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AFM Microscopie à force atomique 

AGPI Acide gras polyinsaturés  

ASB Albumine de sérum bovin 

DA Degré d'acétylation 

DD  Degré de déacétylation 

DHA Acide docosahexaénoïque  

DMEM Dulbecco's modified Eagle’s medium 

DMSO      Dimethyl sulfoxide 

DMTA  Dynamic mechanical thermal analysis 

DRX Diffraction des rayons X 

EPA Acide éicosapentaénoïque   

FTIR-ATR Fourier transform infrared spectroscopy-Attenuated total reflection 

GC  Gas chromatography 

LDH  Lactate Déshydrogénase 

MEC  Matrice extracellulaire de culture 

MET Microscopie électronique transmission  

MTT  
Sel de tétrazolium, bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium 

PBS Phosphate buffered saline/tampon phosphate salin 

PC Phosphatidylcholine  

PET Polytéréphtalate d'éthylène 

PGA Polyglycolic acid 

PHA Polyhydroxy alkanoates  

PHB Polyhydroxy-butyrate 

PHBV Poly hydroxybutyrate co hydroxyvalerate 

PI  Phosphatidylinositol  
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PLA  Poly (acide lactique) 

PS  Phosphatidylsérine 

RSM  Response surface methodology 

SVF Sérum de veau fœtal 

TAG  Triglycérides  

Tg   Température de transition vitreuse 

u.a.  Unité arbitraire 
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Les progrès en médecine dépendent de plus en plus de la disponibilité de biomatériaux 

spécifiques qui permettent de contrôler avec précision le comportement de systèmes 

biologiques (Langer and Peppas, 2003). Avec une compréhension croissante des processus 

biologiques, le développement de nouvelles possibilités en science des matériaux et de 

nouvelles exigences en médecine, les biomatériaux1 sont progressivement passés de bio-

inertes à biodégradables et maintenant bioactifs (Hench and Thompson, 2010; Huebsch and 

Mooney, 2009). 

Parmi les différents domaines des biotechnologies et de la bio-ingénierie, le domaine 

de la médecine générative est un secteur où l’innovation sur les biomatériaux et leurs mises 

en forme est au cœur des préoccupations scientifiques et technologiques. Ces biomatériaux 

peuvent être employés pour restaurer et/ou remplacer des cellules, des tissus ou des organes 

endommagés par un traumatisme soudain, une maladie ou des anomalies génétiques et pour 

permettre de retrouver leurs activités fonctionnelles (Langer and Vacanti, 1993; Naderi et al., 

2011). L'objectif final est, soit d'utiliser des tissus fabriqués in vitro, soit de permettre au corps 

de régénérer les tissus in vivo
2  (Lutolf and Hubbell, 2005).  

Les biomatériaux utilisés en tant que matrice de support doivent assurer deux fonctions 

principales :  

1) diriger l’organisation, la croissance et la différenciation des cellules, en apportant un 

support physique et des signaux chimiques et/ou 

2) assurer un environnement idéal aux cellules sélectionnées.  

________________________ 

1 La Sociéte Européenne des Biomatériaux (ESB) a défini lors de la conférence de Chester (UK) en 1991, puis à l’occasion 

de celle de Sorrento (Italie) en 2005, un biomatériau comme « un matériau conçu pour interagir avec des systèmes 

biologiques, qu’il participe à la constitution d’un dispositif à visée diagnostique ou à celle d’un substitut de tissu ou d’organe 

ou encore à celle d’un dispositif de suppléance (ou d’assistance) fonctionnelle ». 

2 le terme in vivo (en latin : « au sein du vivant ») qualifie des recherches ou des examens pratiqués sur un organisme vivant, 

par opposition à in vitro ou ex vivo.  
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Dans le premier cas, on parlera d’ingénierie tissulaire où le développement in vitro 

de substituts biologiques est l’axe principal de recherche et de développement. Dans le second 

cas, on parlera plutôt de thérapie cellulaire où la prévention et/ou le traitement des 

pathologies humaines par l’administration de cellules choisies, multipliées, traitées ou 

modifiées ex vivoest au cœur des préoccupations. 

Dans le cadre de cette thèse nous nous intéresserons uniquement au domaine de 

l’ingénierie tissulaire.  

Il est à noter que dans les deux cas cités ci-dessus, la régénération est favorisée par 

l’utilisation de cellules in vitro, qui peuvent provenir de différentes sources (autologues1, 

allogéniques 2 , xénogéniques 3 ) et être de différents types (cellules souches, cellules 

différenciées, …). La prolifération et la différenciation cellulaires, sont donc nécessairement à 

étudier et contrôler. Dans les deux cas, c’est la compréhension fine des réponses mécaniques 

et biologiques des biomatériaux en fonction, d'une part de leurs propriétés physico-chimiques 

de surface, et d'autre part de leur architecture tridimensionnelle qui permettra de concevoir 

des matrices de support fonctionnelles. Il est clair que les aspects biomécaniques sont aussi 

nécessairement à prendre en compte tout comme l’étude des propriétés des tissus originaux, 

l’identification des propriétés minimales requises pour assurer la fonction, la caractérisation 

des signaux mécaniques régulant les tissus fabriqués ou l’efficacité et la sécurité des tissus 

fabriqués. 

 

Dans cette thèse, nous nous focaliserons sur la modification des propriétés physico-

chimique de films minces pour des applications en ingénierie tissulaire et leur impact sur 

leurs biocompatibilités. 

 

 

                                                           
1 Provenant du patient lui-même 
2 Provenant d’un don 
3 Relatif à des individus de différentes espèces 
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Ce manuscrit est composé de cinq chapitres : 

Chapitre I : Une étude bibliographique permet d’introduire le contexte de ce travail, 

les besoins en ingénierie tissulaire et les principes de base de matrice extracellulaire de culture 

(MEC). Les matériaux utilisés seront également présentée dans ce chapitre. Enfin, deux types 

de fonctionnalisations par volume et/ou par surface sont étudiés.  

Chapitre II : La préparation des nanoliposomes de soja, de colza et de saumon, 

l’élaboration des films de chitosane, et des films de chitosane contenant des nanoliposomes 

sera présentée. Les méthodes utilisées pour la caractérisation physico-chimique des « 

matériaux » utilisés et l’étude de biocompatibilité/ biodégradabilité seront introduite. 

Chapitre III : Avant d’incorporer des nanoliposomes dans la solution de chitosane, il 

est indispensable de bien connaître les caractéristiques physico-chimiques des nanoliposomes : 

la forme, la taille, la composition chimique, la classification dans l’échelle des lipides et leurs 

stabilités. Les propriétés de physico-chimique, mécaniques, et les caractéristiques de la 

surface seront caractérisés par du méthode multi-échelle, multi-techinques (FTIR-ATR, AFM, 

DMTA, DRX, etc.).  

Chapitre IV : Afin d’améliorer la mouillabilité des films de chitosane contenant des 

nanoliposomes. Les paramètres optimisés obtenus à l’aide d’un plan d’expériences seront 

analysés dans ce chapitre. La surface (rugosité, mouillabilité, et composition chimique), et la 

variation de masse vont être étudiés et comparées avant et après le traitement plasma. 

Chapitre V : Une étude préliminaire de biocompatibilité de films minces de chitosane 

contenant des nanoliposomes sera présentée dans ce chapitre. La cytotoxicité des MEC, 

l’adhésion cellulaire, et la prolifération des cellules CSM (cellules souches mésenchymateuses) 

ont été étudiées par les méthodes LDH (Lactate déshydrogénase), MTT (sel de tétrazolium, 

bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium), dosage d’ADN. 

L’influence des MEC sur le comportement cellulaire sera soulignée dans cette partie. Ce 

chapitre présente également une étude in vitro de biodégradabilité de films minces de 

chitosane contenant des nanoliposomes en utilisant une solution du PBS (phosphate buffered 
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saline/tampon phosphate salin) contenant 10 mg/l lysozyme (une enzyme présente dans le 

corps humain) durant 28 jours qui été utilisé dans ce cas là. La variation de masse, 

l’évaluation du dégrée de déacétylation, et l’angle de contact des films ont été déterminés au 

cours du temps et sera présenté. 
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CHAPITRE I. CONCEPTION ET FONCTIONNALISATION 

DE FILMS MINCES ISSUS D’AGRO-RESSOURCE POUR 

DES APPLICATIONS EN INGÉNIERIE TISSULAIRE 

(ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE) 
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1.1. Ingénierie tissulaire 
 

Concevoir et construire de nouveaux tissus possédant des propriétés comparables aux 

tissus naturels de l’organisme dans le but d’être utilisés en tant que substituts biologiques de 

certains tissus malades a de forts enjeux thérapeutiques et économiques. Ces derniers peuvent 

s’expliquer, notamment, en raison du nombre insuffisant de donneurs potentiels pour des 

transplantations d’organes (Langer, 2000) et du nombre important d’interventions 

chirurgicales (DIMETEX, 2010).  

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

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 (orthopédie/arthrose) (Drury and Mooney, 

2003; Lee and Mooney, 2001). Il existe actuellement une majorité de produits dédiés aux 

applications osseuses (substituts dentaires, substituts osseux rachidiens, implants 

orthopédiques, …) et viscérales (réparation et renforcement pariétal des hernies, éventration et 

prolapsus uro-génitaux, …). Mais le nombre de produits commercialisés reste faible (une 

centaine) et certaines applications biomédicales souffrent d’un manque de produits et de choix. 

1.2. Conception de Matrice Extracellulaire de Culture (MEC) 
 

Le microenvironnement naturel des cellules est la matrice extracellulaire dont la 

composition biochimique et chimique, la structure tridimensionnelle, les propriétés 

mécaniques et dynamiques sont les facteurs les plus importants influençant le comportement 

des cellules et donc a fortiori la formation de tissu.  

NB : Le lecteur pourra se référer aux ouvrages (Hay, 1991; Keeley and Mecham, 2013) pour 

de plus amples informations concernant la matrice extracellulaire. 

La conception de matrices de support (ou matrice extracellulaire de culture MEC) 

fonctionnelles nécessite des travaux pluridisciplinaires où le développement de nouveaux 

biomatériaux à fonctionnalités et architecture contrôlée semble être la clef des défis 

scientifiques et industriels pour les prochaines années (Nicolas et al., 2013).  

Les biomatériaux modernes utilisés en tant que MEC doivent répondre à des exigences 

de performance et surmonter les difficultés pratiques. Un certain nombre de facteurs 
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techniques doivent être pris en compte dans la sélection et le développement de nouveaux 

biomatériaux.  

Tout d'abord, les biomatériaux doivent avoir les propriétés physiques et mécaniques 

adéquates pour que les cellules survivent dans l'environnement physiologique (Temenoff and 

Mikos, 2008). Deuxièmement, les biomatériaux doivent être biocompatibles, c’est-à-dire 

qu’ils soient fonctionnels pour l’application désirée sans provoquer d'effets indésirables. Les 

réactions indésirables telles que l’hémolytiques4, ou les réactions inflammatoires doivent être 

évitées (Brown et al., 2010).  

Ces matrices de supports doivent nécessairement posséder des propriétés spécifiques 

et répondre à des exigences communes de rigidité, de biocompatibilité, de rapport 

surface/volume, et ne doivent pas provoquer de réaction inflammatoire.  

Dans de nombreuses situations cliniques, il est intéressant d’avoir un biomatériau 

dégradable (exemples : pour la suture des plaies ou la régénération de tissus), les résidus ou 

produits de dégradation ne doivent pas dans ce cas être toxiques et les produits de dégradation 

doivent être facilement évacués par les reins. Ces biomatériaux dégradables doivent satisfaire 

aux exigences du métabolisme physiologique, et la dégradation doit être effectuée soit par 

hydrolyse, soit par voie enzymatique (Bhatia, 2010). Deux réactions biochimiques se 

déroulent dans deux directions opposées: la première concerne la réaction de dégradation de 

biomatériau, la deuxième représente une série de réactions de prolifération de cellules et la 

régénération de nouveaux tissus (Zhu et al., 2013). À ce jour, les données sur la cinétique de 

ces deux réactions sont peu connues.  

Enfin, les biomatériaux doivent satisfaire à des exigences commerciales et des besoins 

cliniques. Le biomatériau pour un usage médical devrait être : 1) facilement livré par un 

dispositif commode ; 2) stable au stockage à température ambiante, ce qui minimise le temps 

de préparation ; et 3) facile à fabriquer dans un souci de rentabilité.   

1.3. Choix du matériau de base pour l’élaboration de MEC 
 

Une des originalités  de ce travail de thèse consiste à utiliser des matériaux d’origine 

naturelle pour concevoir des MECs. Le choix des matériaux s’est porté sur les polymères 

issus d’agro-ressources et plus particulièrement sur le chitosane issus de la biomasse. 

                                                           
4Le résultat d'une transfusion de sang incompatible. 
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En effet, les polymères issus d’agro-ressource se divisent en deux catégories :  

1) Les polymères biosourcés, synthétisés à partir de monomère issus de ressources 

renouvelables comme l’acide poly-lactique (PLA) ou l’acide ricinoleïque (acide 12-

hydroxy-9-cis-octadécénoïque).  

2) Les biopolymères issus directement, soit de la biomasse tels que les polysaccharides 

(amidon, lignocellulose, chitosane/chitine), les protéines (gélatine, caséine, zéine, 

glutène…), les lipides ou les lignines, soit issus de microorganismes tels que les 

polyesters (Polyhydroxy alkanoates, PHA, ou polyhydroxy-butyrate, PHB ou poly 

hydroxybutyrate co hydroxyvalerate, PHBV …). 

Ces polymères trouvent déjà de nombreuse applications dans le domaine biomédical (Vert, 

2007), en particulier, « les polysaccharides, les protéines, et les polyesters issus de végétaux 

et des animaux constituent la famille des polymères naturels. Certaines de ces polymères font 

partie de notre alimentation, et ont été utilisés dans diverses applications humaines dans des 

excipients pharmaceutiques, prothèses, délivrance de médicaments, etc. Ces polymères sont 

connus pour être biocompatible à l’environnement biologique et facile à évacuer dans la 

dégradation métabolique » (Aravamudhan et al., 2014). Ces dernières peuvent également 

éviter la stimulation de réactions immunologiques chroniques et toxicité qui ont été souvent 

observée lorsque les polymères synthétiques existent (Mano et al., 2007).  

Dans ce travail nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux polysaccharides, 

car ils permettent aussi de valoriser la biomasse. Parmi les polysaccharides, le chitosane a été 

produite et largement appliqué dans le domaine biomédical. Le chitosane est préparé à partir 

de la désacétylation du biopolymère naturel le plus répandu, la chitine. Cette dernière est 

extraite de la carapace des crustacés tels que les crabes et les crevettes (Monzack et al., 2011). 

C’est un polysaccharide composé de la distribution aléatoire de D-glucosamine (GlcN) liée en 

β (1-4) (unité désacétylée) et de N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc) (unité acétylée) (Velema 

and Kaplan, 2006). La structure du chitosane est proche de celle de glycosaminoglycanes et 

en fait un candidat potentiel pour l'ingénierie tissulaire, en particulier du tissu conjonctif. Il est 

formé d’une chaîne rigide équipée d'une double hélice provenant de O3 et O5 ainsi que de 

faibles liaisons hydrogène intra-moléculaires O3 et O6 (Yamaguchi et al., 2003). La frontière 

entre la dénomination chitosane et chitine correspond à un degré d’acétylation 5(DA) de 50 %, 

                                                           
5 Le pourcentage d'unités acétylées par rapport au nombre d'unités totales 

http://fr.wikipedia.org/wiki/N-ac%C3%A9tyl-glucosamine
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en-deçà le composé est nommé chitine et au-delà chitosane.  Dans notre cas le DA utilisé est 

inférieur à 25%. Le degré de déacétylation (DD) est le complémentaire du DA. 

 

 

 

Figure I- 1 : Structure chimique semi-développée de la chitine et du chitosane montrant le caractère « co-
polymèriques » des biomatériaux utilisés (d’après Pillai et al., 2009). 

 

Le groupement -NH2 du chitosane est très susceptible d'être modifié. Par example, il 

peut-être réagit avec thiol (-SH), apporté par du réactif de couplage, conduit à former du 

chitosane thiolé (Muzzarelli and Muzzarelli, 2005) (Figure I-1). Sous certaines conditions 

physiologiques notamment T °C = 37 °C, pH = 7,4, le chitosane peut être protoné et devient 

positivement chargé  (Yang, 2011). La protonation du chitosane se produit généralement en 

milieu acide in vitro et in vivo, et accroit sa solubilité (Kim et al., 2008; Kumar et al., 2004). 

Le chitosane protoné peut également former des complexes avec de nombreux types de 

molécules anioniques, telles que des acides nucléiques, et des cytokines (Je and Kim, 2012; 

Lai and Lin, 2009; Nandi et al., 2013). Ces molécules natives sont alors protégées contre la 

dégradation par les milieux environnants et leurs biodisponibilités augmentées (Ishihara et al., 

2006; Lee et al., 2002; Masuoka et al., 2005; Muzzarelli et al., 2012; Yang and Young, 2009).  

Les propriétés du chitosane dépendent de sa masse moléculaire (Mw), de la proportion 

en unités déacétylés (DD) et de son taux de cristallinité (Ex: Mano et al., 2007, Domard, 
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2011). Les propriétés physico-chimiques et biologiques (ex activité microbienne et capacité 

d’absorbtion) du chitosane, lui permettent de jouer un rôle très important dans le domaine des 

nouvelles applications biomédicales, notamment comme vecteur de médicaments ou d’autres 

substances thérapeutiques, et en médecine régénératrice (Crini et al., 2009).  

Zarzycki et Modrzejewska (2003) ont ainsi montré que le chitosane peut être utilisé 

pour fabriquer des organes ou des tissus artificiels, notamment en raison de son potentiel anti-

thrombose (Zarzycki and Modrzejewska, 2003). H.S. Kas (1997) a montré que les gels de 

chitosane permettaient le transport d’un grand nombre de molécules thérapeutiques des plus 

simples telles que la caféine aux plus complexes tels que les protéines (Kas, 1997). Les 

travaux de Mi (1999) utilisent le chitosane mélange au tripolyphosphate dans le domaine de la 

vectorisation par encapsulation pour la libération d’agents anti-cancéreux (Mi et al., 1999). 

Une autre caractéristique du chitosane est sa capacité de stopper le saignement. En effet, 

certaines études ont montré que la charge positive du chitosane est un facteur favorisant la 

coagulation du sang et la cicatrisation (He et al., 2013; Okamoto et al., 2003). D’autres 

exemples de différents biomolécules incorporant au chitosane peuvent être trouvés dans la 

littérature (Lai and Lin, 2009; Lee et al., 2002; Nandi et al., 2013; Yang and Young, 2009). 

Le tableau I-1, recopié de l’article de G. Crini (2009), présente quelques applications 

industrielles de la chitine et du chitosane pour des applications médicales et pharmaceutiques 

(Crini et al., 2009). Cependant il apparait que c’est la « faiblesse » des propriétés mécaniques 

du chitosane qui rend son utilisation en matrice de support délicat (Crini et al., 2009; Duarte 

et al., 2010). 
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Champ d'application Applications 
Médecine o Accélération de la cicatrisation et de la guérison des blessures 
Chirurgie reconstructrice o Traitement des lésions épidermiques  
Chirurgie plastique o Stimulation de la régénération des tissus (prolifération des cellules)  
Cancérologie ingénierie tissulaire o Matrice pour la régénération osseuse (substitut osseux, substitut de 

cartilage) ou pour la reconstruction de la peau (peau synthétique) 
Biologie cellulaire o Stimulation du système immunitaire  

o Vaisseaux sanguins artificiels  
o Pansements  
o Fils de sutures chirurgicaux bio-résorbables  
o Agent anticoagulant  
o Agent hémostatique  
o Agent bactériostatique, spermicide  
o Agent anti-infectieux, anti-bactérien, anti-fongique  
o Agent anti-tumeur  
o Encapsulation de cellules, de facteur de croissance  
o Adsorption des plaquettes (protéines)  
o Thérapie angiogénique  
o Transfection (introduction d'ADN exogène dans des cellules)  
o Rétention d'eau ou d'ions, membrane de dialyse (ingénierie 

biomédicale) 
Pharmacie o Matériel absorbable avec possibilité de contrôle de libération de 

principes actifs (relargage de médicaments) 
Dermatologie o Systèmes d'administration de médicaments par voie orale, 

systémique ou locale (via les muqueuses, voie nasale, oculaire, 
vétérinaire transdermique ou intra-tumorale) 

Ophtalmologie o Adjuvant de vaccination 
o Excipients 
o Formation de gels et microcapsules avec des polymères anioniques 
o Encapsulation/immobilisation d'enzymes 
o Produits diététiques 
o Crèmes de soins, produits dermatologiques (traitement de l'acné) 
o Lentilles de contacts 

Alicaments o Complément alimentaire (produits amaigrissants) 
Neutraceutique o Faculté d'augmenter la satiété diminution du taux de cholestérol 

fixateur de graisses lutte contre l'excédent pondéral (obésité) 
Dentisterie o Gel dentaire 
Chirurgie dentaire o Implants dentaires 

 

Tableau I- 1 : Applications industrielles de la chitine et du chitosane dans les domaines biomédical et 
pharmaceutique (Crini et al., 2009). 

 

Le chitosane peut être utilisé sous différentes formes telles que les micro / nano-

capsules, les éponges, les hydrogels, les films, et les fibres  (Muzzarelli and Muzzarelli, 2005). 

En outre, les produits dégradés de chitosane sont non-toxiques, et non-cancérigènes (Mi et al., 

2002). Mais la dégradation de chitosane dépend aussi de sa masse moléculaire, du taux de 

cristallinité mais aussi de la taille et de la forme de l’éprouvette (Zhu et al., 2013). 

 

C’est pour ces diverses raisons que notre choix c’est porté sur ce biomatériaux. 

Afin de mieux connaitre et de maîtriser les interactions physico-bio-chimiques des 

matrices de support, fonctionnalisées pour des applications en ingénierie tissulaire et 
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élaborées à partir du chitosane, avec leur environnement, nous avons décidé d’étudier 

séparément les propriétés apportées et/ou modifiées par différentes « stratégies ». Afin de 

mettre au point les procédés d’utilisation d’un dispositif d’électrofilage permettant de 

maîtriser l’architecture 3D, plus particulièrement l’influence des différents paramètres (haute 

tension, concentration/débit de la solution, distance entre l’extremité d’aiguille et le collecteur, 

etc.). Cette mise au point a fait l’objet d’un PEPS « innovation thérapeutiques » en 2012-2014 

auquel j’ai activement participé mais ne sera pas présenté dans ce manuscrit. De même la 

synergie entre architecture 3D et « nouvelles fonctionnalités » n’a pas été étudiée dans cette 

thèse et sera proposée comme une perspective à la fin de ce mémoire. 

 

1.4. Fonctionnalisation d’un biomatériau en volume et/ou en surface 
 

1.4.1. Fonctionnalisation en volume par incorporation de biomolécules molles 
 

L'une des principales méthodes de fonctionnalisation des biomatériaux est 

d’incorporer en volume des biomolécules dans notre cas « molles » et issus de ressource 

naturelle. La méthode la plus utilisée et la plus simple consiste à mélanger directement les 

biomolécules choisies dans une solution de chitosane (de polymères en général) (ex: Beachley 

and Wen, 2010). Il a été montré que la méthode de l’incorporation directe dans des polymères 

offre l’avantage d’introduire un maximum de quantité de biomolécules et d'améliorer la bio-

activité (Koh et al., 2008). De plus, cette technique facilite la cinétique constante de libération 

des biomolécules via la dégradation de la MEC (Mano et al., 2007, Kuo et Yeh, 2011).  

 

Dans le cadre de cette thèse nous avons choisis de fabriquer des nanoliposomes 

phospholipidiques à base de lécithine de saumon, soja et colza. 

1.4.1.1. Choix des biomolécules à base de phospholipide sous forme de nanoliposomes 

 

Dans la suite, nous nous intéresserons uniquement aux liposomes lipidiques. Pour de plus 

amples informations sur les liposomes le lecteur pourra se référer aux articles (Bangham and 

Horne, 1964; Maherani, 2011; Wallach, 1995) par exemple. 
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Décrits pour la première fois dans les années 60 (Bangham and Horne, 1964; Bangham et 

al., 1965), les liposomes sont connus en raison de leurs structures sphériques. Dans notre cas 

ils sont composés de multicouches lipidiques et permettent de vectoriser des biomolécules 

vers des cibles cellulaires d’intérêt (Bowey et al., 2014; Zucker and Barenholz, 2010). Les 

principaux composants des liposomes lipidiques sont des phospholipides (hydratation de 

lipides). Il s’agit des molécules amphiphiles qui présentent une tête polaire (partie hydrophile) 

et une queue apolaire (partie hydrophobe) (Figure I-2).  

 

Figure I- 2 : Modèle moléculaire d’un phospholipide. Les groupements phosphate et glycérol présentent 
une tête polaire (partie hydrophile), les acides gras présentent une queue apolaire (hydrophobe). C en gris, 
H en jaune, et O en rouge. (d’après Schechter, 1997) 

 

Cette organisation structurale permet de stabiliser la conformation des liposomes dans 

une solution aqueuse et minimise les interactions entre les chaînes hydrocarbonées et l’eau 

(Jesorka and Orwar, 2008). Une des structures possibles est la suivante : les têtes polaires des 

phospholipides se regroupent entre elles et s’orientent vers la phase aqueuse de part et d’autre 

de la bicouche formée. Les queues apolaires hydrophobes de chaque phospholipide, sont alors 

reliées entre-elles et situées au centre de la bicouche. Ce qui les rend inaccessibles à l’eau.  

L’effet hydrophobe constitue la force principale qui gouverne la formation des bicouches 

lipidiques (Jesorka and Orwar, 2008). En effet, certaines études montrent que les 

phospholipides naturels forment spontanément des liposomes en milieu aqueux (Lorin et al., 

2004). Les phospholipides entrent également dans la composition des cellules nerveuses du 

cerveau et leur apportent le phosphore indispensable à leur fonctionnement. En plus de ce rôle 

essentiel, les phospholipides et leurs métabolites sont impliqués dans de nombreuses autres 

fonctions cellulaires dont les processus de prolifération et l’apoptose (Hubert, 2006). 
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Les liposomes utilisés dans cette étude ont une taille nanométrique (inférieur à 200 nm) 

on les appellera par la suite des nanoliposomes. 

Dans cette étude, deux types de lécithine ont été utilisés dans la préparation des 

nanoliposomes : les lécithines d’origine végétale (colza et soja)  et les lécithines d’origine 

marine (tête de saumon).  

La méthode de préparation et les caractérisations seront présentées dans le chapitre 3. 

Précisons simplement que  

1. les lécithines de soja et de colza sont constitués principalement de trois acides gras 

mono et poly insaturés: l’acide oléique (C18:1), et les acides linoléiques et 

linoléniques (C18:3),  

2. la lécithine de saumon  contient un pourcentage élevé d'acides gras polyinsaturés 

(AGPI), surtout l'acide eicosapentaénoïque (EPA, 20:5) et l'acide docosahexaénoïque 

(DHA, 22: 6) (Belhaj et al., 2010; Kabri et al., 2011). 

 

Par analogie avec les travaux de Vladimir Torchilin ces nanovecteurs possèderont une double 

fonctionnalité (Torchilin, 2006) : ils serviront à la fois de protection aux principes actifs que 

l’on pourra introduire ultérieurement et possèderont un pouvoir antioxydant grâce aux acides 

gras polyinsaturés à longue chaine qu’ils contiennent. 

 

1.4.1.2.  Objectifs du travail  

 

Jusqu’à présent, les nanoliposomes utilisés dans le domaine pharmaceutique, dans le 

but d’augmenter la biodisponibilité des molécules actives (faiblement biodisponibles), sont 

composés de phospholipides végétaux et de synthèse.  

L’objectif premier, est d’élaborer pour la première fois à notre connaissance, des films 

minces de chitosane contenant des nanoliposomes constitués de lécithines naturelles (qui 

pourrait permettre l’encapsulation de principes actifs) et d’étudier leurs caractéristiques 

physico-chimiques et « structurales » (mouillabilité, composition de surface, propriétés 

mécaniques, cristallinité et morphologie) pour évaluer : 

1)  si ces matériaux pourraient être utilisées en tant que matrice de support et pour évaluer  
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2) si les fonctionnalités apportées pourraient être intéressantes dans le domaine de la 

médecine régénérative. 

Les résultats détaillés peuvent être retrouvés dans l’article, intitulé : 

“Effects of nanoliposomes based on soya, rapeseed and fish lecithins on chitosane thin films 

designed for tissue engineering” H. Y. Zhang, E. Arab Tehrany, C. J. F. Kahn, M. Ponçot, M. 

Linder et F. Cleymand, Carbohydrate polymers (2012) 88 (2), pp 618–627. 

 

1.4.2. Fonctionnalisation de la surface par des traitements plasma 
 

Les traitements plasma permettent de modifier physique et chimiquement des surfaces, en 

particulier des polymères (Inagaki 1996; Yasuda, 1985, Chen 2008). Une modification 

chimique entraîne des réactions induisant des groupements hydrophiles ou hydrophobes sur 

les surfaces de polymère. Il est ainsi possible de transformer une surface initialement 

hydrophobe en une surface hydrophile avec un traitement plasma à l'oxygène et inversement 

en traitant la surface, par exemple avec un plasma de CF4. La modification physique implique 

des réactions de dégradation des chaînes des macromolécules en surfaces. Selon Inagaki et al. 

(2003) ces modifications physiques sont initiées par l'enlèvement d’un hydrogène des chaînes 

macromoléculaires et les réactions de dégradation sont initiées par la scission de liaison 

carbone-carbone (Inagaki et al., 2003). Ces deux mécanismes ne se produisent pas séparément 

mais se produisent simultanément lors de l’exposition au plasma. Le facteur clé pour une 

modification efficace de la surface semble être la minimisation des réactions de dégradation. 

Ces dernières, ont lieu à la surface des polymères et  peuvent dépendre de la composition de 

ces derniers et des conditions de plasma (composition du plasma, polarisation, débit de gaz). 

Les plasmas sont généralement classés en deux grandes catégories : les plasmas chauds et 

les plasmas froids (Moser, E. M. et al., 2010). La différence tient essentiellement à l’énergie 

et à la densité des particules chargées.  

 

Dans cette thèse, nous nous intéresserons uniquement au traitement par plasma froid.  

Le traitement plasma froid permet de fonctionnaliser la surface des polymères par 

greffage de groupements fonctionnels et modifie donc la structure chimique et la morphologie 

http://www.sciencedirect.com/science/journal/01448617/88/2
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de la surface (Inagaki et al., 2007). À ce jour, les groupements fonctionnels les plus 

couramment induits dans les réactions de modification de la surface sont des groupes 

fonctionnels carboxyle et amine (Figure I-3) (Sarra-Bournet et al., 2006a, 2006b).  

    

Figure I- 3 : Groupes fonctionnels carboxyle (1), amine primaire (2), amine secondaire (3) et amine 
terdiaire (4). 

 

L’activation de la surface se fait donc par greffage de ces nouvelles espèces actives, ce 

qui conduit à l’augmentation de l’hydrophilicité (Chen et al., 2010; Kral, M et al., 2008).  

Dans notre cas, une conséquence est que les propriétés d’adhésion et l'adhésion 

cellulaire des films de chitosane peuvent être améliorées (Luna et al., 2011; Morra et al., 

1989). Il a par ailleurs été montré que la réponse cellulaire est directement et spécifiquement 

liée à ces molécules immobilisées par ce traitement (Bax et al., 2009; Monchaux, 2007). 

 

1.4.2.1. Plasma froid en post-décharge 

 

Pour un contrôle efficace du processus de création et de perte des espèces actives 

durant le dépôt, nous avons choisi d’utiliser un plasma post-décharge où l’action des ions et 

des électrons est inexistante pour ne laisser place qu’aux radicaux. 

Ce type de plasma a été développé pour éviter les dégradations thermiques des matériaux 

sensibles causés par le bombardement des ions créés par la source plasma ou la décharge 

(Belmonte et al., 2005; Temmerman et al., 2005). 

Les applications de la post-décharge sont nombreuses, parmi lesquelles on trouve 

notamment la modification de la mouillabilité des polymères (Canal et al., 2009; Cui and 

Brown, 2002; Hegemann et al., 2003). D’après les travaux de Hody et al. selon la nature du 

mélange gazeux utilisé et la nature du matériau traité, l’efficacité du traitement varie 

beaucoup (Hody et al., 2006). Par exemple, dans le cas d’un dépôt d’ammoniac sur du poly- 

ethylene terephthalate (PET) par plasma, les radicaux N et/ou NH2
  qui se forment dans le 

(1) (2) (3) (4) 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Carboxylic-acid.svg?uselang=fr
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procédé plasma. Réagissent avec les groupements carboxyles du PET ; induisant une 

diminution de l’angle de contact de 130 ° à 15 °, ceci est dû à la présence des radicaux 

ammoniac  (Narushima et al., 2007; Park et al., 2012).  

Il apparaît donc qu’une fois les polymères traités par plasma, l'analyse et la 

caractérisation de la surface sont nécessaires. Pour cela, la composition chimique, la 

mouillabilité et la topographie de surface ont en particulier été respectivement étudiées par 

FTIR-ATR, XPS, la mesure de l’angle de contact, et par AFM (chapitre IV). 

 

1.4.2.2. Objectifs du travail 

 

Les objectifs ici sont donc:  

(1) de modifier la structure de surface du chitosane par des traitements plasma à basse 

température post décharge, 

(2) d’évaluer les effets de la composition des gaz (O2, N2, CO2, H2), de la puissance micro-

ondes, du temps de traitement et de la distance entre la source plasma et la surface des films 

sur les modifications de surface et  

(3) d’améliorer la mouillabilité des biomatériaux par traitement plasma.  
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CHAPITRE II . ÉLABORATION ET CARACTÉRISATION 
DES NANOLIPOSOMES, DES SOLUTIONS/FILMS DE 
CHITOSANE ET DE CHITOSANE MÉLANGÉ AUX 
NANOLIPOSOMES (MÉTHODE ET MATÉRIAUX) 
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Ce chapitre traite  

1) de la préparation des nanoliposomes de soja, de colza et de saumon, de l’élaboration 
des films de chitosane, et de la préparation de films de chitosane contenant des nanoliposomes 
à base de lécithine de soja, colza et saumon.  

Dans la suite, le terme « nanoliposomes de X » sera employé pour « nanoliposomes à 

base de lécithine de X » où X est le soja, le colza, et le saumon. 

2) des méthodes utilisées pour la caractérisation physico-chimique des « matériaux » 
utilisés. 

3) des méthodes utilisées pour caractériser la biodégradabilité et la biocompatibilité des 
films 

Étant donné que les techniques expérimentales sont maintenant bien connues seules les 
conditions d’utilisation seront précisées dans ce manuscrit. Le lecteur pourra se référer aux 
plus amples informations concernant les principales techniques utilisées, qui sont listées dans 
le Tableau II-1.  

Caractérisation des nanoliposomes Caractérisation des solutions/films 

Technique Référence Technique Référence 

Rhéomètre (Dupuis, 2008) Diffraction des rayons X (Samuels, 1981) 

Diffusion dynamique de la 

lumière 
(Pecora, 1985) 

Microscopie électronique à 

balayage (MEB) 
(Ruste, 2013) 

Chromatographie en Phase 

Gazeuse (CPG) 
(Tranchant, 1996) 

Microscopie à Force 

Atomique en mode contact 

intermittent (« Tapping® ») 

(Rivoal and Frétigny, 2005) 

Chromatographie sur couche 

mince 

(Munier and De bièvre, 

1979) 
Goniomètre (Kwok and Neumann, 1999) 

Lame de Wilhelmy (Drelich et al., 2002) 
Spectrométrie 

photoélectronique X (XPS) 
(Moulder et al., 1995) 

  

Spectroscopie Infra-Rouge à 

Transformée de Fourrier FT-

IR (ATR) 

(Griffiths and Haseth, 2007) 

  
Torsional Harmonic AFM : 

TH-AFM 
(Febvre and Pittinger, 2008) 

  

Analyse mécanique 

dynamique thermique 

(DMTA) 

(Ponçot, 2009) 

 

Tableau II- 1 : Principes des techniques utilisés pour la caractérisation des nanoliposomes, des 
solutions/films de chitosane et de chitosane mélangé auxnanoliposomes de soja, de colza et de saumon. 
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2.1. Élaboration et caractérisation des nanoliposomes 

2.1.1. Élaboration des nanoliposomes 
 

Les lécithines de soja et de colza, extraites par hydrolyse enzymatique, ont été fourni par 

l’entreprise « Solae ». La lécithine de saumon a été extraite de la tête de Salmo salar en 

utilisant le mélange de solvant (méthanol/chroloroforme = 1 : 2) au Laboratoire d’Ingénierie 

des Biomolécules (LiBio) de Nancy, France (Linder et al., 2001).  

2 g d’une lécithine a été ensuite dissoute dans 38 ml de H2O ultra-pure6 (type I) pour 

obtenir une solution de 5 % en masse de lécithine7.  

La solution de lécithine est agitée de manière continue pendant 4 heures sous atmosphère 

inerte (azote). Elle subit ensuite un traitement par ultrason à 20 kHz et 200 W pendant 180 sec 

(1 s agir et 1 s arrêt). Pour éviter l’oxydation des nanoliposomes au niveau des doubles 

liaisons C=C, l’utilisation d’une basse fréquence pour les ultrasons, durant un temps court et 

sous une atmosphère d’azote ou d’argon a été utilisée (Lorin et al., 2004). Les suspensions de 

nanoliposomes sont filtrée à l’aide d’une membrane de filtration de 0,2 µm et sont conservées 

dans des flacons stérilisés, à l’abri de la lumière à T = 4 °C et sous pression atmosphérique (P 

=1,013x105 Pa).  

2.1.2. Caractérisation des nanoliposomes 

 
2.1.2.1. Microscopie électronique à transmission (MET) : morphologie  

Un microscope électronique à transmission de type « Philips CM200 » a été utilisé 

afin de caractériser la morphologie des nanoliposomes. Une tension d’accélération de 200 kV 

a été utilisée. Les images recueillies sont enregistrées à l'aide d'une caméra CCD de type « 

Olympus ». Un réactif acétate d’uranyle (VI) (UO2(CH3COO)2) a été utilisé qui permet de 

métalliser des nanoliposomes afin de leur donner une coloration négative (ce produit 

apparaisse plus clair en MET). Sa préparation est décrite dans l’Annexe-1. 

                                                           
6 Résistivité : 18,2 MΩ.cm à 25 °C (= Conductivité : 0,055 μS/cm à 25°C). Carbone Organique Total (COT) : 
inférieur à 5 ppb. Bactéries : inférieur à 0,1 CFU/ml. 
7 2 g lécithine / (2 g lécithine + 38 g l’eau) × 100 % = 5 %, la masse de 38 ml d’eau = 38 g 
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2.1.2.2. Diffusion dynamique de la lumière (DDL) : rayon hydrodynamique, mobilité 

électrophorétique, potentiel zêta et distribution de la taille des nanoparticules, 

 

Le rayon hydrodynamique moyen, la distribution de la taille, la mobilité 

électrophorétique et le potentiel Zêta des nanoliposomes en suspension ont obtenues par 

diffusion dynamique de la lumière (DDL) en utilisant un appareil « Zetasizer Nano ZS » de la 

société Malvern™.  

 

Rayon hydrodynamique 

Le diamètre hydrodynamique des particules, d(H) (en mètre), est calculé à partir de la 

loi de Stocke-Einstein (Einstein, 1956):  

�(�) =
���3���          Formule II-1 

Où �B est la constante de Boltzmann (1,3806488 × 10-23 m2 kg s-2 K-1), � est la température 

mesurée (en Kelvin), � est la viscosité dynamique du fluide (en Pa.s), et D coefficient de 

diffusion à faible concentration dans l’eau ultra-pure (en m2 s-1), qui est déterminé par la 

formule de Wilke-Chang (Wilke and Chang, 1955). Ici la température de mesure est égale à 

25 °C (298 K), la solution de nanoliposomes est diluée à 0,025 % (en volume), donc on 

considère que la viscosité dynamique de la solution de nanoliposomes est égale à celui de 

l’eau (1 mPa.s à 25 °C).  

 

Mobilité électrophorétique  

Cet appareil permet également de mesurer la mobilité électrophorétique des particules 

en dispersion, ou des molécules en solution. La mobilité d’une particule en solution résulte 

directement de sa charge électrique superficielle sous l’effet de l’attraction ou la répulsion 

d’autres particules chargées environnantes. Sous l’action d’un champ électrique, la vitesse de 

déplacement de cette particule est appelée vitesse électrophorétique (νe ). Le rapport de 

l’amplitude de cette vitesse et l’amplitude du champ électrique définit la mobilité 

électrophorétique qui est notée  ue (m2/V.s) » (Delgado et al., 2007). 
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Potentiel Zêta  

Le potentiel zêta � représente le potentiel électrostatique des particules dans la solution. 

Sa valeur permet de déterminer la stabilité des suspensions en milieu aqueux et donc 

d’évaluer les forces de répulsion entre les particules en solution. Lorsque la valeur absolue du 

potentiel zêta est supérieure à 30 mV, la suspension est considérée comme stable et les 

nanoparticules ne devraient pas s’agréger ni précipiter. En revanche, si la valeur absolue est 

inférieure à 30 mV, la suspension devient instable et les risques d’agglomération, de 

floculation et de précipitation sont grands. 

L’expression qui relie la mobilité électrophorétique ��  au potentiel zêta �  de la 

particule est connue sous le nom de l’équation de Helmholtz-Smoluchowski (Delgado et al., 

2007) (Formule II-2). 

�� =  
�0 ����           Formule II − 2 

Où �0 permittivité du vide (appelée aussi constante electrique, sa valeur est   8,85 ×

10−12 ��−1.�−3.�2. �−4 , ��  permittivité relative du milieu (appelée aussi constante 

diélectrique), qui est égale à  29,3 ��−1.�−3.�2. �−4 (constante diélectrique de l’eau ultra-

pure) car la solution de nanoliposomes est diluée à 0,025 % (en volume).  � , la viscosité 

dynamique du milieu, qui est égale à 1.003 Pa.s (viscosité dynamique de l’eau ultra-pure à 

20 °C). 

Indice de polydispersité  

Dans nos cas, l’indice de polydispersité correspond à la largeur à mi-hauteur de la 

distribution en tailles des particules. L’indice de polydispersité peut être calculé par la 

formule II-3 

   ��� =  
���  × 100 %          Formule II − 3    

où �� représente à la largeur à mi-hauteur de la distribution, D est le rayon hydrodynamique 

moyen. 

Protocole expérimental 

Les mesures ont été réalisées selon le protocole suivant: 
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- Agiter la solution de nanoliposomes (dilué 250 fois) pendant 10 minutes ; 

- Mesurer le pH de la solution de nanoliposomes ; 

- Introduire 1 ml de la solution de nanoliposomes dans le capillaire ; 

- Déposer le capillaire dans l’enceinte de l’appareil Zetasizer Nano ZS  

- et soit mesurer la taille des nanoliposome par le mode « size » soit utiliser les modes 

NNLS (Non-Negatively Constrained Least Squares) et Contin, pour mesurer la mobilité 

électrophorétique et le potentiel Zêta. 

 

2.1.2.3. Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) : analyse des acides gras 

 

La méthode d’analyse des acides gras consiste à effectuer une réaction de 

saponification de la fraction lipidique de lécithine pour produire des esters de glycérol. Les 

acides gras obtenus sont ensuite substitués par un groupement méthyle (-CH3), ce qui les rend 

plus volatils. Les différents acides gras présents dans les lécithines, sont alors analysés par 

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG), et identifiés par des pics de rétention en fonction 

du temps sur le chromatogramme. L’identification des molécules est rendue possible à l’aide 

des standards et leur quantification par une calibration interne. 

Les standards internes utilisés sont AGPI 1(origine végétale) et AGPI 2 (origine 

marine). Les réactifs et les matériels nécessaires à l’analyse des acides gras sont présentés 

dans l’Annexe-2. Les mesures ont été réalisées selon le mode opératoire décrit par (Ackman, 

1998). Après la décantation8, la phase organique est récupérée et analysée par CPG munie 

d’un Détecteur à Ionisation de Flamme (DIF) (Iatron Laboratories Inc., Tokyo, Japan). Un 

volume d’échantillon fixé à 1 μL est directement injecté dans une colonne capillaire. L’azote 

utilisé comme gaz vecteur est réglé à une pression de 200 kPa. Le mélange N2, O2 et H2 sont 

respectivement réglés à une pression de 100 kPa et 60 kPa. La température initiale du four est 

de 145 °C. Elle est maintenue pendant 5 minutes. La température est ensuite augmentée de 

2 °C/min jusqu’à 210 °C où elle est maintenue pendant 10 minutes. Les températures de 

l’injecteur et du détecteur sont fixées à 260 °C.  

 

                                                           
8 Une opération de séparation mécanique, par différence de gravité de phases non-miscibles dont l'une au moins 
est liquide 
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2.1.2.4. Chromatographie sur couche mince : détermination des différentes classes de 

lipides 

 

Les différentes classes de lipides sont déterminées à l’aide de la chromatographie sur couche 

mince (Iatroscan MK-5) couplée avec le DIF. Elle permet de séparer, d’identifier et de 

quantifier de très faibles quantités d’échantillons de lipides (quelques nanogrammes). La 

limite de résolution du chromatographe sur couche mince est de l’ordre de 0,5 ng. Le mode 

d’emploi pour déterminer des différentes classes de lipides est détaillé dans Annexe-3. Les 

étalons utilisés sont détaillé dans Annexe-4. 

 

2.1.2.5. Lame de Wilhelmy : mesure de la tension de surface des solutions de 

nanoliposomes 

 

De nombreuses méthodes ont été utilisées pour mesurer la tension superficielle d’un 

liquide parmi elles ont trouvé (1) la lame de Wilhelmy, (2) l’anneau de Du Noüy, ou (3) la 

force de traction maximale d’une barre immergée (Abdelwahe, 2011). La méthode la lame de 

Wilhelmy a été utilisée dans cette étude pour mesurer la tension superficielle d’une solution 

de nanoliposomes à l’aide d’un tensiomètre « Krüss K100 ». Le platine a été choisi comme 

matériau de la lame en raison de son inertie chimique et de la facilite de son entretien. Avec 

une énergie libre de surface très élevée, le platine peut être facilement mouillé et forme un 

angle de contact θ de 0 ° (cos θ = 1) avec les liquides.  

 

Protocole expérimental 

- 20 ml de solution de nanoliposomes de soja, de colza et de saumon ont été préparés et 

stockés à quatre températures déterminées (4 °C, 25 °C et 40 °C) pendant 12 jours ; 

- La mesure de la tension superficielle de solutions (trois essais par solution) a été 

effectuée tous les trois jours avec une température contrôlée à 25 °C ± 0,5 °C. 
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2.2. Préparation et caractérisation des solutions/films de chitosane et de 

chitosane mélangé auxnanoliposomes à base de lécithine de soja, de colza et 

de saumon 

2.2.1. Élaboration des solutions/films 
 

Le chitosane basse masse moléculaire a été fourni par Tokyo Chemical Industry co. 

Ltd. La masse moléculaire est 100 kDa, le DD est 85,9 %, et la viscosité est 265 mPa.s (0,5 % 

en masse/volume dans 0,5 % v/v de solution d’acide acétique). Nombreuses des études 

préliminaires réalisés à LIBio nous permet de déterminer une concentration optimisé, 

notamment pour minimiser la concentration de l’acide acétique, 2 g de chitosane a été dissout 

dans 99 ml de l’eau ultra-pure contenant 1 ml d'acide acétique afin d’obtenir une solution de 

chitosane 2 % (poids/volume)9 (pH = 5,56 à 25 °C). Cette solution a été agitée pendant 12 

heures à température ambiante et filtrée avec un entonnoir (La taille des pores de la membrane 

est comprise entre 100 et 160 µm) avant d'être utilisé.  

Ensuite, 10 ml de solutions de nanoliposomes ont été mélangés avec 90 ml de solution 

de chitosane et agités pendant 8 h afin de disperser les nanoliposomes dans la solution de 

chitosane à l’abri de la lumière.  

100 ml de solution de chitosane mélangé aux nanoliposomes ont été versés dans une 

boîte de pétri carré (12 × 12 cm2). Le solvant a été évaporé sous la hotte pendant 48 heures à 

25 °C. Pour un séchage complet, les films ont été conservés dans une boîte hermétique 

contenant du P2O5 sous forme de poudre. L'épaisseur finale du film mince a été mesurée par 

un micromètre numérique électronique (0-25 mm, 1 pm) selon la norme ASTM D 374-99 

(D09 Committee, 2004).  

 

2.2.2. Caractérisation physico-chimique des films de chitosane et de chitosane mélangé 
aux nanoliposomes à base de lécithine de soja, de colza ou de saumon 
 

2.2.2.1. Colorimètre : couleur  

                                                           
9 1 % (p/v) = 1g de soluté / 100 ml de solvant 
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Les couleurs des films ont été mesurées en utilisant un colorimètre Minolta CM, CR-

210 (Minolta, Colombes, France) paramétré dans le système colorimétrique La*b* (CIE10Lab, 

1976). Le paramètre L représente la clarté, mesurée de 0 -noir à 100-blanc. Le paramètre a* se 

positionne sur un axe allant du vert (valeurs négatives de -120 de a*) au rouge (valeurs 

positives de +120 de a*). Le paramètre b* se positionne quant à lui sur un axe allant du bleu 

(valeurs négatives de – 120 de b*) au jaune (valeurs positives de + 120 de b*). Les trois axes 

L, a* et b* se croise en un point 0 qui correspond au gris, tel que montré sur la Figure II-1. 

Les valeurs représentées sont la moyenne des mesures réalisées en triplicat à différents 

endroits choisi aléatoirement sur chaque film. Trois films ont été mesurés afin de garantir la 

répétabilité des mesures.  

 

 

Figure II- 1 : Modèle colorimétrique La*b* (L* : luminance ; a et b : gammes de couleur allant 
respectivement du vert au rouge et du bleu au jaune). 

 

2.2.2.2.  Diffraction des rayons X (DRX) : taux de cristallinité  

 

Les rayons X sont produits par un générateur, dont la tension et l’intensité sont 

respectivement de 30 KV et 40 mA. Le rayonnement émis est la raie Cu-Kα (λ=1,54056 Å) 

qui est sélectionnée par un monochromateur puis réglée à l’aide d’un collimateur de 350 µm 

de diamètre. Afin de déterminer le taux de cristallinité du matériau, l’intensité I est corrigée à 

l’aide de la relation de Beer-Lambert (Formule II-4) qui tient compte du volume de matière 

absorbant en fonction de la position angulaire 2θ : 

                                                           
10

 La commission Internationale de l’Eclairage 
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I = �0  · exp � µ·�cos(2�)
�          Formule II-4 

où µ , coefficient d’absorption en cm-1, 

e, épaisseur de l’échantillon (en µm), 

I0, intensité du faisceau incident. 

Le taux de cristallinité en masse a été déterminé à l’aide du logiciel «EVA» par la 

formule II-5 suivante:  

�� =
�

(�+�)
          Formule II-5 

où C est l’aire des phases de cristallins, et A est l’aire des phases d’amorphe. Les 

contributions des phases cristallines et amorphes ont été modélisés par des fonctions 

gaussiennes (Bartczak et al., 1996; Galeski et al., 1991).  

  

2.2.2.3.  Microscopie électronique à balayage (MEB) : morphologie de surface   

 

Un microscope « Quanta 200 FEG» de la société FEI en mode « vide partiel » a été 

utilisé pour visualiser la morphologie de la surface des films. Ce mode permet d’observer des 

détails de surface de matériaux biologiques sans aucune préparation préalable des échantillons. 

Un autre avantage de ce mode est d’éviter de détruire les échantillons fragiles par le faisceau 

des électrons ou sensibles au vide complet. Le détecteur à champ large a été utilisé pour 

effectuer cette analyse. La tension d’accélération du faisceau utilisée dans cette étude est de 

10 à 15 kV. La taille du spot du faisceau a été choisie entre 4,5 et 5 (environ 20-30 nm) pour 

pouvoir d’obtenir une meilleure résolution lorsque des images sont effectuées. Les 

échantillons sont coupés sous forme carré de 3 mm² et collés sur un porte-échantillon qui est 

placé dans l’enceinte du MEB. Cette enceinte est alors mise sous vide par une pompe à 

diffusion d’huile afin d’atteindre un vide partiel de 60-90 mbar. L’alignement du faisceau est 

réalisé par une pièce polaire constituée de lentilles magnétiques et permet de régler les 

paramètres liés à l’astigmatisme et à la mise au point du faisceau.  

2.2.2.4. Microscopie à Force Atomique en mode contact intermittent (IC-AFM ou 

« Tapping® ») : rugosité des surfaces des films minces 
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L’évaluation de la rugosité des surfaces a été effectuée par microscopie à force atomique 

(AFM) en mode contact intermittent (IC-AFM ou mode Tapping®) en utilisant un Dimension 

3100 de chez BrükerNanoSurfaces (anciennement Veeco). Les images ont été effectuées à 20 ° 

C et à 30 % d’humidité. Des pointes Tap150 (modèle Veeco MPP-12100) avec une constante 

de raideur d’environ 5 N/m et une fréquence de résonance de 150 kHz ont été utilisées. La 

vitesse de balayage est comprise entre 0,5-1 Hz. Les mesures AFM ont été réalisées en « soft 

Tapping® » (faibles de force d’appui).  

 Les paramètres statistiques de rugosité ont été estimés par le logiciel de l'appareil 

commercial en utilisant la norme ASME B46.1 (1995). Après une extraction de profil (Figure 

II-2). Le logiciel définit la longueur d’évaluation lr dans la direction générale du profil (axe 

x) ; elle sera utilisée pour le calcul des paramètres statistiques. On définit ensuite une ligne 

moyenne par la méthode de moindres carrés. Z (x) représente la hauteur enregistrée de la 

pointe en chaque point d’ordonnée x.  

 

 

Figure II- 2 : Illutration d’une extraction de profil de surface. 

 

Les paramètres déterminés sont : 

- la rugosité arithmétique moyenne (Ra), qui est la moyenne arithmétique des 

valeurs absolues des hauteurs du profil. Il s’agit de la valeur moyenne de l’écart 

entre un point du profil et la ligne moyenne (Figure II-3).  

 

Ra =
1lr∫ |Z(x)|dx

lr0           Formule II-6 

 

Profil de surface 

Longueur d’évaluation lr 

x 

z 
y 
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Figure II- 3 : Signification de Ra. 

 

- la rugosité quadratique moyenne (Rq), qui est la moyenne quadratique des valeurs 

des hauteurs du profil. Elle est souvent appelé la rugosité RMS (« root mean 

square »). Rq est beaucoup plus représentative sur le plan statistique que Ra : de 

par sa définition, Rq prend mieux en compte les grands pics et grands creux. Deux 

surfaces avec un Ra identique peuvent avoir un Rq différent.  

 

Rq = �1lr∫ Z2(x)dx
lr0           Formule II-7 

- l’asymétrie du profil ��  (RSk). Pour quantifier cette somme de l’asymétrie, on 

passe par la courbe de distribution d’amplitude à l’intérieur d’une longueur 

d’évaluation (Figure II-4 A). Dans le cas d’un profile « normal », les points du 

profil sont répartis de façon égale autour de la ligne moyenne, la courbe de 

distribution d’amplitude suit une loi gaussienne, �� est égale à 0. Dans le cas d’un 

profil plein, la courbe de distribution est asymétrique à gauche, �� est inférieur à 0. 

Dans le cas d’un profile creux, la courbe de distribution est asymétrique à droite, �� est supérieur à 0. 

 �� = RSk =
1Rq3 �1lr∫ Z3(x)dx

lr0 �          Formule II-8 

 

- l’aplatissement du profil ��  (RKu). Cette fois on regarde l’aplatissement de la 

courbe de distribution d’amplitude (Figure II-4 B). Dans le cas d’un profil 

Longueur d’évaluation  

Ligne moyenne 
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« normal » (la majorité des points du profil est autour de la ligne moyenne), �� est 

égale à 3. Dans le cas d’un profil distribution large, �� est inférieur à 3. Dans le 

cas d’un profil distribution serré, �� est supérieur à 3. 

 �� = RKu =
1Rq4 �1lr∫ Z4(x)dx

lr0 �          Formule II-9 

 

 

Figure II- 4 : Signification de ��(���) et �� (���). 

 

2.2.2.5. Goniomètre : détermination de l’angle de contact et de l’énergie de surface  
 

Les mesures des angles de contact ont été réalisées à l’aide du goniomètre Digidrop 

(GBX, France). Les énergies de surface des films de chitosane et de films de chitosane 

mélangés avec des nanoliposomes ont été calculées par la méthode d’Owens-Wendt (Formule 

II-10, 11) (Owens and Wendt, 1969) en utilisant les références de Tableau II-2.  ��� = ��� + ���          Formule II-10 

�� (1 +  cos�) = 2�������� + ��������           Formule II-11 

 

 

 

A 

B 

��<0 ��=0 ��>0 

��<0 

��=0 

��>0 



61 

 

Liquide 

Composante 

polaire 

γp (mJ/m2) 

Composante 

dispersive 

γd (mJ/m2) 

Énergie de surface 

totale 

γT (mJ/m2) 

H2O (résistivité = 18,2 

MΩ·cm) 
51 21,8 72,8 

Diiodométhane 0 50,8 50,8 

 

Tableau II- 2 : La composante polaire, dispersive et l’énergie de surface totale de l’eau (résistivité = 18,2 
MΩ·cm) et de diiodométhane.  

(Jańczuk et al., 1996) 

  

Mode opératoire  

- Les mesures ont été effectuées dans une chambre hermétique par logiciel « Windrop » 

sur deux côtés des films minces (température égale à 23 °C et l’humidité relative 

égale à 39 %) ; 

- Les gouttes uniformes de liquide (H2O/diiodométhane) 0,75 µL ont été prudemment 

déposées sur la surface de film mince à l’aide d’une seringue micrométrique ; 

- Les mesures ont été effectuées 9 fois en trois positions différentes de chaque côté ; 

- Les valeurs d'angle de contact ont été enregistrées 5 s après le dépôt de la goutte. 

 

 

2.2.2.6.  Spectrométrie photoélectronique X (XPS) : composition chimique d’extrême 

surface 

 

La profondeur d’analyse de la technique XPS impose des conditions très strictes de 

préparation, manipulation et conservation des échantillons. Les échantillons sont préparés 

sous forme de films. Compte tenu du caractère peu conducteur des composés étudiés dans ce 

travail, une calibration des spectres est nécessaire avant toute exploitation. Le pic de cœur 1s 

des atomes de carbone saturé constitue la référence interne pour les composés étudiés. Son 

énergie de liaison est fixée à 284,6 eV. 

Chaque analyse XPS est réalisée sous atmosphère contrôlée, dans une boîte à gants 

directement connectée au spectromètre. Le conditionnement sur le porte échantillon nécessite 
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une surface la plus plane possible afin de s’affranchir des effets d’états de surface. 

L’homogénéité des surfaces analysées constitue une condition préalable à l’obtention de 

spectres de bonne qualité. Pour certains composés particulièrement fragiles, un 

refroidissement de la chambre d’analyse par ajout d’azote liquide a été effectué afin de 

préserver la nature des échantillons.  

Dans le cas de cette étude, un appareil XPS « axis ultra » « Delay-Line Detector » 

(Kratos, Japan) équipé d’une source Aluminium  (Kα = 1186.6 eV) et d’un monochromateur 

et travaillant à 10-9 mbar a été utilisé. La résolution spectrale est de 0,7 eV. Tous les spectres 

ont été enregistrés à 90° (angle de détection). La zone analysée est environ 700 × 300 µm2. Le 

logiciel Visio 2.2.6 a été utilisé pour traiter les spectres et les proportions des différents 

groupements chimiques ont été déterminées selon les fonctions Gauss Lorentz.  

 

2.2.2.7.  Spectroscopie infra-rouge à transformée de fourier FTIR : groupements chimiques  

 

Les groupements chimiques des films a été analysée par la spectroscopie infra-rouge à 

transformée de fourier en mode de réflexion totale atténuée (FTIR-ATR). Les mesures ont été 

réalisées à 20°C avec un spectromètre Tensor 27 mid-FTIR (Bruker, Karlsruhe, Germany) 

équipé avec une cellule optique Platine et un détecteur de type DTGS (Bruker, Karlsruhe, 

Germany). L’ouverture du diaphragme a été réglée à 6 mm. Le taux de balayage a été réglé à 

20 kHz et 64 scans ont été réalisés pour chaque échantillon testé. Le balayage a été réalisé 

entre 4000 et 850 cm-1 avec une résolution de 4 cm-1. Les données obtenues ont traitées par le 

logiciel OPUS livré par le fournisseur (Bruker, Karlsruhe, Germany). 

Le traitement des données brutes a été le même pour chaque expérience à savoir : 

- la conversion spectrale 

- la correction atmosphérique H2O / CO2 

- le lissage neuf points (fonction de Savitsky-Golay) 

- la correction de la ligne de base 1 

- la normalisation vectorielle 

- la correction de ligne de base 2 
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Calcul du degré de déacetylation 

La technique de FTIR-ATR a été proposée pour la première fois par Moore et Roberts 

(1978) pour déterminer le degré de N-acétylation du chitosane (Moore and Roberts, 1978). 

Cette méthode est relativement rapide comparant aux diverses méthodes tels que résonance 

magnétique nucléaire (RMN), le spectroscopie UV et les titrations (Baxter et al., 1992). Il a 

été démontré que le degré de précision est acceptable, surtout pour les produits degré de 

deacétylation elevé (Domard and Rinaudo, 1983). La détermination du degré de 

déacytélisation (DD) est très importante pour la prédiction des propriétés mécaniques des 

produits (Miya et al., 1980). 

 

Figure II- 5 : Illustration de ligne de base dans le cas du film de chitosane seul, définie par la méthode de 
Baxter et al. (1991). A signifie les groupements amide III (C-N, N-H). Amide I signifie C=O, Amide II 

signifie C-N et N-H. 

 

La ligne de base dans le cas du film de chitosane seul a été définie par la méthode de 

Baxter et al. (1991) (Figure II-5). Au moins quatre différents ratios d’absorption FTIR-ATR 

ont été proposés pour la détermination de DD : A1655 (amide I)/A3450 (C-H) (Domard and 

Rinaudo, 1983; Domszy and Roberts, 1985; Sabnis and Block, 1997), A1550 (amide II)/A2878 

(C-H) (Sannan et al., 1978), A1655 (amide I band)/A2867 (C-H) (Miya et al., 1980) and A1320 (-

OH, -NH2, -CO)/A1420 (H-C=O) (Brugnerotto et al., 2001). Les méthodes de Sannan et al. 
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(1978) et de Miya et al. (1980) ont été choisi pour déterminer le DD car A3450 n’apparait pas 

sur le résultat de FTIR-ATR. En outre, d’après Domard and Rinaudo (1983), A1655/A3450 est 

plus adapté aux DD de l’échantillon > 90 %.  

�� % = 100 − �1655�2878 ×
1001,33          Formule II-12  

(Domard and Rinaudo, 1983; Sannan et al., 1978) 

�� % = 100 − �1320�1420−0,038220,03133           Formule II-13 

(Brugnerotto et al., 2001) 

�� % = 100 − �1655�2867 ×
1001,33           Formule II-14  

(Miya et al., 1980) 

 

2.2.2.8. Torsional Harmonic AFM : TH-AFM : propriétés nanomécaniques de surface 

 

L’évaluation des propriétés nanomécaniques de surface a été effectuée par 

spectroscopie champ proche.  

Il existe, à l’heure actuelle, de nombreuses méthodes basées sur l’AFM permettant de 

mesurer et/ou de cartographier les propriétés nanomécaniques (en particulier les modules de 

rigidité ou d’élasticité) de surfaces de matériaux et de nanomatériaux telles que la 

nanoindentation (courbe d’approche-retrait), le mode force pulsée, l’AFM de contact « 

résonant », l’imagerie en mode «force-volume», la microscopie de modulation de force ou 

encore l'imagerie de phase en mode amplitude modulée. 

Le mode Torsional Harmonic AFM : TH-AFM, (ou HarmoniXTM) est un mode de 

spectroscopie champ proche développé en 2007 par Sahin et al. et introduit sur le marché en 

2009 par Veeco (Sahin, 2007). Ce mode nécessite l’utilisation de leviers particuliers (en 

forme de « marteau » avec une pointe excentrée), qui améliorent notablement le rapport signal 

sur bruit comparé aux leviers classique (Febvre and Pittinger, 2008). Ce mode permet, en plus 

de la topographie 3D, d’obtenir en temps réel avec une vitesse d’acquisition élevée, une 

cartographie du module de rigidité locale calculé via le modèle Derjaguin, Muller, Toporov 
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(ou modèle DMT) implémenté dans le logiciel commercial (Derjaguin et al., 1975), la valeur 

de la force d’adhésion locale entre la pointe et la surface de l’échantillon, la valeur locale de 

l’énergie dissipée et la force d’appui en chaque point. En fait jusqu’à huit signaux peuvent 

être enregistrés et visualisés en simultanée et en temps réel. Le lecteur pourra se référer à 

l’article (Febvre and Pittinger, 2008) pour plus de précision sur ce mode semi-quantitatif. 

La fréquence de résonance et de torsion du levier (HarmoniXTM, HMX-10, Bruker 

nanosurface) est  respectivement de 55 kHz et 951 kHz. La constante de raideur du levier est 

de 6 N / m maximum. Pour la détermination du module d'élasticité des leviers ont été 

étalonnés en utilisant un standard PS / LDPE  (Sahin and Erina, 2008). 

 

2.2.2.8. Analyse mécanique dynamique thermique (DMTA) : propriétés viscoélastiques 

 

La DMTA (Dynamic Mechanical Thermal Analysis) a été utilisée pour déterminer les 

propriétés visco-élastiques des films (E’, E’’, et les températures de relaxation en particulier la 

la température de transition vitreuse Tg) et estimer l’influence de l’incorporation des 

lécithines sous formes nanoliposomales en fonction de la température  (Malheiro et al., 2010). 

Les éprouvettes utilisées lors des essais de DMTA sont découpés en rectangle 30 mm 

× 5 mm. Les largeurs et les épaisseurs sont été mesurées avant chacun des essais. La longueur 

de dispositif a déjà fixée à 10 mm.  

L’appareil Netzsch DMA 242 C a été utilisé pour réaliser ces essais. Le dispositif 

intègre un four et un système capable de réaliser des sollicitations dynamiques. La fréquence 

de sollicitation est choisie à 10 Hz pour la mesure en fonction de la température, ce qui 

représente une fréquence classique pour les polymères. La température d’essai commence à -

50 °C. Elle se termine aux alentours de 170 °C avec une cinétique de chauffe 2 °C afin de 

mieux observer la réponse du composite. L’ensemble des essais est entièrement contrôlé par 

logiciel « Proteus® ». 
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2.3. Détermination des propriétés biologique des films de chitosane seul et 
de chitosane mélangé aux nanoliposomes 

 

2.3.1. Biocompatibilité in vitro 
 

2.3.1.1. Cellules souches mésenchymateuses humaines (CSMh)  

 

Les prélèvements de cordon ombilical humain frais ont été réalisés par le CHU de 

Nancy. Après avoir obtenu le consentement des mères, les cordons ombilicaux de leur bébé 

sont collectés après la délivrance. Les cordons ont été stérilisés et stockées à 4 °C dans une 

solution physiologique stérile (solution de 0,9 % masse/volume de NaCl) avant traitement. 

Les cordons ombilicaux et les tissus mésenchymateux conjonctifs ont été découpés en petits 

morceaux (1 à 2 mm3). Les échantillons ont été incubées dans une solution de digestion de la 

collagénase11 de type II (1 mg/ml) dans le DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium) 

pendant 18 h (5 % CO2, 95 % d'humidité à 37 °C). La collagénase a été inactivée avec sérum 

de veau fœtal (SVF). Les CSMh ont été mises en suspension à 5×104 cellules par cm2 dans le 

milieu DMEM complet contenant 1 g/L de glucose auquel sont ajoutés 10 % de FCS (Foeul 

Calf Serum), 100 U/ml de pénicilline et streptomycine, 2 mM de glutamine, et 2,5 mg/ml de 

fungizone.  Les cultures sont maintenues à 37 °C (5 % CO2, 95 % d'humidité relatif) jusqu’au 

jour d’utilisation. Le changement de milieu s’effectué tous les 2 jours. 

Le phénotype des CSMh a été analysé par cytométrie de flux pour assurer leur natures 

mésenchymateuses (Dominici et al., 2006). Les CSMh sont négatives pour les antigènes 

CD34-, CD45- ; et positives pour les antigènes CD73+, CD90+, CD105+. 

Produits réactifs utilisés : DMEM low glucose (ref. 31885, Gibco), collagénase de 

type II (réf. NC9693955, Fisher), Foetal Calf Serum (FCS, ref. 12105C, Sigma-Aldrich), L-

glutamin (ref. 11500626, Gibco), Penicillin/Streptomycin (ref. 11548876, Gibco) and 

Fungizone (ref. 11520496, Gibco).  

 

 

                                                           
11

 Enzymes capables de rompre les liaisons peptidiques du collagène. EC numéro : 3. 4. 24. 
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3.3.1.2. Préparation des films minces pour culture cellulaire 

 

Toutes les manipulations ont été effectuées sous condition stérile. Les films de 

chitosane (2 % w/v), les films de cht+nsoja (0.5 %, 1 %, 2 %, v/v) et cht+nsaumon (0.5 %, 

1 %, 2 %, v/v) ont été préparés suivant le protocole de section 2.2.1. Une neutralisation est 

réalisée par l’incubation des films dans une solution de NaOH 0,2 M (Synytsya et al., 2012). 

Une stérilisation par UVB (longueur d’onde = 365 nm-1) a été effectuée sur les deux côtés des 

films (15 min chaque côté). Les films sont coupés sous forme de disque d’épaisseur d’autour 

de 290 ± 8 μm de diamètre = 6 mm, 15 mm, et 22 mm à l’aide d’un emporte-pièce. Ensuite, 

les films coupés sont respectivement déposés dans les plaques culture multipuits de 96, 24, et 

12 puits. Les tests sont réalisés en triple exemplaire pour chaque échantillon. Les plaques de 

96 puits sont pour le test de LDH et MTT, les plaques 24 puits sont pour l’immunomarquage, 

et les plaques de 12 puits sont pour le dosage d’ADN.  

 

3.3.1.3. Morphologie et test de viabilité cellulaire  

 

Immunomarquage : morphologie & densité cellulaire 

Il s’agit d’un marquage et d’une observation en microscopie de fluorescence de 

l’actine du cytosquelette et du noyau de cellules adhérentes/ensemencées sur les films après 

une période de culture de 7, 14 et 21 jours. Une plaque culture multipuits de 24 puits munis 

des films coupés a besoin. 1000/cm2 de CSMh ont été ensemencées dans chaque puits.  

Mode opératoire  

- Lavage des cellules au PBS stérile (2 fois) sous hôte 

- Fixation des cellules dans une solution de PFA à 4%, incubation durant 15 minutes à 

37 °C 

- Rinçage des cellules 5 minutes dans du PBS (non stérile) 

- Incubation les cellules dans la solution de perméabilisation (PBS+0,5 % Triton) 

pendant 15 minutes.  

- Rinçage au PBS durant 5 minutes (2 fois) 

- Incubation durant 30 minutes dans la solution de marquage (phalloïdine 1/100 dans 

du PBS contentant 0,1 % de triton et 0,5 % de l'albumine de sérum bovin (ASB) 
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- Rinçage au PBS (3 fois) 

- Incubation des cellules avec DAPI (1/250 de la solution mère et au 1/100 dans PBS) 

- Incubation durant environs 30 secondes 

- Rinçage au PBS (3 fois) 

- Disposition d’une goutte de solution de montage sur le support 

- Observation des cellules à l’aide du logiciel LAS Attention au réglage du microscope 

(luminosité, gain…) il faut obtenir des images avec un fond noir (sans reflet bleu ou 

vert) 

- Première observation sur le microscope, une fois la mise au point effectuée, switcher 

sur l’ordinateur grâce au levier situé au-dessus de l’objectif du microscope. 

- Dans le logiciel, se positionner sur l’onglet « acquérir ».  

- Dans l’onglet « lambda » jouer avec l’exposition, le gain et « gamma » pour obtenir 

l’imagine la plus net possible avec un fond noir. Acquérir la photo et la sauvegarder. 

- Une superposition des images sera nécessaire. Attention à ne pas bouger l’échantillon 

entre les deux photos afin qu’elles se superposent. Prendre la seconde photo. 

- Basculer sur l’onglet parcourir, sélectionner les deux photos correspondant au 

marquage DAPI et phalloïdine. Acquérir superposition (bouton en bas à gauche) et la 

sauvegarder au format voulu. 

 

Produits réactifs utilisés : Fluorescence Assay (réf. DNAQF-1KT, Sigma-Aldrich), 

TritonTM X-100 (réf. T8532, Sigma-Aldrich). Solution de montage (S3023, Dako) 

 

Test de viabilité cellulaire 

Les tests de viabilité cellulaires ont été réalisés. Le test de LDH, test d’activité métaboliques 

(MTT), et le dosage ADN (Hoechst 33258) sont choisi pour cette étude. 

 

a. Test LDH  

 

C’est un test de détection colorimétrique de la sécrétion de LDH. Le LDH est une 

enzyme exclusivement cytoplasmique et relativement stable. L'augmentation de l'activité de 

cette enzyme dans le surnageant des cellules permet de détecter une altération de la 
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perméabilité membranaire et par conséquent une mesure de la cytotoxicité. Dans une première 

étape, le LDH catalyse la réduction de l’Aldehyde dehydrogenase12 (NAD+) en NADH et H+ 

par l’oxydation du lactate en pyruvate. Dans une seconde étape de la réaction, LDH utilise le 

NADH et le H+ formés pour catalyser la réduction du sel de tetrazolium (INT) en un précipité 

hautement coloré qui absorbe à 490-520 nm.. 

Produits réactifs utilisés : Kit LDH (Roche, réf. 11 644 793 001). 

 

b. Test MTT 

 

C’est aussi un test de détection colorimétrique mais de l’activité mitochondriale dans les 

cellules. Il est basé sur la réduction du 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide» (MTT) en un précipité le «formazan» (CAS No. 57360-69-7) violet dans l’eau 

(Figure II-6). Le « formazan » est imperméable aux membranes cellulaires. Il s’accumule 

donc dans les cellules saines. Le « formazan » permet de quantifier l’activité métabolique des 

cellules. 

 

 

Figure II- 6 : Réduction du MTT en un précipité «formazan» violet dans l’eau par NADH-déshydrogénase. 

(CAS No. 9028-04-0, EC. 1. 6. 5. 3) (Mosmann, 1983) 

 

Produits réactifs utilisés : Dimethyl sulfoxide (DMSO,  Sigma-Aldrich, réf. W387509), 

MTT (Sigma-Aldrich, ref. M2128).  

 

                                                           
12 EC 1. 2. 1.3. 

NADH-déshydrogénase 
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c. Test de Hoechst 33258  

 

Le test de Hoeschst permet de doser l’ADN grâce au bisbenzimide (Hoechst 33258, CAS 

numéro 23491-45-4, EC numéro 245-690-6) qui est un agent intercalant de l’ADN13. Cette 

méthode fluorimétrique permet de visualiser l’ADN cellulaire. Tous les étapes doivent être 

effectuées à l’abri de la lumière (préparation le papier aluminium et plaque de 96 puits fond 

noir). Le mode opératoire de ce test se trouve dans Annexe-5. 

Produits réactifs utilisés : bisbenzimide (Sigma-Aldrich, réf. B1155). 

 

2.3.2. Biodégradabilité in vitro 
 

Le tampon phosphate salin utilisé dans cette étude est préparé au laboratoire de 

Physiopathologie, Pharmacologie et Ingénierie Articulaire. Pour préparer 1 L du tampon, il 

faut 137 mM NaCl (8,0 g/L), 2,7 mM KCl (0,2 g/L), 10 mM Na2HPO4 (1,44 g/L), et 1,76 

mM KH2PO4 (0,24 g/L). Les lysozymes sont présents dans tous les fluides corporels humains 

en quantités différentes. Le lysozyme de blanc d’œuf est utilisé dans cette étude [CAS numéro 

12650-88-3, EC numéro 235-747-3, 50000 unités par mg] (Sigma-Aldrich, L-6876, 1g). La 

structure par rayon-X de ce lysozyme est ressemblé à celle de humain (Kristiansen et al., 

1998). Une neutralisation des films par l’incubation des films dans une solution de NaOH 0,2 

M (Synytsya et al., 2012).  La concentration de lysozyme choisie dans cette étude est 10 mg/l 

correspondant à la teneur moyenne de lysozyme dans le sérum humain. En effet, la teneur 

moyen des lysozymes dans le sang est de 5,64 mg/l (étude réalisée par Fogelson sur  77 

patients (Fogelson et al., 1954)) et est compris entre 7 à 13 mg/l dans le sérum (d’après une 

étude réalisée par Hankiewicz and Swierczek (1974) sur 85 patients de 18 à 60 ans).  

Protocole expérimental  

- Incuber les films dans 0,2 M NaOH pendant 30 minutes; 

- Rincer les films avec l’eau ultra-pure 6 fois pour que le pH de l’eau de rinçage 

diminue jusqu’à 7 ; 

- Deux groupes d’éprouvettes ont été préparés : 3 éprouvettes coupées sous 3 formes (∆, 

                                                           
13 S'incorporer dans l'ADN 
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O, ⌂) pour déterminer la variation de masse (les différents formes permettent de 

distinguer les différents répétitions) ; 4 éprouvettes coupées en carré 5 × 6 cm pour 

déterminer l’angle de contact, l’évaluation de propriété chimique ; 

- Ensuite, sécher les films à 50 °C pendant 24 h pour éliminer maximum de l’eau ; 

 

À partir de cette étape, toutes les manipulations sont réalisées sous une hotte stérilisée: 

- Stériliser les deux côtés de films sous UVB (365 nm-1) pendant 30 minutes 

- Préparer une solution PBS stérile contenant 10 mg/l lysozyme  

- Mettre les films par catégorie (chitosane, cht+nsoja, cht+nsaumon) dans les bouteilles 

contenant respectivement 200 ml de solution de biodégradation. 

Les éprouvettes (notées ∆, O, ⌂) sont prélevées après 7, 14, 21, et 28 jours d’incubation afin 

de déterminer la variation de masse.  

Le poids mesuré est rapporté à la masse sèche de départ par la formule suivante :  � =  
��−�0�0           Formule II-15 

Où G est le taux de gonflement à l’instant t, �� est la masse pesée à l’instant t, �0 est la 

masse d’initiation.  

La mesure des angles de contact a été effectuée après 7, 14, 21, et 28 jours 

d’incubation. Les caractérisations MEB et FTIR-ATR sur les éprouvettes, coupées en 5 cm × 

6 cm, ont été effectué après 7, 14, 21 et 28 jours d’incubation.  

 

2.4. Traitement plasma froid 

 

2.4.1. Dispositif expérimental 
 

Un réacteur plasma en post-décharge a été utilisé. Le dispositif est représenté sur la 

Figure II-7.  
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Figure II- 7 : Dispositif expérimental du réacteur plasma micro-ondes (Hody et al., 2006). 

 

Le plasma est créé par une excitation micro-ondes à 2,45 GHz d’un mélange gazeux 

Ar/N2/H2. L’oxygène n’est pas utilisé pour éviter la dégradation des nanoliposomes. Le débit 

des gaz est réglé à l’aide de régulateurs de débits massiques. 

 

2.4.2. Optimisation des paramètres physico-chimiques du traitement plasma 
 

2.4.2.1. Plan d’expériences 

 

Une méthode du plan d’expériences-réseaux de Doehlert (Doehlert and Klee, 1972), a été 

utilisé pour déterminer les paramètres optimaux du procédé plasma froid post-décharge ; 

c’est-à-dire afin d’évaluer les effets et les interactions des facteurs les plus influents, à savoir 

la puissance micro-onde, le rapport des teneurs en azote et hydrogène dans le mélange gazeux, 

le temps de traitement, et la distance de l'échantillon par rapport à l'extrémité du tube de 

décharge.  

Le nombre d'expériences (N) à réaliser est déterminé par le nombre de paramètres (k) pris en 

compte et est donné pour la formule II-18: 

N ≥ k2+k+1          Formule II-16 
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Une des qualités remarquables de cette méthode est la possibilité d'attribuer des 

niveaux distincts aux différentes variables indépendantes : la première variable comporte 5 

niveaux, la dernière est à 3 niveaux et toutes les autres variables intermédiaires présentent 7 

niveaux. En fonction des contraintes techniques et économiques imposées par le procédé, il 

est possible de planifier la matrice d'expériences. Le Tableau II-3 présente les niveaux des 

différents facteurs (la puissance micro-onde, le rapport des teneurs en azote et hydrogène dans 

le mélange gazeux, le temps de traitement, et la distance de l'échantillon par rapport à 

l'extrémité du tube de décharge), ainsi que le domaine expérimental défini qui tient compte de 

l’angle de contact de l’eau. 

 

Variables indépendantes (X i) Symbole Valeur d’expérimentale  Niveau  

Puissance micro-onde (W) X1 150, 225,300, 375, 450 5 

Rapport des teneurs en azote dans le 

mélange gazeux (N2 %)* 

X2 0, 17, 33, 50, 67, 83, 100 7 

Temps de traitement (s) X3 50, 81, 144, 175, 206, 269, 300 7 

Distance de l'échantillon par rapport 

à la décharge (mm) 

X4 50, 175, 300 3 

 

Tableau II- 3 : Domaine expérimental et niveau des facteurs. 

Les symboles utilisés consistent à simplifier ces variables indépendantes. *Le débit d’Ar est toujours à 1000 
sccm (cm3/min à 0 °C et 1.013x105 Pa). Les paramètres fixes sont la pression (400 Pa), le débit total était de 

1100 sccm (cm3/min à 0 ° C et 1.013x105 Pa. Ar: 1000 sccm, N2: 50 sccm, H2: 50 sccm). Les puretés gazeuses 
sont 99,995 %. 

 

Une matrice d’expériences de 21 essais permet d’évaluer l’influence de chacun des 

paramètres et les interactions entre ces derniers. Quatre répétitions au centre du domaine sont 

réalisées afin d’évaluer l’erreur expérimentale (Tableau II-4). La réponse étudiée retenue est 

l’angle de contact de l’eau sur la surface des films minces. Il a été mesuré par goniomètre 

Digidrop. La mesure constitue décrit dans la section 2.2.2.5. 
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Expérience  

Puissance 

micro-onde(X1 

(W) 

Rapport des teneurs en 

azote dans le mélange 

gazeux X2 (N2 %) 

Temps de 

traitement X3 

(s) 

Distance de l'échantillon 

par rapport à la décharge 

X4 (mm) 

L’angle de contact 

moyenne sur 9 

mesures  

1 450 50 175 175 90±5 

2 150 50 175 175 73±16 

3 375 100 175 175 25±1 

4 225 0 175 175 78±19 

5 375 0 175 175 99±2 

6 225 100 175 175 23±1 

7 375 67 300 175 45±11 

8 225 33 50 175 74±7 

9 375 33 50 175 67±21 

10 300 83 50 175 66±7 

11 225 67 300 175 59±4 

12 300 17 300 175 48±6 

13 375 67 206 300 52±22 

14 225 33 144 50 53±3 

15 375 33 144 50 36±0 

16 300 83 144 50 64±3 

17 300 50 269 50 31±1 

18 225 67 206 300 69±2 

19 300 17 206 300 38±10 

20 300 50 81 300 68±1 

21 300 50 175 175 54±15 

22* 300 50 175 175 44±10 

23* 300 50 175 175 49±7 

24* 300 50 175 175 40±4 

25* 300 50 175 175 39±8 

Tableau II- 4 : Arrangement des 25 expériences sur les films de chitosane utilisant les réseaux de Doehlert 
et l’angle de contact mesuré après traitement. 

*Les quatre dernières analyses répétées sont pour évaluer l’erreur expérimentale. 
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Le traitement statistique des réponses expérimentales a été réalisé à l’aide du logiciel 

NEMROD® (New Efficient Methodology for Research using Optimal Design (Mazerolles et 

al., 1989) : 

- Analyse de la variance, régression multilinéaire, analyse des résidus (REGSIA) 

- Effets des facteurs principaux et interactions (MEFFET) 

- Surfaces de réponse (SUREPE) 

 

2.4.2.2. Préparation des éprouvettes 

 

Les films ont été coupés pour atteindre une dimension de 2 cm × 1 cm et fixés sur un 

support métallique, puis l’ensemble a été inséré dans le tube de post-décharge. Ceci nous a 

permis de placer précisément l'échantillon dans le tube et d'éviter le déplacement de 

l'échantillon au cours du processus. 

Pour ralentir l’effet de vieillissement et en particulier réduire la mobilité des chaînes 

moléculaires à la surface, les échantillons traités sont ensuite directement conservés à 4 °C 

avant d’être analysés (Yang et al., 2009).  

 

2.4.2.3. Analyse statistique des données 

 

Pour l'analyse des données, ANalysis Of VAriance (ANOVA) et des régressions 

linéaires multiples ont été effectuées par le logiciel NEMROD ® (Mazerolles et al., 1989). Un 

modèle quadratique contenant 15 coefficients, y compris les termes d'interaction, a supposé 

pour découvrir les relations entre la réponse Y et facteurs expérimentaux Xi: 

       

D’où β0 est le coefficient constant (ordonnée à l'origine), βi est le coefficient linéaire, βii est le 

coefficient quadratique, βij et le coefficient d'interaction du second ordre. 

Formule II-17 
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Les surfaces de réponse et les traces de contours ont été développées en utilisant les équations 

polynomiales quadratiques qui ont été obtenues par la méthode des surfaces de réponses 

(response surface methodology, RSM en anglais) (Box and Wilson, 1992). Le seuil de 

signification a été fixé à p = 0,05. L'intervalle de confiance (IC) à 95 % et a été calculé pour 

chaque groupe de traitement.  

 

2.4.2.4. Caractérisation physico-chimique des films avant et après le traitement plasma 

 

La variation de masse a été déterminée avant et après traitement plasma par pesée 

(avec une précision de 0,1 mg). Une fois que le film a été traité, il a été conservé à 4 °C et 

l’abri de la lumière avant la mesure.  

La  variation de masse ∆� est calculée par la formule II-18: ∆� =  
�−�0�0           Formule II-18 

où m0 est la masse initiale de l'échantillon avant le traitement en mg, m est la masse après le 

traitement en mg. 

Les méthodes de caractérisation des films présentées précédemment ont également été 

utilisées, telles que Digidrop, XPS, AFM mode « Tapping® ».  
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CHAPITRE III. INFLUENCE DE L’INCORPORATION 
DES NANOLIPOSOMES SUR LES PROPRIÉTÉS 
DES FILMS DE CHITOSANE 
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3.1. Détermination de certaines caractéristiques physico-chimiques des 
nanoliposomes 
 

Les produits alimentaires constituent l’unique source d’acides gras et sont indispensables pour 

l’homme d’autant plus qu’ils ne peuvent être synthétisés par l'organisme humain. Les acides 

gras exercent également de nombreuses fonctions biologiques en tant que (Alessandri et al., 

2004): 

-  Source d'énergie ; 

-  Constituants fondamentaux des phospholipides des membranes cellulaires ; 

- Précurseurs de molécules régulant les fonctions cellulaires telles que : les 

prostaglandines et fonctions reproductrices, les thromboxanes et fonctions plaquettaires ; 

- Régulateurs de l'expression des gènes impliqués dans leur propre transport et leur 

métabolisme ; 

-Molécules riche en oméga-3 qui ont de plus des fonctions spécifiques dans le 

développement et la physiologie de la rétine, du cerveau et du système nerveux. 

 

3.1.1. Indentification des acides gras dans les différentes lécithines 
 

L’analyse détaillée des lécithines utilisées dans cette étude peut être retrouvée dans 

l’article (Zhang et al., 2012) fournit à la fin du chapitre. Le Tableau III-1 donne la 

composition en acides gras exprimée en pourcentage relatif au total des acides gras identifiés 

dans les lécithines. L’acide gras  � � ∶ �  � − �, où � � indique nombre des atomes de carbone, � indique nombre de double liaison de carbone-carbone, et � − � indique la position de la 

première insaturation.  
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Acides gras Lécithine de soja Lécithine de colza Lécithine de saumon 

 % Écart-type % Écart-type % Écart-type 

C14:0 - - - - 4,49 0,01 

C15:0 - - - - 0,32 0,02 

C16:0 15,87 0,12 7,18 0,02 20,25 0,01 

C18:0 3,46 0,01 1,54 0,03 4,65 0,01 

∑SAT 19,33 - 8,72 - 29,71 - 

C16:1 n-9 - - - - 5,01 0,01 

C18:1 n-9 23,37 0,04 55,78 0,12 24,21 0,05 

C18:1 n-7 - - - - 3,39 0,02 

C20:1 n-7 - - - - 0,73 0,01 

C20 :1 n-9 - - - - 0,77 0,02 

∑MONO 23,37 - 55,78 - 34,11 - 

C18:2 n-6 51,86 0,1 28,94 0,13 5,80 0,01 

C20:2 n-6 - - - - 3,36 0,01 

C20:3 n-6 5,44 0,02 - - - - 

C22:5 n-6 - - - - 0,21 0,01 

C18:3 n-3 - - 6,57 0,02 1,74 0,01 

C18:3 n-4 - - - - 4,12 0,01 

C20:5 n-3 - - - - 6,71 0,01 

C21:5 n-3 - - - - 1,27 0,01 

C22:5 n-3 - - - - 2,21 0,02 

C22:6 n-3 - - - - 10,78 0,09 

∑AGPI 57,30 - 35,51 - 36,20 - 

SAT = acides gras saturés, MONO = acides gras mono-insaturés, AGPI = acides gras poly-insaturés 

Tableau III- 1 : Liste des principales compositions chimiques et la teneur en masse (% en masse) des 
acides gras des lécithines de soja, de colza et de saumon. 
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Dans la lécithine de soja, les acides gras majoritaires sont C18 : 2 (n-6), (acides gras 

polyinsaturés), C18 : 1 (n -9) (acides gras monoinsaturés) et C16 : 0 (acides gras saturés). La 

lécithine de colza est composée à 56 % d’acide gras monoinsaturé C18 : 1 (n-9). Les 

lécithines de colza et de soja se composent donc essentiellement de trois acides gras mono et 

polyinsaturés : l’acide oléique C18 : 1 (n-9), l’acide linoleique C18 : 2 (n-6) et l’acide 

linolénique C18 :1 (n-3). Les deux derniers acides sont très importants pour la santé mais le 

corps humain est incapable de les synthétiser (Coonrod et al., 2008). 

Ces résultats sont en adéquation avec les travaux de Lecerf (2011) montrant que le 

pourcentage d’acide gras saturé et insaturé peut atteindre 54 à 72 % en masse de la 

composition globale en lipides. Cette variation peut être dépend de la génétique, la culture des 

plantes, les saisons, etc. 

Le pourcentage des AGPI est plus élevé pour la lécithine de soja, mais la variété des 

acides gras polyinsaturés est plus élevée dans la lécithine de saumon. Neuf acides gras 

polyinsaturés, y compris oméga-3 et oméga-6 sont présents dans cette dernière et peut donc 

fournir plus de « récepteurs » spécifiques permettant l’endocytose14 (Arab Tehrany et al., 

2012; Düzgüneş and Nir, 1999). Les acides gras polyinsaturés permettent la synthèse de 

dérivés supérieurs et de métabolites (prostaglandines, leucotriènes) sous l’action d’enzymes 

(désaturase, élongase). Ils interviennent donc dans la constitution des tissus et des membranes 

cellulaires de l’organisme (Lecerf, 2011). Les résultats montrent que les teneurs (en masse %) 

de C22: 6 (n-3) et C20: 5 (n-3) dans la lécithine de saumon sont respectivement de 10,8 % et 

de 6,7 %. Ces deux AGPI ne sont pas présentés dans la lécithine de soja et de colza. La teneur 

des acides gras polyinsaturés peut influencer la flexibilité conformationnelle des molécules. 

D’après Feller et al., (2001), les chaines de polyinsaturés sont plus compressibles latéralement 

que leurs homologues saturés (Feller et al., 2002). Ceci rend les membranes de 

nanoliposomes de saumon plus flexible que les autres. La flexibilité des AGPI est originaire 

de la rotation interne de liaison-σ, qui se trouve dans la double liaison des carbones (Law et 

al., 2005).  

Les nanoliposomes de saumon contiennent différents types d’AGPI, en particulier, les 

acides gras éicosapentaénoïque (EPA, C20 : 5 n-3) et docosahexaénoïque (DHA, C22 : 6 n-3), 

représentés sur la Figure III-1, qui ont montré un fort potentiel dans la prévention de 

l’athérosclérose, de l'hypercholestérolémie et de l'hypertriglycéridémie plasmatique (Rambjør 

                                                           
14 Un processus au cours duquel la membrane d'une cellule enveloppe et absorbe une particule. 
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et al., 1996; Saldeen et al., 1998). La régulation du tonus vasculaire, de la pression artérielle, 

de la viscosité sanguine et de l’agrégation plaquettaire sont également favorablement 

influencés par ces composants lipidiques (Freese and Mutanen, 1997; Ikeda et al., 1994; 

Vognild et al., 1998). 

 

EPA (C20 : 5 n-3) 

 

DHA (C22 : 6 n-3) 

Figure III- 1 : Structure chimique de l’EPA et de la DHA. 

 

Par ailleurs, les acides gras poly insaturés comme le C18 : 2 (n-6) (acide linoléique) 

présentent une teneur plus élevée à 52 % (en masse %) dans la lécithine de soja. C’est un 

composé capable d’augmenter la fluidité des membranes des nanoliposomes (Grazia 

Calvagno et al., 2007). La fluidité des membranes favorise la formation des agrégats multi-

vésiculaire, ce qui permet d’expliquer la large distribution de leur taille et leur taille moyen 

élevée (section 3.1.3). 

 

3.1.2. Classification des lipides 
 

Les lipides des différentes lécithines ont été analysés par chromatographie de couche 

mince (Iatroscan®). Le Tableau III-2 présente les pourcentages en masse des différentes 

classes de phospholipides contenues dans les lécithines. 

La lécithine de saumon contient 38,9 ± 0,8 % de triglycérides (TAG) et 61,1 ± 0,2 % de 

fraction polaire. Les teneurs de fraction polaire et de TAG sont respectivement de 71,3 ± 0,5 % 
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et 28,7 ± 0,1 % pour la lécithine de colza. La lécithine de soja est plus riche en lipides polaires 

(81,9 ± 0,3 %) que les deux autres types de lécithines. Sa teneur en TAG est 18,2 ± 0,2 %. 

Ces résultats seront corrélés avec les résultats de l’angle de contact (Section 3.3.4). 

Lécithine TAG (%) Fraction polaire (%) 

Soja 18,2 ± 0,2 81,9 ± 0,3 

Colza 28,7 ± 0,1 71,3 ± 0,5 

Saumon 38,9 ± 0,8 61,1 ± 0,2 

 

Tableau III- 2 : Proportions en masse de différentes classes de phospholipides contenues dans les 
lécithines. 

 

Ces lécithines, ont été utilisées pour élaborer des nanoliposomes de taille moyenne, de 

l’ordre de 174 nm pour le colza, de 190 nm pour le soja et de l’ordre de 129 nm pour le 

saumon (section 3.1.3). 

3.1.3. Forme et taille géométrique des nanoliposomes 
 

La taille et l’indice de polydispersité des nanoliposomes après le traitement à ultrasons 

ont été estimés immédiatement par DDL et sont présentés dans le Tableau III-3. Les résultats 

indiquent que le diamètre moyen des nanoliposomes de saumon est de 129 ± 2 nm avec un 

indice de polydispersité I = 0,46. Le diamètre moyen de nanoliposomes de soja et de colza est  

respectivement de 190 ± 3 nm et 174 ± 10 nm. L'indice de polydispersité de la solution de 

nanoliposomes de soja est de I  =0,25 et de colza est de I = 0,28.  

Nanoliposomes Taille (nm) Indice de polydispersité 

Soja 190 ± 3 0,25 

Colza 174 ± 10 0,28 

Saumon 129 ± 2 0,46 

 

Tableau III- 3 : Liste des valeurs de la taille et de l’indice de polydispersité des nanoliposomes déterminées 
par l’appareil zêtasizer. 
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Figure III- 2 : Exemple d’une image de microscopie électronique en transmission des nanoliposomes de 
saumon effectuées au CC-MEM de l’IJL (barre échelle = 200 nm). 

 

Les résultats de l’analyse des acides gras montrent que la teneur en acides gras poly-

insaturés et mono-insaturés dépend de l’origine de la lécithine. La lécithine de soja contient 

une importante teneur en acides gras poly-insaturés (57,3 %) par rapport à celle de la lécithine 

de colza (35,5 %) et la lécithine de saumon (36,2 %). Ces résultats sont en adéquation avec les 

travaux de Grazia Calvagno et al. qui ont montré que l’accroissement de la teneur en acides 

gras poly insaturés affecte aussi la taille des nanoliposomes (Grazia Calvagno et al., 2007). La 

taille des nanoliposomes dépend donc de la composition chimique de la lécithine. 

En ce qui concerne l’indice de polydispersité, la valeur de celui-ci pour les trois solutions 

est inférieure à 0,5, cela-veut-dire que la distribution de la taille des nanoliposomes est 

relativement homogène. La solution de nanoliposomes de saumon présente la valeur la plus 

élevée. Ce résultat traduit la grande variété des acides gras polyinsaturés qui sont présents 

dans ces nanoliposomes.   

Les multicouches de nanoliposomes de saumon peuvent être clairement observés dans la 

Figure III-2. En plus, le MET peut également fournir des informations en l’interaction entre 

les liposomes, tels que l’agrégation ou fusion, ainsi que leur stabilité (Maherani et al., 2012). 
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3.1.4. Mobilité électrophorétique et potentiel zêta des nanoliposomes 
 

Les valeurs de la mobilité électrophorétique et du potentiel zêta des nanoliposomes sont 

présentées dans le Tableau III-4.  

La valeur absolue du potentiel zêta de chacun des nanoliposomes est supérieure à 30 mV. 

La suspension est considérée comme stable et les nanoparticules ne devraient pas s’agréger ni 

précipiter. 

La valeur de la mobilité électrophorétique de lécithines varient entre -3 et -4 μmcm / Vs. 

Ceci est principalement dû à la charge électrique apportée par la fraction polaire de 

nanoliposomes. D'après les résultats obtenus par DDL, la valeur absolue de la mobilité 

électrophorétique de la solution de lécithine de soja (4,1 μmcm / Vs) est plus élevée que celles 

de lécithines de colza (-3,3 μmcm / Vs) et de saumon (3,9 μmcm / Vs). Cela peut s’expliquer 

par les différents types de phospholipides contenus dans les nanoliposomes de soja de colza et 

de saumon, tels que la phosphatidylsérine (PS), l'acide phosphatidique (PA), le 

phosphatidylglycérol (PG), le phosphatidylinositol (PI), la phosphatidyléthanolamine (PE), et 

phosphatidylcholine (PC). Au pH physiologique (7,4), ces phospholipides sont chargés 

négativement sauf le PC qui possède une charge positive (Garrett and Grisham, 2000). Ainsi, 

ces fractions anioniques sont probablement responsables de la mobilité électrophorétique 

négative (Chansiri et al., 1999).  

Nanoliposomes  Mobilité électrophorétique 

en μmcm/Vs 

Potentiel zêta 

mV 

Soja -4,1 ± 0,1 -52,3 ± 0,9 

Colza -3,3 ± 0,1 -42,5 ± 0,9 

Saumon  -3,9 ± 0,1 -49,5 ± 0,4 

 

Tableau III- 4 : Potentiel zêta et la mobilité électrophorétique des nanoliposomes. 
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3.1.5. Tension superficielle des solutions de nanoliposomes 
 

La tension superficielle des solutions de nanoliposomes de saumon est plus élevée que 

celles des deux autres (Tableau III-5).  

Nanoliposomes Soja Colza Saumon  

Tension superficielle (nN/m) 26 ± 0,2 28 ± 0,5 34 ± 1,0 

 

Tableau III- 5 : Valeurs de la tension superficielle des trois types de lécithines (soja, colza, saumon). 

 

Les nanoliposomes de saumon contiennent différents types d’AGPI, en particulier, les 

acides gras EPA et DHA. D’après Garrett et Grisham, l’accroissement de la concentration 

d’AGPI favorise alors la fluidité de la membrane (Garrett and Grisham, 2000) et augmente la 

tension superficielle (γsurface) de la multicouche. Les AGPI favorisent donc la migration des 

lipides au sein de la membrane cellulaire et, par voie de conséquence, accroissent la fluidité 

de celle-ci. 

Les nanoliposomes de colza et de soja ont une faible tension superficielle (γsurface) en 

raison de la rigidité des molécules, des acides gras saturés et des acides gras mono-insaturés. 

Cette rigidité est due à la faible teneur en double liaison C=C. 

Ces résultats sont en adéquation avec les études de Leshem et al, (1988), qui ont montré 

que le degré d'insaturation de la position sn-2 situé dans le groupe d'acyle gras (un groupe 

formé par la perte d'OH du groupe carboxy d'un acide gras) avait un effet remarquable sur la 

tension de surface entraînant une augmentation de la tension superficielle (Leshem et al., 

1988). 
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La stabilité des nanoliposomes 

La stabilité des nanoliposomes a été évaluée à partir de solutions (contenant les 

nanoliposomes) maintenues à 4 °C pendant 12 jours, et par la mesure de leurs tensions 

superficielles par tensiomètre et de leurs tailles par zêtasizer tous les 4 jours.  

 

 
 

Figure III- 3 : Évaluation de taille des nanoliposomes (A) et de tension superficielle (B) pendant 12 jours 
de conservation à 4 °C. 

 

Figure III-3 montrent que les nanoliposomes sont stables « en tension superficielle » et 

« en taille » pendant 12 jours de conservation à 4 °C. Les tailles de nanoliposomes de saumon 

sont toujours plus petites que celles de nanoliposomes de soja et de colza. En revanche, la 

tension superficielle de saumon est supérieure à celle de soja et de colza.  
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3.2. Tension superficielle de solution de chitosane seul et de chitosane 
mélangé aux nanoliposomes 

 

D’après le Tableau III-6, la tension superficielle de la solution de chitosane mélangé 

aux nanoliposomes de saumon est plus élevée parmi les quatres systèmes. La solution de 

chitosane mélangé aux nanoliposomes de soja et de colza apparaisent la même, ce qui 

confirme que la tension superficielle des nanoliposomes de soja et de colza sont également 

identiques. 

Solution  Chitosane Cht+nsoja Cht+ncolza Cht+nsaumon 

Tension 

superficielle 

40±1 33±0,02 30±0,5 44±0,7 

 

Tableau III- 6 : Tension superficielle des solutions de chitosane et de chitosane mélangé aux différents 
nanoliposomes. 

 

3.3. Détermination de certaines propriétés physico-chimiques des films 
 

Précisons que les deux surfaces des films ont été étudiées. La surface en contact avec 

la boite de pétri est appelée face « verso » et celle en contact avec l’aire est appelée face 

« recto », notés respectivement R et V.  

Afin d’avoir une bonne reproductibilité sur les mesures de propriétés de surface, 

uniquement la face en contact avec la boite de pétri – face « verso » a été utilisé pour les 

caractéristiques tels que l’angle de contact, AFM, XPS. 

NB : Dans la suite, le terme « nanoliposomes de X » et/ou la notation nX sera employé pour 

« nanoliposomes à base de lécithine de X ». Le lecteur pourra se référer à l’article (Zhang et 

al., 2012) pour l’autre face et les différentes compositions en nanoliposomes. 

 

3.3.1. Couleur et épaisseur 
 

D’après le résultat de L*ab (Tableau III-7), le paramètre L* du film de cht+ncolza est 

légèrement plus grande que les autres films, cela veut dire que le film de cht+ncolza est plus 
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lumineuse et transparent que les autres. Les valeurs a (axe vert-rouge) et b (axe bleu-jaune) de 

cht+nsaumon sont plus élevés, c’est-à-dire que son couleur est plus rouge et jaune (plutôt 

orange), cela confirme bien l’image représenté dans Figure III-4.  

 

 

Figure III- 4 : Films de chitosane seul et de chitosane mélangé aux nanoliposomes. 

 

 
Chitosane Cht+nsoja Cht+ncolza Cht+nsaumon 

L 33,6±0,4 33,8±2,6 35,3±1,6 32,7±0,3 

a* 0,1±0,05 0,6±0,4 1,1±0,3 4,3±0.2 

b* 3,2±0,4 4,7±2,4 8,0±0,9 11,1±0,3 

 

Tableau III- 7 : L*, a*, et b* des films de chitosane seul et de chitosane mélangé aux nanoliposomes. 

 

 Chitosane Cht+nsoja  Cht+ncolza  Cht+nsaumon  

Épaisseur (µm) 116±8  153±15 162±24 140±12 

 

Tableau III- 8 : Epaisseur de films de chitosane seul et de chitosane mélangés aux nanoliposomes. 
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D’après la mesure d’épaisseur, nous avons observé que le film du chitosane seul est 

plus fin et plus plat que les autres films (Tableau III-8). C’est un paramètre qui permet de 

corriger l’intensité I mesuré par DRX-GA à l’aide de la relation de Beer-Lambert (Formule II-

4). 

 

3.3.2. Taux de cristallinité  
 

Les diagrammes de RX sont présentés sur la Figure III-5. Samuels (1981) a décrit pour la 

première fois les deux formes cristallines du chitosane. La forme I : orthorhombique de maille 

a = 7,76 Å, b = 10,91 Å, et c = 10,3 Å. Le pic de plus forte intensité apparaît à 2θ = 11,4 °, ce 

qui correspond au plan réticulaire (100). La forme II est également orthorhombique de maille 

a = 4,4 Å, b = 10,0 Å, et c = 10,3 Å. Le maximum d’intensité est observé pour 2θ = 20 °, ce 

qui correspond au plan réticulaire (100) (Samuels, 1981). Zong et al., (2000) indique que la 

réflexion à 2θ = 20 ° diminue lorsque le film a été préparé par solvant casting dans une 

solution d’acide acétique (Zong et al., 2000). Cela peut être expliqué par une modification 

partielle de la forme II vers la forme I causée par l’acide acétique. On obtient une chaîne de 

structure plus extensible (Zong et al., 2000).  

Dans cette étude, pas de pic apparaît au plan (100) pour le chitosane seul, au contraire, un 

« sursaut » apparaît à 2θ = 19,8 ° pour les films de chitosane mélangé aux nanoliposomes 

(Figure III-5). Le taux de cristallinité du chitosane augmente de 6 % à 8-11 %, cela veut dire 

que les nanoliposomes cristallisent le chitosane (Tableau III-9).  
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Figure III- 5 : Spectres de DRX-GA des films. 

 

Chitosane seul Cht+nsoja Cht+ncolza Cht+nsaumon 

C (C+A) % C (C+A) % C (C+A) % C (C+A) % 

63,2 (1086,5) 6 109,8 (1037,4) 11 88,7 (1074,3) 8 93,2 (1041,3) 9 

 

Tableau III- 9 : Taux de cristallinité des films de chitosane seul et de chitosane mélangé aux 
nanoliposomes. 

C représente l’aire des phases de cristallins, et A est l’aire des phases d’amorphe. 

 

3.3.3. Identification des groupements chimiques par FTIR-ATR et XPS 
 

Sur les spectres FTIR-ATR (Figure III-6), les pics correspondent aux C-N, υ (C-O-C), C-

H, C-C, amide III (C-N, N-H), l’alcool tertiaire (C=OOR), amide I (C=O) et amide II (C-N et 

N-H) sont clairement observés pour les quatre films minces. Les bandes d'absorption : 

de 1000 cm-1  et 1200 cm-1 représentent la structure de la saccharine ; 

de 1050 cm-1 et 1074 cm-1 correspondent aux vibrations ν (C-O-C) ; 

de 1143 cm-1  et 1155 cm-1 représentent la vibration des liaisons C-H et C-C ; 
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de 1325 cm-1  et 1390 cm-1 représentent la vibration de groupe amide III (C-N, N-H) ; 

de 1368 cm-1  et 1412 cm-1 représentent la vibration de l’alcool tertiaire (C-OH) ;  

de 1529 cm-1  et 1660 cm-1  correspondent aux vibrations de groupes amide I (C=O) et II 

(C-N, N-H).  

Les pics correspondant aux liaisons spécifiques de phospholipides sont aussi clairement 

visibles : 

de 1730 cm-1  et 1738 cm-1 correspondent aux liaisons esters (C=O-OR) ; 

de 2844 cm-1  et 2868 cm-1 représentent les liaisons de méthylène (–CH2-) ;  

de 2911 cm-1  et 2916 cm-1 ce sont les liaisons de méthyle (CH3).  

Les pics et les groupes correspondants ont été rassemblés dans le Tableau III-10.  

Par rapport aux films minces de chitosane seul, l’introduction de 10 % de nanoliposome 

de soja induit un décalage en fréquence de 20 cm-1 pour la vibration de la liaison C-N et de 19 

cm-1 pour la vibration υ (C-O-C). La vibration de l’alcool tertiaire présente un décalage de 32 

cm-1, la bande amide II est décalée 40 cm-1 pour cht+nsaumon et cht+nsoja. Au contraire, les 

vibrations de bande amide I n’ont pas de décalage, cela-veut-dire, l’ajout des nanoliposomes 

ne change pas de la fréquence de vibration de l’amide I. Donc, Aucune nouvelle liaison n’est, 

a priori, pas créée lors de l’ajout de nanoliposomes dans du chitosane. C’est une simple 

incorporation entre la solution du chitosane et des nanoliposomes. 
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Figure III- 6 : Spectres FTIR-ATR des films de chistosane et des films de chitosane mélangé aux 
nanoliposomes. 

Aucune nouvelle liaison n’est, a priori, pas créée lors de l’ajout de nanoliposomes dans du chitosane.  

L’échelle de longueur d’onde est entre 850 cm-1 et 4000 cm-1. 
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Groupes identifiée  
Fréquence de 

référence (cm-1) 
Chitosane Cht+nsoja  Cht+ncolza Cht+nsaumon 

C-N 1090-1020 1014 1034 1009 1017 

ν (C-O-C) 1150-1050 1069 1050 1065 1074 

C-H/C-C 1225-950/1350-1000 1145 1143 1144 1155 

Amide III (C-N,  

N-H) 

1390-1325 
1374 1374 1380 1374 

Alcool tertiaire15 1410-1310 1396 1391 1412 1368 

Amide II (C-N,  

N-H) 

1550-1530 
1529 1533 1534 1531 

Amide I (C=O) 1650-1590 1619 1619 1627 1660 

Ester16 1735-1750 - 1731 1738 1730 

Méthylène 

Symétrie tronçon 

(–CH2–) 

2865-2845 

2879 2868 2848 2844 

Méthyle tronçon 

(CH3–)  

2900-2880 
2896 2912 2916 2911 

 

Tableau III- 10 : Groupes actifs en infra rouge dans les films minces de chitosane et de chitosane mélangé 
aux nanoliposomes. 

Les fréquences de groupes ont été retrouvées via les références (Bhattarai et al., 2006; Coates, 2000; Fernandes 
et al., 2011). 

 

La détermination du degré déacétylation DD  

La détermination du degré déacétylation DD des films de chitosane et des films 

mélangés aux nanoliposomes s’effectue à partir des spectres FTIR-ATR en utilisant le 

formule de (Brugnerotto et al., 2001; Domard and Rinaudo, 1983; Miya et al., 1980) (Tableau 

III-11). 

Une diminution de DD calculé par la formule II-13 a été observée pour les films de 

chitosane mélangé aux nanoliposomes. En revanche, une augmentation de DD calculé par les 
                                                           
 

15
 Structure chimique : 

 

16 Structure chimique : 
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formules II-12 et II-14 a été observé pour les films de chitosane mélangé aux nanoliposomes. 

C’est parce que l’ajout des nanoliposomes introduisent plus de quantité de CH2 et CH3, 

l’intensité de CH2 et CH3 augmente aux pics A2867 et A2878 (Figure III-6 C). Cela peut-être 

influene le calcul par les formules II-12 et II-14. Par voie de conséquence, la formule II-13 est 

mieux adaptée dans notre cas car l’intensité de l’amide III (C-N, N-H) et de l’alcool tertiaire 

(C-OH) aux pics A1320 et A1420 restent les mêmes (Figure III-6 A). 

 Formule II-12 Formule II-13 Formule II-14 
Chitosane A1655=0,020 

A2878=0,061 
DD =75,3 

A1320=0,016 
A1420=0,040 
DD =88,5 

A1655=0,020 
A2867=0,060 
DD =74,9 

Cht+nsoja A1655=0,028 
A2878=0,11 
DD =80,9 

A1320=0,015 
A1420=0,025 
DD =82,1 

A1655=0,028 
A2867=0,090 
DD =75,7 

Cht+ncolza A1655=0,024 
A2878=0,142 
DD =87,3 

A1320=0,012 
A1420=0,015 
DD =75,7 

A1655=0,024 
A2867=0,112 
DD =83,9 

Cht+nsaumon A1655=0,024 
A2878=0,142 
DD =87,3 

A1320=0,012 
A1420=0,021 
DD =83,0 

A1655=0,024 
A2867=0,112 
DD =83,9 

 

Tableau III- 11 : DD estimé en utilisant la formule de Domard and Rinaudo, (1983) (Formule II-12), de 
Brugnerotto et al. (2001) (Formule II-13), et de Miya et al., (1980) (Formule II-14). 

« Ax » indique l’intensité du pic à longueur d’onde x. 

 

Le Tableau III-12 A et B présent l’énergie de liaison EL en eV, la  largeur à mi-hauteur 

FWHM en eV, les pourcentages atomiques de films de chitosane et de chitosane mélangé aux 

nanoliposomes déterminé par XPS. La région O1s et N1s de cht+nsaumon est plus important 

que les autres films.  

La présence de phosphate est due à la présence de l’acide phosphorique, qui se trouve 

dans la tête polaire des phospholipides.  

L’analyse de la région C1s révèle quatre composantes pour le film de chitosane seul 

(Tableau III-12 A), cht+nsoja, et cht+ncolza (Tableau III-12 B): C1s C-C/C-H, C1s b, C1s C-

O, C1s O-C=C. Au contraire, le film de cht+nsaumon (Tableau III-12 B) ne présente pas de 

pic C1s b, mais seulement un pic de C1s C=O qui se situe à 287,5 eV. La présence de C1s C-

O a montré une orientation de groupe C-OH de la surface vers l’intérieur du film mince. 

L’augmentation de pourcentage de C-O est le responsable d’une augmentation hydrophobicité 

et l’énergie de surface de films (Wang et al., 2009). 
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Ces résultats seront corrélés par la suite à la mesure de mouillabilité des films. 

A) 

Pics 

de 

cœur 

Chitosane seul Cht+nsoja  Cht+ncolza  Cht+nsaumon  

EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % 

F1s - - - - - - - - - 689,1 (1,6) 1,0 

O1s 533,1 (1,7) 7,1 532,5 (2,2) 13,8 532,5 (2,4) 10,5 532,5 (1,8) 21,6 

N1s 399,6 (1,5) 1,5 399,6 (1,7) 0,6 399,3 (1,6) 0,6 399,3 (1,7) 4,7 

C1s 291,3 (1,0) 91,4 284,7 (1,1) 85,1 284,7 (1,1) 88,2 284,6 (1,4) 72,5 

P2p - - - 133,4 (1,7) 0,55 133,3 (1,8) 0,5 133,1 (1,7) 0,3 

 

B) 

C1s 
Chitosane seul Cht+nsoja  Cht+ncolza  Cht+nsaumon  

EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % 

C1s 

C-

C/C-

H 

284,6 (0,8) 64,0 284,6 (0,9) 53,0 284,6 (0,8) 43,3 284,6 (1,1) 37,6 

C1s b 285,1 (0,9) 16,4 285,2 (0,9) 14,5 285,1 (0,9) 30,2 - - - 

C1s 

C-O 
286,6 (1,2) 9,5 286,4 (1,6) 14,7 286,4 (1,7) 12,2 286,1 (1,2) 24,9 

C1s 

C=O 
- - - - - - - - - 287,5 (1,2) 6,9 

C1s 

O-

C=C 

288,2 (1,0) 1,6 289,0 (1,0) 2,9 289,1 (0,9) 2,5 288,7 (1,2) 3,1 

 

Tableau III- 12 : Table de composition XPS des films de chitosane et de mélangé avec des nanoliposomes. 

Energie de liaison EL en eV ; largeur à mi-hauteur FWHM en eV entre parenthèses ; pourcentages atomiques. 

 

3.3.4. Mouillabilité et énergie de surface  
 

La mouillabilité, évaluée par la mesure de l'angle de contact et par la détermination de 

l'énergie de surface (totale, composante polaire et composante dispersive) par la méthode 

graphique d’Owens-Wendt (qui habituellement est utilisée pour des solides à faible énergie de 

surface comme les polymères), est améliorée en présence de nanoliposomes (Tableau III-13). 

Quelle que soit l'origine des nanoliposomes, l'angle de contact (l’énergie de surface totale) des 

films contenant des nanoliposomes est plus petit (grand) que celui des films de chitosan seul. 
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Parmi tous les films, ceux contenant des nanoliposomes de colza ou de saumon présentent le 

plus faible angle de contact. La composante non dispersive augmente avec l’incorporation de 

nanoliposomes et, en même temps, la composante dispersive est sensiblement du même ordre 

de grandeur quels que soient les films. La diminution de l’angle de contact est donc liée à 

l’augmentation de la composante polaire de l’énergie de surface. 

Le Tableau III-13 présente les moyennes de la valeur des énergies de surface réalisées sur 

9 mesures et de composante polaire et dispersive sur les films minces de chitosane et de 

chitosane mélangés aux nanoliposomes. 

Films minces Angle de contact moyenne (°) Composante polaire 

γp (mJ/m2) 

Dispersive γd (mJ/m2) 

Diiodométhane L’eau 

Chitosane 59±2 101±2 1±0,4 30±0,8 

Cht+nsoja 61±2 82±2 16±0,4 30±0,5 

Cht+ncolza 48±2 68±1 58±4,3 23±0,3 

Cht+nsaumon 55±1 64±2 50±2,0 31±0,4 

 

Tableau III- 13 : Moyennes d’énergie de surface, de composante polaire et dispersive sur les films minces 
de chitosane et de chitosane mélangés aux nanoliposomes. 

 

L’ajout de nanoliposomes à base de lécithine de saumon dans le chitosane est plus 

efficace pour diminuer l'angle de contact des films. Ceci est certainement relié à la proportion 

de lipides polaires (une partie des classes de lipides) contenu dans la lécithine de saumon et à 

sa variété en acides gras polyinsaturés (EPA et DHA).  

 

3.3.5. Propriétés viscoélastiques et températures de relaxation 
 

La Figure III-7 montrent l’évolution du module de conservation (E') et du facteur de 

perte (tan δ) déterminés par DMTA en fonction de la température à 10 Hz. Une large gamme 

de température a été utilisée afin de couvrir toute la gamme de relaxation trouvée dans la 

littérature (Mucha and Pawlak, 2005; Neto et al., 2005; Quijada-Garrido et al., 2007). Il a été 

observé que, à la fin de chaque analyse, les échantillons ont présenté une coloration jaune 

foncé indiquant que le chauffage a provoqué la dégradation de films minces. 
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Le module de conservation des films diminue avec l'incorporation de nanoliposomes 

dans le chitosane (Figure III-7 A). Les films chitosane/nanoliposomes de colza possède la 

plus faible valeur de E’ jusqu’à une température de l’ordre de 20°C. 

 

 

 

 

Figure III- 7 : Module de conservation (A) et facteur de perte tan δ (B) pour le chitosane, pour les films de 
chitosane mélangé aux nanoliposomes à la fréquence de 10 Hz. 
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Les modules d’Young (E) des films de chitosane seul et des films 

chitosane/nanoliposomescalculés à trois températures (-18 ° C, 25 ° C et 37 ° C) en utilisant la 

relation classique: �2 = �′2 + �"2          Formule III − 1 

sont indiqués dans le Tableau III-14. �" est le module de perte, calculé en utilisant la relation : 

tan � = �" �′            Formule III − 2
�            

Les résultats montrent que l'addition de nanoliposomes induit une diminution du 

module d’Young macroscopique des films (par rapport au film de chitosane seul). Les écarts 

des modules d’Young (entre le chitosane et les films chitosane/nanoliposomes) sont plus 

importants à hautes températures (de 25 % à 50 %) qu’à 37 °C (de 13 % à 24 %). Par ailleurs 

pour la gamme de température correspondant à des utilisations en tant que matrice de support, 

les nanoliposomes semblent stabiliser le module d’Young (à l'exception des nanoliposomes de 

soja). 

 
Tg≡Tα Tβ 

Module d’Young (GPa) 

-18 °C 25 °C 37 °C 

Chitosane seul 143 91 11,5 6,9 5,5 

Chitosane/nsoja  146 85 8,7 5,2 4,2 

Chitosane/ncolza  157 60 6,4 5,1 4,8 

Chitosane/nsaumon 152 101 8,1 4,8 4,8 

 

Tableau III- 14 : Températures de relaxations (Tα et Tβ) du chitosane et des films 
chitosane/nanoliposomes à 10Hz et module de Young des films de  chitosane et chitosane mélangé aux 

nanoliposomes à trois températures (-18 ° C, 25 ° C et 37 ° C). 

 

Les températures de relaxation des films de chitosane seul et de chitosane mélangé aux 

nanoliposomes ont aussi été évaluées (Tableau III-14) et comparées à celles trouvées dans la 

littérature (Zhang et al., 2012).  

A titre d’illustration, seuls les résultats pour les films de chitosane sont commentés. 

Trois températures de relaxations pouvaient être distinguées sur la Fig. III-8 b à 19 ° C, 91 ° C 
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et 143 ° C. À 143 ° C, il s’agit de la température de relaxation α, associée à un maximum de 

tan (δ), qui correspond à Tg. A titre de comparaison, Mucha et Pawlak (2005) ont indiqué une 

Tg du chitosane qui diminuait avec l'augmentation de DD (Mucha and Pawlak, 2005). Ils ont 

trouvé que Tg  pouvait varier de 156 ° C à 170 ° C pour un film de chitosane seul avec un DD 

de 59 % à 86 %. De même, Lazaridou et Biliaderis (2002) et Quijada-Garrido et al (2007) ont 

indiqué que la Tg était comprise entre 85 ° C et 95 ° C pour un DD d'environ 90 % (Lazaridou 

and Biliaderis, 2002; Quijada-Garrido et al., 2007). Ainsi, nous pouvons préciser le DD du 

chitosane utilisé dans ce travail. Celui-ci est d'environ 86 % - 90 % (Tg = 143 ° C). 

La deuxième température de relaxation intervient vers les 91 ° C et peut être considéré 

comme une relaxation β due à la présence de groupes N-acétamide dans le chitosane comme 

proposé par Wan et al. (2009). Ces derniers ont trouvé une température de relaxation β à 102 ° 

C pour un DD de 83 % d’un chitosane seul, en bon accord aussi avec nos résultats. 

La troisième température de relaxation intervient vers 19 ° C et a été attribuée à une 

relaxation γ en raison de la présence des phospholipides. 

L'addition des nanoliposomes dans les films de chitosane modifie Tg. L'ajout de 

nanoliposomes de colza et de saumon respectivement déplace Tg  à 152 °C et à 157 °C, 

L’ajout de nanoliposomes de soja n’a que peu d'effet sur Tg, avec une température de 146 °C. 

Les films de chitosane/ nanoliposomes de colza présentent un effet visqueux moins marqué 

(tan δ) que les autres films. Étant donné qu’aucune nouvelle liaison n’a été observée par 

exemple en FTIR-ATR (illustré sur la Figure III-6), ces décalages pourraient être attribués à 

une agglomération au sein de la matrice des nanoliposomes. 

 

3.3.6. Morphologies, topologies & propriétés mécaniques 
 

L’incorporation de nanoliposomes de lécithine de saumon ou de colza ou de soja 

modifie considérablement les microstructures de surface analysées par TH-AFM. Ces 

modifications sont visibles sur les images hauteurs des Figures III-9. 

Les films de chitosane seul (Figure III-9 A1) et les films de cht+nsaumon (Figure III-9 

D1) présentent une morphologie homogène et peu rugueuse (Ra = 3,5 nm et Rq = 5 nm pour le 

chitosane seul et Ra = 3 nm et Rq = 4 nm pour chitosane/nanoliposomes de saumon). Les 

films de chitosane/nanoliposomes de soja ont un profil de rugosité de plus forte amplitude 
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moyenne (Ra = 15 nm et Rq = 20 nm), ce qui est dû essentiellement, à l’existence de 

microdomaines associés à des différences de propriétés nanomécaniques (Figure III-9 B1). 

Les films chitosane+ncolza ont les plus importants paramètres d’amplitude caractérisant la 

rugosité (Ra = 30 nm et Rq = 38 nm) (Tableau III-15).  

En ce qui concerne les autres paramètres de rugosité : Ek ne varie pas de façon 

significative et reste toujours supérieur à 3. Seul Sk varie de 1 pour les films de chitosane seul, 

et de 0,3, 0,4 et 0,5 respectivement pour les films contenant des nanoliposomes de soja, de 

colza et de saumon. Cela indique simplement que, globalement, la forme des aspérités (Ek et 

Sk) est conservée, seule l’amplitude des aspérités est modifiée (Tableau III-15). 

 

 Ra (nm) Rq (nm) Sk (nm) Ek (nm) 

Chitosane  4  5  1.0  5  

Cht+nsoja 15  20  0.3  3  

Cht+ncolza 30 38 0,4 4 

Cht+nsaumon 3  4  0.5  4  

 

Tableau III- 15 : Ra, Rq,  Sk, et Ek des films de chitosane et de chitosane mélangé aux différents 
nanoliposomes. 

 

Les propriétés nanomécaniques des films de chitosane et des films contenant des 

nanoliposomes ont été déterminées à 30 °C (température de la salle lors des expériences) par 

TH-AFM (mode HarmoniXTM) et des cartographies 512×512 (points×points). Elles sont 

présentées dans la Figure III-9 A2, B2, C2, et D2. Le module d’Young moyen (via un modèle 

DMT) sur la surface d’analyse est d’environ 1,3 GPa pour les films chitosane/nanoliposomes 

de saumon, il est quasiment équivalent aux films de chitosane (environ 1,5 GPa). 

L’incorporation de nanoliposomes à base de lécithine végétale induit une diminution 

d’environ 50 % du module d’élasticité ; celui-ci est d’environ 0,6 GPa pour les films 

chitosane+nsoja et d’environ 0,9 GPa pour les films chitosane+ncolza. De plus, les films 

chitosane+nsaumon et chitosane+nsoja présentent des hétérogéneïtés mécaniques. 

Les modules de Young obtenus par TH-AFM, sont nettement inférieurs aux valeurs 

obtenues par DMTA (Tableau III-14). Ceci s’explique d’une part par la fréquence utilisée en 

DMTA (10 Hz) alors que l'analyse en mode HarmoniXTM a été faite avec une fréquence de 
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flexion νf =53 kHz, et une fréquence de torsion νt = 951 kHz (la constante de raideur utilisée 

est kN = 1,2 N/m). D’autre part, la distribution en volume de nanoliposomes n’est pas prise en 

compte dans les mesures par TH-AFM contrairement aux analyses DMTA (effet de moyenne). 

Enfin, le mode de sollicitation est différent. Néanmoins les résultats DMTA et TH-AFM 

semblent être cohérents. 

Les images d'adhésion sont également présentées dans la Figure III-9 A3, B3, C3, et 

D3. En général, les valeurs mesurées de la force d'adhérence (Fadh) de surfaces comprennent 

les forces de Van der Waals (Fvdw), les forces électrostatiques (Fe) et les forces de liaison 

chimique (FB) (Lubarsky et al., 2004). Les images ont montré une force inférieure à celle 

entre la pointe et la surface. Dans le cas de film de chitosane seul et cht+nsaumon, la force 

d'adhérence était respectivement supérieure à 15,5 nN et 16,4 nN. En revanche, dans le cas de 

film de cht+nsoja et de cht+ncolza, cette valeur était respectivement supérieure à 11,7 nN et 

10,4 nN. Ceci correspond bien à la tension superficielle de la solution de chitosane et de 

chitosane mélangés aux nanoliposomes (Tableau III-6). Une courbe de la tension superficielle 

en fonction de la force d’adhérence peut-être tracé pour le chitosane mélangé aux 

nanoliposomes. On obtient une corrélation linéaire (Figure III-8). 

 

Figure III- 8 : Tension superficielle en fonction de la force d’adhérence pour le chitosane mélangé aux 
nanoliposomes. 
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Figure III- 9 : Images hauteur, cartographie de module d’Young (modèle DMT) et image d’adhésion 
réalisées par TH–AFM sur des films de chitosane seul (A), de (B) chitosane/ nanoliposomes de soja, de (C) 

chitosane/nanoliposomes de colza et (D) chitosane/ nanoliposomes de saumon. 
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Conclusion 
 

Trois films de chitosane mélangé à 10 % nanoliposomes sont préparés, caractérisés et 

comparés entre eux. Les résultats de différents caractéristiques physico-chimiques ont montré 

que la propriété mécanique, rhéologique, morphologique, structurelle et la mouillabilité de ces 

films a été significativement affectée par l'ajout des nanoliposomes. Lorsque les 

nanoliposomes se présentent, l'angle de contact de l'eau de films de chitosane contenant des 

nanoliposomes diminue de 100 ° jusqu’à 64 °-82 °, qui forcement liée à l’augmentation de la 

composante polaire de l’énergie de surface. Le taux de cristallinité du chitosane augmente de 

5 % à 8 - 10 % après l’ajout des nanoliposomes. Aucune nouvelle liaison n’est, a priori, pas 

créée lors de l’ajout de nanoliposomes dans du chitosane. C’est une simple incorporation 

entre le chitosane et des nanoliposomes. En revanche, le module d’élasticité est légèrement 

diminue après l’ajout des nanoliposomes. Ensuite, force d'adhérence, topographie, propriétés 

nanomécaniques ont été déterminées par TH-AFM. Les résultats ont montré que le film de 

cht+nsaumon est comparable au film de chitosane seul.  

 Valorisation scientifique : une partie du travail réalisé et décrit dans ce chapitre a été 

publiée dans la référence (Zhang et al., 2012), qui est mis en fin de chapitre. Certains 

résultats ont aussi fait l’objet de communications orales et par affiches (cf : Annexe-7). 
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CHAPITRE IV. FONCTIONNALISATION DE LA 
SURFACE À L’AIDE DU TRAITEMENT PLASMA 
  

 

 



106 

 

 
  

 



107 

 

Il s’agit d'étudier les modifications des propriétés de surface chitosane et du 

chitosane/nX induites par interaction plasma post-décharges. Notre but initial est de voir s’il 

est possible d’améliorer la mouillabilité de la surface des films de chitosane contenant desdes 

nanoliposomes par traitement plasma froid post décharge. Le pourcentage en nanoliposomes 

est toujours fixé à 10 % en volume.  

 

4.1. Optimisation des paramètres physico-chimiques à l’aide d’un plan 
d’expériences 

 

Avant d’analyser les résultats du plan d’expérience, une analyse de variance à un facteur 

a été réalisée pour déterminer si la différence de paramètre entre les différents résultats du 

plan d’expérience est significative, en effet, si elle ne l’est pas, alors les facteurs n’ont pas 

d’influence significative sur l’angle de contact. Une hypothèse nulle (H0) a été déterminée, 

comme H0 = Les facteurs n’ont pas d’influence significative sur l’angle de contact. 

D’après le Tableau IV-1, l’analyse de variance donne F= 6,97 et la table du F (24, 50) 

donne comme valeur de Fcritique à 1,74. La valeur F obtenue est supérieure à la valeur de 

Fcritique, on considère que l’hypothèse nulle est rejetée, donc que les différents paramètres 

donnent un angle de contact différent significatif, une comparaison multiple alors que 

nécessaire.  

 

Source des variations Somme 
des 

carrés 

Degré de 
liberté 

Moyenne 
des 

carrés 

F Probabilité Valeur 
critique 
pour F 

Entre Groupes 27214,4 24 1133,9 7,0 4,3E-09 1,7 

A l'intérieur des groupes 8135,3 50 162,7    

       

Total 35349,7 74     

 

Tableau IV- 1 : Analyse des variances pour analyser la différence significative des angles de contact 
mesurés. 

 

 

L’analyse des résultats du plan d’expérience donne l’équation suivante : 

 � = 33,8 - 5,3 �1-20,4 �2-19,8 �3 + 2,7 �4 + 51,6 �12 + 17,8 �22 + 25,7 �32 + 4,3 �42 - 3,8 �1�2 – 16,0 �1�3 – 0,9 �2�3 - 5,2 �1�4 – 14,0 �2�4 - 6,7 �3�4 
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où X1 représente puissance micro-onde (W),  X2 s’agit rapport des teneurs en azote dans le mélange gazeux (N2 

%), X3 est temps de traitement (s), X4 signifie distance de l'échantillon par rapport à la décharge (mm). 

 

Le Tableau IV-2 montre les coefficients de régression du second ordre en utilisant les 

équations polynomiales quadratiques qui sont obtenues par méthode des surfaces de réponses.  

Variables 
Coefficients (β) sur l’angle de contact 

de l’eau 

Intercept 33,8** 

Linaire 

X1 -5,3** 

X2 -20,4** 

X3 -19,8** 

X4 2,7* 

Quadratique 

X12 51,6** 

X22 17,8** 

X32 25,7** 

X42 4,3 

Interaction 

X1X2 -3,8 

X1X3 -16,0* 

X2X3 -0,9 

X1X4 -5,2 

X2X4 -14,0** 

X3X4 -6,7 

*: 1% < p. <5%   **: p. ≤1‰ 

Tableau IV- 2 : Coefficients de régression du second ordre en utilisant les équations polynomiales 
quadratiques qui ont obtenues par méthode des surfaces de réponses. 
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4.1.1. Optimisation des conditions expérimentales du traitement plasma 
 

D'après les résultats obtenus, nous avons déterminé que le rapport des teneurs en azote 

dans le mélange gazeux (X2, |β|=20,4) et le temps de traitement (X3, |β|=19,8) étaient les 

paramètres du processus les plus influents. L’angle de contact minimum des films de 

chitosane (environ 20 °) peut être obtenu dans les conditions suivantes: puissance micro-onde 

334 W, rapport de N2/H2 88/12%, temps de traitement 251 s, distance de l'échantillon par 

rapport à la décharge 260 mm. 

Les rapports de N2/H2 choisis pour les films de chitosane contenant desdes nanoliposome 

sont : 0/100%, 50/50%, 88/12% et 100/0%.  

Tous les autres paramètres du plasma ont été fixés aux valeurs optimales que nous avons 

déterminées dans le cas de film de chitosane seul. C’est-à-dire la puissance micro-onde égale 

à 334 W, le temps de traitement est 251 s, et la distance de l'échantillon par rapport à la 

décharge est fixée à 260 mm. 

 

4.1.2. Validité du plan d’expériences : l’influence du rapport N2/H2 sur la mouillabilité 
de la surface des films 

 

Observons le Tableau IV-3, une forte diminution de l’angle de contact de films de 

chitosane seul et des films de chitosane mélangé aux nanoliposome de saumon est observée 

lorsque le pourcentage d’azote augmente. L’angle de contact diminue de 95 ° (0/100 %) 

jusqu’à 27 ° (88/12 %) pour les films de chitosane seul et de 94 ° (0/100 %) jusqu’à 41 ° 

(100/0 %) pour les films de cht+nsaumon.  

Les valeurs de l’angle de contact de films de chitosane mélangé aux nanoliposome de 

soja se tendent de 82 ° vers 60 ° lors le pourcentage d’azote augmente. Les valeurs de l’angle 

de contact de films de chitosane+ncolza se tendent de 69 ° vers 57 ° avec l’augmentation du  

pourcentage d’azote augmente. 
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N2/H2 Angle de contact moyenne sur 9 mesures (°) 

Avant Après 

Chitosane seul 

 

0/100 

101±2 

95±4 

50/50 76±3 

88/12 27±4 

100/0 31±4 

Cht+nsoja 

0/100 

82±2 

81±9 

50/50 62±1 

88/12 62±1 

100/0 56±3 

Cht+ncolza 

0/100 

69±2 

67±4 

50/50 65±6 

88/12 57±4 

100/0 68±8 

Cht+nsaumon 

0/100 

64±2 

94±2 

50/50 65±8 

88/12 68±1 

100/0 41±9 

 

Tableau IV- 3 : Angle de contact des films avant et après le traitement plasma. 

 

L'énergie de surface totale des films a été déterminée graphiquement par la méthode 

d’Owens-Wendt (Owens and Wendt, 1969). Les résultats sont synthétisés dans le Tableau IV-

4. L’énergie de surface a tendance à augmenter avec l'augmentation du pourcentage de N2 

dans le mélange gazeux du plasma. 

En effet, après traitement par plasma, pour N2/H2 égal à 88/12 (%), nous pouvons 

observer que l’énergie de surface totale des films de chitosane contenant des nanoliposomes 

de colza a été multipliée par 6, par rapport aux films de chitosane seul. Pour les deux autres 

films fonctionnalisés, la plus grande variation est observée quand le rapport N2/H2 est égal à 

100/0 (%). Dans ces conditions, l’énergie de surface totale des films contenant des 



111 

 

nanoliposomes de soja et de saumon est multipliée par environ 3 (toujours par rapport au film 

de chitosane seul). 

Précisons que les énergies de surface des films de chitosane et des films de chitosane 

contenant des nanoliposomes de colza augmentent jusqu’à ce que le rapport N2/H2 soit égal à 

88/12 (%) puis diminue lorsque le rapport tend vers 100/0 (%).  

 

Echantillons  

Avant le traitement  plasma Après le traitement plasma 

Energie totale 

γT(mJ/m2) 

Composante 
polaire  

 γp(mJ/m2) 

Composante 

dispersion 

γd(mJ/m2) 

Rapport 
N2/H2 

Energie 
totale γT 
(mJ/m2) 

Composante  
polaire γp 
(mJ/m2) 

Composante 
dispersion 
γd (mJ/m2) 

Chitosane seul 

 
31±1 1±0 30±4 

0/100 37±2 4±3 34±1 

50/50 60±6 22±5 39±1 

88/12 175±9 145±9 31±1 

100/0 152±1 116±2 34±1 

Cht+nsoja 46±1 16±1 30±2 

0/100 66±6 36±7 30±1 

50/50 107±13 76±13 31±1 

88/12 93±6 63±7 30±1 

100/0 105±10 74±9 30±1 

Cht+ncolza 81±4 58±4 23±5 

0/100 78±11 43±11 34±2 

50/50 82±16 49±14 33±2 

88/12 99±13 64±13 35±1 

100/0 83±19 50±19 33±2 

Cht+nsaumon 82±2 51±2 31±4 

0/100 

50/50 

88/12 

100/0 

37±2 5±2 32±1 

84±24 54±23 30±1 

76±4 42±4 34±1 

163±2 133±2 30±1 

 

Tableau IV- 4 : Energies de surface avant et après traitement plasma pour les films de chitosane et les 
films de chitosane mélangé aux nanoliposomes. 
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Avant traitement plasma, les films contenant des nanoliposomes de colza ou de 

saumons présentent une énergie de surface totale beaucoup plus importante que les deux 

autres films. Mais après les traitements plasmas (quel que soit le rapport N2/H2) la 

composante dispersive de l’énergie de surface des films n’évolue quasiment pas. Nous 

pouvons en conclure que la présence de lipides polaires, surtout les acides gras polyinsaturés 

augmente la composante polaire de l’énergie de surface et donc l'énergie de surface totale. 

Par ailleurs, nous observons que quel que soit le traitement plasma, l'amélioration de la 

mouillabilité correspond à une forte augmentation de la composante polaire. Cela signifie que 

le plasma greffe probablement des groupements polaires à la surface (amine par exemple), ce 

qui améliore la mouillabilité. Ainsi, une diminution de l’angle de contact peut être mesurée et, 

en conséquence, une plus haute énergie de surface est déterminée.  Nous confirmons ainsi les 

travaux de (König et al., 2002; Morra et al., 1989; Vesel and Mozetic, 2012), montrant que 

les traitements plasma peuvent être utilisé comme une méthode efficace afin d’augmenter 

l'énergie de surface des polymères et dans notre cas des polysaccharides tel que le chitosane 

seul. 

Donc, la validation du plan d’expérience est faite. Le rapport de N2/H2 optimisé pour les 

films de chitosane seul et de chitosane contenant nanoliposomes de colza est de 100/0 %. Ce 

rapport pour les films de chitosane contenant des nanoliposomes de soja et de saumon est de 

88/12 %. Les autres paramètres restent identiques entre ces quatre systèmes. La puissance 

micro-onde égale à 334 W, le temps de traitement est 251 s, et la distance de l'échantillon par 

rapport à la décharge est fixée à 260 mm. 

 

4.1.3. Limite d’utilisation : son caractère transitoire  
 

Par ailleurs, nous avons effectué, préalablement à l’étude, un suivi de l’angle de 

contact au cours du temps, en conservant les échantillons à 4°C. La Figure IV-1 illustre les 

résultats obtenus pour le film de chitosane seul traité avec un rapport de N2/H2=100/0 %. Un 

effet de vieillissement a été observé au bout de 7 jours.  
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Figure IV- 1 : Suivi de l’angle de contact de film de chitosane seul au cours du temps de conservation à 
4 °C. 

Traitement plasma condition : puissance micro-onde 334 W, rapport de N2/H2 = 100/0 %, temps de traitement 
251 s, distance de l'échantillon par rapport à la décharge 260 mm. 

 

D’après l’étude de (Chichti et al., 2013), pour les échantillons traités par plasma et 

conservés à température ambiante, l’angle de contact re-augmente après 24 h de conservation 

à 4 °C, appellé « vieillissement ». En revanche, cette reprise n’est pas complète même si 

l’échantillon est conservé pendant 7 jours. En plus, l’angle de contact ne varie plus au cours 

du temps et se stabilise à 50 °, soit la moitié de la valeur de l’angle de contact du chitosane 

seul non traité (101 °). D’après (Safinia et al., 2005; Temmerman et al., 2005)), cet effet de 

vieillissement est causé par une relaxation dans la structure du polymère et l’orientation des 

groupes polaires de la surface vers l’intérieur afin de réduire la tension interfaciale. La 

dissipation des groupements actifs dépend du milieu de stockage, le matériau traité, et aussi le 

mélange gazeux du traitement (König et al., 2002). 

Afin d’étudier les modifications de surface induites par les traitements plasma, des 

analyses physiques, chimiques et mécaniques ont été effectuées. Pour illustrer ces résultats, 

les analyses par XPS et IC-AFM sont présentées ainsi que le suivi de la perte de masse des 

échantillons. 
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4.2. Influence du rapport volumique N2/H2 sur : perte de masse, 
composition chimique de surface (analyse par XPS), morphologie, et 
topologie de surface (analyse par IC-AFM) 
 

4.2.1. Perte de masse 
 

Différents rapports de N2/H2 ont une influence totalement variable sur la perte de 

masse des films (Tableau IV-5).  

Echantillons N2/H2 
Variation de masse (%) 

(m-m0)/m0 (%) 

Chitosane seul 

 

0/100 0,13±0,09 

50/50 -1,20±0,17 

88/12 -1,05±0,52 

100/0 -1,96±0,40 

Cht+nsoja 

0/100 0,91±0,05 

50/50 -0,41±0,05 

88/12 0,88±0,16 

100/0 2,81±0,32 

Cht+ncolza 

0/100 0,98±0,04 

50/50 -0,58±0,14 

88/12 0,94±0,17 

100/0 0,32±0,10 

Cht+nsaumon 

0/100 0,96±0,12 

50/50 -0,52±0,26 

88/12 1,10±0,12 

100/0 0,58±0,32 

 

Tableau IV- 5 : Variation de masse en masse % avant et après le traitement plasma. 
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Les résultats présentés Tableau IV-5 montrent que plus on ajoute d’azote, plus 

l’échantillon de chitosane seul perd de sa masse. L’azote semble être responsable de la 

gravure de la surface de films de chitosane seul. 

Les films de chitosane contenant desdes nanoliposomes perdent de la masse jusqu’à un 

rapport N2/H2 est de 50/50 % puis regagnent de la masse lorsque le pourcentage de N2 

augment. Un phénomène de fonctionnalisation par greffage de groupements chimiques en 

même temps que la gravure peut donc être responsable de cette évolution. 

 

4.2.2. Détermination des groupements chimiques par XPS 
 

L’analyse par XPS nous permet d’avoir une idée sur les modifications de la chimie de 

l’extrême surface suite au traitement plasma (Gray et al., 2003). Cette extrême surface s’étend 

dans notre cas sur une profondeur d’environ 10 nm (König et al., 2002). 

Pour l’analyse des résultats, nous prenons un exemple de convolution de pic de film 

du chitosane seul (Figure IV-2):  

Le pic O1s a été décomposé en deux pics attribués à la liaison O=C et aux fonctions 

O-C, O-H (Figure IV-2 b). 

Le pic C1s a été décomposé en trois pics distincts correspondants aux liaisons C-(C, 

H), C-O et O-C = O (Figure IV-2 c).  

Le pic N1s a été décomposé en 2 pics correspondant aux liaisons C-(NH, NH2) et C-

NH3 (Figure IV-2 d). 
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Figure IV- 2 : Example de déconvolution de pic de film du chitosane seul. 
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Par déconvolution des pics, il est possible de déterminer les proportions de chacun des 

groupements qui composent matériau. Le pourcentage d’atome de l’ensemble du matériau a 

été calculé par la proportion de C1s multiplié par le pourcentage de composante.  

La proportion de C1s des films de chitosane reste quasiment inchangée pour les quatre 

traitements à part une augmentation pour le traitement de N2/H2=100/0 % (Tableau IV-6 a). 

Les films de chitosane seul ont une forte contribution du pic C1s. Le pourcentage en oxygène, 

en azote et en carbone en surface, varient très nettement en fonction de l’ajout de 

nanoliposomes de soja, de colza ou de saumon mais varient aussi en fonction du rapport 

N2/H2 (Tableau IV-7 a). La proportion de C1s de cht+nsaumon est plus petite parmi les films 

de chitosane mélangé aux nanoliposomes.  

Dans le cas de films de chitosane seul, la proportion de C-O augmente fortement après 

le traitement (de 10 % jusqu’à 29 - 35 %) (Tableau IV-6 b). Cela confirme une forte 

diminution de l’angle de contact de ces films. D’après (Wang et al., 2009), C-O permet 

d’orienter les composés polaires vers l’intérieur de polymère, donc il est le responsable de 

l’hydrophobicité de surface. 

Après incorporation des nanoliposomes, une augmentation de la contribution du pic 

O1s est aussi mise en évidence, ce qui indique une incorporation d'oxygène à la surface 

(Tableau IV-7 c). Cette augmentation est plus prononcée pour les nanoliposomes à base de 

lécithine de saumon. Par la déconvolution de pic O1s, nous avons remarqué que sous l’effet 

du traitement plasma, il y avait une augmentation significative des groupements O=C par 

rapport aux films non traités, ce qui peut être la cause de l’hydrophobicité de chitosane 

mélangé aux nanoliposomes.  

Nous avons aussi montré que l’ajout de nanoliposomes à base de lécithine de saumon 

induisait une forte augmentation de la contribution polaire de l’énergie de surface (Tableau 

III-13). Dans le Tableau IV-7 b et c, on observe que les nanoliposomes à base de lécithine de 

saumon augmentent significativement le nombre de groupes fonctionnels polaires (C-O, O-C, 

et OH). Ainsi, en augmentant la teneur de ces groupes polaires, l'angle de contact des films de 

chitosane diminue et la mouillabilité augmente. Les résultats XPS sont bien corrélés aux 

mesures de l'angle de contact. 

Pour le pic N1s, nous pouvons observer une augmentation significative des 

groupements C-(NH, NH2) par rapport aux films non traités (Tableau III-12 A). Ce qui nous 
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laisse penser que le greffage d’azote est réussi par ce traitement, des groupements hydrophiles 

(NH, NH2, etc.) à la surface du chitosane mélangé aux nanoliposomes ont bien été introduits.  

Après traitement plasma, et en comparaison avec les films de chitosane seul ; les 

contributions des pic O1s et N1s augmentent significativement, alors la contribution du pic 

C1s a fortement diminuée. Les intensités des trois pics liés aux liaisons C-O, C = O et O-C = 

O ont augmentés, alors que les intensités des pics liées aux liaisons O-C O-H et C-(C, H) ont 

diminuées ; à l'exception des nanoliposomes à base de lécithine de saumon. Cela indique que 

certaines liaisons de surfaces des films de chitosane ont été brisées par des espèces réactives 

du plasma. Ces liaisons semblent créer par la suite des liaisons insaturés et instables C = O sur 

la surface.  

Comparer aux films non traités contenant des nanoliposomes, les films traités ont des 

intensités de pic O1s et N1s plus importantes. Le traitement plasma a provoqué une 

augmentation de groupements fonctionnels C=O et C-O. 

La proportion de C-O de films de chitosane mélangé aux nanoliposomes reste 

quasiment inchangée après le traitement, cela signifie que le groupement C-O n’est pas le 

responsable de l’hydrophobicité de films de chitosane mélangé aux nanoliposomes.  

À partir des résultats obtenus par XPS, nous pouvons supposer que l’amélioration de 

la mouillabilité de chitosane seul est plutôt due à un effet mécanique de structuration causée 

uniquement par la gravure. Ceci est confirmé par la perte de masse.  

Sous l'effet du traitement plasma, quelques groupements fonctionnels polaires sont été 

greffés à la surface de chitosane mélangé aux nanoliposomes. Ce qui expliquerait la légère 

variation observée dans le spectre O1s et le grand changement dans le spectre N1s. Cette 

fonctionnalisation expliquerait alors l’augmentation de l’énergie des composés polaires 

observés.  

Un tableau résume tous les pourcentages d’atome à l’ensemble de chaque film qui se 

trouvent dans l’Annexe-6. 
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(a) 

Pics 

de 

cœur 

Chitosane N2/H2=0/100 % Chitosane N2/H2=50/50 % Chitosane N2/H2=88/12 % Chitosane N2/H2=100/0 % 

EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % 

O1s 532,4 (1,7) 32,7 532,3 (1,9) 31,7 532,5 (1,8) 33,5 532,4 (2,0) 28,0 

N1s 399,1 (1,8) 7,8 399,3 (1,9) 10,7 399,3 (2,0) 8,6 399,2 (1,8) 6,5 

C1s 286,0 (1,3) 59,5 286,0 (1,5) 57,5 286,0 (1,4) 57,6 286,0 (2,6) 65,4 

(b) 

C1s 
Chitosane N2/H2=0/100 % Chitosane N2/H2=50/50 % Chitosane N2/H2=88/12 % Chitosane N2/H2=100/0 % 

EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % 

C-

C/C-H 
284,6 (1,2) 10,7 284,6 (1,2) 11,6 284,6 (1,2) 9,4 284,6 (1,2) 24,5 

C-O 286,0 (1,2) 34,6 286,0 (1,2) 30,9 286,0 (1,2) 32,7 286,0 (1,2) 29,3 

C=O 287,6 (1,2) 11,5 287,7 (1,2) 12,2 287,7 (1,2) 12,3 287,7 (1,3) 10,9 

O-

C=C 
288,6 (1,5) 2,7 288,8 (1,2) 2,8 288,9 (1,4) 3,1 288,6 (1,6) 2,6 

Tableau IV- 6 : (a) Table de compositon XPS des films de chitosane seul ; (b) Déconvolution du pic C1s 
après le traitement plasma par différent rapport de N2/H2. 

(a) 

Pics de 

cœur 

Cht+nsoja N2/H2=100/0 % Cht+ncolza N2/H2=88/12 % Cht+nsaumon N2/H2=100/0 % 

EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % 

F1s - - - - - - 689,0 1,6 0,9 

O1s 532,3 (2,5) 18,3 532,2 (2,6) 14,7 532,5 (2,1) 25,7 

N1s 400,1 (1,9) 4,8 399,9 (1,8) 5,2 399,7 (2,1) 7,4 

C1s  284,6 (1,2) 76,1 284,6 (1,2) 79,9 284,6 (2,6) 65,0 

P2p 133,6 (1,6) 0,6 133,0 (1,9) 0,2 - - - 

(b) 

C1s 
Cht+nsoja N2/H2=100/0 % Cht+ncolza N2/H2=88/12 % Cht+nsaumon N2/H2=100/0 % 

EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % 

C-C/C-H 284,6 (1,1) 53,0 284,6 (1,1) 57,9 284,6 (1,1) 28,4 

C-O 285,8 (1,5) 11,0 285,8 (1,6) 10,9 286,1 (1,2) 23,3 

C=O 286,9 (1,5) 5,7 286,8 (1,6) 5,1 287,7 (1,2) 8,8 

O-C=C 288,7 (1,6) 6,5 288,6 (1,7) 6,1 288,8 (1,2) 4,5 

(c) 

O1s 
Cht+nsoja N2/H2=100/0 % Cht+ncolza N2/H2=88/12 % Cht+nsaumon N2/H2=100/0 % 

EL (FWHM) % EL (FWHM) % EL (FWHM) % 

O=C 531,3 (1,6) 4,0 531,0 (1,5) 2,4 531,0 (1,4)   4,7 

O-C/O-H 532,3 (1,6) 10,4 532,1 (1,6) 8,2 532,5 (1,7) 19,4 

H2O 533,5 (1,5) 4,0 533,3 (1,7) 4,1 533,5 (1,8) 1,6 

 

Tableau IV- 7 : (a) Table de compositon XPS des films de chitosane+nanoliposomes de soja, de colza et de 
saumon après le traitement plasma par différent rapport de N2/H2 ; (b) Déconvolution du pic C1s, (c) 

Déconvolution du pic O1s. 
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N1s 
Rapport de N2/H2 

(%) 

C-(NH, NH2) 

EL (FWHM) % 

Chitosane seul 0/100 399,1 (1,5) 5,9 

Chitosane seul 50/50 399,3 (1,7) 8,7 

Chitosane seul 88/12 399,3 (1,6) 6,6 

Chitosane seul 100/0 399,2 (1,5) 4,4 

Cht+nsoja 100/0 400,0 - 4,8 

Cht+nccolza 88/12 399,9 - 5,8 

Cht+nsaumon 100/0 399,7 - 7,4 

 

Tableau IV- 8 : Déconvolution du pic N1s pour films de chitosane seul et chitosane mélangé aux 
nanoliposomes après traitement plasma au différent rapport de N2/H2. 

 

4.2.3. Topologie et mesure de la rugosité par IC-AFM 
 

Le traitement plasma modifie la composition chimique de la surface et induit une 

modification de la topographie de la surface. Pour étudier cette évolution une étude par IC-

AFM a été effectuée. Les images en mode 3D IC-AFM, sont présentées sur les Figures IV-3.  

Ces dernières montrent une évolution différente de la topographie de surface selon la 

composition du mélange gazeux utilisé pour le traitement.  

Avant le traitement, les films de chitosane seul (Figure IV-3 a) semblent plus 

hétérogène que les autres films (Figure IV-3 b, c, et d). Ils ont une rugosité arithmétique et 

quadratique moyennes plus importantes que les autres avec Ra = 20 nm, Rq = 16 nm (Tableau 

IV-9). Après le traitement plasma avec les conditions optimisé, N2/H2=88/12 % (Figure IV-3 

b), Ra et Rq de chitosane seul diminue, cela signifie que le traitement de plasma lui permet de 

reétablir la structure de la surface. Cette évolution tend à confirmer que la perte de masse est 

plutôt due à un effet mécanique de structuration causée uniquement par la gravure.  

En ce qui concerne la rugosité arithmétique et quadratique moyennes des films de 

chitosane+nanoliposomes, celles-ci ne varient quasiment pas après le traitement. C’est une 

conséquence du greffage du polymère par les espèces actives de la post-décharge, et plus 

particulièrement les groupements C-O et NH, NH2 (Narushima et al., 2007). 
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Avant le traitement Après le traitement 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N2/H2 % = 88/12 % 

N2/H2 % = 100/0 % 

a) b) 

c) d) 
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Suite de la page précédente 

  

  

 

Figure IV- 3 : Images 3D AFM des films de chitosane non traité (a), traité avec N2/H2=88/12 % (b), 
cht+nsoja non traité (c), traité avec N2/H2=100/0 % (d), cht+ncolza non traité (e), traité avec N2/H2=88/12 % 

(f), cht+nsaumon non trait (g), et traité avec N2/H2=100/0 % (h). Unité en nm. 

 

 

 

N2/H2 % = 88/12 % 

N2/H2 % = 100/0 % 

e) f) 

g) h) 
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En ce qui concerne les autres paramètres de rugosité : Ek varie de façon significative et 

reste toujours supérieur à 3. Cela veut dire que la profile de distribution est serré, notamment 

pour cht+ncolza avant le traitement. Dans le cas de chitosane seul, Sk varie de 1 avant le 

traitement à 0.05 après le traitement, cela indique que, le profile creux diminue. Dans le cas 

de cht+ncolza, Sk varie de 2,2 à -0,7, cela veut dire que le profile creux devient plus plein. Sk 

de cht+nsoja reste quasiment la même avant et après le traitement. En revanche, seul Sk de 

cht+nsaumon augmente de 0,3 à 1, le profile devient plus creux après le traitement. Cela 

indique que, globalement, la forme des aspérités (Ek et Sk) de films de chitosane seul, de 

cht+nsoja, et de cht+nsaumon est variée au même temps que l’amplitude des aspérités est 

modifiée (Tableau IV-9). 

  Ra (nm) Rq (nm) Sk (nm) Ek (nm) 

Avant le traitement 

Chitosane  20  16  0,9  4  

Cht+nsoja 8  7  0,4  4  

Cht+ncolza 10 7 2,2 11 

Cht+nsaumon 3  2  0,3  3  

Après le traitement 

Chitosane  5 4 0,05 4 

Cht+nsoja 10 8 -0,3 3 

Cht+ncolza 8 6 -0,7 5 

Cht+nsaumon 5 3 1 5 

 

Tableau IV- 9 : Ra, Rq,  Sk, et Ek des films de chitosane et de chitosane mélangé aux différents 
nanoliposomes. 

 

4.2.4. Discussion et interprétation 
 

Les mesures de pertes de masse (Tableau IV-5) et le suivi de la morphologie et de la 

topologie par IC-AFM (Figure IV-3) nous ont permis de mettre en évidence que 

l’augmentation du pourcentage d’azote dans le mélange gazeux induisait une érosion et une 

gravure de surface plus importante dans le cas de film du chitosane seul (variation de masse 

en négatif).  

Nous avons montré que quel que soit le traitement plasma, l'amélioration de la 

mouillabilité correspond à une forte augmentation de la composante polaire. La lécithine de 

saumon permet d’améliorer l’hydrophilicité. En augmentant le pourcentage en N2 on diminue 
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la densité de radicaux libres en phase gazeuse. Ceci pourrait expliquer l’augmentation de 

l'énergie de composés polaires. 

L'analyse XPS montre que la composition en lécithine et la composition du gaz est 

deux paramètres les plus influents et permet de confirmer le greffage de groupements 

fonctionnels sur la surface des films de chitosane. Les différences entre les nanoliposomes 

peuvent s'expliquer par des compositions en acides gras différents. Les nanoliposomes de soja 

et de colza ont le même type d'acides gras dans des proportions différentes. La lécithine de 

saumon a une grande influence sur la composition de la surface du fait de sa forte proportion 

en AGPI. 

A partir des résultats obtenus, on peut conclure que le greffage des composés polaires 

(ex : groupes amine, C-O, COOH, -OH) dus au traitement plasma permet d’améliorer la 

mouillabilité  en raison d'une augmentation de la quantité de composante polaire.  
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Conclusion  
 

Les films de chitosane et de chitosane mélangé aux nanoliposomes ont été traités par plasma 

afin d'améliorer leur mouillabilité de surface. En utilisant un mélange de gaz lors que le 

processus du plasma, les groupes fonctionnels tels que C-O, -NH, -NH2 sont greffés sur la 

surface des films pour améliorer l'énergie de surface des films. L'effet du traitement par 

plasma dépend de la nature du film, en particulier de la nature de nanoliposomes. Il a 

également fourni plus d'efficacité et plus d'avantages que l’incorporation des nanoliposomes 

dans les films. Cependant, la stabilité de l'effet de traitement par plasma dépend des 

conditions de stockage. Les liaisons hydrogène entre les groupes polaires créés par le 

traitement peuvent être éliminées partiellement après un temps donné, ce qui peut expliquer 

pourquoi de nombreux chercheurs n'ont pas réussi à trouver une meilleure mouillabilité dans 

leurs échantillons traités. La dissipation des groupements actifs dépend du milieu de stockage, 

du matériau traité, et aussi du mélange gazeux du traitement. Cet inconvénient peut limiter 

l'application de cette procédure dans l'ingénierie tissulaire.  

 Valorisation scientifique : une partie du travail réalisé et décrit dans ce chapitre a été 

publiée dans la référence (Zhang et al., 2013), qui est mis en fin de chapitre. Certains 

résultats ont aussi fait l’objet de communications orales et par affiches (cf : Annexe-7). 
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CHAPITRE V. ÉVALUATION DE LA 
BIOCOMPATIBILITÉ ET DE LA BIODÉGRABILITÉ 
IN VITRO DES FILMS DE CHITOSANE SEUL ET DE 
CHITOSANE MÉLANGÉ AUX NANOLIPOSOMES 
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5.1. Évaluation de la biocompatibilité in vitro 
 

La préparation et les produits utilisés sont présentés dans l’article « Physical, chemical 

and in vitro characterization of nanoliposomes/chitosane blend scaffolds for tissue 

engineering » soumis à « Tissue engineering », qui est mis en fin de chapitre. Les techniques 

expérimentales sont présentées dans le chapitre II. 

 

5.1.1. Capacité d'absorption d'eau et vitesse de gonflement des films 
 

D'après Cheng et al. (2014), le comportement de gonflement des films est essentiel 

pour une application dans l'ingénierie tissulaire. Car une absorption de l'eau rapide assiste 

l'adhésion cellulaire et la prolifération cellulaire (Cheng et al., 2014). En revanche, il est 

toujours difficile d'obtenir une répartition uniforme des cellules à l'intérieur d'une matrice de 

support hydrophobe, lorsqu’elle flotte dans le milieu de culture cellulaire. Avec une matrice 

de support apportant une capacité appropriée d’absorption de l’eau, la pénétration du milieu 

physiologique et la suspension cellulaire dans la matrice de support seront plus réalisables 

(Zhu et al., 2004). Plus le pourcentage de gonflement du matériau est élevé et plus son rapport 

surface/volume sera important.  

Dans la Figure V-1 A, les films minces de cht+nsoja 0,5 %, cht+nsaumon 1 % et 

cht+nsaumon 2 % indiquent que la capacité d'absorption de l'eau est égale ou supérieure à 

celui des films de chitosane seul après 24 h d’incubation dans la solution PBS. Le 

pourcentage de gonflement de film de cht+nsaumon 0,5 % était d’environ 170 %, supérieur 

que les autres films. Après 7 jours d'incubation, cette variation devient stable pour tous les 

films minces. La Figure V-1 B montre le film de cht+nsaumon 0,5 % avant et après 24 h 

d’incubation dans PBS. Celui de gauche indique le film avant l'incubation, et celui de droite 

était après l'incubation. 
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Figure V- 1 : A : Évaluation du pourcentage de gonflement des films de chitosane, et de chitosane mélangé 
à différentes concentrations de nanoliposomes durant 21 jours d’incubation dans PBS.  B : Exemple du 
film de cht+nsaumon 0,5 % avant (gauche) et après 24 h (droite) d’incubation dans PBS. * significatif. 

 

5.1.2. Faible cytotoxicité après 24 h d’ensemencement des cellules sur MEC 
 

La cytotoxicité des films de chitosane seul, cht+nsoja et cht+nsaumon, a été évaluée 

au bout de 24 h après l'ensemencement des cellules. La libération de LDH par les CSMh sur 

le film de chitosane a été considérée comme contrôle de base. D’après une analyse statistique, 

il n'y a pas de différences significatives au niveau de la cytotoxicité entre le film de chitosane 

et le film de chitosane contenant des nanoliposomes (p = 0,2015). Toutes les matrices de 

support ont montré une bonne biocompatibilité pour CSMh. 

Par ailleurs, Arabe Tehrany et al. ont montré que les nanoliposomes à base de lécithine 

de soja sont toxiques pour les cellules lorsque sa concentration dans le milieu de culture est 

supérieur à 2 mg/ml (Arab Tehrany et al., 2012). Dans leur étude, les nanoliposomes de 

saumon ont montré une propriété qui peut assister la prolifération de cellule grâce à ses 

teneurs en AGPI, notamment l'EPA (20 : 5 n-3) et le DHA (22 : 6 n-3). Ainsi, les 

concentrations optimales de nanoliposomes de soja et nanoliposomes de saumon utilisées en 

culture de cellules sont de 10,3 pg/ml et de 5,2 µg/ml, respectivement. Cependant, dans le cas 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

140%

160%

180%

200%

Premier jour 7 ème jour 14 ème jour 21 ème jour

chitosane cht+nsoja 0,5 %

cht+nsoja 1 % cht+nsoja 2 %

cht+nsaumon 0,5 % cht+nsaumon 1 %

cht+nsaumon 2 %

P
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 d

e
 g

o
n

fl
e

m
e

n
t 

(%
) 

* 

* 

* 
* 

B 

1 cm 



131 

 

de cette étude, les concentrations de nanoliposomes choisis dans les films de chitosane sont 

respectivement 100, 200 et 400 fois supérieures aux concentrations optimales. Ces résultats 

signifient que l'ajout des nanoliposomes de quantité appropriées dans des biomatériaux à base 

de chitosane pourrait favoriser l'adhésion et la prolifération cellulaire. 

 

5.1.3. Comportement de CSMh en contact avec des MEC 
 

Les images obtenues par microscopie fluorescente montrent la morphologie des CSMh 

ensemencées sur les films (Fig. V-2). La localisation cellulaire a été démontrée par la 

présence de leurs noyaux colorés par le DAPI (bleu), au même temps, le cytosquelette des 

cellules a été coloré par phalloïdine (verte). Le comportement de CSMh en contact avec des 

différents films est significativement différent. 

 

(a) chitosane                            14 ème jour (b) cht+nsoja 0,5 %                  14 ème jour 

  

 (c) cht+nsaumon 0,5 %            14ème jour  (d) cht+nsaumon 0,5 %             21ème jour 

  

 

Figure V- 2 : Morphologie des CSMh ensemencées sur les films de chitosane seul et de chitosane mélangé 
aux nanoliposomes. 

Cht+nsoja et cht+nsaumon représentent respectivement les films de chitosane mélangé aux nanoliposomes de 
soja et de saumon. Les CSMh  sur (a) : le film du chitosane seul au 14ème jour de culture cellulaire ; (b)  Les films 
de cht+nsoja 0,5 % ; (c) le film de cht+nsaumon 0,5 % au 14ème jour et (d) le film de cht+nsaumon 1 % au 21ème 

50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 
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jour. Les cellules observées ont été fixées et colorées avec la phalloïdine (filaments d'actine, vert) et DAPI 
(noyaux, bleu) avant la visualisation par microscopie à fluorescence. 

  

 Une faible densité des cellules a été observée initialement au 7ème jour pour tous les films 

minces (Images non présentés). A partir de 14ème jour, les CSMh sur le film du chitosane seul 

présentent un grand nombre de noyaux réguliés (coloration DAPI-bleu) et peu de 

cytosquelette (coloration verte-phalloïdine faible), ce qui montre une bonne prolifération et 

une faible extension des cellules (Figure V-2 a). En revanche, les films de cht+nsoja 0,5 % 

semblent favoriser l’extension par rapport à la prolifération des cellules (coloration verte-

pholloïdine plus elevé que coloration bleu DAPI) (Figure V-2 b). Mais cette prolifération n'est 

pas assez homogène. En comparant avec les films de cht+nsoja 0,5 % au 14ème jour, les films 

de cht+nsaumon 0,5 % fournissent des supports plus équilibrés pour la croissance des cellules 

(la proportion de coloration verte-pholloïdine et bleu-DAPI est quasiment équalisée) (Figure 

V-2 c). La densité globale des cellules se maintien de 14ème jour jusqu’au 21ème jour pour les 

films de cht+nsoja 0,5 % et cht+nsoja 1 %. (Images non présentés). La croissance cellulaire 

sur les films de chitosane se stabilise au 21ème jour de culture.  

 Étonnamment, les films de cht+nsaumon 0,5 % présentent une perte de cellule au 21ème 

jour de culture (Figure V-2 d), cela peut être à cause d’un effet de confluence17 trop fort. 

 Aucune cellule n’a été détectée au 14ème jour et le 21ème jour pour le film de cht+nsoja 2 %. 

Le résultat a montré que les films de cht+nsoja 2 % n'est pas approprié pour une longue durée 

de culture de CSMh. La description des morphologies et la densité des cellules sur chaque 

film mince ont été décrites dans le Tableau V-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                           
17 En termes de culture cellulaire, il s’agit le degré d'écartement qui existe entre cellules adhérentes cultivées en 
monocouche sur un support approprié. 
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Films 7ème jour 14ème jour 21ème jour 

Chitosane Initiation de la 

croissance 

cellulaire 

Une bonne prolifération mais 

faible extension des cellules 

maintient la bonne 

prolifération mais faible 

extension des cellules 

Cht+nsoja 0,5 % L’extension est plus importante 

que la prolifération des cellules 

maintient une bonne 

extension  

Cht+nsoja 1 % L’extension et la prolifération 

sont plus faible que cht+nsoja 

0,5 %, mais doublicate celui du 

7ème jour 

maintient une densité 

égale à celui de 7ème jour 

Cht+nsoja 2 % Mort des cellules Mort des cellules 

Cht+nsaumon 0,5 % La densité des cellules est 16 

fois plus importante que celui 

de  7ème jour, l’extension des 

cellules est homogène  

Perte de la moitié des 

cellules probablement à 

cause de la confluence 

Cht+nsaumon 1 % La densité des cellules est 4 fois 

supérieure à celle du 7ème jour 

Doublement de la densité 

des cellules par rapport à 

celle du 14ème jour 

Cht+nsaumon 2 %  La densité des cellules reste 

quasiment la même que celui de 

7ème jour, pas d’extension des 

cellules 

Doublement de la densité 

des cellules par rapport à 

celle du 14ème jour 

 

Tableau V- 1 : Morphologie et densité des cellules sur chaque film mince. 
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 Confirmation par de quantification d’ADN des CSMh 

 

 Au 14ème jour, on observe une augmentation très significative de la teneur d'ADN, qui peut 

justifier la prolifération des CSMh sur les films de cht+nsoja 0,5 %, cht+nsaumon 0,5 % et 

cht+nsaumon 1 %. Ensuite, cette teneur d’ADN reste stable, à l'exception d'une diminution au 

21ème jour pour le film de cht+nsaumon 0,5 %. Cette chute de teneur en ADN peut être due à 

la perte de cellules. La teneur d’ADN n’a pas été détectée pour le film de cht+nsoja 2 % au 

14ème et 21ème jour, cela confirme que les cellules se sont décollées des films. Il s’agit 

également de confirmer qu’au 21ème jour, les cellules ont tendance à se décoller des films à 

cause d’une prolifération exessive. Les résultats de quantification de l’ADN des CSMh 

confirment bien les descriptions dernières (Figure V-3). 

 

 

Figure V- 3 : Évaluation de la quantité d’ADN (µg/ml) produit par les CSMh pendant 21 jours. 

 

 La teneur d’ADN correspond à une densité cellulaire. Un facteur de conversion de 8,5 pg 

d'ADN/cellule a été déterminé dans des études précédentes (Wang et al., 2010). Donc, le 

nombre de cellules par ml du milieu de culture (Figure V-4) peut être estimé par la formule 

 � =
�8,5×10−6          V-1 

 

où M est la quantité d’ADN (µg/ml) mesurée par absorbance.  
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Figure V- 4 : Nombre de cellules par ml du milieu de culture estimé par la quantité d’ADN. 

 

 

5.1.4. Evaluation de l’activité métabolique des CSMh pentant 21 jours 
 

La Figure V-5 indique une évolution de l'activité métabolique des CSMh étudié en 

utilisant le test MTT durant 21 jours.  

 

Figure V- 5 : Activité métabolique des CSMh durant 21 jours de culture cellulaire. Le plastique consititue 
en un support classique pour la culture cellulaire. * différence significatif. 
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Figure V- 6 : Rapport d’activité métabolique sur la quantité d’ADN par ml de milieu de culture en 
fonction du temps. 

 

Toutes les cellules ont montré une augmentation de l'activité métabolique au 7ème jour. 

Cela signifie que la nature des matériaux est très favorable à l’activité métablique des cellules 

(Fig. V-5). Ensuite, une diminution significative de l'activité métabolique a été observée au 

14ème jour pour tous les films. Puis cette valeur augmente à nouveau au 21ème jour pour 

cht+nsoja 0,5 %, cht+nsoja 1 %, cht+nsaumon 0,5 %, et cht+nsaumon 2 %. Au même temps, 

cette valeur se stabilise pour le chitosane seul et cht+nsaumon 1 %. Un rapport de l'activité 

métabolique et de la teneur de l'ADN a été calculé et montré dans la Figure V-6. Il permet de 

normaliser l'activité métabolique selon la quantité d'ADN. Comme la teneur en ADN est le 

reflet du nombre de cellules (la prolifération cellulaire représente la duplication de l'ADN). 

Donc ce rapport peut être considéré comme une activité métabolique normalisée en fonction 

du nombre de cellules. Ces résultats indiquent que les cellules sont liés actives pendant les 7 

premiers jours de culture. Lorsque la confluence devient stable, l'activité métabolique des 

cellules revient à un niveau normal moyen. 

 

5.1.5. Interactions entre les cellules et la matrice de support 
 

L'interaction entre cellules et biomatériaux en cours de culture est compliquée. Elle 

dépend du type cellulaire et des caractéristiques des biomatériaux. Dans l'étude de Lin et al. 

(2008), vu que les nanoparticules d’or peuvent changer la microstructure du matériau, l’ajout 
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de ces nanoparticules dans la matrice à base de chitosane non seulement donne un effet sur la 

résistance mécanique de la matrice, mais aussi sur la réponse cellulaire (Lin et al., 2008). En 

outre, la surface non seulement affect ses caratéristiques mécanique (dureté, résistance 

élastique), mais sa structure cristallographique donner un effet positif à l'alignement et 

l’orientation cellulaire.  

Selon les résultats obtenus, il est à noter que les CSMh préfèrent globalement pousser 

sur le film de cht+nsaumon que sur le film de cht+nsoja. En comparant les caractéristiques de 

surface de ces deux matrices, il n'y a pas de différence significative sur la valeur de Sk et Ek ; 

cela signifie que la forme des aspérités de surface est uniforme. Même si les valeurs de Ra et 

Rq de film de cht+nsoja sont plus importantes que celles des films de chitosane seul et de 

cht+nsaumon. Cela veut dire que la rugosité de la surface de ces films est légèrement 

différente. En revanche, la microstructure est toujours homogène pour ces deux types de 

matrices en termes de rugosité de surface, la rigidité et la force d'adhésion du film de 

cht+nsoja apparaissent hétérogènes à cause de la présence de micro-domaines de surface liés 

aux rugosités. D’après la mesure, ces micro-domaines rendent le film de cht+nsoja plus mou 

que les autres films.  

Les modifications chimiques à la surface peuvent également modifier l'hydrophilie de 

la surface (Luna et al., 2011). Les interactions bio-environnement/matériaux pourraient être 

déterminées par les caractéristiques de la surface. L'adhésion cellulaire dépend 

essentiellement de l'énergie de surface et du gonflement du matériau. L'activité métabolique et 

la prolifération cellulaire dépendent de la concentration des nanoliposomes et également de la 

composition de lécithine. Dans un certain nombre d'études, l'adhésion cellulaire semble être 

maximisée sur la surface de mouillabilité intermédiaire (l’angle de contact de l'eau entre 60 ° - 

80 °) (Saltzman and Kyriakides, 2014). D'autre part, certains auteurs ont identifié des 

groupements chimiques spécifiques de la surface du polymère, tels que (-OH) et (C=O), qui 

sont des facteurs importants parce qu’ils déterminent l’adhésion cellulaire à la surface des 

matériaux (Saltzman and Kyriakides, 2014). Les nanoliposomes apportent ces types de 

groupements dans des films à base de chitosane, ce qui pourrait influencer fortement 

l’adhésion cellulaire sur le film de chitosane mélangé aux nanoliposomes. En effet, le film de 

cht+nsoja à une concentration de 1 mg/ml permet d’augmenter la prolifération cellulaire alors 

que le film de cht+nsaumon à une concentration de 1 mg/ml et 2 mg/ml semble avoir un effet 

comparable. Ces différences peuvent être expliquées par la composition en acides gras de 

chaque lécithine. La lécithine de soja est composée de plusieurs acides gras insaturés, tandis 
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que la lécithine de saumon est constituée d’un grand nombre d'acides gras différents. C'est 

pourquoi les films cht+nsaumon semblent montrer un effet plus importante sur la prolifération 

cellulaire lorsque la concentration est plus faible. Düzgünes et Nir (Düzgüneş and Nir, 1999) 

ont montré que les cellules différentes peuvent avoir des «récepteurs» de liposomes différents, 

ces « récepteurs » vont forcément influencer la capacité d’endocytose des acides gras par des 

cellules. La diversité des acides gras de la lécithine de saumon fournit une meilleure 

possibilité de créer une liaison liposomes-cellules.   

Il est évident que l'ajout d'une certaine quantité de nanoparticules stimule la 

prolifération cellulaire car les cellules sont sensibles à la modification de surface à l’échelle 

nanométrique. Cependant, si cette quantité est trop élevée, les effets stimulants sur la 

prolifération cellulaire et l'expression des gènes peuvent être moindres. Ceci a été prouvé dans 

l’étude de Arab Tehrany et al., 2012; Lin et al., 2008 ; dans le cadre de ces publications, la 

teneur des nanoliposomes optimale utilisée est de 10,3 pg/ml pour les nanoliposomes de soja 

et de 5,2 µg/ml pour les nanoliposomes de saumon. Dans le cas de notre étude, cette teneur 

optimale est de 1 mg/ml pour les deux nanoliposomes. Cela pourrait également expliquer le 

fait que le film de cht+nsoja 2 % ne favorise pas la prolifération cellulaire. 

La densité de charge de la surface du polymère est un autre argument en faveur de 

l'adhésion cellulaire et de la prolifération. Dans l'étude de Schipper et al., la cytotoxicité de 

chitosane semble être liée à la densité de charge positive qu’il possède (Schipper et al., 1996). 

Les nanoliposomes possèdent moins de cytotoxicité cellulaire en raison de la présence de 

charges négatives.  

Il est à noter que l'obtention des images des cellules à haute résolution sur les films est 

une tâche délicate parce que le DAPI et/ou la phalloïdine peuvent également colorer les films. 

En outre, la résolution des images dépend aussi de l'épaisseur et de la couleur des films.  

Jusqu'à présent, de nombreux polymères naturels couramment utilisés pour tester la 

biocompatibilité sont des mélanges complexes ; il n'existe aucun moyen d'analyser le 

comportement cellulaire (l’adhésion, la croissance, la prolifération de cellules...) via 

seulement  les caractéristiques de matrices de support. En revanche, le comportement 

cellulaire peut être corrélé à certaines propriétés physico-chimiques à la teneur en eau à 

l’équilibre et à la topographie à l’échelle nanométrique de matrices de supports, ce qui permet 

de le prévoir. 
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5.2. Évaluation de la biodégradabilité in vitro 

 

5.2.1. Mécanisme de biodégradabilité par lysozyme d’un polymère à base de chitosane 
 

La biodégradation de chitosane par le lysozyme peut être expliquée par le mécanisme 

de la dégradation enzymatique. Le lysozyme contient un site de liaison hexamérique, et une 

séquence d'hexasaccharide contenant plus que trois unités acétylés qui est essentiellement 

responsable de la cinétique de dégradation initiale de chitosane (Freier et al., 2005; Tanuma et 

al., 2010). La Figure V-7 illustre l’attaque du chitosane au niveau de la liaison β (14) par le 

lysozyme. 

 

 

 

Figure V- 7 : Attaque du chitosane au niveau de la liaison β (14) par lysozyme. 

 

De nombreux chercheurs ont étudié le comportement du chitosane dans les conditions 

de dégradation in vitro par le lysozyme (Freier et al., 2005; Lu et al., 2007; Tanuma et al., 

2010; Zhu et al., 2010). La plupart des études ont évalué la dégradation de ces matériaux en 

étudiant sur la perte de masse, le résidu de sucre réducteur, et la masse moléculaire des 

hydrolysats dans le milieu de dégradation (Han et al., 2012). En revanche, peu d’étude font en 

l’évaluation de degré déacétylation, du taux de cristallinité en fonction du temps de 

dégradation. 

5.2.2. Biodégradation en volume et/ou en surface 
 

D’après Burkersroda et al., (2002), le biomatériau polymérique subit une érosion en 

volume (« bulk erosion »), résultant d’une vitesse de dégradation des chaînes polymériques 

lysozyme lysozyme 
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plus faible comparée à la vitesse de pénétration de l’eau à l’intérieur de la matrice. Avec ce 

type d’érosion, la matrice entière subit une perte de masse alors que la taille de substrat reste 

la même durant un temps considérable. Cependant, lorsque la vitesse de dégradation du 

polymère devient plus importante que la vitesse de diffusion de l’eau à l’intérieur de la 

matrice, l’érosion en surface (« surface erosion ») est observée et le volume de la matrice 

diminue au cours du temps. Plus précisément, cette dernière est appelée « dégradation 

hydrolyse » (Lendlein et al., 2011).  

D’après les images MEB (Figure V-8), la surface des films du chitosane seul est lisse 

même après 28 jours d’incubation dans la solution du PBS contenant 10 mg/l lysozyme. En 

revanche, une modification microstructure commence à apparaître à l’intérieur des films de 

cht+nsoja et cht+nsaumon à partir du 21ème jour d’incubation (Figure V-9). Notamment pour 

le film de cht+nsaumon, la surface reste quasiment la même que celle avant l’incubation, au 

contraire, une modification microstructure commence à se former à l’intérieur. Selon les 

travaux de Shah et al. (1993), des structures poreuses peuvent être observées suite à l’érosion 

de la matrice, notamment lorsque des polymères amorphes sont utilisés (Shah et al., 1993). 

Autrement dit, dans le cas de polymères cristallins, la cristallisation des produits de 

dégradation empêche la modification microstructure (Brannon-Peppas and Vert, 2000).  

Chitosane sans PBS 
 

Chitosane incubé dans la solution PBS contenant 
10 mg/l lysozyme pendant 28 jours 

 

  
 

Figure V- 8 : Films de chitosane seul, avant et après incubation dans une solution PBS contenant 10 µg/ml 
lysozyme pendant 28 jours (MEB). 
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Intérieur 
 

  

  
 

Figure V- 9 : Films de cht contenant des nanoliposomes de soja (a) et (b) ; de saumon (c) et (d) incubés 
dans une solution PBS contenant 10 µg/ml lysozyme pendant 21 jours (MEB). 

 

 

 

 

 

a) b) 

c) d) 
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À partir du 28ème jour d’incubation, la surface des films de cht+nsoja commence à 

apparaître les trous (Figure V-10). Les pores intérieurs deviennent plus nombreux qu’au 21ème 

jour. En revanche, la surface des films de cht+nsaumon reste toujours lisse. Les pores 

intérieurs apparaissent plus réguliers et homogènes. 

 

Surface 
 

Intérieur 
 

  

  
 

Figure V- 10 : Films de cht contenant des nanoliposomes de soja (a) et (b) ; de saumon (c) et (d) incubés 
dans une solution PBS contenant 10 mg/ml lysozyme pendant 28 jours. 

a) b) 

c) d) 
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D’après la mesure de variation de la masse des films, le gonflement des films après 24 

h d’incubation est respectivement de 157 %, 152 %, et 173 % pour le chitosane seul, le 

cht+nsoja et le cht+nsaumon (Figure V-11). Une diminution de masse est observée au 7ème 

jour. Aucune variation de masse significative n’est observée pour aucun film après le 14ème 

jour d’incubation. Autrement dit, la teneur de l’eau des films arrive à saturation à partir du 

14ème jour d’incubation. 

 

 

 

Figure V- 11 : Variation de la masse des films de chitosane, de cht+nsoja, et de cht+nsaumon dans une 
solution PBS+10 µg/ml lysozyme pendant 28  jours. 
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5.2.3. Mouillabilité et degré de déacétylation (DD) durant la biodégradation 
 

Plusieurs facteurs peuvent affecter la dégradation de la matrice polymérique, tels que 

la mouillabilité de la surface et le DD (Shigemasa et al., 1994). Ces paramètres peuvent 

également être évalués durant la biodégradation.    

 

Evaluation de la mouillabilité de la surface 

 

Figure V- 12 : Angle de contact de films de chitosane, de cht+nsoja et de cht+nsaumon au cours de 28 
jours d’incubation. 

 

L’hydrophobicité déterminée par l’angle de contact, qui est représentée dans la Figure 

V-12, peut être corrélée à la cinétique de dégradation de polymères (variation de masse, 

variation de masse moléculaire). En général, l’augmentation de l’hydrophobicité permet 

d’augmenter la cinétique de dégradation (Uhrich et al., 1995). Une ANOVA à un facteur a été 

réalisée pour vérifier que l’angle de contact de chaque type de film reste le même durant 28 

jours.  

Dans le cas du film de chitosane seul, une hypothèse nulle H0 a été proposée : l’angle 

de contact ne varie pas pendant 28 jours. La valeur moyenne et la variance de l’angle de 

contact ont été obtenues à partir de sept répétitions de mesures différentes qui sont listées dans 

le Tableau V-2. 
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1) Moyenne et variance de l’angle de contact  

Groupes 
Nombre 
d'échantillons 

Somme Moyenne Variance 

0 7 708,3 101,2 6,3 

7 7 608,0 86,9 42,0 

14 7 630,9 90,1 8,5 

21 7 577,2 82,5 31,1 

28 7 492,5 70,4 108,4 

 

2) Analyse de la variance  

Source des variations 
Somme 
des carrés 

Degré de 
liberté 

Moyenne 
des carrés F Probabilité 

Valeur 
critique pour 
F 

Entre Groupes 3536,5 4 884,1 22,5 3,5E-09 2,5 
A l'intérieur des 
groupes 

1177,0 30 39,2 
   

       
Total 4713,6 34     

 

Tableau V- 2 : « ANOVA un facteur » appliqué au film de chitosane seul incubé dans la solution PBS+10 
mg/l lysozyme pendant 28 jours. 

 

L’analyse de la variance donne F = Variancemax/Variancemin = 22,5 (Tableau V-2, 2)), 

la table du F (4, 30) donne comme valeur critique F = 2,7. Ici la valeur F obtenue est 

supérieure à la valeur de F critique, on considère donc que l’hypothèse nulle est rejetée. Par 

conséquent, l’angle de contact du film du chitosane varie pendant 28 jours. Une comparaison 

détaillée est donc nécessaire. 

Chitosane Mi-Mj t protégé Résultat 

0J/7J 14,3 4,3 <0,05 

0J/14J 11,1 3,3 <0,05 

0J/21J 18,7 5,5 <0,05 

0J/28J 30,8 9,2 <0,05 

7J/14J 3,3 1,0 NS 

7J/21J 4,4 1,3 NS 

7J/28J 16,5 4,9 <0,05 

14J/21J 7,7 2,2 <0,05 

14J/28J 19,8 5,8 <0,05 

21J/28J 12,1 3,6 <0,05 
NS = no significative. p. < 0,05. 

Tableau V- 3 : Comparaison détaillée dans le cas du film de chitosane seul incubé dans la solution PBS+10 
mg/l lysozyme pendant 28 jours. 
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Dans le Tableau V-3, t protégé est calculé par la formule 

 

|�� −��|��� × � 1�� +
1���            Formule V − 2 

où �� et �� sont les moyennes des groupes comparés, �� et �� les nombres de répétitions dans 

chaque groupe, (�� et �� étant égaux 7 dans ce cas) et où MS est la moyenne de carré égale à 

39,2.  

D’après la table du t-student, nous avons trouvé t (30, 0,05) = 2,0, en comparant le t 

protégé calculé (Tableau V-3) avec t critique, puisque t protégé calculé est supérieur à t 

critique, donc les groupes sont différents (p. < 0,05). Par conséquent, l’angle de contact est 

significativement différent entre 0 J et 7 J, sa valeur ne varie pas entre le 7ème jour et le 21ème 

jour, puis elle présente une différence significative au 28ème jour. 

D’après le calcul pour les films de cht+nsoja et cht+nsaumon, l’angle de contact de 

cht+nsoja est significativement différent entre 0 J et 28 J, mais ne varie pas entre le 7ème jour 

et le 21ème jour, puis présente une différence significative au 28ème jour. En revanche, le film 

de cht contenant des nanoliposomes de saumon se comporte différemment des films de 

cht+nsoja et de chitosane. L’analyse de la variance donne F = Variancemax/Variancemin = 3,3 

alors que la table du F (4, 30) donne comme valeur critique F = 2,7. Le F calculé est très 

proche de la valeur critique. Par conséquence, on considère que la valeur de l’angle de contact 

est constante pendant 28 jours. Cela peut expliquer que la cinétique de dégradation est plus 

faible pour le film de cht+nsaumon que pour des films cht+nsoja et chitosane seul. 
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Evaluation de DD 

 

 

 

Figure V- 13 : Spectres FTIR-ATR des films de chistosane (A) et des films chitosane/nanoliposomes de 
soja (B) et de saumon (C) incubés dans une solution PBS+10 mg/l de lysozyme pendant 28 jours. 
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Jour d’incubation  Chitosane Cht+nsoja Cht+nsaumon 
7J A1320=0,056 

A1420=0,103 
DD =83,9 

A1320=0,017 
A1420=0,022 
DD =76,5 

A1320=0,015 
A1420=0,025 
DD =83,5 

14J A1320=0,040 
A1420=0,062 
DD =80,9 

A1320=0,017 
A1420=0,013 
DD =61,4 

A1320=0,016 
A1420=0,029 
DD =83,5 

21J A1320=0,014 
A1420=0,010 
DD =57,1 

A1320=0,018 
A1420=0,008 
DD =34,9 

A1320=0,019 
A1420=0,025 
DD =76,9 

28J A1320=0,025 
A1420=0,017 
DD =55,7 

A1320=0,023 
A1420=0,012 
DD =37,9 

A1320=0,018 
A1420=0,028 
DD =80,9 

 

Tableau V- 4 : DD estimé des films de chitosane et des films de chitosane + nanoliposomes incubés durant 
28 jours dans une solution PBS + 10 mg/l lysozyme en utilisant la formule de Brugnerotto et al. (2001) (Ax : 

intensité du pic à la longueur d’onde x). 

 

Sur les spectres FTIR-ATR (Figure V-13), les valeurs de DD des films, listée Tableau 

V-4, ont été estimées en utilisant la formule de Brugnerotto et al., (2001). Nous pouvons 

observer que le DD des films de chitosane et de cht+nsoja commence à diminuer légèrement à 

partir du 7ème jour d’incubation. Puis cette valeur chute à partir du 21ème jour d’incubation 

pour les films de chitosane et de cht+nsoja. En revanche, cette valeur pour les films de 

cht+nsaumon varie très peu durant les 28 jours d’incubation. Rappelons que le mécanisme 

d’hydrolyse de lysozyme passe par l’attaque du chitosane au niveau de la liaison β (14), 

cela signifie que le nombre de liaisons N-H au cours de la dégradation augmente. Ainsi, 

l’intensité du groupement –C-N, N-H (A1320) augmente, et DD diminue en suivant la formule 

de Brugnerotto et al., (2001) (Formule II-14).  

De nombreuses études ont montré que la cinétique de dégradation du chitosane 

augmente en fonction de la diminution de DD (Hirano et al., 1989). Dans cette étude, la 

diminution de DD accélère également la cinétique de dégradation. La cinétique de 

dégradation de film de cht+nsoja semble plus importante que celle de cht+nsaumon. Cela 

confirme le résultat de l’angle de contact.  

D’après la théorie de Shigemasa et al. (1994), la conformation de nanoliposomes 

influence celle de chitosane, cette modification de la conformation augmente la force inter- et 

intra-moléculaire du chitosane (Shigemasa et al., 1994). Cela entraîne également la 

distribution aléatoire du groupement acétamide. En effet, Kofuji et al. (2005) ont montré par 
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qu’il ne faut pas déterminer la cinétique de dégradation uniquement par l’estimation de DD 

(Kofuji et al., 2005). 
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Conclusion  
 

Dans les études de biocompatibilité in vitro, le test de LDH a montré qu’aucun des 

films ne produit d’effet toxique pour les cellules CSMh. La microscopie fluorescence a 

montré une bonne adhésion et une prolifération des cellules sur les films de cht+nsoja à 0,5 %, 

1 %, cht+nsaumon 0.5 %, et 1 %. Les films de cht+nsaumon 1 % ont démontré une plus forte 

prolifération cellulaire que les autres films. Ceci peut être lié à ses propriétés de surface, son 

taux de gonflement, ainsi que ses compositions chimiques. D’après les nombreuses analyses, 

le taux de gonflement des films de cht+nsaumon 1 % est égal à 171 % après 24 h d’incubation 

dans la solution PBS.  Une plus grande rigidité (1,3 GPa) et une force d'adhérence plus élevée 

(16,4 nN) ont été trouvées pour ces films. Cela montre que l'adhésion et la prolifération 

cellulaire dépendent de la microstructure de la surface, de la mouillabilité, de l'énergie de 

surface et de la rigidité locale de la matrice.  

D’après les études de biodégradabilité in vitro, les films de chitosane seul et de cht+nsoja 

subissent une érosion en volume pendant l’incubation. Une chute de DD a été observée pour 

ces deux types de films. En revanche, les films de cht+nsaumon ont montré un DD et un angle 

de contact stable pendant 28 jours, cela montre qu’il subit une érosion plus en surface qu’en 

volume.   

 Valorisation scientifique : Une partie du travail réalisé et décrit dans ce chapitre a été 

soumise dans le journal « Tissue engineering », qui est mis en fin de chapitre. Certains 

résultats ont aussi fait l’objet de communications orales et par affiches (cf : Annexe-7) 
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
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Rappelons que le but initial de cette étude est d’élaborer les films minces à base de 

chitosane mélangé aux nanoliposomes constitués de lécithines naturelles et d’étudier leurs 

caractéristiques physico-chimiques, structurales, biocompatibles, et biodégradables. Dans un 

premier temps, nous avons caractérisé les propriétés physico-chimiques des nanoliposomes 

(taille, mobilité électrophorétique, potentiel zêta, composition chimique, classification des 

lipides, tension superficielle) par différentes méthodes (DDL, CPG, CCM, et tensiomètre). 

Les résultats obtenus montrent que la taille moyenne et la tension superficielle sont 

influencées par la composition lipidique des nanoliposomes.   

Les caractéristiques multi-échelles des films de chitosane mélangé aux nanoliposomes 

sont forcément liés aux ceux des nanoliposomes. Lorsqu’on ajoute 10 % des nanoliposomes 

dans les films de chitosane, la hydrophobicité de la surface s’améliore de 18 % à 36 %. Ce fait 

est attribué à la présence des composants polaires ; la cristallinité de film de chitosane 

mélangé aux nanoliposomes est légèrement augmentée ; à 37 °C, le module de Young 

diminue de 6 GPa jusqu’à près de 5 GPa. Aucune nouvelle liaison ne se crée entre le 

chitosane et les nanoliposomes. Une diminution de DD est observée, elle peut être due à la 

conformation des nanoliposomes au sein de films de chitosane. 

La mouillabilité de surface des films mince de chitosane et de chitosane mélangé aux 

nanoliposomes est améliorée par le traitement par plasma froid. Les groupes fonctionnels tels 

que C-O, -NH, -NH2 sont greffés sur la surface des films, qui entraînent une amélioration de 

l'énergie de surface des films minces. L'effet du traitement par plasma dépend de la nature du 

film, en particulier de la nature de nanoliposomes. Il a également fourni plus d'efficacité et 

plus d'avantages que l’incorporation des nanoliposomes dans les films. Cependant, la stabilité 

de l'effet de traitement par plasma dépend des conditions de stockage, de la nature et du 

mélange gazeux du traitement des échantillons traités. Les liaisons hydrogènes entre les 

groupes polaires créés par le traitement peuvent être éliminées partiellement après un temps 

donné, ce qui peut expliquer pourquoi de nombreux chercheurs n'ont pas réussi à trouver une 

meilleure mouillabilité dans leurs échantillons traités. Par voie de conséquence, la 

fonctionnalisation en volume par l’ajout des nanoliposomes est meilleure du point vue de la 

stabilité pour des applications d'ingénierie tissulaire. 

Cependant la caractérisation physico-chimique des films de chitosane mélangé aux 

nanoliposomes de soja et de colza, montre quasiment les mêmes propriétés. En revanche, les 

films de chitosane mélangé aux nanoliposomes de saumon se comportent différemment, ceci 
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est sans doute lié aux compostions chimiques de différents lécithines. Il est à noter que les 

films de chitosane mélangés aux nanoliposomes de saumon montrent une bonne 

biocompatibilité, ainsi qu’une stabilité pendant 28 jours d’incubation dans la solution PBS 

contenant 10 mg/l de lysozyme.  

Pour la perspective de ce travail, il serait intéressant de connaître la forme des 

nanolipsomes dans les films de chitosane. Il est à noter qu’il est difficile de préparer les 

éprouvettes fines à partir des films à base de chitosane, incubés dans un mélange de résine 

(embbed 812) et propylène oxyde, pour pouvoir faire une analyse de morphologie par 

microscopie électronique transmission. 

Selon nous, l’étude des interactions entre les cellules et les matrices de support n’a pas 

été assez développée puisqu’elle a consisté uniquement à vérifier la biocompatibilité de ces 

nouvelles matrices. Donc les prochains travaux devraient s’orienter vers l’effet de la forme 

des nanolipsomes dans les films de chitosane. C’est-à-dire qu’il est indispensable d’étudier 

aussi l’effet d’ajout des lécithines directement dans les films de chitosane, de comparer les 

caractéristiques physico-chimiques entre les films de chitosane mélangés aux lécithines et aux 

nanoliposomes. Ceci permettrait de savoir si la forme des nanoliposomes joue un rôle 

important pendant l’adhésion, la croissance et la prolifération cellulaire. 

Il conviendrait aussi d’étudier le comportement des films dans un bioréacteur de 

chargement mécanique, qui peut appliquer une contrainte mécanique uni axiale ou bi axiale, 

afin de compléter l’évaluation de la biodégradabilité in vitro. 

Enfin, le développement d’une matrice de support 3D est indispensable dans la future 

étude car une architecture contrôlée permet de diriger l’organisation, la croissance et la 

différenciation des cellules. Dans un premier temps, la technique d’ « électrofilage » a été 

choisie pour synthétiser des fibres fonctionnalisées de diamètres variables et contrôlés. Une 

étude sera utile pour vérifier quels sont les paramètres dirigeants du procédé et déterminer les 

conditions adéquates pour obtenir de fibres orientés et alignés. 
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Annexe-1 : Préparation du réactif acétate d’uranyle (VI) (UO2(CH3COO)2) à 2 % en 

masse, dissoudre 0.1 g d’acétate d’uranyle (VI) dans 5 ml de H2O (résistivité = 18,2 

MΩ·cm). 

- Déposer une goutte de solution de nanoliposomes (dilué 20 fois) sur la grille MET 

pendant 3 minutes ; 

- Couper le papier de filtre en triangle ; 

- Au bout de 3 minutes, absorber l’excédent de la solution avec le « triangle » de 

papier de filtre sans toucher la grille ; 

- Déposer une goutte d’acétate d’uranyle (VI) (2%) sur la grille pendant 90 

secondes ; 

- Au bout de 90 secondes, absorber l’excédent d’acétate d’uranyle (VI) 2 % avec le 

« triangle » de papier de filtre sans toucher la grille ; 

- Laisser sécher pendant 5 minutes ; 

- L’échantillon séché est enfin prêt pour l’analyse au MET. 
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Annexe-2 : Réactifs et matériels pour l’analyse des acides gras. 

Réactifs Matériels 

- Méthanol (SDS) 

- n-hexane 7 % (SDS) 

- Trifluorure de Bore 7 % dans 

méthanol (SDS) 

- Molécules standards : acide gras 

polyinsaturé (AGPI 1, origine 

végétale) et AGPI 2 (origine 

marine) (Supelco, Sigma-Aldrich, 

Bellefonte, PA, USA) 

- Système CPG: GC 2010 séries 

(Shimadzu) 

Colonne capillaire 60 m × 0.25 mm i.d × 

0.25 μm (Supelco, USA) 

- Gaz : Azote, mélange 

azote/oxygène, hydrogène (Air 

liquide) 

- Matériel courant de laboratoire 
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Annexe-3 : Mode d’emploi à déterminer des différentes classes de lipides par CCM. 

Le support chromatographique (Chromarod®) est composé d’une baguette de quartz de 1 mm 

de diamètre recouverte d’une pellicule de silice (SiO2) de 75 µm d’épaisseur. La silice utilisée 

est formée de grains fins (diamètre = 3-5 µm) collés ensemble à l’aide de liant inorganique. 

Après le dépôt des échantillons sur les Chromarods®, ceux-ci migrent dans le milieu des 

bains de solvants organiques variés. , la détection s’effectue par brûlage au sein d’une flamme 

dans laquelle les éluats sont vaporisés puis ionisés. Le brûlage et le traitement des données 

sont effectués par le logiciel ChromstarTM qui permet l’obtention de pics gaussiens 

représentatifs de la composition des échantillons.  

Des analyses de type « brûlage complet ou partiel » ont été réalisées sur les échantillons dans 

les conditions suivantes: débit d'hydrogène 160 ml/min; débit d'air, 2 L/min. Le mode 

opératoire est le suivant : 2 µl de lécithine à 5 mg/ml de mélange de solvant sont déposés sur 

les chromarods®, puis séchés à 100 °C pendant une minute dans une atmosphère saturée en 

humidité (10 minutes dans une enceinte saturée en NaCl). La migration des lipides en 

fonction de leur affinité pour le mélange éluant a lieu dans des cuves adaptées à ce type de 

réaction. Le premier mélange de solvants utilisé (hexane : éther diéthylique : acide formique, 

80 : 20 : 0,2, temps de migration 20 minutes) permet de séparer des composés apolaires (TAG) 

et des composés polaires (phospholipides et glycolipides). Alors que les composés apolaires 

migrent sur les chromarods®, les composés polaires restent au niveau de la ligne de dépôt. Le 

brûlage complet des chromarods® permet de définir le ratio lipides polaires et apolaires. Les 

autres subissent un brûlage partiel : les TAGs sont révélés lorsque les lipides polaires font 

l’objet d’une seconde élution (Al-sayed mahmoud, 2007). 

Le second mélange de solvant utilisé (chloroforme : méthanol : ammoniaque, 65 : 35 : 5, 

temps de migration 45 minutes), permet de séparer des composés polaires (phospholipides et 

glycolipides). Les différents composés polaires présents sont alors séparés par discrimination 

de leur temps de rétention. 

Des gammes d’étalons dans l’Annexe-4 ont permis d’identifier des différentes classes 

lipidiques. Chaque analyse de standard et d’échantillon a été répétée trois fois. 
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Annexe-4: Liste des étalons utilisés (Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Germany) pour 

identifier des différentes classes lipidiques de lécithin. 

Lipide neutre phospholipides 

- 1 – monostearoyl – rac – glycerol 

- 1, 2 – dipalmitoyl – snglycerol 

- tripalmitin, cholesterol 

- L – a – phosphatidylcholine 

- 3 - sn – 

phosphatidylethanolamine 

- L – a – phosphatidyl – L – serine 

- L – a – phosphatidylinositol 

- lyso – phosphatidylcholine 

sphingomyelin 
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Annexe-5: Mode opératoire du test Hoechst 33258. 

 Préparation des solutions : 
1) Tampon hoechst 

Tableau 1 Quantité en 
mmole 

Volume total 
solution 500 ml 

Volume total 
solution 250 ml 

Volume total 
solution 100 

ml 
Tris Base 

sigma T15031K 
10 2,92 g 1,46 g 584 mg 

EDTA 
k13490018 

1 0,606 g 0,303 g 121 mg 

NaCl VWR 
08L180005 

100 0,186 g 0,093 g 37 mg 

 
* Ajuster le pH de solution à 7,4 
* Conditionner le tempon hoechst à 4 °C, DLC =15 jours 

2) Solution hoechst (abris de la lumière ) 

Solution mère hoechst = 10 mg/ml dans l’eau de qualité biologie moléculaire (conditionné à 

4 °C). 

 Diluer la solution mère dans du tampon hoechst pour obtenir une solution fille 0,1 
µg/ml, c’est-à-dire, 0,1 µl solution mère hoechst pour 10 ml tampon hoechst 

 Préparation de la gamme d’ADN 
Solution mère d’ADN du thymus de veau = 1 mg/ml (conserver dans le congélateur) 

 Diluer la solution mère d’ADN dans de l’eau ADNase/RNase free pour obtenir une 
solution fille 10 µg/ml, donc 10 µl solution mère d’ADN pour 990 µl de l’eau 
ADNase/RNase free, 7 µl solution mère d’ADN pour 693 µl de l’eau ADNase/RNase 
free, 3,5 µl solution mère d’ADN pour 346,5 µl de l’eau ADNase/RNase free, Pour 
cette manip, nous prenons celui de 3,5 µl car la solution fille d’ADN totale est 325 µl 
(voir le Tableau 2) 

 

Tableau 2 
ADN (µg/ml) 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,5 0,7 1 
Volume de solution fille 
d’ADN (µl) 

- 5 10 15 20 25 30 50 70 100 

Volume tampon hoechst 
(µl) 

100 95 90 85 80 75 70 50 30 - 

 
 Préparer la gamme dans des eppendorf® RNase/DNase free et les placer dans 

la glace 
 Ajouter dans chaque eppendorf® RNase/DNase free 900 µl de la solution 

hoechst à l’abri de la lumière, up and down pour bien mélanger la solution 
 les mettre dans une plaque à fond noir, 200 µl/puit (triplicate) 
 Lecture au spectrophotomètre après dépôt de la gamme 
 λexvitation = 365 nm,  λemission=458 nm 
 Si la gamme est bien linéaire, procéder au dosage des échantillons 
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 Dosage de l’ADN des échantillons 
 Ajouter 100 µl de tampon de hoechst dans eppendorf® RNase/DNase free 

contenant le culot d’ADN 
 Lyser les cellules par sonication 13 min 
 Compléter eppendorf® RNase/DNase free à 1 ml avec la solution hoechst 
 Lecture au spectrophotomètre après dépôt de la gamme, λexvitation = 365 nm,  

λemission=458 nm 
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Annexe-6 : Pourcentages d’atomes à l’ensemble de film de chitosane seul et chitosane 

mélangé aux nanoliposomes avant et après le traitement plasma. 

 Echantillons  C O N C-C/C-H C-O C=O O-C=O O=C 
O-C      
O-H 

C-
N

A
va

nt
 

pl
as

m
a Chitosane seul 91,44 7,10 1,45 64,0 9,5 - 1,6 0,9 6,2 

Cht+nsoja 85,05 13,76 0,64 53,0 14,7 - 2,9 1,5 8,6 
Cht+ncolza 88,15 10,50 0,63 43,3 12,2 - 2,5 1,2 5,9 

Cht+nsaumon 72,49 21,58 4,66 37,6 24,9 6,9 3,1 1,4 20,1 

A
pr

ès
 p

la
sm

a 

Chitosane seul 
0%N2/100%H2 

59,47 32,71 7,81 10,7 34,6 11,6 2,7 5,4 25,3 

Chitosane seul 
50%N2 /50%H2 

57,53 31,73 10,74 11,6 30,9 12,2 2,8 6,2 24,4 

Chitosane seul 
88%N2/12%H2 

57,56 33,47 8,60 9,5 32,7 12,3 3,1 5,6 25,6 

Chitosane seul 
100%N2/0%H2 

65,38 28,04 6,45 22,6 29,3 10,8 2,6 6,4 20,0 

Cht+nsoja 
100%N2/0%H2 

76,06 18,29 4,80 52,9 11,0 5,7 6,4 3,9 10,4 

Cht+ncolza 
88%N2/12%H2 

79,86 14,72 5,18 57,9 10,8 5,1 6,0 2,4 8,2 

Cht+nsaumon 
100%N2/0%H2 

65,04 25,67 7,40 28,4 23,3 8,8 4,5 4,7 19,4 
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Annexe-7 : Publications, communications orales & affiches. 

Publications 

Zhang, H. Y., Arab-Tehrany, E., Kahn, C. J. F., Ponçot, M., Linder, M., and Cleymand, F. 
(2012). Effects of nanoliposomes based on soya, rapeseed and fish lecithins on chitosan thin 
films designed for tissue engineering. Carbohydr. Polym. 88, 618–627. 

Zhang, H. Y., Cleymand, F., Noël, C., Kahn, C. J. F., Linder, M., Dahoun, A., Henrion, G., 
and Arab-Tehrany, E. (2013). Effects of Ar–H2–N2 microwave plasma on chitosan and its 
nanoliposomes blend thin films designed for tissue engineering applications. Carbohydr. 
Polym. 93, 401–411. 

Zhang, H. Y., Cleymand, F., Dostert, G., Menu, P., Arab Tehrany, E., and Velot, E. Physical, 
chemical and in vitro characterization of nanoliposomes/chitosan blend scaffolds for tissue 
engineering. Soumise au Tissue Eng. Part A. 

 

Communications orales & affiches  

Zhang, H. Y., Dostert, G., Arab-Tehrany, E., Menu, P., Velot, E., and Cleymand, F. (2014). 
Correlations between physical-chemistry properties and in vitro characterization of “green” 
nanoliposomes/chitosan blend scaffolds for tissue engineering (Berlin, Germany). 

Zhang, H. Y., Arab-Tehrany, E., and Cleymand, F. (2013). Elaboration and characterization 
of chitosan functionnalized by nanoliposomes for tissue engineering applications (Xi’an, 
Chine). 

Zhang, H. Y., Dostert, G., Arab-Tehrany, E., Menu, P., Velot, E., and Cleymand, F. (2013). 
Do nanoliposomes/chitosan blend scaffolds have cyto-friendly architectures for mesenchymal 
stem cells culture? (Grenoble, France). 

Zhang, H. Y., Dostert, G., Arab-Tehrany, E., Menu, P., Velot, E., and Cleymand, F. (2013). In 

vitro characterization of nanoliposomes/chitosan blend scaffolds  for tissue engineering 
(Séville, Espagne). 

Zhang, H. Y., Arab-Tehrany, E., Dahoun, A., and Cleymand, F. (2012). Chitosan thin films 
functionalized by natural nanoliposomes and RF cold plasma treatment for tissue engineering 
application (Lausanne, Suisse). 

Zhang, H. Y., Arab-Tehrany, E., Dahoun, A., and Cleymand, F. (2012). Élaboration, 
propriétés mécaniques et rhéologiques de films de chitosan contenant desdes nanoliposomes 
naturels pour des applications en ingénierie tissulaire (Montpellier, France).  

Zhang, H. Y., Arab-Tehrany, E., Dahoun, A., and Cleymand, F. (2012). Étude par AFM en 
mode HarmoniXTM de films de chitosane fonctionalisés par des nanoliposomes naturels pour 
des applications en ingénierie tissulaire (l’Abbaye de St Jacut de la Mer, France). 
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Résumé   

Ce travail porte sur la fonctionnalisation en volume et/ou en surface et la caractérisation multi-échelle 
de films minces de chitosane utilisés en ingénierie tissulaire. L’ajout des nanoliposomes à base de lécithine 
naturelle (végétale ou marine) et un traitement plasma sont employés pour réaliser ces deux fonctionnalisations. 
De nombreuses analyses des caractéristiques physico-chimiques et « structurales » de films minces ont montré 
que lorsqu’on ajoute 10 % de nanoliposomes dans les films de chitosane, l’hydrophobicité de la surface 
s’améliore de 18 à 36 %, ce fait est attribué à la présence de composants polaires. La cristallinité est légèrement 
augmentée ; à 37 °C, le module d’Young diminue de 6 GPa environ jusqu’à près de 4 GPa ; aucune nouvelle 
liaison ne se crée entre le chitosane et les nanoliposomes ; une diminution de degré de déacétylation est observée, 
qui pourrait être associée à la conformation des nanoliposomes ajoutés en volume aux films de chitosane.  

Le traitement plasma a réussi à modifier la structure de surface du chitosane seul et du chitosane 
mélangé aux nanoliposomes par greffe de groupements actifs (groupes amine, C-O, COOH, -OH). En revanche, 
dans notre cas, les liaisons hydrogène entre les groupes polaires créés par le traitement plasma peuvent être 
éliminées partiellement après un temps donné, ce qui limite l’application du traitement.  

Ensuite, des études préliminaires sur la biocompatibilité in vitro et la biodégradabilité in vitro sont 
réalisées pour les films de chitosane et du chitosane mélangé aux nanoliposomes. Les cellules souches 
mésenchymateuses sont utilisées pour l’étude de la première, et une solution de PBS contenant 10 mg/L de 
lysozyme pour la seconde. Les propriétés physico-chimiques des films de chitosane mélangé aux nanoliposomes 
marines, leur faible cytotoxicité aux cellules et leur stabilité dans la solution de PBS contenant du lysozyme leur 
permettent d’être utilisés comme matrice de support dans le domaine de la médecine régénérative. 

 
Mots clés : chitosane, nanoliposomes, fonctionnalisation en volume, traitement plasma, 

biocompatibilité in vitro, biodégradabilité in vitro 

 

Abstract  

This work focused on functionalized chitosan thin films in the bulk and/or on the surface by 
nanoliposomes based on natural lecithin (plant and marine) and plasma treatment. Various techniques were used 
for physicochemical properties analysis of functionalized thin films. The results showed that by adding the 
nanoliposomes into the chitosan scaffold, the surface wettability of thin films increased from 18 % to 36 %. The 
crystallinity degree was slightly improved in blend thin films. Any new bond was determined by fourier 
transform infrared spectroscopy (FTIR), which confirmed that there is no chemical interaction between the 
nanoliposomes and chitosan. The Young’s modulus of blend thin films deceased from 6 GPa to 5 GPa. The 
morphological, nanomechanical properties and adhesion force of each scaffold system determined by Scanning 
Probe Microscopy (HarmoniXTM mode) showed that the fish nanoliposomes/chitosan thin film had the most 
similar properties compared to the pure chitosan thin film.  

The surface of chitosane films and nanoliposomes/chitosane blend films were modified by the plasma 
treatment. Functional groups (amine groups, C-O, COOH, -OH) are grafted onto the surface enhancing thus the 
surface energy of the films. But the hydrogen bonds between the polar groups introduced by the treatment can be 
destroyed after a given time; the author proposed that the functionalization in the bulk by adding of 
nanoliposomes provided more stable and greater possibility of new materials producing than the 
functionalization at the surface by plasma treatment for potential tissue engineering application.  

Then, in vitro biocompatibility preliminary study was carried using human mesenchymal stem cells 
(hMSCs); and in vitro biodegradability study was tested in the phosphate buffered saline (PBS) mixed with 10 
mg/L lysozyme. The films of chitosan functionalized by salmon nanoliposomes showed more interesting as 
matrix extracellular for regenerative medicine applications because of their physico-chemical properties, low 
cytotoxicity and the stability inside the PBS and lysozyme solutions. 

 
Keywords: chitosan, nanoliposomes, functionalization in volume, plasma treatment, in vitro 

biocompatibility, in vitro biodegradability 
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