensée dans la PDB est faite majoritairement 

faits d’hélices avec un peu de coudes. On retrouve cela pour les différents mélanges sans 

nanoparticules, les résultats du dichroïsme circulaire sont donc en accord (les pourcentages de feuillets 

sont très faibles, il s’agit d’artéfacts de l’ajustement. De plus, il est clair que la forme (oxy ou désoxy) 

ou le pH ne change qu’à la marge la structure secondaire de l’hémoglobine libre.
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Figure 20 : Spectres de dichroïsme circulaire à 22°C de : 
 
A : Effet de l’adsorption sur l’oxyHb à pH 7 
Bleu : OxyHb (1 mM), tampon phosphate 100 mM pH 7. 
Orange : OxyHb adsorbée à 97 % sur des NP (1 mM/100 g/L), tampon 
phosphate 100 mM pH 7. 

B : Effet de l’adsorption sur la désoxyHb à pH 7 
Vert : DésoxyHb (1 mM), tampon phosphate 100 mM pH 7. 
Rouge : DésoxyHb adsorbée à 97 % sur des NP (1 mM/100 g/L), tampon 
phosphate 100 mM pH 7. 

C : Effet des NP sur l’oxyHb à pH 9 
Noir : OxyHb (1 mM), tampon ammonium 5 mM pH 9. 
Violet : OxyHb au contact de NP (1 mM/100 g/L), tampon ammonium 5 mM 
pH 9. 
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Avec l’adsorption sur les nanoparticules à pH 7 tant pour la forme oxygénée que désoxygénée, on 

remarque sur la structure secondaire de l’hémoglobine une baisse de la quantité d’hélices (13 %). La 

baisse est surtout localisée sur les hélices régulières (milieu des hélices α et 310), les hélices distordues 

(bouts des hélices α et 310) n’étant pas affectées. Pour les autres types de structures, on remarque des 

changements dans les proportions, mais celles-ci sont en dessous de 5 % et il est difficile de conclure 

une tendance nette sur ses structures déjà minoritaires sans adsorption. En présence de 

nanoparticules à pH 9, il n’y a aucun changement notable sur la structure secondaire de 

l’oxyhémoglobine. 

L’étude quantitative permet de montrer que l’adsorption de l’hémoglobine sur les nanoparticules 

diminue la proportion d’hélices dans la structure secondaire de l’hémoglobine. La déstructuration est 

loin d’être importante, la protéine conserve en grande partie sa structure secondaire avec l’adsorption. 

L’étude qualitative montre qu’il y a des réorganisations avec l’adsorption, des hélices étant plus en 

interaction. Pour le témoin à pH 9, les nanoparticules n’affectent en rien la structure secondaire. 

Ces résultats et analyses ont été publiés3 (voir annexe). Afin de parfaire cette étude sur la globine, il 

est important d’étudier la structure quaternaire de la protéine et l’effet de l’adsorption sur la forme 

par la diffusion de neutrons aux petits angles. 

2) Etude par la diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA) 
 

Pour la détermination de structures quaternaires, l’utilisation de la diffusion de neutrons aux petits 

angles (DNPA ou SANS en anglais pour small angle neutron scattering) est appropriée. Les échelles 

spatiales sondées par la DNPA vont du nanomètre à quelques centaines de nanomètres. Pour ce qui 

nous intéresse, elle permet ainsi d’étudier la structure tertiaire et quaternaire des protéines et de juger 

les interactions protéines-protéines et pour les gels, la structure locale de ces derniers, comme leur 

taille de mailles. La DNPA diffère de son équivalent, la diffusion de rayons X aux petits angles (DXPA ou 

SAXS en anglais pour small angle X-ray scattering) par le fait que les neutrons interagissent avec les 

noyaux alors que les rayons X interagissent avec les nuages électroniques.  

Il faut d’abord introduire le vecteur de diffusion dont la norme est donnée par l’équation 12. 

 q = 4.π/λ. sin(θ/2) 

(éq.12) 

où λ est la longueur d’onde du neutron émis et θ est l’angle du neutron diffusé par rapport à la 

direction du flux non diffusé. 

Ces dernières notions sont identiques pour la diffusion de rayons X, le principe étant le même à la 

différence des éléments diffusés. En exprimant l’intensité diffusée par un échantillon suivant le vecteur 

de diffusion, on peut décomposer l’intensité diffusée comme montré dans l’équation 13 : 

I(q) = .V2.P(q).S(q) 

(éq.13) 

avec : 

-la fraction volumique (sans unité), proportionnelle au nombre de particules diffusantes ; 

-V, le volume des particules diffusantes (en cm3) ; 
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-2
, le terme de contraste en cm-4 (étant la différence entre la densité de longueur de diffusion 

électronique des objets diffusants et du solvant) ; 

-P(q), le facteur de forme décrivant la forme, taille, masse de l’objet seul ; 

-S(q), le facteur de structure décrivant les interactions de ces objets entre eux. Il tend vers 1 aux grands 

angles. 

Afin d’avoir du signal en DNPA, il est nécessaire que le terme de contraste soit le meilleur possible. Il 

est impossible d’avoir un signal de qualité en milieu aqueux (hydrogène 1H). L’eau deutérée présente 

l’avantage de produire une diffusion incohérente des neutrons 40 fois inférieure à celle de l’eau 

hydrogénée améliorant ainsi le rapport signal/bruit. Il est donc nécessaire d’échanger les protons des 

molécules étudiées.  

En dehors de l’obligation de travailler en milieu deutéré, la DNPA a de nombreux avantages : 

-cette technique est plus sensible aux éléments légers, ce qui nous intéresse ici vu la structure 

organique des protéines ; 

-c’est une technique utilisant des flux faibles, donc non destructive pour les échantillons ; 

-on peut faire des variations du terme de contraste en modulant la quantité de D2O et ainsi, faire 

disparaître un élément diffusant du signal recueilli.  

Les expériences ont été faites au Laboratoire Léon Brillouin sur l’appareil PAXY avec l’aide de Fabrice 

Cousin. Afin de pouvoir comprendre la structure de l’oxyhémoglobine dans les gels, adsorbée ou non 

sur des nanoparticules, il est déjà nécessaire de comprendre cette structure sur l’oxyhémoglobine 

seule comme celle des nanoparticules. Ainsi, la Figure 21 donne le spectre pour l’oxyhémoglobine 

seule et les nanoparticules de silice LUDOX TM-50 (ce dernier signal provient de la thèse de Laurent 

Marichal61 s’agissant du même lot utilisé ici). 

Pour ce qui est des nanoparticules, un traitement via SASview avec un modèle de facteur de forme de 

sphère62 et en rajoutant de la dispersité, a permis de calculer le rayon physique, R qui est donc de 13,0 

± 0,2 nm. 

 

Figure 21 : Spectres DNPA de l’oxyhémoglobine de porc 2,5 mM en orange et des nanoparticules de 
silice Ludox TM-50 50 g/L en violet, tampon phosphate 0,1 mol.L-1, pD 7,0. 

Pour ce qui est de l’oxyhémoglobine, on retrouve la forme décrite dans la littérature63,64 et ce qui a été 

mesurée auparavant par l’équipe61. Le signal de l’oxyhémoglobine présente aussi deux épaulement à 

q= 0.12 et 0.2 Å−1, correspondant aux distances intra et inter sous-unités23. On peut observer un 
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plateau aux angles intermédiaires, avec des remontées aux petits angles en dessous de 6,8.10-3 Å−1. On 

peut interpréter ces remontées par une agrégation d’une faible partie des protéines ou des difficultés 

de soustraction du bruit de fond aux petits angles. En effet, sur cette gamme d’angles, la remontée du 

faisceau vide est importante et le flux faible.  

Sur la zone de 1,45.10-2 à 1,45.10-1 Å−1, il a été calculé le rayon de giration Rg via un modèle de Guinier 

dont voici l’équation 14 : 

𝐼(𝑞) = 𝐼(0)𝑒
−𝑅𝑔².𝑞²

3  
(éq.14) 

On trouve alors un rayon de 2,2 nm. Cette valeur est très proche de la littérature qui indique un rayon 

de giration de 2,38 nm12 et de ce qui a été fait auparavant par l’équipe (2,3 nm)65. 

Afin de pouvoir étudier l’effet de l’adsorption, nous avons testé deux mélanges représentant deux 

pourcentages d’adsorption différents : oxyHb/NP 2,5 mM/26 g/L (14% oxyHb adsorbée) et 2,5 mM/75 

g/L (41% oxyHb adsorbée). La Figure 22 montre les spectres DNPA pour ces deux mélanges avec le 

signal de l’oxyHb libre en comparaison. 

 

Figure 22 : Spectres DNPA de l’oxyHb libre en orange et de solutions de ratios oxyHb/NP 2,5 mM/26 
g/L (14% oxyHb adsorbée) en gris et 2,5 mM/75 g/L (41% oxyHb adsorbée) en bleu, tampon 

phosphate 0,1 mol.L-1, pD 7,0. 

Aux ratios oxyHb/NP que nous utilisons, les nanoparticules ont un taux de couverture proche de 100%. 

On constate que le signal caractéristique des NP est apparent vers 4,0.10-2 Å−1 bien que cette bosse se 

soit décalée vers les petits angles, signifiant une augmentation du rayon. Si on considère que les 

nanoparticules sont recouvertes des protéines et qu’on a donc une plus grande sphère, il est normal 

de mesurer cette augmentation du rayon. 

Afin de pouvoir étudier le signal de oxyHb adsorbée dans les mélanges, il est nécessaire de retirer la 

contribution d’oxyHb libre. Pour cela, il faut d’abord déterminer le facteur de forme de 

l’oxyhémoglobine avec précision afin de s’affranchir des remontées parasites aux petits angles. En 

partant de l’oxyhémoglobine seule, un facteur de forme de l’oxyhémoglobine a donc été calculé sur 

toute la gamme d’angles en conservant les points mesurés pour q > 0,012 Å-1 et en gardant les points 

de l’ajustement de Guinier aux petits angles afin de s’affranchir des remontées parasites (Figure 23).  
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Figure 23 : Spectres DNPA à 25°C de l’oxyhémoglobine à 2,5 mM en orange, du fit de Guignier en 
pointillés noirs et facteur de forme de l’oxyhémoglobine en vert foncé,  

pD 7,0 tampon phosphate 100 mM. 

Il est impossible d’avoir le signal d’oxyHb adsorbée seule. En effet, il faudrait aussi enlever la 

participation des NP, mais le signal de ces dernières dans le mélange est inconnu étant donné que, 

comme expliqué plus haut, elles ont changé de formes. On ne peut mesurer que l’intensité de 

l’assemblage NP/oxyHb adsorbée. Pour cela, il faut prendre les intensités des mélanges mesurées 

expérimentalement auquel on soustrait la proportion d’oxyHb libre par le facteur de forme de 

l’oxyhémoglobine comme expliqué par l’équation 15. 

𝐼(𝑞)𝑎𝑠𝑠𝑒𝑚𝑏𝑙𝑎𝑔𝑒 = 𝐼(𝑞)𝑚é𝑙𝑎𝑛𝑔𝑒 − %𝑛𝑜𝑛 𝑎𝑑𝑠. 𝑃(𝑞)𝑜𝑥𝑦𝐻𝑏 
(éq.15) 

 
Le signal de l’oxyHb adsorbée extrait est exposé dans la Figure 24 avec le signal de l’oxyHb libre en 
comparaison. 

 
 

 

Figure 24 : Spectres DNPA de l’oxyHb libre en orange et spectres de l’oxyHb absorbée tirés du signal 
de solutions de ratios oxyHb/NP 2,5 mM/26 g/L (14% oxyHb adsorbée) en gris et 2,5 mM/75 g/L (41% 

oxyHb adsorbée) en bleu, tampon phosphate 0,1 mol.L-1, pD 7,0. 
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On retrouve encore le signal des NP aux angles intermédiaires. Pour les plus grands vecteurs d’onde, 

les NP n’ayant pas de signal sur cette gamme, on peut étudier directement l’oxyHb adsorbée. On 

retrouve le même spectre que pour l’oxyhémoglobine libre au-delà de 1,0.10-1 Å−1, ce qui montre que 

l’oxyhémoglobine conserve sa forme et sa structure même adsorbée. Cela avait déjà été constaté dans 

l’équipe65. La partie aux plus petits angles n’est pas étudiée ici, cette partie étant riche en information 

sur la structuration de l’assemblage et non sur la forme de la globine qui est le point qui nous intéresse 

ici. Les différentes études montrent donc que la structure globale de l’oxyhémoglobine ne change pas 

avec l’adsorption. Les changements de l’oxygénation avec l’adsorption ne peuvent donc pas être 

corrélés à la globine étant donné qu’elle garde son intégrité. La dernière question posée pour les 

assemblages Hb/NP était la structure hémoglobine-nanoparticule, ce qui va être abordée dans la 

dernière partie de ce chapitre. 

V- Compréhension de l’assemblage nanoparticules-

hémoglobine 

1) Structure de l’assemblage par diffusion de neutrons aux petits angles 
 

Afin de comprendre la structure de l’assemblage oxyHb/NP, il est possible d’étudier plus en détails les 

résultats liés à la diffusion aux petits angles. On va donc travailler pour obtenir le facteur de structure 

afin de pouvoir caractériser l’assemblage. Un ajustement global est en revanche compliqué dans la 

région des angles intermédiaires dans laquelle les contributions d’oxyHb adsorbée et des NP se 

mélangent. En divisant l’intensité de l’assemblage NP/oxyHb adsorbée par le facteur de forme et en 

normalisant à 1 aux grands angles, on obtient le facteur de structure voulu. L’équation 16 présente 

ainsi le calcul effectué pour obtenir le facteur de structure de l’assemblage. 

𝑆(𝑞)𝑎𝑠𝑠𝑒𝑚𝑏𝑙𝑎𝑔𝑒 =
𝐼(𝑞)𝑎𝑠𝑠𝑒𝑚𝑏𝑙𝑎𝑔𝑒

𝑃(𝑞)𝑜𝑥𝑦𝐻𝑏
 

(éq.16) 
Le facteur de structure a été calculé pour le mélange avec le plus de protéines adsorbées (41% d’oxyHb 

adsorbée) afin d’avoir un résultat satisfaisant. Le facteur de structure est ainsi présenté sur la Figure 

25. 

 

Figure 25 : Facteur de structure de l’oxyhémoglobine adsorbée tiré du spectre d’une solution de ratio 
oxyHb/NP 2,5 mM/75 g/L) , tampon phosphate 0,1 mol.L-1, pD 7,0. 
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Le facteur présenté n’est pas celui de la structure de l’assemblage seule, il présente aussi le facteur de 

forme des NP qu’il est impossible de soustraire vu que les NP sont modifiées dans leur forme par 

l’adsorption (ce qui n’était pas le cas pour l’oxyHb libre). Mais en dehors du pic des NP vers 0,35 Å-1, le 

reste est interprétable. 

On constate donc : 

-à très petits q, on a un signal proportionnel à q-2,0, caractéristique d’un régime d’agrégation limitée 

par la réaction66,67. La vitesse de diffusion est alors plus rapide que la vitesse d’agrégation des deux 

particules. Ce processus a généralement lieu dans des systèmes où il y a des phénomènes d’attraction 

à petite distance et présente de la répulsion faible sur des plus grandes distances. Cette faible barrière 

énergétique répulsive entre les particules doit être surmontée afin que l’agrégation ait lieu. Cela donne 

en pratique des agrégats compacts68. On retrouve aussi la même remontée pour la solution à 14% 

d’oxyHb adsorbée, ce qui montre que l’agrégat se forme même avec très peu d’oxyHb sur les 

nanoparticules (Figure 24). 

-un trou de corrélation vers 0,08 Å-1. 

-un pic de corrélation à 0,15 Å-1. Cela correspond à une distance de 42 Å dans l’espace réel. Cette 

distance correspond au contact de deux oxyhémoglobines, le diamètre de l’oxyHb étant de 44 Å si on 

regarde le rayon de giration que nous avons mesuré (2,2 nm). 

Le trou et pic de corrélation montrent que nous pouvons donc assimiler les protéines à une solution 

de sphères dures quand adsorbées sur la surface d’une nanoparticule69,70. Ces résultats sont identiques 

à ceux déjà mesurées par l’équipe23. 

2) Etude de la structure des assemblages via cryo-microscopie électronique 
 

Afin de comprendre au mieux l’assemblage des nanoparticules avec l’oxyhémoglobine, j’ai préparé un 

mélange d’oxyHb/NP 200 mM/qui a été analysé en cryo-microscopie en transmission électronique par 

Laurent Marichal et Jeril Degrouard du Laboratoire de Physique des Solides. Le mélange a été préparé 

à pH 7 en plusieurs exemplaires. Trois échantillons ont été sacrifiés pour faire des mesures par 

centrifugation afin de déterminer les proportions d’adsorption de ces mélanges. 56 ± 4 % de l’oxyHb 

était ainsi adsorbée. Un échantillon a été conservé (et n’est donc pas passé en centrifugation) pour 

être étudié en cryo-TEM. Des clichés ont aussi été pris pour les échantillons ne contenant que les 

nanoparticules seules à la même concentration à pH 7. La Figure 26 donne les images pour les NP 

seules ainsi que les mélanges contenant NP et oxyHb avec un traitement afin de souligner 

nanoparticules et protéines (traitement réalisé par Stéphanie Devineau). 

Pour plus de clarté, un grossissement d’une image a été faite afin de bien montrer les différents 

constituants que l’on peut retrouver (Figure 27). 

Le diamètre moyen des nanoparticules a été mesuré et est de 25,6 ± 0,6 nm, identique à celui mesuré 

auparavant61. Il a été aussi mesuré la taille d’oxyHb adsorbée. Pour cela, on a considéré une forme 

sphérique et un diamètre de 4,7 ± 0,2 nm a été mesuré, très proche de celui recensé pour 

l’hémoglobine porcine (d = 4.6 nm).  
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pH 7 NP avec oxyHb 

 
pH 7 NP sans oxyHb 

Figure 26 : Images en cryo-MET et résultats de l’analyse automatique des particules avec les NP en 
bleu et l’oxyHb adsorbée en rouge avec une échelle de 20 nm de 
A : Hb (200 µM) avec NP (9 g/L) à pH 7 tampon phosphate 100 mM (56 ± 4 % d’oxyHb adsorbée). 
B : NP (9 g/L) à pH 7 tampon phosphate 100 mM 

 

 

Figure 27 : Grossissement d’une image d’un mélange NP/oxyHb. Certaines protéines adsorbées sont 
indiquées par une flèche. 

Des molécules de protéines sont sur la surface des nanoparticules. A pH 7, il y a donc une couronne de 

protéines, ce qui est en accord avec les isothermes d’adsorption mesurées précédemment. On peut 

penser que l’hémoglobine est fortement liée aux nanoparticules de silice, et que même dans des 

conditions de séparation puissante comme la centrifugation, les molécules d’hémoglobine restent 

attachées aux nanoparticules (« hard corona »). 

Les résultats et analyses de cette partie ont été publiés3 (voir annexe). 

Au final, on constate que l’assemblage Hb/NP formé par adsorption correspond à la formation d’une 

couronne de protéines sur les nanoparticules. Les protéines sont au contact les unes avec les autres et 

un ordre fractal se forme, montrant la formation d’agrégat dense. 

 

 

A  B 
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VI- Discussion sur l’effet fonctionnel de l’adsorption de 

l’hémoglobine sur les nanoparticules  
 

Les différentes expériences que nous avons menées montrent que l’adsorption provoque certaines 

modifications de la protéine tout en en gardant d’autres. La Figure 28 résume ainsi les points communs 

et différences constatés entre l’hémoglobine libre et l’hémoglobine adsorbée. 

 

Figure 28 : Points communs et différences entre l’hémoglobine libre et l’hémoglobine adsorbée sur 

des nanoparticules de silice. 

La principale différence vient de l’activité. En effet, avec l’adsorption, on constate une augmentation 

de l’affinité de l’hémoglobine pour le dioxygène et une conservation du caractère coopératif de cette 

fixation même si le coefficient de Hill diminue légèrement. 

Une étude avait déjà été faite par Devineau et collaborateurs4 sur l’hémoglobine adsorbée sur des 

nanoparticules de silice. Cette étude avait aussi montré qu’il y avait une augmentation de l’affinité, 

une diminution de la structuration en hélice et avait interprété les résultats comme une conservation 

de la forme quaternaire. Toutefois, elle avait recensé une perte conséquente de la coopérativité (n 

descendant jusqu’à 1,6) et avait interprété ses résultats comme une absence de changements sur 

l’hème. 

Les principaux phénomènes recensés pouvant affecter l’activité de l’hémoglobine sans une perte de la 

coopérativité sont les effecteurs de l’hémoglobine. Les effecteurs sont des molécules qui se fixent et 

modifiant l’affinité pour une autre molécule. Le dioxygène peut être considéré comme un effecteur 

puisque sa fixation sur l’hémoglobine change l’affinité71,72. Les principaux effecteurs de l’hémoglobine 

sont les ions hydronium H+, le 2,3‐bisphosphoglycerate ou BPG, le dioxyde de carbone CO2 et les ions 

chlorure Cl‐73,74.  

Structure
quaternaire

Structure
secondaire

ActivitéFer de l'hème

Hème

Hb libre
Hb adsorbée
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En pratique, les nanoparticules de silice pourraient être assimilées à un effecteur de l’hémoglobine. La 

seule différence est que les nanoparticules seraient le premier effecteur permettant d’augmenter 

l’affinité envers le dioxygène autour du pH physiologique. Pour aller au bout de cette idée, il faut se 

pencher sur ce que provoquent les effecteurs de façon classique. 

Ainsi, l’effet des ions hydronium est appelé effet Bohr. H+ est un effecteur négatif de l’hémoglobine 

sur la gamme de pH 6 à 9. Plus le pH est bas, plus l’affinité pour O2 est faible. Ce phénomène se vérifie 

tout à fait pour l’hémoglobine de porc17,75. La pression de demi-saturation qui est une mesure de 

l’affinité est ainsi de 3,2 mmHg à pH 8,7, de 7,7 mmHg à pH 7,4, et de 17,1 mmHg à pH 6 à 25°C.  

Si l’adsorption modifie plusieurs propriétés de la protéine, ce n’est pas le cas du pH (Figure 29) : 

-en nous fiant à notre étude, les spectres en dichroïsme circulaire dans l’UV de l’oxyhémoglobine à pH 

7 et pH 9 sont identiques. Cela montre bien que la structure secondaire n’est pas modifiée quel que 

soit le pH alors que l’adsorption provoque une modification de la structure secondaire avec une perte 

partielle de la structuration en hélices. Cela avait déjà été vu dans la littérature pour l’hémoglobine 

bovine pour les mêmes gammes de pH76. 

-pour l’hème, une étude en spectroscopie d’adsorption X a montré que pour l’hémoglobine humaine, 

il n’y a aucune différence dans la gamme de pH 6 à 940 pour la forme désoxyHb, métHb et HbCO. Cela 

a été aussi constaté pour le spectre de la désoxyhémoglobine de carpe à pH 6,5, identique à celui à pH 

8,538. Les spectres en spectroscopie d’adsorption X ont quant à eux des différences subtiles avec 

l’adsorption, mais démontrant tout de même une déformation de la poche de l’hème. 

-la structure quaternaire n’est pas modifiée par le pH comme semble l’indiquer une étude sur 

l’hémoglobine d’escargot où aucune différence existe entre le pH 5 et le pH 7,5 sur un spectre de 

diffusion de rayons X aux petits angles77. De manière analogue, il n’y a aucune différence dans la forme 

de l’oxyhémoglobine qu’elle soit libre ou adsorbée comme on l’a constaté avec la DNPA. 

 

 
Figure 29 : Points communs et différences entre l’effet de l’adsorption sur l’hémoglobine et celle des 

ions hydronium. (Hémoglobine libre mise comme référence). 

On peut se tourner sur d’autres effecteurs classiques de l’hémoglobine pour voir si on constate aussi 

une absence d’effets comme avec le pH ou des différences qui se rapprochent plus de ce que nous 
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avons avec l’adsorption. L’étude du 2,3-bisphosphoglycerate ou BPG est intéressante car il s’agit d’un 

effecteur naturel de l’hémoglobine qu’on retrouve dans les globules rouges. En comparant l’activité 

de l’hémoglobine totalement purifiée et celle de l’hémoglobine dans les globules rouges, on constate 

que l’hémoglobine purifiée a beaucoup plus d’affinité pour le dioxygène que celle des globules rouges. 

La différence vient en fait du BPG qui permet d’ajuster l’affinité dans l’organisme71. Dans notre étude, 

nous avons bien fait attention à retirer le BPG durant sa purification (voir matériels et méthodes). Un 

autre effecteur classique dans les expériences in vitro est l’inositol hexaphosphate (IHP). Il joue un rôle 

régulateur assez similaire au BPG, mais chez les oiseaux. L’IHP est notable car il diminue plus fortement 

l’affinité de l’hémoglobine que le BPG. 

D’après la structure cristallographique de la désoxyHb en présence de BPG78, le BPG se fixe une seule 

fois par protéine. L’IHP se fixe au même endroit que le BPG dans une poche au centre du tétramère79,80. 

Il est donc cohérent d’étudier ces deux effecteurs en même temps. Afin de comparer l’effet des 

effecteurs sur la protéine à celle les nanoparticules de silice, il faut de nouveau regarder les niveaux 

de structure (Figure 30). En pratique, il y a peu de résultats sur le BPG, mais beaucoup d’informations 

sur l’IHP. Ainsi : 

-le dichroïsme circulaire dans l’UV-Visible montre qu’il n’y a pas de différences entre l’hémoglobine 

libre et l’hémoglobine fixant l’IHP17 ; 

-la spectroscopie d’adsorption X ne montre aucune différence sur le spectre de désoxyHb humaine 

entre sa forme libre et sa forme fixant l’IHP40,81. Cela a été aussi remarqué pour HbCO d’une part et 

métHb d’autre part40 ; idem entre la méthémoglobine de carpe libre et celle fixant l’IHP82 ;  

-la diffusion de rayons X aux petits angles qui permet de sonder la structure secondaire et tertiaire 

(voir chapitre 3) montre quant à elle que l’IHP n’altère que peu la structure de la désoxyHb comme 

celle de l’HbCO humaine83. Cela a été aussi montré par dichroïsme circulaire81. 

-la cristallographie nous informe que si l’IHP provoque quelques petites perturbations sur la structure 

tertiaire des chaînes β de la désoxyhémoglobine, la structure quaternaire n’est pas modifiée84.  

 
 

Figure 30 : Points communs et différences entre l’effet de l’adsorption sur l’hémoglobine et celle du 

BPG/IHP. (Hémoglobine libre mise comme référence). 
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En étudiant les ions hydronium, le BPG et l’IHP, on peut retenir que leurs effets sont très différents des 

nanoparticules de silice vu qu’ils ne provoquent de changements dans aucune structure de 

l’hémoglobine. En se penchant sur les mécanismes d’action des trois effecteurs et des nanoparticules, 

on peut trouver deux points communs qui pourrait permettre de comprendre la différence d’affinité : 

-la modification du réseau de charge des acides aminés. En effet, les ions hydronium en se fixant à 

l’hémoglobine vont le modifier. Pour le BPG, il porte quatre charges négatives, qui lui permettent de 

se fixer entre les chaînes β grâce à des interactions électrostatiques avec des acides aminés chargés79. 

Idem pour l’IHP qui lui va se fixer 6 fois84. Quant aux nanoparticules de silice, elles sont chargées d’une 

surface couverte négative qui va notamment interagir avec les acides aminés basiques portant des 

charges positives en établissant des interactions électrostatiques85. On peut donc hypothéser que la 

modification du réseau de charge puisse être un mode d’action sur l’affinité. 

-la stabilisation des formes de basse affinité. En effet, l’effet de l’ion hydronium vient en partie de la 

protonation ou non de certains acides aminés sur la forme désoxygénée suivant le pH. Suivant leur 

charge, certains ponts salins vont se former, stabilisant la forme désoxygénée et faisant donc que la 

désoxyhémoglobine est moins affine pour l’oxygène. Sur la forme oxygénée, il n’y a pas ces 

phénomènes de ponts salins, ce qui fait que l’oxyhémoglobine n’est pas stabilisée71. Pour le BPG, il se 

fixe de façon préférentielle à la désoxyHb et la stabilise, empêchant ainsi le passage vers une forme 

oxygénée, plus affine86. Quant à l’effet de l’IHP, la forme de l’hémoglobine de basse affinité est dans 

une forme plus tendue avec la fixation, ce qui expliquerai la baisse de l’affinité81. On peut tout à fait 

imaginer pour l’adsorption que l’hémoglobine a sa structure stabilisée par les nombreuses liaisons non 

covalentes qui se forme entre la surface de la nanoparticule et les acides aminés 

En se penchant sur cette théorie, on peut donc penser à une immobilisation partielle de la protéine 

avec l’adsorption. En effet, quel que soit le modèle qu’on utilise (modèle allostérique de Monod-

Wyman-Changeux87, structural séquentiel de Perutz6 ou d’allostérie dynamique de Yonetani88 ou), le 

consensus est qu’il existe au minimum deux états de l’hémoglobine : un état de forte affinité pour le 

dioxygène et un état ayant que peu d’affinité pour le dioxygène. Il a été montré que l’état de forte 

affinité correspond à la forme oxygénée et l’état de faible affinité à la forme désoxygénée de 

l’hémoglobine. La forme désoxygénée se transformant en forme oxygénée avec la fixation du 

dioxygène, il a fallu immobiliser chaque forme afin d’éviter la transition. Cela a été fait de différentes 

manières (cristal, gel de silice, etc.). Une fois immobilisée, cela a permis de démontrer que les 2 formes 

possèdent bien des affinités respectives différentes et cohérentes avec le modèle énoncé89. 

Pour ce qui est de la coopérativité, comme expliqué dans l’introduction, elle vient de mouvements 

dans la protéine qui font qu’à chaque fois qu’un atome de dioxygène se fixe à un monomère, il y a une 

restructuration du tétramère, induisant une plus grande affinité pour le dioxygène pour les 

monomères encore déxoxygénés88. Avec l’immobilisation des formes, ces mouvements ne peuvent 

avoir lieu et il est donc logique que les formes immobilisées ne présentent pas de coopérativité89.  

Avec l’adsorption, on ne peut pas parler d’immobilisation totale de la protéine, le fait que la 

coopérativité de l’hémoglobine avec l’adsorption soit conservée le prouve. Par contre, des expériences 

en fluorescence et en RMN ont montré une diminution de la dynamique des protéines quand celles-ci 

sont adsorbées90,91. Une étude en diffusion élastique et inélastique de neutrons faite précédemment 

dans notre équipe montrait que la myoglobine adsorbée sur des nanoparticules avait sa dynamique 

fortement changée92. En fait, la transition dynamique de la protéine (voir Chapitre 4) était perdue et 
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les modes de vibration étaient diminués de 20%. Tous ces résultats signifient qu’une partie de la 

protéine est immobilisée sur la surface et qu’il y a une perte de mouvements dans la protéine. 

Cette immobilisation partielle peut peut-être expliquer la différence d’affinité. En effet, des études ont 

suggéré que la présence de contraintes physiques sur la forme de faible affinité de l’hémoglobine 

empêche la transition vers la forme de forte affinité, faisant que l’affinité pour le dioxygène reste 

basse93. On peut donc hypothéser qu’une hémoglobine restreinte dans la forme de forte affinité aura 

beaucoup de difficulté à prendre une forme de faible affinité et aura donc une affinité plus forte94. Les 

expériences que nous avons faites pour mesurer l’activité de l’hémoglobine adsorbée a été faite avec 

la forme oxygénée qui a été mise au contact des nanoparticules. On peut donc penser que 

l’oxyhémoglobine subit alors une immobilisation partielle dans cette forme plus affine, qui sera 

conservée en partie même avec la désoxygénation. La forme désoxygénée obtenue après 

désoxygénation de l’oxyhémoglobine adsorbée serait thermodynamiquement beaucoup moins stable 

que la forme oxygénée. Afin de pouvoir travailler sur cette hypothèse, une possibilité serait de mesurer 

la courbe d’oxygénation de l’hémoglobine adsorbée où la forme adsorbée a été obtenue par la mise 

en contact de la désoxyHb avec des NP. On aurait alors une hémoglobine coincée partiellement dans 

une forme de faible affinité, moins affine que l’hémoglobine libre d’après notre hypothèse. Si on 

constate une plus faible affinité que l’hémoglobine libre, cette hypothèse pourrait être validée. La 

Figure 31 présente le mécanisme hypothèsé et ce qui reste encore à étudier pour le confirmer. 

 

Figure 31 : Les différentes formes oxygénée et désoxygénée de l’hémoglobine libre ou adsorbée selon 
le mécanisme hypothèsé avec ce qui reste encore à étudier afin de confirmer le modèle. 

La raison pour laquelle cette expérience n’a pas été faite dans cette thèse est la difficulté à manipuler 

une forme désoxyHb. En effet, après dégazage, la forme n’est pas stable à l’air libre, ce qui rend difficile 

les réactions avec des nanoparticules. De plus, on ne peut utiliser le dithionite pour produire la forme 

désoxygénée car après réaction chimique, désoxyHb ne peut plus se réoxygéner. 
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D’autres hypothèses permettant d’expliquer les différences d’affinité serait la déformation de la poche 

de l’hème que l’on a déduit de notre étude de spectroscopie d’adsorption X. Cette déformation peut 

être interprétée comme une réorganisation des chaînes latérales, qui est confirmée par le dichroïsme 

circulaire de la bande de Soret. De plus, les changements dans la structure secondaire que l’on a 

constatés pourraient être une conséquence de cette réorganisation, car comme on a l’a vu dans 

l’introduction, une partie des hélices sont directement reliées à l’hème par l’histidine, étant dans la 

sphère de coordination du fer. 

L’étude sur des tétramères réticulés chimiquement deux à deux confirme cette théorie53. Avec la 

réticulation, ils retrouvent des spectres en dichroïsme circulaire de la bande de Soret très proches des 

nôtres (présence d’un signal négatif) avec pour certains agents de réticulation une affinité plus grande 

et un coefficient de Hill plus faible sans perte de la coopérativité. Ils interprètent les différences 

observées sur le spectre dichroïque comme des altérations de l’environnement autour de l’hème et 

lient ces altérations aux différences dans la fixation du dioxygène.  

Un phénomène déjà abordé plus tôt dans ce chapitre va aussi le sens d’une augmentation de l’affinité. 

Des mélanges d’hémoglobine contenant une hémoglobine mutante identique en tout point de vue à 

Hb humaine, mais possédant un hème inversé présentent une baisse de la pression de demi-saturation 

et du coefficient de Hill. De plus, le spectre dichroïque de la bande de Soret de l’oxyhémoglobine 

adsorbée est très proche du spectre de l’oxyhémoglobine avec hème inversé ; idem pour la forme 

désoxyhémoglobine. En comparant hème inversé et hème normal, les seules différences véritables 

sont dans l’organisation des chaînes latérales de la porphyrine. Si on en croit notre hypothèse, ces 

modifications de chaîne latérales expliquerait ses modifications d’oxygénation. 

Il semble donc qu’à chaque fois qu’il y ait des réorganisations des chaînes latérales dans la sphère de 

l’hème, on a des perturbations dans la pression de demi-saturation et du coefficient de Hill. Souvent, 

les modifications vont dans le sens d’une diminution de ces deux paramètres comme résume le montre 

le Tableau 12. 

 

Mélange 

Hb hème 

inversé/Hb  

Hb  

Tétramère 

Hb 

réticulé 

Hb Hb 

adsorbée 

Hb 

P50 (mmHg) 4,7 5,1 4,4 5,1 6,0 9,4 

Coefficient de Hill 2,6 3,2 2,2 2,7 2,6 2,9 

Tableau 12 : Paramètres caractérisant l’oxygénation de Hb humaine et d’un mélange contenant Hb et 

Hb possédant un hème inversé. Tiré de 53,95. 

Une autre hypothèse peut être donnée grâce au résultat des isothermes d’adsorption des différentes 

formes de l’hémoglobine présentées plus tôt dans ce chapitre : la désoxyHb et l’oxyHb ne présentent 

pas du tout les mêmes caractéristiques d’adsorption. En regardant les isothermes d’adsorption, on voit 

que la forme oxygénée, de forte affinité, s’adsorbe préférentiellement par rapport à la forme 

désoxygénée, de faible affinité (Kads
oxy deux fois plus grand que Kads

désoxy). Cela semble prouver que les 

nanoparticules stabilisent plus la forme oxygénée, ce qui irait vers le fait que l’affinité pour le 

dioxygène augmente avec l’adsorption. Si on compare à l’IHP, celle-ci se fixe préférentiellement à la 

forme désoxygénée de basse affinité et la stabilisant, ce qui fait que l’affinité pour O2 de l’hémoglobine 

attachée à l’IHP est faible. Les équilibres en présence sont explicités sur la Figure 32. 
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Figure 32 : Diagramme énergétique de l’équilibre Hb <-> HbO2 suivant la présence d’IHP ou de 
nanoparticules de silice. 

Dans ce cas, l’expérience proposée précédemment (oxygénation de Hb adsorbée où la forme adsorbée 

a été obtenue par la mise en contact de la désoxyHb avec des NP) montrerait que l’affinité serait 

identique à celle présentée dans ce chapitre (forme adsorbée obtenue par contact de désoxyHb avec 

NP). En effet, la forme oxyHb adsorbée étant favorisée thermodynamiquement par rapport à désoxyHb 

adsorbée. 

Enfin, il serait intéressant de recueillir certaines informations sur l’hémoglobine adsorbée. La diffusion 

de neutrons aux petits angles démontre que la forme tétramérique de l’hémoglobine est conservée 

avec l’adsorption et que son rayon est conservé, mais elle ne nous donne pas la structure quaternaire 

en détail. Or, la forme quaternaire a toujours été considérée comme la structuration responsable de 

la régulation de l’oxygénation de l’hémoglobine. Il est donc primordial de connaître la structure 

tridimensionnelle de l’hémoglobine adsorbée, quel que soit sa forme et notamment celle de l’hème. 

L’outil idéal serait la cristallographie couplée à la diffraction de rayons X. Il faudrait donc concevoir une 

méthode de cristallisation de la protéine adsorbée sur des nanoparticules, ce qui n’a pas encore été 

accompli à ce jour. Mais à défaut de ne pas obtenir des cristaux, il serait envisageable de faire des 

études en cryo-EM à très haute résolution 
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Chapitre 3 : 
Etudes des gels d’hémoglobine 
réticulés par le glutaraldéhyde 

dopés aux nanoparticules 
 

On va étudier ici l’effet de la réticulation par le glutaraldéhyde sur hémoglobine. Le but est de pouvoir 

former des gels comme cela a été constaté pour d’autres protéines1,2. A côté de ce phénomène 

chimique, on va aussi étudier de façon concomitante l’effet de la présence de nanoparticules de silice 

Ludox TM-50. Comme décrit au chapitre 2, l’hémoglobine va s’adsorber sur les nanoparticules et on 

va étudier la gélification de ces mélanges. Le but va d’abord être de voir les conditions de concentration 

et de pH pour former des gels, puis d’étudier la cinétique de la gélification et des propriétés élastiques 

du gel formé. On verra ensuite si l’hémoglobine dans le gel a ses propriétés de fixation/libération du 

dioxygène conservée ou non. Pour essayer de comprendre ses modifications, on étudiera l’état de 

l’hème et du fer ainsi que celui de la globine. Enfin, on étudiera non plus la protéine, mais la structure 

du gel en lui-même. 

I- Gélification de l’oxyhémoglobine par le glutaraldéhyde  

1) Diagramme de gélification 
 

Il est tout d’abord obligatoire de savoir quelles sont les gammes de concentrations en hémoglobine et 

en glutaraldéhyde pour former les gels. Pour cela, la première tâche a été de faire les diagrammes de 

gélification c’est-à-dire de déterminer les compositions permettant d’obtenir un gel macroscopique. 

A côté de cela, il a aussi été effectué pour deux conditions oxyHb/GTA un ajout de nanoparticules de 

silice Ludox TM-50 avant ajout de glutaraldéhyde. Un des deux mélanges était un état instable afin de 

voir si les nanoparticules permettaient de jouer un rôle de réticulant en plus du GTA. L’autre mélange 

était un gel afin de voir si les nanoparticules pouvaient déséquilibrer le réseau et faire perdre l’état gel. 

La Figure 1 (page suivante) présente les diagrammes de phase pour l’hémoglobine seule au contact du 

glutaraldéhyde (GTA) ainsi que des mélanges oxyHb/NP au contact du glutaraldéhyde pour les deux 

conditions décrites au-dessus dans du tampon phosphate 100 mM, pH 7. La caractérisation des 

mélanges est indiquée dans la partie matériels et méthodes. Tout d’abord, nous avons pu identifier 3 

phases, que ce soit avec ou sans nanoparticules : 

-une phase hydrogel, où la matière s’est structurée en moins de 5 minutes et qui reste sous cette forme 

même lors de chocs. Les concentrations en protéine et en réticulant sont assez importantes pour 

former un réseau stable donnant cet état de gel ; 

-une phase instable, une phase difficile à caractériser, où la matière a pris en masse, mais qui se remet 

sous un état liquide visqueux quand on apporte de l’agitation ou de l’énergie comme un choc. Cet état 

thixotropique peut être interprété comme des conditions où les contraintes extérieures sont 

susceptibles de casser des liaisons dans le réseau formé3, 

-une phase solution, où l’ajout de glutaraldéhyde ne change donc pas l’état du système. Cet état 

correspond à des conditions où les concentrations en polymère et/ou réticulant sont trop basses pour 

former un quelconque réseau macroscopique. 
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Figure 1 : Diagramme de phase de gélification en tampon phosphate 100 mM pH7 : en haut, diagramme pour plusieurs concentrations d’oxyHb et de GTA 

sans NP ; en bas à gauche, diagramme à 1,46 mM d’oxyHb pour plusieurs concentrations de NP et de GTA ; en bas à droite, diagramme à 5,85 mM pour 

plusieurs concentrations de NP et de GTA. Losange bleu hydrogel ; carré rouge instable et triangle vert solution.
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Avec le diagramme de phase sans NP, nous voyons donc que : 

-le glutaraldéhyde doit avoir une concentration supérieure à 0.32% pour avoir un effet macroscopique. 

-l’hémoglobine doit avoir une concentration, minimale : 

-entre 0,73 et 1,46 mM afin de pouvoir former un réseau et sortir de la phase liquide.  

-entre 1,46 et 2,93 mM afin de pouvoir former un gel stable. 

Les comparaisons avec la littérature sont difficiles. En effet, aucun article n’a effectué de diagrammes 

de gélification comme nous l’avons fait. On peut tout de même faire des comparaisons dans la 

littérature en regardant les concentrations minimums des composants afin de produire des gels. 

Ainsi, des gels d’hémoglobine formés par réticulation chimique avec l’aide du polyéthylène glycol ont 

gélifié à partir de 40 g/L (2,5 mM)4. Les gels d’albumine de sérum bovin réticulés par le glutaraldéhyde 

commencent à 100 g/L (1,5 mM) et avec 1% de glutaraldéhyde1. D’autres gels d’albumine de sérum 

humain formés par réticulation chimique ont gélifié à partir de 30 g/L (200 µM). Des gels de différentes 

protéines2 ont été obtenus avec 25 % de glutaraldéhyde et : 

-108 g/L (16,5mM) pour le BPTI,  

-28,5 g/L (1,62 mM) pour la myoglobine, 

-59,4 g/L (3,83 mM) pour l’IFABP. 

On voit donc que ces concentrations en protéine sont assez cohérentes avec celles que l’on trouve 

pour nos gels. Concernant la concentration en glutaraldéhyde, les concentrations sont plus difficiles à 

juger vu le peu de littératures, mais les ordres de grandeur de glutaraldéhyde nécessaire pour former 

un gel sont cohérents avec ceux que l’on retrouve. 

En fixant les concentrations d’oxyHb on constate que l’ajout de NP, pourtant susceptibles d’absorber 

l’hémoglobine, ne facilite pas la formation du gel (Figure 1). Au contraire à 1,46 mM en Hb, l’ajout de 

NP a même tendance à déstabiliser le réseau, (Figure 1). Nous avions postulé qu’avec l’adsorption, 

nous aurions des nœuds supplémentaires dans le réseau facilitant la gélification. Nous supposons donc 

que l’adsorption sur les nanoparticules, soit créé des nœuds instables (les protéines peuvent se 

désorber), soit empêche très efficacement les protéines d’entrer dans le gel. En effet, des études ont 

montré que les fonctions NH3
+ des lysines faisaient partie des fonctions des acides aminés qui étaient 

moteur de l’adsorption des protéines sur la silice5. Donc si les résidus lysine réagissent en premier avec 

la silice dans le phénomène d’adsorption, les résidus lysine ne sont plus disponibles pour réagir avec 

le glutaraldéhyde et donc pour former un gel aux conditions limites. 

Il a été montré pour d’autres gels nanocomposites réticulés chimiquement qu’en présence de NP, et 

contrairement à ce qui est observé ici il fallait moins de réticulant pour gélifier le polymère, semblant 

montrer que les nanoparticules ajoutent de la réticulation physique.6 

En plus de ces tests à pH 7 en milieu tamponné, nous avons également testé la formation de gel : 

- à pH 9 toujours en milieu tamponné ; 

-sans tampon afin de tester si les tampons peuvent avoir un effet sur la gélification. Sans NP, l’oxyHb 

joue le rôle de tampon et stabilise le pH autour de 7. Avec NP, ce sont les NP qui jouent le rôle de 

tampon et stabilisent le pH autour de 9. 

La Figure 2 présente ces résultats. Nous avons dans ce cas des gels formés à temps court et d’autres à 

temps long, les temps en présence sont explicités dans la partie matériels et méthodes.  

Il est à noter que le point instable à CoxyHb=1,46 mM et CGTA=0,32% à pH 9 reste une originalité sans 

explication évidente. 
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Figure 2 : Diagramme de phase de gélification : en haut, tampon carbonate 100 mM pH 9, gauche diagramme pour plusieurs concentrations d’oxyHb et de 

GTA sans NP, droite diagramme à 5,85 mM pour plusieurs concentrations de NP et de GTA ; en bas sans tampon, gauche diagramme pour plusieurs 

concentrations d’oxyHb et de GTA sans NP, droite diagramme à 5,85 mM pour plusieurs concentrations de NP et de GTA. Losange bleu hydrogel à temps 

court ; rond jaune hydrogel à temps long, carré rouge instable et triangle vert solution.
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Avec le diagramme de phase sans NP à pH 9 par comparaison à pH 7, il y a une disparition de la phase 

instable de cette dernière remplacée par un état solution montrant la difficulté pour un réseau instable 

de s’installer à pH 9. Autrement, le pH ne modifie pas la concentration minimale en oxyHb ou GTA afin 

d’avoir un gel stable. 

Il a voulu être fait une étude à 1,46 mM sur l’état instable et à 5,85 mM d’oxyHb sur le gel afin de voir 

si on avait le même effet qu’à pH 7. Toutefois, l’étude n’étant pas faisable à 1,46 mM vu qu’il n’y avait 

pas d’état instable. Quant à l’étude avec NP à 5,85 mM d’oxyHb à pH 9 tampon carbonate, il est 

identique à celui à pH 7 : l’ajout de NP, bien qu’il n’ait pas d’adsorption à pH 9 ne modifie rien. La 

simple présence de NP dans la solution ne change donc rien sur la formation du gel comme à pH 7. Le 

réseau se forme même avec des NP dans le milieu. 

Avec le diagramme de phase sans NP sans tampon (à pH 7 via la protéine jouant le rôle de tampon), 

nous conservons cette concentration limite en oxyHb entre 1,46 et 2,93 mM afin de passer d’une 

solution à un gel stable. La différence notable est que la concentration minimum pour gélifier est 

inférieure sans tampon puisque si la concentration en oxyHb est suffisamment forte, 0,1% de GTA est 

suffisant pour gélifier. Le tampon joue donc un rôle sur la concentration minimum en GTA pour gélifier, 

mais sinon, le comportement est quasi-identique.  

Si on considère le diagramme de phase avec NP à 5,85 mM d’oxyHb sans tampon (passant d’un pH 7 à 

un pH 9,3 car oxyHb qui tamponnait faiblement est supplanté par les NP qui tamponnent fortement 

d’après notre mesure de pH expérimentale), il est quasi-identique à celui à pH 9 ce qui est logique vu 

que le pH de la solution est quasi-identique avec NP. 

Il faut noter que sur toute la suite des expériences, nous nous sommes concentrés sur les gels à pH 7, 

plus proche des conditions normales de pH physiologique. Nous avons toujours comparé les gels à 

l’hémoglobine non gélifiée quand la technique le permettait afin d’avoir un élément de référence. 

Afin de voir l’effet de concentration, les expériences ont été réalisées la plupart du temps sur trois 

concentrations d’hémoglobine permettant la gélification : 

-2,5 mM ; 

-5 mM 

-7,5 mM. 

Nous avons fait la même chose pour les concentrations de glutaraldéhyde en nous concentrant sur 

quatre concentrations : 

-0,1% ; 

-0,3% ; 

-1% ; 

-3%.  

Les trois concentrations les plus élevées permettent d’avoir un gel et l’étude de ces trois 

concentrations permettent d’étudier l’effet de la concentration en glutaraldéhyde. 

0,1% de glutaraldéhyde ne permet pas d’avoir de gel, mais a été étudié quand même quand il a été 

possible. En effet, à cette concentration de GTA, nous n’avons pas un gel, mais une solution. Les 

différences mesurées entre l’oxyHb seule et le mélange à 0,1% seront directement imputables à l’effet 

du glutaraldéhyde sans que la gélification ne rentre en jeu. Les différences dans les mesures entre un 

mélange à 0,1% et les gels à plus fortes concentrations de GTA seront quant à elles des effets de la 

gélification. 
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Nous sommes désormais renseignés sur les conditions de gélification, mais les mesures faites ne nous 

donnent malheureusement par d’indications sur la vitesse de mise en place à l’intérieur du réseau 

gélifié. Pour accéder à cette information, nous avons mis en place des mesures de rhéologie. 

2) Analyse de la mise en place de la gélification par rhéologie 
 

Pour bien comprendre les propriétés élastiques de nos gels, il faut se pencher sur le bilan énergétique 

de notre système. En effet, en déformant le matériel, on apporte de l’énergie à celui-ci. Suivant sa 

nature, soit il accumulera cette énergie afin de la restituer par la suite en reprenant sa forme, soit il 

perdra cette énergie qui se transformera en chaleur par friction des composants du matériau les uns 

contre les autres. En pratique, il est plus aisé d’imaginer ce bilan par un exemple concret. Si on étire 

ou compresse pendant un moment un matériel de la vie de tous les jours, après relâchement, le 

matériel reprend-il sa forme initiale ou reste-t-il lâche ? Dans le premier cas, on a plus affaire à un 

solide viscoélastique (balle antistress par exemple). Dans le deuxième, il s’agira plus d’un liquide 

viscoélastique (le mastic, par exemple).  

Un solide viscoélastique est le plus souvent riche en liens dans le matériel, sous forme de liaisons 

chimiques ou d’interactions physico-chimiques. Les liquides viscoélastiques ont en revanche peu de 

liens entre les différentes molécules constituant le liquide. L’évolution temporelle de ces deux 

grandeurs permet donc de mesurer la vitesse de mise en place du réseau gélifié. 

Afin de mesurer ces propriétés, on peut utiliser un rhéomètre en mode oscillation. Pour cela, on place 

notre échantillon entre deux plaques, soit avec une géométrie plan-plan, soit cône plan. Tout cela est 

montré sur l’image Figure 3. 

 

Figure 3 : Schéma présentant l’échantillon soumis à un cisaillement. On applique à une des deux 

plaques de surface A une force F afin de provoquer une déformation 𝛾 =
𝐹

𝐴
 en cisaille tandis que la 

deuxième plaque reste immobile, contrainte. 

On mesurera avec l’autre plaque la force F’ qu’il faut afin de maintenir celle-ci immobile, qu’on appelle 

alors contrainte τ =
𝐹′

𝐴
. Pour arriver à obtenir les informations que nous recherchons, il est nécessaire 

de faire osciller notre première plaque de façon sinusoïdale, en imposant l’amplitude et la fréquence 

du déplacement. Il ne faut pas imposer une amplitude trop grande pour éviter une rupture du 

matériau. Si l’amplitude de déplacement est dans le domaine où le matériel ne se rompt pas, la force 

que l’on mesurera sur l’autre plaque devrait avoir la même fréquence, mais avec un déphasage et une 

amplitude réduite. La Figure 4 résume la contrainte τ et la déformation γ en fonction du temps. 
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Figure 4 : Contrainte et déformation avec le décalage de phase en fonction du temps. 

On a donc γ= γ0.sin(ω.t) et τ=τ0.sin(ω.t+δ). On définit alors 𝐺′ =
τ0

γ0
. cos⁡δ et 𝐺" =

τ0

γ0
. sin⁡δ avec ω=2.π.f, 

f étant la fréquence d’oscillation, τ0 et γ0, les amplitudes de la déformation et de la contrainte 

respectivement. ω et τ0 sont fixés par l’opérateur comme expliqué auparavant. Les valeurs mesurées 

ont un sens physique : 

-G’ représente le module de conservation. Il reflète le caractère élastique d’un matériau quand il est 

déformé. Il caractérise la rigidité du matériau viscoélastique et l’énergie accumulée durant une 

déformation qui est restituée en partie par le matériau. Le module de conservation a la dimension 

d’une pression, il s’exprime donc le plus souvent en Pascal. 

-G’’ représente quant à lui le module de perte ou dissipation. Il caractérise le comportement visqueux, 

l’énergie accumulée durant une déformation qui est dissipée sous forme de chaleur. Le module de 

perte a aussi la dimension d’une pression et s’exprime usuellement en Pascal lui aussi. 

Ces deux valeurs permettent de déterminer la nature du matériau. En effet, si G’ > G”, alors le matériau 

est un solide viscoélastique tandis qu’il s’agit d’un liquide viscoélastique si G’ < G”. 

On peut alors mesurer une troisième grandeur, l’angle de phase ou de perte δ. Il correspond au 

déphase entre la contrainte et la déformation. Ce facteur de perte représente la fraction d'énergie 

dissipée durant un cycle. On définit tan 𝛿 =
𝐺"

𝐺′
.  

Il est d’habitude usuel d’effectuer deux types d’expériences afin d’en apprendre plus sur notre 

matériau : 

-les expériences en amplitude en fixant ω et en faisant varier τ0. Le but est de déterminer G’ et G” dans 

le domaine de déformation non destructif. En augmentant l’amplitude, on peut déterminer les limites 

de rupture du matériel. 

-les expériences en fréquence en fixant τ0 et en faisant varier ω. A haute fréquence, on étudie les 

mouvements rapides sur des temps courts. A basse fréquence, ce sera plus les mouvements lents sur 

des temps longs, voire au repos. 

Dans notre cas, comme nous avons pu le voir, nos gels évoluent au cours du temps, rendant impossible 

les études habituellement faites, étant donné qu’il est impossible de décorréler les effets, en fonction 

du temps, de celui de la fréquence ou de l’amplitude suivant le test appliqué. Nous avons donc décidé 

de mesurer le module de conservation et de perte en fonction du temps à fréquence et amplitude 

fixées. Les expériences ont été effectuées au LLB avec l’aide du Docteur Alexis Chennevière, le 

rhéomètre utilisé est décrit dans la partie Matériels et méthodes. 

F 

t 
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Afin de déterminer la fréquence et l’amplitude que nous allons utiliser dans notre étude, nous avons 

effectué une mesure en fréquence du module de conservation et de perte sur un gel pour différentes 

amplitudes. Le gel utilisé a été un gel oxyHb 2,5 mM/GTA 0,3%, tampon phosphate 100 mM pH 7 formé 

depuis plusieurs heures afin d’avoir un gel quasi-stable dans le temps. Les résultats sont donnés dans 

la Figure 5. 

  
Figure 5 : Module de conservation G’ et de perte G” d’un gel oxyHb 2,5 mM/GTA 0,3%, tampon 

phosphate 100 mM pH 7 pour différentes amplitudes en fonction de la fréquence, T=25°C. 

On voit que le gel n’est pas tout à fait au repos : sur le module de perte, aux grandes fréquences qui 

sont les dernières mesurées, nous avons une remontée. On voit que le domaine de fréquence stable 

est entre 2 et 40 rad/s. Nous voyons aussi que l’amplitude donnant le signal le moins bruité est 0,5% 

de déformation sans qu’il y ait de rupture. Nous avons donc décidé de faire les expériences en 

oscillation à une fréquence de 10 rad/s et avec une amplitude de 0,5 % à 25°C. 

Afin de caractériser le module de conservation à tout instant t, il est possible d’utiliser l’équation 1 

suivant le modèle de Hill7 : 

𝐺′(𝑡) = 𝐺′∞.
𝑡𝑛

𝑡𝑛 + 𝜃𝑛
 

(éq.1) 

avec 𝐺′∞, le module de conservation à l’équilibre, 

𝜃, le temps de demi-gélification (𝐺′(𝜃) =
𝐺′∞

2
), 

n, un coefficient d’ajustement.  

Les études ont montré que les paramètres importants à étudier sont le module de conservation et le 

temps de gélification8. C’est sur ces deux paramètres que nous nous attarderons durant nos 

expériences. Le dernier paramètre n n’a aucun sens physique9 et n’est pas étudié dans la littérature. 

Nous le donnerons par la suite pour les expériences, mais nous n’essayerons pas de l’analyser. 

Par la suite, nous ne montrerons pas les simulations sur les graphes pour un souci de clarté. Toutefois, 

si nous donnons les valeurs tirées de la simulation, cela signifie que la simulation reproduit au plus près 

les données expérimentales. Il est normalement possible de suivre aussi le module de perte avec le 

temps avec la même formule, mais nous n’avons pas réussi à simuler les courbes de manière 

convenable car les premiers points que nous mesurons sont après l’évolution rapide qui survient au 

départ, faisant qu’il est impossible de simuler la courbe de façon convenable. 

Il a été par contre possible d’aller plus loin dans l’analyse du gel avec le module de perte. En effet, le 

module de conservation à l’équilibre peut lui-même être décomposé comme suivant l’équation 210 : 
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𝐺′
∞ = ⁡𝜗. 𝑅.T 

(éq. 2) 

avec 𝜗, la concentration en sites de réticulation, 

R, la constante des gaz parfaits, 

T, la température. 

avec la mesure du module de conservation, il est ainsi possible de mesurer la réticulation dans les gels. 

Il faut cependant être conscient des limites de cette formule qui ne prend pas en compte les possibles 

enchevêtrements du réseau tridimensionnel.  

a) Etude sans nanoparticule 
 

On a donc étudié l’effet de la concentration en oxyHb et en GTA. Les expériences ont été faites pour 9 

gels (3 concentrations d’oxyHb et trois concentrations de GTA). On va d’abord présenter les résultats 

sur la Figure 6 donnant les différents modules : 

-pour différentes concentrations de glutaraldéhyde à concentration fixe d’oxyhémoglobine (2,5 mM) ; 

-pour différentes concentrations d’oxyhémoglobine à concentration fixe de glutaraldéhyde (3%). 

Le but est déjà de comprendre les phénomènes en jeu avant de se pencher sur les autres gels. 

Les graphes montrent seulement l’évolution avant que des phénomènes de séchage du gel prennent 

place (vers 800 à 1500 secondes suivant les gels). Les premières secondes de l’expérience n’ont pas pu 

être mesurées en raison du fait du temps de la mise en place de l’appareil après l’ajout du 

glutaraldéhyde (t< 90 s environ). Si on prend n’importe quel gel mesuré, à temps court, on a une 

montée très rapide du module de conservation comme de perte, puis une montée lente sur un temps 

long. Ce type de comportement a déjà été exploré pour des gels formés par réticulation11. Au temps 

court, beaucoup de liaisons se forment, expliquant la montée rapide des deux modules. On a par 

contre au temps long des réorganisations des liaisons dans le gel, avec tout de même, de nouvelles 

liaisons qui continuent de se former, ce qui fait qu’on a une augmentation lente des modules. 

Pour le module de conservation, les deux équations 1 et 2 nous ont permis de tirer les données 

suivantes dans le Tableau 1. 

 

 

 

 

CHb (mM) CGTA (%) n θ (s) G’∞ (Pa) ν (mol/m3) 

2,5 3 0,26 584 1,1.104 4,3 

5 3 0,33 344 7,9.104 31,7 

7,5 3 0,35 141 2,2.105 87,1 

Tableau 1 : Valeurs tirées de la modélisation du module de conservation. Tampon phosphate 100 mM 

pH 7, T=25°C.  

En haut, effet de la concentration en GTA pour une concentration fixe d’oxyHb (CoxyHb=2,5 mM). 

En bas, effet de la concentration en oxyHb pour une concentration fixe de GTA (CGTA=3,0%).

CHb (mM) CGTA (%) n θ (s) G’∞ (Pa) ν (mol/m3) 

2,5 0,3 0,96 765 4,6.103 1,8 

2,5 1 0,44 554 8,4.103 3,4 

2,5 3 0,26 584 1,1.104 4,3 
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Figure 6 : Module de conservation G’ et de dissipation G" en fonction du temps. Tampon phosphate 100 mM pH 7, T=25°C. 

En haut, effet de la concentration en GTA pour une concentration fixe d’oxyHb (CoxyHb=2,5 mM) : CGTA en jaune 0,3%, en orange 1,0% et en rouge 3,0% 

En bas, effet de la concentration en oxyHb pour une concentration fixe de GTA (CGTA=3,0%) : CoxyHb en rouge 2,5 mM, en vert 5,0 mM et en noir 7,5 mM. 
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On n’essayera pas d’analyser la valeur du n comme expliqué plus haut. Toutefois, on peut étudier 

l’effet de la concentration sur le temps de demi-gélification, le module à l’équilibre et la concentration 

en sites de réticulation qui lui est liée : 

-si on considère une augmentation de la concentration de glutaraldéhyde à concentration 

d’oxyhémoglobine fixe, on voit une augmentation légère du module à l’équilibre et donc de la 

concentration en sites de réticulation (CGTA x 10 donne G’ x 2,4). Cela est logique car plus il y a de 

réticulant, plus des liaisons peuvent se créer. Par contre, on n’observe aucune différence notable sur 

le temps de demi-gélification, montrant que le glutaraldéhyde n’agit pas sur la cinétique de gélification. 

-avec une augmentation de la concentration d’oxyhémoglobine à concentration de glutaraldéhyde 

fixe, on constate une augmentation forte du module à l’équilibre et donc de la concentration en sites 

de réticulation (CoxyHb x 3 donne G’ x 20). Plus il y a d’oxyhémoglobine, plus il existe de « briques 

élémentaires » dans le gel et donc participent au renforcement du gel. On voit aussi que plus CoxyHb est 

forte, plus le temps de réticulation est court, (CoxyHb x 3 donne θ / 4) montrant que la concentration en 

oxyhémoglobine joue un rôle sur la cinétique de gélification. 

Les études utilisant le modèle de Hill afin d’ajuster leur module de conservation en fonction du temps 

sont peu nombreuses et ne concernent que des gels de polyacrylamide7,9,12. Il a fallu chercher des 

informations dans d’autres articles, n’utilisant pas la même manière d’ajuster les courbes 

expérimentales. Les comparaisons avec la littérature sont donc difficiles pour un temps de gélification 

car il n’est pas défini identiquement partout. Il apparaît tout de même que : 

-le module de conservation croit avec la concentration en polymères13,14 ; 

-le module de conservation croit avec la concentration en réticulants7 ; 

-le temps de gélification diminue avec la concentration en polymères15. 

Ces trois remarques sont en concordance avec ce que l’on trouve dans cette étude. Toutefois, 

l’influence de la concentration en réticulant est plus contestée : il apparaît soit que le temps de 

gélification diminue avec la concentration en réticulants15, ce qui n’est pas le cas ici, soit le temps de 

gélification n’a pas un comportement cohérent avec la concentration en réticulants9, en accord avec 

ce que l’on a constaté ici. 

La Figure 7 présente ainsi les modules de conservation et de perte pour les autres gels mesurés. 

Les observations faites précédemment se retrouvent dans la plupart des conditions testées (Figure 6). 

On a, par contre, des comportements inhabituels pour les gels à fortes concentrations en 

oxyhémoglobine et faibles en glutaraldéhyde. En effet, pour oxyHb 5 mM/GTA 0,3 %, on a toujours 

une montée rapide avant d’atteindre un maximum suivi d'une lente décroissance. Ce phénomène a 

déjà été constaté dans l’étude réalisée par Ofei et collaborateurs16.  

Après la formation rapide du réseau, il y a donc une rupture lente des liaisons. On peut penser qu’à 

cause du maintien de la sollicitation, certaines liaisons se cassent (ou bougent les unes par rapport aux 

autres), donnant des écoulements et/ou des mouvements de matière à l'intérieur du gel le fragilisant, 

se traduisant par cette diminution de valeurs des modules. 

On constate un phénomène ressemblant, mais encore plus marqué avec le gel à oxyHb 7,5 mM/GTA 

0,3 %. On a toujours une augmentation rapide, puis une chute conséquente et rapide avant d’atteindre 

un plateau. Le phénomène ressemble à celui précédemment décrit, mais plus violent. On peut penser 

que pour ce gel, on a une réticulation très rapide comme précédemment, donnant un gel très réticulé 

et tellement rigide que les liaisons se brisent après maturation. Le phénomène de casse de certaines 

liaisons/écoulement est plus brutal, permettant par contre d’arriver à une structure plus stable après 

un temps, équilibré en nombre de liaisons. 
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Figure 7 : Module de conservation G’ et de dissipation G" en fonction du temps. Tampon phosphate 100 mM pH 7, T=25°C. 

En haut, effet de la concentration en oxyHb pour une concentration fixe de GTA (CGTA=0,3 %) : CoxyHb en jaune 2,5 mM, en violet 5,0 mM et en gris 7,5 mM. 

En bas, effet de la concentration en oxyHb pour une concentration fixe de GTA (CGTA=1,0 %) : CoxyHb en orange 2,5 mM, en bleu 5,0 mM et en marron 7,5 mM. 
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Pour le module de conservation, il a été possible pour les gels sans décroissance d’appliquer le modèle 

de Hill. Le Tableau 2 donne les valeurs mesurées. 

CHb (mM) CGTA (%) n θ (s) G∞ (Pa) ν (mol/m3) 

5 1 0,48 306 6,1.104 24,7 

5 3 0,33 344 7,9.104 31,7 

 

CHb (mM) CGTA (%) n θ (s) G∞ (Pa) ν (mol/m3) 

7,5 1 0,56 164 1,1.105 43,7 

7,5 3 0,35 141 2,2.105 87,1 

 

CHb (mM) CGTA (%) n θ (s) G∞ (Pa) ν (mol/m3) 

2,5 1 0,44 554 8,4.103 3,4 

5 1 0,48 306 6,1.104 24,7 

7,5 1 0,56 164 1,1.105 43,7 

Tableau 2 : Valeurs tirées de la modélisation du module de conservation. Tampon phosphate 100 mM 

pH 7, T=25°C. 

En haut, effet de la concentration en GTA pour une concentration fixe d’oxyHb (CoxyHb=5 mM). 

Au milieu, effet de la concentration en GTA pour une concentration fixe d’oxyHb (CoxyHb=7,5 mM). 

En bas, effet de la concentration en oxyHb pour une concentration fixe de GTA (CGTA=1,0%). 

On constate de nouveau les mêmes phénomènes : 

-la concentration de GTA permet de modifier un peu le module et le nombre de sites de réticulation, 

sans changer le temps de demi-gélification ; 

-la concentration d’oxyHb modifie fortement le module et le nombre de sites de réticulation ainsi que 

le temps de demi-gélification. 

Après avoir étudié les gels d’oxyhémoglobine réticulée avec du glutaraldéhyde, il est intéressant de 

voir si le dopage des gels par des nanoparticules permet aussi de moduler les propriétés des gels. 

b) Effet des nanoparticules 
 

Il est déjà important de comprendre l’effet des nanoparticules sur les propriétés du gel (module de 

conservation, temps de demi-gélification), mais il est aussi important de voir si les nanoparticules 

affectent les effets des concentrations en oxyhémoglobine et en glutaraldéhyde. La Figure 8 et Figure 

9 permettent de voir comment la présence de nanoparticules modifie le comportement temporel des 

différents modules. 

Quel que soit le gel, on retrouve le comportement repéré plus haut avec une augmentation rapide du 

module au temps court avant une augmentation lente au temps long. Afin de mieux comprendre, nous 

avons ajusté le module de conservation avec le modèle de Hill (Tableau 3).  
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Figure 8 : Module de conservation G’ et de dissipation G" en fonction du temps. Tampon phosphate 100 mM pH 7, T=25°C. 

En haut, effet de la concentration en NP pour une concentration fixe de GTA (CGTA=0,3 %) et en oxyHb (CoxyHb=2,5 mM) : CNP en jaune 0 g/L, en vert clair 26 g/L 

et en rose 75 g/L. 

En bas, effet de la concentration en GTA pour une concentration fixe d’oxyHb (CoxyHb=2,5 mM) et en NP (CNP=26 g/L) : CGTA en vert clair 0,3 %, en bleu clair 1,0 

% et en lavande 3,0 %. 
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Figure 9 : Module de conservation G’ et de dissipation G" en fonction du temps. Tampon phosphate 100 mM pH 7. 

Effet de la concentration en oxyHb pour une concentration fixe de GTA (CGTA=1,0 %) et en NP (CNP=26 g/L) : CoxyHb en bleu clair 2,5 mM, en turquoise 5,0 mM 

et en bleu foncé 7,5 mM.
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CHb (mM) CGTA (%) CNP (g/L) n θ (s) G’∞ (Pa) ν (mol/m3) 

2,5 0,3 0 0,96 765 4,6.103 1,8 

2,5 0,3 26 1,02 1540 1,7.104 6,9 

2,5 0,3 75 0,51 4896 8,2.104 33,2 

 

CHb (mM) CGTA (%) CNP (g/L) n θ (s) G’∞ (Pa) ν (mol/m3) 

2,5 0,3 26 1,02 1540 1,7.104 6,9 

2,5 1 26 0,57 297 2,0.104 7,9 

2,5 3 26 0,31 599 2,4.104 9,7 

 

CHb (mM) CGTA (%) CNP (g/L) n θ (s) G’∞ (Pa) ν (mol/m3) 

2,5 1 26 0,57 297 2,0.104 7,9 

5 1 26 0,73 191 1,4.105 56,1 

7,5 1 26 0,56 82 1,4.106 557,4 

Tableau 3 : Valeurs tirées de la modélisation du module de conservation. Tampon phosphate 100 mM 

pH 7, T=25°C. 

En haut, effet de la concentration en NP pour une concentration fixe de GTA (CGTA=0,3 %) et en oxyHb 

(CoxyHb=2,5 mM). 

Au milieu, effet de la concentration en GTA pour une concentration fixe d’oxyHb (CoxyHb=2,5 mM) et en 

NP (CNP=26 g/L). 

En bas, effet de la concentration en oxyHb pour une concentration fixe de GTA (CGTA=1,0 %) et en NP 

(CNP=26 g/L). 

Les nanoparticules permettent donc une augmentation conséquente du module de stockage (CNP x 3 

donne G’ X 5). On peut penser que les protéines en s’adsorbant sur les nanoparticules créent des 

liaisons non covalentes, qui créent des nouveaux sites de réticulation non-covalents. On constate aussi 

que le temps de demi-gélification augmente très fortement avec la concentration en nanoparticules 

(CNP x 3 donne θ x 3). 

On peut aussi remarquer que les effets constatés auparavant pour la concentration en hémoglobine 

(effet fort : CoxyHb x 3 donne G’ x 70 et θ / 3,6) et en GTA (effet modéré : CGTA x 10 donne θ / 4) sont 

globalement conservés avec les nanoparticules. 

Il a été montré que l’ajout de nanoparticules de silice augmentait la raideur des gels6,17. Toutefois, la 

raideur d’un gel n’est pas mesurée par le module de conservation, bien que les deux valeurs soient 

liées18. Il a été aussi montré que les nanoparticules de silice modifiaient les propriétés de compression 

et d’extension des gels19. Malheureusement, l’effet des nanoparticules sur les propriétés des gels est 

mal compris. Avec l’addition de nanoparticules de silice, le temps de gélification est réduit et le module 

de conservation augmente pour certains gels de polyacrylamide20. L’ajout de nanoparticules modifie 

la morphologie des gels17. Ainsi, l’ajout de nanoparticules de silice dans des gels d’hectorite provoque 

des réarrangements structuraux à cause de phénomène d’adsorption aboutissant à des changements 

dans la rhéologie des gels21. 

Dans notre cas, il apparaît que les nanoparticules permettent de donner de nouveaux points de 

réticulation dans notre gel, faisant que nous avons un module de conservation plus fort. 
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L’augmentation du temps de gélification avec la concentration de nanoparticules montre par contre 

que l’organisation dans le gel en présence de nanoparticules est plus complexe et que le gel a donc 

besoin de plus de temps pour arriver à un état d’équilibre.  

Les principaux points à retenir pour la rhéologie sont résumés ici. On a une évolution temporelle des 

gels sur des temps très longs. Les expériences que nous avons faites par la suite ont été réalisées sur 

des gels allant de la dizaine de minute à l’heure de vieillissement. Nous nous sommes donc placés dans 

des gammes de temps où l’évolution du gel est très lente. Les valeurs des modules mesurées montrent 

que ce sont bien des gels. La Figure 10 permet de montrer les effets des composants sur le module de 

conservation et le temps de demi-gélification. 

 Effet de la 

 concentration 

 en 

sur le 

Hémoglobine Glutaraldéhyde 
Nanoparticules de 

silice 

Module de conservation 

G’ 
++ + ++ 

Temps de demi-

gélification θ 
-- = ++ 

Figure 10 : Effet de la concentration en hémoglobine, en glutaraldéhyde et en nanoparticule sur le 

module de conservation et la demi-gélification. ++ : forte augmentation, + : faible augmentation, = : 

aucune modification, -- : forte diminution. 

Les concentrations en hémoglobine, le glutaraldéhyde et les nanoparticules ont un rôle sur la cinétique 

de gélification et les propriétés élastiques. Si le glutaraldéhyde n’a que peu d’effets, on voit par contre 

qu’en modulant les concentrations de nanoparticules et d’hémoglobine, il est possible d’avoir un gel 

ayant un module précis qui a sa gélification en un temps choisi. Ceci est très intéressant dans les 

applications biomédicales où l’on veut pouvoir manipuler les précurseurs du gel, mais avoir une prise 

rapide une fois en place.  

Il est désormais temps de voir les propriétés de l’hémoglobine de fixer/libérer le dioxygène. 

II- Propriétés d’oxygénation des gels 
 

En formant un gel, on peut penser que l’hémoglobine peut avoir ses propriétés de fixation du 

dioxygène modifiées. En effet, il a été montré que le glutaraldéhyde, en formant des polymères 

d’hémoglobine, modifie déjà les propriétés de fixation/libération de dioxygène22. Si l’hémoglobine est 

dans son état oxygénée, le polymère formé aura une meilleure affinité pour O2. Si c’est dans son état 

désoxygéné, l’affinité pour O2 sera réduite. Le coefficient de Hill sera par contre proche de 1, indiquant 

un phénomène non-coopératif. Cela a été expliqué par le fait que l’hémoglobine a une structure figée 

une fois réticulée et la coopérativité vient normalement de la transition entre un état de faible affinité 

et un état de forte affinité23. Nous avons donc tenté deux expériences à pH 7 (tampon phosphate 100 

mM) à température ambiante : 

-nous avons pris de l’oxyhémoglobine que nous avons gélifiée dans cet état en rajoutant du 

glutaraldéhyde. Puis, le gel a été mis dans un tonomètre pour le désoxygéner sous flux d’argon. 
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-de l’oxyhémoglobine a été mise dans un tonomètre, puis désoxygénée sous flux d’argon. Toujours sur 

flux d’argon, nous avons rajouté du glutaraldéhyde et avec une agitation douce, nous avons réussi à 

gélifier le mélange dans l’état désoxygéné. Nous l’avons alors laissé à l’air libre pour oxygéner. 

Des schémas détaillant le système et les étapes sont dans la partie Matériels et méthodes. 

Il a été impossible de mesurer de façon spectroscopique l’évolution des gels, leur épaisseur et la 

concentration faisant que la transmission était trop faible à mesurer. Nous avons donc essayé de suivre 

son état grâce à la couleur du gel en filmant le gel en fonction du temps. La Figure 11 présente ainsi 

l’évolution d’un gel à 2,5 mM de désoxyHb et 3% de GTA sur 4 jours. 

     
t=0 t=1 jour t=2 jours t=3 jours t=4 jours 

Figure 11 : Evolution de la couleur d’un gel à 2,5 mM de désoxyHb et 3% de GTA sur 4 jours. pH 7, 
tampon phosphate 100 mM, 25°C. 

Comme on peut le constater ici, aucune évolution au niveau de la couleur n’a été constatée sur 

plusieurs jours. Donc une fois le gel formé, la désoxyhémoglobine n’a plus la capacité de fixer le 

dioxygène. Pour l’oxyhémoglobine, c’est la même chose (images non présentées), sur 5 jours, il n’y pas 

de changements de la couleur. Cela signifie que l’oxyhémoglobine ne peut non plus relarguer son 

dioxygène fixé.  

Nous n’avons pas tenté plus d’expériences, la forte concentration en hémoglobine empêche la plupart 

des mesures en spectroscopie directe et en fenêtres minces, il y a des problèmes de séchage qui 

surviennent, empêchant l’étude du gel sur le long terme. Il est donc difficile de trouver d’autres 

expériences permettant de tester l’activité du gel. 

 Il est cependant intéressant de comprendre pourquoi l’hémoglobine perd ses propriétés 

d’oxygénation/de désoxygénation. Pour cela, nous avons décidé d’étudier ce phénomène via le prisme 

de toutes les modifications que pourraient subir le fer et l’hème. 

III- Modifications de l’hème de l’hémoglobine et de son fer 
 

Nous avons repris les techniques développées dans le chapitre 2. 

1) Etude par résonance paramagnétique électronique 
 

Afin d’étudier l’environnement de l’hème avec la gélification par le glutaraldéhyde, nous avons utilisé 

la résonance paramagnétique électronique. De même que précédemment, nous avons dû utiliser la 
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forme méthémoglobine afin d’avoir du signal. Les expériences de RPE ont été faites à l’ICMMO 

(Université Paris-Saclay) avec l’aide du Docteur Christian Herrero. Les expériences ont été faites pour 

comparer la métHb en solution (déjà étudiée au chapitre 2) avec des gels de métHb réticulés par le 

GTA à différentes concentrations (Figure 12). Les expériences ont été faites à pH 7 et à 90 K avec 

l’utilisation d’azote liquide (les mesures à la température de l’hélium liquide se sont heurtées à des 

problèmes d’approvisionnement). 

 

 

Figure 12 : Spectres RPE du fer de la méthémoglobine, milieu azote liquide, T=90 K, pH 7 tampon 

phosphate 100 mM 

En bleu, métHb 1 mM en solution. 

En gris clair, gel métHb 2 mM GTA 0,3 %. 

En gris foncé, gel métHb 3 mM GTA 0,3 %. 

En vert, gel métHb 3 mM GTA 3 %. 

Les différentes conditions de gélification ne changent pas les signaux caractéristiques de la forme haut 

spin avec le facteur gxy à 5,9 repéré en violet et le facteur gz à 2,0 en noir caractéristiques de la 

méthémoglobine seule. De plus, les formes des différents spectres sont très similaires avec les deux 

bandes vers 240 et 290 mT. 

D’après ces résultats, il n’y a donc aucune différence dans la configuration de l’hème autour du fer ce 

qui signifie que la gélification ne modifie pas la structure de l’hème, tout du moins pour la forme 

méthémoglobine. Nous avons donc utilisé comme dans le chapitre précédent la spectroscopie 

d’adsorption X pour étudier les autres formes de l’hémoglobine.  
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2) Etude par spectroscopie d’adsorption des rayons X 
 

Les expériences ont été effectuées sur la ligne SAMBA du synchrotron SOLEIL avec l’aide du Docteur 

Andrea Zitolo. Le premier objectif a été d’étudier si la réticulation de l’oxyhémoglobine par le 

glutaraldéhyde a un effet sur le fer de l’hème.  

a) Etude sans nanoparticule 
 

Pour cela, nous avons décidé de faire varier la concentration d’oxyhémoglobine (2,5 mM, 5 mM et 7,5 

mM) comme celle de glutaraldéhyde (0,1 %, 0,3 %, 1 %, 3 %). Les expériences ont été effectuées à pH 

7 dans du tampon phosphate 100 mM. La Figure 13 donne les spectres XAS pour ces différents 

mélanges. 

Les différents spectres de l’oxyhémoglobine seule sont identiques quelle que soit la concentration. 

L’oxyHb seule a été décrite dans le chapitre 2.  

Pour la figure C, pour la concentration de 7,5 mM en oxyHb, quelle que soit la concentration en GTA, 

on n’observe aucune différence. Pour les figures A et B (respectivement 2,5 et 5 mM), il y a des petites 

différences au maximum du spectre et sur le pré-seuil suivant les concentrations en GTA, qui sont 

cependant inférieures aux modifications minimes observées dans le cas de l’adsorption. Les spectres 

sont très largement superposables quelle que soit la concentration en GTA. On peut ainsi conclure qu’il 

n’y a aucune modification dans la distribution électronique du fer lors de la réaction du GTA avec 

l’hémoglobine. 

D’après notre analyse, la réticulation n’affecte donc pas l’hème et son fer. On peut se demander si la 

combinaison de la réticulation et de l’adsorption peut modifier plus fortement l’hème que le 

phénomène de l’adsorption seule. C’est pour cela que d’autres expériences ont été tentées avec des 

gels dopés aux nanoparticules de silice.  

b) Etude avec nanoparticules 
 

Nous avons comparé : 

-des mélanges oxyHb/NP où l’oxyhémoglobine est adsorbée sur les nanoparticules déjà étudiées au 

chapitre précédent ; 

-les mêmes mélanges avec les mêmes concentrations en oxyHb et NP auxquelles on a rajouté du 

glutaraldéhyde afin de former un gel. 

La Figure 14 présente les résultats pour 2,5 mM d’oxyHb, avec 26 ou 75 g/L de NP, sans GTA ou avec 

0,3 % de GTA (concentration qui permet la formation d’un gel). 

Entre le mélange d’oxyHb avec des NP et le gel correspondant, à 26 ou 75 g/L de NP, on ne voit aucune 

différence. A 14%, l’adsorption étant tellement faible, il n’y déjà aucune modification entre le mélange 

oxyHb/NP et oxyHb libre, faisant que l’équivalent gélifié est identique à oxyHb libre. Pour le mélange 

à 41% d’oxyHb adsorbée, on ne repère aucune déformation en plus de celle minime provoquée par 

l’adsorption. L’adsorption provoque déjà une déformation de la poche de l’hème, mais cette 

déformation n’est pas affectée par la gélification. 
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Figure 13 : Spectres XAS normalisés de l’oxyhémoglobine à : 
A : 2,5 mM 
B : 5 mM 
C : 7,5 mM 
Réticulée avec du glutaraldéhyde à : 
Bleu : 0 % (sans GTA) Le signal est celui d’une solution d’oxyHb à 10 mM. 
Orange : 0,1 %  
Gris : 0,3 % 
Jaune : 1 %  
Vert : 3 % 
 
pH 7, tampon phosphate 100 mM. 
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Figure 14 : Spectres XAS normalisés de l’oxyhémoglobine à 2,5 mM dans des conditions telles que : 

 

A gauche : 

Rose : sans GTA, avec 26 g/L de NP, soit oxyHb à 14% adsorbée. 

Violet : avec 0,3 % de GTA et 26 g/L de NP. 

 

A droite : 

Bleu clair : sans GTA, avec 76 g/L de NP, soit oxyHb à 41% adsorbée. 

Vert foncé : avec 0,3 % de GTA et 75 g/L de NP. 

 

pH 7, tampon phosphate 100 mM.
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Avec ou sans NP, l’hème de l’oxyhémoglobine ne subit pas de changement quand un réseau est créé 

par réticulation par le glutaraldéhyde. On ne peut donc pas expliquer la perte de l’activité de 

l’hémoglobine par un changement du fer de l’hème. Les spectres des conditions avec GTA sont 

identiques à ceux sans GTA et pourtant, les mêmes gels perdent ses capacités de larguer ou fixer le 

dioxygène. 

Afin de pouvoir vérifier que l’hème ne subit pratiquement aucun changement avec la réticulation, il 

est intéressant d’utiliser le dichroïsme circulaire de la bande de Soret. 

3) Dichroïsme circulaire de la bande de Soret 
 

Comme pour le chapitre précédent, le dichroïsme circulaire de la bande de Soret permet de renseigner 

sur l’état de l’hème. Toutefois, nous avons rencontré des difficultés pour réaliser ces mesures liées à 

différents facteurs. 

Le choix dans les épaisseurs de cuvette optique était limité. Pour la plus petite taille existante, le ratio 

signal/bruit pour des concentrations en oxyHb de 2,5 et 5 mM était trop faible pour donner un signal 

satisfaisant et acquérir un seul spectre aurait pris des jours. Les cuvettes d’épaisseur supérieure 

entrainaient un signal qui saturait vu les fortes concentrations utilisées. Au final, seuls les spectres avec 

la concentration en oxyHb de 7,5 mM dans la cuvette de plus petite épaisseur ont été mesurables en 

ayant un signal /bruit raisonnable, un temps d’acquisition pas trop long et sans saturation. 

Sur la concentration d’oxyHb à 7,5 mM, les spectres avec 1% et 3% de GTA n’ont pas pu être mesurés. 

En effet, il n’y avait aucun signal mesuré, seulement du bruit bien que le signal ne soit pas saturé. Il 

semblerait que la diffusion du gel cause cette absence de signal.  

Nous n’avons pas pu mesurer l’épaisseur exacte des cuvettes remplies avec le liquide. Les mesures 

d’épaisseur sont normalement faites soit par spectroscopie infrarouge soit par spectroscopie UV-

Visible. Ici, les épaisseurs utilisées entrainaient un signal mesuré trop faible et rendaient donc 

impossible la mesure. C’est pour cela que les spectres seront montrés en ΔA et non en Δε. 

Vu les difficultés à mesurer les spectres de gels sans nanoparticules, nous ne nous sommes pas risqués 

à faire une analyse plus poussée avec les nanoparticules. La Figure 15 présente ainsi les spectres 

dichroïques qui ont pu être mesurés. 

Le signal de la solution à 0,1 % se superpose à celui de l’oxyhémoglobine seule, montrant l’absence de 

différence entre les deux. Pour le gel à 0,3%, on a une diminution de l’intensité, avec une forme 

conservée. Il est difficile de juger si cette baisse de l’intensité vient d’une épaisseur différente étant 

donné la difficulté des gels à se former dans les cuvettes. D’après les résultats de dichroïsme circulaire 

de la bande de Soret, le glutaraldéhyde ne modifie pas l’hème. 

En conclusion sur l’analyse de l’hème et de son fer, les différentes études tendent à montrer qu’il n’y 

a pas de différences après réaction du glutaraldéhyde sur l’oxyhémoglobine. Contrairement à l’effet 

des nanoparticules, il n’y a pas une déformation de la poche de l’hème. Il est donc impossible 

d’expliquer la perte d’activité via cette partie de la protéine. Il faut donc se pencher désormais sur la 

structure de la globine dans les gels qui pourrait expliquer les différences d’activité. 
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Figure 15 : Spectres de dichroïsme circulaire à 22°C de l’oxyhémoglobine à 7,5 mM réticulée avec du 
glutaraldéhyde à : bleu : 0 % (sans GTA), orange : 0,1 % et gris : 0,3 %. 

IV- Modifications de la globine 

1) Etude de la structure secondaire par dichroïsme circulaire 
 

Pour cela, tout comme dans le chapitre précédent, il a été utilisé le dichroïsme circulaire dans l’UV. Les 

expériences ont été effectuées sur la ligne DISCO du synchrotron SOLEIL avec l’aide du Docteur Franck 

Wien. Les expériences ont été effectuées à pH 7, tampon phosphate 100 mM. Il a d’abord été étudié 

les modifications des gels sans NP.  

a) Etude sans nanoparticule 
 

Des mélanges ont été étudiés à différentes concentrations d’oxyHb (2,5 mM, 5 mM et 7,5 mM) et 

différentes concentrations de GTA (0,1 %, 0,3 %, 1 % et 3 %). Les spectres en dichroïsme circulaire de 

ces mélanges sont présentés dans la Figure 16 avec les solutions d’oxyHb seule afin de comparer. A 

noter que le signal de l’oxyHb seule à 7,5 mM n’était pas exploitable, car le signal saturait. Aussi, le 

signal présenté sur la figure C est celui de l’oxyHb à 2,5 mM afin d’offrir tout de même un élément 

visuel de comparaison.  
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Figure 16 : Spectres en dichroïsme circulaire à 22°C de l’oxyhémoglobine à : 
A : 2,5 mM 
B : 5 mM 
C : 7,5 mM 

Réticulée avec du glutaraldéhyde à : 
Bleu : 0 % (sans GTA) pour C, le signal représenté est en fait celui de 2,5 mM 
d’oxyHb sans GTA 
Orange : 0,1 %  
Gris : 0,3 % 
Jaune : 1 % 
Vert : 3 % 
 
pH 7, tampon phosphate 100 mM. 

-10

-5

0

5

10

15

170 190 210 230 250

Δ
ε

(M
-1

.c
m

-1
)

Longueur d'onde (nm)

pH 7

CoxyHb=2,5 mM

CGTA=

0%

0,1%

0,3%

1%

3%

-10

-5

0

5

10

15

170 190 210 230 250

Δ
ε

(M
-1

.c
m

-1
)

Longueur d'onde (nm)

B pH 7

CoxyHb=5 mM
CGTA=

0%

0,1%

0,3%

1%

3%

-10

-5

0

5

10

15

170 190 210 230 250

Δ
ε

(M
-1

.c
m

-1
)

Longueur d'onde (nm)

C pH 7

CoxyHb=7,5 mM
CGTA=

0%

0,1%

0,3%

1%

3%

A 



120 
 

On a une évolution qui se reproduit pour les trois concentrations d’oxyHb (sauf pour la condition 7,5 

mM/0,1 %). En se référant à une analyse stricte en utilisant les théories du dichroïsme circulaire, on 

peut voir que : 

-à 0,1 %, on a une baisse du signal conséquente comparée à l’hémoglobine seule mais en conservant 

la forme caractéristique des hélices alpha. L’oxyHb perd en grande partie sa structure en hélices sans 

que les hélices soient converties en une autre forme ayant un signal connu. 

-à 0,3 %, on a encore une baisse de la forme hélice, avec la déformation du signal négatif au-dessus de 

220 nm. Cela provient de l’apparition d’une bande négative à ces longueurs d’onde qui ne correspond 

à aucune forme connue de structure secondaire usuelle.  

-à 1 et 3 %, nous avons aucun signal en dessous de 220 nm, ce qui montre que nous n’avons plus du 

tout de signal venant de structures secondaires classiques. En effet, toute structure secondaire 

classique a un signal, positif ou négatif en dessous de 220 nm en dichroïsme circulaire. Ce résultat 

pourrait suggérer qu’il y a une perte totale de la structure secondaire de la protéine dans les gels à ces 

conditions de GTA. Toutefois, nous devons aussi considérer l’existence de la bande négative décrite 

précédemment, mais qui a maintenant un extremum entre 230 nm, et 240 nm. Ce maximum est très 

probablement celui que nous avions repéré à 0,3 % qui continue de se déplacer vers les grandes 

longueurs d’onde avant de s’établir vers 230-240 nm. Il semble que ce signal est plus important pour 

3 % que 1 %, mais il est difficile d’en juger, l’épaisseur de l’échantillon étant difficile à mesurer pour 

ces conditions. 

Les études antérieures sur les polymères d’hémoglobine réticulés par le GTA24,25 menées par 

dichroïsme circulaire dans l’UV-Visible afin de quantifier la structure secondaire révèlent qu’il n’y a pas 

ou peu de changements dans le spectre, indiquant que la structure en hélices est conservée. Pourtant, 

ce n’est pas ce que l’on trouve ici. Nous avons deux phénomènes concomitants : 

-la disparition des différents types de structures secondaires de la protéine avec l’augmentation de la 

quantité de glutaraldéhyde. Cela concerne surtout la structure en hélices (environ 70 %), mais les 

autres signaux disparaissent aussi (les 30 % restants). Ce fait est déduit du fait que nous n’avons plus 

de signal mesurable au final pour les conditions en GTA les plus fortes. Toutefois, il est difficile de 

concevoir que la protéine se dénature totalement avec la gélification. On peut penser qu’il y ait 

formation d’une structure secondaire spécifique n’ayant pas de signal dichroïque.  

-l’apparition d’un signal entre 225 et 240 nm, pas identique d’une condition à une autre. Ce signal ne 

correspond à rien de connu dans les structures secondaires. Il existe des hypothèses pour expliquer ce 

type de signal : 

 -un signal venant des ponts disulfures. En effet, même si le domaine où apparaissent les ponts 

disulfures est un sujet contradictoire, les articles donnent un domaine entre 225 et 330 nm26–28. Une 

hypothèse serait que le domaine diffère suivant l’endroit où les ponts disulfures apparaissent dans les 

protéines. Cela semble peu probable vu le très faible nombre de cystéine dans l’hémoglobine, à moins 

que l’on considère que l’addition de glutaraldéhyde dans la protéine donne des ponts 

intramoléculaires ayant des signaux analogues à ceux des ponts disulfures, suivant l’endroit et l’angle 

où le glutaraldéhyde se fixe. Mais cette hypothèse est improbable. 

 -une interaction cation-π entre un acide aminé chargé comme la lysine et un acide aminé 

aromatique comme un tryptophane ou un métal chargé et un acide aminé aromatique. Il a été repéré 

que cette interaction peut donner un signal ayant un maximum à 230 nm29–31. On peut penser que 

l’ajout de glutaraldéhyde peut causer soit la création d’un cation chargé interagissant avec un acide 

aminé aromatique ou une reconfiguration spatiale de la protéine induisant une interaction du fer de 

l’hème avec un acide aminé aromatique. Mais dans le cas de l’interaction fer de l’hème-acide aminé 

aromatique, on aurait vu des différences apparaître en spectroscopie d’absorption X. 
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Ce nouveau signal à 230 nm pourrait correspondre à un nouveau chromophore chiral qui apparaîtrait 

à forte concentration de glutaraldéhyde. Comme on le verra dans le chapitre 4, le signal à 230 nm subit 

une dénaturation thermique semblable à celles des hélices. Ce nouveau signal correspond donc à une 

structuration particulière puisque cette structure se perd à haute température. On peut donc penser 

que les hélices ne disparaissent pas, mais que le glutaraldéhyde les distend, créant alors une forme 

possédant une chiralité et donc un signal dichroïque différent, bien que proche structuralement. 

b) Etude avec nanoparticules 
 

Les études ont été faites pour toutes les concentrations de glutaraldéhyde déjà utilisées auparavant 

sur des mélanges à 2,5 mM d’oxyhémoglobine avec deux concentrations de nanoparticules différentes 

(26 et 75 g/L) et à 5 mM d’oxyhémoglobine avec 75 g/L de nanoparticules. Ces résultats sont présentés 

Figure 17. 

On retrouve le même comportement que pour l’oxyhémoglobine sans nanoparticule pour l’évolution 

de la concentration en glutaraldéhyde, sauf pour 0,1 % de glutaraldéhyde. En effet, pour cette 

concentration, on a une baisse très faible, voire aucune différence du signal par rapport à la même 

concentration sans nanoparticule. Sinon, on a bien les deux effets que nous avions repéré : la baisse 

jusqu’à l’absence de signaux de la structure secondaire et l’apparition d’un signal négatif vers 230 nm. 

Il est donc difficile de conclure sur les changements de structure secondaire avec le glutaraldéhyde, le 

dichroïsme circulaire présentant ses limites. L’apparition d’un signal mal connu ne nous permet pas de 

comprendre les phénomènes en jeu et ne nous permet pas de répondre aux problématiques que nous 

nous étions posées. Nous avons donc tenté l’étude de la structure secondaire par une autre approche. 

2) Etude par la diffusion de rayons X aux grands angles (DXGA) 
 

Afin de pouvoir palier les limites du dichroïsme circulaire dans l’UV-Visible et de connaître la structure 

de l’hémoglobine, des expériences en diffusion de rayons X aux grands angles (DXGA ou WAXS pour 

wide angle X-ray scattering) ont été effectuées. Il s’agit d’une technique analogue à la DNPA (basée sur 

la diffusion), étendant le domaine spatial de la technique aux petits angles jusqu’à l’échelle de 

l’angström.  

Les différences majeures sont qu’il s’agit d’une technique où les rayons X interagissent avec les nuages 

électroniques. Les atomes les plus lourds contribuent plus au signal au contraire des neutrons. Les 

études peuvent par contre se faire en milieu aqueux classique (non deutéré) sans que la qualité du 

signal en pâtisse. Toutefois, les rayons X étant énergétiques, ils sont destructeurs envers les 

échantillons et il faut donc surveiller que la mesure ne se fasse pas dans des conditions où les 

échantillons sont abimés. De plus, les mesures ont dû être faites en capillaire fin, ce qui ajoute une 

source d’incertitude de par la difficulté de synthétiser les gels dans des porte-échantillons si petits. 

L’intérêt de la DXGA est qu’elle permet d’étudier la structure secondaire, voire tertiaire de ces 

dernières. A ces vecteurs d’onde, le signal de diffusion obtenu pour des protéines permet d’obtenir 

des informations supplémentaires sur les structures intramoléculaires telles que la structure des 

domaines de la protéine, les corrélations entre ces domaines et des informations sur les structures 

secondaires en présence, dont notamment leur périodicité comme leur compacité. En effet, les ondes 

diffusées sur cette gamme correspondent à des tailles de l’ordre de l’angström. La Figure 18 présente 

ainsi les différentes tailles caractéristiques du lysozyme que l’on peut retrouver dans un spectre de 

diffusion aux grands angles.  
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Figure 17 : Spectres en dichroïsme circulaire à 22°C pour :  
A : l’oxyhémoglobine à 2,5 mM avec 26 g/L de nanoparticules de silice 
B : l’oxyhémoglobine à 2,5 mM avec 75 g/L de nanoparticules de silice 
C : l’oxyhémoglobine à 5 mM avec 75 g/L de nanoparticules de silice 
 
avec du glutaraldéhyde à : 
Bleu : 0 % (sans GTA)  
Orange : 0,1 % 
Gris : 0,3 % 
Jaune : 1 % 
Vert : 3 % 
 
pH 7, tampon phosphate 100 mM. 
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Figure 18 : Simulation d’un spectre en DXPGA de lysozyme et correspondance des différentes zones 
avec les tailles caractéristiques. Tiré de 32. 

En associant les zones du spectre avec les dimensions caractéristiques, on voit que la zone B 

correspond aux domaines intramoléculaires tandis que la D correspond aux structures secondaires 

comme donné en exemples. La diffusion aux grands angles est donc une technique que l’on peut 

utiliser en complément du dichroïsme circulaire. 

Avant de commencer par l’étude expérimentale de l’assemblage NP/oxyHb, il est aussi intéressant de 

se pencher sur la diffusion aux grand angles de l’oxyhémoglobine seule. Les expériences ont été faites 

sur la ligne SWING du synchrotron SOLEIL. La Figure 19 présente ainsi le spectre aux grands angles de 

l’oxyhémoglobine en solution ainsi que les différentes bandes détectables dans les différentes régions 

définies auparavant. 

 

Figure 19 : Spectre DXGA, tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 d’une solution d’oxyhémoglobine à 2,5 
mM 

Le spectre de l’hémoglobine qui a été mesuré ici, est tout à fait identique à celui recensé dans la 

littérature33. Par rapport aux domaines présentés Figure 18, les domaines B et C présentent deux 

bandes tandis que le domaine A n’en présente aucune. Les bandes d’un même domaine X seront 

nommés X et X’ pour des raisons de clarté. 
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La bande B correspond à la forme de la molécule, plus précisément la distance de 3,3 nm 

correspondante à la distance des 2 dimères entre chaines hétérologues (α1β2) dans le tétramère 

d’oxyhémoglobine tandis que la bande B’ correspond à la forme de la protéine, mais la distance à 

laquelle elle correspond est non déterminée dans la littérature. On peut penser qu’elle correspond à 

la distance des 2 dimères entre chaines hétérologues (α1α2). 

Les bandes C et C’ correspondent à la structure interne de la protéine. C’ correspond à une distance 

de 10 Å dans l’espace réel et est présente dans toutes les protéines contenant des assemblages 

d’hélices. 10 Å correspond à la distance centre à centre des hélices au contact. Cette bande permet 

donc de juger la présence d’hélices α dans une protéine. 

Pour D, il est indiqué dans la littérature que la bande est attribuée aux distances correspondant à la 

structure interne de la protéine, notamment aux pas des hélices. Afin de s’en assurer, nous avons 

effectué des simulations pour plusieurs types d’hélices et d’assemblage d’hélices. On a ainsi simulé par 

WAXSiS 4 types d’hélices présentés dans la Figure 20. 

On retrouve ainsi 

-la polyglycine en hélice, l’hélice faite avec le plus simple acide aminé, sans chaîne latérale ; 

-la polyisoleucine, une hélice faite avec un seul aminé, mais possédant une chaîne latérale longue, 

donnant deux diamètres d’hélices ; 

-une des hélices de l’hémoglobine de porc, afin de voir si on a des différences avec les hélices 

précédentes ; 

-quatre hélices de l’hémoglobine de porc, afin de voir les interactions entre les différentes hélices. 

On repère que pour toutes les hélices, on a un minimum entre 1 et 1,2 Å-1. En revanche, on voit qu’on 

a des différences notables entre les différents types d’hélices aux grands angles, qu’on peut essayer 

d’interpréter. Pour la polyglycine, on voit un diamètre d’hélice intérieur avec le maximum à 1,7 Å-1. 

Quant à la polyisoleucine, il y a deux maxima, un à 1,3 Å-1 et un 1,5 Å-1, un pour le diamètre et un pour 

le pas de l’hélice, venant des corrélations entre les chaînes latérales. L’hélice seule de l’hémoglobine a 

une bande large autour de 1,5 Å-1 venant des corrélations des chaînes latérales de différentes tailles, 

idem pour les hélices de l’hémoglobine en interaction. Pour cet assemblage, on voit de plus aux plus 

petits angles des oscillations venant des interactions des différentes hélices les unes avec les autres. 

La bande D correspond donc à la fois au pas de l’hélice (vers 4.7 Å), proche de l’ordre de grandeur du 

pas nominal d’une hélice (5,4 Å) et à son diamètre. Il s’agit donc d’une sonde puissante afin de 

connaître la présence ou non d’hélices dans notre échantillon et leurs déformations éventuelles.  

Afin de nous préparer aux assemblages de l’hémoglobine dans les gels, nous avons aussi simulé par 

WAXSiS différents types d’assemblages à partir de la maille cristallographique de l’hémoglobine de 

porc. La Figure 21 présente ainsi ses différents spectres pour ces assemblages et la Figure 22 une 

représentation de ces assemblages. 

On retrouve pour tous les assemblages, les bandes C, C’ et D. Le dimère présente la plus grande 

différence, manquant la bande B vers 0,2 Å-1, représentant la distance α1β2 dans le tétramère 

d’hémoglobine, ce qui est donc cohérent. Cette bande s’élargit lorsqu’on passe d’un seul tétramère à 

un assemblage de tétramères compacts. De plus, la bande B’ se dédouble. 

Avant d’aller étudier les gels avec détails, il faut déjà pouvoir répondre à la question de l’homogénéité 

du gel dans le capillaire. Pour cela, on a mesuré en DXGA à trois endroits différents un gel d’oxyHb à 

2,5 mM réticulé avec du GTA à 0,3%. Les mesures ont été faites à intervalle de 1,2 mm. La Figure 23 

présente les différents spectres. 
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Figure 20 : Simulations de spectres DXPGA faites par WAXSIS pour différents types d’hélices : polyglycine en hélice en rouge, polyisoleucine en hélice en 
orange, hélice de l’hémoglobine de porc en vert et quatre hélices de l’hémoglobine de porc en bleu. 
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Figure 21 : Simulations de spectres DXPGA faites par WAXSIS pour 
différentes configurations de l’hémoglobine :  
-expérimental (2,5 mM oxyHb, pH 7 100 mM). 
-dimère en violet. 
-tétramère en bleu foncé. 
-2 tétramères compactés en bleu clair. 
-2 tétramères en ligne en vert. 
-3 tétramères en ligne en jaune. 
-3 tétramères en triangle compactés en orange. 
-4 tétramères compactés en rouge. 

  

2 tétramères compactés 2 tétramères en ligne 

 
 

3 tétramères en ligne 3 tétramères en triangle compactés 

 

Figure 22 : Structure des assemblages 
dont les spectres DXGA sont simulés 

dans la Figure 21. 
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Figure 23 : Spectres DXGA, tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 d’un gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec 

GTA 0,3% à trois positions dans le capillaire, à intervalle de 1,2 mm. Position 1 en gris clair, position 2 

en gris foncé, position 3 en noir, chaque position est séparée de 1,2 mm. 

On voit qu’on a les mêmes bandes aux mêmes endroits, sans décalage démontrant tout de même une 

structure secondaire similaire. La façon de préparer nos gels dans nos capillaires permettent donc 

d’avoir des gels homogènes sur le capillaire. 

Pour l’étude expérimentale des gels, on a sélectionné ceux dans les concentrations limites tant en 

oxyhémoglobine qu’en glutaraldéhyde, plus un gel comportant des nanoparticules. Parmi ces gels, les 

gels à 3% de GTA sont particulièrement intéressants afin de comprendre les modifications de la 

structure secondaire que nous avons vues avec le dichroïsme circulaire dans l’UV. Pour l’étude de 

l’effet des nanoparticules, le gel avec NP a été comparé à la solution équivalente en concentrations 

d’oxyHb et de NP. Ce mélange n’a pas été présenté dans le chapitre précédent puisqu’il n’y a que 14% 

d’oxyHb adsorbée. Il est à noter que les nanoparticules ne présentent pas de signal pour les vecteurs 

d’onde supérieurs à 0,5 Å-1 donc dans le domaine des bandes C et C’. Les résultats sont présentés sur 

la Figure 24. 

Pour les différents gels, on remarque que les intensités ainsi que les positions des bandes varient. Nous 

voyons aussi la création d’une nouvelle bande pour certains gels. Entre le mélange oxyHb/NP et le gel 

contenant des NP, nous voyons que la forme est très proche. Nous ne nous risquerons pas à interpréter 

les intensités, mais nous pouvons essayer de comprendre les changements de distances 

caractéristiques qui se produisent lors de la gélification. Le Tableau 4 et le Tableau 5 donnent les 

positions des maximums des bandes pour la solution d’oxyHb seule, les différents gels et le mélange 

oxyHb/NP ainsi que les distances caractéristiques correspondantes.
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Figure 24 : Spectres DXGA, tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 de  
-solution d’oxyhémoglobine 2,5 mM en bleu. 
-gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec GTA 0,3% en gris. 
-gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec GTA 3% en vert. 

-gel d’oxyHb 7,5 mM réticulé avec GTA 0,3% en marron. 
-gel d’oxyHb 7,5 mM réticulé avec GTA 3% en rouge. 
-gel d’oxyHb 2,5 mM adsorbée sur 26 g/L de NP réticulé avec GTA 0,3% en 
violet. 
-solution d’oxyHb 2,5 mM adsorbée sur 26 g/L de NP (sans GTA) en cyan. 
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q (Å-1) B B’ C C’ D 

oxyHb 2,5 mM GTA 0% 0,19   0,35 0,49 0,64 1,44 

oxyHb 2,5 mM GTA 0,3% 0,18 0,27 0,35 0,49 0,65 1,49 

oxyHb 7,5 mM GTA 0,3% 0,19   0,35 0,50 0,64 1,42 

oxyHb 2,5 mM GTA 3% 0,18 0,27   0,49 0,67 1,39 

oxyHb 7,5 mM GTA 3% 0,17 0,27   0,49 0,67 1,33 

oxyHb 2,5 mM NP 26 g/L 0,18  0,35 0,50 0,64 1,52 

oxyHb 2,5 mM NP 26 g/L GTA 0,3%  0,18 0,28 0,35 0,50 0,65 1,51 

Tableau 4 : Positions des maxima des différentes bandes des spectres DXGA de l’oxyhémoglobine 
pour les différentes conditions, pH 7, tampon phosphate 100 mM. 

r (Å) B B’ C C’ D 

oxyHb 2,5 mM GTA 0% 33,8   18,0 12,7 9,8 4,4 

oxyHb 2,5 mM GTA 0,3% 34,5 22,9 17,8 12,8 9,6 4,2 

oxyHb 2,5 mM GTA 3% 35,9 23,7   12,8 9,3 4,5 

 

r (Å) B B’ C C’ D 

oxyHb 7,5 mM GTA 0,3% 33,6   18,0 12,7 9,8 4,4 

oxyHb 7,5 mM GTA 3% 37,4 23,2   12,9 9,4 4,7 

 

r (Å) B B’ C C’ D 

oxyHb 2,5 mM NP 26 g/L 34,2  17,9 12,5 9,8 4,1 

oxyHb 2,5 mM NP 26 g/L GTA 
0,3% 

35,1 22,8 17,9 12,7 9,7 4,2 

Tableau 5 : Dimension dans l’espace réel des maxima des différentes bandes des spectres DXGA de 

l’oxyhémoglobine pour les différentes conditions, pH 7, tampon phosphate 100 mM. 

Si on regarde les tailles caractéristiques entre oxyHb libre et le mélange oxyHb/NP, on ne voit aucune 

différence. Cela signifie donc que NP ne joue aucun rôle. Les minimes différences que l’on observe ne 

peuvent être interprétées par des phénomènes d’adsorption. En effet, il n’y a que 14% d’oxyHb 

adsorbée dans le mélange, ce qui est négligeable. 

Sinon, on constate qu’il n’y a aucun changement dans la structure de la protéine à 7,5 mM réticulée 

avec 0,3 % de glutaraldéhyde par rapport à oxyHb libre. Cela peut s’expliquer par le fait que la 

proportion de glutaraldéhyde est extrêmement faible par rapport à celle d’oxyhémoglobine (au niveau 

molaire, 3 GTA pour 2 résidus lysine apparents de Hb).  

Une remarque pouvant être faite pour tous les gels est que la bande C ne subit aucun changement 

notable. La structure interne associée à cette distance n’est pas modifiée par la gélification. Ce point 

étant traité, il ne sera donc plus abordé dans la suite. 

On voit qu’il y a des changements notables dans tous les autres gels (autres que le gel oxyHb 7,5 

mM/GTA 0,3%). Il y a donc des modifications de l’oxyhémoglobine avec la gélification. Ainsi, le 

tétramère subit un étirement puisque la distance α1β2 associée avec la bande B grandit avec la 

gélification. Il y a sans doute une élongation au moins dans une des directions associées au tétramère. 

Quant à la bande B’, elle se dédouble. Ce dédoublement correspond à la formation d’assemblages 

compacts de tétramères vue dans la Figure 21. 
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Il est intéressant d’étudier les bandes C’ et D en même temps, ces deux bandes correspondant aux 

hélices. Pour la bande D correspondant aux hélices, on voit que le diamètre de l’hélice pour les gels est 

modifié dans les deux sens par rapport à oxyHb seule. On peut lier cela avec ce qu’on observe avec la 

bande C’. En effet, on voit que la distance centre à centre des hélices compactées diminue, ce qui 

montre que les hélices subissent une compression qui pourrait donc avoir lieu dans la direction 

orthogonale à celle de l’élongation précédemment hypothésée.  

Les deux éléments montrent en tout cas que les hélices sont toujours présentes quelle que soit la 

concentration en glutaraldéhyde. Cela va avec notre hypothèse précédemment donnée pour la partie 

sur le dichroïsme circulaire dans l’UV. On peut penser que le changement de diamètres et la 

compression des hélices peuvent modifier la configuration spatiale des acides aminés situés à 

l’extérieur de l’hélice, modifiant ainsi leur chiralité, faisant disparaître le signal habituel et donnant ce 

signal inexpliqué. 

En résumé : dilatation de la protéine (bande B), rapprochement des hélices (bande C’) et augmentation 

du pas (partie droite de la bande D). La protéine est donc étirée, la structure tertiaire étant tout de 

même conservée. 

L’étude de la structure secondaire et tertiaire a montré qu’elles sont majoritairement conservées bien 

que distendues, il est intéressant de s’intéresser à la structure quaternaire des gels. 

3) Etude par la diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA) 
 

Les expériences de diffusion de neutrons aux petits angles ont été faites au Laboratoire Léon Brillouin 

sur l’appareil PAXY avec l’aide du Docteur Fabrice Cousin. Nous avons mesuré les gels pour le maximum 

de concentrations d’oxyhémoglobine, de glutaraldéhyde et de nanoparticules dans le temps qui nous 

avait été imparti afin d’avoir l’étude la plus complète qui soit pour nos gels. Nous allons d’abord nous 

intéresser aux gels d’oxyhémoglobine réticulée par le glutaraldéhyde sans nanoparticule.  

a) Etude sans nanoparticule 
 

Après traitement tel qu’expliqué dans la partie matériel et méthode, nous avons obtenu les spectres 

pour différentes concentrations d’oxyHb et de GTA. La Figure 25 présente ainsi les spectres DNPA 

obtenus. 

Pour connaître la structure de la protéine, l’intérêt de ces courbes est aux grands vecteurs d’onde. 

Pour les petits angles, cela correspond à la structuration du gel, ce qui sera étudié plus tard. On voit 

que pour toute concentration d’oxyhémoglobine en présence de glutaraldéhyde, il n’y a pas de 

différences au-delà de 0,12 Å−1. Notamment, l’oscillation à 0,16 Å-1 est conservée ce qui montre que 

l’oxyhémoglobine conserve sa forme et sa structure même en formant des polymères à 0,1% de GTA 

ou en formant des gels pour des concentrations de GTA supérieures ou égales à 0,3%. 

Maintenant que nous avons étudié les gels d'oxyhémoglobine seule, on va tenter d’étudier les gels 

d’oxyhémoglobine contenant des nanoparticules de silice. 
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Figure 25 : Spectres DNPA à 25°C de l’oxyhémoglobine à : 
A : 2,5 mM 
B : 5 mM 
C : 7,5 mM 

Réticulée avec du glutaraldéhyde à :  
 
Bleu : 0% (sans GTA)  
Orange : 0,1%  
Gris : 0,3% 
Jaune : 1% 
Vert : 3% 
 
pD 7, tampon phosphate 100 mM. 
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b) Etude avec nanoparticules 
 

L’objectif a été de voir l’influence des nanoparticules sur un gel à concentrations d’oxyHb et de GTA 

fixées. La Figure 26 représente ainsi les différents spectres que nous avons mesurés avec un rappel du 

signal des nanoparticules de silice Ludox TM-50 (ce dernier signal provient des travaux de Laurent 

Marichal34 s’agissant du même lot utilisé ici). 

 

Figure 26 : Spectres DNPA à 25°C de l’oxyhémoglobine à 2,5 mM réticulée avec 0,3% de GTA en 

présence de NP à : gris clair : 0 g/L (sans NP), gris foncé : 26 g/L, noir : 75 g/L. Signal des NP rappelé 

en violet. pD 7, tampon phosphate 100 mM. 

Au-delà de 0.12 Å−1, aucune différence notable n’existe entre les gels avec ou sans nanoparticules. 

Ainsi, la forme de la protéine est conservée même dans les gels avec NP. On constate aussi que les 

nanoparticules ne changent ni de forme, ni de rayon dans le gel. En effet, plus on ajoute de 

nanoparticules, plus le signal est marqué par une bande vers 0,026 Å-1, qui est celle des nanoparticules 

seules. L’analyse du reste du spectre concerne la structure du gel, ce que nous aborderons plus loin 

dans ce chapitre. 

L’étude systématique en DNPA nous a informés que le glutaraldéhyde n’affecte pas la forme de la 

protéine, cette dernière garde donc sa structuration quaternaire. Nous allons confirmer ce fait par une 

étude de certains gels par diffusion de rayons X. 

4) Etude par la diffusion de rayons X aux petits angles (DXPA) 
 

Afin de confirmer le fait que la protéine conserve sa forme au contact du GTA, nous avons mesuré les 

gels d’oxyhémoglobine réticulée par le glutaraldéhyde que nous avions mesurés en DXGA aux petits 

angles. Pour l’étude de l’effet des nanoparticules, le gel avec NP a été comparé à la solution 

équivalente en concentrations d’oxyHb et de NP qui avait été aussi mesurée. La Figure 27 présente 

ainsi les différents spectres pour l’oxyhémoglobine seule et les différents gels mesurés pour la diffusion 

aux petits angles. 
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Figure 27 : Spectres DXPA, tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 de  
-solution d’oxyhémoglobine 2,5 mM en bleu. 
-gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec GTA 0,3% en gris. 
-gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec GTA 3% en vert. 

-gel d’oxyHb 7,5 mM réticulé avec GTA 0,3% en marron. 
-gel d’oxyHb 7,5 mM réticulé avec GTA 3% en rouge. 
-gel d’oxyHb 2,5 mM adsorbée sur 26 g/L de NP réticulé avec GTA 0,3% en 
violet. 
-solution d’oxyHb 2,5 mM adsorbée sur 26 g/L de NP (sans GTA) en cyan. 
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Pour l’oxyhémoglobine seule, on retrouve aux plus petits angles une remontée en intensité classique 

des phénomènes d’agrégation. En ajustant avec une fonction de Guinier aux moyens angles, on trouve 

un rayon de giration Rg de 23,65 Å. On retrouve des rayons de giration légèrement différents entre les 

deux techniques (23,65 Å contre 23 Å précédemment), mais il a déjà été mesuré qu’en DXPA, le rayon 

de l’oxyhémoglobine est plus grand que celui mesuré en DNPA (24,7 Å contre 23,8 Å 35). Un facteur de 

forme de l’oxyhémoglobine a donc été calculé sur toute la gamme d’angles en gardant les points 

mesurés pour q > 0,078 Å-1 et en gardant les points de l’ajustement de Guinier aux petits angles afin 

de s’affranchir des remontées parasites. Le spectre Figure 28 présente donc le facteur de structure 

ainsi calculé, avec l’ajustement de Guigner pour Rg=23,65 Å et le spectre de l’oxyhémoglobine à 2,5 Å-

1. 

 

Figure 28 : Spectres DXPA à 25°C de l’oxyhémoglobine à 2,5 mM en bordeaux, de l’ajustement de 

Guignier en pointillés noirs et facteur de forme de l’oxyhémoglobine en vert foncé, pH 7, tampon 

phosphate 100 mM. 

Afin de voir si le facteur de forme est bien construit et pour voir l’absence de différence entre DNPA 

et DXPA, on le compare à celui qui a été déterminé pour la diffusion de neutrons. La Figure 29 présente 

ainsi les facteurs de forme pour les deux techniques. 

On voit que les deux facteurs de forme sont très proches dans leur forme. Il y a des différences au 

niveau de l’intensité, mais cela est lié à la différence de ce qui est mesuré suivant les techniques.  

Au final, grâce à la diffusion de neutrons et de rayons X, l’étude de la globine a donc été faite. Il a été 

indiqué que la structure de l’hémoglobine est conservée tant à son niveau global qu’interne. L’étude 

en dichroïsme circulaire a montré les limites de la technique et l’utilisation de la diffusion aux grands 

angles a tout de même permis de pouvoir conclure sur la conservation de la structure secondaire de 

la globine bien que la structure interne de la protéine subisse des déformations. La perte des propriétés 

d’oxygénation de l’hémoglobine ne peut s’expliquer par une différence dans la globine avec la 

gélification.  

La dernière question posée par cette thèse pour ce chapitre est la structuration du gel. A quoi 

ressemble le réseau formé ? C’est donc ce qui va être étudié dans la partie suivante en utilisant les 

études en diffusion afin d’apporter de nouvelles informations. 
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Figure 29 : Facteur de forme de l’oxyhémoglobine tiré du spectre DNPA en rose et facteur de forme 

tiré du spectre DXPA en bleu foncé de l’oxyhémoglobine à 2,5 mM à 25°C, pH ou pD 7,  

tampon phosphate 100 mM. 

V- Vers une compréhension de la structure du gel 
 

Dans les deux techniques de diffusion déjà utilisées, il est possible de pouvoir tirer certaines 

informations en plus des spectres. Nous allons tout d’abord nous pencher sur la diffusion de neutrons 

aux petits angles. 

1) Etude de la structure par diffusion de neutrons aux petits angles 

a) Etude sans nanoparticule 
 

En reprenant la Figure 25, on remarque qu’en plus de la conservation de la forme de la protéine qui a 

été observée aux plus grands vecteurs d’ondes mesurés, nous avons aussi un pic de corrélation marqué 

vers 0,13-0,14 Å-1. Cela provient très certainement du contact entre protéines dans le gel. En effet, il 

est très proche du pic observé pour l’hémoglobine au contact quand adsorbée sur les nanoparticules 

au chapitre 2. Enfin, on remarque qu’à moyens et petits angles, on a une remontée en loi de puissance 

montrant une organisation du système. 

Afin de mieux étudier tout cela, il est obligatoire d’étudier le facteur de structure, comme expliqué 

dans le chapitre précédent. Pour nos mélanges, gels ou solutions, il s’agit au final de la répétition d’un 

même objet, la molécule d’oxyhémoglobine, en interaction avec elle-même. Si on considère que la 

forme de la protéine n’est pas modifiée par la réaction avec le glutaraldéhyde comme on l’a vu juste 

au-dessus, l’intensité diffusée est en conséquence le produit de la forme de la protéine et de 

l’interaction entre ces protéines, ces deux phénomènes étant indépendants.  

Le facteur de structure tend normalement vers 1 aux grands angles. Si la concentration en 

oxyhémoglobine était la même dans tous les échantillons identifiés comme étant à 2,5 mM en oxyHb, 

la division du spectre du gel par celui du facteur de forme devrait tendre vers 1. Il tend en fait vers une 

constante qui varie assez largement d’un échantillon à l’autre. Ceci montre qu’il y a une forte erreur 

sur la concentration des échantillons. Cela ne signifie en aucun cas qu’il a eu des erreurs dans la 

préparation des échantillons, mais cette différence est inhérente à la difficulté de remplissage des 
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cellules : présence de bulles, possible séchage, hétérogénéités macroscopiques, etc. Les variations 

d’intensité qu’on pourra trouver ne devront pas être surinterprétées par la suite.  

Les facteurs de structure ont donc été normalisés par une constante pour les faire tendre tous vers 1. 

Ils sont ainsi montrés en échelle log-log, puis en échelle classique avec focus sur les grands angles pour 

la concentration à 2,5 mM dans la Figure 30. 

 

 

Figure 30 : Facteurs de structure calculés à partir des spectres DNPA à 25°C, pD 7,0 tampon 

phosphate 100 mM, de l’oxyhémoglobine à 2,5 mM réticulée avec du glutaraldéhyde à : orange 0,1%, 

gris 0,3%., jaune 1% et vert 3%. A : échelle log-log et B : échelle linéaire avec focus sur les grands 

angles. 

On voit donc que quelle que soit la concentration en glutaraldéhyde : 

-une remontée en loi de puissance en q-2.5, typique des fractales de masse36. La loi de puissance suggère 

la formation d’agrégats, puisque la dimension fractale est de 2,5. Toutefois, l’absence de rupture de 

pente pour donner une remontée en q-4 (loi de Porod) aux angles intermédiaires nous informe que les 

agrégats n’ont pas une surface bien définie. 

-un pic de corrélation à 0,135 Å-1 ; 

-un trou de corrélation vers 0,07 Å-1. 
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Ces deux derniers points tendent à montrer un système de sphères dures, au contact. Dans l’espace 

réel, cela correspond à 46.5 Å. La distance dans l’espace direct correspond donc exactement à un peu 

plus que deux protéines en contact, le rayon de giration de l’oxyHb étant de 22 Å. Les protéines 

seraient donc légèrement étirées comme ce qui avait déjà été montré avec la DXGA avec la distance 

α1β2 plus grandes dans les gels. De plus, les protéines sont au contact. Cela veut dire que le réseau est 

constitué de tétramères d’oxyHb qui se touchent et légèrement distendus. On peut imaginer que les 

liaisons du GTA peuvent causer cet étirement dans le gel à cause du réseau tendu tout en maintenant 

la protéine au contact. 

Pour la concentration à 0,1%, il faut se rappeler que nous n’avons pas un gel, mais une solution de 

polymères d’hémoglobine vu la faible concentration en GTA. On observe des différences pour le 

spectre démontrant une agrégation localement moins forte, mais pas une structure 

fondamentalement différente. Cela peut être contrintuitif puisqu’il s’agit d’une solution et non d’un 

gel, mais cela peut s’expliquer par la formation d’un réseau à l’échelle locale dans la solution très 

proche de celui d’un gel, mais où l’agrégation ne serait pas suffisamment forte afin de former un réseau 

suffisamment conséquent pour prendre en gel. 

Enfin, le maximum du facteur de structure aux petits q donne une borne minimale du nombre 

d’agrégations étant donné que la loi de puissance ne s’infléchit pas aux petits q. Il y a donc a minima 

plusieurs centaines de protéines impliquées dans le processus. 

Le calcul du facteur de structure a été aussi effectué pour les concentrations à 5 et 7,5 mM 

d’oxyhémoglobine avec le facteur de forme tiré du signal de l’hémoglobine seule à 2,5 mM et encore 

une fois normalisé à 1 aux grands q. La Figure 31 présente ainsi les différents facteurs de structure. 

Pour les concentrations à 5 mM et 7,5 mM en oxyhémoglobine à 0,1% de GTA, on remarque des 

différences notables par rapport à 2,5 mM d’oxyHb en présence de GTA. Le facteur de structure est 

très peu marqué, la loi de puissance en q-2.5 n’est conservée qu’aux petits angles et le pic à 0,135 Å-1 

faible, cela étant très net pour la plus forte concentration en oxyHb, c’est-à-dire 7,5 mM. Cela indique 

donc que l’hémoglobine n’est pas au contact, qu’il n’y a donc pas de formation de polymères 

d’hémoglobine ou de polymères de petite taille, faisant qu’il n’y a donc pas un état structuré dense. 

Cela démontre de plus qu’il y a des protéines en solution. Ce que l’on mesurerait serait alors une 

combinaison linéaire de protéines seules et de protéines réticulées. Considérant la faible 

concentration en GTA face à celle d’oxyHb, cela n’est pas étonnant (au niveau molaire, 7,5 mM 

d’oxyHb/GTA 0,1% donne 1 molécule de GTA pour 2 résidus lysine apparents de Hb) 

En revanche, pour toutes les autres concentrations en glutaraldéhyde, on retrouve ce que l’on avait 

vu pour 2,5 mM d’oxyHb, c’est-à-dire le pic à 0,135 Å-1 et un trou de corrélation vers 0,07 Å-1. On a 

toujours des protéines au contact. La loi de puissance en q-2.5 est conservée, sauf aux très petits angles, 

où elle s’infléchit légèrement à 5 mM et plus nettement à 7.5 mM. On peut penser que cela provient : 

(i) soit d’agrégats de taille finie, ou du moins plus lâches qu’à 2.5 mM aux échelles mésoscopiques, (ii) 

soit de problèmes de diffusion multiple, puisque l’effet est d’autant plus important que la 

concentration en oxyHb est importante. On peut toutefois écarter cette deuxième hypothèse. En effet, 

si on regarde les transmissions aux petits angles des différents mélanges, on voit certes apparaître une 

diminution de la transmission avec l’augmentation de la concentration en oxyHb comme en GTA, mais 

cette diminution est très faible. Les transmissions restent au dessus de 0,5, signe qu’il n’y a pas de 

diffusion multiple. On aurait donc des agrégats plus petits qu’à 2,5 mM. 
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Figure 31 : Facteurs de structure calculés à partir des spectres DNPA à 25°C de l’oxyhémoglobine à 5 mM (à gauche) avec A échelle log-log et B échelle 

linéaire avec focus sur les grands angles et à 7,5 mM (à droite) avec C échelle log-log et D échelle linéaire avec focus sur les grands angles, réticulée avec du 

glutaraldéhyde à :Orange : 0,1%, Gris : 0,3%, Jaune : 1% et Vert : 3%. 
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Enfin, si on observe, pour des taux de réticulation faible (GTA 0,1%/oxyHb 2.5 mM, GTA 0.3% pour 

oxyHb 5 mM et 7.5 mM), on voit apparaître un autre pic vers 0.24 Å-1, ce qui correspond à 26 Å dans 

l’espace réel. Nous n’avons pas réussi à expliquer cette observation. 

En comparant à la littérature, on voit que l’on retrouve des choses assez proches de celles observées 

sur d’autres gels étudiés en diffusion. Ainsi, Kaieda et collaborateurs2 ont montré que des protéines 

réticulés (une protéine inhibitrice de la trypsine, la myoglobine, et une protéine liant les acides gras) 

par le glutaraldéhyde gardait leur forme identique en solution ou dans le gel. De plus, comme dans 

leur étude, le seul effet du glutaraldéhyde est de créer des corrélations protéine-protéine. Leur étude 

ne se penchait pas vraiment sur les propriétés fractales des protéines, mais nous retrouvons comme 

dans celle de Cousin et collaborateurs37 un ordre de fractale à 2,5 pour des gels contenant des 

protéines. D’après les études de Cousin et collaborateurs et de Stauffer et collaborateurs37,38, 2,5 est 

un ordre particulièrement trouvé pour les phénomènes de gélification.  

b) Etude avec nanoparticules 
 

En reprenant la Figure 26, l’intensité des gels avec nanoparticules montre juste une combinaison du 

signal des nanoparticules seules et du signal des gels sans NP, les nanoparticules ne modifiant donc 

pas le gel. On essaye de le confirmer en calculant le facteur de structure des gels avec NP grâce au 

facteur de forme de la protéine. La Figure 32 montre ainsi les facteurs de structure des mêmes gels.  

Sur le signal mesuré, on voit la présence du signal des nanoparticules avec clarté aux petits angles. En 

effet, le facteur présenté n’est pas celui de la structure de l’assemblage seule, il présente aussi le 

facteur de forme des NP qui est impossible à extraire parce que les NP interagissent avec l’oxyHb. Mais 

sinon, le signal est identique à celui sans NP, avec les principales caractéristiques que nous avons 

relevées précédemment, c’est-à-dire un pic de corrélation à 0,135 Å-1, un trou de corrélation vers 0,07 

Å-1 et une remontée en loi de puissance. Sur ce dernier point, on voit qu’on diminue l’exposant fractal 

avec les nanoparticules, diminuant de 2,5 à 2,3 à 75 g/L de nanoparticules. Les agrégats sont donc 

moins denses.  

A cette différence près, les nanoparticules ne modifient aucunement la structure et la forme de 

l’oxyhémoglobine gélifiée. Les conclusions que nous avons tirées plus haut pour les gels sans 

nanoparticule s’appliquent donc ici aussi, c’est-à-dire une structuration fractale du gel avec l’oxyHb au 

contact dans le gel.  
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Figure 32 : Facteurs de structure calculés à partir des spectres DNPA à 25°C de l’oxyhémoglobine à 2,5 

mM réticulée avec 0,3% en présence de NP à : 

Gris clair : 0 g/L (sans NP) 

Gris foncé : 26 g/L 

Noir : 75 g/L 75 g/L 

pD 7,0 tampon phosphate 100 mM 

A : échelle log-log et B : échelle classique avec focus sur les grands angles. 

2) Diffusion de rayons X aux petits angles 
 

Afin de conforter les conclusions sur la structure du gel tirées des signaux de la DNPA, on va utiliser les 

signaux obtenus en DXPA. L’intérêt est de pouvoir étudier si le gel a la même structure dans deux 

environnements différents. En effet, la DXPA se fait dans des capillaires de 2 mm, imposant donc un 

environnement beaucoup plus contraignant que les fenêtres de quartz utilisés en DNPA. En reprenant 

l’analyse déjà commencé sur la Figure 27,Figure 27 : Spectres DXPA, tampon phosphate 100 mM, pH 

7,0 de  

-solution d’oxyhémoglobine 2,5 mM en bleu. 

-gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec GTA 0,3% en gris. 

-gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec GTA 3% en vert on voit comme pour la DNPA : 

-un pic de corrélation à 0,13 Å-1, 
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-à moyens et petits angles, on a une remontée en loi de puissance démontrant une organisation du 

système. 

 

Toutefois, contrairement à la diffusion de neutrons, il n’y a pas la même loi de puissance pour tous les 

gels. De plus, aux plus grands angles, nous voyons les signaux déjà étudiés durant l’analyse en DXGA 

(Figure 24), notamment, pour l’oxyhémoglobine seule la bande à 0,35 Å-1, correspondant à la structure 

interne de la protéine. Nous rappelons que cette bande se retrouve dans les gels à 0,3%, mais est 

remplacée à 3% en GTA par une nouvelle bande qui apparaît à 0,27 Å-1. Les deux bandes coexistent 

pour le gel oxyHb 2,5 mM/GTA 0,3%. 

Afin de mieux comprendre ces phénomènes, il est possible de décomposer l’intensité diffusée pour 

obtenir le facteur de structure, permettant pour les gels d’obtenir des informations sur la 

structuration. Pour l’obtenir, nous allons utiliser le facteur de forme calculé à la Figure 28. Les facteurs 

de structure tendant normalement vers 1 aux grands angles, ils ont donc été normalisés par une 

constante pour les faire tendre tous vers 1. Cette normalisation ne devrait pas être nécessaire pour 

des gels de mêmes concentrations en oxyhémoglobine, mais comme en diffusion de neutrons, la 

difficulté de remplissage des capillaires de 2 mm peut expliquer ces différences. Nous rappelons 

toujours le mélange oxyHb/NP afin de pouvoir comparer au gel avec NP. Les variations d’intensité 

qu’on pourra trouver ne devront donc pas être surinterprétées par la suite. La Figure 33 présente ainsi 

les facteurs de structure des différents gels. 

Comme on pouvait s’y attendre, on retrouve des informations communes entre la diffusion de 

neutrons et de rayons X. En effet, sur le facteur de structure des gels par diffusion de rayons X, on 

retrouve de nouveau : 

-une remontée en loi de puissance. Les valeurs sont entre 2,1 et 2,5, montrant la formation d’une 

fractale de masse. Toutefois, nous n’avons pas une remontée à 2,5 pour tous les gels, contrairement à 

la diffusion de neutrons. Comme expliqué dans l’étude d’Anitas et collaborateurs36, plus bas est 

l’exposant de fractale de masse, moins la structure est compacte. Cela montre donc que la structure 

la plus compacte est celle du gel à 2,5 mM en oxyHb et 0,3 % en GTA. Et plus la concentration en 

oxyhémoglobine et/ou en glutaraldéhyde est élevée, moins la structure est compacte. Les différences 

entre les deux types de diffusion peuvent venir du fait que ce ne sont pas les mêmes objets qui 

diffusent suivant les deux techniques. 

--un pic de corrélation vers 0,13 Å-1 ; 

-un trou de corrélation vers 0,07 Å-1. 

Ces deux derniers points montrent qu’on a de nouveau des sphères dures au contact. Considérant que 

la distance dans l’espace direct de 49 Å et que le rayon de giration de l’oxyHb étant de 23,65 Å, on 

aurait donc deux protéines distendues au contact. Cette valeur est légèrement différente de celle en 

DNPA, mais le rayon de giration étant plus grand, il est cohérent que cette distance soit elle aussi plus 

grande. 

A côté de cela, nous retrouvons beaucoup de nouveaux pics, témoignant donc de nouvelles distances 

de corrélations dans le gel qui n’étaient pas présentes avec la diffusion de neutrons. Interpréter ces 

pics est difficile. Déjà, leur taille dans l’espace réel ne correspond à rien de connu. En outre, l’analyse 

de pourquoi certains pics sont présents dans certains gels et non dans d’autres est loin d’être triviale. 

Sans données supplémentaires, il est difficile de conclure sur l’attribution de ces pics. Nous préférons 

ne pas rentrer dans des analyses spéculatives non fondées.
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Figure 33 : Facteur de structure tiré des spectres DXPGA, tampon phosphate 
100 mM, pH 7,0 de : 
-gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec GTA 0,3% en gris. 
-gel d’oxyHb 2,5 mM réticulé avec GTA 3% en vert. 

-gel d’oxyHb 7,5 mM réticulé avec GTA 0,3% en marron. 
-gel d’oxyHb 7,5 mM réticulé avec GTA 3% en rouge. 
-gel d’oxyHb 2,5 mM adsorbée sur 26 g/L de NP réticulé avec GTA 0,3% en 
violet. 
-solution d’oxyHb 2,5 mM adsorbée sur 26 g/L de NP (sans GTA) en cyan. 
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Pour le gel avec nanoparticules, les oscillations à 0,042 et 0,065 Å-1 viennent du facteur de forme des 

nanoparticules. On voit aussi une remontée en q-2,2 ce qui montre une structure en fractale de masse 

moins dense que pour le même gel sans nanoparticule, mais plus que le mélange oxyHb/NP (q-1,9). On 

retrouve dans le mélange oxyHb/NP et le gel avec NP une bande large vers 0,15 Å-1 et d’autres bandes 

ne correspondant à aucune distance connue. La bande à 0,15 Å-1 étant grande et large, elle cache sans 

doute la bande qu’on trouve pour les gels sans NP correspondant aux hémoglobines au contact. Les 

attributions des bandes étant tout aussi compliquées que pour les gels sans NP, nous ne nous risquons 

pas à une analyse de celles-ci. 

Au final, mises à part ces différences DNPA/DXPA, on retrouve la même logique pour nos gels ici que 

pour la diffusion de neutrons et dans la littérature. La diffusion nous renseigne donc qu’avec ou sans 

NP, les molécules d’hémoglobine sont au contact entre elles dans le gel bien que distendues, leur 

forme étant conservée et la structure du gel donne un ordre fractal proche de ce qui est classiquement 

trouvé pour des gels2,37,38. 

Afin de caractériser les gels à des échelles supérieures, on va observer directement les gels à l’aide de 

clichés prises par microscopie électronique à balayage. 

3) Prise de clichés par microscopie électronique à balayage 
 

La microscopie électronique à balayage permet d’observer des échantillons à très petite taille. Afin de 

préparer les échantillons, nous avons gelé nos échantillons dans l’azote liquide, puis fait passer nos 

échantillons en lyophilisation afin d’éliminer l’eau de nos hydrogels. Enfin, nous avons métallisé des 

échantillons à l’or sur une épaisseur de 5 nm afin d’obtenir des clichés de meilleure qualité. Les 

expériences ont été faites au LEDNA avec le Docteur Mathieu Pinault après métallisation. La Figure 34 

présente ainsi un gel lyophilisé visualisé avec un fort grossissement. 

 

Figure 34 : Cliché d’un gel lyophilisé d’oxyHb 2,5 mM réticulée par 3% de GTA pris par microscopie 

électronique à balayage. Tampon phosphate 100 mM, pH 7. Métallisé à l’or sur une épaisseur de 5 

nm. 



144 
 

On voit que notre structure est organisée en fibrilles, tout ayant un diamètre entre 100 et 1500 nm. 

Mais à ce grossissement, il est par contre difficile de voir la structuration des fibrilles dans le gel. Pour 

cela, nous avons effectué les expériences sur trois gels en faisant changer la concentration soit de GTA, 

soit d’oxyHb afin de voir les effets des deux composants sur le gel. Les images sont présentées sur la 

Figure 35.  

On voit qu’on a une structure très poreuse, qui ressemble à des nids d’abeille. Cela avait été déjà 

observé pour des gels de BSA réticulés avec du glutaraldéhyde1. Pour le gel à 2,5 mM d’oxyHb, le réseau 

est beaucoup moins dense que les gels à 5 mM d’oxyHb, ce qui est logique vu qu’il y a moins de matière. 

Sur les gels à 5 mM, plus il y a de glutaraldéhyde, plus les parois sont épaisses, la structure a l’air dense, 

ce qui peut se comprendre étant donné le GTA permet de mieux lier les différents tétramères d’oxyHb 

qui servent de base au réseau. 

Si on regarde les pores, ces zones représentent les endroits où l’eau se trouve normalement. Plus le 

constituant d’un gel est présent (ici, l’oxyHb), plus la taille de pores est petite1. En mesurant la taille de 

pores, on trouve des diamètres de :  

-5 µm pour le gel à 5 mM d’oxyHb et 0,3 % de GTA ; 

-25 µm pour le gel à 2,5 mM d’oxyHb et 3 % de GTA ; 

-7 µm pour le gel à 5 mM d’oxyHb et 3 % de GTA. 

Ces diamètres sont cependant à prendre avec prudence, dans la mesure où la cristallisation de la glace 

pourrait les créer39,40.  

Tout cela montre qu’à l’échelle nanométrique, les tétramères d’hémoglobine sont au contact les uns 

des autres et forment un ordre fractal. L’organisation de ces milliers de tétramères forment un réseau 

qui fait qu’à l’échelle microscopique, le gel est constitué de fibrilles plus ou moins épaisses qui forment 

une structuration en pores plus ou moins grands suivant la concentration en hémoglobine. 
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Figure 35 : Clichés pris par microscopie électronique à balayage pour 
différents gels. Tampon phosphate 100 mM, pH 7. Métallisé à l’or sur une 
épaisseur de 5 nm. 
 
A : Gel d’oxyHb 5 mM réticulée par 3% de GTA. 
 
B : Gel d’oxyHb 2,5 mM réticulée par 3% de GTA. 
 
C : Gel d’oxyHb 5 mM réticulée par 0,3% de GTA. 

A B 

C 



146 
 

VI- Discussion 
 

Les deux principales originalités de notre travail ont été de faire une étude : 

-multiéchelle allant de l’angström jusqu’au micromètre permettant ainsi d’étudier tous les niveaux de 
structuration de la protéine à la structure du gel. L’utilisation de l’hémoglobine ayant une sonde de 
petite taille (hème) permet d’étendre la gamme d’échelles étudiées par rapport aux autres protéines. 
-de l’activité de la protéine une fois dans le gel. A notre connaissance, aucune étude concernant des 

gels de protéines ayant des sites de fixation réticulés chimiquement ont permis de connaître si une 

protéine conserve son activité de fixation une fois gélifiée.  

Le permier point est résumé dans la Figure 36 qui permet de montrer toutes les échelles sondées des 

gels d’hémoglobine réticulés par le glutaraldéhyde durant cette thèse. On voit ainsi la structuration 

des protéines dans le gel ainsi que la structure des différents niveaux de la protéine.  

Les distances caractéristiques du gel détecté en microscopie électronique n’ont pas pu être 

corroborées en diffusions de rayonnement. En effet, les tailles en présence sont supérieures à 300 nm 

et correspondent à des vecteurs d’onde inférieurs à 0,002 Å-1, qui sont trop bas pour avoir été mesurés. 

Les études concernant les gels de protéines non-fibreuses (comme le collagène ou la gélatine) 

réticulées chimiquement sont très peu nombreuses, donnant peu de points de comparaisons. L’étude 

de Ma et collaborateurs1 en 2016 nous renseigne sur le fait que la structure des gels étudiés dans cette 

thèse sont similaires à ceux l’albumine de sérum bovin réticulée par le glutaraldéhyde. Il s’agit de la 

seule étude sur des gels de protéines globulaires réticulée chimiquement ayant des clichés des gels à 

l’échelle microscopique. Malheureusement, leur étude ne se centre pas sur les mêmes problématiques 

que les nôtres, aucune de leur expérience n’essaye de comprendre la structure de la protéine. 

L’étude de Kaieda et collaborateurs2 en 2014 se revendique comme étant la première à étudier la 

structure des gels de protéines réticulées chimiquement. Avec la diffusion de rayons X aux petits angles 

effectuée sur des gels réticulés par le glutaraldéhyde pour trois protéines différentes dont notamment 

la myoglobine, protéine de la même famille que l’hémoglobine, ils ont permis de tirer certaines 

informations sur la structure du gel ainsi que la structure de la protéine. Ils ont ainsi montré les points 

suivants : 

-la structure native de la protéine est conservée dans le gel ; 

-les protéines sont presque au contact ; 

-les gels sont denses et présentent des clusters ; 

-le développement du gel se fait sur des temps allant de quelques minutes à quelques heures.  

L’absence de différence sur la structure quaternaire de la protéine et la structuration des gels sont 

donc en adéquation avec ce qui a déjà été trouvé dans la littérature. Notre travail a donc été vraiment 

novateur sur les plus petites échelles de structuration de la protéine (secondaire et tertiaire), sur 

l’étude de l’hème de l’hémoglobine et surtout, sur l’activité de l’hémoglobine. La Figure 37 résume les 

points communs et différences constatés entre l’hémoglobine libre et celle réticulée gélifiée. 
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Figure 36 : Schéma récapitulant la structure du gel et de l’hémoglobine aux différents niveaux étudiés 
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Figure 37 : Points communs et différences entre l’hémoglobine libre et l’hémoglobine réticulée gélifiée 

Il n’y a pas d’effet des concentrations en hémoglobine, ou nanoparticules sur la structure de 

l’hémoglobine dans le gel. L’effet du glutaraldéhyde est plus ambigu en ce qui concerne la structure 

secondaire, mais les données WAXS nous indiquent qu’elle est probablement intègre. 

Si l’étude multi-échelle a été accomplie durant cette thèse, la deuxième problématique des gels 

concerne l’oxygénation de l’hémoglobine dans les gels. Comme résumé dans la Figure 37, 

l’hémoglobine une fois gélifiée ne présente plus sa capacité à fixer ou à libérer le dioxygène. Comme 

nous l’avons fait dans ce chapitre et le précédent, nous avons essayé d’expliquer les modifications sur 

l’oxygénation d’un point de vue structural et de modifications de l’hème. Ainsi, si l’hémoglobine a son 

hème et son fer conservé (ainsi que la poche de l’hème), d’après les études de diffusion de rayons X 

aux grands angles, la structure secondaire est distordue et il semble qu’il y ait des modifications au 

niveau de la structure tertiaire. De plus, la disparition du signal des hélices et l’apparition d’un signal 

inconnu en dichroïsme circulaire dans l’UV proche indique qu’il y a sans doute des modifications locales 

sur les acides aminés. Enfin, la structure quaternaire si elle semble conservée est légèrement étirée au 

vu du rayon entre protéines au contact trouvé. 

Toutefois, bien que Kaieda et collaborateurs aient étudié la structure de la myoglobine gélifiée par le 

glutaraldéhyde, ils n’ont pas testé les propriétés d’oxygénation de la protéine. Et si aucun article à 

notre connaissance ne parle de l’activité des gels de protéine avec site de fixation, on peut se pencher 

sur les effets du glutaraldéhyde sur l’hémoglobine qui sont déjà une source riche d’informations.  

Comme abordé dans l’introduction, les principaux articles de la littérature sur l’action du 

glutaraldéhyde sur l’hémoglobine concernent la formation de polymères d’hémoglobine 

(PolyHb)22,24,25,41–45. Contrairement à ce que l’on a trouvé, Guillochon et collaborateurs41 ont montré 

que la forme de PolyHb dans l’état oxygéné ou désoxygéné avant réticulation possédait une affinité 

plus grande et une perte du comportement coopératif. Les études du groupe de Palmer22,24,25,42,43 ont 

montré que l’affinité dépendait de l’état avant réticulation. Ainsi, PolyHb produit à partir d’oxyHb, la 

forme à forte affinité possédait une plus grande affinité que Hb seule tandis que PolyHb obtenu avec 

de la désoxyHb, la forme à faible affinité, était moins affine que Hb libre. De plus, la coopérativité était 

Structure
quaternaire

Structure
secondaire

ActivitéFer de l'hème

Hème

Hb libre
Hb réticulée gélifiée



149 
 

perdue. Ce phénomène est expliqué par le fait que la structure quaternaire de la protéine est 

gelée/bloquée, empêchant toute transition entre un état de faible affinité et un état de forte affinité. 

La différence d’affinité venant donc de l’état initial avant gélification22. 

Les seules études structurales menées ont été faites par dichroïsme circulaire dans l’UV-Visible afin de 

vérifier la structure secondaire. Les résultats obtenus24,25 montrent qu’il n’a pas ou peu de 

changements dans le spectre, indiquant que la structure en hélices est conservée. Il ne semble pas 

qu’il y ait eu d’études de la structure de l’hème et de son fer ainsi que de la structure quaternaire. Sur 

ces bases, nous pouvons constater que les PolyHb obtenus par réticulation grâce au glutaraldéhyde 

ont une structure quasi-identique à l’hémoglobine seule et possède une activité inhérente à la forme 

de l’hémoglobine quand elle est gélifiée. Les gels d’hémoglobine ont des différences plus marquées 

par rapport à l’hémoglobine seule. Pourtant, les ratios GTA/Hb sont proches : 4/1 à 120 /1 pour les 

gels et 10/1 à 40/1 pour PolyHb22. Si on regarde des systèmes analogues comme un conjugué albumine 

de sérum bovine-hémoglobine46 réticulé par le glutaraldéhyde, l’étude montre un gain d’affinité et une 

baisse de la coopérativité. Ces modifications sont analogues avec les PolyHb. Tout cela tend à montrer 

que les différences proviendraient donc du phénomène de gélification en lui-même et pas de l’action 

du glutaraldéhyde. Malheureusement, les études sur les hydrogels d’hémoglobine n’abordent pas leur 

activité4,47. 

C’est l’occasion de voir d’autres systèmes impliquant l’hémoglobine dans des conditions proches de 

nos gels afin de pouvoir essayer de comprendre le phénomène de perte d’activité. Pour cela, on s’est 

tourné vers les études où l’hémoglobine est impliquée dans une matrice solide où elle est contrainte. 

On s’est ainsi intéressé à : 

-l’hémoglobine immobilisée dans des billes d’alginate48,49. L’hémoglobine gélifiée ou dans un gel d’une 

autre matière peut sembler un bon comparatif. Pourtant, l’hémoglobine conserve ses propriétés 

d’oxygénation dans les gels d’alginate. 

-l’hémoglobine immobilisée dans des gels de silice50–53. Ce système peut se rapprocher des conditions 

de l’hémoglobine gélifiée avec l’hémoglobine immobilisée dans un état solide. Pourtant, 

l’hémoglobine conserve sa réactivité même si elle perd sa coopérativité. Le gel de silice fixe la structure 

quaternaire, faisant que l’affinité de la forme a été fixée. L’affinité augmente donc pour la forme 

oxygénée, plus affine, et diminue pour la forme désoxygénée moins affine.  

Les formes proches d’un gel ou la réticulation impliquant l’hémoglobine ne nous ont donc pas permis 

de fournir une explication claire sur la perte d’activité. Pour essayer de comprendre le phénomène, il 

faut alors chercher des informations dans des systèmes proches. Nous avons donc tenté de trouver de 

la littérature sur l’activité de systèmes d’enzymes obtenus par réticulation chimique (glutaraldéhyde 

ou autre). Les enzymes sont des protéines proches de l’hémoglobine car ce sont une classe de 

protéines avec site de fixation. Les études ne se centrent pas sur la fixation, car souvent impossible à 

repérer, mais sur leur activité catalytique. Les principaux points à retenir sont : 

-l’activité des enzymes immobilisées ne semble suivre aucune règle. L’immobilisation peut augmenter 

l’affinité comme la diminuer. Ainsi, les activités catalytiques de diverses enzymes varient largement 

suivant l’enzyme et semblent varier d’un très grand nombre de paramètres54–57. 

-Chui et Wang58 ont montré que l’activité enzymatique de la trypsine était inversement proportionnel 

à la concentration de glutaraldéhyde. Leur explication serait que la réticulation causerait une distorsion 

de la conformation du site actif de l’enzyme.  
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-dans certains cas, l’activité enzymatique disparaît. C’est le cas notamment pour l’aspartate 

aminotransférase qui perd son activité enzymatique, mais qui conserve tout de même sa capacité de 

former un complexe avec son anticorps59. 

Ces études indiquent donc que ce n’est pas l’immobilisation qui empêche la fixation d’un ligand sur 

une protéine et nous renseigne sur quelques éléments régissant la fixation/libération du ligand. Toutes 

les formes obtenues par réticulation chimique conservent leur activité de fixation, même si l’activité 

peut être perdue pour les enzymes. Il faut donc se pencher sur les phénomènes qui régissent la 

fixation/libération d’un ligand. 

D’après Eaton et collaborateurs60, il y a deux phénomènes concomitants qui régissent la 

fixation/libération d’un ligand (O2 ou CO) par l’hémoglobine. D’un côté, il y a l’arrivée du ligand à côté 

du fer ainsi que son départ. De l’autre, le ligand se trouvant dans la poche de l’hème, c’est la 

fixation/libération du ligand sur le fer de l’hème. La gélification ne peut pas jouer sur le deuxième 

point, l’hème et son fer étant intact d’après nos analyses sur l’hème effectuées dans ce chapitre. 

Toutefois, la gélification forme un réseau très dense comme on l’a vu, et pourrait peut-être limiter la 

migration du ligand dans le gel. Si le dioxygène ne peut plus migrer dans le gel pour venir à l’hème ou 

en partir, l’hémoglobine est condamnée à rester dans son état (oxygéné ou désoxygéné). Cette théorie 

sera abordée à nouveau dans le chapitre 4.  

Il faudrait obtenir des informations précises sur la structure de l’hémoglobine dans le gel quant à sa 

densité pour comprendre si le réseau empêche la possibilité du ligand à se mouvoir. Il faudrait donc 

préparer des expériences de RMN du solide.  

Une autre explication pourrait venir du fait que la protéine est distordue. En effet, on avait déduit une 

distorsion de la structure tertiaire de la protéine avec la diffusion de rayons X aux grands angles. En 

outre, l’étude en diffusion de rayonnements aux petits angles avait démontré que si la forme de la 

protéine était conservée, le rayon de la protéine déduit du modèle des sphères en contact était plus 

grand que celui mesuré par la loi de Guignier, prouvant une fois de plus que la protéine était distordue. 

Si ces distorsions ne modifient pas la structure quaternaire, on peut penser tout de même qu’elles 

peuvent empêcher la protéine de fonctionner normalement.  

Le paramètre que nous n’avons pas pris en compte jusqu’à maintenant est la dynamique de la protéine 

qui joue un très grand rôle dans l’activité de l’hémoglobine61. En plus du précédent paragraphe, la 

gélification peut causer d’autres phénomènes ayant affectés la dynamique de la protéine. Le prochain 

chapitre explorera certaines approches afin de comprendre la dynamique du gel. 
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Chapitre 4 : 
Approches des propriétés dynamiques et 

perspectives 
 

Jusqu’à maintenant, l’étude de la protéine dans le gel s’est surtout centrée sur son activité et sa 

structure. Pourtant la dynamique des protéines est aussi déterminante dans les interactions protéine-

protéine comme protéine-ligand1 ou l’activité des protéines2,3. La dynamique de la protéine intervient 

à plusieurs niveaux : 

-locaux, concernant les atomes et les acides aminés. En effet, les atomes de la protéine peuvent dévier 

de leur état d’équilibre donnant ainsi des fluctuations aléatoires de la taille ou de l’angle des liaisons. 

Les chaînes latérales des protéines peuvent quant à elles fluctuer dans leur configuration spatiale ; 

-régionaux dans les couplages intra-domaines des résides. Cela se traduit notamment par les 

interactions entre résidus dans les hélices α4 et feuillets β5. Cela est notamment illustré dans le 

mécanisme qui survient lors de la fixation du dioxygène, occasionnant un changement de la forme de 

l’hème et du déplacement de l’hélice par la même6. Il existe d’ailleurs des corrélations même dans des 

protéines dénaturées7; 

-globaux avec la dynamique des mouvements de domaine8. Pour comprendre ces mouvements, on 

peut regarder les différentes structures d’une même protéine, mais il est aussi possible d’utiliser la 

spectroscopie neutronique à écho de spin9 ou la dynamique moléculaire10. Les mouvements de 

domaine sont très importants pour beaucoup de protéines comme les protéines motrices11, les 

enzymes12, les canaux ioniques13, la formation de complexe de protéine14, etc. 

De nombreuses techniques permettent d’évaluer la dynamique de la protéine : la résonance 

magnétique nucléaire15, la cristallographie aux rayons X16 surtout à température ambiante17, par 

spectroscopie térahertz18 ou Raman19, par fluorescence20, par dichroïsme circulaire21, par diffusion 

élastique et inélastique de neutrons22 ou par diffusion dynamique de la lumière5. 

Dire que les trois niveaux sont hermétiques est une erreur : chaque échelle peut avoir un effet sur une 

autre et les temps des mouvements n’est absolument pas identique suivant les échelles. Mais un 

consensus est que plus un mouvement est de petite taille, plus son temps caractéristique est petit. La 

Figure 1 explicite ainsi les temps et tailles caractéristiques de différents phénomènes impliqués dans 

la dynamique des protéines. 

 
Figure 1 : Principales échelles de temps et d’espace de la dynamique des protéines. Tiré de 23. 
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Pour l’hémoglobine, les études concernant le rôle de la dynamique dans la coopérativité et de l’affinité 

sont anciennes24, mais le sujet est toujours discuté25. Des études de dynamique moléculaire ont 

montré qu’il y avait plus de mouvements moléculaires pour la désoxyhémoglobine que pour des 

hémoglobines ligandées26. Les études en résonance magnétique nucléaire montrent que le 

phénomène est complexe avec certains résidus plus rigides dans la désoxyHb tandis que d’autres 

résidus sont plus flexibles quand le fer de l’hème est ligandé27–29. Au final, les états de basse affinité 

sont plus flexibles que les états ayant une haute affinité30. L’objectif de ce chapitre est de tenter de 

sonder la dynamique de la protéine dans le gel et de tenter de lier les changements potentiels à la 

perte d’activité de l’hémoglobine. Pour rappel, la désoxyhémoglobine une fois gélifiée ne fixe pas le 

dioxygène tandis que l’oxyhémoglobine gélifiée ne relargue pas le dioxygène.  

Dans notre cas, la structure, la dynamique et la fixation d’un ligand sont liées. De plus, la relation 

structure-dynamique permet à la protéine d’adapter et de changer sa conformation en réponse à un 

stimulus environnemental et d’interagir avec différents ligands suivant les conditions31. La notion de 

flexibilité ramène à l’équilibre entre structure et dynamique32. Il a été montré que plus une protéine 

est thermostable, plus la flexibilité est réduite : plus la gamme de température dans laquelle la 

protéine est stable et fonctionnelle est haute, plus la structure est rigide afin de compenser les 

vibrations thermiques de plus en plus forte33. 

Cette thèse n’ayant pas eu pour objectif initialement d’étudier la dynamique de la protéine dans le gel, 

nous n’avons pu faire qu’un nombre limité d’expériences, ce qui nous fait présenter ce chapitre comme 

une perspective. Nous avons toutefois réussi à faire certaines expériences permettant d’aborder les 

trois échelles explicitées en ce début de chapitre, le but étant d’aller de la plus grande échelle vers la 

plus petite : 

-l’échelle globale en nous intéressant à la structure quaternaire via une expérience en température en 

diffusion de neutrons. Le but est de voir si la forme de la protéine est conservée à haute température 

afin de tester la rigidité de la protéine dans le gel. 

- l’échelle régionale en nous penchant sur la structure secondaire via une des analyses en température 

grâce au dichroïsme circulaire dans l’UV-proche.  

-l’échelle locale en abordant les vibrations grâce à la mobilité et la densité d’états vibrationnels des 

atomes d’hydrogène. Cela a été mesuré respectivement par diffusion incohérente élastique de 

neutrons et diffusion inélastique de neutrons. 

Si la dernière étude a permis d’obtenir des informations directement sur la dynamique locale, les deux 

autres permettent d’obtenir des informations indirectement via la mesure de la thermostabilité des 

deux échelles. En effet, comme indiqué un peu plus haut, plus une protéine est stable à haute 

température, plus elle est rigide. On va pouvoir juger la flexibilité de la structure quaternaire et 

secondaire dans le gel grâce à cela. 

I- Effet de la température sur la structure quaternaire 
 

Afin d’étudier les effets de la gélification sur la rigidité, un gel a donc été étudié à différentes 

températures. Nous avons décidé d’étudier un gel à 2,5 mM d’oxyhémoglobine réticulée par 0,3% de 

glutaraldéhyde car il s’agit du gel le plus facile à préparer (car le plus long à gélifier) ce qui nous aurait 

permis de le comparer à d’autres techniques où la préparation d’un gel serait plus compliquée 

(capillaire, très petit volume, etc.). La Figure 2 montre ainsi les spectres DNPA pour différentes 

températures. 
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Figure 2 : Spectres DNPA d’un gel d’oxyhémoglobine à 2,5 mM réticulée par 0,3% de glutaraldéhyde : 
bleu 25°C, orange 35°C, gris 45°C, jaune 55°C, violet 65°C, vert : 75°C. 

pD 7, tampon phosphate 100 mM. 

On voit que quelle que soit la température, la forme du spectre reste la même, gardant sa loi de 

structure aux petits angles et conservant ses deux bandes classiques de la forme de l’oxyhémoglobine 

aux grands angles. On peut tout de même voir qu’il y a une diminution de l’intensité de ces bandes 

avec la température (Figure 3). 

 

Figure 3 : Intensité de spectres DNPA à 0,206 Å-1 en fonction de la température d’un gel 
d’oxyhémoglobine à 2,5 mM réticulée avec 0,3% de glutaraldéhyde.  

pD 7, tampon phosphate 100 mM. 

On voit que l’intensité reste stable jusqu’à 50°C avant de partir sur une diminution linéaire. Il y a une 

perte partielle de la forme de la protéine dans le gel à partir de 55°C permettant de voir ainsi son 

domaine de stabilité. 

Par la suite, après avoir chauffé le gel à 85°C, nous avons laissé le gel redescendre normalement à 

température ambiante et nous avons fait une mesure à 25°C afin de voir si la perte de cette forme est 

irréversible. La Figure 4 présente les spectres de diffusion avant et après chauffage. 
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Figure 4 : Spectres DNPA d’un gel d’oxyhémoglobine à 2,5 mM réticulée avec 0,3% de glutaraldéhyde 
à : 

Bleu : 25°C. 
Bleu clair : 25°C après chauffage à 85°C. 

pD 7, tampon phosphate 100 mM. 

Après chauffage à 85°C, il y a une perte de la forme de la protéine vu la presque totale disparition des 

bandes aux grands angles. On remarque par contre que la remontée aux petits angles est toujours la 

même, avec une loi en q-2,5. On a donc une perte très forte de la forme de l’oxyhémoglobine, mais la 

structure du gel reste la même. On peut penser que le réseau est assez souple pour conserver sa 

structure. 

Il aurait été intéressant de comparer avec l’oxyhémoglobine seule étudiée en température par DNPA 

afin de voir si elle aussi conserve sa forme sur la même gamme de température. Il n’a pas été possible 

de le faire sur place par manque de temps de faisceau. De plus, les articles de la littérature abordent 

la dénaturation thermique, mais ne se centrent pas la structure quaternaire de l’hémoglobine, ce qui 

rend difficile toute comparaison. 

Afin d’en apprendre plus, on va maintenant étudier la structure secondaire dans un gel 

d’oxyhémoglobine réticulée par le glutaraldéhyde. 

II- Effet de la température sur la structure secondaire 
 

Dans cette partie, nous avons étudié la stabilité thermique de l’oxyhémoglobine dans un gel où elle 

est réticulée par le glutaraldéhyde. En effet, avec la température, la protéine se déplie peu à peu, 

perdant sa structure secondaire34. A haute température, d’autres phénomènes comme l’agrégation 

peuvent survenir, empêchant alors le repliement, donnant un dépliement irréversible35. 

Avec le dichroïsme circulaire dans l’ultra-violet, il est aisé de mesurer la déstructuration de la protéine 

puisque cette technique permet de mesurer la structure secondaire et que les différentes bandes sont 

caractéristiques d’un type de structure. Ainsi, en mesurant le spectre en dichroïsme circulaire en 

montant peu à peu en température, on voit la perte de la structure secondaire et on peut alors 

quantifier la stabilité thermique. De plus, il a été constaté au chapitre 2 l’existence d’un signal à 230 

nm mal connu. Si ce signal est sensible à la température, cela signifie qu’il correspond bien à une 

nouvelle structure secondaire dans le gel qui a donc aussi sa propre flexibilité. 
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Pour ajuster les résultats expérimentaux, on considère une transition entre un état N natif de la 

protéine et un état D où la protéine est dépliée. 

𝑁 ↔ 𝐷 

A toute température, on mesure pour une longueur d’onde une valeur de signal Y qui est donc la 

somme des contributions venant de la partie native et de la partie dépliée de la protéine. Cela peut se 

décomposer tel qu’exposé dans l’équation 1 : 

𝑌(𝜆, 𝑇) = 𝑋𝑁(𝑇). 𝑌𝑁(𝜆) + 𝑋𝐷(𝑇). 𝑌𝐷(𝜆) 

(éq.1) 

Avec 𝑌(𝜆, 𝑇), le dichroïsme circulaire de l’échantillon à une température et longueur d’onde donnée ; 

-𝑌𝑁(𝜆), le dichroïsme circulaire de la protéine totalement dans un état natif à une longueur d’onde 

donnée ; 

-𝑌𝐷(𝜆), le dichroisme circulaire de la protéine totalement dépliée (ou dénaturée) à une longueur 

d’onde donnée ; 

-𝑋𝑁(𝑇), la proportion relative de protéine native ; 

-𝑋𝐷(𝑇), la proportion relative de protéine dépliée (ou dénaturée). 

On a donc : 𝑋𝑁(𝑇) +  𝑋𝐷(𝑇) = 1. 

Souvent, 𝑌𝐷(𝑇) = 0 vu que la protéine est totalement dépliée à haute température. 

Il est donc aisé de mesurer 𝑋𝑁(𝑇) ou 𝑋𝐷(𝑇). Il est alors possible de relier cette proportion relative à 

des facteurs thermodynamiques par l’équation 2 : 

𝑋𝑁(𝑇) =
1

1 + 𝑒
−

∆𝐻
𝑅𝑇

(1−
𝑇

𝑇𝑚
)

 

(éq.2) 

avec ∆𝐻, l’enthalpie de transition en J/mol et 𝑇𝑚, la température de transition en K. 

Ces processus ont été développés dans des études antérieures36,37. Il s’agit donc d’une courbe en forme 

de sigmoïde. 

Pour certaines protéines, la dénaturation thermique est en plusieurs transitions successives, donnant 

alors juste une somme sur i transitions du produit de cette expression par un facteur de proportion 

relative %i avec la somme des %i étant égale à 1. Pour notre étude, nous étudierons des phénomènes 

en deux transitions donnant l’équation 3 : 

𝑋𝑁(𝑇) =
%1

1 + 𝑒
−

∆𝐻1
𝑅𝑇

(1−
𝑇

𝑇𝑚1
)

+
%2

1 + 𝑒
−

∆𝐻2
𝑅𝑇

(1−
𝑇

𝑇𝑚2
)

 

(éq.3) 

Pour ce qui nous intéresse ici, les tests ont été faits sur différents mélanges pour étudier l’effet de la 

gélification à pH 7: 

-une solution d’oxyHb à 2,5 mM sans GTA pour servir de témoin de référence ; 

-un gel d’oxyHb à 2,5 mM réticulé avec 0,3 % de GTA afin de tester un gel sur lequel il reste encore du 

signal des hélices ; 
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-un gel d’oxyHb à 2,5 mM réticulé avec 3 % de GTA afin de tester un gel plus concentré en GTA, sur 

lequel il ne reste presque plus de signal de structures secondaires et voir si le signal à 230 nm est 

sensible à la température ; 

-un gel d’oxyHb à 5 mM réticulé avec 3 % de GTA afin de voir l’effet de la concentration d’oxyHb et 

pour voir si le comportement vers 230 nm est similaire au précédent. 

Comme précédemment, les expériences ont été effectuées sur la ligne DISCO du synchrotron SOLEIL 

avec l’aide du Docteur Franck Wien. Les spectres ont été mesurés entre 22 et 97°C avec un pas de 3°C 

dans du tampon phosphate 100 mM à pH 7. La Figure 5 donne l’évolution des spectres suivant la 

température. 

En plus de la perte de signal habituelle caractéristique des hélices avec la température38, on constate 

avec les figure C et D que le signal vers 230-240 nm est sensible à la température. Ce signal correspond 

donc à une structure secondaire particulière, ce qui va dans le sens de ce qui a été constaté avec la 

diffusion de rayons X aux grands angles au chapitre 3. Les hélices subissent donc une déformation, ce 

qui devait sans doute correspondre à la disparition du signal classique et à l’apparition de ce nouveau 

signal. 

Afin de pouvoir quantifier ces changements, il a été procédé à la mesure des courbes de dénaturation 

sur les différents extrema des spectres. Pour C, il a été impossible de faire le suivi sur le signal à 194 

nm vu le faible intervalle entre le signal maximum et minimum. Pour D, il a été mesuré sur une 

moyenne autour du minimum vers 240 nm vu que le signal est très bruité. La Figure 6 donne donc les 

courbes de stabilité thermique avec un modèle théorique comptabilisant deux transitions (Tableau 1). 

Pour A, on a pour les trois extrema des courbes très similaires. Pour B, la mesure à 196 nm est 
différente des deux autres. Pour C et surtout D, le mouvement en deux transitions est bien visible. 
A partir de ces courbes, il a été mesuré les proportions et les facteurs thermodynamiques des 
transitions thermiques de l’oxyhémoglobine. Le Tableau 1 donne ainsi ces valeurs pour les différentes 
conditions. 
 

 
oxyHb 2,5 mM 

sans GTA 

oxyHb 2,5 mM 

GTA 0,3 % 

oxyHb 2,5 mM 

GTA 3 % 

oxyHb 5 mM 

GTA 3 % 

 222 nm 209 nm 194 nm 224 nm 211 nm 196 nm 234 nm Moyenne 

%1 60 % 57 % 66 % 93 % 93 % 96 % 31 % 59 % 

Tm1 (°C) 72,1 71,9 72,7 82,0 81,4 73,2 60,0 60,9 

ΔH1 
(kJ/mol) 

225 229 200 97,2 93,5 83,6 277 286 

 

%2 40 % 43 % 34 % 7 % 7 % 4 % 69 % 41 % 

Tm2 (°C) 45,6 45,2 41,9 36,1 32,3 28,9 45,1 33,2 

ΔH2  
(kJ/mol) 

93,4 87,5 105 155 193 442 79,5 237 

Tableau 1 : Proportions et facteurs thermodynamiques des transitions thermiques de 
l’oxyhémoglobine pour les différentes conditions.
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Figure 5 : Spectres en dichroïsme circulaire en température de 22°C (rouge clair) à 97 °C (rouge foncé) avec un incrément de 3°C, pH 7 tampon phosphate 100 
mM, pour : A une solution d’oxyHb à 2,5 mM sans GTA, B un gel d’oxyHb à 2,5 mM réticulé avec 0,3 % de GTA, C un gel d’oxyHb à 2,5 mM réticulé avec 3 % 

de GTA et D un gel d’oxyHb à 5 mM réticulé avec 3 % de GTAx. 
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Figure 6 : Courbes de dénaturation thermique à pH 7, tampon phosphate 100 mM pour : A une solution d’oxyHb à 2,5 mM sans GTA mesuré à 194 nm en 

jaune, 209 nm en bleu, 222 nm en vert ; B un gel d’oxyHb à 2,5 mM réticulé avec 0,3 % de GTA mesuré à 196 nm en orange, 211 nm en gris, 224 nm en noir ; 
C un gel d’oxyHb à 2,5 mM réticulé avec 3 % de GTA mesuré à 234 nm en violet et D un gel d’oxyHb à 5 mM réticulé avec 3 % de GTA mesuré sur une 

moyenne de points autour du maximum en rouge.
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Pour l’oxyhémoglobine non gélifiée, les températures sont très proches de celles mesurées auparavant 

(47 et 76 °C)38 avec deux transitions 39. Les auteurs expliquent ce processus en décrivant une première 

perturbation structurale entre 30 et 50°C, caractérisée en premier par un dépliement partiel des 

hélices les plus exposées, puis, par une agrégation thermique entre 50 et 80°C dominée par le 

dépliement des structures enfouies et une formation d’agrégats. 

Pour les gels, le mécanisme est toujours en deux étapes. Mais Il y a un comportement très différent 

entre les 0,3 et 3% en GTA. Pour oxyHb 2,5 mM/GTA 0,3 %, on mesure sur les signaux correspondants 

aux hélices et donc à leur dépliement. Le mécanisme est presque en une seule étape avec une 

transition correspondante à 90 % du signal avec une température de transition vers 80°C. La transition 

à 80°C est irréversible. Il y a donc une stabilisation de l’hélice. Pour comprendre d’où cela provient, on 

peut regarder l’enthalpie de transition, qui est plus faible que celle de l’oxyHb seule. Cela indique que 

soit l’état initial de l’hémoglobine réticulée à 0,3 % avant transition est plus mobile que l’hémoglobine 

non réticulée, soit l’hémoglobine réticulée après transition est plus rigide.  

Pour oxyHb 2,5 mM/GTA 3 % et oxyHb 5 mM/GTA 3 %, on mesure l’évolution sur le signal inconnu et 

donc pas sur les hélices. Les valeurs tirées des ajustements sont difficilement à analyser. Il vaut mieux 

revenir à un traitement simple des résultats. Ainsi, à 40°C, l’hémoglobine seule a perdue 14% de son 

signal, oxyHb 2,5 mM/GTA 3 % 24% de son signal et oxyHb 5 mM/GTA 3 % 35%. Cela montre une 

déstabilisation pour les gels à 3% de GTA par rapport à l’hémoglobine seule, déstabilisation qui semble 

accentuer avec la concentration en hémoglobine. Ce signal inconnu avait été analysée comme venant 

des hélices distordues. Il est alors logique pour des hélices étirées qu’elles soient moins stables que la 

forme classique d’où l’augmentation de la perte à température constante constatée. 

La flexibilité de de la structure secondaire est donc affectée par la réticulation. Si à 0,3 % de GTA, le 

mécanisme est mal compris, pour les gels à 3%, il y a une claire déstabilisation, indiquant que l’hélice 

distordue n’a pas la même flexibilité que l’hélice classique. Cela montre donc que la concentration en 

GTA a un effet notable sur la protéine, ce qui n’avait pas été mis en évidence par les études structurales 

seules. 

On va finir cette étude de la dynamique en nous intéressant aux vibrations locales des atomes 

d’hydrogène. 

III- Etude des vibrations locales 
 

Nous avons étudié les mouvements des atomes d’hydrogène de l’hémoglobine. Les expériences ont 

été faites à l’institut Laue Langevin sur la ligne IN6-Sharp avec l’aide du Docteur Jean-Marc Zanotti. 

Nous nous sommes tout d’abord penchés sur la mobilité de l’oxyhémoglobine. 

1) Mobilité de l’hémoglobine  
 

Le déplacement carré moyen <u²> des atomes de d’hydrogène de l’oxyhémoglobine a été mesuré par 

diffusion incohérente élastique de neutrons. Les expériences ont été faites en milieu D2O, <u²> a été 

mesuré tous les 2 K dans la gamme 4-298 K. La Figure 7 donne ainsi les résultats pour l’oxyhémoglobine 

libre à 7,5 mM et pour l’oxyhémoglobine gélifiée à 7,5 mM réticulée par le glutaraldéhyde à 1%. Ce gel 

a été choisi pour sa forte concentration en hémoglobine, permettant d’avoir plus de signal et donc 

d’accumuler moins longtemps. Nous ne voulions pas de concentration à 0,3% de glutaraldéhyde, la 

rhéologie nous ayant informé que le gel oxyHb 7,5 mM/GTA 0,3% avait un comportement différent 

des autres gels. Nous ne voulions pas 3% non lus pour éviter de se retrouver avec trop d’hydrogène 
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venant du glutaraldéhyde dans le signal mesuré. Enfin, l’absence de tampon a été choisi afin d’éviter 

de rajouter des atomes d’hydrogène en plus. 

 

 

Figure 7 : Déplacement carré moyen <u2> en fonction de la température de l’oxyhémoglobine à 7,5 
mM seule en bleu et réticulée par 1% de glutaraldéhyde (gel) en jaune en milieu deutéré mesurée par 

diffusion incohérente de neutrons. 

On constate que pour l’oxyhémoglobine libre, le déplacement carré moyen augmente de façon linéaire 

jusqu’à environ 220 K. Au-delà, on a une augmentation rapide du déplacement carré moyen. On a donc 

une transition démontrant une modification de la dynamique de la protéine vers 220 K. Ce 

phénomène, nommé transition dynamique des protéines, se retrouve pour toutes les protéines en 

solution40.  

Pour expliquer ce phénomène, si on se réfère à l’interprétation de Doster et collaborateurs41, en 

dessous de 200 K, les atomes d’hydrogène de la protéine ne peuvent accéder qu’à leur position 

d’équilibre et vibrent autour de celle-ci de façon harmonique. Au-dessus de 200 K, les atomes 

d’hydrogène ont plus d’énergie et peuvent accéder à d’autres positions, l’harmonicité est alors perdue. 

Pour comprendre le phénomène, la Figure 8 permet de comprendre les mouvements décrits. 

Ainsi, les vibrations β entre minima locaux sont centrées sur la position d’équilibre des atomes. Il s’agit 

de vibrations harmoniques, se passant seulement à des températures basses. En augmentant la 

température, la transition dynamique a alors lieu, permettant de nouveaux déplacements nécessitant 

plus d’énergie correspondant aux déplacements α indiqués. 

 

Figure 8 : Courbe d’énergie potentielle d’une protéine. Tiré de 23. 
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Par extension, pour la protéine entière, la transition dynamique indique le passage d’un nombre limité 

de distributions à un grand nombre de conformations pouvant être atteintes. La flexibilité est d’ailleurs 

assurée par les transitions entre minima à l’échelle atomique. Cette dernière permet les mouvements 

collectifs à plus grande échelle concomitants à l’activité de la protéine 42,43.  

Au final, on retrouve un comportement de l’hémoglobine libre observé par Stadler et collaborateurs44.  

Quant au gel, on observe que l’oxyhémoglobine ne perd pas sa transition dynamique, même réticulée 

et servant de base au réseau d’un gel. Ce résultat est assez surprenant au premier abord. Devineau et 

collaborateurs22 avaient ainsi montré que la myoglobine, protéine très proche de l’oxyhémoglobine 

perdait sa transition dynamique quand elle est adsorbée sur des nanoparticules. Ici, de 0 à 280 K, 

aucune différence notable tant au niveau de l’amplitude ou du comportement n’est repérable pour les 

deux états de l’oxyhémoglobine. De plus, on observe même que l’oxyhémoglobine dans le gel a un 

déplacement carré moyen environ 40% supérieur à 293 K, montrant ainsi que les atomes d’hydrogène 

de l’hémoglobine dans le gel ont plus de mobilité que ceux dans l’hémoglobine libre, ce qui est tout de 

même assez contrintuitif. 

Cela permet en tout cas de lever l’ambiguïté sur l’étude en dichroïsme circulaire du gel à 0,3% de 

glutaraldéhyde dans la sous-partie précédente. On peut ainsi dire que la stabilisation constatée 

provient de la plus grande souplesse de l’hélice de l’hémoglobine réticulée par rapport à celle de 

l’hémoglobine seule. 

Après avoir mesuré la mobilité de l’oxyhémoglobine libre et à l’état de gel, nous avons mesuré la 

distribution en énergie des modes de vibration. 

2) Densité d’états vibrationnels 
 

On a ainsi utilisé les neutrons pour sonder les mouvements des atomes d’hydrogène de la protéine, 

ces derniers oscillant autour de leur position d’équilibre à une certaine fréquence. 

Un mode normal de vibration caractérise un mode où tous les atomes d’une molécule vibrent à la 

même fréquence, passant tous simultanément par leur position d’équilibre respective, mais avec des 

directions ou des amplitudes différentes. La densité d’états vibrationnels donne les quantités de ces 

modes de vibration en fonction de la fréquence. 

En plus de la diffusion inélastique de neutrons, il est également possible de sonder la densité d’états 

vibrationnels d’une protéine par spectroscopie infrarouge ou Raman. Toutefois, la diffusion de 

neutrons a comme avantage de ne pas posséder de règles de sélections. De plus, elle possède un grand 

pouvoir pénétrant des neutrons. Ses deux caractéristiques font qu’il est possible de sonder tous les 

modes de vibration pour toutes les fréquences possibles, notamment à basse fréquences (en dessous 

de 300 cm-1). En effet, pour ces fréquences, les mouvements concernent un grand nombre d’atomes 

d’hydrogène et ont une amplitude conséquente. Ils auraient un rôle dans les mouvements de domaine 

d’après certaines études. Ils auraient aussi un rapport à l’activité de la protéine, certaines enzymes 

changeant de conformation lorsqu’un ligand se fixe par exemple45–47. C’est pour ces raisons qu’il est 

important de comprendre si la gélification provoque des différences au niveau de ces modes normaux. 

La mesure de la densité d’états vibrationnels de l’oxyhémoglobine à 7,5 mM en solution et en gel 

réticulée par 1% de glutaraldéhyde en milieu deutéré a été faite par diffusion inélastique de neutrons 

à 298 K. Les résultats sont montrés dans la Figure 9. Nous avons choisi le même gel que précédemment. 
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Figure 9 : Densité d’états vibrationnels g(ω) de l’oxyhémoglobine à 7,5 mM seule en bleu et réticulée 
par 1% de glutaraldéhyde (gel) en jaune en milieu deutéré mesurée par diffusion inélastique de 

neutrons à 298 K. 

Pour l’oxyhémoglobine seule, on voit une forme avec deux bandes, une ayant son maximum à 105 cm-

1 tandis que l’autre l’a vers 220 cm-1. Les études des densités d’état vibrationnels de protéines ne sont 

pas courantes. On peut tout de même constater que la forme de la courbe est très proche de celle de 

la myoglobine en solution22. Notre oxyhémoglobine en solution a donc une densité d’états 

vibrationnels classiques pour une protéine. 

En revanche, on constate que l’oxyhémoglobine une fois gélifiée n’a plus du tout le même 

comportement. En effet, il n’y a qu’une seule bande vers les basses fréquences avec son maximum à 

70 cm-1. De plus, on voit que la densité d’état vibrationnels est beaucoup plus forte pour l’état gel, les 

maxima respectifs ayant ainsi un rapport 2,5. Une étude ayant portée sur la densité d’états 

vibrationnels dans des gels désordonnés48 ont aussi montré une augmentation à basse fréquence. Ils 

ont montré que le couplage translation-rotation augmentaient à basse fréquence. En effet, les états 

de basse fréquence se peuplent de modes transverses venant du fait que les particules peuvent 

effectuer des rotations en plus des déplacements de translation, ce qui n’est pas possible dans l’état 

non gélifiée vu que les particules ne sont pas liées les unes avec les autres.  

IV- Perspectives 
 

La structure quaternaire comme secondaire réagit à la température. Le signal dichroïque inconnu 

réagit d’ailleurs à la température comme une structure secondaire classique. De plus, la protéine garde 

sa transition dynamique. Il semble donc que la mobilité dans le gel est conservée. Celle-ci est même 

accrue dans le gel comme on le constate avec l’augmentation du nombre de modes de vibration. Cela 

est d’ailleurs contrintuitif vu que la gélification devrait figer la protéine et la protéine dans le gel devrait 

donc être moins mobile. Ces études ont aussi montré que la mobilité n’est pas la même d’un gel à 

l’autre, ce qui n’avait pas été constatée dans l’étude structural du chapitre précédent. 

Au final, ces études ne sont qu’une première approche d’expériences, mais aux différents niveaux, 

l’hémoglobine réticulée dans un gel conserve voire amplifie sa dynamique. L’explication de la perte 

d’activité à cause de la rigidité de la protéine semble donc être une fausse piste et il faudrait se pencher 
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sur l’hypothèse précédemment donnée dans a discussion du chapitre 3 que les gaz ne puissent pas 

migrer dans le gel. Pour cela, plusieurs expériences pourraient être tentés : 

-des expériences de photodissociation sur la carboxyhémoglobine (carboxyHb : hémoglobine ayant le 

fer de l’hème fixant le monoxyde de carbone). Les expériences ont montré qu’après la dissociation du 

CO du fer, le monoxyde de carbone a une haute probabilité de se fixer à nouveau au fer (phénomène 

de recombinaison géminée), mais a aussi la possibilité de s’échapper49. Cela peut être suivi par 

spectroscopie UV-Visible, les spectres de désoxyHb et carboxyHb étant différents50. Si nos gels 

présentent l’impossibilité pour les gaz de migrer à l’intérieur, le suivi cinétique ne devrait présenter 

que la recombinaison. Par comparaison à la carboxyHb libre, on pourrait récupérer des informations 

importantes. 

-dans l’hémoglobine sans fer (globine-porphyrine), la porphyrine présente un signal de fluorescence51. 

Cette fluorescence peut être éteinte par le dioxygène et elle est donc dépendante de la migration du 

dioxygène52. En suivant la fluorescence de la globine-porphyrine libre et de la porphyrine-globine 

gélifiée, on pourrait ainsi voir si la migration du dioxygène est conservée une fois que l’hémoglobine 

est gélifiée. 

-il a été montré qu’en mélangeant des chaînes α sans ligand avec des chaînes β portant du monoxyde 

de carbone marqué de manière isotopique par du carbone 13 (β-13CO) ou inversement (α-13CO avec 

des chaînes β sans ligand), on voit qu’il y a un échange donnant au final un mélange où les deux chaînes 

portent du 13CO (50% β-13CO / 50% α-13CO). Cela a été mesuré par RMN (les deux chaînes portant le 
13CO n’ayant pas le signal) et il faut plusieurs heures pour arriver à l’échange de gaz53. En partant sur 

la même base, si on gélifie le mélange contenant un type de chaîne portant 13CO et l’autre sans ligand 

juste après sa préparation, on pourrait suivre le signal en RMN et voir si l’équilibre dans le gel survient 

toujours ou non. 

Ces expériences ont des verrous pratiques. Ainsi, la préparation de la globine-porphyrine n’es pas 

simple et aux concentrations où on prépare les gels, les phénomènes de réabsorption risquent de 

gêner la mesure. Pour les mesures en photodissociation, il faut préparer des gels suffisamment fins 

afin de pouvoir avoir de la lumière qui puisse traverser afin de mesurer l’absorbance et que le flash 

cause la dissociation sur toute l’épaisseur. L’expérience la plus simple à mettre en place pour les gels 

serait au final celle sur les chaînes portant 13CO malgré son apparente complexité. 
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Chapitre 5 : 

Matériels et méthodes 
 

Récapitulatif de la forme des échantillons 
 

Le Figure 2 donne les formes, taille et volume des échantillons pour les différentes techniques. 

Technique Adsorption Hb sur NP Gel Hb 

Isotherme d’adsorption 
Tube Eppendorf  

0,5 mL ou 1,5 mL 
 

Diagramme de gélification  Tube Eppendorf 0,5 mL 

Tonométrie 
Tonomètre avec chemin 

optique 1 cm (4 mL) 
Cuvette plastique (1 mL) 

RPE Capillaire 2 mm (1 mL) Capillaire 2 mm (1 mL) 

Spectroscopie absorption 

Porte-échantillon SAMBA 

disque de rayon d’environ 1 

cm (1 mL) 

Porte-échantillon SAMBA 

disque de rayon d’environ 1 

cm (1 mL) 

Dichroïsme circulaire Soret 
Cuvette quartz suprasil 1 mm 

(1 mL) 

Fenêtre quartz 0,01 mm 

(10 µL déposés) 

Dichroïsme circulaire UV 
Fenêtres CaF2 1 à 100 µM 

(10 µL) 

Fenêtres CaF2 1 à 100 µM 

(10 µL) 

DNPA Cuvette quartz 2 mm (1 mL) Fenêtre quartz 2 mm (1 mL) 

DXPGA 
Capillaire borosilicare 2 mm 

(0,1 mL) 

Capillaire borosilicare 2 ou 3 

mm (0,1 mL) 

Cryo-MET 
Gouttelette sur grille de 

carbone (4 µL) 
 

MEB  

Fragment de gel de quelques 

mm de rayon sur scotch 

carbone (100 µL) 

Rhéologie  
Disque de 12 mm de diamètre 

1 mm d’épaisseur (125 µL) 

Diffusion élastique et 

inélastique de neutrons 
 

Tube aluminium de 1 cm de 

diamètre (7 mL) 

Tableau 1 : Présentation du conditionnement de l’échantillon pour chaque technique (taille et 

volume). 
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I- Origine des produits et production des composés de base 

1) Produits chimiques et petits matériels utilisés 
 

Le Tableau 2 donne les produits et matériels usuels utilisés dans la thèse. 

Produits Marque Référence 

Produits secs 

Glucose (>99,5%) Sigma G7528 

Citrate de sodium (>99%) Sigma S1804 

Acide citrique (>99,5%) Sigma 27487 

Chlorure de sodium (>99%) Sigma S9625 

Dihydrogénophosphate de 
sodium (>99%) 

VWR 231-449-2 

Hydrogénophosphate de 
sodium (>99%) 

VWR 231-448-7 

Acétate d’ammonium (>98%) Sigma A7330 

Carbonate de sodium (>99%) Sigma S7795 

Dithionite de sodium (>85%) 
(hydrosulfite de sodium) 

 VWR 1.06505.1000 

Nitrite de sodium (>97%) Merck  

Nanoparticules 

LUDOX TM-50 Sigma Sigma 420778 

Produits liquides 

D2O (99,90% D) Eurisotop  

Glutaraldéhyde (25%) Sigma G6257 

Solution multiéléments 2 Claritus PPT CLMS-2 

Solution multiéléments 4 Claritus PPT CLMS-4 

Capillaire et cuve optique 

Cuves CaF2 (diverses tailles de 1 
à 100 µm d’épaisseur) 

Hellma  

Cuves quartz Suprasil 1 cm Hellma 104-B-10-40 

Cuves quartz Suprasil 1 mm Hellma 100-1-40 

Cuves quartz Suprasil 2 mm Hellma 100-2-40 

Fenêtres quart Suprasil 0,01 
mm 

Hellma 106-QS.0.01 

Divers 

Roue d’agitation Stuart SB3 

Concentrateur protéine Millipore 
Amicon Ultra-15 15ML - 30 

KDa 

Membrane de dialyse 
seuil de rétention de 3.5 kDa 

Spectrum Labs Spectra/Por®3 

Résine AGR501-X8 Bio-Rad  

Filtre en cellulose de 0,45 μm 
de porosité 

Dutscher ScientificR 146561 

Appareil de production d’eau 
ultra-pure 

Millipore Milli-Q 

Tableau 2 : Produits et petits matériels ayant été utilisés dans cette thèse. 

Par la suite, se référer à ce tableau quand un produit spécifique est mentionné. 
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2) Préparation et purification de l’hémoglobine 
 

L’hémoglobine porcine est obtenue à partir de sang frais de porc obtenu aux Établissements Guy 

Harang à Houdan. L’autorisation d’utilisation de sang de porc à des fins de recherche a été délivrée par 

la Direction Départementale de la Protection des Personnes de l’Essonne (Courcouronnes). 

L’extraction et la purification de Hb ont été faites suivant une version modifiée de la méthode de 

Perutz1.  

Une solution anticoagulante composée d’acide citrique à 4,8 g/L, de citrate de sodium à 13,2 g/L et de 

glucose à 14,7 g/L est ajoutée au sang de porc dans la proportion d’un volume pour quatre volumes 

directement après la collecte ; le but est de stabiliser le sang le temps du transport. Arrivé au 

laboratoire, le sang est centrifugé (4000 g, 10 min, 4°C) et le surnageant contenant les lipides est 

éliminé par aspiration sous vide. Une solution de chlorure de sodium (9 g/L) est diluée dans le culot 

afin de compenser le volume éliminé et garantir l’équilibre osmotique. Après agitation manuelle et 

homogénéisation à la baguette en verre, le culot globulaire est centrifugé de nouveau (4000 g, 5 min, 

4°C). Ces étapes de centrifugation/aspiration sont répétées 4 fois en tout. Les hématies sont ensuite 

hémolysées par choc osmotique en ajoutant de l’eau milli-Q à 4°C dans le culot globulaire lavé (1 

volume pour 3 volumes). Les membranes des hématies sont précipitées par ajout de tampon 

phosphate 2,8 M à pH=7,0 dans la solution d’hématies hémolysées (1 volume pour 5 volumes). La 

solution est alors centrifugée (25000 g, 30 min, 4°C) et le culot contenant les membranes est éliminé.  

Le surnageant contenant l’hémoglobine est placé dans une membrane de dialyse de 3.5 kDa et mis à 

dialyser. Quatre dialyses d’au minimum deux heures sont effectuées dans 40 volumes d’eau afin 

d’éliminer tous les sels en solution. La solution d’hémoglobine est alors centrifugée (25000 g, 10 min, 

4°C) afin d’éliminer le reste de membranes et l’hémoglobine précipitée. Le 2,3-biphospho-glycérate, 

effecteur de l’hémoglobine qui diminue son affinité pour l’oxygène, est éliminé par passage de la 

solution d’hémoglobine sur une colonne désionisante contenant la résine AG®501-X82. Une dernière 

centrifugation est alors effectuée (25000 g, 10 min, 4°C). La solution d’hémoglobine purifiée est 

conservée à 6°C dans des flacons remplis et étanches afin de conserver la forme oxygénée de 

l’hémoglobine.  

A chaque utilisation ultérieure, la solution est centrifugée à 16000 g, 5 min, 4°C avant que sa 

concentration soit mesurée. 

La forme désoxygénée est préparée soit : 

-sous flux d’argon dans la solution pour les expériences d’oxygénation des solutions ; 

-par ajout de la quantité minimale de dithionite de sodium pour obtenir un spectre de la forme 

totalement désoxygénée pour les expériences nécessitant une forme désoxygénée stable sur une 

heure. 

La forme méthémoglobine est préparée par ajout de nitrite de sodium. La quantité est celle minimum 

pour obtenir un spectre de la forme totalement méthémoglobine suivie d’une dialyse dans une 

membrane de 3.5 kDa, de 2 heures (1 volume dans 200 volumes) afin d’éliminer les sels. 

La qualité des échantillons est vérifiée et leurs concentrations d’hémoglobine sont mesurées en 

absorption UV-Visible (spectres donnés en introduction figure 15) : 
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-à 576 nm pour oxyHb (15150 L/mol/cm)3 ; 

-à 630 nm pour métHb en tamponnant à pH 7 (3780 L/mol/cm)4 ; 

-à 560 nm en désoxyHb (13800 L/mol/cm)4. 

 Les mesures sont faites dans des cuvettes de quartz de chemin optique 1 cm. 

Pour certaines utilisations, l’hémoglobine a été concentrée grâce aux concentrateurs amicon en 

centrifugeant pendant 1/2h à 7500 g. 

3) Nanoparticules de silice 

Les nanoparticules (NP) de silice utilisées dans cette thèse sont les Ludox TM-50. Il s’agit d’un colloïde 

de NP sphériques monodisperses. Les différents ions stabilisant la suspension colloïdale sont éliminés 

par dialyse dans une membrane de 3.5 kDa, contre de l’eau à 4°C (1 volume contre 40). Du fait de la 

très haute concentration en silice (500 g/L), la suspension non stabilisée par le sodium va former un 

gel. Ce gel est dilué dans de l’eau peu avant les expériences, puis la solution obtenue est filtrée par un 

filtre en cellulose de 0,45 μm de porosité. 

Ces nanoparticules ont été mesurées en DNPA et DXPGA dans la thèse de Laurent Marichal et ont 

permis de reporter un rayon de giration de 12,7 nm et une surface spécifique de 107 m²/g. La mesure 

de la concentration en NP a été faite en mettant des volumes précis de solutions de NP dans des tubes 

préalablement tarés. Après évaporation à 90°C en étuve sur une nuit, on a mesuré la masse des tubes 

ne contenant plus que les NP. Connaissant la masse de NP et le volume mis au départ, on remonte 

simplement à la concentration. 

Les solutions sont conservées à 4°C pendant deux semaines. Après deux semaines, les nanoparticules 

commencent à s’agréger et sont éliminées comme déchets « nano ». 

4) Tampons 
 

Trois tampons ont été préparés : 

-le tampon phosphate à pH/pD 7 ou 7,4 à des concentrations de 1 ou 2 M. La concentration d’utilisation 

était de 100 mM. Pour obtenir les solutions mères, des masses de dihydrogénophosphate de sodium 

et d’hydrogénophosphate de sodium ont été dissoutes dans des quantités prévues pour obtenir le pH 

souhaité ; 

-le tampon carbonate de sodium à pH 9 à une concentration de 1 M. La concentration d’utilisation 

était de 100 mM ; 

-le tampon acétate d’ammonium à pH 9 à une concentration de 50 mM. La concentration d’utilisation 

était de 5 mM. 

Pour les deux derniers tampons, une quantité du sel correspondant a été dissoute dans de l’eau pour 

obtenir la concentration souhaitée. Puis, le pH a été ajusté par ajout d’acide chlorhydrique concentré 

ou de soude concentrée. 
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5) Deutération 
 

Pour les expériences nécessitant des solutions deutérées, l’échange des protons labiles de 

l’hémoglobine a été fait selon le protocole suivant. Une solution de Hb concentrée a été préalablement 

dialysée dans une membrane de dialyse de 3.5 kDa à deux reprises pendant 24 h dans 12 volumes de 

(selon l’expérience) à 10°C : 

-D2O pure (99,9% de 2H) ; 

-tampon phosphate 0,1 mol.L-1 pD = 7,4 ; 

-tampon phosphate 0,1 mol.L-1 pD = 7,0. 

Le potentiel deutérium des tampons a été fait en utilisant le pH lu sur un pH-mètre (pH*) et en utilisant 

la relation entre pD et pH* (pD = pH* + 0.4)5. 

 

Pour les Ludox, la solution commerciale de Ludox a quant à elle été dialysée dans une membrane de 

dialyse 3.5 kDa une fois contre 40 volumes de D2O, puis a été diluée et filtrée comme expliqué 

précédemment. Seul le GTA concentré utilisé est resté en eau légère, le glutaraldéhyde en version 

deutérée n’étant pas disponible. 

II- Techniques de caractérisation fondamentale 

1) Spectroscopie UV-Visible 
 

Les spectres d’absorbance sont obtenus sur un spectrophotomètre UV-visible Shimadzu UV-2450 ou 

2600 à double faisceau. La spectrophotométrie a été utilisée de façon usuelle en transmission afin 

d’obtenir l’absorbance, chaque spectre mesuré a eu une ligne de base mesurée sur le solvant utilisé.  

Pour certaines utilisations, on a utilisé une sphère d’intégration ISR-2200 afin de mesurer toute la 

lumière et ainsi, récupérer les photons diffusés par le milieu, ce qui a permis d’obtenir des spectres 

sans phénomène de diffusion aux petites longueurs d’ondes6. 

Une sphère d’intégration permet la réorientation de tous les rayonnements sans perte d’énergie vers 

un photomultiplicateur, permettant ainsi la mesure de toute la lumière après passage de l’échantillon 

à analyser. La correction de la ligne de base est mesurée sans échantillon à l’entrée de la sphère. Un 

échantillon blanc standard (pastille de sulfate de baryum) est placé à sa sortie, permettant ainsi aucune 

perte de lumière. La mesure en absorbance (ou transmission) se fait avec le tonomètre à l’entrée, le 

standard blanc à la sortie (toujours pour ne perdre aucune lumière). La sphère d’intégration permet 

alors de mesurer la lumière transmise et celle diffusée simultanément (Figure 1). 
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Figure 1 : En haut, disposition d’une sphère d’intégration dans l’espace. A gauche, dispositif de 
mesure de la ligne de base. A droite, dispositif de mesure en transmission. Tiré de 7. 

2) Spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif 
 

Afin de connaitre la composition atomique des nanoparticules, il a été effectué des mesures de 

spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif. L’appareil utilisé est un iCAP Q ThermoElectron. 

Les expériences ont été faites avec Elodie Barruet. Pour la préparation des NP de silice afin de les 

passer en ICM-MS, il a fallu d’abord les dissoudre. Pour cela, on a pris une solution de NP d’environ 15 

g/L et le protocole appliqué est une variante d’un protocole trouvé dans la littérature8. L’échantillon a 

été préparé comme tel : 

-1/10 de solution de nanoparticules de silice à étudier ; 

-1/20 d’acide fluorhydrique à 48% pour dissoudre les nanoparticules ; 

-on complète avec de l’eau distillée. 

On laisse sous agitation une nuit. L’échantillon est dilué par 100 avec de l’acide nitrique 2% avant d’être 

passé dans le spectromètre de masse. Deux expériences ont été faites : 

-une expérience qualitative où on a regardé tous les atomes se trouvant dans les nanoparticules de 

silice afin de connaître la composition ; 

-une expérience quantitative où on a mesuré la concentration de fer et de silice par dosage. La 

calibration externe est effectuée à partir de dilutions de solutions multiéléments 2 et 4 (Tableau 2).  

Toutes les dilutions (échantillons et standards) ont été préparées par pesée.  
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III- Préparation des échantillons pour caractérisation 
 

Les modes de préparation des échantillons sont données dans cette partie, les détails des échantillons 

préparés sont donnés dans les chapitres 2, 3 et 4. Idem pour les températures. 

1) Préparation des mélanges Hb/NP et mesure des isothermes 
 

La Figure 2 donne ainsi le protocole pour obtenir le mélange Hb/NP tamponné. 

 

Figure 2 : Protocole afin d’obtenir un mélange Hb/NP. 
1 : ajout de l’eau qui doit servir à diluer à la bonne concentration ; 

2 : ajout du tampon concentré afin de tamponner le milieu ; 
3 : ajout de la solution de Hb. On l’ajoute dans cet ordre afin d’avoir une solution suffisamment diluée 

en tampon pour éviter un choc salin ; 
4- ajout de la solution de NP concentrée. 

Les expériences sont faites à température ambiante. Les proportions dépendent de l’échantillon voulu. 

Le Tableau 3 donne ainsi les proportions usuelles et les concentrations mères usuelles pour préparer 

les échantillons. Ces proportions sont typiques de tout ce qui a été fait dans cette thèse. 

Ctampon 
voulue 

mM 

Ctampon 
mère 
mM 

% en 
volume 

100 1000 10% 

100 2000 5% 

5 100 5% 
 

CHb 
voulue 

mM 

CHb 
mère 
mM 

% en 
volume 

1 2 50% 

2,5 7 36% 
 

CNP 
voulue 

g/L 

CNP 
mère 
g/L 

% en 
volume 

26 120 22% 

40 120 33% 

75 250 30% 

120 250 48% 
 

Tableau 3 : Proportions en volume et concentrations mères usuelles des composants des mélanges 
suivant les concentrations souhaitées pour l’échantillon. 

Après préparation, les solutions sont agitées sur roue pendant 2h le temps que le phénomène 

d’adsorption soit complet9. Les solutions sont alors prêtes à être utilisées pour les expériences ou pour 

en faire des gels tels que détaillés dans les chapitres de résultats. 

Pour les mesures d’isothermes, afin de faire sédimenter les NP, les solutions sont centrifugées pendant 

10 minutes à 50 000 g. On mesure alors la concentration de Hb du surnageant par spectrophotométrie 
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UV visible. Connaissant la concentration en Hb mis dans le tube au départ comme celle de NP, on peut 

alors construire l’isotherme d’adsorption tel que détaillé dans le chapitre 2. 

2) Préparation des gels d’hémoglobine et diagramme de gélification 
 

Pour préparer les gels avec ou sans nanoparticules, on utilise toujours des tubes de 0,5 ou 1,5 mL, la 

préparation est la même que celle présentée dans la sous-partie précédente, on ajoute seulement du 

glutaraldéhyde en plus (Figure 3). 

 

Figure 3 : Protocole afin d’obtenir les gels d’hémoglobine. 
En partant des solutions préparées à l’étape 3 de la Figure 2 si gel sans nanoparticules ou à l’étape 4 

après agitation sur roue pendant 2h si le gel avec nanoparticules , ajout de la quantité de 
glutaraldéhyde par trois aspirations/rejets de la solution afin d’homogénéiser la solution. 

Les proportions dépendent de l’échantillon voulu. Le Tableau 4 donne ainsi les proportions usuelles et 

les concentrations mères usuelles pour préparer les échantillons. Ces proportions sont typiques de 

tout ce qui a été fait dans cette thèse. 

CHb 
voulue 

mM 

CHb 
mère 
mM 

% en 
volume 

2,5 12 21% 

5 12 42% 

7,5 12 63% 
 

Ctampon 
voulue 

mM 

Ctampon 
mère 
mM 

% en 
volume 

100 1000 10% 

100 2000 5% 
 

CNP 
voulue 

g/L 

CNP 
mère 
g/L 

% en 
volume 

26 120 22% 

75 250 30% 
 

CGTA 
voulue 

% 

CGTA 
mère 

% 

% en 
volume 

0,1 0,3 33% 

0,3 1 30% 

1 3 33% 

3 10 30% 
 

Tableau 4: Proportions en volume et concentrations mères usuelles des composants suivant les 
concentrations souhaitées pour l’échantillon. 

Le pourcentage en volume du glutaraldéhyde a toujours été supérieur à 10% afin d’assurer la meilleure 

homogénéité dans le gel. 

Pour déterminer les diagrammes de gélification, les gels sont préparés dans des tubes de 0,5 mL. On 

applique alors le protocole de la Figure 4 après 5 minutes. 
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Figure 4 : Protocole pour déterminer les gels formés à temps court. 

Après une nuit de repos, tout ce qui n’est pas un gel formé à temps court peut alors être déterminé 

par le protocole de la Figure 5. 

 

Figure 5 : Protocole pour déterminer les gels formés à temps longs, les solutions et les mélanges 

instables. 

On peut alors déterminer les gels formés à temps long, les solutions et les mélanges instables. On peut 

alors tracer les diagrammes de gélification tels que présentés dans le chapitre 3. 

IV- Oxygénation de l’hémoglobine 

1) Courbes d’oxygénation des mélanges Hb/NP 

L’oxygénation de solutions de Hb avec ou sans NP a été mesurée par tonométrie à 25˚C : Hb est 

désoxygénée sous un léger flux d’argon sous agitation douce. Le dégazage de 5 mL de solution prend 

une à deux heures dans un tonomètre de 70 mL tel que montré dans la Figure 6. 
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Figure 6 : Photo d’un tonomètre avec solution de Hb. Images tirées de 10. 

Des volumes contrôlés d’air (1 mL pour les solutions avec NP, 2 mL pour les solutions sans NP suivant 

l’affinité du mélange) sont ensuite ajoutés aux solutions désoxygénées à l’aide d’une seringue 

Hamilton étanche aux gaz, agitées durant cinq minutes afin d’arriver à un équilibre, puis un spectre 

d’absorbance est mesuré permettant d’évaluer l’état d’oxygénation de la solution. Les différents 

spectres mesurés durant l’oxygénation sont présentés dans le chapitre 2. 

La pression partielle en oxygène de la solution est calculée en fonction du volume d’air ajouté et de la 

pression atmosphérique pour une teneur en oxygène de l’air de 21%. La fraction d’oxyHb est calculée 

à partir de l’absorbance de plusieurs longueurs d’onde du spectre entre 500 et 600 nm comparée aux 

mêmes longueurs d’onde des spectres de la solution de Hb totalement oxygénée et désoxygénée. Les 

longueurs d’ondes proches des points isobestiques sont écartées, car n’apportant pas d’informations. 

Cette technique permet d’obtenir une meilleure statistique, donnant des courbes d’oxygénation plus 

lisses, moins bruitées. 

Les concentrations des solutions et conditions physico-chimiques sont décrites dans le chapitre 2. Les 

mesures sont réalisées dans des tonomètres ayant des cuves en quartz avec un trajet optique de 1 cm. 

L’acquisition des spectres des solutions contenant des NP est faite avec une sphère d’intégration 

(Figure 7 et Figure 1) permettant de recueillir toute la lumière dont celle diffusée par les NP, ce qui 

n’aurait pas été possible avec le montage classique de spectroscopie UV-Visible. 

 

Figure 7 : Tonomètre placé dans une sphère d’intégration. Images tirées de 10. 
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2) Oxygénation/désoxygénation des gels 
 

Pour les gels d’oxyhémoglobine, ils ont été préparés à l’air libre avec de l’oxyHb dans des cuvettes 

plastiques de 1 mL. Des expériences de désoxygénation ont été tentées pour des temps allant de 

plusieurs heures à plusieurs jours. La Figure 8 présente un schéma du montage utilisé. 

 

Figure 8 : Schéma du système utilisé pour la désoxygénation des gels d’oxyhémoglobine : enceinte 
hermétique en verre recouvert d’un bouchon à jupe où une aiguille permettait de faire rentrer un flux 

d’argon tandis qu’une autre aiguille servait à laisser échapper les gaz. 

Pour les gels de désoxyhémoglobine, les solutions (sans GTA) ont été préparées à l’air libre avec de 

l’oxyHb dans des cuvettes plastiques de 1 mL. Puis on a placé la cuvette dans l’enceinte hermétique 

recouverte d’un bouchon à jupe où une aiguille permettait de faire rentrer un flux d’argon tandis 

qu’une autre aiguille servait à laisser échapper les gaz jusqu’à désoxygénation totale (environ 2 

heures). On a alors retiré les aiguilles et on a ajouté le volume de GTA avec une seringue et une aiguille, 

tout en provoquant des aspirations-rejets avec la seringue afin d’homogénéiser le système. On a 

ensuite sorti la cuvette contenant le gel de désoxyHb et on a testé l’oxygénation pour des temps allant 

de plusieurs heures à plusieurs jours. La Figure 9 présente ainsi les étapes dans la préparation du gel 

de désoxyhémoglobine. 

 

Figure 9 : Schéma des étapes pour la préparation d’un gel de désoxyhémoglobine. 



182 
 

V- Caractérisation de l’hème et de son fer 

1) Résonance paramagnétique électronique 
 

Les échantillons ont été préparés dans des capillaires spéciaux RPE de 2 mm. Le remplissage du 

capillaire est décrit sur la Figure 10, l’étape A présente comment remplir un capillaire d’une solution 

Hb/NP avec une seringue et une aiguille. L’étape B permet d’obtenir un gel afin de l’étudier. 

 

Figure 10 : Remplissage du capillaire avec une seringue et une aiguille 
A : ajout des solutions préparées à l’étape 3 de la Figure 2 si gel sans nanoparticules ou à l’étape 4 

après agitation sur roue pendant 2h si le gel avec nanoparticules  
B : ajout de la quantité de glutaraldéhyde par trois aspirations/rejets de la solution afin 

d’homogénéiser la solution. 

L’appareil utilisé est de la marque Bruker ELEXSYS E500 équipé d’un résonateur Bruker ER 4116DM. 

Les expériences à 77 K ont été faites avec un cryostat à flux continu ESR 900 utilisant de l’azote liquide 

et un système de contrôle de ITC 503, les deux de la marque Oxford. Les expériences à 10 K ont été 

faites avec un cryostat à hélium liquide Oxford ESR9. Les échantillons ont été gelés dans l’azote liquide 

avant d’être plongé dans les cryostats. 

2) Spectroscopie d’absorption X 
 

Les expériences de XANES ont été effectuées sur la ligne Samba du synchrotron Soleil11. Les mélanges 

Hb/NP ont été préparés préalablement et mis au dernier moment dans des porte-échantillons 

d’environ 1 mL tel que présentés sur la Figure 11. La gélification quant à elle, est faite en rajoutant le 

GTA à la solution préalablement préparée contenant Hb, tampon et potentiellement NP dans le porte-

échantillon. Le porte-échantillon est usiné pour avoir des trous de volume de 1 mL (voir Figure 11). 

Une couche de kapton est mise d’un côté transformant les trous en récipient dans lequel on prépare 

l’échantillon. 
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Figure 11 : Porte-échantillon pour des expériences XAS sur une canne. Tiré de 11. 

Les échantillons ont alors été congelés dans de l’azote liquide par trempage, puis ils ont été mis dans 

le cryostat où la température est régulée à 20 K. Pour nos expériences, le nombre de photons transmis 

était très faible dû à des échantillons très diffusants, les expériences ont donc été faites en 

fluorescence. Un filtre en manganèse a été rajouté afin d’éviter la saturation du signal de fluorescence. 

Le fer de l’échantillon subissant une réduction sous le rayon du faisceau (phénomène de 

photoréduction), pour chaque échantillon, l’acquisition d’un spectre est répétée à 8 emplacements 

différents de l‘échantillon gelé afin d’en éviter la photoréduction. Chaque mesure a duré environ une 

demi-heure afin d’avoir une accumulation et donc un ratio signal sur bruit correct. 

Les spectres, après avoir retiré leur ligne de base, sont normalisés, puis sont fusionnés (en éliminant 

ceux présentant des aberrations liées à des problèmes de mesure) à l’aide du logiciel Athena. Les 

signaux présentant des combinaisons linéaires sont traités comme indiqué dans le chapitre 2. 

3) Dichroïsme circulaire de la bande de Soret 
 

Le dichrographe Chirascan™ (Applied Photophysics, Royaume-Uni) situé au Laboratoire Léon Brillouin 

(CEA Saclay, France) a été utilisé. Les cuves utilisées sont des cuves en quartz de 1 mm de trajet optique 

pour les solutions de Hb/NP. Pour les gels, une fenêtre en quart de 0,01 mm a été utilisée. La haute 

tension est restée en dessous de 900 V afin d’éviter la saturation du signal. Les échantillons ont été 

thermostatés à 25°C. Les mesures ont été faites sur la gamme de la bande de 300 à 500 nm. 

 

Chaque spectre a sa ligne de base corrigée en soustrayant le signal du tampon utilisé. Pour les solutions 

Hb/NP, il a été possible de normaliser par rapport à l’épaisseur et la concentration en monomère. 

VI- Caractérisation de la globine 

1) Dichroïsme circulaire dans l’UV-Visible 
 

Les expériences ont été effectuées sur la ligne DISCO de SOLEIL12. Les échantillons ont été préparés 

préalablement, puis introduits dans le porte-échantillon. Pour les gels, le mélange Hb, tampon et 

potentiellement NP a été introduit d’abord dans la cuvette, puis le GTA est rajouté. Les portes-
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échantillons sont des fenêtres en CaF2. L’épaisseur variait de 1 à 100 µm suivant la concentration 

hémoglobine afin d’éviter la saturation. 

Pour les mesures, les fenêtres sont mises dans un montage similaire à celui présenté Figure 13. Chaque 

mesure est répétée 3 fois sur la gamme 170-250 nm. Les échantillons ont été thermostatés à 22°C. 

Pour les mesures en température, trois mesures tous les 3°C ont été réalisées entre 22 à 97°C. 

L’épaisseur des échantillons est obtenue grâce à la spectroscopie UV-visible et la loi de Beer-Lambert 

en connaissant la concentration en hémoglobine, le coefficient d’extinction molaire de l’hémoglobine 

et en mesurant l’absorbance.  

Les spectres en dichroïsme circulaire ont été traités selon la méthode suivante : 

-faire les moyennes des différents spectres ; 

-soustraire le signal du tampon, NP ou GTA suivant le cas ; 

-remettre la ligne de base à zéro ; 

-lisser les spectres obtenus ; 

-normaliser par rapport à l’épaisseur, la concentration en monomère et en nombre d’acides aminés. 

2) Diffusion de neutrons aux petits angles 
 

Un montage simplifié de diffusion de neutrons est présenté sur la Figure 12. 

 

Figure 12 : Schéma décrivant une expérience de diffusion de neutrons aux petits angles. Tiré de 13. 

Les mesures ont été réalisées sur le spectromètre PAXY au Laboratoire Léon Brillouin (CEA-CNRS), sur 

le réacteur Orphée à Saclay. Les échantillons ont été préparés en solution aqueuse contenant 100 % 

de D2O afin d’optimiser la diffusion des protéines et des LUDOX. Les échantillons sont préparés, puis 

placés dans des cuves en quartz Suprasil de 2 mm (800 μL) pour les solutions de Hb et les mélanges 

Hb/NP. Les gels de Hb contenant des NP ou non, ont été préparés directement dans des fenêtres en 

quartz tel que schématisé dans la Figure 13. On met d’abord le mélange eau/tampon/Hb et 

potentiellement NP et on rajoute ensuite la quantité de glutaraldéhyde afin de gélifier. 



185 
 

 

Figure 13 : Schéma des fenêtres en quartz utilisé pour les gels en DNPA. Tiré de 13. 

Ces cuves sont ensuite placées sur un passeur d’échantillon thermostaté à 25°C. Une expérience a été 

faite pour étudier un gel en température tous les 10°C de 25°C à 75°C. Après chauffage à 85°C, un 

spectre a été mesuré à 25°C pour vérifier l’état de l’échantillon. 

Chaque échantillon a été passé avec quatre configurations (longueur d’onde du faisceau incident et 

distance échantillon/détecteur) afin d’étudier la gamme de q. Les données ont ainsi été acquises 

pendant 10 minutes pour chaque configuration. 

Les données brutes ont alors été traitées avec la procédure suivante à l’aide du logiciel PASINET : 

-intégration angulaire des spectres 2D à partir de la position du faisceau incident ; 

-soustraction du signal des supports et du bruit de fond ; 

-normalisation des hétérogénéités de réponse du détecteur par la courbe d’un échantillon de 

référence (eau). 

Tout ce travail est résumé par l’équation 1 avec I, intensité ; éch, échantillon ; T, transmission ; e, 

épaisseur ; CV, cuve vide ; bdf, bruit de fond. 

 
(éq.1) 

Après ce traitement, on fusionne les différentes configurations et on soustrait la diffusion incohérente 

par itération jusqu’à obtention d’un spectre conforme. 
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3) Diffusion de rayons X aux petits et grands angles 
 

Les expériences de DXPGA ont été effectuées sur la ligne SWING du synchrotron Soleil14. Le montage 

de la ligne est analogue à celle de la diffusion de neutrons (Figure 12). Les échantillons sont préparés 

dans des capillaires en verre borosilicaté de 2 ou 3 mm comme indiqué sur la Figure 10. L’énergie du 

faisceau était de 16 keV et deux distances échantillon-détecteur ont été utilisées : 6,20 m pour les 

grands angles et 0,52 m pour les petits angles.  

La gamme de q totale analysée est comprise entre 3.10-3 et 2,5 Å-1. Pour chaque échantillon, les 

conditions sont, pour les grands angles 200 mesures avec 250 ms de mesure, séparées de 125 ms pour 

chaque mesure, et pour les petits angles, 200 fois avec 125 ms de mesure et 63 ms de séparation pour 

chaque mesure. 

Les résultats ont été traités avec Foxtrot : 

-intégration angulaire des spectres 2D à partir de la position du faisceau incident ; 

-soustraction du signal des supports et du bruit de fond ; 

-application d’un facteur pour ajuster le signal en WAXS sur la bosse de l’eau, qui est ici prise comme 

référence ; 

-fusion des données aux petits et grands angles. 

VII- Caractérisation par prises de clichés 

1) Cryo-microscopie électronique en transmission 
 

Les échantillons tels que décrits dans le chapitre 2 ont été préparés. Une goutte de 4 µL a été préparée 

sur une grille de carbone qui a été plongée dans de l’éthane liquide. L’échantillon a alors été placé dans 

un cryomicroscope électronique à transmission JEOL 2010F, situé au Laboratoire de physique des 

solides (Université Paris-Saclay). Les échantillons ont été observés avec un grossissement de 60 000. 

Les images ont été prises par une caméra CCD Gatan Ultrascan 4K. 

2) Microscopie électronique à balayage 
 

Les échantillons tels que décrits dans le chapitre 3 ont été obtenus en les gelant dans de l’azote liquide, 

puis en lyophilisant pendant une nuit. Les échantillons ont été alors récupérés et ont été déposés sur 

des scotchs carbone. Les échantillons sont métallisés à l’or sur une épaisseur de 5 nm. 

Les expériences ont été effectuées sur un microscope Ultra 55 Carl Zeiss, situé au LEDNA (NIMBE, CEA 

Saclay). La tension utilisée est comprise entre 3 et 10 kV. Les images sont obtenues à partir des 

électrons rétrodiffusés.  

VIII- Dynamique par diffusion élastique et inélastique de 

neutrons 
 

Les expériences ont été effectuées sur la ligne IN6-Sharp de l’Institut Laue. Les échantillons tels que 

décrits au chapitre 4 ont été préparés dans un tube en aluminium spécifique ayant un volume de 8 mL. 

Toutes les expériences ont été faites en milieu deutéré afin de pouvoir avoir un rapport signal sur bruit 

correct.  
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Les spectres ont été mesurés en utilisant une longueur d’onde incidente de 5,12 Å, soit une résolution 

de 70 µeV. Les angles vont de 0,26 à 2,05 Å-1. 

Pour la mesure du déplacement carré moyen, les mesures ont été réalisées avec un cryostat à hélium, 

en faisant une acquisition de 4 K à 298 K tous les 2 K pendant 5 minutes. Les différents spectres ont 

été normalisés par rapport au spectre à 4 K. Chaque point a été mesuré par le logiciel QENSH. 

La mesure de la densité d’états vibrationnels a été faite à 298 K pour chaque échantillon, le solvant 

seul (D2O) et la cuve vide. Les échantillons ont été mesurés quelques heures chacun, le temps 

nécessaire pour obtenir un signal non bruité. La densité d’états vibrationnels a été mesurée pour les 

deux échantillons et traitée avec l’aide des logiciels de la ligne. On a alors mesuré la densité d’états 

vibrationnels de l’hémoglobine seule en utilisant l’équation 2 : 

gHb(ω) =(géchantillon(ω)-gCV(ω))- x.(gD20(ω)- gCV(ω)) (éq.2) 

Pour le gel, il n’est pas possible de séparer les hydrogènes de l’hémoglobine de celle du glutaraldéhyde 

donc on utilise l’équation 3 : 

gHb+GTA(ω) =(géchantillon(ω)-gCV(ω))- y.(gD20(ω)- gCV(ω)) (éq.3) 

x et y sont mesurés à partir de la concentration volumique d’hydrogène pour chaque échantillon en 

utilisant la densité respective de chaque composant (Hb, D2O, GTA). 

IX- Caractérisation du gel par rhéologie 
 

Les expériences de rhéologie ont été faites au Laboratoire Léon Brillouin. Le rhéomètre utilisé est de 

la marque Anton Paar MC320. Les échantillons décrits au chapitre 3 ont été directement préparés sur 

le module plan-plan de 12 mm de diamètre pour une épaisseur de 1 mm comme indiqué sur la Figure 

14. Le volume était de 125 µL, ce qui donne bien un disque de 12 mm de diamètre et 1 mm d’épaisseur. 

Le module est régulé en température à 25°C. Les mesures en oscillation décrites au chapitre 3 ont été 

effectuées à une fréquence de 10 rad/s et avec une amplitude de 0,5 %. Entre la mise en contact du 

mélange avec le glutaraldéhyde et le lancement de la mesure, le temps nécessaire au rapprochement, 

une minute environ, ne peut servir à la mesure. Autour de l’échantillon, des chiffons mouillés 

permettent de créer une atmosphère saturée en eau afin de limiter les phénomènes de séchage ont 

été mis. Chaque échantillon est mesuré entre une et deux heures, jusqu’à temps que le phénomène 

de séchage soit apparent. Les mesures présentées sont coupées afin de ne présenter que le 

phénomène de gélification et non le phénomène de séchage. 
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Figure 14 : Préparation du gel 
A : ajout des solutions préparées à l’étape 3 de la Figure 2 si gel sans nanoparticules ou à l’étape 4 

après agitation sur roue pendant 2h si le gel avec nanoparticules de la Figure 2 
B : ajout de la quantité de glutaraldéhyde par trois aspirations/rejets de la solution afin 

d’homogénéiser la solution 
C : le mélange gélifie pendant que le deuxième plan se rapproche pour donner une épaisseur de 1 mm 

et lancement de la mesure. 
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Chapitre 6 : 
Conclusions et ouvertures 

 

Cette thèse a permis de répondre en grande partie aux questions qui avaient été définies sur les gels 

d’hémoglobine réticulée par le glutaraldéhyde dopés aux nanoparticules de silice Ludox TM-50. Pour 

cela, de nombreuses techniques ont été utilisées afin de comprendre les règles contrôlant la formation 

des assemblages, l’activité de l’hémoglobine dans ces assemblages et un soin tout particulier a été pris 

afin de caractériser les différents niveaux de structuration de l’hémoglobine et des assemblages. Enfin, 

une étude exploratoire de la dynamique de l’hémoglobine dans les gels a été menée. Concernant la 

compréhension de l’adsorption de l’hémoglobine sur les nanoparticules de silice, cette étude était 

primordiale afin de compléter ce qui était déjà connu avant de passer aux gels nanocomposites. 

Il a été montré notamment que la forme de l’hémoglobine a une action sur l’adsorption en plus 

d’autres phénomènes comme le pH ou la deutération. De plus, l’hémoglobine conserve sa 

coopérativité et l’affinité pour le dioxygène augmente avec l’adsorption. Si la structure de la globine 

est conservée, une faible perte de la structure hélicoïdale et une légère restructuration de la structure 

tertiaire a été constatée. L’apport de cette étude tient dans l’étude du fer et de l’hème qui n’avait 

jamais été faite. Le fer conserve ainsi sa distribution électronique tandis qu’on a relevé un changement 

de conformation dans les chaînes latérales de l’hème ayant engendré une déformation de la poche. 

Ces modifications seraient à l’origine du changement d’affinité. Et enfin, la structuration des 

assemblages a été élucidée : les hémoglobines adsorbées sur des nanoparticules peuvent être 

assimilées à des sphères dures au contact les unes avec les autres. 

Concernant les assemblages Hb/NP/GTA, on a vu comment utiliser les concentrations des différentes 

espèces en jeu afin de moduler l’état du système à la fin, notamment pour obtenir des gels ayant les 

modules de conservation et un temps de gélification voulus. Nous avons alors mené des études qui 

n’avaient encore jamais été effectuées sur des gels de protéine obtenus par réticulation chimique. 

Dans le cas de l’hémoglobine, on a ainsi constaté que l’activité de la protéine est perdue une fois le gel 

obtenu aux concentrations de glutaraldéhyde utilisées. De plus, ceci ne peut pas être expliquée par 

une modification de la protéine puisque l’hème ne change pas et que la globine, bien que distordue, 

conserve sa forme et sa structuration. Enfin, la structuration du gel a mis en lumière des fibrilles et une 

organisation en nid d’abeille. Les études ont montré que les nanoparticules ne causaient aucune 

modification sur l’hémoglobine autre que celles que l’on souhaitait (paramètre de la gélification). 

Enfin, la dynamique de l’hémoglobine dans le gel a été abordée. Les études que nous avons faites 

semblent dire que l’hémoglobine conserve sa flexibilité, notamment en conservant sa transition 

dynamique. Des différences ont bien été repérées, mais elles sont usuelles des réseaux des gels et ne 

pourraient donc avoir aucun lien avec la perte de l’activité dans le gel. 

Différentes expériences ont été proposées dans les différents chapitres afin de compléter les études 

qui ont déjà été faites. Toutefois, à partir des résultats actuels, il est aussi possible de proposer de 

nouvelles expériences afin d’aller plus loin dans le potentiel des gels. 

Ainsi, la caractérisation des propriétés électriques du gel a été commencée au moment du stage de 

Sonia Domingues (IUT de Chimie d’Orsay). Des expériences en EIS (Spectroscopie d’Impédance 

Electrochimique) ont été effectuées, celles-ci permettant de calculer l’impédance totale des gels. La 

Figure 1 présente ainsi des courbes mesurées en EIS au jour 0 pour différentes concentrations d’oxyHb. 
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Figure 1 : Courbes EIS de gels à 0,3% de GTA, d’oxyHb à :  

2,5 mM (gris), 5 mM (orange) et 7,5 mM (bleu). 
L’acquisition a été faite juste après gélification (Jour 0) à pH 7, tampon phosphate 100 mM. 

Des courbes intensité-potentiel ont aussi été mesurées à l’aide d’un source-mètre. (Figure 2).  

 
Figure 2 : Courbes intensité-potentiel du gel à 2,5 mM d’oxyHb, 0,3% de GTA au jour 4.  

Au final, les principaux résultats obtenus sont que : 

-il a été possible de surveiller le vieillissement des gels à l’aide de ces mesures, la conductivité 

s’améliorant avec le temps ; 

-la forme de l’hémoglobine (oxyHb ou métHb) modifie la conductivité ; 

-le cyclage électrochimique permet de stocker des charges dans le gel. 

Ces tests mériteraient d’être complétées et analysés, raison pour laquelle nous ne présentons pas les 

résultats dans cette thèse. 

 

En outre, si les gels ont eu leur rhéologie étudiée en s’intéressant à leur module de conservation et de 

perte durant la gélification, il serait intéressant de mener les expériences en fonction de la fréquence 

et de la contrainte sur les gels à l’équilibre. Toutefois, il faudrait résoudre les problèmes de séchage en 

utilisant un système imposant une atmosphère saturée en humidité. En parallèle, il serait important 

de mener des mesures en compression1 et en extension2 des gels afin de voir les limites de leur 

élasticité. 
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En plus de ces études supplémentaires sur notre système, il est possible d’aller plus loin dans la 

fonctionnalisation de nos gels. En effet, l’intérêt principal de ce travail a été de montrer qu’il est 

possible d’obtenir des gels de protéine nanocomposites. L’étape d’après serait de doper les gels avec 

des nanoparticules ayant différentes formes et/ou composition afin de leur donner de nouvelles 

propriétés. Comme on l’a vu dans l’introduction, l’utilisation des nanoparticules avec leur grande 

réactivité donne beaucoup de propriétés que les gels ne peuvent pas avoir normalement. Comme on 

a vu, cela permettrait notamment de moduler les propriétés rhéologiques ou de donner des capacités 

d’adsorption de liquide plus grande aux gels. Il est donc possible que d’autres doctorants/stagiaires 

viennent dans l’équipe afin d’étudier des gels nanocomposites fonctionnels en utilisant des 

nanoparticules plus complexes. 

Cela a déjà été tenté dans l’équipe. On a ainsi effectué des études sur des gels d’hémoglobine dopés 

aux nanotubes d’oxyde de zinc au moment du stage d’Amine Khitous (Master de Chimie-Physique à 

l’Université Paris-Saclay). Cela nous a notamment appris qu’au contact des nanotubes de ZnO, 

l’hémoglobine se déposait pour certaines conditions de pH et de tampon. Ainsi, la Figure 3 présente 

un mélange Hb/ZnO après centrifugation. On voit au fond du tube, le dépôt des nanoparticules en 

blanc et au-dessus, en rouge, l’hémoglobine qui a précipité.  

 

Figure 3 : Mélange hémoglobine/nanotubes ZnO après centrifugation (ZnO au fond du tube en blanc 
et Hb au-dessus en rouge). 

On en a conclu que les nanotubes relarguaient des ions zinc qui causaient ces dépôts. L’utilisation 

d’autres nanomatériaux impose l’utilisation d’éléments non dénaturants pour les protéines. Il est donc 

primordial d’étudier l’effet du nanomatériel sur la protéine et de trouver les conditions ne modifiant 

pas la protéine. L’étude a montré qu’une fois les bonnes conditions trouvées, il est tout à fait possible 

de doper les gels. La Figure 4 présente ainsi le diagramme de gélification pour une concentration de 

2,5 mM d’oxyhémoglobine pour différentes concentrations de glutaraldéhyde et de nanotubes 

d’oxyde de zinc. 

 

Figure 4 : Diagramme de gélification de l’oxyhémoglobine pour différentes concentrations de 
glutaraldéhyde et de nanotubes d’oxyde de zinc, pH 7 tampon bis-tris. 
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Un compromis pour éviter que les protéines soient abimées par les nanoparticules pourrait être 

l’utilisation des nanoparticules Turbobeads3, composé d’un cœur métallique (cobalt dans notre cas) 

recouvert de carbone ou de silice. En utilisant des Turbobeads avec une couche de silice, cela permet 

de retomber sur l’interaction hémoglobine/silice bien étudiée tout en utilisant des nanoparticules 

magnétiques. Des tests sur des gels d’albumine de sérum bovin dopés à des Turbobeads ont montré 

que les gels possédaient un magnétisme fort permettant d’utiliser des aimants pour déplacer le gel 

(Figure 5). Cette expérience montre bien qu’il est possible de fonctionnaliser les gels de protéines 

nanocomposites.  

 

Figure 5 : Gel de BSA dopé aux Turbobeads suspendu par l’attraction d’un aimant. 

Une possibilité pour garder l’activité de l’hémoglobine serait de faire des gels conjugués d’albumine et 

d’hémoglobine. Le but alors serait de faire le gel en deux étapes. Une possibilité serait de faire un gel 

d’albumine, puis de faire rentrer l’hémoglobine libre par migration dans le gel. Une autre possibilité 

serait de faire de la chimie click sur l’albumine pour qu’elle puisse réagir spécifiquement avec d’autres 

protéines d’albumine, de rajouter de l’hémoglobine dans le mélange avant de lancer la gélification. 

Cela permettrait de donner ainsi un gel d’albumine possédant dans des mailles amples des protéines 

d’hémoglobine non réticulée et ayant encore une activité. Ces solutions permettraient de surmonter 

le problème de la gélification sur l’activité des protéines. 

Enfin, une autre possibilité serait l’intégration de photochrome permettant ainsi de donner des 

propriétés optiques aux gels. Ainsi, un diaryléthène peut être intégré à une phase solide et donner des 

propriétés de fluorescence4. Ainsi, le (2Z)-2,3-Bis(2,4,5-triméthyl-3-thiényl)-2-butènedinitrile abrégé 

en CMTE oscille entre une forme jaune et rouge5 et a été intégré avec succès à des films et 

nanoparticules de protéine, leur assurant de nouvelles propriétés optiques. Les gels ainsi formés 

pourraient alors servir de commutateur optique. Cela serait possible vu que l’hémoglobine a des zones 

dans l’UV dans lesquelles elle n’absorbe que peu. 

 

Figure 6 : Equilibre entre les deux formes du (2Z)-2,3-Bis(2,4,5-triméthyl-3-thiényl)-2-butènedinitrile 
ou CMTE. Tiré de 5. 
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Pour aller plus loin, il serait intéressant d’apporter cette fonction directement par la molécule qui 

réticule. Ainsi, cela est possible en associant : 

-une fonction azobenzène qui oscille entre le jaune et le rouge suivant la longueur d’onde (de la même 

façon que dans la Figure 6) et qui garde son activité même intégrée dans un support solide6 ; 

-des fonctions benzaldéhyde, extrêmement réactive avec beaucoup de fonctions et pouvant réticuler 

et donner des gels7. 

Cela serait possible en utilisant une molécule comme le (E)-4,4’-(Diazène-1,2-diyl)dibenzaldéhyde. 

L’avantage encore est que le passage de la forme jaune à rouge est déclenché par une lumière dans le 

visible vers 360 nm dans laquelle l’hémoglobine n’absorbe que peu. Cela permettrait sans doute 

d’obtenir un gel possédant des propriétés de commutateur optique sans avoir à rajouter un 

chromophore extérieur au système protéine/réticulant. 

 

Figure 7 : Le (E)-4,4’-(Diazène-1,2-diyl)dibenzaldéhyde est un azobenzène possédant deux fonctions 
benzaldéhyde. 

Pour terminer, il faudrait étudier la biocompatibilité de nos gels. En effet, si on veut utiliser les gels 

dans des applications médicales, il est important de comprendre la toxicité de nos gels. L’hémoglobine 

de par son statut de protéine commune à beaucoup d’espèces donne à penser qu’elle serait 

relativement inoffensive pour l’organisme, ce n’est pas le cas du glutaraldéhyde et des nanoparticules. 

Si les gels de protéine à base de glutaraldéhyde semble être sans danger8, ce n’est pas le cas des 

nanoparticules qui ont une toxicité9. En effet, l’exposition aux nanoparticules engendre de façon sûre 

des effets négatifs sur la santé (ANSES, 2014). A très fortes concentrations en nanoparticules 

atmosphériques, il y a une augmentation des risques de cancers ainsi que des maladies respiratoires 

et cardiovasculaires10. Le risque majeur induit par les nanoparticules est leur internalisation. En effet, 

elles ont la propriété de passer les barrières biologiques et donc les membranes cellulaires. In vitro, 

l’internalisation est sûre et a été démontrée à plusieurs reprises 11. Mais in vivo, le lien est plus difficile 

à mettre en œuvre. Formant des couronnes de molécules dans l’organisme notamment avec les 

protéines comme on a vu, elles développent une nouvelle identité biologique. Combinant une petite 

taille et ce « passeport » biologique, elles pourraient passer les barrières cellulaires et épithéliales. 

Leurs effets sont divers12–14 et la compréhension totale de leur toxicité est toujours mal connue. Pour 

ce qui concerne les nanoparticules de silice de 20-25 nm, une étude sur des souris a montré qu’elles 

sont éliminées au bout de deux semaines sans provoquer de toxicité. Ce résultat ne suffit pas pour 

exclure toute toxicité des gels nanocomposites. 

Il est donc nécessaire d’étudier la biocompatibilité des gels d’hémoglobine sans nanoparticules pour 

s’assurer de ce qui a été déjà constaté par Ma et collaborateurs8 et des gels nanocomposites afin de 

s’assurer que leur ajout ne provoque un danger en se dispersant dans l’organisme vivant. 
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Titre : Caractérisation multiéchelle d'assemblages d'hémoglobine : de l'adsorption sur les nanoparticules aux 

gels nanocomposites 

Mots clés : hydrogels, assemblages, hémoglobine, nanoparticules, glutaraldéhyde, nanocomposite 

Résumé : Les gels de protéine nanocomposites sont 

un sujet encore peu développé dans la littérature 

malgré de nombreuses applications allant de 

l’immobilisation d’enzyme aux prothèses en passant 

par les gels alimentaires. La protéine permet 

d’assurer la biocompatibilité des gels tandis que 

l’ajout des nanoparticules a pour but de moduler les 

propriétés mécaniques des gels. 

Nous avons donc décidé de nous intéresser aux gels 

d’hémoglobine réticulée chimiquement et dopés aux 

nanoparticules. L’hémoglobine (Hb) a été choisie 

pour sa grande abondance et ses propriétés de 

fixation du dioxygène. Les gels seront obtenus par 

réticulation par le glutaraldéhyde (GTA), un 

dialdéhyde très réactif. Les gels seront dopés par des 

nanoparticules de silice (NP) afin de comprendre déjà 

l’effet sur le gel du dopage par des nanoparticules 

modèles. 

La première partie de la thèse portera sur 

l’adsorption de l’hémoglobine sur les nanoparticules 

de silice afin de lever les dernières inconnues sur ce 

phénomène déjà étudié. Il sera mesuré les 

isothermes d’adsorption ainsi que l’activité de 

l’hémoglobine adsorbée. Les structures de l’hème, de 

la globine et de l’assemblage Hb/NP seront étudiées 

avec détails.  

Par la suite, les études se porteront sur les gels sans 

et avec nanoparticules afin d’élucider les effets de 

la gélification et du dopage respectivement. On 

déterminera les concentrations en Hb, GTA et NP 

permettant d’obtenir un gel. Puis, comme pour les 

assemblages Hb/NP, nous nous intéresserons à 

l’activité et à la structure de Hb (hème et globine). 

La structuration du gel sera de plus étudiée. Des 

études sur les propriétés élastiques des gels seront 

aussi menées et nous finirons sur la dynamique de 

la protéine gélifiée. Quand il sera possible, l’effet 

des concentrations des différents composants sera 

déterminé. 

Pour toutes ces études, il a été utilisé un vaste panel 

de techniques de caractérisation classique des 

protéines ou des gels. Beaucoup d’expériences ont 

été effectuées sur grands instruments (diffusion de 

rayonnement, spectroscopie d’adsorption X, 

dichroïsme circulaire). Des techniques plus 

accessibles comme la résonance paramagnétique 

électronique, la rhéologie ou la microscopie 

électronique ont aussi été employées. 

Les aspects les plus novateurs de cette thèse ont 

été l’effet de l’adsorption sur l’hème et la 

compréhension de la structure de la protéine 

gélifiée, deux aspects qui n’avaient pas été traités. 
 



 

 

Title : Hemoglobin assemblies multiscale caracterisation: from adsorption on nanoparticles to nanocomposite 

gels 
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Abstract: Nanocomposite protein gels are still an 

underdeveloped subject in the literature despite 

many applications ranging from enzyme 

immobilization to prostheses to food gels. The 

protein ensures the gel biocompatibility while the 

addition of the nanoparticles will modulate the gel 

mechanical properties. We decided to focus on 

chemically cross-linked hemoglobin gels doped with 

nanoparticles. Hemoglobin (Hb) was chosen for its 

high abundance and its oxygen binding properties. 

The gels will be obtained by crosslinking with 

glutaraldehyde (GTA), a very reactive dialdehyde. The 

gels will be doped with silica nanoparticles (NP) in 

order to understand the effect of doping with model 

nanoparticles on the gel. The first part of the work 

will focus on the hemoglobin adsorption on silica 

nanoparticles in order to resolve the remaining 

unknowns on this phenomenon, which has already 

been studied. 

The adsorption isotherms as well as the activity of the 

adsorbed hemoglobin will be measured. The 

structures of the heme, globin and the Hb/NP 

assembly will be studied in details. 

Subsequently, works will focus on gels without and 

with nanoparticles in order to respectively elucidate 

the effects of gelation and doping. 

 

 

We will determine the concentrations of Hb, GTA 

and NP to obtain a gel. Then, as with the Hb/NP 

assemblies, we will look at the activity and structure 

of Hb (heme and globin). 

The structuring of the gel will also be studied. 

Works on the gel elastic properties will also be 

carried out and we will finish on the dynamics of 

the gelled protein. When possible, the 

concentration effect for the different components 

will be determined. 

For all these studies, a large panel of conventional 

technics to characterize proteins or gels was used. 

Many experiments have been performed in 

synchrotrons and neutron research centers 

(radiation scattering, X-ray absorption 

spectroscopy, circular dichroism). Electronic 

paramagnetic resonance, rheology or electron 

microscopy, which are more accessible technics 

have also been employed. 

The most innovative aspects of this work were the 

effect of adsorption on heme and the 

understanding of the gelled protein structure, two 

aspects that had not been addressed until now. 

 

 

 


