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Depuis plusieurs années, un intérêt croissant est porté à l’élaboration de nouveaux 

matériaux dans l’optique de les utiliser dans les domaines biomédical et pharmaceutique. Les 

domaines principalement visés sont la libération contrôlée de substances biologiquement 

actives et l’ingénierie tissulaire développée pour la reconstruction des tissus malades. 

De nombreux dispositifs reposant sur des matrices polymères ont ainsi été proposés. 

Ces dispositifs sont généralement des hydrogels érodables préparés à partir de polymères 

d’origine naturelle ou de polymères synthétiques dégradables. Les hydrogels sont composés 

principalement d’un fluide dont les molécules sont retenues par de faibles quantités de 

macromolécules formant un réseau tridimensionnel. Le réseau est créé par l’établissement de 

nœuds de réticulation qui peuvent être des liaisons covalentes dans le cas des hydrogels 

chimiques et des interactions secondaires dans le cas des hydrogels physiques. Les liaisons 

réversibles de faible énergie stabilisant les hydrogels physiques ont une durée de vie 

caractéristique contrairement aux gels chimiques. 

Le domaine des gels physiques connaît une forte expansion, en raison notamment du 

processus de gélification mis en jeu qui ne requiert aucun agent réticulant toxique ainsi que 

des potentialités en termes de matériaux stimulables. Ces systèmes sont capables de répondre 

à l’échelle moléculaire à de très faibles stimuli physiques ou chimiques (force ionique, pH, 

température, présence de molécules (bio)spécifiques). L’application d’un champ extérieur 

peut notamment conduire à une modification du nombre et de la durée de vie des jonctions 

physiques. L’obtention de tels systèmes passe donc par l’introduction sur les chaînes 

polymères de groupements chimiques judicieusement choisis. Les propriétés mécaniques de 

ces hydrogels dépendent fortement de leur structure. De ce fait, la méthode utilisée pour la 

modification chimique s’avère primordiale pour contrôler les interactions et leur stabilité. 

Parmi les polymères utilisés pour former des hydrogels physiques, les 

polysaccharides d’origine naturelle possèdent des propriétés intéressantes et originales 

valorisables dans le domaine des biomatériaux. Les polysaccharides se distinguent clairement 

des polymères synthétiques. Ils ont très souvent les caractéristiques particulières de 

biodégradabilité et de biocompatibilité et sont des polymères semi-rigides contrairement aux 

polymères synthétiques flexibles. 

Dans le cadre de cette thématique, nous nous sommes proposés de développer de 

nouveaux types de gels physiques à base d’un polysaccharide. Les travaux présentés dans ce 

manuscrit ont été effectués au sein de l’équipe “Structures et Fonctions des polysaccharides” 

du CERMAV et s’inscrivent dans l’une des thématiques du groupe visant à développer des 



 Introduction générale  

 4

méthodes de modification chimique contrôlées et sélectives des polysaccharides en vue 

d’obtenir des systèmes épaississants ou gélifiants. 

Des travaux antérieurs, effectués au laboratoire, portant sur l’élaboration 

d’assemblages supramoléculaires à base de chitosane, polysaccharide d’origine naturelle 

obtenu par N-désacétylation de la chitine, ont guidé le présent travail. Des hydrogels 

physiques ont été obtenus par la formation simultanée de complexes d’inclusion entre des 

molécules de β-cyclodextrine et des dérivés adamantane greffés sur les chaînes de chitosane.  

Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes proposés d’étendre les travaux à un 

autre polysaccharide d’origine naturelle, l’acide hyaluronique ou hyaluronane (HA). Ce 

polysaccharide est bien connu au sein du laboratoire puisque son comportement a fait l’objet 

de nombreuses études. Nous avons choisi ce polysaccharide en raison de ses propriétés 

viscoélastiques et biologiques très intéressantes et valorisables dans le domaine des 

applications biomédicales. De plus, ce polymère présente l’avantage d’être soluble en milieu 

aqueux neutre. Par ailleurs, modifier chimiquement le hyaluronane de façon contrôlée 

représente un véritable défi expérimental. 

Notre objectif a été de préparer de nouveaux réseaux tridimensionnels à base de HA 

dans lesquels l’énergie et la taille des jonctions interchaînes sont contrôlées et bien définies. 

Les systèmes envisagés reposent sur la formation d’interactions multivalentes spécifiques 

entre des molécules “hôtes” et des molécules “invitées” chacune greffée sur le hyaluronane. La 

molécule hôte utilisée est la β-cyclodextrine (β-CD) et la molécule invitée hydrophobe est un 

dérivé d’adamantane dont la taille est parfaitement adaptée à celle de la cavité de la β-

cyclodextrine.  

Deux assemblages supramoléculaires de structure différente ont été envisagés afin 

d’évaluer l’influence de l’énergie de la jonction sur la stabilité du réseau. Nous avons donc 

entrepris de synthétiser différentes macromolécules hôtes et invitées : des chaînes de 

hyaluronane sur lesquelles des monomères de β-cyclodextrine et d’adamantane sont greffés 

de façon aléatoire et des chaînes macromoléculaires possédant des dimères de β-cyclodextrine 

et d’adamantane. Le mélange de ces polymères complémentaires devrait conduire à la 

formation d’hydrogels physiques résultant de la formation de complexes d’inclusion β-

CD/AD simples et de la formation de paires de complexes β-CD/AD, comme le montrent les 

schémas suivants. Les interactions spécifiques β-CD/AD devraient jouer le rôle de jonctions 

labiles interchaînes. 
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L’objectif visé avec ces systèmes est plus particulièrement de relier la structure 

chimique au comportement en milieu aqueux. Une étude détaillée et la caractérisation de ces 

assemblages supramoléculaires originaux par calorimétrie et par rhéologie sont présentées. 

Nous avons choisi d’articuler ce manuscrit autour de quatre chapitres.  

Le premier chapitre, situant le travail dans son contexte bibliographique, s’organise en 

trois volets. Tout d’abord les principales architectures d’hydrogels physiques sont abordées, 

ce qui permet ensuite d’appréhender le cas particulier des assemblages supramoléculaires à 

base de complexes d’inclusion de cyclodextrine et de rappeler les acquis antérieurs. Les 

objectifs de ce travail pourront donc être plus précisément définis. Le dernier volet est 

consacré aux principales caractéristiques de l’acide hyaluronique. 

Dans un deuxième chapitre, nous présentons la synthèse des macromolécules hôtes et 

invitées et des molécules modèles en vue d’obtenir les hydrogels physiques. Nous nous 

employons à développer une chimie contrôlée et sélective du hyaluronane en phase aqueuse 

afin d’obtenir des systèmes bien définis. 

La troisième partie est consacrée à l’étude physico-chimique détaillée des différents 

assemblages supramoléculaires obtenus. L’analyse thermodynamique des propriétés de 

complexation réalisée par titration calorimétrique et rhéologie, en particulier par des mesures 

de viscosité et des mesures en mode dynamique, sont présentées.  

La quatrième partie décrit les méthodes expérimentales générales utilisées, en 

particulier le matériel et les différentes synthèses chimiques effectuées. 

Chaîne polysaccharidique de hyaluronane 

Groupement adamantane 
hydrophobe 

cavité de β-cyclodextrine 

HA(AD)/HA(CD) 
Réseau stabilisé par des 

complexes β-CD/AD 
simples 

HA(AD)2/HA(CD)2 
Réseau stabilisé par des  

paires de complexes 
β-CD/AD  
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Introduction 
 

L’objectif de ce travail est l’obtention de réseaux tridimensionnels physiques en milieu 

aqueux à base d’acide hyaluronique dont les nœuds de réticulation interchaînes sont 

constitués de complexes d’inclusion β-cyclodextrine/adamantane de différentes structures. 

Ces travaux font donc appel aux concepts et aux démarches expérimentales habituellement 

utilisés pour la conception de structures supramoléculaires qui, dans certaines conditions, 

conduisent à la formation d’hydrogels physiques. 

La première partie de ce chapitre décrit les hydrogels physiques du point de vue de 

leurs structures, de la nature des interactions et de leurs propriétés. Toutes ces caractéristiques 

sont étroitement liées aux processus de gélification mis en jeu qui doivent donc être analysés. 

Deux types d’hydrogels physiques sont considérés : les systèmes auto-associatifs et les 

hydrogels obtenus par mélange polymère/polymère et polymère/petite molécule.  

Les assemblages supramoléculaires stabilisés à base de complexes d’inclusion de 

cyclodextrines et leurs différentes structures font l’objet d’une seconde partie. Cette partie 

nous permettra également de définir le contexte de l’étude et les objectifs qui ont guidé ce 

travail de thèse. 

Enfin, la troisième partie porte sur les caractéristiques essentielles du polysaccharide 

utilisé pour ce travail : l’acide hyaluronique. 
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A. Les hydrogels physiques  
 

I Définition 
 

Les hydrogels sont des réseaux tridimensionnels constitués de polymères dans lesquels 

sont présents des domaines ou des groupes hydrophiles hydratés dans un environnement 

aqueux. Le terme de réseau implique la présence de réticulations qui empêchent la dissolution 

en solution aqueuse. Les hydrogels se divisent en deux grandes familles : les gels chimiques 

et les gels physiques, aussi désignés sous les termes de gels irréversibles et gels réversibles. 

La différence entre ces deux familles réside dans la nature des liaisons qui constituent les 

réticulations : liaisons covalentes dans le premier cas, liaisons secondaires réversibles 

(hydrogène, van der Waals, ioniques, hydrophobes, complexes...) dans le second [1]. 

Lorsque l’énergie et la durée de vie des jonctions labiles et réversibles sont 

suffisamment importantes, les systèmes conduisent à des hydrogels physiques, objets de cette 

étude. 

Le réseau physique formé peut être stabilisé par des jonctions ponctuelles (figure I-1 

(A)) réparties de façon aléatoire mais le plus souvent, il possède des zones de jonctions 

formés par des liaisons coopératives (figure I-1 (B)).  

 

 
Figure I- 1 : Représentation schématique de réseaux polymère dans lesquels les interactions 

interchaînes agissent de façon non coopératives (A) et coopératives (B) 
 

 

Interactions ponctuelles  (A)  

Interactions coopératives (B) 
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II Les systèmes auto-associatifs 
 
Les systèmes auto-associatifs sont constitués de chaînes polymères qui, par 

développement d’interactions secondaires, s’associent. 

II.1 Réticulation par formation de liaisons hydrogène  

 

L’établissement de liaisons hydrogène coopératives est à l’origine de la formation de 

nombreux réseaux tridimensionnels appartenant au domaine biologique. Les transitions 

conformationelles (hélice ↔ pelote), s’établissant naturellement dans le cas des protéines, des 

polysaccharides et des acides nucléiques, peuvent conduire à la formation de réseaux 

physiques [2]. Ces systèmes thermoréversibles sont sous forme “solide” à basse température et 

sous forme de solution à haute température ; la transition sol-gel est directement associée à la 

transition pelote-hélice.  

L’exemple typique est le gel d’agarose [3]. Ce polysaccharide adopte une 

conformation en double hélice à basse température et une conformation désordonnée de type 

pelote à haute température (figure I-2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure I- 2 : Formation de jonctions physiques due à la transition pelote  hélice induite par la 

température d’après la revue de Bromberg et coll. [2] 
 

Ces hélices s’associent par des liaisons hydrogène coopératives pour former des 

domaines pseudocristallins conduisant à la formation d’un gel thermosensible. Le même 
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phénomène est observé dans le cas d’autres polymères naturels comme la gélatine, 

l’amylopectine, les carraghénanes, le gellane [2,4].  

Comme nous le verrons dans une deuxième partie, ces domaines pseudocristallins 

stabilisés par des liaisons hydrogène se retrouvent dans le cas des hydrogels stabilisés par des 

complexes d’inclusion à base de cyclodextrines. 

Cette gélification thermoréversible liée à une transition conformationnelle est présente 

également dans certaines protéines naturelles et/ou artificielles. En effet, certaines protéines 

naturelles présentent des domaines formés par un agrégat de segments hélicoïdaux (dénommé 

domaines “coiled-coil” dans la littérature anglosaxone). Un domaine “coiled-coil” est un 

faisceau constitué de deux (ou plus) hélices α amphiphiles qui, enroulées les unes aux autres, 

forment des super-hélices (figure I-3) [5]. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figure I- 3 : Structure tridimensionnelle vue de côté (à gauche) et de haut (à droite) d’un dimère 
“coiled-coil”déterminée par modélisation. Les segments jaunes représentent le squelette hélicoïdal et 

les boules blanches représentent les chaînes secondaires dans le noyau hydrophobe, d’après Yu et 
coll. [5] 

 

L’association de ces super-hélices par liaisons hydrogène mais aussi par interactions 

électrostatiques et hydrophobes conduit à la formation de zones de réticulation comme dans le 

cas des polysaccharides. Des travaux se sont tournés vers l’élaboration de nouvelles protéines 

artificielles (l’ingénierie des protéines) ayant la particularité de présenter de tels domaines. 

Ainsi Petka et coll. et Kopecek et coll. ont élaboré des copolymères triblocs constitués d’un 

bloc central de polyélectrolyte fonctionnalisé aux deux extrémités par des segments de 

protéines artificielles susceptibles de former des domaines “coiled-coil”. Par agrégation des 

protéines, ces copolymères conduisent à la formation d’hydrogels hybrides réversibles, 

sensibles au pH et à la température (figure I-4) [6,7]. 
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Figure I- 4 : Mécanisme de formation de l’hydrogel. Par une variation de température et de pH, les 

domaines “coiled-coil” se dissocient, impliquant la dissociation des jonctions physiques d’après Xu et 
coll. [7] 

 

II.2 Réticulation par développement d’interactions 
hydrophobes 

 

Les hydrogels stabilisés par des interactions hydrophobes sont formés à partir de 

polymères amphiphiles. On distingue principalement deux familles de polymères 

amphiphiles : les copolymères à bloc constitués de blocs hydrophiles et de blocs hydrophobes 

et les polymères greffés constitués d’une macromolécule hydrosoluble neutre ou chargée 

comportant des greffons hydrophobes. 

 

II.2.1 Copolymères à blocs 
 

Typiquement, les copolymères amphiphiles diblocs et triblocs forment des micelles ou 

des phases lamellaires. Des hydrogels physiques peuvent être obtenus à partir de copolymères 

di- ou triblocs. A basse concentration, les chaînes de copolymère tendent à s’associer pour 

former des micelles. A haute concentration ces micelles peuvent s’interconnecter par un 

phénomène d’empilement ou par pontage. 
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Les polymères téléchéliques ont été beaucoup étudiés en raison de leur développement 

commercial et de leur structure “modèle”. Ils peuvent être considérés comme des copolymères 

triblocs dans la mesure où ils sont constitués d’un long bloc central hydrophile de poly(oxyde 

d’éthylène) (POE) et de chaînes alkyle hydrophobes aux deux extrémités. De nombreux 

auteurs se sont intéressés aux copolymères à rotule uréthane (HEUR = Hydrophobic 

Ethoxylated URethane) [8] et particulièrement à leur mécanisme d’association. A des 

concentrations supérieures à la concentration micellaire critique (CMC), les HEUR 

s’associent pour former des agrégats de type “fleurs”. Lorsque la concentration augmente, des 

pontages s’établissent entre les micelles, aboutissant à la formation d’un réseau 

tridimensionnel dont les jonctions physiques contribuent à l’élasticité [9]. 

Les polyacrylamides modifiés hydrophobes (HMPAM) représentent également une 

catégorie importante de polymères auto-associatifs [10,11]. A partir d’une certaine 

concentration et pour des blocs hydrophobes dont le nombre et la taille sont suffisamment 

importants, un phénomène de gélification est observé [12].  

De nombreuses études ont porté sur l’élaboration d’hydrogels thermoréversibles en 

raison de leurs applications dans les domaines pharmaceutique et biomédical. En effet, les 

propriétés thermogélifiantes de tels systèmes peuvent être avantageusement mises à profit 

pour le développement de systèmes injectables. Ces applications seront présentées dans la 

partie IV. Une voie très efficace pour synthétiser des hydrogels thermoassociatifs est 

l’utilisation de polymères possédant une température critique inférieure de démixtion, ou 

LCST (Low Critical Solution Temperature). Ces polymères dits à LCST conduisent à une 

séparation de phase lorsque la température devient supérieure à la LCST. De telles 

démixtions, induites par l’association des parties hydrophobes, permettent dans certains cas 

d’obtenir des hydrogels physiques [4]. La force prédominante conduisant au processus de 

gélification est de nature entropique. La transition sol gel intervient au chauffage et le 

phénomène est inverse à celui rapporté généralement pour les solutions de polymères naturels 

qui gélifient lors de leur refroidissement (agarose, gélatine…), comme il a été expliqué 

auparavant en raison de l’importance des liaisons hydrogène. 

Les copolymères triblocs à LCST les plus étudiés sont les triblocs à base de 

poly(oxyde d’éthylène) (POE) et de poly(oxyde de propylène) (POP) et ceux à base de POE et 

d’acide polylactique (PLA) (ou son copolymère avec l’acide glycolique (PLGA)). Le POE 

constitue les blocs hydrophiles et le POP, le PLA et le PLGA constituent les blocs 

hydrophobes. 
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Pour des concentrations très élevées (200 à 300 g/L), les polyéthers POE-POP-POE 

commercialisés sous le nom de Pluronics® (BASF) ou Poloxamers® (ICI) conduisent à la 

formation d’hydrogels thermoréversibles (LCST 32°C-37°C) [13,14]. L’augmentation de la 

température induit la formation de micelles qui, à haute concentration, s’empilent pour former 

des hydrogels. 

Les copolymères triblocs de type POE-PLA-POE et PLA-POE-PLA (LCST 30°C) 

[15,16] présentent des diagrammes de phase relativement proches de ceux des Pluronics® et 

présentent l’avantage d’avoir un bloc hydrophobe biodégradable. 

II.2.2 Polymères greffés 
 

Il est possible de modifier chimiquement des polymères préexistants de manière à 

obtenir des dérivés auto-associatifs. Ces derniers sont alors constitués d’un squelette 

hydrophile sur lequel sont introduits des greffons hydrophobes. 

II.2.2.1  Introduction de chaînons hydrophobes 
 

Le squelette hydrophile peut être de nature synthétique ou naturelle comme dans le cas 

des polysaccharides. 

L’introduction de façon sélective de chaînes alkyle, réparties aléatoirement sur des 

chaînes polysaccharidiques, permet dans certaines conditions de former des gels physiques. 

Les interactions hydrophobes interchaînes entre les chaînes alkyle pendantes constituent ainsi 

les noeuds de réticulation réversibles. Les propriétés physico-chimiques de ces gels dépendent 

principalement du taux d’incorporation et de la longueur des chaînes alkyle. Des systèmes 

auto-associatifs à base de dérivés alkylés du chitosane et du hyaluronane ont été synthétisés et 

entièrement caractérisés au sein de notre laboratoire [17-19]. D’autres polysaccharides 

d’origine naturelle comme le dextrane, l’alginate, les pectines ont été utilisés comme squelette 

hydrophile [20-22].  

Il a également été montré que des chaînes de PLGA [23] greffées sur le chitosane 

conduisent à la formation d’hydrogels réversibles. Dans le même contexte, l’introduction de 

chaînons hydrophobes sur l’acide poly(acrylique) (PAA) a permis l’obtention d’hydrogels 

sensibles au pH [24]. 

II.2.2.2 Introduction de chaînons à LCST 
 



Chapitre I : Etude bibliographique 

 18

 
L’introduction de chaînes à LCST sur un squelette hydrophile a fait l’objet d’un grand 

nombre d’études. Ce squelette peut être, comme dans le cas des greffons hydrophobes, 

constitué de polymères synthétiques ou de polysaccharides d’origine naturelle. Cette approche 

présente plusieurs avantages. En particulier, une faible quantité de chaînes à LCST suffit à 

l’obtention de l’hydrogel étant donné qu’elles sont greffées sur un polymère. 

Il est intéressant de combiner les propriétés physico-chimiques et biologiques des 

polysaccharides avec celles des chaînes à LCST. Dans ce contexte, le chitosane est le 

polysaccharide le plus étudié. Ainsi l’introduction sélective de chaînes de N-

isopropylacrylamide (PNIPAAm) [25], de POE [26], de copolymères triblocs [27] ou à 

arrangement aléatoire [28] de la famille des Pluronics® sur le chitosane a permis l’obtention 

d’hydrogels thermoréversibles suscitant un grand intérêt. 

Les dérivés de la cellulose (méthyl-, hydroxypropyl-) présentent également une 

transition sol-gel attribuée au développement d’interactions hydrophobes induit par une 

augmentation de température [29]. 

Concernant les polymères synthétiques, Hourdet et coll. ont synthétisé des polymères 

greffés préparés à partir d’un squelette poly(acrylate) de sodium (PANa) portant des greffons 

à LCST : les PNIPAAm. Ces dérivés de PANa présentent des propriétés de thermogélification 

[30]. Le greffage de PNIPAAm sur le PAA a également été développé par Hoffman et coll. 

[31].  

Etant donné les propriétés intéressantes résultant de l’association du POE avec le 

PLGA, des travaux ont porté sur la synthèse de copolymères greffés à base de ces polymères. 

Jeong et coll. ont préparé des hydrogels thermoréversibles constitués de chaînes hydrophiles 

de POE sur lesquelles sont greffés des segments hydrophobes de PLGA [32]. 

 

Les liaisons hydrogène et les interactions hydrophobes, présentes initialement ou 

induites par une augmentation de température sont les principales interactions secondaires 

stabilisant les systèmes auto-associatifs. Ces liaisons de faible énergie agissent, en général, de 

façon coopérative. 

 

III Les systèmes associatifs obtenus par mélange 
polymère-polymère et polymère-petite molécule 
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Des hydrogels physiques peuvent également être obtenus par la formation 

d’associations entre une macromolécule et un polymère différent ou une petite molécule. Plus 

généralement, l’établissement de liaisons hydrogène coopératives et d’interactions spécifiques 

et/ou sélectives ponctuelles ou étendues entraînent la formation de gels physiques. 

III.1 Réticulation par formation de liaisons hydrogène  

 

Habituellement deux polymères différents ne sont pas miscibles ; ils sont 

incompatibles et une séparation de phase est observée. Toutefois dans quelques cas, des 

interactions spécifiques conduisent à la formation de gels physiques en solution aqueuse. 

Un bon exemple de ce type de systèmes est le mélange de xanthane et de galacto- ou 

glucomannane qui forme des gels thermoréversibles, stabilisés par des ponts hydrogène [33]. 

Le mélange de ces deux polysaccharides a un caractère synergique puisque les interactions 

entre les polymères peuvent donner naissance à des gels même à basse concentration. Les 

interactions entre ces deux polymères et les propriétés mécaniques du gel dépendent de la 

conformation du xanthane, de la concentration ionique et de la température. 

L’établissement de liaisons hydrogène par mélange de deux polymères est mis 

également en évidence dans le cas des polymères synthétiques. Le PAA et l’acide 

polyméthacrylique (PMA) forment des complexes avec le POE [1]. Ces complexes sont 

stabilisés par la formation de liaisons hydrogène mais aussi d’interactions hydrophobes dans 

le cas du mélange du PMA avec des POE de masse molaire élevée [34]. Les liaisons 

hydrogène sont formées uniquement lorsque les groupements acide carboxylique sont 

protonés ce qui explique que ces gels soient sensibles au pH. 

Percec et coll. ont développé une nouvelle stratégie pour la préparation de réseaux 

tridimensionnels stabilisés par des liaisons hydrogène [35]. Les hydrogels résultent de la 

miscibilité entre des petites chaînes de polymères hydrophobes insolubles en milieu aqueux et 

des longues chaînes hydrosolubles. La miscibilité de ces différents polymères est induite via 

l’établissement de liaisons hydrogène (figure I-5). Lorsque le degré de polymérisation des 

polymères hydrosolubles est beaucoup plus élevé que celui des polymères insolubles, les gels 

formés peuvent absorber des quantités d’eau très importantes et possèdent des propriétés 

mécaniques remarquables. 
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Figure I- 5 : Représentation du mélange d’un polymère hydrosoluble avec un polymère 
insoluble dans l’eau conduisant à la formation d’un hydrogel stabilisé par des liaisons hydrogène 

d’après Percec et coll. [35] 
 
 

III.2 Réticulation par interaction spécifique ou/et sélective 
entre deux entités chimiques de nature différente  

 

III.2.1 Formation de jonctions spécifiques et/ou sélectives 
ponctuelles  

 
La formation de jonctions ponctuelles d’énergie suffisamment élevée s’appuie 

généralement sur le phénomène de reconnaissance moléculaire entre deux molécules de 

nature différente conduisant à la formation de complexes. Ces complexes sont stabilisés par 

des interactions non covalentes pouvant être de type électrostatique, hydrophobe, van der 

Waals ou liaisons hydrogène.  

Le terme de reconnaissance moléculaire implique les notions de réversibilité 

(association-dissociation), de stabilité, de spécificité et de sensibilité à la présence de 

(bio)molécules spécifiques. 

III.2.1.1 Interactions impliquant des protéines 

 

domaine de jonctions physiques  
stabilisées par des liaisons hydrogène 

Mn = 17 500 
 

DPn = 61 
   insoluble dans 

l’eau 

Mn = 53   000   
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   soluble dans 

l’eau   
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Dans les systèmes biologiques, la reconnaissance moléculaire joue un rôle 

fondamental, comme par exemple dans le cas des protéines. De nombreux auteurs se sont 

appuyés sur la formation spontanée de complexes impliquant des protéines comme c’est le cas 

pour la reconnaissance avidine-biotine, antigène-anticorps ou glucose-concanavaline A, pour 

synthétiser des hydrogels. 

Les systèmes stabilisés par la reconnaissance biotine-avidine sont constitués de 

microparticules de PLA et de POE décorées en surface par des groupements biotine. Les 

molécules d’avidine, possédant deux sites de reconnaissance, additionnées aux 

microparticules fonctionnalisées, jouent le rôle d’agent réticulant [36]. Ces hydrogels ont été 

utilisés en tant que matrice injectable permettant l’encapsulation de cellules pour l’ingénierie 

tissulaire. 

Miyata et coll. se sont appuyés sur la reconnaissance spécifique et réversible antigène-

anticorps pour créer des nœuds de réticulation physique. L’hydrogel élaboré est constitué de 

réseaux de polymères semi-interpénétrés. Dans cette optique, ces auteurs ont modifié 

chimiquement l’antigène (immunoglobuline (IgG) de lapin) et l’anticorps (IgG de chèvre) en 

les couplant chacun séparément avec de l’acrylate de N-succinimidyle (NSA) pour obtenir des 

monomères vinyliques. Le monomère vinylique à base d’anticorps est copolymérisé avec 

l’acrylamide, ce qui permet l’obtention d’un polymère porteur d’anticorps. Indépendamment, 

le monomère vinylique contenant l’antigène est copolymérisé avec l’acrylamide en présence 

de N,N’-méthylènebisacrylamide (MBAA) [37]. La présence de MBAA permet de créer des 

jonctions chimiques supplémentaires et permet la formation des réseaux interpénétrés. Les 

propriétés de ces hydrogels, notamment de gonflement, sont sensibles à l’addition d’antigène 

libre. En effet, l’ajout d’antigène libre entraîne la dissociation des complexes interchaînes 

induisant un gonflement important du réseau (figure I-6). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure I- 6 : Mécanisme de gonflement suggéré après addition d’antigène libre, d’après Miyata et 
coll. [37] 
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La préparation de systèmes dont les propriétés physiques sont sensibles à la présence 

de glucose dans le milieu environnant continue de suciter beaucoup d’intérêts. Différents 

systèmes comme les hydrogels chimiques, les membranes, les micelles ont été envisagés pour 

répondre à de tels critères. Obaidat et coll. ont préparé des hydrogels physiques stabilisés par 

l’interaction spécifique entre la concanavaline A (Con A) qui est une lectine tétravalente et le 

glucose [38,39]. Les gels sont obtenus par simple mélange d’un copolymère contenant du 

glucose avec la Con A qui joue le rôle d’agent réticulant. Le glucose a été introduit sur un 

squelette polymère par copolymérisation d’allyl glucose avec des monomères tels que 

l’acrylamide ou la N-vinylpyrrolidone [40]. Ces gels présentent une transition sol-gel 

réversible en présence de glucose libre (figure I-7) [38].Ces hydrogels ont été utilisés en tant 

que systèmes à libération contrôlée et modulée d’insuline en fonction des besoins de 

l’organisme [41]. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure I- 7 : Représentation schématique de la transition sol-gel en présence de glucose libre d’après 

Lee et coll. [39] 
 
 

III.2.1.2 Autres types d’interactions ponctuelles 

 
Les galactomannanes forment des gels physiques avec les ions borates qui jouent le 

rôle d’agents réticulants ponctuels. Ces ions sont de bons candidats à la réticulation des 

polymères polyhydroxylés. Les groupes cis-diol des unités sucre complexent les ions borates. 

Les deux paires de diol de différentes chaînes macromoléculaires de galactomannane peuvent 

ainsi être connectées par un ion borate pour former une jonction interchaîne [42,43]. 
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III.2.2 Formation de zones de jonctions spécifiques et/ou 
sélectives  

III.2.2.1 Interactions entre des greffons oligomères 
 

Il a été montré que le mélange de certains polymères de chiralité opposée pouvait 

conduire à des cristallites racémiques (ou stéréocomplexes). Ikada et coll. ont été les premiers 

à mettre en évidence la formation de séréocomplexes entre l’acide L-polylactique et l’acide 

D-polylactique [44]. Hennink et coll. se sont appuyés sur la formation de ces stéréocomplexes 

pour élaborer de nouveaux hydrogels physiques [45]. Dans cette optique, ils ont greffé chacun 

des énantiomères sur une chaîne polysaccharidique : le dextrane. Le mélange des dérivés de 

dextrane modifiés de chiralité opposée conduit à la formation de gels dont les 

stéréocomplexes constituent les jonctions physiques interchaînes (figure I-8) [46]. Ils ont 

montré que la cristallinité (stéréocomplexation) se produit pour des oligomères possédant un 

degré de polymérisation (DP) supérieur à 7 et que la force des gels obtenus est favorisée par 

une augmentation du DP et du taux de greffage des unités d’acide lactique sur le dextrane 

[45]. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I- 8 : Synthèse d’hydrogels stabilisés par la formation de stéréocomplexes d’après Hennink et 

coll. [46] 
 

Ces hydrogels biodégradables ont trouvé d’intéressantes applications dans le domaine 

pharmaceutique puisqu’ils ont servi de matrice pour l’encapsulation et la libération de petites 

protéines (IgG et lysozyme) et également d’échafaudage supramoléculaire formé in situ pour 

une utilisation en ingénierie tissulaire [47,48]. 

Le concept des stéréocomplexes en tant que nœud de réticulation physique a 

également été utilisé par Lim et coll. qui ont préparé des gels à partir d’un mélange 
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d’oligomères énantiomères de L et D acide lactique, chacun greffés sur des chaînes de poly(2-

hydroxyéthyl méthacrylate) (poly(HEMA)) [49]. 

Par ailleurs, des hydrogels tout à fait originaux ont été obtenus par la reconnaissance 

entre des brins d’oligodésoxyribonucléotides complémentaires, chacun greffés sur des 

copolymères synthétiques de poly(N,N-diméthylacrylamide-co-N-acryloyloxysuccinimide) 

[50].  

III.2.2.2 Interactions ioniques 
 

Les alginates, copolymères constitués de mannuronate et de guluronate de sodium 

représentent un excellent exemple du mode de gélification obtenue par formation 

d’interactions ioniques spécifiques coopératives. Lorsqu’ils présentent des blocs de 

guluronate et en présence de cations divalents (Ca2+), ces polysaccharides d’origine naturelle 

ont la particularité de gélifier [51]. Le phénomène de gélification repose sur une complexation 

des cations divalents, par plusieurs groupements carboxylate appartenant à des blocs de 

guluronate de chaînes macromoléculaires différentes. Le mécanisme d’association du calcium 

à l’alginate est un phénomène coopératif et les chaînes macromoléculaires se réarrangent 

spatialement au cours de la gélification. L’arrangement spatial compact des résidus guluronate 

constitue une sorte de “ boîte à œufs ” dans laquelle les cations Ca2+ sont complexés. Les 

propriétés mécaniques du gel dépendent directement du nombre de Ca2+ coopérativement liés 

par jonction. L’un des principaux secteurs d’applications est l’industrie alimentaire. Les 

alginates y sont utilisés pour stabiliser les mousses, viscosifier les crèmes ou encore gélifier 

certains produits reconstitués. Ils interviennent dans le domaine biomédical et plus 

particulièrement dans l’ingénierie tissulaire [52]. Ils sont également utilisés dans le domaine 

biomédical pour la fabrication de pansements hémostatiques et d’empreintes pour les 

prothèses dentaires. 

 

IV Applications des hydrogels physiques dans le domaine 
des biomatériaux 
 

Les hydrogels représentent non seulement un objet d’investigation d’un point de vue 

fondamental mais ils trouvent également de nombreuses applications, en particulier dans les 
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domaines biomédical et biopharmaceutique [53,54]. Les hydrogels physiques sont de bons 

candidats pour la libération contrôlée de principes actifs et l’ingénierie tissulaire.  

IV.1 Les systèmes à libération contrôlée de principes actifs 

 

De nombreux travaux portent sur l’élaboration de systèmes à libération contrôlée de 

principes actifs. On entend par libération contrôlée de principes actifs des systèmes capables 

de libérer les principes actifs de façon contrôlée permettant ainsi une efficacité prolongée et 

une diminution des doses. La libération modulée en fonction des besoins de l’organisme et, de 

surcroît, se produisant à des endroits bien spécifiques de l’organisme grâce au ciblage fait 

également l’objet de nombreuses études [55,56].  

Les principes actifs peuvent être incorporés dans l’hydrogel de deux façons. Ils 

peuvent être physiquement piégés dans l’hydrogel ou liés de façon covalente aux chaînes 

polymères.  

Différents modes de libération peuvent être envisagés. Ils dépendent de la structure de 

l’hydrogel. La diffusion passive contrôlée est le mode de libération le plus couramment 

observé. La libération du principe actif peut également être issue de la dégradation chimique 

ou enzymatique de l’hydrogel soit par clivage des ponts interchaînes et/ou des chaînes 

polymères soit par coupure des liaisons permettant l’attachement covalent des principes actifs 

sur la chaîne polymère.  

Les hydrogels physiques présentent des propriétés adaptées pour la libération 

contrôlée de principes actifs. En effet, contrairement aux gels chimiques, la formation de gels 

physiques ne nécessite pas d’agent de réticulation qui en plus d’être toxique pour l’organisme 

pourrait affecter l’intégrité de la substance incorporée dans l’hydrogel. De plus, les hydrogels 

physiques sont généralement des systèmes stimulables c'est-à-dire qu’ils sont sensibles à la 

variation de paramètres externes tels qu’une variation de température, de pH et à la présence 

de biomolécules spécifiques comme le glucose, des enzymes ou des antigènes. Ces 

particularités leur confèrent des propriétés valorisables dans le domaine pharmaceutique 

[2,57,58]. Les polymères sensibles à la température, en particulier à LCST, sont d’un grand 

intérêt dans ce domaine de par leur aptitude à gélifier par augmentation de température. Les 

propriétés thermogélifiantes de tels polymères peuvent être avantageusement mises à profit 

pour le développement de systèmes injectables. Ces systèmes ont la particularité d’être à l’état 

liquide à température ambiante et de passer à l’état de gel une fois injectés dans le corps 

humain (~ 37°C) [2,4]. Des substances biologiquement actives fragiles telles que les protéines 
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ou les peptides peuvent par cette stratégie être encapsulées in situ dans des conditions douces 

par solubilisation en milieu aqueux avec le polymère à température ambiante. La gélification 

du mélange qui se produit après injection dans le corps permet la libération progressive de ces 

substances actives [15,58,59]. 

De nombreux travaux ont porté sur la synthèse de systèmes permettant la libération 

d’insuline réglée en fonction des besoins des sujets atteints de diabète. Plusieurs méthodes ont 

été envisagées. Des auteurs se sont portés vers l’élaboration d’hydrogels physiques, 

incorporant de la glucose oxidase, sensibles à la fois au pH et à la présence de glucose [60]. 

Par ailleurs, comme il a déjà été présenté, Brownlee et coll. et Kim et coll. se sont intéressés 

aux hydrogels à base de concanavaline A qui, en présence de glucose libre, libèrent de 

l’insuline [40,61].  

 

IV.2 L’ingénierie tissulaire 

 

L’utilisation de biomatériaux dans l’ingénierie tissulaire suscite un intérêt croissant 

[62]. Le terme d’ingénierie tissulaire fait référence à la conception et à la construction de 

nouveaux tissus possédant des propriétés comparables aux tissus naturels de l’organisme. Ces 

tissus artificiels sont développés dans le but d’être utilisés en tant que substituts biologiques 

de certains tissus malades. En effet, les transplantations d’organes sont de plus en plus 

limitées en raison du nombre trop faible de donneurs potentiels. Les enjeux thérapeutiques et 

économiques de l’ingénierie tissulaire sont donc considérables [63].  

Plus précisément, on entend par ingénierie tissulaire l’utilisation de biomatériaux pour 

combler des espaces vides et pour reconstruire des tissus mous, comme les vaisseaux sanguins 

et la peau ou des tissus durs, comme les os (othopédie/arthrose) [64]. La reconstruction des 

tissus détériorés implique l’incorporation de cellules vivantes dans la matrice polymère. Le 

développement et la prolifération des cellules vivantes dans la matrice peuvent avoir lieu 

directement in vivo et peuvent également se faire in vitro. Dans ce cas, les cellules sont 

incorporées dans le biomatériau et sont ensuite cultivées dans un réacteur avant d’être 

introduites dans le corps humain où elles continuent à proliférer (figure I-9). 
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Figure I- 9 : Développement des cellules vivantes dans la matrice soit in vivo soit in vitro suivi 

de son introduction dans l’organisme pour la reconstruction des tissus, d’après Marler et coll. [65] 
 

Les hydrogels physiques présentent les propriétés adaptées pour de telles applications. 

En effet, étant donné que les hydrogels sont capables de fixer d’importantes quantités d’eau 

ou de fluides biologiques, ils ressemblent, dans une certaine mesure, aux tissus biologiques 

plus que n’importe quelle autre classe de biomatériaux. De plus, ils présentent généralement 

les propriétés de biocompatibilité et pour certains, de biodégradabilité et de bioadhésion 

permettant des interactions spécifiques matrices/cellules. Par ailleurs, les propriétés 

mécaniques, en particulier rhéologiques, des hydrogels physiques sont adaptées à ce genre 

d’applications. Les hydrogels physiques possèdent souvent des pores larges ce qui favorise la 

pénétration et la prolifération des cellules vivantes. 

L’introduction dans le corps de l’hydrogel contenant les cellules vivantes peut être 

envisagée soit par injection avec une seringue soit par implantation (figure I-10) [62]. 
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Figure I- 10 : Illustration schématique des deux approches concernant la pratique de l’ingénierie 
tissulaire, d’après Lee et coll. [62] 

 

Les hydrogels thermoréversibles sont d’un grand intérêt dans ce domaine dans la 

mesure où ils peuvent être utilisés en tant que systèmes injectables. L’avantage est que la 

gélification se fait in situ et l’introduction ne requiert donc aucune intervention chirurgicale 

[66].  

Les hydrogels physiques utilisés dans l’ingénierie tissulaire peuvent être constitués de 

polymères naturels ou synthétiques. Les copolymères à base de POE et de POP ont été utilisés 

en tant que gels injectables pour le traitement et la reconstruction de la peau dans le cas de 

brûlures superficielles (Poloxamers® 407) [67] et pour la reconstruction du cartilage des os 

[68]. Les gels à base de PAA et de PNIPAAm ont également été utilisés en ingénierie 

tissulaire [69,70]. Il a été montré que les gels à base d’alginate peuvent être utilisés en tant 

que matrice permettant la libération de chondrocytes dans le but de reconstruire le cartilage 

[71].  

 

 

Dans cette première partie de l’étude bibliographique, nous avons présenté différents 

types d’interactions secondaires stabilisant les hydrogels physiques. Les jonctions ponctuelles 

sont principalement obtenues par le phénomène de reconnaissance moléculaire qui implique 

la formation de complexes. Il existe une autre grande famille de complexes moléculaires : les 

complexes d’inclusion de type ”hôte-invité”, à base de molécules de cyclodextrine. Ces 

complexes peuvent conduire à l’élaboration d’architectures supramoléculaires tout à fait 

originales. 
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B. Contexte de l’étude 
 
I Présentation générale des cyclodextrines 
 

I.1 Origine et structure 

 
Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques non réducteurs et stables 

chimiquement obtenus industriellement par la dégradation enzymatique de l’amylose (forme 

linéaire de l’amidon) à l’aide d’une enzyme, la cyclodextrine glucosyltransférase (CGTase), 

d’origine bactérienne (Bacillus macerans, Alkalophylic bacillus,…) [72]. Son origine est très 

intéressante puisque la CD est obtenue à partir d’une ressource renouvelable. Les trois CDs 

les plus fréquemment rencontrées sont l’α-, la β- et la γ-CD constituées respectivement de 6, 7 

et 8 sous-unités D-glucopyranosiques, reliées par des liaisons glycosidiques α(1 4). La 

dimension du diamètre interne de la CD dépend du type de CD c'est-à-dire du nombre 

d’unités glucose constituant l’oligosaccharide, la hauteur restant constante (7,9 Å) (figure I-

11) [73]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I- 11 : Structure chimique et dimensions des cavités de l’α, de la β et de la γ-
cyclodextrine 
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Les propriétés de solubilité en milieu aqueux dépendent du type de la CD, la β-CD 

étant la moins soluble (limite de solubilité à température ambiante = 18 g/L).  

Ces oligosaccharides ont une structure tridimensionnelle en forme de cylindre 

tronconique dont la paroi est constituée des unités glucose, en conformation 4C1 [74,75]. 

Tous les hydroxyles secondaires (OH-2, OH-3) sont situés sur le côté le plus grand du 

cône alors que les hydroxyles primaires (OH-6) sont localisés sur le petit côté. La présence de 

ces groupements hydroxyle sur les deux bords de la couronne confère à la partie extérieure de 

la CD un caractère hydrophile (surface en contact avec le solvant), alors que l’intérieur de la 

cavité, tapissée d’atomes d’hydrogène (H-3, H-5, H-6) et de l’oxygène inter-glycosidique est 

hydrophobe (surface en contact avec la molécule invitée) [76]. La structure des CDs est 

stabilisée par une véritable ceinture de liaisons hydrogène inter-résidus entre les OH-2 d’une 

unité glucose et les OH-3 de l’unité voisine. Dans le cas de la β-CD, ces liaisons hydrogène 

rendent sa structure très rigide et peuvent justifier sa faible solubilité dans l’eau par rapport 

aux autres types de CDs. 

Les CDs sont entourées de molécules d’eau d’hydratation et la cavité apolaire de la 

CD est occupée par des molécules d’eau, ce qui est énergétiquement défavorable (interactions 

polaire – apolaire). Ces molécules d’eau peuvent être facilement substituées par une ou 

plusieurs molécules “invitées” hydrophobes pour former des complexes d’inclusion de type 

“hôte-invité” [77].  
 

I.2 Modifications chimiques des cylodextrines 

 
La modification chimique des β-CDs a fait l’objet de nombreux travaux motivés par la 

possibilité d’améliorer leurs propriétés physico-chimiques (solubilité, complexation…). Le 

défi qui est posé aux chimistes est celui de développer des méthodes efficaces pour modifier 

de manière sélective les nombreuses fonctions hydroxyle portées par les CDs. On distingue 

les persubstitutions, les monosubstitutions et les polysubstitutions [78].  

 

I.3 Synthèse de polymères à base de cyclodextrines 

 

Deux types de structure macromoléculaire peuvent être distinguées : 

i. les polymères possédant des CDs pendantes le long de la chaîne, 
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ii. les polymères ramifiés dont le squelette est constitué de CDs. 

 

La première famille de polymères peut être synthétisée par deux voies différentes. 

- Soit par polymérisation de monomères fonctionnalisés par des cyclodexrines. 

Des polymères de cyclodextrines ont été synthétisés par polymérisation radicalaire de 

monomères vinyliques substitués par des CDs (acryloyl-CD, N-acrylyl-6-aminocaproyl-CD) 

[79]. Ces monomères ont été copolymérisés avec d’autres monomères hydrosolubles 

comme l’acrylamide, l’acide acrylique et la N-vinylpyrrolidone. 

- Soit par modification chimique d’un polymère préexistant. 

Le polymère préexistant peut être un polymère synthétique ou un polysaccharide. 

Wenz et coll. ont préparé des polyesters porteurs de cavités de β-CD par réaction entre des β-

CDs monofonctionnalisées et le poly[(anhydride maléique)-co-(N-vinyl-2-pyrrolidinone)] 

[80]. Il a également  été montré que les dérivés tosylés de la cyclodextrine (β et γ) peuvent 

être introduits sur des chaînes linéaires de poly(allylamine), poly(vinylamine) et 

poly(éthylèneimine) par substitution nucléophile [81-84].  

Plusieurs travaux ont porté sur l’élaboration de polysaccharides porteurs de CDs. Ces 

systèmes sont d’un grand intérêt puisqu’ils combinent à la fois les propriétés spécifiques des 

cyclodextrines et les propriétés biologiques et physico-chimiques intéressantes des 

polysaccharides. Le polysaccharide le plus utilisé en tant que polymère pré-formé est le 

chitosane. En effet, ce polymère possède une fonction amine en position C-2 de l’unité D-

glucosamine ce qui permet des modifications chimiques sélectives. La stratégie de synthèse la 

plus utilisée est la réaction d’amination réductrice. Ainsi, différents dérivés 

monofonctionnalisés de CD possédant une fonction aldéhyde comme les α- et les β-CDs (2-

O-(formylméthylées)) [85,86] ou possédant un sucre réducteur ont été couplés au chitosane 

[87]. En outre, il est possible d’obtenir un chitosane porteur de CDs par substitution 

nucléophile avec le dérivé tosylé de la CD [88] ou par un couplage de type peptique avec un 

dérivé carboxyméthylé de la CD [89]. 

La deuxième grande famille de polymères, dont le squelette est formé de CDs, est 

obtenue par réticulation de CDs via des agents bifonctionnels. L’agent le plus utilisé est 

l’épichlorohydrine mais d’autres composés époxyde, comme des bisépoxydes (l’éther 

diglycidique de propyle) ont été utilisés. Ces polycondensations nécessitent des conditions 

alcalines assez fortes pour permettre la déprotonation des groupements hydroxyle des unités 

glucose. Généralement, les polymères de CDs obtenus par réticulation avec 
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l’épichlorohydrine ont des masses molaires faibles mais Renard et coll. ont mis au point des 

conditions de préparation (rapport épichlorohydrine/β-CD et concentration en NaOH 

suffisamment élevés) permettant d’obtenir des polymères de haute masse molaire [90]. Par 

ailleurs, Harada et coll. ont reporté la synthèse de polymères tubulaires de CD tout à fait 

originaux obtenus par traitement à la soude et en présence d’épichlorohydrine de 

polyrotaxanes [91]. 

 

I.4 Applications des cyclodextrines 
 

L’exploitation des capacités d’inclusion, la biocompatibilité et la biodégradabilité des 

CDs a entraîné un accroissement du nombre et de la diversité des applications scientifiques et 

industrielles [73,77,92,93]. 

Dans l’industrie, les domaines d’application des CDs sont par conséquent très 

nombreux et recouvrent notamment les secteurs de la pharmacie, de la cosmétique, de l’agro-

alimentaire, de l’agriculture et du textile [94].  

Par formation de complexes d’inclusion, les CDs peuvent permettre la solubilisation 

de certains principes actifs hydrophobes non solubles naturellement dans l’eau. Un intérêt 

s’est porté sur la solubilisation d’insuline [95], d’hormones, stéroïdes et sur les médicaments 

anti-viraux. Par encapsulation, les CDs peuvent réduire ou retarder l’activité de certaines 

substances en augmentant leur efficacité. L’encapsulation est utilisée également pour 

stabiliser certaines molécules invitées en les protégeant contre l’auto-oxidation, la photolyse 

ou l’hydrolyse. 

Dans les domaines plus fondamentaux et technologiques, les CDs trouvent aussi de 

nombreuses applications. En chimie analytique, les CDs ont un potentiel considérable pour la 

séparation d’énantiomères et de molécules de masses molaires différentes (chromatographie 

sur couche mince, HPLC, électrophorèse capillaire…) [96,97]. Les CDs sont aussi des 

catalyseurs chimiques efficaces [98] ; elles sont utilisées dans la conception d’enzymes 

artificielles [99,100]. 
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II Systèmes supramoléculaires à base de complexes 
d’inclusion de cyclodextrine 
 

De nombreux travaux ont porté sur l’élaboration d’assemblages supramoléculaires. Ces 

structures très intéressantes résultent d’interactions non covalentes entre différentes entités 

moléculaires [101]. Dans cette optique, les complexes de type hôte-invité peuvent être utilisés 

pour la construction de tels assemblages [92]. La présence d’interactions multivalentes, 

impliquant la formation simultanée de plusieurs  complexes d’inclusion, permet l’obtention 

d’architectures supramoléculaires. Les interactions stabilisant ces complexes sont des liaisons 

secondaires telles que les interactions de van der Waals, hydrophobes, dipôle-dipôle ou 

liaisons hydrogène. Les assemblages supramoléculaires synthétiques peuvent permettre de 

mieux comprendre le fonctionnement des systèmes biologiques naturels.  

Cette partie présente un aperçu de différentes entités moléculaires à base de CD 

permettant la formation d’interactions multivalentes et donc l’élaboration d’assemblages 

supramoléculaires. 

 

II.1 Systèmes obtenus par complexation entre dimères 

 
La formation de liaisons covalentes entre deux molécules de CD et entre deux 

molécules invitées, conduisant à la formation de dimères, offre la possibilité de construire des 

assemblages supramoléculaires. Reinhoudt et coll. et Breslow et coll. ont décrit les propriétés 

de complexation entre des cyclodextrines simplement (figure I-12 (A)) et/ou doublement 

pontées (figure I-12 (B)) [102,103]. Ces dimères de CD ont la capacité d’inclure deux 

molécules hydrophobes invitées ou une molécule invitée constituée de deux molécules 

hydrophobes. La complexation entre deux dimères est caractérisée par une constante 

d’association remarquablement élevée. Quelques travaux ont porté sur la préparation et 

l’étude de molécules de CDs liées chacune de façon covalente à une molécule invitée. De tels 

composés peuvent s’autoassembler de façon intramoléculaire pour donner de simples 

complexes d’inclusion (figure I-12 (C)) et peuvent également interagir de façon 

intermoléculaire pour former des dimères ou des polymères de complexes d’inclusion (figure 

I-12 (D)) [104,105]. 
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Figure I- 12 : Représentation schématique de la complexation entre dimères de structure 

chimique différente 
 

II.2 Systèmes obtenus par le positionnement supramoléculaire 
de cyclodextrines 

 

Depuis les années 1980, la formation de complexes entre les CDs (modifiées ou non) et 

des polymères a fait l’objet de nombreuses études [106].  

En raison de leur structure particulière, les polyrotaxanes et les pseudopolyrotaxanes 

incorporant des molécules de CD, ont été beaucoup étudiés [107,108]. Ces systèmes sont 

formés de une ou plusieurs cavités de CD s’enfilant soit directement le long d’un polymère 

linéaire pour former des structures en collier (figure I-13, (A)), soit sur les chaînes latérales 

d’un polymère linéaire (figure I-13 (B)). A la différence des pseudopolyrotaxanes, les 

polymères constituant les polyrotaxanes sont fonctionnalisés en bout de chaîne (chaîne 

linéaire principale ou chaînes latérales) par des groupements volumineux bloquant ainsi le 

passage des CDs. Les interactions non covalentes stabilisant ces assemblages 

supramoléculaires sont les interactions secondaires mises en jeu habituellement dans le cas 

des complexes d’inclusion de type hôte-invité mais aussi des liaisons hydrogène entre les 

cavités de CDs voisines.  
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Figure I- 13 : Structure possible d’un polypseudorotaxane (A), d’après Meier et coll. [109] et 
d’un polyrotaxane (B), d’après Nepogodiev et coll. [108] 

 

De nombreux travaux ont portés principalement sur la préparation de 

pseudopolyrotaxanes. Le type de cyclodextrines (α, β ou γ) impliquées dans la complexation 

dépend de la nature, de la structure et de la taille des polymères. Dans la suite de cette partie, 

nous ne ferons pas la distinction et traiterons des cyclodextrines en général. Les polymères 

mis en jeu peuvent être neutres ou chargés.  

Des pseudopolyrotaxanes sensibles au pH ont été obtenus avec des polyélectrolytes 

[110,111]. Harada et coll. ont montré que les CDs forment des complexes avec des polymères 

hydrophiles neutres tels que le POE et l’éther poly(vinylique de méthyle) [112,113] et avec 

des polymères hydrophobes neutres tels que le polyisobutylène et le POP [114]. Ces 

polymères sont stables mais difficilement dégradables étant donné la nature de leurs liaisons 

(éther).  

Des travaux ont donc porté sur l’élaboration de complexes d’inclusion 

supramoléculaires à base de polymères (bio)dégradables comme par exemple la poly(ε-

caprolactone) (PCL) [115] ou avec d’autres polyester aliphatiques [116]. Dans la même 

optique, des pseudopolyrotaxanes à base de copolymères à blocs biodégradables ont été 

développés. Les copolymères à blocs principalement utilisés sont les triblocs POE-POP-POE 

[117], POP-POE-POP [118], les triblocs à base de POE et de poly((R)-3-hydroxybutyrate) 

[119], de POE et de PLA [120], de PCL et de POE [121] et les diblocs à base de PCL et de 

PLLA [122]. Pour ces systèmes, en raison de la nature sélective de la complexation, les CDs 

se positionnent à des endroits spécifiques du copolymère, modifiant ainsi sa morphologie. Les 
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propriétés des pseudopolyrotaxanes obtenus dans le cas des copolymères à LCST sont 

sensibles à la température et sont cristallins.  

La formation de complexes d’inclusion entre les CDs et les copolymères à bloc s’est 

avérée un moyen de moduler les propriétés, en particulier de biodégradabilité et de 

perméabilité, des copolymères en question ; c’est ce qui a été démontré dans le cas du dibloc 

PCL-PLLA [122,123]. Il a été montré également que la formation de complexes d’inclusion 

entre les CDs et certains polymères pouvait être une nouvelle approche d’une part, pour 

obtenir des mélanges homogènes de polymères qui sont normalement non miscibles comme 

c’est le cas du PLLA et de la PCL [124] et d’autre part, pour séparer des polymères de même 

nature mais de masses molaires différentes [125]. 

Les pseudopolyrotaxanes biodégradables ont trouvé d’intéressantes applications dans 

le domaine biomédical puisqu’ils peuvent servir de matrices supramoléculaires pour 

transporter et libérer des principes actifs [126,127]. 

 

 

II.3 Systèmes obtenus à partir de polymères hôtes constitués 
de cyclodextrines 

 

Le greffage covalent de molécules de cyclodextrine sur des chaînes polymères offre 

une possibilité de créer des assemblages supramoléculaires.  

Ainsi, le mélange de polymères de CDs avec des polymères amphiphiles porteurs de 

molécules invitées hydrophobes permet d’obtenir des assemblages supramoléculaires 

stabilisés par des complexes d’inclusion constituant les pontages interchaînes. La force des 

interactions dépend essentiellement du nombre de groupements hydrophobes par chaîne de 

polymère et de la constante d’association entre les CDs et la molécule invitée considérée. La 

plupart des auteurs ont utilisé la molécule d’adamantane (AD) comme molécule invitée 

hydrophobe modèle pour l’élaboration d’assemblages supramoléculaires. Ceci s’explique par 

le fait qu’en milieu aqueux, la β-CD naturelle et les dérivés de β-CD présentent de fortes 

affinités avec les dérivés d’AD (constante d’association Ka = 80 000 M-1) étant donné que la 

taille (7 Å) et le volume de l’AD sont parfaitement adaptés aux dimensions de la cavité 

interne de la β-CD [128,129].   

Des solutions épaississantes de haute viscosité ont été obtenues par interaction entre 

des polymères synthétiques de CD et des polymères fonctionnalisés par des résidus 4-tert-
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butylphényl [130]. Amiel et coll. ont synthétisé des assemblages supramoléculaires en 

mélangeant des polymères ramifiés de CD-épichlorydrine avec des POE fonctionnalisés aux 

deux extrémités par des groupements naphtyl et adamantane hydrophobes (figure I-14 (A)) 

[131]. Ces auteurs ont développé également des systèmes associatifs stabilisés par la 

complexation entre des polymères ramifiés de CDs et des POE en étoile fonctionnalisés par 

des molécules d’AD mais aussi des copolymères synthétiques, notamment l’acide 

poly(malique) conjugué avec des motifs d’AD (figure I-14 (B)) [131-135]. Le mélange de ces 

polymères complémentaires conduit à la formation de solutions épaississantes stabilisées par 

des agrégats de dimension finie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure I- 14 : Représentation schématique des interactions entre les polymères de β-CDs et 
des POE fonctionnalisés aux deux extrémités par des groupements AD (A) et des polymères 

amphiphiles porteurs de groupements AD (B) d’après, Amiel et coll. [132,133] 
 

La formation de réseaux supramoléculaires originaux à partir de polymères tubulaires 

d’α-CD [91] et de dextrane porteur de chaînes de POE a été rapportée. Les polymères de CD 

en forme de tube se comportent comme des agents réticulants interchaînes connectant des 

chaînes de dextrane puisqu’un polymère de CDs forme un complexe avec deux chaînes de 

POE indépendantes [136] (figure I-15) 
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Figure I- 15 : Représentation schématique de l’assemblage supramoléculaire, d’après Ikeda et coll. 

[136] 
 

II.4 Systèmes obtenus à partir de mono- et de multicouches de 
cyclodextrines 

 
Les mono- et multicouches de CDs constituent une voie intéressante pour la 

construction d’assemblages supramoléculaires. Elles peuvent être conçues de deux façons, 

soit par auto-organisation naturelle de CDs modifiées, soit par chimisorption sur des surfaces 

solides. 

Il a été montré que les CDs amphiphiles peuvent former des monocouches à l’interface 

air-eau et des micelles en milieu aqueux. Elle peuvent être introduites dans des monocouches 

phospholipidiques telles que les liposomes et peuvent également être dispersées sous forme de 

nanoparticules. Ravoo et coll. ont préparé des vésicules de bicouches de CD se comportant 

comme des macromolécules hôtes [137]. Ces bicouches sont formées par l’auto-organisation 

en milieu aqueux de cyclodextrines amphiphiles [138]. Des assemblages supramoléculaires 

ont pu être élaborés en étudiant la reconnaissance entre ces bicouches de CDs et des 

polymères hydrophobiquement modifiés : l’acide poly(isobutène-alt-maléique) fonctionnalisé 

par des groupements p-tert-butylphényl [137] (figure I-16). 
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Figure I- 16 : Représentation schématique de l’interaction ente les bicouches de CDs et le 

polymère porteur de groupements hydrophobes d’après, Ravoo et coll. [137] 
 

Une autre voie permettant l’obtention de monocouches de CDs est l’adsorption de 

CDs modifiées par des groupements thiol ou sulfure sur des surfaces d’or ou d’argent. 

Beaucoup de travaux ont porté sur la préparation et la caractérisation (épaisseur du film, 

orientation des cavités de CD, cinétique d’adsorption…) de ces monocouches auto-

assemblées (figure I-17) [139-141]. 

 

 

 

 

 

 
Figure I- 17 : Architectures des monocouches de CDs adsorbées sur une surface d’or d’après de Jong 

et coll. [142] 
 

Les méthodes utilisées pour caractériser ces monocouches sont l’AFM (Microscopie à 

Force Atomique), la XPS (Spectroscopie de Photoélectrons par rayons X), les études de 

perméabilité et les analyses électrochimiques. 

Les CDs adsorbées à la surface préservent leur propriété d’inclusion et sont donc 

susceptibles d’interagir avec des molécules ou macromolécules invitées hydrophobes pour 

former des assemblages supramoléculaires. Les interactions hôte-invitée à la surface sont 

généralement analysées par SPR (Résonance Plasmonique de Surface) et par EIS 

(Spectroscopie d’Impédance Electrochimique) [143]. Les interactions s’avèrent plus fortes 

qu’en milieu aqueux et dans certains cas, elles sont irréversibles et ne peuvent pas être 

déplacées par l’ajout de molécules invitées compétitives [144]. 

 

Polymère porteur de 
groupements hydrophobes 

bicouche de β-CDs modifiés 
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Ces interactions ont été principalement étudiées par Reinhoudt et coll.qui ont élaboré 

des auto-assemblages stabilisés par la complexation multivalente entre des dimères, des 

dendrimères et des polymères fonctionnalisés par des groupements hydrophobes 

d’adamantane et des monocouches de CD adsorbées sur des surfaces d’or (figure I-18) 

[144,146].  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure I-18 : Différentes architectures à base de monocouches de β-CDs adsorbées sur un surface 
d’or impliquant des interactions multivalentes, d’après Reinhoudt et coll. [144,145] 

 

Les travaux de Reinhoudt et coll., en particulier la thermodynamique des interactions 

divalentes, nous ont permis, comme il sera présenté dans le chapitre III, de mieux comprendre 

certains processus de complexation.  

La préparation de structures multicouches a également été rapportée. Millot et coll. ont 

immobilisé des polymères de β-CD sur des surfaces d’or. Pour se faire, ils ont couplés ces 

polymères fonctionnalisés par des groupements amine avec des surfaces d’or possédant des 

fonctions acide carboxylique. L’interaction de ces polymères avec des POE fonctionnalisés 

par des groupements naphtyle et adamantane conduit à la formation de multicouches stables 

[147]. 

Ces systèmes peuvent trouver des applications dans les domaines des 

nanotechnologies. Ils peuvent permettre de lier des molécules comme des protéines ou des 

oligonucléotides à des surfaces solides et peuvent servir de biocapteurs. 
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III Hydrogels physiques à base de complexes d’inclusion 
de cyclodextrine 

 
Comme nous l’avons expliqué dans la première partie de ce chapitre, les hydrogels 

physiques résultent d’interactions secondaires et réversibles dont la durée de vie est 

suffisamment importante pour assurer la stabilité du réseau tridimensionnel formé. Comme 

nous venons de le voir, les complexes d’inclusion à base de cyclodextrine mènent à des 

assemblages supramoléculaires et peuvent, dans des conditions particulières (structure et 

nature des entités constituant l’architecture, conditions de température ou de pH…), conduire 

à la formation d’hydrogels physiques.  

 

III.1 Hydrogels physiques obtenus à partir de 
pseudopolyrotaxanes 

 
Les structures particulières de pseudopolyrotaxanes conduisent, dans certains cas, à la 

formation d’hydrogels réversibles. Les tubes de CDs, constituant les pseudopolyrotaxanes, 

s’associent par liaisons hydrogène créant ainsi des microcristaux qui agissent comme des 

nœuds de réticulation physique. 

Plusieurs structures à base de pseudopolyrotaxanes ont donc été envisagées. Li et coll. 

ont montré que la complexation des α-CD avec des chaînes de POE ou de copolymères 

triblocs POE-PPO-POE de haute masse molaire conduit à la formation d’hydrogels 

thermoréversibles [148,149]. Il s’avère que l’obtention d’hydrogels physiques constitués de 

pseudopolyrotaxanes à base de POE-PPO-POE nécessite des concentrations en copolymère 

nettement plus faible qu’en l’absence de CD. Pour ce système, la gélification résulte non 

seulement de l’agrégation des complexes α-CD/POE mais également des interactions 

hydrophobes entre les segments POP [149]. Les hydrogels à base de POE/α-CD ont été 

utilisés en tant que matrice injectable pour encapsuler et libérer des dextranes marqués par des 

groupements fluorescents d’isothiocyanate [150].  

Ces hydrogels nécessitent des temps de gélification relativement longs et des 

polymères de masse molaire élevée. Afin de pallier ceci, Yui et coll. ont élaboré des 

hydrogels supramoléculaires en greffant des petites chaînes de POE sur différentes chaînes 

polysaccharidiques : le dextrane, le chitosane et l’acide hyaluronique [151-153]. Comme 

expliqué auparavant, les “tubes” constitués de complexes d’inclusion se rassemblent pour 
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conduire à des microdomaines cristallins stabilisés par des ponts hydrogène entre les cavités 

d’α-CD (figure I-19). Ces systèmes présentent une transition sol-gel thermoréversible basée 

sur la dissociation des assemblages supramoléculaires à haute température et leurs 

propriétés mécaniques sont liées à la masse molaire du polysaccharide, en particulier dans le 

cas de l’acide hyaluronique [153]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure I- 19 : Représentation schématiques des hydrogels obtenus par interactions entre les α-

CDs et les polysaccharides porteurs de POE, d’après Huh et coll. [151] 
 

Ce concept a été étendu au POP greffé sur le dextrane, qui forme des complexes avec les 

β-CDs et conduit à des hydrogels présentant une transition thermoréversible sol-gel [154]. 

Dans cette optique, Hongliang et coll. ont élaboré des structures d’hydrogel obtenues par 

l’assemblage d’α-CD avec des copolymères amphiphiles de LA-POE-LA (LA : oligomères 

de L-acide lactique) fonctionnalisés aux extrémités par des groupements méthacrylate [155]. 

La gélification est due, d’une part à l’agrégation des pseudopolyrotaxanes et d’autre part, aux 

interactions hydrophobes entre les groupements méthacrylate terminaux. La 

photopolymérisation par irradiation UV des groupements méthacrylate permet de créer des 

nœuds de réticulation chimiques supplémentaires. 

La formation de liaisons hydrogène entre les pseudopolyrotaxanes présente des analogies 

avec le processus de gélification des gels d’agarose ou de gélatine. Ainsi, par modification 

chimique, ici la fixation du POE ou du POP sur un polysaccharide, il est possible d’obtenir 

des modes de gélification proches des gélifications s’établissant naturellement. Compte tenu 

de leur fonctionnalité, à savoir les propriétés intéressantes des CDs et des polymères, ces 

systèmes peuvent être utilisés dans le domaine biomédical. 

  

  

chaîne polysaccharidique   

Zones de jonction :
complexes d’inclusion 

 α -CD/PEG   
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III.2 Hydrogels physiques obtenus par complexation β-

CD/petite molécule 

 

Choi et coll. ont mis au point un réseau à base de poly(ε-lysine) porteur de molécules 

de β-CDs formant des complexes avec des molécules invitées hydrophobes chargées : l’acide 

3-(triméthylsilyl)propionique (TPA) conduisant à des hydrogels. Par formation d’interactions 

simultanées coopératives hydrophobes, liées aux complexes d’inclusion et d’interactions 

ioniques, dues aux charges opposées de la poly(ε-lysine) et du TPA, les chaînes polymères 

sont connectées [156,157]. Choi et coll. ont montré que ces hydrogels sont sensibles au pH et 

à la température (figure I-20). Ces systèmes pourraient ainsi permettre l’encapsulation de 

principes actifs ioniques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure I- 20 : Modulation des propriétés physiques des hydrogels à base de poly(ε-lysine) et de TPA 

par variation de la température et/ou du pH d’après Choi et coll. [156,157] 
 

 

 Au sein du laboratoire, de nouvelles architectures supramoléculaires stabilisées par des 

complexes d’inclusion entre des β-CDs et des groupements adamantane ont été synthétisées et 

entièrement caractérisées. Auzély-Velty et coll. ont étudié les interactions entre des molécules 

de β-CDs greffées aléatoirement sur un polysaccharide d’origine naturelle, le chitosane et 

différents polymères fonctionnalisés par des groupements adamantane [87]. Deux 

assemblages supramoléculaires de structure différente ont été envisagés. Le premier 

assemblage synthétisé résulte de la complexation entre le chitosane porteur de molécules de 
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β-CD et des POE, de masses molaires différentes, fonctionnalisés aux deux extrémités par des 

molécules d’adamantane. Le second assemblage est stabilisé par la formation d’interactions 

spécifiques entre la β-CD et l’AD, chacun greffé sur le chitosane [87,158,159]. La structure 

de la macromolécule invitée joue un rôle important sur les propriétés viscoélastiques des 

assemblages obtenus. En effet, les assemblages issus de la complexation avec les POE 

fonctionnalisés en bout de chaîne par deux motifs d’AD donnent des solutions de haute 

viscosité alors que les systèmes à base de chitosane porteur de β-CDs et d’AD ont un 

comportement de type gel. Dans ce dernier cas, les jonctions interchaînes (complexes 

d’inclusion) ont une taille bien définie et une énergie suffisamment importante pour conduire 

à la formation d’hydrogels physiques. Contrairement à la plupart des gels physiques, qui sont 

stabilisés par des zones de jonctions, ces réseaux ont la particularité d’être stabilisés par des 

jonctions ponctuelles. Une étude détaillée des propriétés rhéologiques de ces hydrogels a été 

effectuée [159]. L’influence de la concentration en polymère, de la force ionique, de la 

température et de l’addition de molécules hôtes compétitives sur les propriétés viscoélastiques 

des systèmes obtenus a été étudiée. Il s’avère que les réseaux présentent un comportement 

original. 

 L’utilisation d’un polysaccharide présente de nombreux intérêts. Les polysaccharides, 

en général, présentent des propriétés intéressantes et originales qui les distinguent clairement 

des polymères synthétiques (semi-rigidité, biodégradabilité, biocompatibilité). Comme nous 

l’avons vu au début de ce chapitre, l’utilisation d’un polysaccharide semble propice à la 

formation d’hydrogels, ce qui peut tenir à la présence naturelle d’interactions interchaînes 

hydrogène ou hydrophobes entre les sucres, ainsi qu’à la nature semi-rigide des 

polysaccharides en général. 
 

IV Le présent travail 
 

Nous nous sommes proposés d’étendre les travaux décrits précédemment de synthèse 

d’assemblages supramoléculaires résultant de l’interaction spécifique β-CD/AD, à un autre 

polysaccharide, l’acide hyaluronique (HA), dont l’origine, la structure et les propriétés 

physico-chimiques et biologiques sont différentes de celles du chitosane. 

Cette étude nous permettra de vérifier si les propriétés rhéologiques particulières, 

observées avec le chitosane, sont conservées avec l’acide hyaluronique, et d’évaluer ainsi le 

rôle de la chaîne polysaccharidique. 
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Deux assemblages supramoléculaires de structures différentes ont été envisagés ; 

moduler la structure chimique des molécules hôtes et invitées greffées sur le HA, constituant 

les pontages interchaînes, peut permettre d’évaluer l’influence de l’énergie des jonctions sur 

la stabilité du réseau. Nous nous sommes fixés comme objectif la synthèse de polymères hôtes 

et invités porteur de monomères et de dimères de β-CD et d’AD, respectivement. Le mélange 

de ces polysaccharides modifiés conduit à la formation d’assemblages supramoléculaires 

stabilisés par des complexes d’inclusion β-CD/AD simples d’une part, et par des paires de 

complexes β-CD/AD d’autre part. 

Par ailleurs, l’utilisation du HA présente de nombreux avantages. Ses propriétés 

physico-chimiques et biologiques, détaillées dans la suite de ce chapitre, sont très 

intéressantes. Le HA peut être préféré au chitosane en raison de sa solubilité dans l’eau à pH 

neutre. Toutefois, la modification chimique de ce polysaccharide est loin d’être triviale et 

nécessite donc le développement d’une chimie contrôlée et sélective conduisant à des 

systèmes parfaitement définis. La synthèse d’un HA porteur de cavités de β-CD a déjà été 

décrite [160,161]. Cependant, le couplage repose sur la réaction de Mitsunobu réalisée dans 

des conditions hétérogènes. De plus, cette réaction ne permet pas de connaître avec précision 

le nombre exact et la position des molécules de CD greffées sur le polymère. Le couplage que 

nous avons envisagé présente l’avantage d’être contrôlé, sélectif et effectué dans l’eau, bon 

solvant du polymère. 

Avant d’aborder les résultats expérimentaux, il est essentiel de présenter les 

principales caractéristiques de l’acide hyaluronique. 

 

C. L’acide hyaluronique 
 

I Origine et structure 
 

En 1934, Meyer et Palmer isolent de l’humeur vitreuse bovine une substance qu’ils 

nomment acide hyaluronique (HA), donnant une solution de viscosité très élevée [162]. Le 

HA est l’un des constituants du tissu conjonctif : on le trouve dans le liquide synovial, l’humeur 

vitreuse, la matrice extracellulaire et le cartilage. Molécule intervenant dans les processus 

d’inflammation, de cicatrisation et dans la métastase cancéreuse, l’acide hyaluronique joue 

également un rôle dans l’adhésion, la croissance et la migration cellulaire. Obtenu pendant 
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longtemps par extraction de la crête de coq, on le fabrique, depuis plusieurs années par fermentation 

bactérienne. Cette méthode permet d’une part l’obtention de ce polysaccharide avec des rendements 

plus importants (6 à 10g/kg de moût contre 0,8g/kg de crêtes de coq) et permet d’autre part de 

préparer un HA facilement purifié, alors que les formes extraites des tissus conjonctifs contiennent 

de nombreuses protéines animales associées. 

Bien que son existence soit connue depuis les années 30, il faudra attendre les travaux 

de Weissman et coll. et Jeanloz et coll. pour connaître la structure exacte du polysaccharide 

[163,164]. Le hyaluronane, désignant à la fois l’acide hyaluronique et le hyaluronate de 

sodium est un des polysaccharides les plus abondants appartenant à la famille des 

glycosaminoglycanes. Le polymère peut être décrit par une chaîne linéaire non ramifiée dont 

le motif disaccharidique répétitif est composé d'acide D-glucuronique lié en β-1,3 à la N-

acétyl-D-glucosamine (figure I-21). Les motifs sont reliés par des liaisons glycosidiques de 

type β-1,4. La longueur du motif de répétition du HA en solution est évaluée à 10 Å.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure I- 21 : Unité de répétition disaccharidique du HA 

 

II  Conformation 
 

A l’état solide, le HA se présente comme un polymère semi-cristallin. Winter et coll. 

ont montré que ce polysaccharide possédait une conformation en hélice stabilisée par des 

liaisons hydrogène [165].  

En solution, aucune transition conformationnelle hélice-pelote, avec du HA d’origine 

bactérienne, n’a pu être observée à ce jour. La transition conformationnelle pour des solutions 

de HA issu de crête de coq mise en évidence par changement du pouvoir rotatoire spécifique 

et par dichroïsme circulaire [166,167] peut être liée à la présence de protéines, toujours 

présentes dans le HA d’origine animale. 
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Scott et coll. ont mis en évidence une conformation stabilisée par un réseau de liaisons 

hydrogène intramoléculaires impliquant les groupes carboxylique, acétamido et hydroxyle 

[168]. 

La RMN 1H et 13C a été utilisée pour tenter de définir la conformation du HA en 

solution aqueuse. L’utilisation de l’eau comme solvant ne permet pas d’observer facilement 

les groupes NH et OH directement impliqués dans des liaisons hydrogène. De ce fait, de 

nombreuses études ont été réalisées dans le diméthylsulfoxide (DMSO) deutérié. En 1984, 

Scott et coll. ont dénombré quatre liaisons hydrogène par unité tétrasaccharidique [169]. Suite 

aux travaux de Cowman et coll. [170], ils ont suggéré que l’addition d’eau dans une solution 

de HA dans le DMSO modifie l’équilibre entre les liaisons hydrogène. La liaison hydrogène 

directe serait remplacée par une molécule d’eau créant un pont entre le NH et le COO- (figure 

I-22) [171]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure I-22 : Structure secondaire du HA dans (a) du DMSO et (b) du DMSO contenant de 

l’eau 
 
 

Les travaux de Scott et coll. ont été corroborés par des analyses de spectroscopie 

infrarouge qui ont permis de localiser les ponts hydrogène intra et interchaînes ainsi que 

l’insertion des molécules d’eau [172-175]. La spectrométrie infrarouge a mis également en 

évidence le mécanisme d’hydratation et les changements conformationnels induits au sein de 

la chaîne par l’hydratation. 

Almond et coll. ont étudié la conformation d’oligosaccharides en solution par 

dynamique moléculaire. Ils observent que les liaisons hydrogène intramoléculaires se 

réarrangent rapidement et s’échangent avec les molécules d’eau [176-178]. Le modèle 

microscopique le plus répandu du HA en solution est celui d’une hélice 21 stabilisée par un 
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réseau de liaisons hydrogène intramoléculaires dynamiques entre résidus adjacents : cette 

structure, lui conférant le caractère semi-rigide, est présente dans les simulations de 

dynamique moléculaire de Almond et coll.  

 

III  Propriétés physico-chimiques 
 

III.1 Principales caractéristiques physico-chimiques 
 

La présence d’un acide uronique dans l’unité de répétition du HA lui confère des 

propriétés de polyélectrolyte et le rend parfaitement soluble en milieu aqueux neutre. Le pKa 

des acides glucuroniques est de l’ordre de 2,9 mais puisque le HA est un polyanion, un pH de 

7,5 est nécessaire pour une neutralisation totale des groupements carboxylique. 

Les charges portées par le HA conduisent à des interactions à courte et longue distance 

pouvant être écrantées par la présence d’électrolytes. Le HA est donc très sensible à la 

présence de sel en solution et au pH. 

Rinaudo et coll. ont évalué par chromatographie d’exclusion stérique multidétection la 

longueur de persistance Lp du HA, en l’absence de répulsions électrostatiques, à environ 70 Å 

[179,180]. Cette valeur traduit un caractère semi-rigide de la chaîne macromoléculaire et 

correspond aux valeurs prédites par modélisation moléculaire [181]. 

 

III.2 Propriétés rhéologiques 
 

Le succès du HA tient à ses propriétés viscoélastiques. Depuis plus de 30 ans, de 

nombreux travaux ont porté sur l’étude du comportement rhéologique du HA [182-186] ainsi 

que sur les différents paramètres tels que la concentration en polymère, la masse molaire, la 

température, la force ionique, la nature des ions compensateurs et le pH qui peuvent 

influencer ce comportement [187-192]. L’analyse des propriétés en solution sera présentée 

dans le chapitre III. 
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IV Applications 
 

Dans le domaine cosmétique, le HA intervient dans la formulation de crèmes ou de 

gels en raison de ses propriétés hydratantes [193].  

Du fait de ses propriétés viscoélastiques et de ses fonctions biologiques remarquables 

(interactions spécifiques avec certaines protéines), le HA est principalement utilisé dans le 

domaine biomédical [194]. 

Les recherches actuelles suggèrent de nouvelles applications dont le traitement des 

escarres chez l’adulte, du cancer ou du développement fœtal humain. 

Le fort taux d’hydratation des gels de HA, associé à l’action positive de ce 

polysaccharide sur la différenciation et la prolifération cellulaire, en font des matériaux de 

choix pour la réparation de nombreux tissus, dont notamment la peau [195,196]. 

Grâce à sa biocompatibilité, le HA présente des qualités particulières pour la libération 

contrôlée de principes actifs [197,198]. 

Les propriétés du HA ont été mises à profit en ophtalmologie [199]. En effet, le HA 

est utilisé sous forme de gel, en tant qu’agent protecteur, lors d’interventions en 

microchirurgie de l’oeil [200]. Les principales formulations de HA commercialisées pour ce 

type d’applications sont le Healon® (Advanced Medical Optics, Etats-Unis), l’Opegan® 

(Santen Pharmaceuticals, Japon) et l’OpeganHi® (Santen Pharmaceuticals, Japon).  

Le HA est, de plus, utilisé dans le traitement des pathologies ostéoarticulaires. Dans ce 

cadre, des solutions visqueuses de HA sont utilisées pour la viscosupplémentation [201]. En 

effet, l’arthrose résulte de la dégradation du liquide synovial et en particulier du HA qui le 

compose. Le liquide synovial perd alors ses propriétés rhéologiques. Chez une personne saine, 

celles-ci apparaissent variables selon les contraintes articulaires imposées au cours des mouvements 

lents et rapides. La viscosité et l’élasticité sont complémentaires : dans les mouvements lents, le 

liquide est plus visqueux qu’élastique et inversement dans les mouvements rapides. Le liquide 

synovial dégradé devient de moins en moins visqueux et perd son caractère viscoélastique. Ce 

liquide une fois détérioré ne joue plus son rôle de lubrifiant et d’absorbeur de chocs articulaires et 

entraîne ainsi une inflammation et la dégradation des différentes couches cartilagineuses. La 

viscosupplémentation consiste en l’injection de HA dans une articulation arthrosique afin de 

restaurer les fonctions lubrifiantes et protectrices en remplaçant le HA détérioré. Commercialement, 

on trouve l’Arthrum® (LCA, France), le Hyalgan® (Fidia pharmaceuticals, Etats-Unis), le 

SUPERARTZ® (Seikagaku, Japon), OSTENIL® (CHEMEDICA AG, Allemagne), Sinovial® 



Chapitre I : Etude bibliographique 

 50

(Genévrier, Sophia Antipolis, France) et VISCOSEAL® (TRB CHEMEDICA International, 

Suisse). 

De nombreux travaux de recherche ont été consacrés à la modification chimique du HA afin 

d’obtenir en particulier des hydrogels chimiques et/ou physiques (dérivés hydrophobiquement 

modifiés) en vue d’étendre ses applications dans les domaines biomédical et pharmaceutique 

[19,28,202-204]. 
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Conclusion 
 

Afin de mieux situer le contexte de l’étude, nous avons, dans ce chapitre, présenté les 

hydrogels physiques qui nous paraissent les plus pertinents. Ces hydrogels, stabilisés par des 

liaisons secondaires réversibles peuvent être issus de l’auto-association de polymères, du 

mélange de deux polymères complémentaires et du mélange d’un polymère avec une petite 

molécule. Dans la majeure partie des cas, les différents types d’interactions (liaisons 

hydrogène, interactions hydrophobes, interactions électrostatiques…) mises en jeu forment 

des zones de jonctions. Les systèmes formés de jonctions ponctuelles, plus rares, sont 

stabilisés par des complexes impliquant une reconnaissance moléculaire entre deux molécules 

d’origine naturelle. 

De part leurs propriétés particulières, les hydrogels physiques, en particulier les 

systèmes injectables, trouvent de nombreuses applications dans les domaines biomédical et 

pharmaceutique, comme c’est le cas de la libération contrôlée de principes actifs et 

l’ingénierie tissulaire. 

Depuis plusieurs années, une attention particulière a été portée sur la chimie 

supramoléculaire impliquant des liaisons non covalentes. A ce titre, les complexes de type 

hôte-invité à base de cyclodextrine ont fait l’objet de nombreuses études. Des entités 

moléculaires de structure différente permettant la formation d’interactions multivalentes ont 

été développées afin d’élaborer des assemblages supramoléculaires et/ou des hydrogels 

physiques. C’est dans ce cadre que s’inscrivent les travaux de thèse que nous présentons dans 

la suite du manuscrit. 
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Introduction 
 

 

Comme nous l’avons expliqué dans le chapitre I, nous nous sommes proposés de 

développer de nouveaux types de gels physiques à base d’acide hyaluronique chimiquement 

modifié. Les jonctions labiles interchaînes contrôlent la stabilité de ces réseaux 

tridimensionnels. Les systèmes que nous avons envisagés reposent sur des interactions 

spécifiques entre des molécules hôtes et invitées greffées sur le hyaluronane. La molécule 

hôte utilisée est la β-cyclodextrine et la molécule invitée est l’adamantane puisque ces 2 

molécules, comme il a été expliqué auparavant, forment des complexes d’inclusion avec une 

constante d’association élevée de 80 000 M-1. 

Nous nous sommes tout d’abord fixés comme objectif la synthèse de dérivés de 

hyaluronane possédant des monomères de β-CD greffés au hasard le long de la chaîne 

polymère et d’autres possédant des monomères d’adamantane. Moduler la structure chimique 

des molécules greffées peut nous permettre d’évaluer l’influence de l’énergie des jonctions 

sur la stabilité du réseau. Par conséquent, d’autres dérivés possédant des dimères de β-CD et 

des dimères d’adamantane greffés sur le polymère ont été synthétisés. La formation de 

complexes d’inclusion entre les dérivés d’adamantane et de β-CD greffés impliquant, soit des 

interactions monovalentes soit des interactions divalentes, devrait donc conduire à la 

formation d’hydrogels physiques. 

La stratégie de synthèse envisagée pour accéder à ces dérivés originaux du hyaluronane 

a reposé sur: 

i. la fonctionnalisation du HA par des groupements hydrazide afin de le rendre “réactif” 

(figure II-1),  

ii. la synthèse de dérivés de la β-CD et de l’AD sous forme de monomère (figure II-2) et 

de dimère (figure II-3) puis, 

iii. le greffage de ces molécules hôtes et invitées sur le HA activé. 

 

On entend par monomères et dimères, des dérivés mono- et bifonctionnalisés soit par 

des molécules d’adamantane, soit par des molécules de β-cyclodextrine. Ces appellations ne 

présentent aucun lien avec les termes communément employés en chimie des polymères. 
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Figure II- 1 : Dérivé du HA porteur de groupements hydrazide 
 

 

 

 

 

 

 

Figure II- 2 : β-CD monosubstituée par une fonction acide carboxylique ou par une fonction 
aldéhyde 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure II- 3 : Dérivé carboné “biantenné” intermédiaire (a) permettant l’obtention de dimères de β-
CD et d’AD possédant une fonction aldéhyde (b) 
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La première partie est consacrée à la synthèse des différents polymères hôtes et invités. 

Nous y présentons tout d’abord l’approche chimique générale envisagée pour l’obtention des 

monomères et des dimères puis pour le greffage sur le polysaccharide. Nous exposons ensuite 

la synthèse d’un dérivé du HA porteur, au niveau de l’unité glucuronique, de groupements 

hydrazide réactifs. En effet, le HA initial s’avère très difficile à modifier de façon contrôlée. 

L’introduction de dérivés de la β-CD sur le HA et la synthèse des dimères de β-CD passent 

tous deux par la monofonctionnalisation de cet oligosaccharide. Dans un troisième point, nous 

présentons donc la voie de synthèse que nous avons utilisée pour introduire sélectivement une 

fonction acide carboxylique et une fonction aldéhyde sur la β-CD. Enfin, la synthèse des 

dimères de β-CD et d’AD et des polymères hôtes et invités est abordée. 

Dans une deuxième partie, la synthèse de molécules modèles pour l’étude physico-

chimique est décrite. 

 

I Synthèse des polymères hôtes et invités destinés à la 
préparation des assemblages supramoléculaires  

 

I.1 Approche chimique envisagée 
 

La plupart des réactions que nous avons envisagées s’appuie sur la formation de liaisons 

stables et sont spécifiques. Ces méthodes de couplage chimiosélectives (“chemoselective 

ligation”), trouvent de nombreuses applications dans divers domaines [1,2]. Elles s’effectuent 

de manière efficace en milieu aqueux dans des conditions douces sans nécessiter d’étapes de 

protection/déprotection. Dans notre étude, nous nous sommes appuyés sur la formation de 

liaisons hydrazone et oxime. 

Le greffage des monomères et des dimères de β-CD et d’adamantane sur le polymère 

s’appuie sur la haute réactivité aldéhyde/hydrazide [3]. En milieu acide, la fonction aldéhyde 

réagit de façon spécifique avec l’hydrazide pour donner des liaisons hydrazone. Beaucoup de 

travaux [4,5,6], reposent sur la formation de ce type de liaison. Il a été montré que la réaction 

conduisant à la formation d’hydrazones dépend du pH, du temps et n’est pas quantitative [7]. 

Il s’avère que cette réaction est réversible [7,8] et que l’hydrazone n’est pas stable en milieu 

acide puisqu’elle s’hydrolyse partiellement lorsque le pH est inférieur à 5. Nous avons donc 

choisi de stabiliser cette liaison hydrazone par une réduction [7,9] avec le cyanoborohydrure 
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de sodium pour donner l’hydrazide correspondant. Le principe de la réaction que nous allons 

mettre en oeuvre présente donc de grandes analogies avec les réactions d’amination réductrice 

[10,11]. Ce greffage, effectué dans des conditions douces en milieu aqueux homogène, 

n’entraîne aucune dégradation de la chaîne polymère. Les monomères et dimères de β-CD et 

d’adamantane, destinés à être couplés au polymère de cette façon, devront donc être 

fonctionnalisés par des fonctions aldéhyde. Quant au polymère, il sera fonctionnalisé, comme 

nous le verrons par la suite, par des groupements hydrazide le long de la chaîne.  

L’obtention des monomères et des dimères de β-CD finaux passe par la 

fonctionnalisation de la β-CD par une fonction acide carboxylique. Cette modification de la 

β-CD s’appuie sur le couplage de la fonction aldéhyde présente à la surface de la cavité de β-

CD avec une oxyamine, la O-(carboxyméthyl)hydroxylamine. En effet, les fonctions 

oxyamine (hydroxylamines ou alkoxyamines) sont de bons nucléophiles et sont très réactives 

vis-à-vis des groupements aldéhyde en milieu acide ce qui conduit à la formation de liaisons 

oxime [12-14]. Ce type de liaison est très stable en milieu acide ou neutre et commence à se 

dégrader à partir d’un pH de 9 [6,15]. La formation de la liaison oxime suscite un grand 

intérêt et a été utilisée dans divers domaines, en chimie des peptides [16], en particulier pour 

la synthèse de dendrimères [17], pour les conjugaisons peptides-oligonucléotides [13,18], 

peptides-sucres [19], sucres-oligonucléotides [20]. 

Par ailleurs, comme nous le verrons dans la suite du manuscrit, les monomères et les 

dimères de β-CD et d’AD sont obtenus via des couplages de type peptidique. Concernant les 

dimères d’AD, ces réactions sont effectuées en présence de triéthylamine et de deux réactifs 

de couplage, le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) [21] et le N-hydroxybenzotriazole  (HOBt) 

[22]. L’attaque nucléophile de l’acide carboxylique sur la DCC conduit à une O-acyl-urée 

intermédiaire. L’attaque de l’amine primaire sur le carbonyle activé et un réarrangement 

conduisent à la formation de la liaison amide et à la libération de dicyclohexylurée (DCU), 

qui précipite et qui est éliminée par filtration. Ce mode de couplage peut conduire à une 

racémisation partielle et à des réactions secondaires, phénomènes qui peuvent être limités par 

l’addition d’un coagent : le HOBt [21,23]. Ce composé intervient surtout en tant que puissant 

nucléophile capable d’attaquer la O-acyl-urée pour donner un ester stable chiralement et 

beaucoup plus réactif. La présence d’une base, la triéthylamine, dans le milieu permet 

d’exacerber le caractère nucléophile de l’amine. Quant aux dérivés à base de β-CD [24], les 

réactifs de couplage sont le HOBt [22] et le diisopropylcarbodiimide (DIC). Le DIC est 

privilégié avec les dérivés de β-CD car la diisopropylurée (DIU), libérée pendant le couplage 
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peut être facilement éliminée par solubilisation dans l’acétone lors de l’étape de précipitation 

des dérivés de β-CD.  

 

I.2 Fonctionnalisation du hyaluronane 

I.2.1 Activation du hyaluronane par des groupements hydrazide 
réactifs 

 
Le hyaluronane (1) présente plusieurs groupements fonctionnels susceptibles d’être 

modifiés chimiquement de façon sélective : les fonctions alcool primaire, acétamide et 

carboxylate (figure II-4). Néanmoins, les modifications chimiques sont très limitées en raison 

de la faible réactivité de ces groupements. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure II- 4 : Principaux sites pour la modification chimique sélective du hyaluronane 
 

Dans notre étude, nous nous sommes fixés des critères afin de modifier le hyaluronane 

de façon contrôlée. Tout d’abord, la modification chimique doit être effectuée sur une position 

bien définie de l’unité disaccharidique et doit être non dégradante afin de ne modifier ni la 

conformation de la chaîne ni les propriétés du polymère en solution. Puis, afin d’obtenir une 

répartition des substituants le long de la chaîne la plus homogène possible et compte tenu des 

molécules complexes à greffer sur le polymère, il paraît essentiel d’effectuer la synthèse dans 

l’eau, bon solvant du polymère. 

La fonction amine en position 2 de l’acide D-glucuronique résultant de la N-

désacétylation de la fonction acétamide pourrait être une cible intéressante pour une 

groupement  
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modification sélective mais les conditions expérimentales drastiques requises pour la N-

désacétylation mènent à une dégradation très importante de la chaîne polymère [25,26]. 

La modification des hydroxyles secondaires n’est pas une approche adaptée puisque le 

traitement du HA par le periodate oxyde deux hydroxyles secondaires vicinaux, ce qui 

conduit à une ouverture du sucre et dénature alors la structure native du polysaccharide. Il est 

également possible d’oxyder la fonction hydroxyle primaire de l’unité N-acéyl-D-

glucosamine (GlcNAc) de façon sélective par la méthode TEMPO (2,2,6,6-

tetramethylpiperidinyloxy) [27] mais cette réaction mène à une dégradation de la chaîne 

polymère. 

Concernant la fonction alcool primaire, une estérification sélective peut être obtenue 

en milieu organique (DMF) en présence de pyridine par le chlorure de palmitoyle (C15H31-

CO-Cl) [28]. Cependant, ce dernier réagit également avec la fonction carboxylate du HA pour 

former un anhydride. Un traitement en milieu basique (NaOH 1M, pendant plusieurs heures) 

est alors nécessaire pour récupérer le groupement carboxylate. Une dégradation du 

polysaccharide peut donc être envisagée avec une diminution du degré de substitution par 

saponification. D’autre part, le HA, insoluble en milieu organique est mis en suspension dans 

le DMF ce qui implique que la réaction est effectuée en milieu hétérogène. 

Une estérification sélective au niveau de la fonction carboxylate du hyaluronane a 

également été décrite en milieu organique [29,30]. Dans le but de  rendre le hyaluronane 

soluble dans le solvant organique, son sel de tétrabutylammonium est préparé. Le carboxylate 

réagit alors avec un dérivé bromé pour donner une liaison ester via une substitution 

nucléophile. Cependant, on peut s’interroger sur l’homogénéité de la répartition des 

substituants le long de la chaîne dans la mesure où cette réaction est effectuée dans un 

mauvais solvant du polymère. 

Il est bien connu que les réactions de couplage entre des groupements carboxylate et 

des amines en milieu aqueux en présence de 1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]-

carbodiimide (EDC) [31] comme agent de couplage hydrosoluble conduisent à la formation 

d’amides. Danishefsky et coll. [32], ont montré que le couplage du hyaluronane avec l’ester 

méthylique de la glycine via l’EDC conduit à la formation d’un amide. Cependant, certaines 

études ont montré que le couplage entre des amines primaires et le groupement carboxylate du 

HA (1) ne donne pas ou en très faible quantité l’amide attendu (5) (schéma II-1) [33-36]. Le 

produit obtenu largement majoritaire est le dérivé N-acyl-urée (4) [37,38] résultant du 

couplage covalent entre le HA et l’EDC (2). En milieu acide (pH = 4,75), l’EDC réagit très  
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rapidement avec le groupement carboxylate du HA pour donner un intermédiaire instable : la 

O-acyl-urée (3) [37]. Comme le montre le schéma II-1, cet intermédiaire instable se réarrange 

en un dérivé stable, la N-acyl-urée (4) et ne subit aucune attaque nucléophile de l’amine 

primaire qui pourrait mener à la formation de l’amide (5).  

 
 
 

 
 
 

Schéma II- 1 : Produits obtenus et mécanisme de la réaction entre le HA et l’EDC en présence d’une 
amine 

 

Afin de pallier ce problème de réactivité, Bulpitt et coll. [39], ont proposé l’utilisation 

conjointe d’HOBt ou de N-hydrosulfosuccinimide (NHS.SO3Na) avec l’EDC de façon à 

éviter le réarrangement en N-acyl-urée par formation d’un ester intermédiaire activé plus 

réactif que le dérivé O-acyl-urée. Par cette méthode, ces auteurs ont synthétisé des dérivés du 

HA possédant des amines réactives le long de la chaîne. Néanmoins, cette approche ne nous 

paraît pas favorable car elle requiert un large excès d’amine (30 éq. molaires) en présence 

d’un excès d’EDC (4 éq. molaires) et d’un excès d’HOBt ou de NHS.SO3Na (4 éq. molaires). 

Par ailleurs, il a été montré que le HA peut réagir efficacement avec les groupements 

hydrazide [40,41] en présence d’un excès d’hydrazide et d’un léger excès d’EDC à pH 4,75, 
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sans formation de dérivé N-acyl-urée. Etant donné leurs faibles valeurs de pKa (entre 2 et 4) 

dû à l’effet α, les hydrazides ont un caractère plus nucléophile que les amines à pH = 4,75 ce 

qui permet une attaque plus efficace mais également plus rapide de l’hydrazide sur 

l’intermédiaire O-acyl-urée [18,42]. L’utilisation de dihydrazides, notamment l’acide adipique 

dihydrazide (ADH) (7), permet donc d’obtenir un dérivé de HA porteur de groupements 

hydrazide (HA-ADH) (8) réactifs le long de la chaîne polymère (schéma II-2). 

 

Schéma II- 2 : Synthèse du dérivé HA-ADH (8) 
 

 

Contrairement aux méthodes décrites dans la littérature qui mènent à des dérivés HA-

ADH avec des degrés de substitution (DS : le nombre de moles de substituant par unité 

disaccharidique) élevés (10 % < DS < 60 %), notre objectif est d’obtenir des échantillons à 

faibles DS (5 % < DS < 10%) [36,38,43]. De faibles valeurs de DS pour le HA-ADH 

permettent de maintenir les propriétés viscoélastiques observées avec le polysaccharide natif. 

Elles permettent également de conserver une densité de charge élevée sur la chaîne polymère, 

nécessaire à la solubilité du hyaluronane en milieu aqueux.  

L’optimisation des conditions expérimentales de greffage de l’ADH avec un faible DS 

a été nécessaire. L’utilisation d’un large excès d’ADH (7) apparaît primordiale pour, d’une 

part, éviter les réticulations chimiques entre les chaînes macromoléculaires et, d’autre part, 

s’affranchir du réarrangement en N-acyl-urée. Après plusieurs essais, il ressort que le 

couplage nécessite 10 éq. molaires d’ADH (7) et 0,15 éq. molaires d’EDC pour obtenir un 

dérivé HA-ADH ayant un degré de substitution de 8 % c'est-à-dire 8 groupements dihydrazide 

en moyenne toutes les 100 unités disaccharidiques. L’EDC utilisé est en léger excès par 
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rapport au DS désiré (0,15 par rapport à 0,08) et s’avère être le réactif contrôlant le taux de 

greffage. Etant donné que l’on utilise un excès d’ADH, il serait difficile de greffer des 

molécules fonctionnalisées par des fonctions hydrazide car ce procédé nécessiterait 

d’importantes quantités de produit.  

 

Nous avons donc mis au point les conditions optimales permettant l’obtention d’un 

dérivé du hyaluronane : le HA-ADH (8), possédant des groupements hydrazide greffés 

aléatoirement le long de la chaîne macromoléculaire. La réaction est totalement reproductible 

et il est désormais possible d’utiliser ces groupements hydrazide pendants pour former des 

hydrazones avec les fonctions aldéhyde. Ce composé a été caractérisé par RMN haute 

résolution et ses propriétés en solution seront présentées dans le chapitre III. 

 

I.2.2 Caractérisation du dérivé HA-ADH 
 

I.2.2.1 Résonance Magnétique Nucléaire  

 

La structure du dérivé HA-ADH (8) a été confirmée par RMN. Le spectre RMN proton, 

enregistré à 353 K est présenté sur la figure II-5.  
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Figure II- 5 : Spectre RMN 1H (400 MHz, 353 K, D2O, 6 mg/mL) du dérivé HA-ADH (8)  
 

La valeur du DS a été déterminée par intégration des signaux des protons 

méthyléniques g, g’ du groupement hydrazide avec comme référence interne les protons 

anomères du hyaluronane :  

DS = I2 / (2× I1) = 0,159 / 2 = 0,08 soit 8 % ± 1%. 

La RMN à une dimension ne montre pas la présence de réticulation chimique entre les 

chaînes macromoléculaires. En effet, l’intégration du signal caractéristique des 2 protons g est 

égale à celle correspondant aux 2 protons g’. Toutefois, il est important de tenir compte de la 

précision relative de la RMN évaluée approximativement à 5 %. 

Par ailleurs, l’expérience de corrélation homonucléaire bidimensionnelle de type 

COSY effectuée sur le dérivé HA-ADH prouve que la modification chimique du hyaluronane 

par le bras dihydrazide est sélective. Le spectre COSY (figure II-6) montre deux taches de 

corrélation pour les couplages H-1’/H-2’ et H-1/H-2 correspondant respectivement aux unités 

glucuronique modifiées et non modifiées tandis qu’une seule tache de corrélation est observée 

pour le couplage H-1/H-2 de l’unité N-acétyl-D-glucosamine. 
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Figure II- 6 : Carte COSY (400 MHz, 353 K, D2O, 20 mg/mL) du dérivé HA-ADH (8) 
 
 

I.2.2.2 Dosage conductimétrique  

 
 Il est important de s’assurer du caractère non amphotère du dérivé HA-ADH. En effet, 

d’une part, l’ionisation des acides carboxylique confère au hyaluronane un caractère de 

polybase et d’autre part, sous forme protonée, les fonctions hydrazide greffées sur la chaîne 

polysaccharidique peuvent acquérir un caractère acide. Ainsi, le dérivé HA-ADH pourrait se 

comporter comme un ampholyte (à la fois base et acide). Ce caractère à la fois basique et 

acide impliqueraient la présence simultanée de charges négatives et positives sur le polymère 

modifié. En créant des intéractions électrostatiques, l’apparition de ces charges de signes 

opposés aurait une influence sur les interactions intra- et interchaînes et donc sur les 

propriétés physico-chimiques du polymère en solution. Nous avons donc effectué un double 

dosage du dérivé HA-ADH (à pH = 7) suivi par mesure de la conductivité, en titrant ce dérivé 

préalablement avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium puis avec une solution 

d’acide chlorhydrique. Le dosage par NaOH ne met pas en évidence la présence de 

groupements protonés NH3
+. Ces résultats sont cohérents puisqu’à  pH = 7,5 (pH de la 
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solution de HA-ADH), les fonctions hydrazide sont sous forme NH2 car leur pKa est compris 

entre 2 et 4.  

Ainsi, nous avons obtenu un dérivé du hyaluronane fonctionnalisé permettant 

l’introduction de divers greffons de manière efficace via les fonctions hydrazide pendantes. 

 

I.3 Synthèse de dérivés monofonctionnalisés de la β-

cyclodextrine 

 
Comme évoqué au début de ce chapitre, nous avons cherché à mettre au point des 

conditions de synthèse efficaces de β-CDs monofonctionnalisées par des fonctions aldéhyde 

et acide permettant de réagir sélectivement avec le HA et avec l’unité carbonée “biantennée” 

schématisée sur la figure II-3 (a). Les CDs sont des molécules difficiles à 

monofonctionnaliser en raison du nombre élevé de groupements hydroxyle présents 

susceptibles de réagir de façon concomitante. L’obtention de dérivés de β-CD 

monofonctionnalisés est nécessaire afin d’éviter d’éventuelles réticulations chimiques lors du 

greffage sur le polysaccharide. En effet, des cyclodextrines bifonctionnalisées pourraient alors 

jouer le rôle d’agent réticulant entre les chaînes macromoléculaires provoquant ainsi une 

modification totale du comportement en milieu aqueux du polymère modifié. Les réactions 

décrites dans la littérature conduisent souvent à un mélange de produits difficiles à purifier. 

Pour ce travail, de nouvelles méthodologies de synthèse de dérivés monomodifiés ont 

été recherchées, avec des rendements de synthèse, une pureté et des quantités de produits 

suffisants. 

 

I.3.1 Oxydation de la β-CD par le réactif de Dess-Martin 
 

Parce que le greffage des dérivés de β-CD sur le hyaluronane s’appuie sur la formation 

d’hydrazone, notre première stratégie a consisté à monofonctionnaliser la β-cyclodextrine par 

une fonction aldéhyde en position 6 pour obtenir le composé 6I-formyl-6I-désoxy-

cyclomaltoheptaose (13).  

Plusieurs méthodologies décrites dans la littérature, résumées sur le schéma II-3, 

conduisant au dérivé monoaldéhydique de la β-CD (13), s’appuient sur l’utilisation du dérivé 

intermédiaire monotosylate (10) (le 6-O-p-toluènesulphonyl-cyclohexaamylose) [44].  
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Schéma II- 3 : Réactions conduisant au dérivé monoaldéhydique de la β-CD s’appuyant sur 
l’intermédiaire monotosylate 

 

 

Martin et coll. [45], ont obtenu un dérivé aldéhydique par la réaction de Nace [46,47] 

qui s’effectue en présence d’un excès de collidine dans le DMSO à une température très 

élevée de 135 °C. Le dérivé aldéhydique de la CD peut être obtenu par photolyse [48] du 

dérivé monoazide (11) (6-azido-6-désoxy-cyclohexaamylose) issu de la substitution 

nucléophile du tosylate du dérivé (10) ou encore par oxydation à la ninhydrine [49] du dérivé 

monoamine (12) (6-amino-6-désoxy-cyclohexaamylose) issue de la réduction de l’azide (11). 

Toutefois, la photolyse de l’azide entraîne la formation d’amine en produit secondaire [50]. 

Huff et coll. ont synthétisé un dérivé monoaldéhydique de la β-CD par une oxydation du 

dérivé monotosylate (10) dans le DMSO catalysée par la diisopropyléthylamine (DIEA) [51]. 

Néanmoins, cette étape est sensible à la β-élimination qui conduit à une ouverture du cycle 

oligosaccharidique de la β-CD. 

Ces différentes méthodes d’obtention d’un dérivé monoaldéhydique de la β-CD (13) 

nécessitent donc au minimum 2 étapes, voire 4, pour l’oxydation à la ninhydrine, puisqu’elles 

reposent toutes sur l’utilisation du dérivé monotosylate. Par ailleurs, ces réactions requièrent 

soit des températures élevées soit des temps de réaction relativement longs. 

Une stratégie alternative repose sur l’oxydation directe de la β-CD par le réactif de 

Dess-Martin (Dess-Martin periodinane (DMP)) [52,53]. La DMP est un agent utilisé pour la 
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conversion efficace d’alcools primaires et secondaires en aldéhydes et cétones à 25 °C. 

L’oxydation avec la DMP a l’avantage de ne nécessiter ni de longs temps de réaction ni de 

large excès d’oxydant. D’après la littérature, il est possible d’obtenir un dérivé 

monoaldéhydique de β-CD (14) avec un rendement tout à fait satisfaisant [54] en présence de 

deux équivalents de DMP dans le DMSO pendant une heure.  

 

 

 

 

 

 

 
Schéma II- 4 : Oxydation de la β-CD naturelle par le réactif de Dess-Martin 

conduisant à un dérivé monoaldéhydique de la cyclodextrine 
 

Nous avons appliqué ces conditions expérimentales simples nécessitant une seule 

étape, pour l’oxydation de la β-CD. Contrairement aux résultats rapportés dans la littérature, il 

s’avère que la caractérisation structurale du produit brut par spectrométrie de masse (figure II-

7) révèle la présence de dérivés mono-, di- et trialdéhydiques . 

De plus, la β-CD initiale non oxydée est présente en quantité non négligeable dans le 

milieu réactionnel. 

 
 

Figure II- 7: Spectre de masse basse résolution ESI en mode positif du produit brut solubilisé dans 
CH3OH/H2O issu de l’oxydation de la β-CD avec les conditions décrites dans la littérature 
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Le composé majoritaire à [M+Na]+ m/z 1157, correspond à la β-cyclodextrine native. 

La β-cyclodextrine monoaldéhyde est observée à [M2+Na]+ m/z 1155 avec une intensité 

relative de l’ordre de 50 % par rapport à celle de la β-CD native. On observe également avec 

des intensités relatives décroissantes les β-cyclodextrines comportant respectivement 2 et 3 

groupements aldéhyde à m/z 1153 [M3+Na]+et m/z 1151 [M4+Na]+. Le composé [M5+Na]+ à 

m/z 1187 peut correspondre à un second aldéhyde sur la β-CD ouverte. 

Etant donné que le taux d’oxydation est contrôlé par la quantité d’agent oxydant 

(DMP), le temps de réaction ou la température [55], nous avons choisi d’optimiser la réaction 

en faisant varier la quantité d’agent oxydant et le temps en vue d’orienter la sélectivité de la 

réaction vers la formation du dérivé monoaldéhydique de la β-CD. Malheureusement, ces 

tentatives n’ont pas été fructueuses comme le montre le tableau II-1.  

 

Expériences DMP/β-CD β-CD 
% 

β-CD 
monoaldéhyde 

% 

β-CD 
dialdéhyde 

% 

β-CD 
trialdéhyde 

% 

1 0,9 86 12,5 1,5 - 

2 1,2 55 29 11 5 

3 2 34 35 19.5 11.5 

 
Tableau II- 1: Pourcentages molaires de β-CD initiale, de dérivés mono-, di-, et trialdéhydiques 

calculés à partir des spectres de masse en fonction du rapport molaire initiale DMP/(β-CD) ; 
réactions effectuées dans le DMSO anhydre pendant 45 minutes à température ambiante 

 
 

Les pourcentages présentés dans le tableau ont été calculés par comparaison de 

l’intensité des pics des spectres de masse. Bien que la spectrométrie de masse ne soit pas 

quantitative, nous pouvons faire l’hypothèse dans ce cas que la présence de 1, 2 ou 3 

fonctions aldéhyde greffées sur la β-CD ne modifient pas fondamentalement les propriétés 

d’ionisation. La purification du dérivé monoaldéhydique par HPLC en phase inverse paraît 

être une étape limitante dans la mesure où notre objectif est d’obtenir un polymère possédant 

des cavités de β-CD le long de la chaîne à l’échelle de plusieurs grammes. En effet, la β-CD 

peut interagir avec les chaînes aliphatiques de la phase inverse, la purification par HPLC ne 

semble donc pas la meilleure méthode pour une séparation correcte et efficace des différents 

dérivés. 
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En revanche, puisque la présence de groupements chargés sur des oligosaccharides 

augmente de façon significative leurs volumes hydrodynamiques, la fonctionnalisation des 

aldéhydes en acides carboxyliques correspondants semble une stratégie intéressante pour 

séparer les différents composés par chromatographie d’exclusion stérique à une échelle 

préparative. Nous avons donc cherché à introduire une fonction acide carboxylique sur la β-

CD modifiée. 

I.3.2 Synthèse d’un dérivé de la β-CD monofonctionnalisé par 

une fonction acide carboxylique 

 

Comme nous l’avons précisé au début de ce chapitre, l’introduction de la fonction 

acide carboxylique sur la cavité de β-CD repose sur la formation d’une liaison oxime. La 

synthèse du dérivé 6I-(O-carboxyméthoxy-imino)-6I-désoxy-cyclomaltoheptaose (16) (avec n 

= 1), que nous nommerons dans la suite β-CD monoacide, s’appuie sur le couplage des 

différents dérivés aldéhydiques de la β-CD (14’) (obtenus selon les conditions de l’expérience 

2 du tableau II-1) avec de la O-(carboxyméthyl)hydroxylamine (15) en milieu aqueux à pH = 

4,8, valeur supérieure au pKa de l’oxyamine (pKa ~ 4,5) (schéma II-5).  

 

 
Schéma II- 5: Synthèse de la 6I-(O-carboxyméthoxy-imino)-6I-désoxy-cyclomaltoheptaose ou β-CD 

monoacide ((16) avec n=1) 
 

Le milieu réactionnel est agité durant 48 heures à 40°C, température qui améliore la solubilité 

dans l’eau de la β-CD oxydée (14). 

 

+ H2O, pH=4,8 
  40°C, 48 h 

n

n = 0, 1, 2, 3 n = 0, 1, 2, 3 
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Comme le montre la figure II-8, les différents dérivés obtenus (mono, di, tri et initial) 

ont été séparés de façon efficace par chromatographie d’exclusion stérique, par élution avec 

NaNO3 0,05 M sur un gel poreux de type Biogel P4. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II- 8: Chromatogramme d’exclusion stérique du produit brut issu du couplage entre la β-CD 
oxydée par la DMP et la O-(carboxyméthyl)hydroxylamine ; (éluant : NaNO3, 0,05 M) 
 

Les différents produits sont séparés selon leur volume hydrodynamique respectif. 

Les proportions massiques de la β-CD initiale, de β-CD mono, di et tri acide, calculées 

par comparaison de l’aire des différents pics du chromatogramme (figure II-8) sont 

respectivement de 40, 29, 22, 7 et sont en assez bon accord avec les résultats trouvés par 

spectrométrie de masse (tableau II-1). A ce stade de la synthèse, il serait possible de greffer la 

β-CD monoacide (16) sur le HA-ADH (8) via un couplage de type peptidique entre les 

fonctions hydrazide du HA-ADH et l’acide carboxylique de la β-CD monoacide. Nous avons 

donc tenté de coupler la β-CD monoacide (16) au HA-ADH (8). Pour se faire, la β-CD 

monoacide est préalablement activée sous forme d’ester de N-hydroxysuccinimide [56] via la 

DCC. Néanmoins, ces essais n’ont pas été concluants puisque les dérivés de HA que nous 

avons obtenus sont très faiblement substitués (DS ~ 1 %) ce qui peut être dû, en partie, à 

l’hydrolyse partielle de l’ester intermédiaire [57] en milieu aqueux.  

 

I.3.3 Synthèse d’un dérivé monoaldéhydique protégé de la β-CD 
 

Ces tentatives non concluantes nous ont conduits à introduire une fonction aldéhyde 

sur la β-CD monoacide toujours dans l’optique de mettre à profit la haute réactivité entre un 

aldéhyde et une fonction hydrazide. 

β-CD  
initiale 

β-CD monoacide 

β-CD diacide 

β-CD triacide 
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Dans cet objectif, nous avons fait réagir la β-CD monoacide avec la 2,2-

diméthoxyéthylamine, disponible commercialement, en utilisant des conditions de couplage 

peptidique [58] en présence de HOBt [22] et de DIC (schéma II-6). La β-CD modifiée est 

purifiée par précipitation dans l’acétone. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Schéma II- 6 : Synthèse de 6I-[O-((N-(2,2 diméthoxyéthyl)-amidométhoxy)-imino)]-6I-désoxy-
cyclomaltoheptaose ou β-CD monoacétal (18) 

 

Ainsi, on récupère une β-CD monofonctionnalisée par un aldéhyde protégé (18) : 6I-

[O-((N-(2,2diméthoxyéthyl)-amidométhoxy)-imino)-6I-désoxy-cyclomaltoheptaose, que nous 

nommerons par la suite β-CD monoacétal, avec un très bon rendement de 84%. 

La β-CD monoacétal a été caractérisée entièrement par RMN 1H et 13C à une et deux 

dimensions et sa pureté a été vérifiée par spectrométrie de masse (ESI-MS). 

 

I.3.4 Caractérisation structurale des dérivés de β-CD 
 

Afin de caractériser la structure de chacun des dérivés de la β-CD (16) et (18) 

synthétisés, nous avons eu recours à des expériences de RMN proton 1H et carbone 13C, mono 

et bidimensionnelles. Une étude par spectrométrie de masse haute résolution a également été 

effectuée. 

I.3.4.1 Analyse structurale des composés par RMN  

 

Dans un premier temps, les spectres proton et carbone à une dimension de la β-CD 

monoacide (16) et de la β-CD monoacétal (18) ont été mesurés dans D2O. Toutefois, la RMN 

à une dimension ne suffit pas pour attribuer tous les protons et les nombreux signaux 13C. De 

plus, il faut souligner que les protons des unités glucose de la partie cyclodextrine sont 

 

18 
16  
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 DIC, HOBt  
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       84 % 17 
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inéquivalents en raison de la perte de symétrie de la β-CD provoquée par la monosubstitution. 

Ils ont donc tous un déplacement chimique différent. 

Pour réaliser l’attribution des spectres RMN 1H et 13C des dérivés de β-CD, nous 

avons donc eu recours à la RMN bidimensionnelle. La stratégie générale employée a consisté 

à effectuer l’attribution des signaux proton et carbone par des expériences bidimensionnelles 

de type COSY, TOCSY et HMQC. 

Celles-ci nous fournissent de précieuses informations sur les couplages scalaires entre 

protons (COSY, TOCSY) et entre protons et carbones (HMQC). L’illustration est faite sur 

l’exemple de la β-CD monoacétal (18). 

I.3.4.1.1 Attribution du spectre proton de la β-CD monoacétal (18) 
 

Sur le spectre RMN 1H monodimensionnel du composé (18) présenté sur la figure II-9, 

enregistré à 298 K dans D2O, certains signaux peuvent être facilement identifiés. 

 
 

 
 

Figure II- 9: Spectre RMN 1H (400 MHz, 298 K, D2O, 6 mg/mL) de la β-CD monoacétal (18) 
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Les différentes expériences TOCSY et l’expérience COSY vont permettre d’attribuer 

les signaux des protons H-1 à H-6 portés par les unités glucose en prenant comme proton de 

départ le proton anomère H-1. Il est également possible d’attribuer les signaux des protons H-

1’ à H-6’ portés par l’unité glucose monofonctionnalisée en prenant comme proton de départ 

le proton porté par l’alcène (Hi) facilement identifiable à 7,69 ppm (figure II-10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure II- 10: Agrandissement de la carte TOCSY (400 MHz, 298 K, D2O, 20 mg/mL, tm=100 ms) de 
la β-CD monoacétal (18) 

 

I.3.4.1.2 Attribution de la carte 2D HMQC de la β-CD mono acétal (18) 
 

La séquence HMQC (figure II-11) a été utilisée pour l’attribution complète des 

signaux 13C à partir des taches de corrélation hétéronucléaires via les couplages 1JC-H.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure II- 11 : Agrandissement de la carte HMQC de la β-CD monoacétal (100 MHz, 298 K, D2O, 20 
mg/mL) 
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Les mêmes expériences ont été effectuées avec la β-CD monoacide (16). 

 

I.3.4.2  Analyse par spectrométrie de masse 

 

Pour valider la structure des produits et évaluer leur pureté, nous avons également eu 

recours à la spectrométrie de masse basse et haute résolution. 

Les spectres de masse de la β-CD monoacide et de la β-CD monoacétal purifiées ont 

été acquis à l’aide d’une source électrospray (Q-TOF). Les cations et les anions formés dans 

la source d’ionisation sont détectés grâce à un détecteur à temps de vol. Le spectre de masse 

basse résolution du composé (18) est présenté figure II-12 et indique uniquement la présence 

de la β-CD monoacétal correspondant au pic de [M+Na]+ à m/z 1315,4. 

 

Figure II- 12 : Spectre de masse basse résolution ESI de la β-CD monoacétal dans CH3OH/H2O (1/1) 
avec détection en mode positif 

 

Les amas isotopiques mesurés sur l’ion [M+Na]+ de la β-CD monoacétal (18) (figure 

II-13 (a)) sont en accord avec les amas isotopiques théoriques (figure II-13 (b)), calculés à 

partir des formules brutes. Une mesure de masse exacte a été effectuée sur l’ion [M+Na]+ 

avec une résolution de 6000 en utilisant le polyéthylèneglycol (PEG) comme étalon interne. 

La masse théorique est de 1315,4287 et la masse mesurée est 1315,4285. 

 

 

 

 

 

[M+Na]+ à m/z à 1315,4 
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Figure II- 13: Amas isotopiques expérimentaux (a) et leur agrandissement (b), et amas isotopiques 
théoriques (c) de l’ion [M+Na]+ de la β-CD monoacétal (18) 

 

Toutes ces analyses confirment l’intégrité de la β-CD monoacétal (18). L’analyse 

RMN et les spectres de masse haute et basse résolution de la β-CD monoacide (16) non 

présentés ici confirment également sa structure et sa pureté. 

 

Nous avons donc synthétisé deux dérivés monofonctionnalisés de la β-CD. La 

préparation de ces produits a été effectuée à l’échelle de plusieurs grammes. Chacun de ces 

produits a fait l’objet d’une caractérisation structurale par spectroscopie RMN 1H et 13C mono 

et bidimensionnelle. Une analyse complémentaire par spectrométrie de masse a permis de 

confirmer la formule brute de ces dérivés et de contrôler leur pureté. Il sera dans un deuxième 

temps important de vérifier que les β-CDs modifiées conservent leurs propriétés d’inclusion. 
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I.4 . Synthèse des dimères de β-CD et d’adamantane  
 

La stratégie que nous avons employée consiste à effectuer une synthèse commune pour 

les premiers intermédiaires conduisant à un dérivé carboné “biantenné” qui sera lors de la 

dernière étape fonctionnalisé soit par la β-CD monofonctionnalisée soit par l’adamantane 

comme le montre la figure II-14. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure II- 14 : Représentation schématique des dimères de β- cyclodextrine (a) et d’adamantane (b) ; 
les fonctions aldéhyde signalées sur (a) et (b) permettront le greffage covalent sur le polymère 

 
 

I.4.1 Synthèse d’un dérivé carboné “biantenné” pour la synthèse 

des dimères de β-CD et d’adamantane 

 

 La synthèse du squelette carboné “biantenné” a été effectuée à partir de la bis(3-

aminopropyl)amine (19) communément nommée norspermidine dont la structure est rappelée 

sur la figure II-15. 

 

 

 

 
Figure II- 15 : Structure de la norspermidine 
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Pour les raisons expliquées au début du chapitre, notre choix s’est porté sur l’introduction 

d’une fonction aldéhyde sur l’amine secondaire. Les amines primaires sont utilisées pour 

introduire l’AD et la β-CD. Le squelette carboné “biantenné” est obtenu en 4 étapes et le 

schéma de synthèse est représenté sur le schéma II-7. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Schéma II- 7 : Préparation du squelette carboné “ biantenné ” 
Conditions : a) CH2Cl2, TA, 48h ; b) pyridine, CH2Cl2, TA, 1h ; c) Et3N, HOBt, DCC, DMF, TA, 

48h ; d) Pd/C, H2, TA, 3h. Abréviation : Cbz, benzyloxycarbonyle 
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La modification sélective de la fonction amine secondaire de la norspermidine (19) 

nécessite une étape de protection des amines primaires. Les fonctions amine primaires sont 

protégées par des groupements benzyloxycarbonyle (Cbz) [59], relativement résistants à une 

grande variété de conditions expérimentales et ne nécessitant pas de conditions drastiques lors 

de la déprotection [60,61]. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de 

silice. Le rendement n’est pas satisfaisant (seulement 30 %) ce qui peut s’expliquer par la 

formation des composés tri- et mono- protégés et par la présence d’une fraction du composé 

initial. 

Le composé (23) a été obtenu par réaction de la diamine protégée (21) avec 

l’anhydride succinique (22) [62] dans le dichlorométhane. L’attaque nucléophile de l’amine 

secondaire sur le carbone électrophile de l’anhydride succinique conduit à l’ouverture du 

cycle et à la formation d’un acide carboxylique. La présence de la pyridine dans le milieu 

permet d’exacerber la nucléophilie de l’amine secondaire ce qui favorise l’attaque sur le 

cycle. La réaction est très efficace puisqu’il suffit d’une heure pour obtenir un très bon 

rendement de 80 %. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice. 

La fonction acide carboxylique provenant de l’ouverture du cycle de l’anhydride 

succinique offre la possibilité de créer des liaisons amide. Le composé (25) est donc obtenu 

par un couplage de type peptidique avec la 2,2-diméthoxyéthylamine (24), dans le DMF, en 

présence des deux réactifs de couplage, le DCC [21] et le HOBt [22] et de la triéthylamine. Le 

résidu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice. Le rendement moyen de la 

réaction (51 %) est probablement lié à une perte partielle du produit, piégé dans le précipité de 

DCU formé lors de la réaction.  

Les fonctions amine du composé (25) sont facilement déprotégées par une 

hydrogénolyse [60,61] dans le méthanol en présence d’une quantité catalytique de palladium 

sur charbon avec un rendement tout à fait satisfaisant de 80 %.  

Le squelette carboné “biantenné” (26) et les composés intermédiaires (21, 23, 25) ont 

été entièrement caractérisés par RMN 1H et 13C. Leur structure et leur pureté ont été 

confirmées par spectrométrie de masse basse et haute résolution.  

Pour le composé (23), comme pour les composés (25) et (26), on observe un 

dédoublement des signaux RMN (figure II-17) caractéristiques des protons et des carbones 

des deux branches (a) et (a’) (figure II-16).  
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Figure II- 16: Inéquivalence magnétique des deux branches (a) et (a’) du composé (23) 

 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
Figure II- 17 : Agrandissement de la carte HMQC du composé (23) (400 MHz, 298K, CDCl3, 20 

mg/mL) 
 

 

En effet, les spectres RMN 1H et 13C montrent une inéquivalence entre les protons α et 

α’, β et β’, γ et γ’, les 2 (CH2-Ph) et les protons des deux cycles aromatiques (figure II-17). 

Par exemple, les protons des groupements (CH2)γ et (CH2)γ’ ne sont pas magnétiquement 

équivalents puisqu’ils ont des déplacements chimiques différents : 2 protons de l’un des 2 

CH2 apparaissent sous forme de multiplet à δ = 3,25 ppm et les 2 autres protons apparaissent à 

δ = 3,1 ppm. Il en est de même pour les déplacements chimiques des carbones : 1 carbone des 
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deux groupements (CH2) γ ou γ’ apparaît à 46,9 ppm et l’autre à 44, 2 ppm. Toutefois, les 

deux protons portés par le même carbone, par exemple (CH2)γ  sont chimiquement et 

magnétiquement équivalents puisque les spectres RMN ne nous indiquent aucun couplage 

géminal. 

Ce phénomène s’explique vraisemblablement par l’existence d’un équilibre entre 2 

formes mésomères comme montré sur le schéma II-8. Les paires d’électrons libres sur l’atome 

d’azote, sur l’atome d’oxygène et la double liaison du carbonyle C=O provoquent un 

phénomène de résonance [63]. 

 

 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

Schéma II- 8: Formules limites de résonance 
 

 

A température ambiante, cet échange est plus lent que l’échelle des temps de RMN ce 

qui explique que la molécule est “vérouillée” dans une certaine conformation : le mésomère 

A’. Etant donné que la simple liaison C-N acquiert un caractère de double liaison, la libre 

rotation autour de la liaison C-N de l’amide est limitée ce qui conduit à la formation de 2 

isomères : un cis et l’autre trans [64-66]. 

Lorsque la température augmente, la vitesse de rotation autour de la liaison C-N 

devient de plus en plus importante : on observe le mésomère A. Il y a donc libre rotation 

autour de la liaison C-N ce qui entraîne un échange perpétuel des 2 isomères initialement 

trans et cis, plus rapide que l’échelle des temps de la RMN. 

Plusieurs spectres RMN 1H du composé (23) ont été effectués à différentes 

températures (de 298 K à 353 K). A 353 K, aucun dédoublement de signaux n’est observé 

(figure II-18).  
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Figure II- 18 : Agrandissement des spectres RMN 1H (400 MHz, CDCl3, 6 mg/mL) du composé (23) 
sur la gamme de 1,5 à 3,5 ppm à 298 K (a) et à 353 K (b) 

 

On n’observe alors plus qu’un seul déplacement au barycentre des deux précédents. 

Les caractérisations que nous venons de présenter indiquent que nous avons bien 

obtenu la structure “biantennée” désirée qui servira d’espèce intermédiaire pour synthétiser le 

dimère de β-cyclodextrine et le dimère d’adamantane.  

 

I.4.2 Obtention des dimères de β-CD et d’adamantane 
 

Comme nous l’avons détaillé au début de ce chapitre, le greffage des β-cyclodextrines 

et des groupements adamantane sur le squelette carboné “biantenné” s’appuie sur des 

couplages de type peptidique (schéma II-9). 
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Schéma II- 9 : Synthèse des dimères de β-CD (27) et d’adamantane (29) 
Conditions : a) DIC, HOBt, DMF, TA, 24h ; b) Et3N, DCC, HOBt, DMF, TA, 48h 

 

La synthèse du dimère de β-cyclodextrine (27), résultant du couplage entre le composé 

(26) et la β-CD monoacide (16), a été effectuée dans des conditions similaires à celles 

utilisées pour la synthèse de la β-CD monoacétal c'est-à-dire en présence de DIC et de HOBt 

dans le DMF avec un rendement tout à fait acceptable de 67 %.  

La synthèse du dimère d’adamantane (29) s’appuie sur le couplage entre le composé 

(26) et l’acide (1-adamantyl)acétique (28) en présence de DCC, de HOBt et de EtN3 dans le 

DMF avec un rendement assez faible de 43 %, ce qui peut être dû, comme expliqué 

auparavant, à la perte partielle du produit dans le précipité de DCU. 
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Dans les deux cas, il est nécessaire d’utiliser un excès d’acide carboxylique par rapport 

au composé (26) soit 2,2 éq. molaires de β-CD monoacide (16) et 2,2 éq. molaires d’acide (1-

adamantyl)acétique (28) pour s’assurer que la bifonctionnalisation soit effective. Les 

conditions expérimentales utilisées pour ces deux synthèses sont récapitulées dans le tableau 

II-2 : 

 

 Composé (26) CD-COOH (16)  DIC HOBt  Rendement 

Dimère de β-CD (27) 1 2,2 8,8 4,4  67 % 

 Composé (26) AD-(COOH) (28) DCC HOBt Et3N Rendement 

Dimère d’AD (29) 1 2,2 2,6 2,2 1,1 43 % 

 
Tableau II- 2 : Résumé des conditions expérimentales (en équivalent molaire) utilisées pour la 

synthèse des dimères de β-CD (27) et d’adamantane (29) 
 

 

Les dimères de β-CD et d’adamantanne ne sont pas purifiés de la même façon. 

Concernant le dimère de β-CD, le milieu réactionnel est précipité dans l’acétone afin 

d’éliminer les réactifs en excès mais cette méthode ne permet pas de séparer les différents 

composés obtenus (composé constitué d’une seule molécule de β−CD et β-CD initiale). Ceux-

ci ont été séparés par chromatographie d’exclusion stérique sur colonne Biogel en utilisant de 

l’eau comme éluant. Quant au dimère d’adamantane, il est purifié par chromatographie sur 

colonne de gel de silice.  

 

Les dimères de β-CD et d’adamantane ont été entièrement caractérisés par RMN et par 

spectrométrie de masse haute et basse résolution. 

 

I.4.2.1 Analyse structurale des composés par RMN 
 

Afin de caractériser la structure du dimère de β-CD (27) relativement complexe, nous 

avons eu recours à des expérience de RMN du proton et du carbone, mono et 
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bidimensionnelle analogues à celles utilisées pour la caractérisation des monomères de β-CD 

monofonctionnalisée. Le spectre RMN proton enregistré dans D2O à 298 K est présenté figure 

II-19. 

 

 
 

 
 

Figure II- 19: Spectre RMN 1H du dimère de β-CD (27) (400 MHz, 298 K, D2O, 6mg/mL) 
 

 

Ce spectre RMN 1H montre bien la présence du composé attendu avec ses signaux 

caractéristiques. On observe toujours le phénomène de dédoublement des signaux dû à la 

présence simultanée des isomères cis et trans. Par exemple, les protons Hi et Hi’ sont associés 
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à des doublets de déplacements chimiques différents. Grâce à l’intégration des signaux 

caractéristiques, par exemple, des 2 CH2 (β et β’) de l’unité “biantennée” carbonée et des 

protons anomères H-1 des β-CDs, nous pouvons confirmer la présence de deux cavités de β-

CD par unité  “biantennée”.  

Le dimère d’adamantane a également été caractérisé par RMN et grâce à l’intégration 

des signaux caractéristiques des protons de l’unité “biantennée” et des protons des 

groupements adamantane, nous nous sommes assurés de la présence des 2 molécules 

d’adamantane par unité carbonée “biantennée”. 

I.4.2.2 Analyse par spectrométrie de masse 
 

Le spectre de masse basse résolution du composé (27) (figure II-20) indique la présence de 

plusieurs composés. 

 
 

Figure II- 20 : Spectre de masse basse résolution ESI en mode positif du composé (27) dans 
CH3OH/H2O (1/1) 
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On observe les ions dichargé [M+2Na]++ à m/z 1370 et monochargé [M+Na]+ à m/z 

2718 du composé (27). L’ion noté [BH2+Na]+ à m/z 457 correspond à un composé issu de la 

décomposition du dérivé (27). L’ion noté [AH+Na]+ m/z 1586,6 correspond au composé avec 

une seule cavité de β-CD. L’ion m/z 1151,8 peut correspondre à une fragmentation de (27) 

conduisant à l’obtention d’un nitrile sur une β-CD. Cet ion, possédant une fonction nitrile, a 

également été observé sur le spectre de masse de la β-CD monoacide ce qui prouve que les 

différents composés observés sur le spectre sont formés lors du processus d’ionisation et non 

lors de la synthèse chimique.  

 
Figure II- 21 : Amas isotopique expérimentaux (a) et leur agrandissement (b), et amas isotopiques 

théoriques (c) de l’ion [M+2Na]++ du dimère de β-CD (27) 
 

La mesure en haute résolution a été effectuée sur l’ion dichargé [M+2Na]++. Les amas 

isotopiques de l’ion [M+2Na]++ du composé (27) (figure II-21 (b)) sont en accord avec les 

amas isotopiques théoriques (figure II-21 (c)), calculés à partir des formules brutes. Une 

mesure de masse exacte a été effectuée sur l’ion [M+2Na]++ avec une résolution de 8000 en 

utilisant du PEG comme étalon interne. Le m/z théorique est de 1369,4631 et le m/z mesuré 

est de 1369,4640. 

 

(b) 

(c) 

(a) 



Chapitre II : Synthèse des molécules modèles et des assemblages supramoléculaires à base de 
hyaluronane 

 105

La pureté et la structure du dimère d’adamantane ont également été vérifiées par 

spectrométrie de masse. 

 L’étape suivante est le greffage de ces différentes molécules sur la chaîne 

polysaccharidique de hyaluronane. Puisque les greffons présentent des structures chimiques 

relativement complexes, l’optimisation des conditions expérimentales de chacun des 

couplages s’est avérée nécessaire. 

 

I.5 Greffage des différents composés sur le hyaluronane : 
obtention des dérivés HA(CD), HA(AD), HA(CD)2 et HA(AD)2 

 

I.5.1 Principe du greffage  

 

Comme expliqué au début de ce chapitre, le couplage des monomères et des dimères 

de β-CD et d’adamantane avec le HA-ADH repose sur une réaction de type amination 

réductrice, plus particulièrement sur la formation d’une liaison hydrazone stabilisée par une 

réduction. King et coll. ont optimisé l’étape de réduction et ont montré que la cinétique de la 

réaction dépend directement du pH. Elle est plus rapide à une valeur de pH faible (valeur 

optimale du pH : 3,6) [7]. Toutefois, étant donné qu’une valeur de pH ≤ 4 provoque 

l’hydrolyse partielle de l’hydrazone intermédiaire, nous avons choisi d’effectuer la réaction à 

une valeur de pH intermédiaire, égal à 5,1. Par ailleurs, il est nécessaire d’utiliser un large 

excès de réducteur avec un temps de réaction suffisamment long (20 heures minimum).  

Le but étant d’étudier l’influence de l’énergie et de la stabilité des jonctions 

interchaînes sur les propriétés physico-chimiques des assemblages supramoléculaires, nous 

nous sommes fixés comme objectif la synthèse de dérivés HA(CD) et HA(CD)2 avec le même 

taux de greffage en cavité de cyclodextrine, à savoir 5 %, c'est-à-dire 5 cavités de β-CD en 

moyenne toutes les 100 unités disaccharidiques et la synthèse de dérivés HA(AD) et 

HA(AD)2 avec le même taux de greffage en AD, soit 6 %. 
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I.5.2 Synthèse du HA porteur de monomères de β-CD, HA(CD) et 

du HA porteur de dimères de β-CD, HA(CD)2  

 

Le greffage du monomère et du dimère de β-CD sur le HA porteur de bras hydrazide a 

nécessité la déprotection de la fonction aldéhyde. La β-CD monoacétal (18) et le dimère de β-

CD (27) sont donc traités en milieu aqueux acide [39] à 55°C pendant 3 heures. On obtient 

ainsi les composés (30) et (31) (figure II-22). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 
II- 22 : Monomère de β-CD et dimère de β-CD  possédant une fonction aldéhyde obtenus après 

déprotection de la β-CD monoacétal (18) et du dimère de β-CD (27) 
 

 

Ces dérivés de β-CD possédant une fonction aldéhyde sont ensuite mis en réaction 

avec le HA porteur de bras hydrazide (HA-ADH), solubilisé en milieu aqueux, en présence 

d’un large excès de NaCNBH3 à pH = 5,1 selon le schéma II-10 : 
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Schéma II- 10: Synthèse des dérivés HA(CD) (32) a) et HA(CD)2 (33) b) 
 

 

avec R = O-Na+ 

ou  

ou 

32 

HA(CD) 

HA-COOR

avec R = O-Na+ 

HA-COOR 

ou 

33 

ou

HA(CD)2 

NaCNBH3, 
H2O, pH = 5,1 

24h, TA 

a) 
30 

b) 

avec R = O-Na+ 

ou 

HA-ADH 
8 

HA-COOR 

31 



Chapitre II : Synthèse des molécules modèles et des assemblages supramoléculaires à base de 
hyaluronane 

 108

Les conditions expérimentales utilisées pour la synthèse des dérivés HA(CD) a) et 

HA(CD)2 b) sont récapitulées dans le tableau II-3. 

 

a) 
HA 
(eq. 

molaire)  
monomère CD-acétal 

(eq. molaire) 
NaCNBH3 

(eq. 
molaire) 

rendement
massique 

taux de 
greffage en CD 

taux* 
d’hydratation* 

 1 0,3 9 77 % 5 % ± 1% 9 % 

b) 
HA 
(eq. 

molaire)  
dimère (CD)2-acétal 

(eq. molaire) 
NaCNBH3 

(eq. 
molaire) 

rendement
massique 

taux de 
greffage en CD 

taux 
d’hydratation* 

 1 0,15 4,5 88 % 5 % ± 1% 9 % 

* mesuré par thermogravimétrie 
Tableau II- 3 : Récapitulatif des conditions utilisées pour la synthèse du HA(CD) et du HA(CD)2 

 

Comme montré dans le tableau ci-dessus, ces réactions ne sont pas quantitatives. Pour 

les 2 réactions a) et b), il est nécessaire d’utiliser un excès de β-CD monoacétal (18) et un 

excès de dimère de β-CD (27) par rapport au taux de greffage désiré. Dans le but d’optimiser 

ces réactions de couplage avec le polymère, nous avons étudié d’une part l’influence de la 

quantité de réducteur (ajout de 20 éq. molaires de NaCNBH3) et d’autre part le temps de 

réaction (5 jours au lieu de 24 heures). Ces conditions expérimentales n’apportent aucune 

amélioration puisque le taux de greffage en β-CD est toujours de 5 %. Etant donné que ce 

type de réaction est bien connu au laboratoire et qu’elle est, avec d’autres aldéhydes, 

quantitative, il est probable que le problème soit lié à l’aldéhyde [67].  

Pour la réaction b), la synthèse du dérivé HA(CD)2, la quantité de dimère de β-CD 

(27) ajoutée au HA-ADH est 2 fois plus faible que celle du monomère de β-CD (18) en raison 

des 2 cavités de cyclodextrine par unité carboné “biantennée” et parce que l’on souhaite 

obtenir des polymères avec le même nombre de β-CD par chaîne. 

Ces réactions sont laissées sous vive agitation pendant 24 heures et une légère 

augmentation de pH est observée. Cet accroissement de pH peut s’expliquer par la réduction 

partielle concomitante de la liaison oxime présente sur le monomère et le dimère de β-CD par 

NaCNBH3 [68,69]. En effet, la réduction de cette liaison s’accompagne d’une augmentation 

de pH puisqu’elle consomme des ions H+. Afin de maintenir le pH à 5,1, une solution d’HCl 

0,1 M est utilisée. La réduction de la liaison hydrazone est largement favorisée puisque le pH 

de la réaction n’est pas optimal pour la réduction totale de la liaison oxime (pH = 3-4). Le 
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milieu réactionnel est ensuite ajusté à pH = 7,5, ce qui permet l’ionisation totale des 

groupements carboxylate du hyaluronane et favorise donc sa solubilité. 

Les dérivés HA(CD) et HA(CD)2 sont purifiés par une ultrafiltration puis isolés par 

lyophilisation. Il s’est avéré, en effet, que la précipitation en milieu hydroalcoolique salin 

(afin d’écranter les répulsions électrostatiques) n’est pas une bonne méthode de purification 

pour isoler ces dérivés. Les dérivés HA(CD) et HA(CD)2 isolés dans de telles conditions 

montrent des comportements fortement associatifs en solution liés vraisemblablement à des 

interactions fortes de type liaisons hydrogène dues aux cavités de β-CD pendantes le long des 

chaînes macromoléculaires. Ces interactions créées in situ semblent irréversibles puisque les 

tentatives effectuées pour les dissocier, par resolubilisation du produit en milieu aqueux à pH 

13 puis chauffage de la solution à 50°C pendant 2 heures suivis d’une reprécipitation du 

produit, n’ont pas été concluantes. 

Les rendements massiques, 77 % et 88 %, obtenus pour ces 2 réactions sont tout à fait 

satisfaisants. 

 
Les dérivés HA(CD) (32) et HA(CD)2 (33) ont été entièrement caractérisés par RMN 

proton à 353 K et les spectres ((A) et (B)) obtenus, présentés sur la figure II-23, nous ont 

permis de déterminer les DS des polymères, donc les taux de greffage en β-CD. 
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Figure II- 23: Spectres RMN 1H (400 MHz, 353 K, D2O, 6 mg/mL) du dérivé HA(CD) (spectre (A)) et 
du dérivé HA(CD)2 (spectre (B)) 
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Tout d’abord, de façon quantitative, nous voyons que les taux de greffage en β-CD 

sont similaires pour les dérivés HA(CD) et HA(CD)2 puisque les intégrations des signaux 

caractéristiques des protons anomères : H-1 et H-1’ (I2) des β-CDs pour les 2 spectres (A) et 

(B) sont très proches (0,318 et 0,311). 

Pour le dérivé HA(CD)2 (figure II-23, spectre (B)), nous observons en plus les signaux 

caractéristiques des protons de l’unité carbonée “biantennée” ((CH2)a et b, (CH2)γ et γ’) avec une 

très faible intensité. Ce manque de sensibilité ne nous permet d’ailleurs ni de distinguer les 

multiplicités des signaux ni d’observer les 2 doublets de Hi et Hi’ mettant en évidence les 

isomères cis et trans. 

Les taux de greffage en β-CD, pour les deux polymères modifiés sont calculés de 

façon similaire, c'est-à-dire par intégration des signaux caractéristiques des protons anomères 

des β-CD (H-1, H-1’) en considérant les protons anomères du hyaluronane comme référence 

interne.  

Taux de greffage en β-CD = (I2) / (n × I1) = 0,320 / 7 = 0,046 (spectre (A)) 

Taux de greffage en β-CD = (I2) / (n × I1) = 0,318 / 7 = 0,045 (spectre (B)) 

 

où n = 7 est le nombre de protons anomères des cavités de β-CD. 

Nous pouvons donc admettre que le taux de greffage en β-CD pour les 2 dérivés 

HA(CD) et HA(CD)2 est égal à 5 % ± 1 %. Les propriétés physico-chimiques de ces 

polymères modifiés seront discutées en détail dans le chapitre III. 

 

I.5.3 Synthèse du HA porteur de monomères d’adamantane, 
HA(AD) et du HA porteur de dimères d’adamantane, 
HA(AD)2  

 

La synthèse des dérivés HA(AD) et HA(AD)2 s’appuie sur des conditions similaires à 

celles décrites dans la partie 1.5.2 pour les dérivés HA(CD) et HA(CD)2 c'est-à-dire des 

conditions d’amination réductrice. Néanmoins, étant donné la nature hydrophobe de 

l’adamantane, le greffage sur le polymère est effectué en milieu hydroalcoolique (eau/EtOH).  

La première étape mène à l’obtention du monomère et du dimère d’adamantane 

possédant une fonctionnalité aldéhydique. Le monomère d’adamantane est le 2-(1-

adamantyl)aldéhyde, obtenu par oxydation au dichromate de pyridinium du 2-(1-
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adamantyl)éthanol. Quant au dimère d’adamantane, la fonction aldéhyde est déprotégée dans 

un mélange à base d’acide trifluoroacétique (TFA) : CH2Cl2/(TFA/H2O) [70]. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure II- 24 : Monomère d’adamantane (34) et dimère d’adamantane (35) possédant une fonction 
aldéhyde 

 
 

Ces dérivés aldéhydiques d’adamantane réagissent avec le HA-ADH en milieu 

hydroalcoolique, en présence de NaCNBH3 à pH = 5,1. Le schéma réactionnel de la synthèse 

des dérivés HA(AD) et HA(AD)2 est représenté sur le schéma II-11. 
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Schéma II- 11: Synthèse des dérivés HA(AD) (36) a) et HA(AD)2 (37) b) 
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Les conditions expérimentales utilisées pour les deux synthèses a) et b) sont résumées 

dans le tableau II-4. 

 

a) 
HA 
(eq. 

molaire)  
monomère AD-CHO 

(eq. molaire) 
NaCNBH3 

(eq. 
molaire) 

rendement
massique 

taux de 
greffage en AD 

taux 
d’hydratation* 

 1 0,25 7,5 90 % 6 % ± 1% 15 % 

b) 
HA 
(eq. 

molaire)  
dimère (AD)2-acétal 

(eq. molaire) 
NaCNBH3 

(eq. 
molaire) 

rendement
massique 

taux de 
greffage en AD 

taux 
d’hydratation* 

 1 0,1 4,5 70 % 6 % ± 1 % 25 % 

* déterminé par thermogravimétrie 
Tableau II- 4 : Récapitulatif des conditions expérimentales utilisées pour la synthèse des dérivés 

HA(AD) a) et HA(AD)2  b) 
 

Comme dans le cas du couplage avec les dérivés de β-CD, la réaction n’est pas 

quantitative puisqu’il est nécessaire d’ajouter un excès de AD-CHO et de dimère (AD)2-acétal 

par rapport au taux de greffage souhaité. Compte tenu des 2 molécules d’adamantane par 

dimère, 0,1 éq. molaires de (AD)2-CHO suffisent pour obtenir un taux de greffage en AD de 

6%. Les polymères modifiés sont isolés et purifiés par précipitation avec de l’EtOH après 

écrantage des charges grâce à un ajout de NaCl et par différents lavages successifs. La 

purification par précipitation, suivie par une étape de séchage à l’air, peut expliquer les taux 

d’hydratation plus élevés que ceux obtenus pour les dérivés HA(CD) et HA(CD)2 , isolés par 

lyophilisation. Par ailleurs, contrairement aux dérivés HA(CD) et HA(CD)2, on ne constate 

pas de problème de reproductibilité concernant les propriétés en milieu aqueux des produits 

isolés par précipitation, ce qui tend à confirmer que les cavités de β-CDs greffées sur le 

polymère en sont responsables. 

Les rendements massiques de ces couplages (90 % et 70 %) sont tout à fait 

satisfaisants. 

 

Comme dans le cas des dérivés HA(CD) et HA(CD)2, les degrés de substitution des 

polymères modifiés, donnant accès aux taux de greffage en AD, ont été déterminés grâce à 

l’analyse par RMN proton à 353 K (figure II-25). 
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Figure II- 25 : Spectres RMN 1H (400 MHz, 353 K, D2O, 6 mg/mL) du dérivé HA(AD) (spectre (A)) 
et du HA(AD)2 (spectre (B)) 
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Le DS du HA(AD) en monomère d’adamantane est calculé par intégration des signaux 

caractéristiques des protons Hv de la molécule d’adamantane (figure II-25, spectre (A)) en 

prenant comme référence interne les protons anomères du hyaluronane :  

 

DS = (I2) / (n × I1) = 0,368 / 6 = 0,061 (spectre (A)) 

 

où n = 6 correspond aux 6 protons Hv de l’adamantane; le taux de greffage en adamantane est 

donc de 6 % ± 1%. 

Pour le dérivé HA(AD)2 (spectre (B)), nous observons en plus les signaux 

caractéristiques des protons de l’unité carbonée “biantennée” ((CH2)a et b’) avec, comme pour le 

HA(CD)2, une très faible intensité. Dans le cas de ce polymère (spectre (B)), il ne serait pas 

correct de considérer les protons anomères du hyaluronane comme référence interne égale à 1. 

En effet, le pic résiduel de l’eau relativement large fausse l’intégration des protons H-1 et H-

1’ du HA. 

Etant donné que le DS du HA-ADH dont dérive le HA(AD)2 vaut 8 %, nous avons 

choisi comme référence interne un groupement CH2 (I1) du bras hydrazide greffé sur le HA. 

Le taux de greffage en AD est déterminé via l’intégration des protons Hu et Hv de la molécule 

d’adamantane.  

 

Taux de greffage en AD = ((I2) / (n)) × DS (HA-ADH) = (17,2 / 24) × 0,08 = 0,057 

(spectre (B)) 

 

où n = 24 correspond au nombre de protons Hu et Hv de la molécule d’adamantane 

apparaissant à ce déplacement chimique, et le DS (HA-ADH) a été déterminé préalablement 

(partie 1.2.2.1). 

Le taux de greffage en AD est donc de 6 % ± 1 % ce qui correspond à un DS en 

dimères d’AD de 3 % puisqu’il y a deux molécules d’AD par dimère. 

Les propriétés physico-chimiques et le comportement en milieu aqueux de ces dérivés 

du HA seront présentés dans le chapitre III. 

 

Nous avons donc synthétisé différents dérivés du hyaluronane originaux modifiés 

chimiquement de façon contrôlée et sélective en introduisant en position 6 de l’unité 
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glucuronique des greffons de structure chimique variée à base de β-CD et à base 

d’adamantane. 

 

II Synthèses de molécules modèles pour l’étude physico-
chimique 

 
Le chapitre III consistera, entre autre, à déterminer l’énergie des différents complexes 

d'inclusion par des expériences de microtitration calorimétrique. Etant donné que les 

propriétés thermodynamiques varient d’un complexe à un autre selon la structure des 

molécules hôte et invité, il est nécessaire de toutes les étudier d’un point de vue 

thermodynamique. Il semble naturel de s’intéresser en premier lieu aux molécules libres hôtes 

et invitées non greffées sur le hyaluronane : 

 

i. à base de β-CD : les β-CD naturelles et monofonctionnalisées sous forme de 

monomère et la β-CD sous forme de dimère 

ii. à base d’adamantane : l’AD sous forme de monomère et de dimère 

 

Tous nos systèmes sont étudiés en milieu aqueux. Toutefois, l’acide (1-

adamantyl)carboxylique et le dimère d’adamantane ne sont pas solubles dans l’eau. Il a donc 

fallu synthétiser de nouveaux dérivés de structure similaire mais hydrosolubles. 

La stratégie a consisté à contrebalancer l’hydrophobie de ces molécules en introduisant 

un groupement carboxylate hydrophile dans le cas du monomère d’AD et par analogie, 2 

groupements carboxylate dans le cas du dimère (figure II-26).  

 

 

 

 

 

 

Figure II- 26 : Représentation schématique de l’introduction de charges sur les molécules à base 
d’adamantane 

- -- -

groupement adamantane 

  -  charge apportée par un   
      groupement carboxylate 
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II.1 Synthèse du sel de sodium de l’acétate d’adamantane 

 

Afin d’obtenir un groupement adamantane soluble dans l’eau, il suffit de traiter l’acide 

1-(adamantyl)acétique par une solution aqueuse de NaOH 0,3 M (addition de 1,1 éq. molaires 

de NaOH). Après lyophilisation, on récupère alors un sel de sodium de l’acétate 

d’adamantane hydrosoluble (figure II-27). 

 

 

 

 

 
 
 

Figure II- 27 : Structure chimique du sel de sodium de l’acétate d’adamantane (ADAc) 
 
 

II.2 Synthèse de l’unité “biantennée” hydrosoluble à base 
d’adamantane 

 
La synthèse de ce dimère d’adamantane avec deux fonctions carboxylate repose sur un 

schéma de synthèse similaire à celui décrit précédemment pour la préparation du dimère 

d’adamantane (29). La 2,2-diméthoxyéthylamine est ici remplacée par l’acide L-aspartique 

protégé sous forme de di-tert-butyl-ester (39) (schéma II-12). 
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Schéma II- 12 : Préparation du dimère d’adamantane soluble dans l’eau 

Conditions : a) Et3N, HOBt, DCC, DMF, TA, 36h; b) Pd/C, H2, MeOH,  TA, 3h ; c) Et3N, HOBt, 
DCC, DMF, TA, 36h ; d) CH2Cl2/TFA puis NaOH, TA, 12h. Abréviation : Cbz, benzyloxycarbonyle 
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Le couplage de l’acide L-aspartique protégé sous forme de di-tert-butyl-ester (39) avec 

le composé (23) dont la synthèse a été précédemment décrite s’effectue via un couplage de 

type peptidique. Le composé (40) est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice 

avec un rendement tout à fait satisfaisant (84%).  

Les fonctions amine du composé (40) sont déprotégées par une hydrogénolyse [61] 

dans le méthanol en présence de palladium sur charbon avec un rendement tout à fait 

satisfaisant (85 %).  

Le greffage des groupements acide 1-adamantyl acétique (28) sur le composé (41) 

s’appuie également sur un couplage de type peptidique et le résidu est purifié par 

chromatographie sur colonne de gel de silice. 

Les fonctions ester sont hydrolysées dans un mélange CH2Cl2/TFA à température 

ambiante pendant 1 heure [71]. Le diacide obtenu, solubilisé dans un mélange EtOH/H2O 

(1/1, v/v) est traité par une solution aqueuse de NaOH 0,3 M (addition de 2,2 éq. molaires de 

NaOH). La solution est agitée pendant 12 heures à température ambiante afin d’atteindre 

l’équilibre puis elle est évaporée et lyophilisée. 
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Conclusion  
 

Nous avons mis au point des conditions de synthèse optimales permettant l’obtention de 

monomères et de dimères de β-CD et d’adamantane à l’échelle de plusieurs centaines de mg 

jusqu’au g. Chacun de ces produits a fait l’objet d’une caractérisation structurale par 

spectroscopie RMN 1H et 13C mono- et bidimensionnelle. Une analyse complémentaire par 

spectrométrie de masse a permis de confirmer la formule brute de ces composés et de 

contrôler leur pureté.  

Ces dérivés ont ensuite été introduits de manière contrôlée et sélective sur le HA 

conduisant à des polymères hôtes et invités originaux représentés schématiquement sur la 

figure II-28.  

 

 
Figure II- 28 : Représentation schématique des différents polymères hôtes et invités à base de 

hyaluronane 
 

  Nous avons accès, dans un premier temps, à des polymères possédant des monomères 

de β-CD et des dimères de β-CD aléatoirement greffés le long de la chaîne, le HA(CD) et le 

HA(CD)2, possédant le même nombre de cavités de β-CD par chaîne de polymère (5 %). 
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Dans un deuxième temps, nous avons obtenu des dérivés du HA portant des monomères 

d’adamantane et des dimères d’adamantane greffés également de façon aléatoire sur le 

polysaccharide, le HA(AD) et le HA(AD)2, avec le même nombre de molécules d’adamantane 

par chaîne macromoléculaire (6 %). Ceci permettra une comparaison rigoureuse des 

propriétés physico-chimiques de ces différents dérivés. 

Le mélange de ces différents polymères hôtes et invités devrait conduire à la formation 

d’assemblages supramoléculaires stabilisés par des jonctions labiles interchaînes, les 

complexes d’inclusion β-CD/AD, comme nous avons pu l’observer à partir d’échantillons de 

chitosanes modifiés [72].  
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Introduction 
 

Nous avons présenté dans le chapitre précédent l’obtention de molécules et 

macromolécules hôtes et invitées de structures différentes. L’un des objectifs de ce travail est 

de jouer sur la taille donc sur l’énergie des complexes d’inclusion interchaînes stabilisant les 

assemblages supramoléculaires. 

L’étude et la compréhension des propriétés physico-chimiques des différents systèmes 

obtenus reposent sur la caractérisation et la comparaison des différents complexes mis en jeu 

ainsi que sur l’analyse des propriétés en solution des polymères modifiés seuls. 

Les techniques physico-chimiques que nous avons choisies pour répondre à ces 

besoins sont la titration microcalorimétrique isotherme (ITC) et la rhéologie. La combinaison 

de ces deux techniques permet une analyse des propriétés microscopiques (ITC) et 

macroscopiques (rhéologie) des systèmes mis en oeuvre. Le lien entre les données 

thermodynamiques et le comportement rhéologique des systèmes formés permettra de mieux 

comprendre la relation entre leurs structures et leurs propriétés. 

Nous exposerons dans une première partie une étude détaillée du comportement en 

milieu aqueux des différentes molécules et macromolécules hôtes et invitées. Les propriétés 

de complexation des monomères et des dimères de β-CD et d’AD libres et des polymères 

hôtes et invités seront analysées à travers l’étude des donnés thermodynamiques obtenues par 

des expériences d’ITC. Des mesures de viscosité permettront de mieux appréhender les 

propriétés en solution des macromolécules hôtes et invitées. 

Après une étude des polymères hôtes et invités seuls, nous chercherons alors à 

déterminer les propriétés viscoélastiques des assemblages supramoléculaires résultant de leur 

mélange. La deuxième partie de ce chapitre concerne la caractérisation du comportement 

rhéologique des deux assemblages obtenus, à savoir les mélanges de HA(AD)/HA(CD) et de 

HA(AD)2/HA(CD)2. Nous présenterons, notamment, l’influence de divers paramètres 

externes (force ionique, concentration en polymère, température, addition d’une molécule 

compétitive) sur les propriétés viscoélastiques des deux types de mélange. 
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I Comportement en milieu aqueux des molécules et des 
macromolécules hôtes et invitées 

I.1 Caractérisation des complexes par titration 
microcalorimétrique 

 

En milieu aqueux, les cyclodextrines naturelles et modifiées chimiquement forment 

des complexes d’inclusion avec une grande variété de molécules organiques (voir chapitre I) 

[1,2]. La formation de tels complexes de type hôte-invité entre des petites molécules 

organiques et les cyclodextrines s’avère un excellent modèle pour étudier les interactions non-

covalentes en milieu aqueux telles que les interactions spécifiques enzyme-substrat [3] qui 

présentent des constantes d’association du même ordre de grandeur que les complexes de type 

hôte-invité [4]. 

Il existe une grande variété de méthodes expérimentales permettant d’accéder aux 

grandeurs thermodymaniques caractérisant les complexes d’inclusion de cyclodextrine. Ces 

méthodes incluent les différents types de calorimétrie [5], le dichroïsme circulaire [6], la 

fluorescence [7], la spectroscopie UV [8], la résonance magnétique nucléaire [9], la 

spectroscopie ESR (résonance de spin électronique) [10], l’électrophorèse capillaire [11], la 

détermination de la solubilité [12]… 

La calorimétrie, en particulier l’ITC, est la seule méthode qui permette d’accéder 

directement à l’enthalpie standard de la réaction : ∆H°, à température constante, à la constante 

d’association Ka et à la stœchiométrie n du complexe. Le principe de base et les fondements 

théoriques de l’ITC sont présentés dans la partie expérimentale (chapitre IV). Nous avons 

donc choisi cette méthode pour étudier les propriétés de complexation des différents dérivés 

que nous avons synthétisés. 

 

I.1.1 Propriétés d’inclusion des monomères et des dimères de β-

CD libres vis-à-vis des dérivés d’adamantane libres 

 

Les propriétés de complexation dépendent étroitement de la structure des molécules 

hôtes et invitées [1,13]. Il est donc essentiel d’étudier les propriétés de la reconnaissance 

moléculaire pour toutes les molécules hôtes et invitées. 



Chapitre III : Etude physico-chimique des assemblages supramoléculaires à base de hyaluronane 

 134

I.1.1.1   Propriétés d’inclusion des monomères de β-CD libres 

 
Il est bien connu que les β-CDs modifiées présentent des propriétés de complexation 

différentes des β-CD naturelles dont elles dérivent et ces propriétés dépendent également de la 

nature et de la structure du groupement greffé sur la cavité de β-CD [14-16]. 

Pour l’étude des propriétés d’inclusion des monomères de β-CD libres, nous avons 

choisi d’utiliser le sel de sodium d’acétate d’adamantane (ADAc) comme molécule invitée 

modèle. Ce dérivé est parfaitement soluble en milieu aqueux puisqu’il est dissout sous sa 

forme saline totalement dissociée. Nous avons donc cherché, dans un premier temps, à 

comparer les grandeurs thermodynamiques des complexes d’inclusion β-CD naturelle 

(9)/ADAc (38) (figure III-1 a)) avec celles des complexes β-CD monoacide (16)/ADAc et β-

CD monoacétal (18)/ADAc figure III-1 b) et c)).  

 
Figure III- 1 : Complexes de type hôte-invité formé en milieu aqueux entre les différents monomères 

de β-CD et l’ADAc 
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Ces complexes sont en échange dynamique et sont caractérisés par une constante 

d’association Ka. L’association et la dissociation des deux espèces (récepteur = R et ligand = 

L) sont gouvernées par un équilibre thermodynamique et la constante d’association est reliée 

aux concentrations des espèces à l’équilibre : 

 

   [ ]
[ ] [ ]( )LR

RLK a ×
=  éq. III- 1 

 

Le phénomène de reconnaissance moléculaire en chimie, notamment pour les 

complexes β-CD/molécule invitée, et en biologie, implique des interactions non-covalentes 

telles que les interactions hydrophobes, de van der Waals, électrostatiques (ion-ion, dipôle-

dipôle, dipôle-dipôle induit), liaisons hydrogène… Les interactions non-covalentes 

impliquées dans le processus de complexation avec les β-CD dépendent de la structure de la 

β-CD (modification chimique), de celle de la molécule invitée et sont directement liées aux 

grandeurs thermodynamiques déterminées expérimentalement. 

Dans les processus de reconnaissance moléculaire, particulièrement dans les systèmes 

supramoléculaires biologiques, le phénomène de coopérativité joue un rôle central. Dans le 

cas des β-CDs sous forme de monomères, les interactions faibles stabilisant les complexes 

d’inclusion ne sont pas toujours coopératives par nature et peuvent agir de façon 

indépendante.  

La formation d’un complexe d’inclusion à base de β-CD en milieu aqueux implique : 

i. la pénétration de la partie hydrophobe de la molécule invitée dans la cavité de la β-CD 

et donc la déshydratation de la molécule organique invitée, 

ii. la libération de molécules d’eau présentes naturellement dans la cavité de β-CD [17], 

iii. le changement de conformation de la molécule de β-CD dû à la complexation [18]. 

 

Des expériences d’ITC ont été effectuées en titrant des solutions de β-CD naturelle 

puis de monoacide et de monoacétal ((9), (16) et (18)) par une solution d’ADAc (24 additions 

de 10 µL). Les concentrations en ligand et en récepteur utilisées (tableau III-1) ont été 

ajustées en fonction de la constante d’association. 
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Figure III- 2 : Addition de l’ADAc sur les différentes molécules de β-CD 
 

Un exemple d’expérience d’ITC est donné sur la figure III-3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure III- 3 : Titration calorimétrique d’une solution de β-CD naturelle (9) (0,798 mM) par une 

solution d’acétate d’adamantane (38) (8,807 mM) (addition de 24 aliquots) dans l’eau à 25°C- 
Expériences effectuées sur le calorimètre CSC 4200 de Calorimetry (cf chapitre IV) 

 

Sur le thermogramme (A) de la figure III-3, chaque pic représente la puissance 

appliquée par l’appareil, après chaque addition d’ADAc, nécessaire pour maintenir la même 

température dans les 2 cellules (voir chapitre IV). L’aire de chacun de ces signaux correspond 

donc à la quantité d’énergie libérée (exothermique) lors d’une addition de ligand et, est reliée 
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au nombre de complexes β-CD/ADAc qui se forment. Au début de la titration, les pics ont 

une amplitude élevée ce qui s’explique par la formation d’un nombre important de complexes. 

La présence d’un tel plateau est significative d’une constante d’association élevée. En effet, 

l’amplitude des premiers pics est constante car toutes les molécules d’ADAc se lient à la β-

CD en large excès à ce stade de la titration. De plus, comme figuré sur la courbe (B), 

l’inflexion marquant la rupture entre le plateau initial et le plateau final reflète l’affinité entre 

les deux espèces. Autour de l’équivalence molaire correspondant à la stochiométrie de 

l’interaction, l’amplitude des signaux diminue car il y a de moins en moins de sites 

disponibles pour la complexation. A la fin de la titration, toutes les β-CD disponibles sont 

saturées par l’ADAc et les pics observés correspondent alors à l’effet de dilution du ligand. 

Les données expérimentales sont ajustées par une courbe de titration théorique (figure 

III-3 (B)) en utilisant un modèle à un site avec comme paramètres ajustables, l’enthalpie 

standard de la complexation ∆H°, la constante d’association Ka et la stœchiométrie n. 

Les grandeurs thermodynamiques caractéristiques des complexations entre l’ADAc et 

les différents dérivés de β-CD sont présentées dans le tableau III-1. 

 

dérivé 
de  

β-CD 

[NaCl] 
(M) 

[CD] 
(mM) 

[AD] 
(mM) 

Ka × 10-4 
(M-1) 

∆H° 
(kJ/mol) 

T∆S° 
(kJ/mol) 

∆G° 
(kJ/mol) 

n  
(nAD:1CD )

β-CD 0 0,798 8,81 (7,5 ± 0,9)  - 25,8 ± 1,2  2,00 ± 1,13 -27,8 ± 0,8 0,90 ± 0,02 

 0,1 0,798 8,78 (8,5 ± 1,1)  - 25,9 ± 0,9  2,21 ± 0,98 -28,1 ± 0,7 0,97 ± 0,08 

(16) 0 0,686 6,905 (4,6 ± 0,7)  -25,5 ± 2,3 1,09 ± 0,26 -26,6 ± 0,7 0,84 ± 0,03 

 0,1 0,707 6,81 (7,0 ± 0,3)  -27,2 ± 0,5 0,43 ± 0,39 -27,6 ± 0,9 0,72 ± 0,03 

(18) 
 

0 0,731 7,44 (1,9 ± 0,4)  -32,6 ± 0,1 -8,19 ± 0,06 -24,4 ± 0,5 0,95 ± 0,17 

 0,1 0,747 7,47 (5,6 ± 0,9)  -26,3 ± 0,8 0,78 ± 0,82 -27,1 ± 0,3 0,85 ± 0,04 

 
Tableau III- 1 : Grandeurs thermodynamiques obtenues par des expériences d’ITC en titrant des 

solutions de β-CD, de β-CD monoacide (16) et de β-CD monoacétal (18) par une solution d’ADAc à 
25°C dans deux concentrations en NaCl différentes, 0 M et 0,1 M 
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Les incertitudes de ces valeurs prennent en compte les incertitudes de l’appareillage 

relativement faibles et les incertitudes dues aux conditions expérimentales. Ces dernières, 

variant d’une expérience à l’autre, affectent les mesures obtenues. Ces conditions 

expérimentales portent sur la masse des produits, le volume de solvant, le temps d’agitation et 

les conditions opératoires de l’expérience. Les incertitudes dues aux conditions 

expérimentales ont été évaluées en répétant la même expérience 2 à 3 fois.  

Connaissant la constante d’association et l’enthalpie de la réaction, nous pouvons 

facilement accéder à la variation d’énergie libre standard ∆G° de la complexation puisque : 

 

 ( ) °∆−°∆=−=°∆ STHKRTLnG a   éq.III - 2 
 

où ∆H° et ∆S° sont respectivement la variation d’enthalpie et d’entropie, Ka est la constante 

d’association, T est la température absolue et R est la constante des gaz parfaits égale à 8,314 

JK-1mol-1. 

Une interaction hôte-invité favorisée correspond d’une part, à une valeur de ∆G° 

négative, ce qui implique une valeur de ∆H° négative et une valeur de T∆S° positive et d’autre 

part, à une constante Ka élevée. Les valeurs de ∆G° calculées, les valeurs de ∆H° et celles de 

Ka présentées dans le tableau III-1 montrent que ces complexations sont exothermiques et très 

favorables. Les valeurs de n tendent asymptotiquement vers 1 : il se forme des complexes 1:1, 

c’est-à-dire qu’une cavité de β-CD interagit avec une molécule d’adamantane. La différence 

entre la valeur théorique de 1 et les valeurs expérimentales qui sont plus faibles peut être 

attribuée au fait que les β-CDs ne sont pas toutes disponibles pour la complexation. Ceci peut 

s’expliquer par une légère agrégation des β-CDs en milieu aqueux à ces concentrations, 

résultant vraisemblablement de l’établissement de liaisons hydrogène entre les couronnes 

externes hydrophiles des β-CDs [2,19,20]. L’écart le plus important entre la valeur de n et 1 

est observé pour la β-CD monoacide (n = 0,7 et 0,8), probablement à cause de la présence du 

groupement carboxylate susceptible de favoriser la formation de liaisons hydrogène 

supplémentaires. 

I.1.1.1.1 Interactions mises en jeu lors du processus d’interaction 

 

Comme expliqué auparavant, nous pouvons accéder à la valeur de ∆G° et connaître 

alors très précisément les contributions enthalpique et entropique dans l’énergie d’interaction. 

Il est ainsi possible de préciser les forces contribuant à la formation des complexes. 
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L’enthalpie est liée à la structure du complexe et du solvant tandis que l’entropie est 

reliée à l’ordre. En particulier, l’augmentation des degrés de liberté (en rotation et en 

translation), de la dynamique de conformation et du solvant sont sources de désordre.  

Nous retrouvons un caractère commun pour les trois types de β-CD : une forte 

contribution exothermique enthalpique (∆H° négatif) et une très faible contribution 

entropique. Ce phénomène a été observé pour la majorité des complexes de type hôte-invité à 

base de β-CD [1,4]. Les interactions hydrophobes sont généralement connues pour jouer un 

rôle important dans la stabilité des interactions entre deux molécules apolaires en milieu 

aqueux [21]. L’effet hydrophobe “classique” se traduit par une contribution entropique 

importante dans l’énergie totale [22,23]. Ceci s’explique par le fait que les molécules d’eau 

sont plus ordonnées à proximité d’un soluté apolaire. Dans le cas des complexes à base de β-

CD, la forte contribution enthalpique et la faible contribution entropique ont été nommées par 

quelques auteurs “effet hydrophobe non-classique” [24,25]. Les valeurs importantes de 

l’enthalpie indiquent que les interactions hydrophobes ne sont pas les seules intervenant dans 

le processus de complexation. Les interactions dispersives de van der Waals sont impliquées 

dans la complexation hôte-invité à base de β-CD, particulièrement lorsqu’il s’agit de 

molécules d’adamantane comme molécules invitées. En effet, les forces de van der Waals, à 

très faible portée, sont importantes dans le cas des complexes β-CD/ADAc où la distance β-

CD/ADAc est faible en raison de la qualité de l’inclusion de l’ADAc dans β-CD [13]. Par 

ailleurs, étant donné que la partie acétate de la molécule d’ADAc est à l’extérieur de la cavité 

de β-CD, nous pouvons penser qu’il se forme des liaisons hydrogène entre le carboxylate de 

l’ADAc et les groupements hydroxyle présents sur la surface de la couronne hydrophile de la 

β-CD. Toutes ces interactions secondaires contribuent aux effets enthalpiques observés. 

I.1.1.1.2 Effet de la monofonctionnalisation de la β-CD 

 

Comme la β-CD est monofonctionnalisée sur le plus petit côté et que l’adamantane 

s’inclue par le plus grand côté, la présence du bras espaceur à la surface de la cavité ne devrait 

pas gêner les propriétés d’inclusion. Le tableau III-1 montre que les valeurs de l’enthalpie 

pour les trois types de β-CD sont du même ordre de grandeur ce qui suggère des processus 

d’interaction comparables, c'est-à-dire des complexes de structures similaires. 

Toutefois, concernant la β-CD monoacétal (18) dans NaCl 0,1 M, la valeur de Ka est 

légèrement plus faible que pour les deux autres β-CDs. Nous avons alors vérifié si le bras 
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greffé sur la cavité de la β-CD n’avait pas tendance à s’inclure partiellement dans la cavité de 

la β-CD puisque ce phénomène a déjà été observé dans le cas de β-CDs modifiées 

chimiquement [20,26]. 

L’expérience RMN bidimensionnelle T-ROESY nous a permis de mettre en évidence 

des proximités spatiales entre les protons méthyle du groupement acétal et les protons de la 

cavité de la β-CD (figure III-4) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure III- 4 : Contours partiels de la carte T-ROESY du dérivé β-CD monoacétal (18) (400 MHz, 
D20, 298 K, 20 mg/mL, tm = 150 ms) 

 

La présence de taches de corrélation entre les protons des groupements CH3 du bras et 

les protons H-3, H-5, H-5’ et H-6 de la β-CD souligne une inclusion du bras à l’intérieur de la 

cavité [27]. Cependant, ces résultats ne nous permettent pas de savoir si l’inclusion du bras 

espaceur est intra- ou intermoléculaire. Quant à la β-CD monoacide, la carte T-ROESY 

n’indique aucune interaction entre le bras espaceur et la cavité de la β-CD.  

 

I.1.1.1.3 Effet de la charge des molécules hôtes et invitées 

 

La présence de charges sur la β-CD comme sur la molécule invitée a une influence sur 

les propriétés de complexation. Il a été rapporté dans la littérature que les β-CD mono- et 

 

H-3 

H-5 OCH3H-6 H-5’ 

(CH)-(0CH3)2 
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diamines montrent des constantes plus ou moins élevées avec des molécules invitées chargées 

positivement ou négativement [1,29,30]. 

Le groupement carboxylate, permettant la solubilité en milieu aqueux de l’ADAc, 

confère à cette molécule invitée une charge négative dans l’eau distillée à pH 5,6. Des 

répulsions électrostatiques et une moins bonne désolvatation de la cavité sont donc 

susceptibles d’entraîner une diminution de la constante d’association pour le complexe 

ADAc/β-CD monoacide. Nous avons donc réalisé les expériences ITC dans l’eau et dans 

NaCl 0,1 M. La constante d’association des complexes ADAc/β-CD monoacide dans NaCl 

0,1 M est plus élevée et se rapproche de celle du complexe ADAc/β-CD naturelle. Ceci peut 

provenir de l’écrantage des répulsions électrostatiques entre les charges négatives de la β-CD 

monoacide et de l’ADAc. Par ailleurs, la présence de sel entraîne une légère augmentation de 

la constante d’association pour le complexe β-CD/ADAc, qui peut être liée à l’hydrophobicité 

renforcée de l’ADAc dans le sel. 

Dans NaCl 0,1 M, les paramètres thermodynamiques des trois complexes sont proches 

ce qui indique que les dérivés de cyclodextrine conservent leurs propriétés d’inclusion malgré 

la modification chimique. 

I.1.1.2  Propriétés d’inclusion des dimères de β-CD libres  

 

Différentes expériences d’ITC ont donc été effectuées afin de mettre en évidence 

l’augmentation de la constante d’association dans le cas d’interactions divalentes impliquant 

les dimères de β-CD et d’AD. Etant donné la structure de ces dimères, plusieurs questions se 

posent.  

Les monomères de β-CD présentent une légère auto-association en milieu aqueux qui 

dépend de la concentration. Il semble donc naturel de se demander si les dimères de β-CD ont 

également tendance à s’auto-associer. Par ailleurs, la nature amphiphile du dimère 

d’adamantane due à la présence des deux charges des groupements carboxylate et des deux 

molécules hydrophobes d’adamantane est susceptible d’induire la formation de micelles en 

milieu aqueux. De plus, comme la structure des dimères offre plusieurs conformations pour la 

complexation, on peut s’interroger sur la nature des complexes β-CD/AD. Le schéma III-1 

illustre différentes situations possibles pour la complexation entre les dimères de β−CD et 

d’AD.  
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Schéma III- 1 : Représentation schématique d’une solution constituée uniquement d’interactions 
divalentes (à gauche) et constituée de différentes interactions concomitantes (à droite) 

 

I.1.1.2.1 Titration des dimères de β-CD  

 

Nous avons réalisé des expériences d’ITC dans l’eau en titrant le dimère de β-CD (27) 

par le monomère d’AD (38) (expérience A) d’une part, et par le dimère d’AD (38) 

(expérience B) d’autre part, et ce, à différentes concentrations (figure III-5).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure III- 5 : Titration calorimétrique du dimère de β-CD (27) par l’ADAc (38) (expérience A) et 
par le dimère d’AD (38) (expériences B-a et B-b) dans l’eau à 25°C. Expériences effectuées avec le 

calorimètre VP-ITC de Microcal. 
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Il est possible grâce à des expériences d’ITC de mesurer la concentration micellaire 

critique de tensioactifs [31,32]. De telles expériences reposent sur la dilution de solutions 

concentrées de tensioactifs dans l’eau. Nous avons vérifié, par des expériences similaires que 

le dimère d’adamantane ne s’auto-associait pas aux concentrations utilisées pour les 

expériences B-a et B-b (figure III-5).  

Les grandeurs thermodynamiques obtenues grâce aux expériences A, B-a et B-b sont 

présentées dans le tableau III-2. Les concentrations des molécules hôtes et invitées pour les 

expériences B-a et B-b sont respectivement les concentrations des dimères de β-CD et celles 

des dimères d’adamantane. La concentration de la molécule hôte de l’expérience A est la 

concentration du dimère de β-CD. 

 

Exp. [hôte] 
(mM) 

[invité] 
(mM) 

Ka × 10-6 
(M-1) 

∆H° 
(kJ/mol) 

T∆S° 
(kJ/mol) 

∆G° 
(kJ/mol) 

n  
(n invité:1 

hôte ) 

A 0,019 0,45 (0,076 ± 0,06) -22,8 ± 0,6 5,04 ± 0,56 -27,8 ± 0,9 1,5 ± 0,03 

B-a 0,092 1,167 (1,08 ± 0,11) -37,3 ± 0,7 -2,88 ± 0,09 -34,4 ± 0,4 0,56 ± 0,02 

B-b 0,047 0,569 (1,14 ± 0,09) -43,1 ± 1,1 -8,55 ± 0,98 -34,6 ± 0,7 0,90 ± 0,08 

 
 

Tableau III- 2 : Grandeurs thermodynamiques obtenues par les expériences d’ITC A, B-a et B-b  
 

Les expériences de calorimétrie (A) et (B) ont été effectuées en vue de comparer les 

interactions monovalentes et divalentes en milieu aqueux. Pour un complexe 2 :1 (2 AD liés à 

1 dimère de β-CD), n doit tendre vers 2. Pour la courbe de titration A, n vaut 1,5, ce qui peut 

s’expliquer par le fait qu’une partie des β-CDs n’est pas disponible pour la complexation, en 

raison d’interactions entre les cavités de β-CD, comme observé dans le cas des monomères de 

β-CD. Les valeurs de la constante Ka (76 000 M-1) sont caractéristiques d’une simple 

interaction β-CD/AD présentée dans le tableau III-1. Les deux molécules de β-CD du dimère 

(27) peuvent donc être considérées comme 2 sites indépendants pour la complexation. 

La courbe de titration B-b montre un point d’inflexion correspondant à un rapport 

molaire tendant vers 1 indiquant la formation d’un complexe 1 : 1 c’est à dire qu’un dimère de 

β-CD interagit avec un dimère d’AD. 



Chapitre III : Etude physico-chimique des assemblages supramoléculaires à base de hyaluronane 

 144

Pour l’expérience B-a, les concentrations en dimère sont deux fois plus grandes que 

celles utilisées dans B-b et on note une stoechiométrie n de 0,56. Ces résultats soulignent 

d’une part l’auto-association des β-CDs et d’autre part le fait qu’elle est favorisée quand la 

concentration augmente. Cet écart de la valeur de n par rapport à 1 est vraisemblablement lié à 

des phénomènes d’association des dimères de β-CD, favorisés lorsque la concentration 

augmente. Ceci peut être observé qualitativement à partir du thermogramme B-a qui montre la 

saturation des cavités de β-CD à la 9ième injection alors que celle-ci apparaît à la 18ième 

injection dans le cas de l’expérience B-b. Tout se passe comme si la concentration en dimère 

de β-CD dans B-a était deux fois plus faible.  

Les grandeurs thermodynamiques obtenues pour l’expérience B-b sont typiques d’une 

interaction divalente. En effet, la constante d’association, de l’ordre de 1 140 000 M-1 est 15 

fois plus grande que la constante Ka d’une simple interaction β-CD/AD (expérience A). Ceci 

peut être observé qualitativement à partir des thermogrammes A et B-b. On constate en effet 

l’absence de plateau au cours des premières additions dans l’expérience A ce qui reflète ainsi 

une constante d’association beaucoup plus faible. L’enthalpie ∆H° de - 43,1 kJ/mol, dans le 

cas des dimères est environ le double de l’enthalpie trouvée pour la mono-complexation entre 

(27) et (38) (-22,8 kJ/mol), ce qui indique que les 2 complexes formés par dimère sont 

identiques. Ceci est en accord avec les théories qui prédisent que la variation d’enthalpie dans 

le cas d’interactions multivalentes est la somme des enthalpies correspondantes à la 

complexation monovalente [33,34].  

Dans le cas de la complexation entre les dimères, la contribution entropique devient 

non favorable. La valeur fortement négative de la variation d’entropie T∆S° trouvée pour 

l’expérience B-b peut s’expliquer par la restriction de mobilité des 2 dimères (27) et (43) et 

par la diminution des degrés de liberté provoquées par l’interaction divalente. Néanmoins, une 

interprétation correcte en terme d’entropie pour les interactions multivalentes est loin d’être 

triviale [35]. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Reinhoudt et coll. [36,37] et de 

Breslow et coll. qui ont trouvé des constantes d’association très élevées dans le cas 

d’interactions divalentes entre dimères [38-40]. 

 

Les paramètres thermodynamiques obtenus pour la complexation entre les 2 dimères 

sont donc directement liés à ceux d’une simple interaction β-CD/AD. Ils prouvent ainsi la 

formation d’interactions divalentes impliquant la formation de 2 complexes β-CD/AD, de 

structure similaire, par dimère. 
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I.1.1.2.2 Titration du dimère d’AD par celui de β-CD 

 

De façon à confirmer les paramètres thermodynamiques obtenus pour la complexation 

entre les dimères de β-CD et d’AD, nous avons titré la solution de dimère d’AD (43) par une 

solution de dimère de β-CD (27). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tableau III- 3 : Grandeurs thermodynamiques obtenues par la titration d’une solution de dimère 

d’AD par une solution de dimère de β-CD 
 

 
 Nous obtenons des valeurs de Ka et d’énergie similaires à celles obtenues lors de la 

titration dans le sens inverse (expérience B-b).  

 
 

Les grandeurs thermodynamiques obtenues dans le cas des dimères, en particulier la 

constante d’association très élevée de l’ordre de 106, s’explique par l’établissement 

d’interactions divalentes coopératives entres les dimères, c'est-à-dire que les 2 cavités de β-

CD du dimère (27) se lient chacune aux 2 molécules d’adamantane du dimère (43). Toutefois, 

nous pouvons noter une tendance à l’auto-association des dimères de β-CD, favorisée quand 

la concentration augmente, qui rend indisponible une partie des CDs pour la complexation.  

I.1.1.2.3 RMN des complexes 

 

Les phénomènes d’auto-organisation et de complexation peuvent être mis en évidence 

par des expériences RMN 1H. 

 [invité] 
(mM) 

[hôte] 
(mM) 

Ka × 10-6 
(M-1) 

∆H° 
(kJ/mol) 

T∆S° 
(kJ/mol) 

∆G° 
(kJ/mol) 

n  
(n invité :1 

hôte ) 

0,045 0,591 (1,37± 0,09) -37,9 ± 1,1 -2,89 ± 0,06 -35,0 ± 0,7 1,10 ± 0,03 

 
- -- -

27 

43 
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La figure III-6 montre les spectres RMN 1H partiels (région des protons de l’AD) 

effectués sur les complexes dimère de β-CD/monomère d’AD, dimère de β-CD/dimère d’AD, 

sur l’ADAc et sur le dimère d’AD libres. 

 

 
Figure III- 6 : Spectres RMN 1H (500 MHz, D2O, 298 K, 6 mg/mL) partiels (A) du complexe 

dimère de β-CD/monomère d’AD, (B) du complexe dimère de β-CD/dimère d’AD, (A’) de l’ADAc et 
(B’) du dimère d’AD 

 

 

Les spectres (A) et (A’) mettent en évidence des variations de déplacement chimique 

des protons de l’AD. Ces variations sont la conséquence du changement d’environnement 

chimique dû à l’inclusion de l’AD dans la cavité de CD. Toutefois, aucun élargissement des 

raies n’est observé sur le spectre (A). Si l’on compare l’allure des spectres (B) et (B’), il 

apparaît de manière flagrante que les raies sont beaucoup plus larges pour le complexe entre 

les dimères. Cet élargissement des raies traduit une restriction de mobilité pour les AD qui 

peut s’expliquer par le fait que la complexation des deux groupements AD avec un dimère de 

CD empêche la rotation des AD à l’intérieur de la cavité. Ces observations confirment que 

chacune des 2 molécules d’adamantane d’un dimère d’AD complexe avec chacune des 2 

cavités de CD d’un dimère de β-CD.  

Pour le dimère de β-CD seul, à 25°C, les protons i et i’, inéquivalents de par la 

présence d’isomères cis et trans, apparaissent chacun sous forme de doublet à des 

déplacements chimiques légèrement différents (figure III-7 (spectre (C)). Sur le spectre (B), 

cette multiplicité est moins visible mais elle existe encore alors que sur le spectre (A), les 2 

protons i et i’ ne sont plus distinguables et on observe un massif large. 
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Figure III- 7 : Signaux RMN (500 MHz, D2O, 298 K, 6 mg/mL) des 2 protons de la double liaison (i et 
i’) du dimère de β-CD seul (spectre (C)), en présence du monomère d’AD (spectre (B)) et en présence 

du dimère d’AD (spectre (A)) avec [AD] = [CD] 
 

L’élargissement des raies mis en évidence par RMN 1H, pour les spectres 

correspondants au mélange des 2 dimères, corrobore les résultats de calorimétrie et souligne 

le caractère divalent de l’interaction lorsque 2 dimères se rencontrent. 

 

I.1.1.2.4 Modélisation moléculaire 

 

  Des études par modélisation moléculaire ont conduit à la même conclusion quant au 

mode de complexation entre les dimères de β-CD et d’AD. 

  Le but d’une analyse conformationnelle est de prédire les conformations 

préférentielles adoptées par les molécules et les énergies qui leurs sont associées. L’analyse 

consiste tout d’abord à générer un système de coordonnées définissant les molécules et à 

décrire une fonction d’énergie potentielle associée (champ de force CVFF : Consistant 

Valence Force Field). Les conformations les plus stables sont déterminées par dynamique 

moléculaire à N-V-T constants (N étant le nombre d’atomes, V le volume et T la température) 

à 400 K. La démarche scientifique est la suivante :  

i. Etude conformationelle des dimères de β-CD et d’AD libres  

 

 

 

 
- -- -

i i’ 
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ii. Etude conformationnelle du complexe monovalent β-CD/AD 

 

 

 

iii. Etude conformationnelle du complexe divalent 

 

 

 

 

 

iv. Etude conformationnelle des complexes “défauts” conduisant à la formation 

d’oligomères et éventuellement de réseaux 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Type de 
complexe (A) (B) (C) (D) 

Ein (kJ/mol/CD) -125 -451 -422 -280 

 
Tableau III- 4 : Energie d’interaction déterminées par modélisation moléculaire pour différents 

types de structure (précisions estimées à 10%) 
 

 

Les énergies d’interaction présentées dans le tableau III-4 correspondent à la 

différence entre l’énergie totale déterminée pour chacune de ces associations et l’énergie des 

dimères considérés individuellement. Ces énergies sont des énergies moyennes. 

En valeur absolue, les énergies d’interaction trouvées par modélisation moléculaire 

sont différentes de celles obtenues par calorimétrie. Ceci peut s’expliquer par le fait que les 

paramètres de la fonction potentielle ne sont pas parfaitement adaptés à cette classe de 

molécule. En effet, la modélisation, étant effectuée dans le vide, ne prend ni en compte les 

effets de solvatation ni les phénomènes d’auto-association en milieu aqueux. 

(A) 

-- --

(B) 

-- -- -- ---- --

(C) (D) 
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Les valeurs d’énergie présentées dans le tableau III-4 laissent tout de même penser que 

le processus de complexation le plus stable correspond à la formation du complexe divalent 

(figure III-8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figure III- 8 : Structure tridimensionnelle du complexe divalent “idéal” entre le dimère de β-CD et 
celui d’AD 

 
Les expériences de calorimétrie nous permettront de savoir si les propriétés de 

complexation sont conservées avec les polymères. 

I.1.2  Propriétés d’inclusion des polymères hôtes et invités  

I.1.2.1  Hyaluronane porteur de monomères de β-CD : HA(CD) et de 

dimères de β-CD : HA(CD)2  

I.1.2.1.1 Propriétés de complexation du HA(CD) 

 

Après l’étude des processus de complexation entre les monomères libres de CD et 

d’AD d’une part et les dimères d’AD et de CD d’autre part, nous avons cherché à évaluer 

l’influence de la chaîne polymère sur la formation des complexes. 

Dans un premier temps, l’interaction entre l’ADAc et le polymère porteur de 

monomères de β-CD (32) a été caractérisée thermodynamiquement. En particulier, nous 

avons comparé les paramètres thermodynamiques issus de cette complexation avec ceux 

d’une simple interaction β-CD/ADAc présentée dans la partie I.1.1 (figure III-9) et nous 
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avons cherché à évaluer l’influence de la force ionique en effectuant la même titration dans 

l’eau, dans NaCl 0,025 M et 0,1 M. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figure III- 9 : Titration d’une solution de polymère HA(CD) par une solution d’ADAc (expérience C)  

et d’une solution de β-CD naturelle par une solution d’ADAc (expérience D) 
 
 

Exp. [NaCl] 
 (M) 

[CD] 
(mM) 

[AD] 
(mM) 

Ka × 10-4 
(M-1) 

∆H0 
(kJ/mol) 

T∆S0  
(kJ/mol) 

∆G° 
(kJ/mol) 

n  
(n invité:1 

hôte ) 

C-a 0 0,112 1,902 (2,5 ± 0,1) -32,9 ± 3,8 -7,81 ± 0,23 -25,1 ± 0,2 0,69 ± 0,03 

C-b 0,025 0,117 1,851 (5,9 ± 0,9) -29,4 ± 0,7 -2,19 ± 0,06 -27,2 ± 0,7 0,76 ± 0,02 

C-c 0,1 0,112 1,747 (4,7 ± 0,8) -22,7 ± 1,3 3,95 ± 1,09 -26,6 ± 0,4 1,04 ± 0,04 

D 0 0,798 8,81 (7,5 ± 0,9) -25,8 ± 1,2 2,00 ± 1,13 -28,1 ± 0,8 0,90 ± 0,02 

 
Tableau III- 5 : Grandeurs thermodynamiques obtenues par des expériences d’ITC en titrant des 

solutions de ΗΑ(CD) (C) et de β-CD (D) par l’ADAc à 25°C 
 

 

Les concentrations prises en compte lors du traitement des données expérimentales 

correspondent aux concentrations en cavité de β-CD et en molécules d’ADAc. Elles ont été 

calculées en considérant le taux d’hydratation du polymère. Les concentrations en polymère 

HA(CD) (32) correspondantes (expériences C-a, C-b et C-c) sont inférieures à la 

concentration critique de recouvrement C* (~ 1,7 g/L pour le HA(CD)) ce qui limite la 

formation d’interactions polymère/polymère pouvant gêner la complexation.  

Le tableau III-5 montre, que lorsque la concentration en cavités de β-CD est 

considérée, la stœchiométrie n tend vers 1. Pour ces calculs, les CDs sont considérées 

individuellement c'est-à-dire non greffées sur le polymère. Nous avons en parallèle traité les 

données expérimentales en considérant non plus la concentration en β-CD mais la 

32 

38 

C 

9

38 

D 
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concentration en unités de répétition de polymère modifié et ce, en utilisant un modèle à un 

site, comme nous l’avions fait pour les dimères. En effet, concernant les dimères de β-CD et 

d’AD, nous avions pris en compte la concentration en dimère et non pas celle des cavités de 

β-CD. Par ce nouveau calcul, les valeurs des énergies et de la constante d’association 

obtenues sont inchangées mais la stœchiométrie n est égale à 0,03. Cette valeur reflète le 

nombre de sites accessibles pour la complexation par unité de répétition. Elle correspond au 

taux de greffage en CD. L’écart entre la valeur expérimentale et théorique (5 %) s’explique 

par le fait qu’une partie des CDs (~24 %, cf tableau III-5, expérience C-b)) n’est pas 

disponible pour la complexation.  

Le comportement avec la concentration en sel est relativement complexe. Du fait de la 

nature polyanionique du HA(CD) et de la nature anionique de l’ADAc, on doit s’attendre à 

des effets non négligeables de la force ionique sur la complexation entre l’ADAc et les CDs 

greffées. En effet, comme nous avons pu le constater dans le cas de la complexation de 

l’ADAc et de la β-CD monoacide, l’addition de sel permet d’écranter les répulsions 

électrostatiques entre les deux partenaires chargés négativement favorisant ainsi le processus 

d’inclusion. 

Néanmoins, nous devons prendre en considération dans le cas présent un paramètre 

supplémentaire, la conformation du polymère. Celle-ci dépend en effet de la force ionique du 

solvant. Le tableau III-5 rassemble les caractéristiques thermodynamiques des systèmes C et 

D dans différentes conditions de solvant. 

La concentration en NaCl optimale donnant la constante d’association Ka la plus 

élevée (59 000 M-1) est égale à 0,025 M. Dans de telles conditions, on constate une légère 

association des CDs greffées (n = 0,76 au lieu de 1) et une constante d’association proche de 

celle de la β-CD monoacide (16) présentée auparavant dans NaCl 0,1 M. Une concentration 

en NaCl de 0,1 M pourrait améliorer les propriétés de complexation des cavités de β-CD 

greffées par écrantage des répulsions électrostatiques mais en contrepartie une force ionique 

trop élevée tend à favoriser les interactions polymère-polymère comme nous le verrons par la 

suite. 

La comparaison des expériences C-b et D montre que la constante d’association Ka 

(59 000 M-1) avec le polymère est plus faible que celle trouvée avec les espèces libres (75 000 

M-1). Cette diminution de la constante d’association peut s’expliquer par la contribution 

entropique qui devient non favorable probablement à cause de la restriction de mobilité 

imposée par la chaîne polymère pendant la complexation. 
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I.1.2.1.2 Propriétés de complexation du HA(CD)2 

 

De la même façon que précédemment, nous avons cherché à comparer les 

caractéristiques thermodynamiques et la stabilité des différents complexes représentés sur la 

figure III-10.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figure III- 10 : Titration d’une solution de dimère de β-CD (27) par une solution de dimère d’AD 
(43) (expérience B), d’une solution de HA(CD) par une solution d’ADAc (expérience C), d’une 

solution de HA(CD)2 par une solution d’ADAc (expérience E) et d’une solution de HA(CD)2 par une 
solution de dimère d’AD (expérience F) à 25°C 

 
 

Exp [NaCl] 
 (M) 

[hôte] 
(mM) 

[invité] 
(mM) 

Ka × 10-5 
(M-1) 

∆H0 
(kJ/mol) 

T∆S0  
(kJ/mol) 

∆G° 
(kJ/mol) 

n  
(n invité:1 

hôte ) 

B-b 0 0,047 0,569 (11,4 ± 0,9) -43,1 ± 1,1 -8,55 ± 0,98 -34,5 ± 0,7 0,90 ± 0,08 

C-b 0,025 0,117 1,851 (0,59 ± 0,09) -29,4 ± 0,7 -2,19 ± 0,6 -27,2 ± 0,09 1,13 ± 0,02 

E 0,025 0,0396 0,992 (0,43 ± 0,04) -26,0 ± 0,2 0,43 ± 0,03 -26,4 ± 0,5 2,12 ± 0,01 

F-a 0,025 0,0312 0,449 (0,69 ± 0,07) -75,2 ± 4,1 -47,60 ± 0,02 -27,6 ± 0,6 1,03 ± 0,04 

F-b 0,1 0,0319 0,452 (1,63 ± 0,09) -56,6 ± 0,8 -26,87 ± 0,05 -29,7 ± 0,5 1,04 ± 0,03 

F-c 0,2 0,0302 0,448 (2,15 ± 0,11) -45,5 ± 0,4 -15,08 ± 0,07 -30,7 ± 0,7 1,10 ± 0,10 

 
Tableau III- 6 : Grandeurs thermodynamiques obtenues par les expériences d’ITC B-b, C-b, E, F-a, 

F-b et F-c 
 

 
Les titrations des polymères HA(CD) et HA(CD)2 par le monomère d’ADAc 

(expériences C-b et E) donnent des valeurs thermodynamiques du même ordre de grandeur à 

l’exception de la stœchiométrie n qui est égale à 2 dans le cas du HA(CD)2. Ceci signifie que 
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2 molécules d’ADAc sont complexées par 1 dimère de β-CD. La stœchiométrie n de 1,03 de 

l’expérience F-a nous indique qu’un dimère d’ADAc forme un complexe avec un dimère de 

β-CD greffé sur la chaîne polymère. Ces résultats reflètent une interaction divalente entre les 

dimères de β-CD, greffés sur le hyaluronane et les dimères d’ADAc libres. 

En revanche, lorsque l’on compare la titration des polymères HA(CD) et HA(CD)2 

respectivement par le monomère d’AD et par le dimère d’AD (expériences C-b et F-a,-b et -

c), on s’aperçoit que les valeurs des variations d’enthalpie ∆H° et d’entropie ∆S° sont 

totalement différentes. La contribution de l’entropie pour les expériences F devient 

défavorable ce qui s’explique par une restriction des degrés de liberté pendant la 

complexation. Cette contribution défavorable est néanmoins largement compensée par la 

contribution enthalpique favorable (∆H° = -75,2 kJ/mol), ce qui se traduit par des valeurs de 

constante d’association supérieures pour les sytèmes impliquant des interactions divalentes. 

Toutefois les constantes d’association sont plus faibles que celles obtenues pour la 

complexation entre les dimères libres Ka = 1 140 000 M-1 (expérience B-b). Cette différence, 

peut s’expliquer d’une part, par l’effet de la chaîne polymère (effet entropiquement 

défavorable) et d’autre part, par les répulsions électrostatiques entre la chaîne polymère et le 

dimère d’AD (43) qui porte 2 charges négatives. On peut remarquer en effet que plus la 

concentration en sel est élevée, plus la constante Ka l’est également.  

Ces résultats sont très encourageants puisque l’effet des interactions divalentes, 

lorsque le dimère est greffé sur la chaîne polymère, est notable.  

 

I.1.2.2  Hyaluronane porteur de monomères d’AD: HA(AD) et de 

dimères d’’AD: HA(AD)2 

I.1.2.2.1 Propriétés de complexation du HA(AD) 

 
Les caractéristiques thermodynamiques et les constantes d’association obtenues par la 

titration d’une solution de polymère HA(AD) par une solution de β-CD (figure III-11) en 

faisant varier la force ionique sont données dans le tableau III-7. 
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Figure III- 11 : Titration d’une solution de polymère HA(AD) par une solution de β-CD 

 
 

 [NaCl] 
(M) 

[AD] 
(mM) 

[CD] 
(mM) 

Ka × 10-4 
(M-1) 

∆H0 
(kJ/mol) 

T∆S0  
(kJ/mol) 

∆G° 
(kJ/mol) 

n  
(n CD:1AD)

G-a 0 0,299 5,83 (1,3 ± 0.1) -51,3 ± 1,1 -27,84 ± 0,07 -23,5 ± 0,6 1,56 ± 0,03 

G-b 0,025 0,301 6,04 (3,1 ± 0,6) -32,0 ± 0,8 -6,38 ± 0,03 -25,6 ± 0,07 2,05 ± 0,02 

G-c 0,1 0,298 5,44 (2,5 ± 0,4) -38,8 ± 0,9 -13,72 ± 0,11 -25,1 ± 0,04 2,00 ± 0.04 

 
Tableau III- 7 : Grandeurs thermodynamiques obtenues par des expériences ITC en titrant une 

solutions de ΗΑ(AD) par une solution de β-CD à 25°C 
  

 
Les grandeurs thermodynamiques trouvées pour 3 concentrations salines différentes (0 

M, 0,025 M et 0,1 M) sont très surprenantes. En effet, les variations d’enthalpie et les 

stœchiométries ne sont pas représentatives de l’interaction β-CD/AD (~ -25 kJ/mol). Il nous 

est d’ailleurs à ce jour difficile d’expliquer la stœchiométrie n = 2 obtenue pour ces 

complexes de type 1:1.  

I.1.2.2.2 Propriétés de complexation du HA(AD)2 

 
Dans un deuxième temps, les complexations entre le HA(AD)2/β-CD et 

HA(AD)2/dimère de β-CD ont été caractérisées (figure III-12). Les expériences ITC ont été 

effectuées avec NaCl 0,025 M comme solvant, cette concentration en sel permet de limiter les 

répulsions électrostatiques entre les espèces hôtes et invitées sans pour autant entraîner 

d’importantes interactions polymère/polymère (tableau III-8). 
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Figure III- 12 : Titration calorimétrique d’une solution de HA(AD)2 (37) par une solution de β-CD 
libre (30 additions de 10 µL) (38) (expérience H) et de dimère de β-CD (43) (expérience I) dans NaCl 

0,025 M à 25°C 
 

 
Exp. [NaCl] 

 (M) 
[invité] 
(mM) 

[hôte] 
(mM) 

Ka × 10-6 
(M-1) 

∆H0 
(kJ/mol) 

T∆S0  
(kJ/mol) 

∆G° 
(kJ/mol) 

n  
(n hôte: 
1 invité ) 

H 0,025 0,0384 0,706 0,023 ± 0,045 -43,9 ± 0,3 -19,02 ± 0,03 -24,9 ± 0,5 0,70 ± 0,01 

I 0,025 0,0266 0,230 1,79 ± 0,10 -49,3 ± 0,4 -13,63 ± 0,09 -36,7 ± 0,6 0,59 ± 0,01 

 
Tableau III- 8 : Grandeurs thermodynamiques obtenues par les expériences d’ITC H et I 

 
 

Les résultats les plus frappants sont les valeurs de stœchiométrie n. En effet, 

l’expérience H qui met en évidence l’interaction entre le dimère d’AD greffé sur le polymère 

et la β-CD naturelle devrait donner une stœchiométrie de 2 alors qu’elle est de 0,7. 

L’expérience I devrait conduire à une stœchiométrie de 1 pour l’interaction entre les 2 

dimères alors qu’elle est égale à 0,59. Ces différences entre la théorie et l’expérience 

K
ca

l/m
ol

 

Rapport molaire 

Temps (min) 

µc
al

/s
 

µc
al

/s
 

Rapport molaire 

Temps (min) 

K
ca

l/m
ol

 

43 

37 

9 

37 

H I 



Chapitre III : Etude physico-chimique des assemblages supramoléculaires à base de hyaluronane 

 156

suggèrent que seulement une partie des dimères d’AD greffés est complexée de manière 

effective par les β-CDs sous forme de monomères ou de dimères. Ceci peut provenir de la 

formation d’interactions hydrophobes intra- et interchaînes compétitives entre les molécules 

d’AD. Ce phénomène d’auto-association défavorisant la complexation a déjà été mis en 

évidence pour des polymères synthétiques [11,41] et dans le cas du chitosane 

hydrophobiquement modifié [42]. 

L’interaction divalente entre les 2 dimères est soulignée par la constante d’association 

Ka de 1 790 000 M-1 qui est nettement plus élevée que pour l’interaction monovalente Ka = 

23 000 M-1. Dans ce cas, l’interaction divalente n’est pas gênée par les répulsions 

électrostatiques observées pour l’interaction entre le HA(CD)2 et le dimère d’AD. 

L’augmentation de Ka due au caractère divalent de la complexation se traduit sur les 

thermogrammes (figure III-12, expériences H et I) par une diminution plus lente de 

l’amplitude des signaux au début de la titration comme expliqué au début de ce chapitre. 

 

L’étude des phénomènes de complexation impliquant des dérivés de CD et d’AD 

libres et greffés sur les polymères nous a permis de dégager un certain nombre de paramètres 

structuraux et expérimentaux qui interviennent dans la complexation. Il est important de 

souligner que toutes les enthalpies trouvées expérimentalement sont supérieures à l’énergie 

thermique kT.  

Il s’avère que les complexes entre la β-CD et les dérivés d’adamantane sont stabilisés 

par l’établissement d’interactions hydrophobes mais aussi par des interactions de van der 

Waals à faible portée, jouant un rôle important dans le cas de la complexation avec les dérivés 

d’adamantane. Il en ressort également que les cavités de β-CD s’auto-associent légèrement en 

milieu aqueux. 

L’augmentation très importante de la constante d’association et les différences 

d’énergie, en particulier l’accroissement de la variation d’enthalpie et le rôle central de 

l’entropie lors de la complexation entre les dimères ont mis en évidence la formation 

d’interactions divalentes se traduisant par la formation de 2 complexes indépendants. L’étude 

des complexes par RMN et par modélisation moléculaire a permis de confirmer 

l’établissement de ces interactions divalentes. 

Concernant les polymères hôtes et invités, la création d’interactions divalentes a 

également été observée. Toutefois, il s’avère que les propriétés d’inclusion sont affectées par 

la restriction de mobilité due à la chaîne polymère, par les répulsions électrostatiques dans le 
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cas du HA(CD) et du HA(CD)2 complexant les dérivés chargés d’adamantane et par la 

formation d’interactions hydrophobes AD/AD dans le cas du HA(AD)2. Le processus de 

complexation, monovalent ou divalent, pour les polymères hôtes et invités, est donc gêné par 

rapport à celui des espèces libres. 

Il aurait été très intéressant de pouvoir accéder aux données thermodynamiques issues 

du mélange entre un polymère hôte et un polymère invité car dans ce cas, les interactions 

mises en jeu sont multivalentes. Pour des raisons de limitation au niveau de l’appareillage cela 

n’a pas été réalisable (cf chapitre IV).  

I.2 Propriétés en solution des polymères hôtes et invités seuls 

 
Cette partie est consacrée à l’analyse du comportement en milieu aqueux des 

polymères hôtes et invités seuls. Comme ces polymères sont fonctionnalisés, ils peuvent avoir 

des propriétés en solution différentes de celles du polymère initial. En effet, d’après les 

résultats d’ITC, les propriétés en solution de ces polymères semblent jouer un rôle important 

sur les processus de complexation. Il nous paraît donc important d’évaluer ces propriétés au 

travers de mesures viscosimétriques dans les régimes dilués et semi-dilués afin de mieux 

comprendre par la suite, le mécanisme d’association entre les polymères hôtes et invités. 

I.2.1 Viscosimétrie capillaire 

 
Le comportement rhéologique des polymères dépend de leur concentration en 

solution. Comme il sera expliqué dans le chapitre IV, plusieurs régimes peuvent être définis. 

Il est alors essentiel d’introduire une concentration critique, la concentration critique de 

recouvrement appelée C*. 

- Le régime dilué est défini pour une concentration C < C*. Dans ce régime, les 

chaînes sont isolées et indépendantes les unes des autres. 

- Le régime semi-dilué est défini pour une concentration C > C*. les chaînes 

commencent à se rapprocher et à s’interpénétrer. Elles s’enchevêtrent alors 

progressivement quand la concentration augmente.  

Une estimation possible de la concentration critique de recouvrement C* est 

déterminée en considérant [43] : 

 [ ] 1* =ηC     éq. III - 3 
 

où [η] est la viscosité intrinsèque en mL/g.  



Chapitre III : Etude physico-chimique des assemblages supramoléculaires à base de hyaluronane 

 158

La figure III-13 représente l’évolution de la viscosité réduite ηred des solutions des 

dérivés de HA(CD), HA(CD)2, HA-ADH et du HA initial. 

En régime dilué, ηred évolue de façon linéaire avec la concentration selon la relation de 

Huggins :  

 [ ] [ ]2' ηηη Ckred +=     éq. III- 4 
 

où k’ est la constante de Huggins. 

La relation de Huggins permet d’accéder à la valeur de [η]. En effet, l’extrapolation 

des droites représentées sur la figure III-13 à C = 0 permet de déterminer la viscosité 

intrinsèque [η], qui est liée à la masse molaire du polymère (relation de Mark-Houvink) et de 

déduire la constante de Huggins, k’, qui dépend de la qualité du solvant. Par exemple, k’ est 

compris entre 0,3 et 0,4 en bon solvant et 0,5 et 0,8 en solvant θ. Les viscosités intrinsèques 

ainsi obtenues pour les différents polysaccharides sont indiquées sur la figure III-13. En 

raison de la nature amphiphile du HA(AD) et du HA(AD)2, il n’a pas été possible de mesurer 

la viscosité intrinsèque [η] par viscosimétrie capillaire (effet tensioactif). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figure III- 13 : Variation de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour des solutions de 
HA initial, HA-ADH, HA(CD)2 et HA(CD) dans NaCl 0,1 M à 25°C 

 

Les concentrations critiques de recouvrement, ainsi estimées sont présentées dans le 

tableau III-9. 
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 HA HA-ADH HA(CD) HA(CD)2 

C* (g/L) 1,15 1,16 1,77 1,23 

 
Tableau III- 9 : Concentration critique de recouvrement du HA, HA-ADH, HA(CD) et HA(CD)2 

 

Ce tableau indique que le bras hydrazide ne modifie pas de façon significative le 

comportement en milieu aqueux dans la mesure où le HA initial et le HA-ADH ont des 

viscosités intrinsèques quasi-identiques. Les comportements des dérivés HA(CD) et HA(CD)2 

sont, quant à eux, différents, en particulier pour le dérivé HA(CD). Ces différences de 

comportement seront expliquées par la suite. 

 

I.2.2  Viscosités mesurées à l’aide d’un viscosimètre Low Shear 
30 

I.2.2.1  Hyaluronane initial  

 

Comme la viscosité varie avec la concentration en fonction du régime dans lequel on 

se trouve, nous avons cherché à définir les principales caractéristiques du comportement 

rhéologique du polysaccharide précurseur, le hyaluronane, dans NaCl 0,025 M et 0,1 M à 

25°C. 

La figure III-14 représente la variation de la viscosité newtoniennne en fonction de la 

concentration et la figure III-15 représente la variation de la viscosité spécifique (pour 
•

γ  0) 

en fonction de la concentration en polymère (en log-log). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure III- 14: Variation de la viscosité newtonienne en fonction de la concentration d’une solution  

de HA dans NaCl 0,025 M et 0,1 M à 25°C 
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Figure III- 15 : Variation de la viscosité spécifique en fonction de la concentration du HA dans NaCl 
0,025 M ( A) et dans NaCl 0,1 M (B) à 25°C 

 

La figure III-14 montre que les comportements du HA dans NaCl 0,025 M et 0,1 M 

sont proches avec toutefois une viscosité un peu plus faible dans NaCl 0,1 M attribuée à une 

conformation légèrement différente du polymère due aux effets de sel. La figure III-15 

indique que les lois de puissance décrivant la variation de la viscosité avec la concentration 

sont similaires. Nous pouvons donc considérer que, dans NaCl 0,025 M, les interactions 

électrostatiques à longue portée sont suffisamment écrantées et que le comportement du 

polysaccharide semi-rigide est alors assimilable à longue distance à celui d’un polymère 

neutre. 

Trois régimes de concentration peuvent être identifiés :  

 

a. Le régime dilué, pour C < C* (C* = 1,15 g/L (0,00286 monomol/L). Dans ce régime, 

la viscosité réduite augmente modérément avec la concentration (de façon linéaire). 

b. Le régime semi-dilué non-enchevêtré, C* < C < Ce où Ce est la concentration à 

laquelle les enchevêtrements deviennent élastiquement effectifs. Au dessus de C*, la 

dépendance de la viscosité suit une loi de puissance en 1,6. A Ce ~ 9 g/L (0,022 

momonol/L), une cassure dans la variation de la viscosité avec la concentration est 

observée, et la puissance vaut 3,7. Ces lois d’échelle décrivant la variation de la 

viscosité avec la concentration sont en bon accord avec les prédictions théoriques pour 

les polyélectrolytes [44] en milieu salin et pour les polymères neutres [45,46]. Ces 

théories prédisent qu’avec les polymères non-associatifs, la dépendance en 

concentration de la viscosité en régime semi-dilué non-enchevêtré pour C < C* < Ce 
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reste modérée avec en bon solvant η ~ C5/4. Dans ce régime, les propriétés 

viscoélastiques de la solution sont contrôlées par la dynamique de Rouse [47]. 

c. Le régime semi-dilué enchevêtré avec Ce< C < C** où C** marque le début du régime 

concentré. Pour ce régime, les théories prédisent une croissance plus rapide avec η ~ C 
15/4 ce qui est en accord avec la puissance de 3,7 trouvée expérimentalement. Dans ce 

régime, la viscoélasticité de la solution est décrite par le modèle de la reptation 

classique [45]. 

 

I.2.2.2 Dérivés HA(CD) et HA(AD) 

 

Les mesures de viscosité des solutions de HA(CD) et de HA(AD) ont été effectuées à 

différentes concentrations dans NaCl 0,025 M et 0,1 M. 

Les résultats obtenus à partir des solutions préparées avec NaCl 0,025 M sont 

représentés sur la figure III-16. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

Figure III- 16 : Variation de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement du HA(CD) (A) et du 
HA(AD) (B) dans NaCl 0,025 M à 25°C 
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la masse molaire relativement faible du HA (300 000 g/mol), montrent que pour ces 

concentrations les enchevêtrements sont assez peu nombreux et de ce fait ne gouvernent pas 

la dynamique des chaînes.  

Afin d’évaluer plus précisément l’effet de l’introduction des monomères de β-CD et 

d’AD sur la chaîne des monomères et l’influence de la concentration en sel sur le 

comportement de la chaîne polymère, nous avons mesuré la viscosité newtonienne en fonction 

de la concentration (figure III-17) à deux forces ioniques différentes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure III- 17 : Variation de la viscosité au plateau Newtonien en fonction de la concentration en 
polymère pour le HA(CD), le HA(AD) et le HA initial dans NaCl 0,025 M (A) et dans NaCl 0,1 M (B) 

à 25°C 
 

Que ce soit dans NaCl 0,025 M ou dans NaCl 0,1 M, les comportements en milieu 

aqueux des trois polymères sont très proches jusqu’à Cη ~ 1,8 g/L, concentration égale à 1,5 × 

C* du hyaluronane initial (C* = 1,15 g/L).  

En revanche, quand C > Cη ~ 1,8 g/L, les propriétés en solution deviennent différentes 

ce qui peut être attribué à la formation d’interactions interchaînes et/ou intrachaînes dues à la 

présence des cavités de β-CD et des groupements adamantane.  

Considérons en premier lieu le cas du HA(AD) dans NaCl 0,1 M. Sa viscosité est plus 

élevée que celle du HA initial et cette différence de viscosité est d’autant plus marquée que la 

concentration en polymère est importante. Cette augmentation de viscosité peut s’expliquer 

par l’établissement d’interactions hydrophobes interchaînes via les groupements adamantane 

greffés. Un comportement similaire avait été observé dans le cas du chitosane porteur de 

groupements adamantane [42,48].  
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Toutefois, compte tenu de la structure volumineuse des groupements adamantane, les 

auto-associations AD/AD sont moins fortes que dans le cas des hyaluronanes alkylés [49].  

Dans NaCl 0,025 M, ce comportement auto-associatif est largement défavorisé 

puisque les valeurs de viscosité du HA et du HA(AD) sont relativement proches (figure III-

17). Dans NaCl 0,1 M, la formation d’agrégats est favorisée car d’une part, les répulsions 

électrostatiques intra- et interchaînes du HA sont écrantées et d’autre part, le sel renforce 

l’hydrophobie des groupements adamantane. Les agrégats formés sont des agrégats “ouverts” 

qui contribuent à une augmentation de la viscosité. 

Le dérivé HA(CD) présente un tout autre comportement. Dans NaCl 0,1 M, la 

viscosité du HA(CD) est plus faible que celle du HA initial et cette différence est plus 

marquée pour des concentrations élevées. Ce comportement peut s’expliquer par 

l’établissement de liaisons hydrogène inter- et/ou intrachaînes entre les cavités de β-CD 

pendantes conduisant à la formation d’agrégats compacts. Ces agrégats contribuant à faire 

diminuer la viscosité, contrairement au HA(AD), ont été également mis en évidence par 

chromatographie d’exclusion stérique. Dans NaCl 0,025 M, la différence de viscosité entre le 

HA(CD) et le HA est moins marquée ; ces résultats indiquent donc qu’une augmentation en 

sel favorise la formation de ces associations que ce soit pour le HA(AD) ou pour le HA(CD). 

Une concentration en NaCl égale à 0,025 M est donc préférable pour l’élaboration des 

réseaux HA(AD)/HA(CD) visés. Ces résultats corroborent ceux de calorimétrie exposés dans 

la partie I.1.2, qui ont montré que la concentration en sel la plus favorable pour les processus 

de complexation dans le cas des polymères est 0,025 M. 

 

I.2.3  Analyse du comportement en écoulement des polymères 
hôtes et invités 

 
Certains matériaux peuvent se déformer après l’application d’une contrainte ou d’un 

gradient de cisaillement et retrouver leur état initial après un temps de récupération plus ou 

moins long. Ce phénomène est réversible et est décrit par un cycle d’hystérésis. Il existe un 

grand nombre de systèmes utilisés dans la vie de tous les jours présentant ces particularités 

comme les peintures, les encres, les revêtements, certains détergents liquides, les suspensions 

d’argile et de charbon, certaines crèmes et produits pharmaceutiques, les lubrifiants [50]… 

Cette liste n’est pas exhaustive. 
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I.2.3.1 “Réponse” des polymères HA(AD), HA(CD), HA(AD)2, et 

HA(CD)2 suite à l’application d’une rampe continue de 

contrainte en écoulement  

 

Les résultats des mesures au LS 30 décrits précédemment indiquent la formation 

d’associations intra- et interchaînes dues à la présence des groupements AD et des molécules 

de β-CD. Des travaux récents au laboratoire ont mis en évidence un caractère fortement 

associatif pour des dérivés du HA hydrophobiquement modifiés. Les solutions aqueuses de 

tels dérivés ont un comportement thixotrope révélant la présence d’agrégats déformables [51]. 

Celui-ci a été clairement mis en évidence par des expériences d’écoulement consistant à 

appliquer un gradient de cisaillement de façon linéaire de 0 à 5 s-1 en 1 minute et à retourner à 

0 s-1 à la même vitesse [50]. Ce type d’expérience fournit des informations sur la 

déstructuration des réseaux de polymères résultante de l’application d’un gradient de 

cisaillement, sur la cinétique de restructuration du système et donc sur la durée de vie des 

agrégats [49,51]. 

La figure III-18 montre les résultats obtenus sur des solutions de HA(AD), HA(AD)2, 

HA(CD), HA(CD)2 et HA initial, tous à la même concentration. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figure III- 18 : Variation de la contrainte de cisaillement en fonction du gradient de cisaillement 
pour une solution de HA(AD)2, HA(AD), HA initial, HA(CD)2 et HA(CD) à 7 g/L dans NaCl 0,025 M 

à 25°C 
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La figure III-18 montre que pour les dérivés HA(CD), HA(CD)2, HA(AD) et pour le 

HA initial, la contrainte de cisaillement évolue de façon linéaire avec le gradient de 

cisaillement traduisant leur comportement newtonien. La pente correspond à la viscosité de la 

solution puisque : 

 
•

= γησ   éq. III - 5 

où σ est la contrainte, η la viscosité et 
•

γ  le gradient de cisaillement.  
 

L’évaluation de la pente des droites sur la figure III-18 permet de montrer que pour 

une concentration égale à 7 g/L, on a ηHA(AD) > ηHA > ηHA(CD), en accord avec les résultats du 

LS 30 présentés dans la partie I.2.2.2. La viscosité des solutions de HA(CD)2 est très proche 

de celle du HA initial. 

Dans le cas du dérivé de HA(AD)2, l’apparition d’un seuil de contrainte apparent 

(autour de 1,2 Pa, figure III-18 courbe violette) correspondant à un gradient de cisaillement 

vers 0,8 s-1, souligne le caractère non-linéaire de l’évolution entre la contrainte et le 

cisaillement. La structure du HA(AD)2 reste inchangée jusqu’à un gradient de cisaillement de 

0,8 s-1 pour ensuite être modifiée. Cette déstructuration provient de la dissociation ou d’un 

réarrangement d’agrégats hydrophobes AD/AD [49]. Notons également que cette courbe est 

décrite par un cycle d’hystérésis indiquant que le retour de la solution de HA(AD)2 vers son 

état initial n’est pas instantané. Etant donné que seule la solution de HA(AD)2 présente un 

seuil de contrainte apparent, nous l’attribuons aux interactions entre les dimères d’AD greffés 

le long de la chaîne. 

Nous avons donc exploré plus en détail la réponse de la solution de HA(AD)2 suite à 

l’application d’une rampe continue de contrainte en écoulement et ce, après différents temps 

d’attente t afin d’obtenir des informations sur la cinétique de restructuration (figure III-19). 

 

I.2.3.2  Cas particulier du hyaluronane porteur de dimères d’AD, 

HA(AD)2  

 

La figure III-19 montre les résultats obtenus. 
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Figure III- 19 : Variation de la contrainte de cisaillement en fonction du gradient de cisaillement 
pour une solution de HA(AD)2 à 7 g/L dans NaCl 0,025 M à 25°C après différents temps d’attente (t) 

 

La figure III-19 indique que le temps de relaxation du système est plus long que la 

durée de l’expérience. Il est possible d’estimer le temps que mettent les agrégats à se 

reformer. Il est de 3 h, temps auquel le cycle d’hystérésis (noir) est quasiment superposé au 

cycle initial (bleu). 

I.2.3.2.1 Effet de la force ionique 

 

La même expérience a été effectuée dans 2 concentrations en sel différentes : 0,025 M 

et 0,1 M. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure III- 20 : Variation de la contrainte de cisaillement en fonction du gradient de cisaillement 
pour une solution de HA(AD)2 à 7 g/L dans NaCl 0,025 M et 0,1 M à 25°C 

 

La figure III-20 montre que la déstructuration est beaucoup plus marquée dans NaCl 

0,1 M ce qui suggère que les agrégats sont favorisés à cette concentration en sel.  
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I.2.3.2.2 Effet de la température 

 

L’influence de la température sur le comportement en milieu aqueux du HA(AD)2 a 

été mis en évidence en effectuant la même expérience à différentes températures : 5°C, 25°C 

et 55°C (figure III-21). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure III- 21: Variation de la contrainte de cisaillement en fonction du gradient de cisaillement pour 
une solution de HA(AD)2 à 7 g/L dans NaCl 0,025 M à différentes températures 

 

La figure III-21 montre que les agrégats sont plus importants à basse température 

puisque l’ampleur de la déstructuration est plus marquée à 5°C. La température influe sur les 

agrégats hydrophobes AD/AD et joue également un rôle très important sur la mobilité des 

chaînes de HA. En effet, une augmentation de la température entraîne une déstabilisation 

progressive des liaisons hydrogène intrachaînes et interchaînes du HA. Il est donc nécessaire 

de considérer une balance entre les interactions hydrophobes, les liaisons hydrogène et les 

interactions électrostatiques qui, quant à elles, ne sont pas modifiées par une variation de 

température. 

 

L’analyse des propriétés en solution, via des mesures de viscosité, a montré que les 

dérivés de HA(CD) et de HA(CD)2 présentent un caractère newtonien avec toutefois une 

viscosité plus faible que celle du polymère précurseur dans le cas du HA(CD). Cette 

différence de comportement est attribuée à la formation d’agrégats compacts due aux 

interactions entre les cavités de β-CD pendantes.  

Les solutions de HA(AD) et de HA(AD)2 présentent un caractère auto-associatif dû 

aux interactions entre les groupements hydrophobes d’adamantane. Cette auto-association est 

beaucoup plus marquée dans le cas de la solution de HA(AD)2. En effet, l’examen du 
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comportement en milieu aqueux du HA(AD)2 a mis en évidence la présence d’un seuil de 

contrainte apparent se traduisant par la dissociation et/ou le réarrangement réversible 

d’agrégats lorsque l’on applique une vitesse de cisaillement. La formation de ces agrégats est 

renforcée dans NaCl 0,1 M et à basse température. Cette auto-association assez marquée du 

HA(AD)2, qui a été également mise en évidence par calorimétrie, rentrera donc en 

compétition avec la formation des complexes d’inclusion interchaînes lors du mélange des 

polymères hôtes et invités. 

 

II Etude rhéologique des différents assemblages 
supramoléculaires à base de hyaluronane  

 

Après avoir examiné le comportement des solutions des polymères seuls, nous avons 

abordé l’étude des propriétés viscoélastiques des différents mélanges obtenus, nous nous 

focaliserons à présent sur l’influence de paramètres externes comme la concentration en sel, la 

concentration en polymère, la température et l’ajout d’une molécule compétitive.  

II.1 Formation des assemblages supramoléculaires  

 

Les interactions multivalentes impliquent la complexation simultanée de multiples 

ligands avec de multiples récepteurs se traduisant par une très forte augmentation de la 

constante d’association et de la sélectivité. Les interactions multivalentes se produisent 

naturellement dans certains processus biologiques tels que la reconnaissance entre les cellules 

qui dépend essentiellement de la formation des multiples complexes récepteur-ligand à la 

surface de ces cellules, ou encore l’adhésion d’une bactérie ou d’un virus à la surface d’une 

cellule [52]. Les mécanismes de complexation mis en jeu dans ces systèmes sont relativement 

complexes car ils diffèrent des processus de complexation monovalents. Comme nous l’avons 

vu dans le chapitre bibliographique, de nombreux travaux ont été consacrés à l’élaboration de 

systèmes supramoléculaires synthétiques impliquant des complexes multivalents à base de 

cyclodextrine. 

Les assemblages supramoléculaires obtenus dans le cadre de notre travail sont très 

prometteurs puisqu’ils constituent de nouveaux modèles synthétiques impliquant la formation 

d’interactions multivalentes. En effet, lorsqu’on ajoute une solution de HA(CD) à une 
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solution aqueuse de HA(AD) et une solution de HA(AD)2 à une solution de HA(CD)2, on 

observe macroscopiquement une évolution très rapide conduisant à un “gel” transparent et 

stable (figures III-22 et III-23). Ces systèmes de polymères sont issus de la formation 

simultanée de multiples complexes de type hôte-invité entre d’une part des motifs de β-CD et 

d’AD et d’autre part des dimères de β-CD et d’AD chacun greffés sur des chaînes 

polysaccharidiques.  

Nous avons choisi d’étudier ces deux assemblages supramoléculaires par des 

expériences de rhéologie et plus particulièrement par des mesures en régime dynamique. 

Comme il est expliqué dans le chapitre IV, des mesures en régime dynamique permettent de 

déterminer les propriétés viscoélastiques d’un échantillon. Ces expériences vont permettre 

d’étudier les composantes élastique (G’) et visqueuse (G’’) des systèmes en les soumettant à 

une contrainte (ou déformation) sinusoïdale à fréquence variable.  
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Figure III- 22 : Photographies et représentation schématique des solutions de HA(CD) et de HA(AD) 
seuls et de l’assemblage supramoléculaire résultant du mélange de ces 2 polymères modifiés à T 

ambiante 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure III- 23 : Représentation schématique du réseau tridimensionnel HA(AD)2/HA(CD)2 
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Avant tout, il est essentiel de rappeler que le temps de relaxation d’un système, défini 

par le modèle de Maxwell, est défini comme l’inverse de la fréquence correspondante au 

maximum du module de perte G’’ [53]. En pratique, il est rare que la dynamique des systèmes 

de polymères associatifs soit caractérisée par un temps de relaxation unique [54,55]. Les 

théories prédisent une distribution des temps de relaxation. Un maximum de G’’ n’est alors 

plus distinguable, ce qui est généralement le cas pour les polysaccharides, et le temps de 

relaxation terminal τ est alors déterminé en première approximation à partir du point de 

croisement des modules G’ et G’’ [55]. Dans le cadre de cette approximation, nous 

considérons donc que le temps de relaxation du système τ est défini comme l’inverse de la 

fréquence correspondante au point d’intersection de G’ et de G’’. Ce temps peut être 

considéré comme celui nécessaire à la macromolécule pour se désengager du réseau dans 

lequel elle est retenue. 

Les systèmes macromoléculaires constitués de chaînes connectées par des points de 

jonction temporaires ont suscité un intérêt croissant depuis quelques années et plusieurs 

approches théoriques ont été développées pour décrire les “réseaux physiques transitoires” 

ainsi formés. Avant de présenter les résultats expérimentaux obtenus sur nos assemblages 

supramoléculaires, nous allons rappeler certains de ces modèles.  

II.1.1 Modèles théoriques développés 

 

Différents modèles théoriques concernant les polymères associatifs ont été considérés 

pour décrire leur comportement, en particulier leur dynamique.  

Le modèle développé par Tanaka et Edwards [56], décrit la dynamique des solutions 

non enchevêtrées de polymères téléchéliques fonctionnalisés par des groupes terminaux 

hydrophobes. Ce modèle ne peut cependant pas être appliqué dans notre cas puisque les sites 

associatifs sont répartis aléatoirement le long de la chaîne polymère. La dynamique des 

réseaux réversibles non-enchevêtrés stabilisés par l’association par paires de groupements 

greffés le long de la chaîne polymère (appelés groupements collants) a été modélisée plus 

récemment [57-58]. Le comportement rhéologique de ces solutions de polymères associatifs 

non-enchevêtrés est décrit par un modèle de “Rouse collant” (“sticky Rouse“). Le mouvement 

des chaînes est lié directement à l’association et à la dissociation des liaisons réversibles les 

connectant. Seules les associations interchaînes, jouant le rôle de points de friction, 

contribuent à la viscoélasticité et dominent la dynamique aux temps longs. La dynamique est 
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donc entièrement gouvernée par le nombre de groupements collants (“stickers”) par chaîne et 

par leur temps de vie moyen.  

La dépendance en concentration de la dynamique de ces systèmes est liée à la 

transformation des associations intramoléculaires en associations intermoléculaires. 

En régime enchevêtré, ces systèmes suivent le modèle de la “reptation collante“ 

(“sticky reptation”) qui peut être considéré comme le modèle de Rouse collant confiné dans un 

tube de reptation [54,58]. La dynamique des chaînes est liée à la fois à la topologie 

environnante due à l’enchevêtrement des chaînes et aux jonctions réversibles interchaînes. 

L’élasticité dans ce régime est principalement contrôlée par la densité d’enchevêtrement et 

dépend fortement de la concentration en polymère. 

Afin de modéliser de façon exhaustive les lois de puissance de η, de τ et de G0 (le module 

G’ au plateau) dans le régime semi-dilué, Rubinstein et Semenov ont pris en compte 2 

paramètres [58] :  

a. La transformation d’associations intramoléculaires en associations intermoléculaires 

quand la concentration augmente. 

b. La renormalisation du temps de vie des associations due au déficit de nouveaux 

partenaires pour la complexation. En effet, un partenaire s’associe et se dissocie de 

nombreuses fois avec le même partenaire avant d’en trouver un nouveau, augmentant 

ainsi le temps de vie apparent de l’association. 

Ces 2 paramètres sont pris en compte dans les régimes semi-dilués enchevêtrés et non-

enchevêtrés. Rubinstein et Semenov ont défini 2 domaines dans le régime non-enchevêtré et 3 

dans le régime enchevêtré qui dépendent chacun de la concentration en polymère. Les lois de 

puissance prévues, dans la gamme de concentration utilisée pour notre système, sont résumées 

dans le tableau III-10. 

 
                              Régime non-enchevêtré                           Régime enchevêtré 

 intra  inter inter intra  inter inter 

η M1C5,9 M1C1,1 M3C8,5 M3C3,75 

τ M2C4,9 M2C0,15 M2C6,2 M3C1,45 

G0 M-1C1 M-1C1 C2,3 C2,3 

 
 

Tableau III- 10 : Lois d’échelle prévues pour la rhéologie des polymères associatifs en régime semi-
dilué non-enchevêtré et enchevêtré 
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II.1.2 Résultats expérimentaux 

II.1.2.1 Propriétés viscoélastiques du mélange HA(AD)/HA(CD) 

 

Afin d’évaluer l’influence de la formation des complexes d’inclusion multivalents sur 

le comportement viscoélastique des solutions de hyaluronane, nous avons comparé les 

propriétés viscoélastiques d’une solution de hyaluronane à 30 g/L à celles d’un mélange 

HA(AD)/HA(CD) à 10 g/L de même masse molaire initiale. Les résultats sont présentés sur la 

figure III-24. 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figure III- 24 : Variation des modules G’ et G’’ en fonction de la fréquence pour le HA natif à 30 g/L 
et pour le mélange HA(AD)/HA(CD) à 10 g/L dans NaCl 0,025 M à 25°C 

 
 

Les modules G’et G’’ pour le mélange sont beaucoup plus élevés que pour le HA 

initial, et ce, pour une concentration 3 fois moins importante. Il est intéressant de souligner 

que pour une concentration de 10 g/L, le hyaluronane naturel donne une solution de viscosité 

assez faible. La figure III-24 montre que le mélange présente un caractère viscoélastique. Le 

module G’ est supérieur au module G’’ pour une fréquence supérieure à 0,1 Hz, reflétant un 

comportement de type gel sur cette gamme de fréquences. Aucun plateau n’est vraiment 

observable pour le module G’ et la diminution des modules G’ et G’’ avec la fréquence 

indique que les assemblages relaxent.  

Les propriétés viscoélastiques du mélange HA(AD)/HA(CD) ressemblent à celles de 

solutions de polymères de haute masse molaire et/ou de concentration élevée. A hautes 

fréquences, c’est à dire à des échelles de temps plus courtes que la durée de vie moyenne d’un 

pontage physique, le système a un comportement de gel physique. Dans ce domaine où G’ est 
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plus élevé que G’’, le caractère élastique domine. A basses fréquences c’est à dire aux temps 

longs, le réseau s’écoule et le comportement s’apparente à celui d’une solution. Pour nos 

systèmes, la réticulation ne fait que remplacer les enchevêtrements.  

Le mélange de ces 2 polymères modifiés conduit donc à la formation de réseaux 

temporaires stabilisés par des liaisons faibles et réversibles qui fluctuent dans le temps.  

Les jonctions résultent de la complexation spécifique entre les cavités de β-CD et les 

groupements adamantane aléatoirement greffés le long de la chaîne polymère. Ces complexes 

d’inclusion jouent le rôle de jonctions labiles interchaînes et se comportent comme des 

groupements collants. Comme nous l’avons expliqué dans le chapitre I, cette complexation 

présente des similitudes avec les hydrogels établis par des phénomènes de reconnaissance 

moléculaire tels que les interactions spécifiques entre les protéines [59-61]. 

Les propriétés rhéologiques de tels systèmes seront reliées au nombre de complexes 

formés mais aussi à leur durée de vie contrairement aux gels chimiques. 

Dans beaucoup de systèmes formés par les polysaccharides, comme présenté dans le 

chapitre I, la formation de zones de jonctions est nécessaire pour la formation de gels 

physiques stables. Une jonction interchaîne dont l’énergie est de l’ordre de kT ne suffit pas 

pour maintenir la cohésion du système. Dans le cas présent, la valeur de l’énergie des 

jonctions correspondant aux enthalpies déterminées par calorimétrie est nettement supérieure 

à l’énergie thermique kT. Une coopérativité n’est donc pas indispensable et quelques nœuds 

de réticulation, qui agissent de façon ponctuelle, suffisent pour obtenir un comportement de 

type gel. 

II.1.2.2 Comparaison des propriétés viscoélastiques des 2 types 

de mélange 

 

Nous avons comparé le comportement rhéologique des 2 assemblages 

supramoléculaires : HA(AD)/HA(CD) et de HA(AD)2/HA(CD)2 à une même concentration de 

10 g/L. Nous rappelons que le HA(AD) et le HA(AD)2 possèdent le même nombre de 

groupements adamantane par chaîne polymère (6 %) et le HA(CD) et le HA(CD)2 possèdent 

le même nombre de cavités de β-CD (5 %). 
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Figure III- 25 : Variation des modules G’ et G’’ en fonction de la fréquence pour les mélanges 
HA(AD)/HA(CD) et HA(AD)2/HA(CD)2 à 10 g/L dans NaCl 0,025 M à 25°C 

 
 

Sur la figure III-25, on remarque que pour le mélange HA(CD)2/HA(AD)2, le rapport 

G’/G’’ est plus élevé à fréquences élevées et le temps de relaxation (τ1) plus long. Ceci est 

cohérent avec les résultats obtenus par titration microcalorimétrique. Dans le cas du mélange 

HA(AD)2/HA(CD)2, une jonction interchaîne met en jeu une interaction divalente puisqu’elle 

est constituée de 2 complexes d’inclusion. L’enthalpie de liaison et la constante d’association 

pour ce mélange sont plus élevées que celles du mélange HA(AD)/HA(CD) ce qui explique 

que le temps de relaxation soit plus long. En revanche, les modules G’ et G’’ pour le système 

HA(AD)2/HA(CD)2 sont plus faibles. Ces modules sont liés à la densité de jonctions efficaces 

par chaîne macromoléculaire. Or, une jonction implique 2 complexes d’inclusion dans le cas 

de HA(AD)2/HA(CD)2 et 1 seul dans le cas de HA(AD)/HA(CD). Pour ces raisons, et étant 

donné que nous avons le même nombre de groupement d’AD par chaîne de HA(AD) et de 

HA(AD)2 et le même nombre de molécules de β-CD par chaîne de HA(CD) et de HA(CD)2, 

la densité de jonctions est deux fois plus faible dans le cas du mélange HA(AD)2/HA(CD)2. 

Les valeurs observées pour G’ et G’’ sont alors plus faibles. 

On aurait pu s’attendre à des différences de comportements plus importantes compte 

tenu de l’augmentation remarquable de la constante d’association mise en évidence dans le 

cas des interactions divalentes pour les espèces libres. L’intérêt des interactions multivalentes 

est probablement contrecarré par l’effet des chaînes polymères qui entraînent des restrictions 

stériques et par la présence d’agrégats importants dans le cas du HA(AD)2 rentrant en 

compétition avec la formation des complexes d’inclusion.  
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II.2 Influence de différents paramètres sur les propriétés 
viscoélastiques des assemblages 

 

II.2.1 Influence de la force ionique 

 

L’effet polyélectrolyte joue un rôle majeur dans la formation des assemblages 

supramoléculaires [42,62]. Les propriétés des réseaux formés par ces différents polymères 

hôtes et invités sont contrôlées par la balance complexe entre les interactions attractives dues 

à la formation des complexes d’inclusion β-CD/AD et les répulsions électrostatiques entre les 

chaînes dues aux groupements carboxylate du hyaluronane. Cette balance entre ces 

interactions de nature différente peut être modulée par une variation de la concentration en sel 

puisque l’écrantage des sites ioniques du HA entraîne une diminution des répulsions 

électrostatiques entre les macromolécules hôtes et invitées.  

Nous avons estimé une concentration en NaCl optimale permettant la formation de 

réseaux homogènes, égale à 0,025 M. Quand [NaCl] ≥ 0,05 M, le mélange n’est plus stable : 

macroscopiquement, on observe un phénomène de synérèse allant jusqu’à une séparation de 

phase lorsque la concentration en NaCl augmente (pour Csel = 0,1 M). Ce phénomène a 

également été observé dans le cas de dérivés du chitosane hydrophobiquement modifiés [63]. 

II.2.2 Influence de la concentration en polymère 

 

Pour des concentrations correspondantes au régime dilué du HA initial, du HA(AD) et 

du HA(CD) seuls, les 2 mélanges conduisent à des solutions hétérogènes constituées de 

microgels dispersés dans le solvant. Aucune mesure de viscosité de ces échantillons n’a été 

possible. Nous pouvons donc considérer que ces concentrations sont inférieures au seuil de 

gélification. A partir d’une concentration de 0,004 monomol/L (soit ~ 1,7 g/L) qui est environ 

une fois et demi plus grande que la concentration C* du hyaluronane initial, un réseau 

totalement homogène est observé pour les 2 types de mélanges. Les propriétés viscoélastiques 

des 2 types de mélange ont alors été étudiées dans une gamme de concentrations se situant 

entre les concentrations C* et Ce du HA initial c'est-à-dire de C = 2 g/L (0,0045 monomol/L) 

à C = 10 g/L (0,022 monomol/L) pour le mélange HA(AD)/HA(CD) et de C = 4 g/L (0,00835 

monomol/L) à C = 10 g/L (0,021 monomol/L) pour le mélange HA(AD)2/HA(CD)2, où C est 

la concentration totale en g/L, exprimée également en unité disaccharidique de répétition en 
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monomol/L avec [AD] = [CD]. Nous avons donc effectué des mesures de G’ et de G’’ des 

deux mélanges en régime dynamique à différentes concentrations C avec C* < C < Ce (figure 

III-26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figure III- 26 : Variations des modules G’ et G’’ en fonction de la fréquence à différentes 
concentrations en polymère et courbes maîtresses obtenues après superposition pour les mélanges 

HA(AD)/HA(CD) (A et A’) et HA(AD)2/HA(CD)2 (B et B’) ([AD] = [CD]) dans NaCl 0,025 M à 25°C 
(courbe de référence 7 g/L soit 0,015 monomol/L pour les 2 mélanges) 

 

Le comportement rhéologique des 2 types de mélange, dans cette gamme de 

concentration, est très proche de celui de solutions viscoélastiques de polymères enchevêtrés 

[53]. La figure III-26 montre l’influence de la concentration en polymère sur les modules G’ 

et G’’. Elle indique que les 2 mélanges HA(AD)/HA(CD) (rhéogramme (A)) et 

HA(AD)2/HA(CD)2 (rhéogramme (B)) répondent de la même façon à une variation de 
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concentration. En effet, les modules G’ et G’’ augmentent avec la concentration en polymère. 

En revanche, le temps de relaxation caractéristique τ, reflétant la dynamique du système, ne 

semble pas être affecté par une variation de la concentration en polymère dans cette gamme 

de concentrations. 

Nous avons essayé d’obtenir des courbes maîtresses par translation des courbes le long 

des axes de la fréquence et des modules. C’est une superposition en temps-concentration. Les 

courbes ont pu être superposées à la courbe de référence (C = 7 g/L = 0,015 monomol/L) 

uniquement par une translation verticale. Le même facteur de translation est appliqué pour G’ 

et pour G’’. La superposition dans le cas du HA(AD)/HA(CD) est moins correcte, ce qui peut 

être attribué à des imprécisions expérimentales pendant la préparation des échantillons.  

Etant donné que la gamme de concentrations utilisées pour les mélanges 

correspondent au régime semi-dilué non-enchevêtré du HA initial et que le temps de 

relaxation τ des 2 mélanges ne varie pas avec la concentration en polymère, nous pouvons 

considérer que dans cette gamme de concentrations les enchevêtrements des chaînes ne sont 

pas prédominants. La dynamique gouvernée par la formation des complexes d’inclusion et 

leur durée de vie moyenne peut être expliquée par le modèle de Rouse collant [57,58]. Le fait 

que le temps de relaxation reste constant avec la variation de concentration correspond, dans 

une certaine mesure, aux lois d’échelle théoriques prédites (tableau III-10) par Rubinstein et 

Semenov pour le domaine où les associations intermoléculaires prédominent dans le régime 

non-enchevêtré (τ ~ M 2 C 0,15). 

Par ailleurs, comme seulement une translation verticale permet d’obtenir les courbes 

maîtresses, on peut considérer que la variation du module G’ varie de la même façon avec la 

concentration quelque soit la fréquence. La figure III-27 représente la variation du module G’ 

(au point d’intersection de G’ et de G’’) en fonction de la concentration en polymère, qui 

varie comme la densité de jonctions potentielles. 
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Figure III- 27 : Dépendance du module G’ (correspondant au point d’intersection entre G’ et G’’ ) 
avec la concentration en polymère pour les mélanges HA(AD)/HA(CD) et HA(AD)2/HA(CD)2 dans 

NaCl 0,025 M à 25°C 
 

La loi de puissance de 1,5 trouvée expérimentalement pour les 2 mélanges ne 

correspond ni à la valeur théorique déterminée en régime non-enchevêtré (C1) ni à celle 

correspondant au régime enchevêtré (C2,3) (tableau III-10). Nous pouvons penser que ces 

concentrations se situent dans un régime intermédiaire pour lequel on observe un début 

d’enchevêtrements. Les différences par rapport aux valeurs théoriques peuvent également 

s’expliquer par le fait que le polymère utilisé est un polysaccharide semi-rigide et que les 

théories ont été établies sur des polymères synthétiques flexibles. 

Il est intéressant de noter que la viscosité correspondante donnée par η = G0τ  varie ~ 

en C1,6 puisque τ est constant. Cette puissance de 1,6 correspond à celle trouvée pour la 

variation de la viscosité en fonction de la concentration trouvée pour le HA initial (figure III-

15) en régime semi-dilué non-enchevêtré. 

 

II.2.3 Influence de la température 

 

II.2.3.1 Variation de G’ et G’’ en fonction de la température 

 

Nous avons suivi l’évolution des modules G’ et G’’ des mélanges HA(AD)/HA(CD) 

(figure III-28 (A)) et HA(AD)2/HA(CD)2 (figure III-28 (B)) à une valeur de fréquence fixée, 

lors d’une rampe en température. 
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Figure III- 28 : Variation des modules G’ et G’’ avec la température pour les mélanges 
HA(AD)/HA(CD) (A) et HA(AD)2/HA(CD)2 (B) à une concentration totale de 10 g/L avec [AD] = 

[CD] dans NaCl 0,025 M à une fréquence de 1 Hz 
 

Une élévation de température fluidifie les deux types de mélange puisque qu’à partir 

de 46°C et 49°C respectivement pour HA(AD)/HA(CD) et HA(AD)2/HA(CD)2, le module 

G’’ devient supérieur au module G’, à une fréquence de 1 Hz (figure III-28). Globalement, 

une augmentation de température entraîne une diminution des modules caractéristiques G’ et 

G’’, ce qui confirme le caractère essentiellement enthalpique des assemblages 

supramoléculaires. L’élasticité purement entropique d’un gel augmente avec la température. 

Pour chaque mélange, nous avons réitéré la rampe en température après 20 minutes. 

La superposition parfaite des courbes indique que la modification des propriétés 

viscoélastiques engendrées par une modification de température est entièrement réversible. 

 

II.2.3.2 Variation de G’ et G’’ en fonction de la fréquence à 

différentes températures 

 
Afin de mieux comprendre l’effet de la température sur le comportement rhéologique 

des 2 mélanges, nous avons étudié la variation des modules G’ et G’’ en fonction de la 

fréquence et ce, pour différentes températures (figure III-29). 
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Figure III- 29 : Variations des modules G’ et G’’ en fonction de la fréquence à différentes 
températures pour HA(AD)/HA(CD) (A) et pour HA(AD)2/HA(CD)2 (B) à 10 g/L ([AD] = [CD]) dans 
NaCl 0,025 M à 25°C ; courbes maîtresses obtenues (A’ et B’) et variations de Ln (at) en fonction de 
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La figure III-29 (rhéogrammes (A) et (B)) montre une diminution des modules G’ et 

G’’ lorsque la température augmente pour les 2 mélanges comme observé avec les rampes de 

température. Cette diminution des modules est accompagnée d’un déplacement du point de 

croisement des modules vers les fréquences élevées indiquant que le temps de relaxation pour 

les 2 systèmes diminue quand la température augmente.  

Une superposition temps-température (ou méthode des variables réduites)  nous a 

permis d’obtenir des courbes maîtresses pour les modules G’ et G’’ (rhéogrammes A’ et B’) 

[53,64]. La température de 25°C a été choisie comme la température de référence. Cette 

superposition permet également d’étendre la gamme de fréquences explorées. Pour un 

mélange donné, le même facteur de translation horizontale pour G’ et G’’ est appliqué. Ce 

principe de superposition temps-température s’applique théoriquement pour les solutions de 

polymères enchevêtrés. Nous voyons que ce principe est parfaitement transposable au 

HA(AD)/HA(CD) ce qui n’est pas tout à fait le cas pour le mélange HA(AD)2/HA(CD)2. En 

effet, à hautes fréquences les courbes représentant l’évolution des modules G’’ ne se 

superposent pas aussi bien. Par ailleurs, l’allure des courbes représentant l’évolution des 

modules G’ et G’’ du mélange HA(AD)2/HA(CD)2 présente des similitudes avec le modèle de 

Maxwell, évoqué au début de cette partie, dans la mesure où l’on distingue un maximum pour 

G’’ à basses températures et à hautes fréquences.  

D’une façon générale, une translation verticale est liée à la variation du nombre de 

groupements collants par chaîne et à la variation de la concentration en polymère et une 

translation horizontale reflète la modification du mécanisme de relaxation par la température. 

Dans de nombreux travaux, la courbe maîtresse est obtenue par des translations verticale et 

horizontale [65-67]. Pour nos systèmes, aucune translation verticale significative n’est 

nécessaire ce qui s’explique par le même nombre de groupes interactifs à chaque température. 

Ce phénomène a également été observé pour des solutions enchevêtrées de polyacrylamide 

associatifs [68].   

Etant donné l’importante contribution enthalpique dans la stabilité des complexes à 

base de β-CD, nous avons calculé la constante d’association et le nombre maximum de 

complexes susceptibles de se former à trois températures (5°C, 25°C et 50°C). Les relations 

qui nous ont permis de calculer ces données sont les suivantes : 
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 aRTLnKG −=°∆   éq. III- 6 
 
 °∆−°∆=°∆ STHG   éq. III- 7 
donc 

 )exp(
RT
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RT
HK a

°∆
+

°∆
−=  éq. III- 8 

 

où ∆G° est la variation d’énergie libre, ∆H° est la variation d’enthalpie en kJ/mol ici < 0, ∆S° 

est la variation d’entropie, Ka est la constante d’association en M-1, R = 8,314 JK-1mol-1 est la 

constante des gaz parfaits et T est la température absolue en K. 

Le nombre de complexes maximum susceptibles de se former a été calculé à partir de 

la valeur de Ka, des concentrations totales en AD et en β-CD et de la relation suivante : 
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CDDcomplexesAK a ×−
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  éq. III- 9 

 

où Ka est la constante d’association et les concentrations sont les concentrations des espèces à 

l’équilibre. 

Les calculs effectués portent sur le mélange HA(AD)/HA(CD) à 10 g/L avec [AD]total 

= [β-CD]total = 6,06 × 10-4 M, en considérant ∆H° = - 29 400 J/mol, ∆S° = 7,35 J/mol à 25°C. 

Ces valeurs ont été déterminées par ITC pour la titration du HA-CD par des monomères d’AD 

libres dans NaCl 0,025 M. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau III-11. 

 

T (°C) 5 25 50 

Ka (M-1) 138 151 58 837 19 871 

[complexes β-CD/AD] M 5,45 × 10-4 4,9 × 10-4 4,4 × 10-4 

 
Tableau III- 11 : Constantes d’association et nombre de complexes de β-CD/AD déterminés à 

différentes températures 
 

Ce tableau montre une diminution non négligeable de la constante d’association 

lorsque la température augmente. En revanche, la diminution du nombre de complexes (aptes 

à se former) avec la température est relativement faible puisque ce nombre varie de 5,45×10-4 

à 4,4×10-4.  
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L’application d’une translation horizontale implique que le mécanisme de relaxation 

reflétant la dynamique du système est modifié par une variation de température (relation avec 

la constante d’association Ka). Le temps de relaxation diminue avec une augmentation de 

température. La température joue un rôle très important sur la vitesse d’échange et par 

conséquent sur la durée de vie moyenne des complexes β-CD/AD. De plus, la mobilité des 

chaînes polysaccharidiques est très sensible à une variation de température. En effet, quand la 

température augmente, la viscosité du solvant diminue et la flexibilité du HA est augmentée 

dans la mesure où les ponts hydrogène intrachaînes, présents initialement sur le polymère, 

sont progressivement déstabilisés [69].  

L’énergie d’activation Ea requise pour la relaxation du système peut être estimée grâce 

à la variation de Ln(at) en fonction de 1/T. Cette énergie suit une loi de type Arrhénius: 

 at = B exp(Ea/RT)                                                éq. III- 10 
 

où at est le facteur de translation horizontale, R la constante des gaz parfaits égale à 8.314   

JK-1mol-1, T la température absolue en K et B un facteur de fréquence. 

La pente de chacune des droites Ln(at) fonction de 1/T pour les 2 systèmes nous donne 

les valeurs de Ea (figure III-29 (C)) au facteur R près. Cette énergie peut être assimilée à la 

barrière d’énergie potentielle qu’une chaîne polymère doit franchir pour se désengager du 

reste des chaînes [53,56]. 

Le tableau III-12 présente les valeurs d’énergie d’activation déterminées pour le HA 

initial, le HA(AD)2, et pour les 2 mélanges à différentes concentrations en polymère. 

 

 Concentration en polymère Ea (kJ/mol) Ea 

HA initial* 7 g/L 20 8 kT 

HA initial* 10 g/L 22,5 9 kT 

HA initial 30 g/L 27,5 11 kT 

HA(AD)/HA(CD) 7 g/L 57,5 23 kT 

HA(AD)/HA(CD) 10 g/L 62,5 25 kT 

HA(AD)2 10 g/L 22,5 9 kT 

HA(AD)2/HA(CD)2 7 g/L 67,5 27 kT 

HA(AD)2/HA(CD)2 10 g/L 75 30 kT 

*cf [69]. 
 

Tableau III- 12 : Energies d’activation déterminées pour différents systèmes (1 kT = 2,5 kJ/mol)  
(la précision des mesures est estimée à 5 %) 
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Ces valeurs d’énergie d’activation incluent l’énergie d’activation du solvant. Au 

laboratoire, il a été montré que l’énergie d’activation du hyaluronane dépend de la 

concentration en polymère. La valeur de l’énergie d’activation pour un hyaluronane de masse 

~ 300 000 g/mol augmente jusqu’à une concentration en polymère égale ~ à 30 g/L pour 

atteindre une valeur maximum et ensuite diminuer très légèrement (figure III-30) [69]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure III- 30 : Variation de l’énergie d’activation en fonction de la concentration pour des HA de 

masses molaires différentes, reproduction de la réf. [69] 
 

On peut donc penser que le même phénomène se produit avec les 2 mélanges, à savoir 

une augmentation de l’énergie d’activation avec la concentration pour atteindre un maximum 

et ensuite se stabiliser. Le tableau III-12 montre que les énergies d’activation trouvées pour 

les mélanges sont beaucoup plus importantes que celles du HA natif, quelque soit la 

concentration du HA. Ceci s’explique par le fait que la dynamique des mélanges est 

totalement différente de celle du polymère précurseur. En effet, considérons le cas du mélange 

HA(AD)/HA(CD) à 10 g/L. L’énergie d’activation du mélange est de 62,5 kJ/mol et celle du 

HA natif à la même concentration est de 22,5 kJ/mol. La différence entre ces deux énergies, 

c'est-à-dire 40 kJ/mol est liée à la présence des groupements collants. Toutefois cette valeur 

ne correspond pas à la valeur de l’énergie d’un complexe AD/β-CD déterminée par titration 

calorimétrique (- 26 kJ/mol). L’excédent pourrait refléter le caractère multivalent de la 

complexation. Les complexes d’inclusion constituent donc des jonctions ponctuelles agissant 

de façon non indépendante vis-à-vis de la dynamique de la chaîne. Par ailleurs, les valeurs 

d’énergie d’activation plus importantes trouvées pour le mélange HA(AD)2/HA(CD)2 par 

rapport à HA(AD)/HA(CD) sont vraisemblablement liées à la nature divalente de l’interaction 



Chapitre III : Etude physico-chimique des assemblages supramoléculaires à base de hyaluronane 

 186

β-CD/AD dans le cas du mélange HA(AD)2/HA(CD)2. En effet, comme nous l’avons vu par 

microcalorimétrie, l’énergie des jonctions constituées par 2 dimères est plus élevée que celle 

constituée par 2 monomères, ce qui explique que l’énergie requise pour la relaxation Ea dans 

le cas de HA(AD)2/HA(CD)2 soit plus importante.  

II.2.4 Influence de l’ajout d’une molécule hôte compétitive : la β-

CD naturelle 

 
Puisque les réseaux résultent d’interactions sélectives entre la β-CD et l’adamantane, 

nous pouvons penser que l’addition d’une molécule hôte compétitive déplace l’équilibre de 

complexation. La dissociation des assemblages supramoléculaires dépendra donc de la 

constante d’association entre la molécule hôte ajoutée et les groupements adamantane greffés 

sur les chaînes polymères.  

Nous avons choisi d’additionner la molécule de β-CD naturelle. La figure III-31 

montre les propriétés viscoélastiques obtenues après des ajouts de β-CD naturelle à 

différentes concentrations. La β−CD est solubilisée dans un minimum de solvant (50 µL au 

maximum) puis ajoutée directement sur le “gel”. Les réseaux sont ensuite agités pour obtenir 

une bonne homogénéité et laissés au repos pendant 1 heure. 
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Figure III- 31 : Variation des modules G’ et G’’ en fonction de la fréquence pour les systèmes 
HA(AD)/HA(CD) (A) et pour HA(AD)2/HA(CD)2 (B) (C = 0,015 monomol/L = 7 g/L, [AD] = [CD]) 

seuls et en présence de β-CD libre ajoutée à différentes concentrations et courbes maîtresses obtenues 
après superposition ((A’) et (B’)) ; solvant, NaCl 0,025 M à 25 °C, courbe de référence 0 éq. CD 

 

La figure III-31 montre que pour les 2 réseaux, l’addition de β-CD entraîne une 

diminution du temps de relaxation et des modules G’ et G’’. Ces diminutions sont d’autant 

plus marquées que la concentration en β-CD est grande.  

Par un principe analogue à la superposition temps-température, nous avons essayé de 

superposer les courbes de façon à obtenir une courbe maîtresse (figure III-31, courbe (A’) et 

(B’)). Il s’avère que pour les deux types de mélanges, seule une translation le long de l’axe 

des fréquences est nécessaire à l’obtention de la courbe maîtresse. 
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On peut considérer que ces expériences de compétition consistent à “faire varier” la 

densité de jonctions interchaînes effectives. En effet, les molécules de β-CD libres 

additionnées s’associent avec les groupements adamantane greffés sur le polymère, 

contribuant ainsi à une diminution de la densité des jonctions interchaînes efficaces. En 

revanche, le nombre maximum de groupements collants par chaîne macromoléculaire reste le 

même ce qui peut expliquer qu’aucune translation verticale n’est nécessaire à l’obtention des 

courbes maîtresses.  

L’application des translations horizontales signifie que le mécanisme de relaxation est 

modifié par l’ajout de β-CDs libres. La diminution du temps de relaxation observée reflète 

une augmentation de la dynamique du système. La dynamique, en particulier la vitesse 

d’échange des complexes d’inclusion, est totalement modifiée dans la mesure où un 

groupement adamantane greffé a le choix de s’associer soit avec une cavité de β-CD greffée 

soit avec une molécule libre. Le système n’est pas figé mais il est caractérisé par un échange 

dynamique. 

Par ailleurs, on observe que dans le cas du mélange HA(AD)/HA(CD), l’addition de 

2,9 éq. molaires de β-CD libres entraîne une diminution de G’ d’un facteur 10 (~ 150 Pa à ~ 

15 Pa) alors que pour le mélange HA(AD)2/HA(CD)2 la diminution de G’ d’un facteur 10 (~ 

100 Pa à ~ 10 Pa) nécessite seulement l’ajout de 1,2 éq. molaires de β-CD. La dissociation du 

réseau HA(AD)2/HA(CD)2 requiert donc une quantité de β-CD moins importante. Ceci peut 

s’expliquer par le fait que, comme évoqué auparavant, la densité de jonctions interchaînes est 

deux fois plus faible dans le cas de HA(AD)2/HA(CD)2 et une seule cavité de β-CD suffit 

pour dissocier un complexe divalent, ce qui laisse penser que la dissociation complète du 

réseau nécessite deux fois moins de β-CDs libres. 

L’effet de l’addition des β-CD libres sur le mélange HA(AD)/HA(CD) peut être 

représenté schématiquement (schéma III-2). Le même phénomène est observé avec le 

mélange HA(AD)2/HA(CD)2. 
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Schéma III- 2 : Dissociation partielle de l’assemblage supramoléculaire HA(AD)/HA(CD) après 
addition de β-CD libres 

 

Ces observations diffèrent totalement des travaux effectués par Reinhoudt et coll. qui 

ont montré que les assemblages formés entre des polymères hydrophobiquement modifiés 

invités et des β-CDs adsorbées sur une surface d’or étaient irréversibles et ne pouvaient pas 

être dissociés par l’addition de molécules compétitives hôtes ou invitées [70].  
Les assemblages macromoléculaires que nous avons obtenus peuvent donc être 

considérés comme des systèmes sensibles à l’addition de molécules hôtes compétitives. En 

effet, l’addition de β-CD en tant que molécule hôte compétitive se traduit macroscopiquement 

par une transition d’un comportement de type gel à l’état de solution. La réponse est fonction 

de la constante d’association entre les molécules libres et greffées et est totalement réversible. 

 

II.3 Etude du comportement en écoulement des mélanges 

 
Comme il a été montré dans le cas de la solution de HA(AD)2, certaines solutions ou 

certains solides possèdent un caractère thixotrope. Nous avons cherché à voir si les 2 

assemblages supramoléculaires présentent un tel comportement. 
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II.3.1 Etude de la déstructuration des deux types d’assemblages 
supramoléculaires 

 
Des expériences consistant à appliquer des rampes continues de contrainte en fonction 

de la vitesse de cisaillement ont été effectuées sur les mélanges HA(AD)/HA(CD) et 

HA(AD)2/HA(CD)2, (concentrations en polymère identiques de 0,015 monomol/L soit 7 g/L) 

(figure III-32). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure III- 32 : Variation de la contrainte de cisaillement en fonction du gradient de cisaillement 
pour HA(AD)/HA(CD) et HA(AD)2/HA(CD)2 avec C = 0,015 monomol/L soit 7 g/L dans NaCl 0,025 

M à 25°C 
 

La figure III-32 montre la présence d’un seuil de contrainte critique apparent pour les 

2 mélanges correspondant respectivement à une vitesse de cisaillement de 1 s-1 pour le 

système HA(AD)2/HA(CD)2 et de 1,6 s-1 pour le mélange HA(AD)/HA(CD) traduisant une 

dissociation et/ou à un réarrangement des interactions stabilisant les assemblages formés. Les 

valeurs des seuils de contrainte apparent, ~140 Pa pour le mélange HA(AD)2/HA(CD)2 et ~ 

170 Pa pour le système HA(AD)/HA(CD), sont beaucoup plus élevées que celle trouvée pour 

les solutions de HA(AD)2 qui est égale à 1,3 Pa ce qui signifie que dans le cas des mélanges, 

les interactions sont beaucoup plus fortes et stables.  

L’existence de tels seuils de contrainte apparents a été trouvée pour des systèmes se 

comportant comme des réseaux temporaires stabilisés par des liaisons faibles et réversibles 

[71,72]. 
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II.3.2 Cinétique de restructuration 

 
La même expérience a été réitérée afin d’évaluer le temps nécessaire requis par les 2 

mélanges pour retrouver leur état initial (figure III-33). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figure III- 33 : Effet du temps sur la variation de la contrainte de cisaillement en fonction du 
gradient de cisaillement pour les systèmes HA(AD)/HA(CD) (A) et HA(AD)2/HA(CD)2 (B) à C = 

0,015 monomol/L dans NaCl 0,025 M à 25°C 
 

La figure III-33 indique qu’un temps de 30 min est suffisant pour un retour à l’état 

initial puisque les cycles d’hystérésis se superposent parfaitement. La relaxation (30 min) est 

nettement plus courte que dans le cas le HA(AD)2 (3 heures minimum) probablement en 

raison des déstructurations occasionnées dans les mélanges et dans la solution de HA(AD)2, 

qui n’ont pas la même origine. Dans le cas des mélanges, le cisaillement agit principalement 

sur les complexes d’inclusion interchaînes et non sur l’auto-association des polymères. 

 

II.3.3 Effet de la température 

 

Les expériences ont été effectuées à différentes températures (5°C, 25°C et 50°C) et ce 

pour chacun des 2 mélanges (figure III-34). 
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Figure III- 34 : Variation de la contrainte de cisaillement en fonction du gradient de cisaillement 
pour HA(AD)/HA(CD) (A) et pour HA(AD)2/HA(CD)2 à C = 0,015 monomol/L ([AD] = [CD]) à 

différentes températures dans NaCl 0,025M 
 

 

 L’ampleur de la déstructuration plus importante à basse température signifie que les 

réseaux temporaires sont plus “solides” à basse température. Ces observations corroborent les 

résultats obtenus à partir des rampes de température qui ont montré que pour les 2 mélanges le 

module élastique G’ est plus élevé que le module de perte G’’ à basse température et à partir 

des expériences en dynamique effectuées à différentes températures. La disparition du seuil de 

contrainte apparent est liée à la durée de vie plus courte des complexes et à la flexibilité plus 

marquée du HA à haute température.  

 

 

L’étude rhéologique nous a permis de mieux comprendre le comportement de ces 

mélanges originaux. Les résultats obtenus pour le comportement rhéologique des mélanges 

HA(AD)/HA(CD) et HA(AD)2/HA(CD)2 indiquent qu’ils se comportent comme des réseaux 

temporaires qui relaxent à basse fréquence. Les complexes d’inclusion entre monomères de β-

CD et d’AD d’une part, et entre dimères de β-CD et dimères d’AD d’autre part, constituent 

des jonctions physiques interchaînes. Les propriétés viscoélastiques de ces réseaux sont 

sensibles à la variation de différents paramètres externes comme la force ionique, la 

concentration en polymère, la température et l’ajout d’une molécule compétitive.  

Il en résulte que la concentration en NaCl optimale pour la formation des assemblages 

supramoléculaires stables et homogènes considérés dans ce travail est égale à 0,025 M. 
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La comparaison entre les lois d’échelle expérimentales et théoriques pour le HA initial 

et pour les 2 mélanges nous ont permis d’identifier différents régimes. Dans la gamme de 

concentration choisie, il ressort que les réseaux se forment dans le régime semi-dilué dans 

lequel les enchevêtrements ne sont pas prédominants. L’augmentation de la concentration 

provoque un accroissement des modules G’ et G’’ sans modifier la valeur du temps de 

relaxation. La dynamique des systèmes obéit au modèle de Rouse collant et est 

principalement contrôlée par le nombre de groupements collants par chaîne, par leur durée de 

vie (donc leur vitesse d’échange) et par leur énergie.  

Par ailleurs, il s’avère que le principal effet de la température est “l’activation” du 

mécanisme de relaxation. Le temps de vie des jonctions interchaînes et la mobilité de la 

chaîne sont augmentés. L’application du principe de temps-température nous permet 

d’accéder à l’énergie d’activation des systèmes. Les valeurs importantes des énergies requises 

pour la relaxation des 2 mélanges reflètent la présence des groupements collants le long des 

chaînes. Ce ralentissement est d’ailleurs plus marqué pour les mélanges HA(AD)2/HA(CD)2. 

L’ajout d’une molécule compétitive dissocie en partie les complexes d’inclusion et 

entraîne donc une diminution du nombre des jonctions interchaînes efficaces et une 

modification du processus de relaxation. 

Nous avons également mis en évidence que les mélanges, après avoir subit une 

déformation impliquant une dissociation et/ou un réarrangement des complexes d’inclusion 

interchaînes, relaxent après un temps relativement faible de 30 min. 
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Conclusion  
 

Dans ce chapitre, nous avons présenté le comportement en milieu aqueux des 

molécules et macromolécules hôtes et invitées que nous avons synthétisées. L’examen des 

comportements en solution a été principalement effectué par des expériences de titration 

calorimétrique qui ont permis une analyse détaillée des propriétés d’inclusion de chaque entité 

moléculaire et par des mesures de viscosité qui ont permis d’appréhender les propriétés en 

solution des polymères hôtes et invités. 

Nous avons, dans une deuxième partie, caractérisé les propriétés viscoélastiques des 2 

assemblages supramoléculaires obtenus : le mélange HA(AD)/HA(CD) stabilisé par des 

complexes d’inclusion β-CD/AD simples et le mélange HA(AD)2/HA(CD)2 stabilisé par des 

paires de complexes d’inclusion β-CD/AD. Les 2 mélanges se comportent comme des réseaux 

physiques dont les nœuds de réticulation subissent des fluctuations temporelles et thermiques. 

Les deux systèmes révèlent un comportement différent en corrélation avec la structure du 

complexe d’inclusion. Dans le cas des mélanges HA(AD)2/HA(CD)2, les modules G’ et G’’ 

sont plus faibles étant donné que le nombre de groupements collants est deux fois plus faible. 

La dynamique du système est diminuée en raison de l’énergie plus importante des jonctions 

interchaînes.  
Ces assemblages supramoléculaires constituent une nouvelle classe d’hydrogels 

physiques dont les nœuds de réticulation sont ici bien définis et contrôlés. Ils constituent 

également des modèles très intéressants impliquant des interactions multivalentes ponctuelles. 

Par ailleurs, leurs propriétés viscoélastiques sont modulables par une variation de 

différents paramètres chimiques et physiques. Les réponses des 2 types de mélange à la 

modification de ces paramètres externes sont relativement similaires. En conséquence, dans la 

gamme de concentration choisie, la dynamique des systèmes est essentiellement contrôlée par 

le nombre de “stickers” efficaces par chaîne et par leur durée de vie.  

Il nous a semblé intéressant de comparer le comportement des hydrogels à base de 

hyaluronane, obtenus dans le cadre de ce travail, avec celui des assemblages obtenus 

préalablement à partir du chitosane (chit) [42]. Cette comparaison permet, entre autre, de 

mettre en évidence le rôle de la chaîne polysaccharidique. Les deux systèmes se comportent 

de façon analogue par rapport à une modification de la concentration (dans la gamme de 

concentration choisie). En effet, il s’avère que le temps de relaxation des deux systèmes ne 

varie pratiquement pas avec la concentration. L’effet de la température est globalement le 
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même à savoir une translation horizontale pour obtenir les courbes maîtresses, liée à 

l’activation de la dynamique. Toutefois, on note une différence au niveau des valeurs des 

énergies de relaxation Ea. A la même concentration en polymère, l’énergie Ea du mélange 

chit-β-CD (10%) /chit-AD (5%) (Ea= 37 kT) est plus élevée que celles déterminées pour les 

assemblages à base de hyaluronane (25 kT et 30 kT). Ceci peut s’expliquer par le fait que 

pour les systèmes à base de chitosane, la distance entre les complexes interchaînes β-CD/AD, 

en corrélation avec la structure de l’unité de répétition, est deux fois plus courte. Le nombre 

de groupements collants est donc plus élevé dans le cas du chitosane ce qui renforce le 

caractère multivalent de la complexation. De plus, le chitosane est plus rigide que le HA ce 

qui laisse supposer que l’effet de la température sur la mobilité des chaînes peut être différent. 

Quant à l’influence de la force ionique, nous avons montré que l’apparition de la séparation 

de phase est déplacée à une concentration en sel plus élevée (Csel = 0,2 M pour le chitosane 

contre 0,1 M pour le HA), ce qui est lié à la densité de charges plus importante pour le 

chitosane. 

Tout au long du travail, nous avons cherché à établir le lien étroit existant entre ce qui 

se passe à l’échelle moléculaire local, décrit par les expériences de microcalorimétrie de 

titration, et les propriétés macroscopiques, mises en évidence par la rhéologie. Ces deux 

points de vue complémentaires nous ont permis de mieux comprendre le comportement de ces 

nouveaux assemblages supramoléculaires à base de hyaluronane modifié chimiquement.  
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I Produits chimiques et solvants 
 

La majorité des réactifs et des solvants proviennent de la société SIGMA-ALDRICH 

SARL et FLUKA (division de SIGMA-ALDRICH SARL), et ont été utilisés sans purification 

préalable. La β-cyclodextrine initiale provient de la société Roquette frères SA (Lestrem, 

France).  

Tous les solvants anhydres proviennent de SIGMA-ALDRICH et FLUKA et ont été 

utilisés tels quels. Ils sont conservés sur tamis moléculaire. 

Les solvants deutériés D2O et CDCl3 sont fournis par la société SDS (France). 

Le hyaluronane utilisé a une masse molaire moyenne en masse de 300 000 g/mol et 

provient de la société ARD (Pomacle, France). Il est obtenu par fermentation bactérienne 

(bactérie Spectrococcus zooepidemecus). 

 

II  Matériels et méthodes générales 

II.1 Purification 

II.1.1 Cas des polymères modifiés 

II.1.1.1 Diafiltration 
 

La diafiltration des solutions de polysaccharides modifiés est effectuée avec des 

membranes Amicon PM30 (seuil de coupure 30 000 g/mol) en poly(éthersulfone), YC05 

(seuil de coupure 500 g/mol) en acétate de cellulose et YM 10 (seuil de coupure 10 000 

g/mol) en cellulose régénérée. Les diafiltrations sont arrêtées lorsque la conductivité du filtrat 

est stable et atteint une valeur inférieure à 10 µS. 

II.1.1.2 Précipitation 
 

La purification des polysaccharides modifiés est effectuée principalement par 

précipitation à l’éthanol dans les proportions EtOH/H2O ((60/40) (v/v)) suivie de lavages dans 

différentes proportions ((EtOH/H2O) (70/30), (75/25), (80/20) et (90/10)). 

II.1.2 Cas des petites molécules 

II.1.2.1 Chromatographie en phase normale 
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La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est réalisée sur des plaques 

d’aluminium recouvertes de gel de silice (MERCK 60 F254) en utilisant des systèmes d’éluants 

appropriés. Les composés sont révélés sous lumière UV (longueur d’onde = 254 nm) (pour les 

composés chromophores), puis par trempage dans des révélateurs spécifiques suivi d’une 

étape de chauffage à 300°C. Les révélateurs utilisés sont : 

 - un mélange phosphomolybdique (50 g d’acide phosphomolybdique solubilisé dans 1 

L d’éthanol) pour la majorité des intermédiaires, 

 - une solution aqueuse d’acide sulfurique à 10 % (en volume) pour les dérivés de 

cyclodextrine, 

 - une solution à 0,2 % (en masse) de ninhydrine dans l’éthanol pour les composés 

possédant une fonction amine primaire. 

Les séparations par chromatographie rapide sont réalisées sous pression d’air 

comprimé sur colonne de gel de silice (Merck Geduran SI 60 ; 40-63) avec l’éluant indiqué. 

II.1.2.2 Chromatographie d’exclusion stérique (SEC) 
 

La séparation des β-cyclodextrines mono-, di- et trifonctionnalisées et la purification 

des dimères de β-CD sont effectuées par chromatographie d’exclusion stérique à température 

ambiante. Les échantillons solubilisés dans l’eau sont injectés sur des colonnes de Biogel P-4 

(Bio-Rad, USA) (4 × 100 cm, taille d’exclusion = 400 g/mol) et P-6 (4 × 100 cm, taille 

d’exclusion = 600 g/mol) en éluant avec de l’eau ultrapure ou avec une solution aqueuse de 

nitrate de sodium (0,05 M). La vitesse d’élution est de 80 mL/h. La détection se fait via un 

réfractomètre différentiel et les fractions sont récupérées avec un collecteur. L’élimination du 

sel est effectuée par diafiltration avec des membranes Amicon YC05 (seuil de coupure 500 

g/mol). Les produits sont ensuite lyophilisés. 

 

II.2 Spectrométrie de masse 
 

Les mesures par spectrométrie de masse basse et haute résolution ont été réalisées 

avec un spectromètre Micromass ZabSpec-TOF (technique électrospray) par le service de 

spectrométrie de masse du Centre Régional de Mesures Physiques de l’Ouest (CRMPO-

Rennes). 
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II.3 Spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire  

II.3.1 Généralités 
 

Les spectres RMN du proton et du carbone ont été réalisés principalement sur un 

appareil Bruker Avance 400 opérant aux fréquences de 400 MHz (1H) et 125 MHz (13C), 

équipé d’une sonde QNP. 

Les déplacements chimiques (δ) sont exprimés en partie par million (ppm) par rapport 

au tétraméthylsilane utilisé comme référence interne et en utilisant les solvants indiqués. Les 

constantes de couplage (J) sont mesurées en Hertz (Hz).  

Les produits hydrosolubles sont solubilisés dans l’eau lourde : D2O. La référence 

utilisée est alors le pic résiduel de l’eau pour les spectres proton (étalonné à 4,7 ppm pour une 

température de 298 K et à 4,09 ppm pour une température de 353 K).  

Les composés solubles en milieu organique sont solubilisés dans le CDCl3, la 

référence utilisée est alors le signal du CH3Cl pour les spectres RMN 1H (étalonné à δ = 7,23 

ppm) ou le pic central du signal du CH3Cl pour les spectres RMN 13C (étalonné à δ = 77 

ppm). 

Les expériences bidimensionnelles homo ou hétéronucléaires sont calibrées par analogie avec 

les spectres à une dimension correspondants.  

II.3.2 Séquences utilisées 
 

Le spectre RMN 1H standard donne des informations sur les protons de la molécule 

étudiée, telles que les déplacements chimiques (δ), les intensités des signaux et les constantes 

de couplage (J). Le spectre de RMN 13C standard renseigne sur les déplacements chimiques 

(δ) des carbones de la molécule étudiée. Les spectres monodimensionnels sont acquis sur 16 

K points et transformés sur 32 K points (zero-filling). Pour la majorité des spectres 1H, un 

traitement à l’aide d’une fonction exponentielle (LB = 0,3) et une correction de la ligne de 

base sont effectués. 

L’expérience DEPT-135 (Distortionless Enhancement by Polarization Transfert) 

permet de différencier les carbones liés à un nombre pair de protons des carbones liés à un 

nombre impair de protons. 

L’expérience de corrélation de déplacement chimique bidimensionnelle 

homonucléaire de type COSY (COrrelated SpectroscopY) met en évidence les noyaux de 

même nature possédant entre eux un couplage scalaire vicinal ou géminal. 



Chapitre IV : Partie expérimentale 

 209

L’expérience de corrélation de déplacement chimique bidimensionnelle hétéronucléaire 

inverse de type HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) permet de mettre en 

évidence deux noyaux de nature différente possédant entre eux un couplage fort. Les 

corrélations 13C/1H, via les couplages 1JC,H, permettent d’associer chaque carbone aux protons 

qui lui sont liés. 

L’expérience de corrélation de déplacement chimique bidimensionnelle TOCSY 

(TOtal Correlation SpectroscopY) met en évidence les noyaux de même nature possédant 

entre eux un couplage scalaire plus ou moins grand selon le temps de mélange imposé 

pendant le spin-lock. 

L’expérience bidimensionnelle ROESY (Rotational nuclear Overhauser Effect 

SpectroscopY)) met en évidence les noyaux de même nature proches spatialement sans être 

couplés scalairement. Les spectres bidimensionnels sont acquis sur 2K points en F2 avec 256 

incréments de temps en F1. Les expériences phasées sont acquises en mode TPPI (Time 

Proportional Phase Increment) et transformées en matrice 1K×1K points.  

II.3.3 Caractérisation des polysaccharides modifiés 
 

Les polymères modifiés sont caractérisés par RMN 1H sur un appareil Bruker Avance 

400 à 353 K avec suffisamment de scans (32 minimum) pour obtenir un rapport signal sur 

bruit correct. En augmentant la température, l’agitation thermique est favorisée ainsi que les 

mouvements Browniens ce qui augmente le temps de relaxation transversal T2. Or, la largeur 

à mi-hauteur des signaux RMN 1H est directement liée au temps de relaxation transversale T2 

(en 1/T2). Un accroissement de la température affine donc les pics et nous avons vérifié avec 

un étalon interne (l’acétate de sodium) qu’à 353 K, les signaux des protons du HA n’étaient 

pas sous estimés. Les DS sont calculés par intégration de certains signaux caractéristiques des 

protons des greffons en prenant comme référence interne les protons anomères du 

polysaccharide. 

II.3.4 Nomenclature 
 

La notation utilisée pour la description des spectres est la suivante : s (singulet), d 

(doublet), dd (doublet de doublet), m (massif ou multiplet), t (triplet).  

Afin que l’attribution  des signaux des protons caractéristiques des molécules 

intermédiaires soit claire, une lettre est associée à chaque proton.  
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Concernant l’attribution des signaux caractéristiques des protons des unités “sucre“ 

modifiées et non-modifiées des cyclodextrines et des deux unités “sucre”, modifiées et non-

modifiées, constituant l’unité de répétition du HA, les protons sont numérotés de la façon 

suivante : (H-1’ à H-5’) pour les unités “sucre” modifiées et (H-1 à H-6) pour les unités 

“sucre” non-modifiées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.4 Détermination du taux d’hydratation 
 

De par la nature de leur squelette, les polysaccharides sont hygroscopiques. Il est donc 

nécessaire de connaître la teneur en eau totale contenue dans les différents polymères étudiés 

pour pouvoir déterminer avec précision les concentrations en solution. La détermination est 

effectuée par thermogravimétrie (thermobalance SETARAM 92-12). L’échantillon est chauffé 

de 20 à 130°C à une vitesse de 5°C / min puis stabilisé pendant 1 h à 130°C. Le taux 

d’hydratation τh est donné par la relation :  

 Sh mm /∆=τ   éq. IV - 1 
 

où ∆m = mh-ms, mh étant la masse du polysaccharide hydraté et ms, la masse du 

polysaccharide sec. 

II.5 Chromatographie d’exclusion stérique  
 

Cette technique donne accès à des grandeurs physiques telles que les masses molaires 

moyennes, le rayon de giration ou encore la viscosité intrinsèque des échantillons. La 

technique consiste à fractionner l’échantillon, selon le volume hydrodynamique des 

polymères, puis à analyser les fractions à l’aide de différents détecteurs. 

 

3’ 

2 3 

5 6 1’ 2’ 

4’ 5’ 

1 
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Les polysaccharides à analyser sont solubilisés dans l’éluant à une concentration de 

0,5 à 1 g/L puis filtrés sur des membranes SARTORIUS de porosité 0,2 µm. Les solutions 

sont injectées à travers des colonnes (2 colonnes en série Shodex OH pak 804 et 805) sur un 

appareil WATERS GPCV Alliance 2000. Le solvant utilisé est le nitrate de sodium 0,1 M. En 

sortie de colonne, la solution est analysée par 3 détecteurs montés en série : 

- un réfractomètre différentiel qui permet de déterminer la concentration de chaque 

fraction, 

- un viscosimètre capillaire qui permet d’accéder à la viscosité relative de chaque fraction. 

La détermination de la concentration en polymère par réfractométrie, permet de calculer 

la viscosité réduite ηred pour chaque fraction qui peut être assimilée à la viscosité 

intrinsèque [η]i du fait de la faible concentration en polymère. 

- Un appareil de diffusion de la lumière DAWN DSP-F de la société Wyatt Technology 

Corporation (Santa Barbara, USA) permet d’accéder à la masse molaire et au rayon de 

giration RG à partir de la méthode de Zimm, qui représente l’évolution de KC/R(θ) en 

fonction de sin2(θ/2). Le programme ASTRA assure le traitement des données pour 

obtenir les masses molaires moyennes en nombre et en masse. Il permet également 

d’accéder à la viscosité intrinsèque [η] puisque RG est fonction de M et [η]i est fonction 

de Mi.  

II.6 Rhéologie 

II.6.1 Préparation des échantillons 
 

Les polysaccharides natifs et modifiés sont tout d’abord laissés pendant 1 heure en 

solution aqueuse pour permettre leur gonflement et sont ensuite agités (à faible vitesse) à 

température ambiante pendant environ 12 heures. 

Après solubilisation totale des polysaccharides modifiés, les mélanges conduisant aux 

gels sont obtenus en ajoutant la solution de polysaccharide la moins visqueuse à la plus 

visqueuse. Le mélange est agité vivement au Vortex pendant quelques minutes. Un léger 

chauffage permet d’homogénéiser les mélanges. Avant d’effectuer toute mesure, les gels sont 

laissés au repos pendant deux heures. 
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II.6.2 Rappels sur la viscosité 
 

La détermination expérimentale de la viscosité constitue actuellement l’une des 

méthodes les plus répandues en chimie macromoléculaire pour caractériser les polymères en 

solution. La viscosité d’un fluide se manifeste par sa résistance à la déformation ou à 

l’écoulement. Elle est due aux forces attractives qui s’exercent entre des éléments voisins et 

s’opposent aux mouvements relatifs les uns par rapport aux autres. La viscosité de la solution 

permet de caractériser le polymère en solution. La viscosité des solutions dépend de la masse 

molaire du polymère, de sa concentration, de sa structure et de ses interactions avec le 

solvant. Newton fut le premier à formuler une description mathématique de la viscosité, qu’il 

définit comme étant le rapport entre la contrainte de cisaillement τ et la vitesse de cisaillement 
•

γ  : 

 
•

= γτη  éq. IV - 2 
 

Différents types de viscosité caractéristiques sont habituellement utilisées, ηrel la 

viscosité relative, ηsp la viscosité spécifique, ηred la viscosité réduite (exprimée en mL/g) et 

[η] la viscosité intrinsèque (exprimée en mL/g) définies par : 

 
 0ηηη =rel    éq. IV - 3 
                                                        

 ( ) 00 ηηηη −=sp     éq. IV - 4 

                                                     
 ( ) Cred 00 ηηηη −=    éq. IV - 5 
       
 [ ] ( ) C

C 00

0

0
.

lim ηηηη
γ

−=

→

→
•

                                        éq. IV - 6 

 
où η et η0 sont respectivement les viscosités de la solution de polymère à la concentration C 

en g/mL et celle du solvant pur. 

L’étude de la viscosité en fonction de la concentration permet de distinguer plusieurs 

régimes (figure IV-1): 

- le régime dilué dans lequel les chaînes sont isolées et indépendantes les unes des 

autres (figure IV-1 (a)), 

- lorsque la concentration C atteint une concentration critique appelée C* (figure IV-1 

(b)), les chaînes commencent à s’interpénétrer (figure IV-1 (c)). C’est le début du 
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régime semi-dilué : les chaînes s’enchevêtrent progressivement et forment un réseau 

physique. 

 

 

 

 

 

 

 
Figure IV- 1 : Influence de la concentration des polymères en solution 

 
 

II.6.3 Rappels sur la viscoélasticité 
 

Un fluide viscoélastique est un matériau dont le comportement s’apparente à la fois au 

comportement du solide élastique parfait et à celui du liquide visqueux Newtonien. Les 

propriétés viscoélastiques d’un échantillon sont représentées par deux grandeurs 

caractéristiques définies en régime dynamique pour une déformation imposée à une fréquence 

variable : 

- le module G’ ou le module de stockage (ou de conservation), reflète le    caractère 

"solide" élastique de l’échantillon et caractérise la proportion d’énergie accumulée 

dans le matériau sous forme élastique. 

- le module G’’ou le module de perte, reflète le caractère "visqueux" de  l’échantillon 

et caractérise l’énergie dissipée dans le matériau par frottements internes. 

II.6.4 Rhéomètres 

II.6.4.1  Viscosimètre capillaire 
 

Nous avons utilisé le viscosimètre capillaire SCHOTT AVS 360 de type Ubbelohde à 

niveau suspendu. Le mouvement de cisaillement est engendré en imposant une différence de 

pression entre les 2 extrémités d’un tube cylindrique de faible section, dans lequel s’écoule la 

solution. Cet appareil placé dans un thermostat maintenu à température constante mesure le 

temps d’écoulement d’un volume défini par deux traits de repère. La seule force de pesanteur 

est responsable de l’écoulement. 

La loi de Poiseuille permet de relier la viscosité et le temps d’écoulement : 

(a) (b) (c) 
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 Pt
lV
a

8

4πη =             éq. IV - 7                            

 

où a est le rayon du capillaire, l sa longueur, V la quantité de liquide qui traverse le tube 

pendant t (s) et P la pression sous laquelle se fait l’écoulement. P est proportionnelle à la 

masse volumique, ρ, d’où η peut s’écrire : 

 tAρη =    éq. IV - 8 
où A est une constante du tube.       
  
De ce fait,      
   

  
Ct
tt

C 0

0

0

0 −
≈

−
η

ηη
        éq. IV - 9  

 
car en solution diluée ρ ~ ρ0                                                   

 

Ce type de viscosimètre est utilisé pour des solutions très diluées. L’utilisation de cet 

appareil permet d’étudier les polymères en régime dilué, et notamment, d’obtenir la viscosité 

intrinsèque [η] et k’ la constante de Huggins à l’aide de la relation de Huggins (éq. IV-10). 

La viscosité intrinsèque est une grandeur utile pour caractériser les dimensions des 

chaînes et est assimilable à un volume spécifique hydrodynamique du polymère. A dilution 

infinie, on peut supposer que les interactions entre les molécules de soluté disparaissent et que 

la caractéristique [η] correspond à l’état où la particule serait isolée des autres au sein du 

milieu continu. Plusieurs théories décrivent la variation de la viscosité avec la concentration.  

La plus utilisée, en régime dilué, est celle de Huggins : 

 

 [ ] [ ] Ckréd
2' ηηη +=    éq. IV- 10 

 

où k’ est la constante de Huggins qui tient compte des différentes interactions existant dans le 

milieu. 

II.6.4.2 Low Shear 30 
 
C’est un rhéomètre de type Couette, rotatif, à cylindres coaxiaux (figure IV-2). 
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Figure IV- 2 : Schéma du rhéomètre LS 30 

 

La solution étudiée est placée entre les deux cylindres de rayons Ri et Re. Le cylindre 

extérieur, entraîné par un moteur à une vitesse de rotation ω, uniforme et parfaitement définie, 

exerce un couple T sur le cylindre intérieur (hauteur h), par l’intermédiaire de la substance 

mesurée. La mesure du couple appliqué au cylindre interne permet de déterminer la viscosité 

du liquide, pour chaque vitesse de rotation ω, donnée par la relation: 

 

 ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −
=

hRR
RRT

ie

ie
22

22

4πω
η      éq. IV - 11                            

 
 

Le gradient de cisaillement exercé sur l’échantillon, contenue dans l’entrefer, est défini 

par la vitesse de rotation du cylindre extérieur et peut être considéré comme constant en tout 

point de la solution, si l’entrefer est étroit (Re-Ri < 1 mm). Il s’exprime alors: 

 

h Ri

Re 

ω 

Solution 
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 22

22

ie

ie

RR
RR

−
+

=
•

ωγ            éq. IV - 12                           

 

Ce type de rhéomètre est principalement utilisé pour les solutions de faible viscosité. La 

gamme de gradients de cisaillement varie de 10-2 à 128 s-1. 

 

II.6.4.3  AR 1000 
 

L’AR 1000 utilisé (TA instruments) est un rhéomètre qui fonctionne à contrainte 

imposée. Nous avons utilisé des géométries cône-plan en acier ou en aluminium (cônes 4 cm, 

4 degrés et 6 cm, 1 degré) pour effectuer les mesures sur des solutions de haute viscosité et les 

gels. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure IV- 3 : Schéma du rhéomètre AR 1000 
 

L’échantillon à étudier est placé entre un cône de rayon R et d’angle θ et une surface 

plane perpendiculaire à l’axe du cône. Le plan reste immobile, c’est le cône qui tourne. La 

température est maintenue par régulation thermique (effet Peltier). L’échantillon est protégé 

par un film d’huile de silicone, afin d’éviter les problèmes d’évaporation lors des mesures en 

température. Ce type de rhéomètre peut être utilisé à la fois en mode écoulement et en mode 

dynamique. 

θ 

R 

Solution 

ω 

Cône tronqué 

PLAN 
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- Ecoulement 

 

Ce mode permet de mesurer des viscosités plus élevées que celles obtenues avec le 

Low Shear 30. Le cône est soumis à un couple de rotation T. Comme l’angle θ est petit, on 

considère que la contrainte et le gradient de cisaillement sont constants dans l’espace où se 

trouve l’échantillon. La vitesse angulaire ω correspondante est mesurée et permet d’accéder 

directement à la viscosité. Les relations donnant celle entre la vitesse de cisaillement 
•

γ , la 

contrainte et la viscosité sont : 

 

 θωγ tan/=
•

   éq. IV- 13 
 
 32/3 RT πτ =                                                   éq. IV - 14 
 
 ωπθη 32/tan3 RT=  éq. IV - 15 
                                                            
 

- Dynamique 

 

 Les propriétés viscoélastiques d’un matériau peuvent être déterminées par des 

sollicitations dynamiques. L’échantillon est soumis à une contrainte (ou déformation) qui 

varie de façon sinusoïdale en fonction de la fréquence imposée. La déformation (ou 

contrainte) résultante est une sinusoïde de même fréquence et présente un déphasage par 

rapport à la contrainte. Les équations correspondantes sont les suivantes :  

 

 )cos()( 0 tt ωσσ =     éq. IV - 16 

 )cos()( 0 δωγγ += tt γ (t) éq. IV - 17 
 
où σ0 et γ0 sont les amplitudes maximales de la contrainte et de la déformation, ω la pulsation 

(rad.s-1) et δ est le déphasage de la déformation par rapport à la contrainte 

 

 Le matériau peut être complètement caractérisé par le module de rigidité complexe 

G*(ω) qui est défini comme le rapport de la contrainte σ*(t) sur la déformation γ*(t) 

 

 
)(*
)(*)(*

t
tG

γ
σω =  éq. IV - 18 
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 )('')(')(* ωωω iGGG +=   éq. IV - 19 
 

où σ* et γ * sont respectivement la déformation et la contrainte complexe et G* (ω) est le 

module de rigidité complexe.  

 

Les 2 modules déterminants sont G’(ω) et G’’(ω). La grandeur G’(ω) représente la 

réponse du matériau en phase avec la contrainte (ou déformation) appliquée, c’est le module 

de stockage. Le terme G’’(ω) est la réponse différée du matériau, c’est le module de perte.  

Dans le cas d’un solide élastique parfait, 

 G’(ω) = G, G’’(ω) =0   éq. IV - 20 
 

Dans le cas d’un liquide visqueux newtonien : 

 G’(ω) = 0, G’’(ω) = ηω  éq. IV - 21 
 
 

A partir des valeurs de G’ et G’’, il est possible d’accéder à la viscosité complexe 

définie par la relation : 

 η*(ω) = η’(ω) -iη’’(ω) = G’(ω) /ω –iG’’(ω) /ω éq. IV - 22 
 

D’où le module de viscosité complexe : 

 η∗ = (G’2+G’’2)1/2/ω    éq. IV - 23 

 
Avant toute mesure rhéologique, les échantillons sont laissés au repos 1 heure sur le 

plan. Toutes les mesures dynamiques présentées dans cette partie ont été réalisées dans le 

régime linéaire. Dans ce domaine, les modules de conservation (G’) et de perte (G’’) ne 

dépendent pas de la contrainte ou de la déformation imposée. Le régime linéaire permet 

d’observer la dynamique du système dans sa structure d’origine et non pas dans une structure 

détruite par une trop grande déformation. 

Le régime linéaire a été déterminé en suivant l’évolution de G’ et de G’’ en fonction 

de la déformation à une fréquence donnée, généralement égale à 1 Hz. On relève ainsi le 

pourcentage de déformation pour lequel G’ et G’’ sont constants. Cela a été réalisé pour 

chaque échantillon à chaque température. La détermination du régime linéaire dépend de la 

fréquence imposée ; il est donc nécessaire pour certains échantillons de le chercher à 
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différentes fréquences. Pour nos échantillons, la déformation permettant de travailler dans le 

régime linéaire n’excède pas 15 %. Ce pourcentage de déformation est d’autant plus 

important que l’échantillon se comporte comme une solution. 

II.6.4.4 ARES-RFS  
 

L’ARES-RFS (Advanced Rheometric Expansion System) utilisé (TA instruments) 

fonctionne à déformation imposée contrairement à l’AR1000. Nous avons utilisé des 

géométries cône-plan ou plan-plan en titane (cônes 5 cm, 0,04 radians et plan 2,5 cm) pour 

effectuer les mesures sur des solutions de haute et basse viscosité et sur les gels. La géométrie 

(cône ou plan) reste fixe et la déformation est imposée par le moteur se situant en dessous du 

plan Peltier. Le moteur et le capteur de déplacement sont séparés. La température est 

maintenue par régulation thermique. Afin d’éviter les problèmes d’évaporation lors des 

mesures en température, une huile de silicone protège l’échantillon. 

L’ARES, comme l’AR1000, peut travailler en mode écoulement et en dynamique mais 

également en mode transitoire (par exemple pour des expériences à relaxation de contrainte). 

 

II.7 Microtitration calorimétrique isotherme  

II.7.1 Principe de la titration microcalorimétrique isotherme 

L’ITC (Isothermal Titration microCalorimetry) est une expérience réalisée à 

température constante en titrant une solution de “récepteur” contenue dans la cellule de 

réception par une solution de “ligand”. Après chaque addition d’une petite quantité de ligand 

dans la cellule de réception, le transfert thermique (chaleur absorbée ou dégagée) est mesuré 

par rapport à la cellule de référence remplie de solvant. Cette variation de chaleur est 

compensée par une puissance électrique (J/s) qui maitient une différence de température entre 

les cellules la plus faible et la plus constante possible. Ces deux cellules sont placées dans une 

enceinte adiabatique. L’addition du ligand est effectuée via une seringue de précision pilotée 

automatiquement par un ordinateur. Le contenu de la cellule de travail est agité par un moteur 

électrique (figure IV-4). 
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Figure IV- 4 : Schéma du dispositif d’ITC  
 

Dans une expérience ITC, chaque pic de puissance correspond à la chaleur dégagée 

après addition du ligand sur le récepteur. Les grandeurs thermodynamiques ont été calculées 

en utilisant un “modèle à un site” dont les équations de base sont présentées ci-après. Ce 

modèle considère un nombre n (1 en l’occurrence) de sites, caractérisés par la même constante 

d’association Ka et la même variation d’enthalpie ∆H°. Par une régression non-linéaire aux 

moindres carrés, il est possible d’accéder aux 3 paramètres ∆H, Ka et n à partir d’une seule 

expérience d’ITC.  

Dans les équations suivantes, Ka est la constante d’association, n le nombre de sites 

qui complexent, V0 est le volume de la cellule de réception, Mt et [M] sont les concentrations à 

l’instant t et initiale du “récepteur” dans la cellule de réception, Xt et [X] sont les 

concentrations à l’instant t et initiale du “ligand” dans la cellule de réception et Θ est la 

fraction des sites occupés par le ligand X. 

 

[ ]X
K a )1( Θ−

Θ
=  éq. IV- 24 

 
 

[ ] tt MnXX Θ+=    éq. IV- 25 
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La combinaison des équations IV-24 et IV-25 donne : 
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  éq. IV- 26 

 
 
 
 

La chaleur totale dégagée Q est donnée par :  
  
 

0HVMnQ t ∆Θ=    éq. IV- 27 

 

Les équations IV.24 et IV.25 donnent une équation quadratique en Θ dont la solution, 

injectée dans l’équation IV.26, donne: 
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La valeur de Q, liée aux 3 paramètres ajustables : Ka, n et ∆H°, peut être calculée à la 

fin de la ième injection et est désignée Q(i). L’expression correcte pour la chaleur dégagée à la 

ième injection est donc : 

 

)1(
2

)1()()()(
0

−−⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ −+

+=∆ iQiQiQ
V
dV

iQiQ i   éq. IV- 29 

Où dVi est le volume de ligand ajouté à la solution contenue dans la cellule de 

réception. 

L’ajustement des données expérimentales implique : 

i. des estimations initiales (qui peuvent être faites assez précisément aux moyens d’un 

logiciel d’analyse de données) de n, Ka et de ∆H° 

ii. la détermination de ∆Q(i) pour chaque injection et la comparaison de ces valeurs avec 

celles de la chaleur mesurée expérimentalement 
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iii. l’amélioration des valeurs initiales de n, Ka et de ∆H° par des méthodes Marquardt 

iv. et l’itération de la procédure décrite ci-dessus afin d’obtenir le meilleur ajustement 

possible 

Pour chaque expérience, la chaleur de dilution correspondante a été déterminée, soit en 

injectant le ligand à la même concentration que celle utilisée pour les expériences de titration 

dans la solution de solvant sans récepteur, soit en considérant l’amplitude des derniers 

signaux. Les enthalpies de dilution déterminées sont soustraites des enthalpies mesurées via 

les expériences de titration ce qui nous permet d’accéder à l’enthalpie nette de réaction. 

II.7.2 Appareillage 
 

Nous avons utilisé deux calorimètres : 

 

i. Le calorimètre de type CSC 4200 de Calorimetry Sciences Corp. (Utah, USA) 

distribué par Setaram (Lyon). 24 additions de 10 µL de ligand introduit dans une 

seringue de 250 µL pilotée automatiquement sont injectées à la solution de récepteur 

dans la cellule de réception (1,3 mL). L’intervalle de temps entre 2 injections est fixé à 

300 s, la vitesse d’agitation à 250 tours/min et température à 25 °C. La cellule de 

réception, facile d’accès pour le nettoyage, permet de réaliser des expériences avec des 

solutions de polymère. Le logiciel Bindworks permet le traitement des données 

expérimentales. 

 

ii. Le calorimètre VP-ITC de MicroCal (Nothampton, USA). 30 additions de 10 µL de 

ligand introduit dans une seringue pilotée automatiquement sont injectées à la solution 

de récepteur dans la cellule de réception (1,4478 mL). L’intervalle de temps entre 

deux injections est fixé à 300s, la vitesse d’agitation à 300 tours/min et la température 

à 25 °C. La cellule de réception non accessible interdit des expériences avec des 

solutions de polymères visqueuses qui sont difficiles à éliminer totalement. Pour ce 

type d’appareil, avant chaque expérience, toutes les solutions (“récepteur“ et “ligand”) 

sont dégazées et mises à température à l’aide d’un thermoVac. Les données 

expérimentales sont traitées avec le logiciel Origin (Microcal). 
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III Synthèses 
 
 
 

6I-[O-(carboxyméthoxy)-imino]-6I-désoxy-cyclomaltoheptaose (16) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A une solution de β-cyclodextrine (4 g, 3,52 mmol), dans le DMSO (105 mL) sous 

azote, préalablement séchée sous vide à 85°C pendant 12 heures est ajouté lentement une 

solution de Dess-Martin Périodinane (1,73 g, 3,52 mmol) dans le  DMSO (5 mL). Le mélange 

réactionnel est laissé sous agitation pendant 45 minutes à température ambiante. Le milieu est 

concentré à l’évaporateur rotatif (température du bain = 50°C)  jusqu’à l’obtention d’une huile 

(environ 10 mL). L’huile résiduelle est précipitée dans de l’acétone (400 mL). Le produit brut 

est isolé par filtration sur creuset avec un fritté 4 et resolubilisé dans le DMSO (15 mL) pour 

éliminer les impuretés par une nouvelle précipitation à l’acétone (3 précipitations au total). La 

cyclodextrine oxydée (présentant 1 à 3 fonctions aldéhyde), obtenue après filtration est séchée 

sous pression réduite à 25°C pendant 24 heures et est ensuite solubilisée dans l’eau pour être 

récupérée après lyophilisation (4,62 g). A une solution aqueuse (300 mL) de β-CD oxydée 

(4,3 g, 3,79 mmol) à 40°C, la O-(carboxyméthyl)hydroxylamine (415 mg, 3,79 mmol) est 

ajoutée. Le pH est ajusté à 4,8 avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (0,5 M). Le 

milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 48 heures à 40°C puis est neutralisé à pH 7 

par addition d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (0,5 M). Après évaporation de 

l’eau, le mélange est purifié par chromatographie d’exclusion stérique sur colonne Biogel P4 

pour obtenir la β-cyclodextrine monoacide (16) pure dans une solution de nitrate de sodium à 

0,05 M. La solution de (16) est ultrafiltrée sur une membrane Amicon YC05 et le produit est 

isolé après lyophilisation (0,835 g, 0,7 mmol).  

 

i 

j 

16 
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Formule brute: C44H71O37N 

Rendement: 18%  

Taux d’hydratation : 5 % 

CCM: Rf  = 0,47 (DMF/H2O/n-BuOH : 1/1/2 (v/v/v)) 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif): 

Calculé pour C44H71NO37Na [M+Na]+, théorique : m/z = 1228,3603 ; trouvée : m/z = 

1228,3597  

Calculé pour C44H71NO37K [M+K]+, théorique : m/z = 1244,33420 ; trouvée : m/z = 

1244,3365  

Calculé pour C44H70NO37Na2 [M-H+2Na]+, théorique : m/z = 1250,34221 ; trouvée : m/z = 

1250,3431 

Calculé pour C44H70NO37NaK [M-H+Na+K]+, théorique : m/z = 1266,31615 ; trouvée : m/z= 

1266,3160 

Calculé pour C44H69NO37Na3 [M-2H+3Na]+, théorique : m/z = 1272,32415 ; trouvée : m/z = 

1272,3250 

RMN 1H (D2O, 400 MHz) δ (ppm) δ 7,62 (d, 1H, J 7.41Hz, (CH)i), 5,01 (d, 1H, H-1’), 4,97-

4,88 (m, 6H, H-1), 4,35 (s, 2H, (CH2)j), 4,29 (dd, 1H, H-5’), 3,90-3,84 (m, 6H, H-3), 3,87(m, 

1H, H-3’), 3,86-3,65 (m, 12H, H-6), 3,83-3,73 (m, 6H, H-5), 3,65-3,45 (m, 12H, H-2, H-4), 

3,62 (m, 2H, H-2’,H-4’) 

RMN 13C (D2O, 100 MHz) δ (ppm) δ 177,9 (1C, C=O), 150,2 (1C, (CH)i), 103,1, 102,9, 

102,8 (C-1, C-1’), 83,7 (C-4’), 82,3, 82,2, 81,6 (C-4), 73,6 (1C, CH2)j), 74,4, 74,3, 74,2, 74,1 

(C-3, C-3’), 73,6, 73,3, 73, 72,8, 72,6 (C-5, C-2, C-2’), 70 (1C, C-5’), 61,5, 61,3, 60,7 (C-6). 
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6I-[O-((N-(2,2 diméthoxyéthyl)-amidométhoxy)-imino)]-6I-désoxy-cyclomaltoheptaose 

(18): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A une solution de β-CD monoacide carboxylique (16) (0,5 g, 0,42 mmol), sous azote, 

dans le DMF anhydre (40 mL), sont ajoutés successivement le N-hydroxybenzotriazole (0,113 

g, 0,84 mmol), le N,N’-diisopropylcarbodiimide (0,212 g, 1,68 mmol) et le 2,2-

diméthoxyéthylamine (0,057 g, 0,55 mmol), tous solubilisés au préalable dans un minimum 

de DMF. Le mélange réactionnel est laissé sous vive agitation à température ambiante 

pendant 36 heures. Le milieu est concentré jusqu’à l’obtention d’une huile (environ 10 mL). 

L’huile résiduelle est précipitée dans l’acétone (400 mL). Le produit brut est isolé par 

filtration sur creuset avec un fritté 4, lavé 3 fois avec de l’acétone (40 mL). Après filtration, il 

est séché sous vide à 25°C pendant 12 heures. Le précipité est resolubilisé dans l’eau et 

lyophilisé. Le composé (18) (0,448 g, 0,35 mmol) est isolé sous forme d’une fine poudre 

blanche. 

 

Formule brute: C48H80O38N2 

Rendement: 84 % 

Taux d’hydratation : 5 % 
CCM: Rf  = 0,57 (DMF/H2O/n-BuOH : 1/1/2 (v/v/v)) 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif): 

Calculé pour C48H80N2O38Na [M+Na]+, théorique : m/z =1315,42868 , trouvée : m/z = 

1315,4285  
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RMN 1H (D2O, 400 MHz) δ (ppm) 7,69 (d, 1H, J 7,18 Hz, (CH)i), 5,02 (d, 1H, J 6,7 Hz, H-

1’), 5,01-4,97 (m, 6H, H-1), 4,41 (t, 1H, J 5,18 Hz, (CH)l), 4,36 (s, 2H, (CH2)j), 4,32 (dd, 1H, 

H-5’), 3,92-3,81 (m, 6H, H-3), 3,87 (m, 1H, H-3’), 3,81-3,69 (m, 6H, H-5), 3,84-3,70 (m, 

12H, H-6), 3,66 (m, 1H, H-4’), 3,63 (m, 1H, H-2’), 3,60-3,55 (m, 6H, H-2), 3,55-3,49 (m, 6H, 

H-4), 3,37 (s, 6H, CH3) 3,36 (m, 2H, (CH2)k). 

RMN 13C (D2O, 100 MHz) δ (ppm) 172,9 (1C, C=O), 151,6 (1C, (CH)i), 103,6 (1C, (CH)l), 

103,1, 102,9, 102,5 (C-1, C-1’), 83,6 (C-4’) 82,4, 82,3, 82,2, 82,1, 81,9 (C-4), 74,4, 74,3, 

74,2, 74,1, 73,9 (C-3, C-3’), 73,6, 73,3, 73, 72,8 (C-5, C-2, C-2’), 73,6 (1C, (CH2)j), 69,7 (C-

5’), 61,5, 61,3 (C-6), 56,1, 55,7 (2C, -O(CH3)2), 42 (1C, (CH2)k) 

 

 

2-(1-adamantyl)aldéhyde (34) : 

 

 

 

 

 

 

 

A une solution, de 2-(1-adamantyl)éthanol (1 g, 5,54 mmol) sous azote dans le 

dichlorométhane (40 mL) est ajouté le dichromate de pyridinium (4,17 g, 11,1 mmol) 

directement sous forme de poudre. Le milieu réactionnel est laissé sous vive agitation à 

température ambiante pendant 24 heures. Le mélange est ensuite déposé sur colonne de gel de 

silice avec une couche d’éther diéthylique de 10 cm sur le haut de la silice afin de précipiter 

les dérivés du chrome. Ces derniers sont éliminés par filtration (élution avec Et2O) et le filtrat 

est concentré sous pression réduite pour donner une huile  (34) (0,82 g, 4,6 mmol). 

 

Formule brute: C12H18O 

Rendement: 84 % 

RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) 9,85 (t, CHO), 2,10, 1,97 et 1,74-1,59 (d et 2 m, H 

(adamantane)). 
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N1,N9-bis(carbobenzyloxy)-norspermidine (21) : 
 
 
 
 
 
 
 
   

  
 

 

A une solution de norspermidine (2 g, 15,2 mmol), sous azote, dans le 

dichlorométhane anhydre (165 mL), le N-(benzyloxycarbonyloxy)succinimide (7 g, 30 mmol) 

est additionné directement sous forme de poudre. Le mélange réactionnel est laissé sous vive 

agitation, à température ambiante, pendant 48 heures. Le milieu est lavé 5 fois avec de l’eau 

distillée afin d’éliminer  le N-hydroxysuccinimide (NHS) libéré pendant la réaction. La phase 

organique est séchée sur sulfate de sodium et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le 

résidu est ensuite purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : 

CH2Cl2/MeOH (7:3 v/v)) pour donner le composé 21 (3,4 g, 9 mmol) sous forme de poudre 

blanche.  

 

Formule brute : C22H29N3O4 

Rendement: 40 % 

CCM: Rf = 0,2 (CH2Cl2/MeOH 7/3 (v/v)) 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif) :  

Calculé pour C22H30N3O4 [M+H]+ , théorique : m/z = 400,22363 ; trouvée : m/z = 400,2241  

RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm): 7,3 (m, 10H, 2 Ph), 5,5 (s, 2H, Cbz-NH), 5,05 (s, 4H, 

2 (Ph-CH2)), 3,25 (m, 4H, (CH2)γ et γ’), 2,65 (m, 4H, (CH2)α et α’), 1,65 (m, 4H, (CH2)β et β’),  

1,25 (m, 1H, NH amine) 

RMN 13C (CDCl3, 100 MHz) δ (ppm): 156,5, (2C, C=O), 136,7, 128, 128,3, 128,5 (12 C, 

2Ph), 66,5 (2 C, 2(Ph-CH2)), 47,4 ((CH2)α et α’), 39,5 ((CH2)γ et γ’), 29,6 ((CH2)β et β’) 

 

 

 
 
 
 

 α' γ' 

β' β 

γ α 
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N1,N9-bis(carbobenzyloxy)-N5-(succinylamido)-norspermidine (23) 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

A une solution de (21) (1,69 g, 4,23 mmol),  sous azote, dans le dichlorométhane 

anhydre (60 mL), sont ajoutés successivement la pyridine (0,374 mL, 4,66 mmol) et 

l’anhydride succinique (0,466 g, 4,66 mmol) directement sous forme de poudre. Le milieu 

réactionnel est laissé sous vive agitation à température ambiante et sous azote pendant 1 

heure. Le milieu, additionné de dichlorométhane, est lavé successivement avec une solution 

aqueuse d’acide chlorhydrique (0,1 M), avec de l’eau distillée, avec une solution aqueuse de 

bicarbonate de sodium et de nouveau avec de l’eau distillée pour atteindre un pH de 5,5. La 

phase organique est séchée sur sulfate de sodium, filtrée puis évaporée. Le résidu est purifié 

par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : CH2Cl2 / MeOH  9/1 (v/v)). Le 

composé (23) est isolé (1,68 g, 3,36 mmol) sous forme d’un précipité blanc. 

 

Formule brute: C26H33N3O7 

Rendement: 80 % 

CCM: Rf = 0,41 (CH2Cl2 / MeOH 9/1 (v/v)) 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif) : 

Calculé pour C26H33N3O7Na [M+Na]+, théorique m/z =522,22162 ; trouvée  m/z =522,2214  

Calculé pour C26H33N3O7K [M+K]+, théorique  m/z = 538,19556 ; trouvée m/z = 538,1930  

Calculé pour C26H32N3O7Na2 [M-H+2Na]+, théorique m/z = 544,20357 ; trouvée  m/z = 

544,2033 

RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) 7,3 (m, 10H, 2 Ph), 5,52 (s, 2H, Cbz-NH), 5,05 (m, 4H, 

2 (Ph-CH2)), 3,41 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 3,3 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’),  3,25 (m, 2H, (CH2)α ou α’) , 
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3,1 ( m, 2H, (CH2)α ou α’), 2,51 (m, 2H, (CH2)a ou b), 2,53 (m, 2H, (CH2)a ou b), 1,81 (m, 2H, 

(CH2) β ou β’), 1,68 (m, 2H, (CH2) β ou β’)) 

RMN 13C (CDCl3, 100 MHz) δ (ppm) 177,4, 173,7, 158,1 (4 C=O), 136,7, 129,2-130 (12 C, 

2 Ph), 67,8, 68,2 (2C, 2 (CH2-Ph)), 46,9, 44,2 (2C, 2 (CH2)α et α’), 39,8, 39 (2C, 2 (CH2)γ et γ’), 

30,9, 29 (2C, (CH2)a et b), 30,3, 29 (2C, (CH2)β et β’) 

 
 
 
 
 

N1,N9-bis(carbobenzyloxy)-N5-(N-(2,2-diméthoxyéthylamido)-succinylamido)-
norspermidine (25) : 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A une solution de (23) (3,19 g, 6,39 mmol) sous azote, dans le DMF anhydre (100 

mL), sont ajoutés successivement le N-hydroxybenzotriazole (0,861 g, 6,39 mmol), le N,N′-

dicyclohexylcarbodiimide (1,58 g, 7,67 mmol,), de la triéthylamine (0,88 mL, 0,645 g) et le 

2,2-diméthoxyléthylamine (0,671 g, 6,39 mmol). Le milieu réactionnel est laissé sous vive 

agitation pendant 48 heures à température ambiante. Après évaporation totale du DMF, le 

produit est repris dans l’éther diéthylique. La dicyclohexylurée (DCU) précipite sous forme de 

pâte brune et est éliminée par filtration sur papier. Le filtrat est lavé successivement par une 

solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,1 M), d’eau distillée, d’hydroxyde de sodium (0,1 

M) et de nouveau avec de l’eau distillée afin d’atteindre un pH de 5,5. La phase organique est 

séchée sur sulfate de sodium, filtrée puis évaporée. Le résidu est purifié par chromatographie 
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rapide sur colonne de gel de silice (éluant CH2Cl2 / MeOH 97/3 (v/v)). Le composé (25) (1,87 

g, 3,19 mmol) est isolé sous forme d’une huile incolore.  

 

Formule brute: C30H42N4O8 

Rendement: 51 % 

CCM: Rf = 0,41 (CH2Cl2 / MeOH 97/3 (v/v)) 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif) :  

Calculé pour C30H42N4O8Na [M+Na]+, théorique m/z = 609,29003 ; trouvée m/z = 609,2898  

Calculé pour C30H42N4O8K [M+K]+, théorique m/z = 625,26397; trouvée m/z = 625,2646  

RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) 7,3 (m, 10H, 2 Ph), 6 (s,1H, Cbz-NH),  5,7 (s,1H, NH-

Cbz), 5,1 (m, 4H, 2 (Ph-CH2)), 4,35 (t, 1H, (CH)d), 3,3-3,45 (m, 12 H, (-O(CH3)2, (CH2)α et α’, 

(CH2)c), 3,21 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 3,09 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 2,61 (m, 2H, (CH2)a ou b), 2,51  

(m, 2H, (CH2)a ou b), 1,81 (m, 2H, (CH2)β ou β’), 1,62 (m, 2H, (CH2)β ou β’) 

RMN 13C (CDCl3, 100 MHz) δ (ppm) 172,5, 156,5, (4C, 4 C=O), 136, 137, 129-127 ( 12C, 2 

Ph), 102,5 (1C, (CH)d), 67, 66,5 (2C, 2 (CH2-Ph)), 54,2 (2C, 2 (CH3)), 45, 42,3 (2C, 2 (CH2)α 

et α’), 41 (1C, (CH2)c), 38,5, 37,5 (2C, (CH2) γ et γ’), 31,5, 28 (2C, (CH2)a et b), 29, 27,5 (2C, 

(CH2) β et β’) 

 

 

N5-(N-(2,2-diméthoxyéthyl)-succinylamido)-norspermidine (26) : 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

A une solution de composé (25), (1g, 1,7 mmol) dans le méthanol (100 mL), le 

palladium activé sur charbon (160 mg) est ajouté directement sous forme de poudre. Le 

mélange réactionnel, sous atmosphère d’hydrogène est laissé sous vive agitation pendant 3 
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heures à température ambiante Le milieu est ensuite filtré sur célite et le filtrat est évaporé 

sous pression réduite pour donner le composé (26) (0,422 g, 1,07 mmol). 

 

Formule brute: C14H30N404  

Rendement: 79 % 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif) :  

Calculé pour C14H31N4O4 [M+H]+, théorique m/z : 319,23453, trouvée m/z : 319,2344 

Calculé pour C14H30N4O4 Na [M+Na]+, théorique m/z : 341,21648, trouvée m/z : 341,2163 

 

 

 

N1, N9-bis(adamantylamido)-N5-(N-(2,2-diméthoxyéthyl)-succinylamido)-norspermidine 
(29) : 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

A une solution, sous azote, d’acide (1-adamantyl)carboxylique (0,738 g, 3,8 mmol) 

dans le DMF anhydre (99 mL) sont ajoutés successivement  le N-hydroxybenzotriazole (0,514 

g, 3,8 mmol), le N,N′-dicyclohexylcarbodiimide (0,941 g, 4,56 mmol), la triéthylamine (0,192 

g, 1,9 mmol) et le composé (26) (0,55 g, 1,73 mmol), solubilisés dans un minimum de DMF. 

Le milieu réactionnel est laissé sous vive agitation à température ambiante pendant 48 heures. 
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Après évaporation totale du DMF, le milieu est repris dans l’éther diéthylique dans lequel la 

dicyclohexylurée (DCU) précipite sous forme de pâte brune. Le filtrat récupéré après filtration 

sur papier est lavé successivement avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (0,3 M), 

de l’eau distillée, une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,1 M) et de nouveau de l’eau 

distillée pour atteindre un pH de 5,5. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium, 

filtrée et concentrée à l’évaporateur rotatif. Le résidu est purifié par chromatographie sur 

colonne de gel de silice (éluant : CH2Cl2 / MeOH 95/5 (v/v)). Le composé (29) (0 ,498 mg, 

0,0744 mmol) et isolé sous forme d’une huile. 

 
Formule brute: C38H62N4O6 

Rendement: 43 % 

CCM: Rf = 0,3 (CH2Cl2 / MeOH : 9/1 (v/v)) 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif) : 

Calculé pour C38H62N4O6Na [M+Na]+, théorique m/z = 693,45671, trouvée m/z = 693,4553  

Calculé pour C38H62N4O6K [M+K]+, théorique m/z = 709,43064, trouvée m/z = 709,4259 

RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) 6,55 (t, 1H, NH), 6,28 (t, 1H, NH), 6,03 (t, 1H, NH), 

4,40 (t, 1H, J=6,1, (CH)d), 3,48-3,26 (12 H, 2 (CH3), (CH2)α et α’, (CH2)γ ou γ’ (CH2)c), 3,17 (m, 

2H, (CH2)γ ou γ’), 2,69 (m, (CH2)a ou b), 2,59 (m, (CH2)a ou b), 2-1,94 (8H, H (adamantane), 

(CH2)β ou β’), 1,87 (m, 2H, (CH2)β ou β’), 1,78-1,60 (28 H, H (adamantane)) 

RMN 13C (CDCl3, 100 MHz) δ (ppm) 173,7, 173,6, 172,8, 172,4, 137 (4C, 4 C=O), 103,4 

(1C, (CH)d), 55,4 (6C, 2(CH3)), 46,6 (1C, (CH2)c), 43,6, 42,3 (2C, (CH2)α et α’), 38,1, 36,9 

(2C, (CH2)γ et γ’), 32,3, 29,9 (2C, (CH2)a et b), 52,9, 44,4-43,1, 38,8-37,2, 28,5 (C (adamantane), 

(CH2)o et o’) 
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“Dimère acétalique de β-CD” (27) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A une solution de (16) (1,12 g, 0,944 mmol), sous azote, dans le DMF anhydre (90 

mL), sont ajoutés successivement le N-hydroxybenzotriazole (0,255 g, 1,88 mmol), le N,N’-

diisopropylcarbodiimide (0,475 g, 3,77 mmol) et enfin la diamine (26) (0,136 g, 0,429 mmol), 

solubilisés dans un minimum de DMF. Le milieu réactionnel est laissé sous vive agitation à 

température ambiante pendant 24 heures. Le milieu est concentré jusqu’à l’obtention d’une 

huile (environ 10 mL). L’huile résiduelle est précipitée dans l’acétone (400 mL). Le produit 

brut est isolé par filtration sur creuset avec un fritté 4 et lavé 3 fois avec de l’acétone. Après 

filtration, il est séché sous vide à 25°C pendant 12 heures. Le précipité, solubilisé dans l’eau, 

est purifié par chromatographie d’exclusion stérique sur colonne de Biogel P6 (éluant : eau). 

Le produit (27) (0,649 g, 0,287 mmol) est isolé, après lyophilisation, sous forme d’une fine 

poudre blanche. 
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Formule brute : C102H168N6O76 

Rendement: 67 % 

Taux d’hydratation : 5 % 
ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif):  

Calculé pour C102H168N6O76Na2 [M+2Na]++, théorique m/z = 1369,4631, trouvée = 1369,4640  

Calculé pour C102H168N6O76NaK [M+Na+K]++, théorique m/z = 1377,4500, trouvée = 

1377,4593  

RMN 1H (D20, 400 MHz) δ 7,76 (d, 1H, J =6,7 Hz, (CH)i ou i’), 7,71 (d, 1H, (CH)i’ ou i), 5,05-

4,9 5 (m, 14 H, H-1’et H-1), 4,53 (m, 2H, (CH2)j ou j’), 4,48 (m, 2H, (CH2)j ou j’), 4,41 (t, 1H, J 

= 5,6 Hz, (CH)d), 4,32 (m, H-5’), 3,9-3,4 (m, protons de la cyclodextrine), 3,37 (s, 6H, 

2(CH3)), 3,35 (m, 4H, (CH2) α ou α’ et (CH2)c), 3,31 (m, 2H, (CH2) α ou α’), 3,25 (m, 2H, 

(CH2)γ ou γ’ ), 3,1 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 2,59 (m, 2H, (CH2)a ou b), 2,44 (m, 2H, (CH2)a ou b), 1,81 

(m, 2H, (CH2)β ou β’), 1,68 (m, 2H, (CH2)β ou β’)  

RMN 13C (D2O, 100 MHz) δ (ppm) 174,9, 174,1, 171,9, 171,6 (4C, 4 C=O), 151,1, 151,2 

(2C, (CH)i et i’), 102,7 (1C, (CH)d), 102,5-101,7 (C-1, C-1’), 82,9 (C-4’), 81,5, 80,8 (C-4), 

73,4, 73,1, 72,4, 72,2, 71,9 (C-3, C-3’, C-5, C-2, C-2’), 72,4 (2C, (CH2)j et j’), 68,9 (C-5’), 54,7 

(2(CH3), 43,4, 41,4 (2C, (CH2)α et α’), 45,6 (1C, (CH2)c), 36,8, 36,7 (2C, (CH2)γ et γ’)), 31, 28,3 

((CH2)a et b), 27,9, 26,8 (2C, (CH2)β et β’)  
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Hyaluronane porteur de groupements hydrazide HA-ADH (8) : 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Le hyaluronane (4 g, 9,97 mmol) est solubilisé dans l’eau distillée (1000 mL). A cette 

solution, l’acide adipique dihydrazide (17,3 g, 99,7 mmol) est ajouté directement sous forme 

de poudre. Le pH du milieu réactionnel est ajusté à 4,75 avec une solution aqueuse d’acide 

chlorhydrique (0,1 M). Une solution aqueuse de 1-éthyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]-

carbodiimide (0,287 g, 1,49 mmol) est ajoutée goutte à goutte au mélange. Le pH du mélange 

réactionnel est maintenu à 4,75 par addition d’une solution aqueuse d’acide chlorhydrique 

(0,1 M). La réaction est laissée sous vive agitation à température ambiante jusqu’à une 

stabilisation totale du pH (environ 4 heures). Le pH de la réaction est ensuite ajusté à 7,5 avec 

une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (0,1 M). Après addition de chlorure de sodium à 

une concentration de 0,5 M, le HA modifié est précipité par addition d’éthanol dans les 

proportions : EtOH/H2O 6/4 (v/v). Le précipité est lavé successivement  avec différents 

mélanges EtOH/H2O (7/3, 7,5/2,5, 8/2, 9/1). Le HA-ADH (3,48 g, 8,46 mmol) est récupéré 

par filtration sur creuset avec un fritté 4 et séché à l’air libre pendant 24 heures. Le dérivé 

HA-ADH utilisé pour la suite des synthèses a un degré de susbstitution de 8 % ± 1 % (calculé 

par RMN 1H). 
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Rendement: 85 % 

Taux d’hydratation : 16 % 

RMN 1H (D2O, 400 MHz, 353 K): 4,4 (H-1 de l’unité N-acétylglucosamine), 4,25 (H-1 de 

l’acide glucuronique), 3,85-3,1 (massif des protons des sucres du squelette 

polysaccharidique), 2,2 ((CH2)g ou g’), 2,05 ((CH2)g ou g’), 1,85 ((CH3) du groupe acétamide du 

hyaluronane), 1,45 ((CH2)e et (CH2)f)) 

 

 

Dérivé HA(AD) (36) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Après solubilisation totale du HA-ADH (8) (1 g, 2,43 mmol) dans l’eau (250 mL), 150 

mL d’éthanol sont ajoutés. Le pH de la solution est ajusté à 5,1 avec une solution aqueuse 

d’acide chlorhydrique (0,1 M). Sont ajoutés successivement une solution d’adamantane oxydé 

(34) (0,108 g, 0,621 mmol) dans l’éthanol (20 mL) et une solution de cyanoborohydrure de 

sodium (1,15 g, 18,2 mmol) dans l’eau (2 mL). La réaction est laissée sous vive agitation 

pendant 24 heures. Le pH de la réaction est ensuite ajusté à 7,5 avec une solution aqueuse 

d’hydroxyde de sodium (0,1 M). Après addition de chlorure de sodium de façon à obtenir une 
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concentration en NaCl dans le mélange de 0,5 M, le HA modifié est précipité par addition 

d’EtOH dans les proportions : EtOH/H2O 6/4 (v/v). Le précipité est lavé successivement  avec 

différents mélanges EtOH/H2O (7/3, 7,5/2,5, 8/2, 9/1). Le composé (36) (0,926 g, 2,19 mmol) 

est isolé par filtration sur fritté 4 et séché pendant 24 heures à température ambiante. Le taux 

de greffage des groupements adamantane est de 6 % ± 1% (calculé par RMN). 

 

Rendement: 90 % 

Taux d’hydratation : 15 % 

RMN 1H (D2O, 400 MHz, 353 K): 4,4 (H-1 de l’unité N-acétylglucosamine), 4,25 (H-1 de 

l’acide glucuronique), 3,85-3,1 (massif des protons des sucres du squelette 

polysaccharidique), 2,2 ((CH2)g ou g’), 2,05 ((CH2)g ou g’), 1,85 ((CH3) du groupe acétamide du 

hyaluronane), 1,2-1,8 ((CH2)e, (CH2)f, protons de l’adamantane). 

 

 

Dérivé HA(CD) (32): 
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La première étape consiste à déprotéger la fonction aldéhyde de la β-cyclodextrine 

monoacétal (18). A une solution de (18) (0,43 g, 0,336 mmol) dans l’eau (80 mL), une 

solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,2 M) (13,4 mL) est ajoutée. Le mélange réactionnel 

est laissé sous agitation pendant 3 heures à 55°C puis est neutralisé à pH 7 pour donner le 

produit désiré. L’aldéhyde obtenu, solubilisé dans l’eau (90 mL), est ajouté à une solution de 

HA-ADH (8) (0,488 g, 1,18 mmol) dans l’eau (122 mL). Le pH est ajusté à 5,1 avec une 

solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,1 M) et est maintenu à cette valeur durant toute la 

réaction par addition d’HCl (0,1 M). Une solution de cyanoborohydrure de sodium (0,66 g, 

10,62 mmol) dans l’eau (5mL) est ajoutée et le mélange réactionnel est laissé sous agitation 

pendant 24 heures. Le pH de la réaction est ensuite ajusté à 7,5 avec une solution aqueuse 

d’hydroxyde de sodium (0,1 M). Le dérivé HA(CD) (32) (0,427 g, 0,907 mmol) est purifié 

par ultrafiltation sur une membrane Amicon YM 10 (seuil de coupure 10 000 g/mol) et isolé 

après lyophilisation. Le degré de substitution (calculé par RMN 1H) du dérivé HA(CD) est de 

5% ± 1%. 

 

Rendement: 77 % 

Taux d’hydratation : 9 % 

RMN 1H (D2O, 400 MHz, 353 K): 5-4,8 protons anomères de la cyclodextrine, 4,55 (H-1 de 

l’unité N-acétylglucosamine), 4,25 (H-1 de l’acide glucuronique), 3,85-3,1 (large massif des 

protons des sucres du squelette polysaccharidique et de la cyclodextrine), 2,2 ((CH2)g ou g’), 

2,05 ((CH2)g ou g’), 1,85 ((CH3) du groupe acétamide du hyaluronane), 1,45 (4H, (CH2)e, 

(CH2)f). 
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Dérivé (HA(AD)2) (37): 

 

 

 

 

La première étape a consisté à déprotéger la fonction aldéhyde du dimère 

d’adamantane (29). Le composé (29) est solubilisé dans un mélange CH2Cl2 / (TFA/H2O) (8 

mL)  dans les proportions (4/(2/2) : (v/(v/v)). Le milieu réactionnel est laissé sous vive 

agitation pendant 1 h 30 à température ambiante. L’évolution de la réaction est suivie par 

chromatographie sur couche mince avec comme éluant CH2Cl2 /MeOH ((9/1) : (v/v)). Le 

mélange CH2Cl2 / (TFA/H2O) est évaporé et le produit est redissous plusieurs fois dans le 

dichlorométhane et concentré afin d’éliminer au maximum l’acide trifluoroacétique. Le résidu 

est repris dans l’éthanol (26 mL). L’aldéhyde obtenu (0,25 mg, 0,4 mmol) est ajouté au HA-

ADH (8) (1,64 g, 4 mmol) préalablement solubilisé dans un mélange hydroalcoolique 

(H2O/EtOH : (400 mL/240 mL)). Le pH est ajusté à 5,1 avec une solution d’hydroxyde de 

sodium (0,5 M). Une solution aqueuse (2 mL) de cyanoborohydrure de sodium (1,13 g, 18 
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mmol) est ajoutée. Le milieu réactionnel est laissé sous vive agitation à température ambiante 

pendant  24 heures. Pour la suite, le mode opératoire utilisé est identique à celui décrit pour la 

synthèse du dérivé HA(AD) (36). Le taux de greffage des dimères (calculé par RMN 1H) est 

de 3 % ± 1% soit de 6 % ± 1% pour les groupements adamantane. 

 
Rendement: 70 % 

Taux d’hydratation : 25 % 

RMN 1H (D2O, 400 MHz, 353 K): 4,55 (H-1 de l’unité N-acétylglucosamine), 4,25 (H-1 de 

l’acide glucuronique), 3,9-3,1 (massif des protons des sucres du squelette polysaccharidique), 

2,32 ((CH2)a ou b), 2,48 ((CH2)a ou b), 2,2 ((CH2)g ou g’), 2,05 ((CH2)g ou g’), 1,85 ((CH3) du groupe 

acétamide du hyaluronane), 1,3-1,55 ((CH2)e, (CH2)f, protons de l’adamantane). 

 

Dérivé HA(CD)2 (33) 
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La première étape consiste à déprotéger la fonction aldéhyde du dérivé de β-

cyclodextrine (27). A une solution de (27) (0,640 g, 0,240 mmol) dans l’eau (60 mL), une 

solution aqueuse d’acide chlorhydrique (0,2 M) (8,9 mL) est ajoutée. Le mélange réactionnel 

est laissé sous agitation pendant 3 heures à 55°C et est ensuite neutralisé à pH 7. L’aldéhyde 

obtenu solubilisé dans l’eau (90 mL), est ajouté à une solution de HA-ADH (8) (0,662 g, 1,61 

mmol) dans l’eau (67 mL). Le pH est ajusté à 5,1 avec une solution aqueuse d’acide 

chlorhydrique (0,1 M). Une solution de cyanoborohydrure de sodium (0,456 g, 7,24 mmol) 

dans l’eau (3mL) est ajoutée et le pH est maintenu à 5,1 par addition d’une solution aqueuse 

d’acide chlorhydrique (0,1 M). Le mélange réactionnel est laissé sous agitation pendant 24 

heures. Pour la suite, le mode opératoire utilisé est identique à celui du HA(CD). Le degré de 

substitution (calculé par RMN 1H) du hyaluronane en cyclodextrine est de 5 % ± 1%. 

 

Rendement : 88 % 

Taux d’hydratation : 9 % 

RMN 1H (D2O, 400 MHz, 353 K): 5-4,8 protons anomères de la cyclodextrine, 4,55 (H-1 de 

l’unité N-acétylglucosamine), 4,25 (H-1 de l’acide glucuronique), 3,9-3,1 (large massif des 

protons des sucres du squelette polysaccharidique et de la cyclodextrine), 2,48 ((CH2)a ou b), 

2,32 ((CH2)a ou b), 2,2 ((CH2)g ou g’), 2,05 ((CH2)g ou g’), 1,85 ((CH3) du groupe acétamide du 

hyaluronane), 1,5 ((CH2)e, (CH2)f). 
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N1,N9-bis(carbobenzyloxy)-N5-(N-(L-di-tert-butyl-ester-aspartamido)-succinylamido)-

norspermidine (40) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A une solution de (23) (2 g, 4 mmol), sous azote, dans le DMF anhydre (30 mL), sont 

ajoutés successivement le N-hydroxybenzotriazole (0,54 g, 4 mmol), le N,N′-

dicyclohexylcarbodiimide (0,99 g, 4,8 mmol), solubilisés dans un minimum de DMF et le 

chlorhydrate de l’acide L-aspartique protégé sous forme d’ester di-tert-butylique (0,981 g, 4 

mmol) préalablement dissous dans le DMF en présence d’un équivalent de triéthylamine 

(0,401 g, 4 mmol). Le milieu réactionnel est laissé sous agitation à température ambiante 

pendant 36 heures. Après évaporation totale du DMF, le résidu est repris dans le 

dichlorométhane. La dicyclohexylurée (DCU) précipite et est éliminée par filtration sur 

papier. Le filtrat est lavé successivement avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique 

(0,1 M), avec de l’eau distillée, au bicarbonate de sodium et de nouveau avec de l’eau distillée 

pour atteindre un pH de 5,5. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium, filtrée et 

concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant : 

CH2Cl2/MeOH (98/2) (v/v)). Le composé (40) (2,44 g, 3,36 mmol) est isolé sous forme d’une 

huile. 

 

Formule brute: C38H54N4O10 

Rendement: 84 % 
CCM: Rf  = 0.42 (CH2Cl2/MeOH : 95/5 (v/v)) 
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ESI-HRMS (haute resolution avec detection en mode positif):  

Calculé pour C38H54N4O10Na [M+Na]+, théorique m/z =749,37376 :, trouvée m/z = 749,3746  

Calculé pour C38H54N4O10K [M+K]+, théorique m/z =765,34770 , trouvée m/z = 765,3459  

RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) 7,45-7,3 (m, 10H, 2 Ph), 5,1 (d, 4H, 2 CH2-Ph), 4,65 

(m, 1H, (CH)m), 4,05 (d, 1H, (CH)n), 3,39 (m, 2H, (CH2)α ou α’), 3,31 (m, 2H, (CH2)α ou α’), 

3,22 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 3,11 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 2,84 (dd, 2H, (CH2)n), 2,62 (m, 2H, 

(CH2)a ou b), 2,55 (m, 2H, (CH2)a ou b), 1,93 (m, 2H, (CH2)β ou β’), 1,82 (m, 2H, (CH2)β ou β’), 

1,48 (18H, 6 (CH3)) 

RMN 13C (CDCl3, 100 MHz) δ (ppm) δ 173,5, 173,3, 171,6, 171,1 (4C, (C=O)), 129,9-129,1 

(12 C, 2 Ph), 68,05, 67,75 (2C, 2 (CH2-Ph)), 103,6 (1C, (CH)l),  50,4 (1C, (CH)m), 46,2, 43,6 

(2C, (CH2)α et α’), 39,8, 39 (2C, (CH2)γ et γ’), 38,7 (1C, (CH2)n), 32,3, 29 (2C, (CH2)a et b), 30,2, 

28,9 (2C, (CH2)β et β’), 29,3-28,2 (6C, 6(CH3)) 

 

 

N5-((L-di-tert-butyl-ester-aspartamido)-succinylamido)-norspermidine (41) 

et N1,N9-bis(adamantylamido)-N5-((L-di-tert-butyl-ester-aspartamido)-succinylamido) 

norspermidine (42) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 A une solution de composé (40), (2,44 g, 3,36 mmol) dans le méthanol (244 mL), le 

palladium activé sur charbon (384 mg) est ajouté directement sous forme de poudre. Le 
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mélange réactionnel, sous atmosphère d’hydrogène, est laissé sous vive agitation pendant 3 

heures à température ambiante. Le milieu est ensuite filtré sur célite et le filtrat est évaporé 

sous pression réduite pour donner le composé (41) avec un rendement de 85 % (1,30 g, 2,83 

mmol). 

A une solution, sous azote, d’acide 1-adamantyl acétique (1,35 g, 6,96 mmol), dans le DMF 

anhydre (50 mL), sont ajoutés successivement le N-hydroxybenzotriazole (0,94 g, 6,96 

mmol), la N,N′-dicyclohexylcarbodiimide (1,72 g, 8,36 mmol), la triéthylamine (0,352 g, 3,18 

mmol) et la diamine (41) (1,45 g, 3,16 mmol), solubilisés dans un minimum de DMF. Le 

mode opératoire utilisé est le même que celui utilisé pour le composé (29) mais dans ce cas la 

DCU est éliminée par précipitation dans le dichlorométhane au lieu de l’éther diéthylique. Le 

composé (42) (1,36 g, 1,68 mmol) est isolé après purification par chromatographie sur 

colonne de gel de silice (éluant CH2Cl2/MeOH (97/3) (v/v)). 

 

Formule brute: C46H74N4O8 

Rendement: 53 % 

CCM: Rf = 0,41 (CH2Cl2/MeOH : 95/5 (v/v)) 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif):  

Calculé pour C46H74N4O8Na [M+Na]+
,
 théorique m/z = 833,54044; trouvée m/z = 833,5399  

Calculé pour C46H74N4O8K [M+K]+
,
 théorique m/z = 849,51437; trouvée m/z = 849,5183 

RMN 1H (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm) 4,65 (m, 1H, (CH)m), 3,43 (m, 2H, (CH2)α ou α’), 3,35 

(m, 2H, (CH2)α ou α’), 3,27 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 3,14 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 2,84 (dd, 2H, 

(CH2)n), 2,62 (m, 2H, (CH2)a ou b), 2,55 (m, 2H, (CH2)a ou b), 1,99-1,91 (8H, H (adamantane), 

(CH2)β ou β’), 1,85 (m, 2H, (CH2)β ou β’), 1,59-1,74 (28H, H (adamantane)), 1,48 (18H, 6(CH3)) 

RMN 13C (CDCl3, 100 MHz) δ (ppm) δ 173,5, 173,2, 172,8, 172,4, 171,6, 170,9 (6 C=O), 

53,52,8 (2C, (CH2)o et o’)), 46,2,43,5 (2C, (CH2)α et α’)), 44,2-43,8 (C de l’adamantane), 38,8 

(1C, (CH2)n), 38,1 (C de l’adamantane, (CH2)γ ou γ’), 36,9 (1C, (CH2)γ ou γ’), 33,7 (1C, (CH2)m), 

32,2, 29,1 (2C, (CH2)a et b)), 30-29,8 (C de l’adamantane, (CH2)β et β’), 29,4-29,2 (6C, 6(CH3)), 

28,7 (C de l’adamantane) 
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N1,N9-bis(adamantylamido)-N5-((L-aspartamido)-succinylamido)-norspermidine de 

sodium (43) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le composé (42) (1,33, 1,64 mmol) est solubilisé dans un mélange CH2Cl2/TFA ((5/5) 

(v/v)). Le milieu réactionnel est laissé sous agitation à température ambiante pendant 1 heure. 

Le mélange CH2Cl2/TFA est totalement évaporé. Le résidu, repris dans du dichlorométhane, 

est lavé plusieurs fois avec de l’eau distillée et avec une solution aqueuse d’acide 

chlorhydrique (0,1 M) afin d’atteindre un pH entre 1 et 2 pour protoner la fonction acide 

carboxylique. La phase organique est séchée sur sulfate de sodium, filtrée et concentrée à 

l’évaporateur rotatif. Le résidu est dispersé dans un mélange EtOH/H2O ((20/20) (v/v)). Une 

solution aqueuse d’hydroxyde de sodium (0,3 M) est ajoutée (4,25 mL, mL par mL) pour 

atteindre un pH entre 8 et 9. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation à température 

ambiante pendant 12 heures. Après centrifugation pour éliminer les insolubles, le mélange 

EtOH/H2O est totalement évaporé. Le résidu est solubilisé dans l’eau puis est lyophilisé. Le 

composé (43) est  isolé sous forme d’une fine poudre blanche (480 mg). 

 

Formule Brute:C38H56N4Na2O8 

Rendement des deux étapes: 50 % 

ESI-HRMS (haute résolution avec détection en mode positif):  

Calculé pour C38H58N4O8Na [M+Na]+
,
 théorique m/z = 721,41524; trouvée m/z = 721,4156 
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Calculé pour C38H57N4O8Na2 [M-H+2Na]+
,
 théorique m/z = 743,39718; trouvée m/z = 

743,3983 

Calculé pour C38H56N4O8Na3 [M-2H+3Na]+
,
 théorique m/z = 765,37912; trouvée m/z = 

765,3813 

RMN 1H (D2O, 400 MHz) δ (ppm) 4,32 (dd, 1H, (CH)m), 3,35 (m, 2H, (CH2)α ou α'), 3,28 (m, 

2H, (CH2)α ou α’), 3,15 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 3,09 (m, 2H, (CH2)γ ou γ’), 2,93 (dd, 2H, (CH2)n), 

2,61 (m, 2H, (CH2)a ou b), 2,51 (m, 2H, (CH2)a ou b), 1,82-1,91 (8H, H (adamantane), (CH2)β ou 

β’), 1,77 (m, 2H, (CH2)β ou β’), 1,45-1,69 (28H, H (adamantane)), 

RMN 13C (D2O, 100 MHz) δ (ppm) δ 180,2, 179,9, 175,4, 175,3,175,2 (6C, C=O), 54,3 (1C, 

(CH)m), 52,7, 51,9 (2C, (CH2)o et o’), 47,4, 45,4 (2C, (CH2)α et α’)), 43,9-43,6 (C de l’ 

adamantane), 38,2, 37,9 (2C, (CH2)γ et γ’), 37,7 (C de l’adamantane), 33,7 (1C, (CH2)n), 32,1, 

29,3 (2C, (CH2)a et b), 29,9, 29,2 (2C, (CH2)β et β’), 29,8 (C de l’adamanatane)  
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Ce travail de thèse a concerné la synthèse et la caractérisation physico-chimique de 

nouveaux hydrogels physiques à base de hyaluronane modifié chimiquement. 

Nous nous étions fixés pour objectifs essentiels d’obtenir différents réseaux 

tridimensionnels résultant d’interactions multivalentes spécifiques entre des molécules hôtes 

de β-cyclodextrine et des groupements hydrophobes d’adamantane, chacun étant greffé sur 

des chaîne de hyaluronane, et d’étudier en détail leur comportement en milieu aqueux. 

Nous avons, en premier lieu, fait un rappel des données issues de la littérature afin de 

mieux situer le contexte de ce travail de thèse. 

La première étape de notre travail a consisté à synthétiser les différentes 

macromolécules hôtes et invitées. Nous avons préparé dans un premier temps des chaînes de 

polymères sur lesquelles sont greffées au hasard des monomères de β-cyclodextrine 

(HA(CD)) et des dimères de β-CD (HA(CD)2) avec des taux de greffage en β-CD similaires 

pour les deux polymères modifiés (5 %). Dans un deuxième temps, nous avons synthétisé des 

monomères et des dimères d’adamantane que nous avons aléatoirement greffés sur les chaînes 

macromoléculaires (HA(AD) et HA(AD)2 respectivement) avec des taux de greffage 

identiques (6 %). Il a été nécessaire de développer une méthode de synthèse contrôlée afin 

d’obtenir des systèmes le mieux définis possible. La plupart des réactions utilisées s’appuient 

sur des méthodes de couplage chimiosélectives. 

La stratégie que nous avons mis en oeuvre repose sur :  

i. l’introduction sélective, par un couplage de type peptidique en milieu aqueux, 

de groupements hydrazide sur la fonction carboxylate du hyaluronane afin de 

rendre le polymère plus réactif qu’à l’état initial, 

ii. la préparation de monomères et de dimères acétaliques d’adamantane, et de β-

cyclodextrine, qui nécessite une chimie multi-étapes, en particulier la 

monofonctionnalisation de la β-CD par une fonction acide carboxylique 

effectuée via la formation d’une liaison oxime et des couplages de type 

peptidique, 

iii. le greffage en milieu aqueux des différents dérivés obtenus sur le hyaluronane 

qui s’appuie sur la formation d’hydrazones intermédiaires stabilisées par 

réduction.  

L’intégrité des greffons intermédiaires et des macromolécules finales a été vérifiée par 

une analyse par spectroscopie RMN et par spectrométrie de masse dans le cas des petites 

molécules. 
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A l’issu de cette étape de synthèse, nous avons obtenu deux assemblages 

supramoléculaires originaux se différenciant par la taille et donc l’énergie des jonctions 

interchaînes (complexes d’inclusion) qui les stabilisent. Les hydrogels sont formés soit de 

complexes d’inclusion β-CD/AD, soit de paires de complexes d’inclusion β-CD/AD. 

Après cette étape, nous avons effectué une analyse physico-chimique détaillée des 

assemblages supramoléculaires en vue d’établir le lien étroit entre leurs structures et leurs 

propriétés. 

Les techniques physico-chimiques utilisées sont la titration microcalorimétrique qui a 

permis une analyse thermodynamique des propriétés de complexation et la rhéologie, avec en 

particulier des mesures de viscosité et des mesures en mode dynamique, permettant 

d’appréhender le comportement en milieu aqueux.  

Les propriétés d’inclusion des monomères et des dimères de β-CD et d’AD libres et 

greffés sur les chaînes de HA ont été entièrement caractérisées. Il s’avère que le mélange d’un 

dimère de β-CD avec un dimère d’AD conduit à la formation d’interactions divalentes, ce qui 

a également été observé avec les polymères modifiés. 

Les expériences d’ITC ont mis en évidence une constante d’association 

remarquablement élevée (15 fois plus importante que pour les monomères) et une enthalpie de 

liaison deux fois plus importante dans le cas des dimères. L’un des objectifs visant à obtenir 

des assemblages supramoléculaires stabilisés par des jonctions interchaînes d’énergie plus 

élevée a donc été atteint. Toutefois, il ressort que la restriction de mobilité due à la chaîne 

polymère, les répulsions électrostatiques dans le cas du HA(CD) et du HA(CD)2 complexant 

les dérivés chargés d’adamantane et la formation d’interactions hydrophobes AD/AD dans le 

cas du HA(AD)2, affectent les propriétés de complexation. 

Les mesures de viscosité ont mis en évidence la présence d’agrégats via la formation 

d’interactions intra et/ou interchaînes entre les cavités de β-CD pendantes dans le cas du 

HA(CD). Quant au comportement du HA(CD)2, il est très proche de celui du hyaluronane 

précurseur. Concernant les dérivés HA(AD) et HA(AD)2, un caractère auto-associatif lié à 

l’établissement d’interactions hydrophobes interchaînes entre les groupements adamantane a 

été observé. Ces agrégats sont nettement plus importants pour le dérivé HA(AD)2. Ces 

agrégats d’origine différente sont tous favorisés lorsque la concentration en sel augmente et 

nous avons trouvé que la concentration en NaCl optimale pour la formation des assemblages 

supramoléculaires homogènes recherchés dans ce travail est égale à 0,025 M. 
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Les mesures en rhéologie dynamique ont permis de mieux comprendre le 

comportement rhéologique des assemblages supramoléculaires et indiquent notamment que 

les mélanges HA(AD)/HA(CD) et HA(AD)2/HA(CD)2 ont des propriétés viscoélastiques très 

particulières. Ce sont des réseaux temporaires qui relaxent à basse fréquence et qui ont un 

comportement de type gel à fréquence élevée. Les deux mélanges ont des propriétés 

viscoélastiques différentes liées à la nature de la jonction interchaîne. Cependant, les 

différences de comportement sont moins marquées qu’escompté, ce que nous expliquons par 

l’effet des chaînes entropiquement défavorables, et par les associations AD/AD dans une 

moindre mesure, qui contrebalancent la formation des interactions multivalentes entre 

polymères. 

Par ailleurs, les propriétés viscoélastiques de ces réseaux sont sensibles à la variation 

de différents paramètres externes, comme la force ionique, la concentration en polymère, la 

température et l’ajout d’une molécule compétitive. Il apparaît que dans la gamme de 

concentrations utilisées (régime semi-dilué non enchevêtré), les propriétés viscoélastiques en 

particulier la dynamique des deux types d’hydrogel peuvent être modélisées par le modèle de 

Rouse collant. 

Les différentes expériences mises en œuvre, en particulier pour comprendre 

l’influence de la concentration en polymères, de la température et de l’ajout de la β-CD libre 

compétitive, nous ont permis de conclure que ces systèmes constituent de bons modèles. Il 

ressort deux points essentiels : 

- la “force” du gel, caractérisée par le module G’ est principalement liée à la 

concentration en “stickers” introduits sur la chaîne polymère et à la 

concentration en chaînes polymères, 

- la dynamique, caractérisée par le temps de relaxation τ, est contrôlée d’une 

part, par la vitesse d’échange des complexes d’inclusion définissant leur 

durée de vie moyenne et par le nombre de jonctions interchaînes efficaces et 

par la mobilité des chaînes de HA d’autre part. 

En outre, l’étude du comportement en écoulement des réseaux a mis en évidence la présence 

d’un seuil de contrainte apparent. 

 

Il sera intéressant de poursuivre et de développer ce travail dans plusieurs directions. 

Afin de compléter l’étude rhéologique que nous avons effectuée et d’apporter des 

éléments de réponse supplémentaires, il serait intéressant de synthétiser un autre assemblage 
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supramoléculaire HA(AD)/HA(CD) avec une teneur en β-CD et en AD deux fois moins 

importante afin d’obtenir un réseau dont la densité de jonctions interchaînes serait la même 

que celle du mélange HA(CD)2/HA(AD)2. La comparaison des propriétés viscoélastiques du 

mélange HA(AD)/HA(CD) avec celui de HA(AD)2/HA(CD)2 comportant la même densité de 

jonctions potentielles permettrait de mieux évaluer l’effet de l’énergie de jonction sur la force 

et la dynamique des systèmes. En outre, la comparaison des deux mélanges HA(AD)/HA(CD) 

possédant des DS différents permettrait de mettre clairement en évidence l’effet de la 

concentration en “stickers” sur les propriétés viscoélastiques des réseaux. 

Par ailleurs, il serait intéressant d’analyser la formation des agrégats β-CD/β-CD et 

AD/AD des polymères modifiés seuls en solution aqueuse par diffusion dynamique de la 

lumière. Cette étude, donnant accès au coefficient de diffusion apparent (donc au rayon 

hydrodynamique apparent des agrégats), permettrait d’obtenir des renseignements sur la 

variation du nombre des agrégats avec la concentration en polymère ainsi que sur le processus 

d’agrégation. De plus, il serait ainsi possible de comprendre dans quelles mesures la présence 

et les caractéristiques de ces agrégats sont modifiées par des paramètres physiques ou 

chimiques tels que la concentration en sel, l’ajout de molécules compétitives… 

La RMN 1H à l’état solide des hydrogels pourrait également permettre d’obtenir des 

informations sur la mobilité des chaînes, sur la dynamique d’échange des complexes et sur le 

nombre de complexes d’inclusion liés, c’est à dire le nombre de jonctions effectives. 

Par ailleurs, la préparation de structures multicouches par immobilisation des 

molécules et des macromolécules hôtes sur des surfaces d’or suivie de l’interaction avec des 

molécules invitées est en cours.  

Ces hydrogels physiques, qui combinent à la fois les propriétés physico-chimiques et 

biologiques intéressantes du hyaluronane et les propriétés spécifiques de complexation de la 

β-CD, offrent d’intéressantes perspectives dans les domaines biomédical et pharmaceutique. 

De plus, ces hydrogels, issus du simple mélange en milieu aqueux des polymères hôtes et 

invités, présentent des caractéristiques valorisables dans le domaine de l’ingénierie tissulaire 

où ils pourraient servir de matrices tridimensionnelles se formant in situ, permettant le 

développement, la prolifération des cellules vivantes et ainsi la reconstruction de tissus 

malades. Ils pourraient également être utilisés en tant qu’agents pour la viscosupplémentation 

et en tant que systèmes stimulables permettant la libération contrôlée de principes actifs. Il 

serait donc très intéressant et très prometteur d’envisager des essais biologiques. 
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effectifs 
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t  temps 
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|η*|  viscosité complexe 

σ  contrainte 

σ*  contrainte complexe 

ε  temps infiniment petit 

γ  déformation 

γ*  déformation complexe 

ρ  masse volumique 

τ  temps de relaxation 

ω  fréquence angulaire 
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Assemblages supramoléculaires à base de hyaluronane modifié chimiquement : synthèse 
et caractérisation physico-chimique 

 
 
Les travaux décrits dans ce mémoire sont consacrés à la synthèse et à la caractérisation 
physico-chimique de nouveaux assemblages supramoléculaires à base d’un polysaccharide 
d’origine naturelle, le hyaluronane (HA). 
Les assemblages résultent du mélange de deux polymères complémentaires et plus 
précisément de l’établissement d’interactions multivalentes spécifiques entres des molécules 
hôtes, les β-cyclodextrines (β-CD) et des molécules invitées, des groupements hydrophobes 
d’adamantane (AD), greffés sur les chaînes de HA. 
Afin d’évaluer l’influence de l’énergie de jonction sur la stabilité des réseaux, deux systèmes 
de structure différente ont été préparés. Les assemblages sont stabilisés soit, par la formation 
de complexes d’inclusion simples β-CD/AD, soit par des paires de complexes d’inclusion. 
Des expériences de titration calorimétrique ont permis une analyse détaillée des propriétés 
d’inclusion des molécules et des macromolécules hôtes et invitées. Le comportement en 
milieu aqueux des polymères modifiés seuls et les propriétés viscoélastiques des mélanges ont 
été étudiés par des mesures rhéologiques en écoulement et en régime dynamique. 
Ces assemblages sont sensibles à la variation de paramètres externes tels que la force ionique, 
la concentration en polymères, la température et l’ajout de molécules hôtes compétitives. Ce 
sont des réseaux temporaires dont la dynamique est gouvernée principalement par le nombre 
et la vitesse d’échange des complexes d’inclusion efficaces et par la mobilité des chaînes de 
HA. 
 
MOTS CLES : complexes d’inclusion, cyclodextrine, hyaluronane, hydrogels physiques, 
polysaccharides, rhéologie, RMN, titration calorimétrique 
 

Supramolecular assemblies based on chemically modified hyaluronan : Synthesis and 
physical-chemistry characterization 

 
The work described in this manuscript deals with the synthesis and the physical-chemistry 
characterization of new supramolecular assemblies based on a natural polysaccharide, 
hyaluronan (HA). 
The assemblies result from the blend of complementary modified polymers and more 
precisely from specific multivalent interactions between host molecules, β-cyclodextrins (β-
CD) and guest molecules, hydrophobic adamantanes (AD), each being grafted on HA chains. 
Two different systems were prepared to estimate the influence of the junction energy. The 
resulting mixtures are stabilized either by single inclusion β-CD/AD complexes or by pairs of 
inclusion complexes. 
Calorimetric titration experiments allowed to analyse the inclusion properties of host and 
guest molecules and macromolecules. The aqueous behaviour of modified polysaccharides 
and the viscoelastic properties were studied by flow and dynamic rheology. 
These assemblies are sensitive to external parameters such as salt concentration, polymer 
concentration, temperature and addition of competitive host molecules. They are transient 
networks and their dynamic is mainly controlled by the number and the exchange rate of 
effective inclusion complexes as well as by the mobility of HA chains. 
 
KEYWORDS : calorimetric titration, cyclodextrin, hyaluronan, inclusion complexes, NMR, 
physical hydrogels, polysaccharides, rheology 




