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Gélification d'un solvant supramoléculaire par des polysaccharides et application
aux extraits végétaux

Les mélanges a transition de phase basse température d’origine naturelle (NaLTTM) sont des mélanges
supramoléculaires qui répondent aux principes de la chimie verte. Gattefossé a développé un mélange
composé de fructose, de glycérol et d’eau (not¢é FGE115) pour ses activités d’extraction végétale.
Toutefois, la compréhension du mécanisme d’association des molécules constitutives de ce solvant
restait insuffisante. Face a I’absence de consensus sur les méthodes de caractérisation de ce type de
mélanges, une méthodologie de caractérisations physico-chimiques a été¢ développée en s’inspirant des
travaux disponibles dans la littérature. Cette stratégie basée sur la détermination des propriétés
thermiques (ATG, DSC), des propriétés rhéologiques (viscosité, énergie d’activation) et sur la
description des systémes a 1’échelle moléculaire (RMN 1D-'H, *C, 2D 'H-'H NOESY), a permis
d’identifier les mélanges FGE ayant les caractéristiques de NaLTTM. Comme tous les extraits végétaux
liquides, les extraits obtenus avec le solvant FGE115 possedent une durée de conservation limitée. La
voie explorée pour répondre a cette problématique industrielle consiste a diminuer la mobilité des
molécules en solution par le biais de la gélification. Pour ce faire, différents polysaccharides naturels
(xanthane, alginates, carraghénanes) ont été sélectionnés en fonction de leur affinité avec le solvant
FGE115. Une caractérisation fine des solutions viscoélastiques ou des matériaux de type gels obtenus
est proposée dans ce manuscrit. Ces travaux démontrent la possibilité de concevoir et de caractériser des
matériaux biosourcés aux propriétés rhéologiques modulables a base du solvant FGE115. Le potentiel
applicatif industriel et les bénéfices apportés par la gélification sur la stabilité des extraits végétaux sont
¢galement discutés dans ce manuscrit.

Mots-Clés: Chimie verte, NaLTTM, polysaccharide, gel, extraits végétaux

Gelation of a supramolecular solvent by polysaccharides and application to
plant extracts

Natural Low Transition Temperature Mixtures (NaLTTM) are supramolecular liquids that meet the
principles of green chemistry. Gattefossé developed a solvent composed of fructose, glycerol, and water
(noted FGW115) for its plant extraction activities. The accurate understanding of the association
mechanism of this solvent remained insufficient. To overpass the lack of consensus on the methods of
characterization of NaLTTM, we developed a methodology of characterization, inspired by the works
available in the literature, based on the determination of thermal properties (ATG, DSC), rheological
properties (viscosity, activation energy) and, on the description of the systems at the molecular scale
(ID-'H, *C, 2D 'H-'H NOESY NMR). This strategy permitted to identify the FGW mixtures
characteristics of the NaL TTM class. Like all liquid plant extracts, extracts obtained with the solvent
FGW115 have a limited shelf life. The approach explored to answer this industrial problem consists in
limiting the molecular mobility in solution by means of gelation techniques. Different natural
polysaccharides (xanthan, alginates, carrageenans) have been selected according to their affinity with
FGWI115. A precise characterization of the viscoelastic solutions or gel-like materials obtained is
proposed in this manuscript. This thesis highlights the possibility to design and characterize biosourced
materials with tunable rheological properties based on the solvent FGW115. The industrial applicative
potential and the benefits brought by gelation on the stability of plant extracts are also discussed in this
manuscript.

Keywords: Green Chemistry, NaLTTM, polysaccharide, gel, vegetal extracts
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Introduction générale

L’utilisation thérapeutique des plantes est aussi ancienne que la civilisation humaine et a évolué
en méme temps qu’elle. Depuis des décennies, les découvertes scientifiques ont permis d’affirmer
que les plantes sont de véritables usines naturelles capables de fabriquer des molécules trés
complexes et de structures tres variées : les métabolites secondaires. Les effets positifs des plantes
et extraits végétaux sur la santé humaine et animale s’expliquent en grande partie par la présence
de ces métabolites secondaires [!l. Les substances actives telles que le taxol, la quinine, la
morphine ou encore 1’acide acétylsalicylique sont quelques exemples de molécules disponibles
dans le monde végétal que I’Homme utilise en quantité industrielle. Le marché cosmétique est
¢galement un pourvoyeur important d’extraits végétaux pour des applications topiques. Les
exigences réglementaires et sociétales qui encadrent la mise sur le marché d’un ingrédient
cosmétique se durcissent continuellement et la pression exercée sur l'industrie pour qu'elle
fournisse des actifs issus du végétal de fagon plus durable a augmenté de la méme manicre. Le
point commun entre tous les procédés d’extraction végétale développés depuis des millénaires
repose sur la capacité d’un solvant a solubiliser les extractibles recherchés dans la plante afin
d’obtenir un extrait, le plus souvent sous forme liquide. L’avantage d’une forme liquide pour un
extrait végétal réside dans la simplicité de son incorporation dans une formule cosmétique. Le
principal inconvénient de cette forme physique liquide est la durée de conservation d’un extrait
végétal. En effet, celle-ci est nécessairement limitée dans le temps en raison de nombreuses

21, Ce constat a fait

instabilités qui peuvent étre physiques, chimiques et/ou microbiologiques
émerger la question suivante : peut-on augmenter la stabilité d’un extrait végétal liquide en
diminuant la mobilité moléculaire des différents composés en solution par un phénoméne de

gélification ?

Depuis leur introduction, les solvants eutectiques profonds naturels ou NaDES pour « Natural
Deep Eutectic Solvents » sont apparus comme une alternative prometteuse et respectueuse de
l'environnement aux produits pétrochimiques pour dissoudre des métabolites secondaires . Ces
solvants représentent des opportunités inexplorées pour développer des extraits innovants avec
des empreintes phytochimiques et des activités biologiques uniques. En adaptant le concept des
NaDES au contexte cosmétique, la société Gattefossé a identifié plusieurs mélanges permettant
d’obtenir des extraits végétaux sous forme liquide pour ensuite les industrialiser -1, Gattefossé,
dont le sié¢ge social est situé prés de Lyon, est une entreprise indépendante et familiale qui est
spécialisée dans le développement, la fabrication et la vente d’ingrédients de spécialité destinés

a deux grands marchés : la pharmacie et la cosmétique.
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Le solvant NaDES le plus employé¢ par Gattefossé correspond a un mélange ternaire composé de
Fructose, de Glycérol et d’Eau en proportions molaires 1:1:5, not¢ FGE115. Ce mélange ainsi que
les extraits qui résultent de son utilisation en tant que solvant d’extraction sont liquides a
température ambiante. Comme pour tous les extraits liquides, Gattefossé rencontre des
problématiques de stabilité a long terme, et plus particuliérement en ce qui concerne 1’instabilité
chimique des composés phytochimiques. C’est dans ce contexte que Gattefossé s’est tourné vers
le laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeres (IMP), Unité mixte de recherche (UMR5223)
rattachée a I’INSA de Lyon pour étudier et développer différentes approches pour gélifier le

solvant ternaire FGE115 et, par extension, un extrait végétal obtenu avec celui-ci.

Outre le critere de proximité géographique, ce choix repose sur les thématiques récentes
développées a I’IMP. Au sein des pdles « Chimie » et « Physico-chimie » des polymeéres, certains
chercheurs (Etienne Fleury, Aurélia Charlot) s’intéressent tout particulierement a I’émergence de
matériaux biosourcés innovants a base de gels intégrant des polyméres d’origine naturelle : les
polysaccharides 71191 L' IMP a également développé différents types de ionogels physiques a
base de gomme de guar, galactomannane d’origine végétale par simple mélange avec des liquides
ioniques d’imidazolium utilisés comme solvants et agents structurants. Des chaines de
poly(liquide ionique) y ont ensuite été insérées afin de générer des matériaux a plus hautes
performances (en termes de propriétés rhéologiques, thermiques, de conductivité ionique, de
stabilité dimensionnelle...) 1% L’IMP a récemment décrit la possibilité d’utiliser la gomme de
guar comme gélifiant de solvants eutectiques a base de chlorure de cholinium via les travaux de

thése de Jérémy Depoorter

1. La plupart des matériaux mis au point par le laboratoire IMP
répondent aux exigences de I’industrie cosmétique (procédés d’élaboration simples,
hydrophilicité, biodégradabilité, biocompatibilité, caractére renouvelable et durable). Ainsi, le
savoir-faire et les expertises de I’IMP en termes de préparation et de caractérisation de gels a base
de polysaccharides servira de socle de connaissances pour répondre a la question suivante : est-
il possible d’obtenir des matériaux biosourcés aux propriétés rhéologiques intéressantes
(gel, viscoéleasticité) par association de polysaccharides avec le mélange FGE115 et avec les

extraits utilisés par Gattefossé ?

De plus, le laboratoire IMP posséde une équipe spécialisée en analyses par résonance magnétique
nucléaire (RMN) dirigée par Fernande Da Cruz-Boisson. Cette technique, et plus particuliérement
I’expérience NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), fait office de référence dans la
caractérisation de la structure supramoléculaire des solvants NaDES. Cette expertise sera un atout
majeur pour établir une stratégie de caractérisation fine des solvants ternaires a base de fructose,
de glycérol et d’eau. En effet, bien que Gattefossé se soit appuyé sur les travaux de thése de

Yuntao Dai (Université de Leiden, 2013) U1 pour caractériser les solvants NaDES adaptés au
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marché cosmétique [, la compréhension du mécanisme d’obtention de ces mélanges particuliers
restait insuffisante. De plus, I’existence de ces solvants et les méthodes permettant de les
caractériser étaient loin de faire consensus dans la littérature scientifique lorsque les travaux de
Dai et al. ont été publiés. Face a I’absence de consensus sur la nature et le role de ces solvants,
il est encore légitime aujourd’hui de se demander ce qu’est un NaDES et comment le

caractériser ?

Finalement, la complémentarité de ces problématiques de recherche et des expertises relevées est
a origine de 1’émergence de ce projet de thése intitulé : « Gélification d’un solvant

supramoléculaire par des polysaccharides et applications aux extraits végétaux ».

Les objectifs principaux de ce travail de thése sont les suivants :

1) Développer une méthodologie de caractérisations physico-chimiques des solvants ternaires
FGE de compositions variées afin d’établir un lien entre la structure supramoléculaire et le

comportement a I’échelle micro et macroscopique.

2) Concevoir et caractériser de fagon approfondie des matériaux composés d’un solvant

supramoléculaire (FGE115) et de polysaccharides.

3) Etudier le bénéfice de I’ajout d’un polysaccharide sur la stabilité globale (physico-chimique

et/ou microbiologique) des extraits végétaux obtenus avec le solvant FGE115.

En pratique, le potentiel applicatif de ces recherches sera discuté et éprouvé par Gattefossé en
continu tout au long de ce travail de thése en s’intéressant notamment a la caractérisation et a la
gélification d’extraits végétaux déja industrialisés. Pour des raisons de clarté, nous avons choisi
de rassembler tous les travaux applicatifs dans un chapitre indépendant qui se nourrira des
résultats et conclusions obtenus dans les chapitres précédents. Ce manuscrit est donc divisé en

quatre chapitres qui se décomposent comme suit :

Aprés une introduction au principe de la chimie verte, le chapitre I décrira un état de ’art relatif
aux deux grandes thématiques abordées dans ce manuscrit. D’une part, les différents solvants
supramoléculaires rencontrés dans la littérature seront présentés. Nous détaillerons les méthodes
de préparation et de caractérisation de ces solvants. Une attention particuliére sera portée sur les
techniques qui permettent de décrire la structure supramoléculaire de ces mélanges afin d’établir
une méthodologie de caractérisation. Nous discuterons également du role primordial joué par
I’eau dans 1’établissement de liaisons hydrogene qui régissent les associations au sein de ces

mélanges particuliers.
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D’autre part, nous dresserons un état de 1’art des matériaux ayant été obtenus avec des solvants
supramoléculaires et différents gélifiants comme des polyméres de synthése, des acides aminés
ou encore des polysaccharides. Les techniques de préparation et de caractérisation seront
¢galement discutées. Une attention particuliére sera portée aux techniques mettant en ceuvre des
gélifiants d’origine naturelle compatibles avec les exigences cosmétiques et les principes de la

chimie verte.

Comme énoncé précédemment, Gattefossé a initi¢ la caractérisation d’un mélange composé de
Fructose, de Glycérol et d’Eau en proportions molaires 1:1:5, noté FGE115. Cependant, les
connaissances acquises n’étaient pas suffisamment approfondies pour comprendre les
phénomenes intermoléculaires qui gouvernent l’assemblage supramoléculaire au sein de ce
solvant. La majeure partie du chapitre II portera sur la caractérisation fine de différents mélanges
a base de fructose, de glycérol et d’eau. Ces travaux ont été publiés dans Journal of Molecular
Liquids et seront présentés sous ce format %), Dans la suite de ce second chapitre, la stratégie de
caractérisation développée sur les systémes FGE sera, en partie, appliquée a d’autres systémes

composés de bétaine, de propanediol et d’eau.

Dans le chapitre III, nous étudierons la faisabilité de viscosifier, voire de gélifier, le solvant
FGE115 en incorporant des polysaccharides de structures variées. Ce chapitre débutera par une
sélection des polysaccharides adaptés aux exigences de cette thése. Une attention particuliére sera
accordée a la mise en oeuvre d’un procédé simple et peu énergivore afin de discriminer les
polysaccharides et sélectionner une liste réduite des plus prometteurs. Pour plus de clarté, chacun
des polysaccharides sélectionnés sera considéré de maniére indépendante. Chaque sous-partie du

chapitre III sera construite selon un schéma similaire, qui est le suivant :

(i)  Compléments bibliographiques et comportement en solution aqueuse du polysaccharide,
(ii)  Caractérisation du polysaccharide,
(iii) Caractérisation des mélanges FGE + polysaccharide

(iv) Discussion de la possibilité d’obtention de matériaux (gels, solutions viscoélastiques) et

¢tude détaillée de leurs propriétés (en termes de rhéologie et de structure principalement).

Les polysaccharides sélectionnés et utilisés sont le xanthane, 1’alginate de sodium et le k-
carraghénane. Les travaux relatifs a I’introduction de k-carraghénane dans le solvant FGE115 ont
¢été publiés dans ACS Sustainable Chemistry and Engineering et seront présentés sous ce format,

dans la derniére sous-partie du chapitre I 3],
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Le chapitre IV commencera par une introduction a I’extraction végétale, en particulier a son
application industrielle pour 1’obtention d’actifs cosmétiques. Une synthése des travaux de
conception et de développement industriel d’extraits végétaux obtenus avec les solvants NaDES
menés par Gattefossé entre 2012 et 2018 sera ensuite présentée. Cette derniére visera a souligner
les difficultés techniques rencontrées mais présentera également les bénéfices de 1’utilisation de
tels solvants. Cette revue a été publiée dans 1’ouvrage Advances in Botanical Research Eutectic

141 Nous nous demanderons

Solvents and Stress in Plants et sera présentée sous ce format !
¢galement s’il est possible d’obtenir des matériaux aux propriétés physiques intéressantes a partir
d’un extrait végétal supramoléculaire (solvant ternaire + principe actif) ? La comparaison de ces
propriétés avec celles des matériaux obtenus avec le solvant sans principe actif sera entreprise.
Enfin, nous étudierons I’impact de 1’ajout d’un polysaccharide sur la stabilité (physico-chimique
et/ou microbiologique) des extraits végétaux comparativement a la forme liquide, employée

usuellement.
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Chapitre I : Chimie verte, solvants verts et liquides ioniques

I.1 Chimie verte, solvants verts et liquides ioniques

I.1.1 Introduction a la chimie verte

Le développement de I’industrie chimique au cours du XX®™ siécle fut considérable, si bien
qu’aujourd’hui, la chimie fait partie intégrante de notre quotidien. L’essentiel des biens et
produits de consommation (vétements, voitures, téléphones, matériaux, etc.) ont, au moins a une
étape de leur fabrication, un lien avec I’industrie chimique. Cependant, 1’essor de ’industrie
chimique a toujours été entaché de catastrophes aux conséquences humaines ou écologiques
lourdes (scandales de santé publique, rejets et pollutions, pesticides, etc.) qui ont dégradé son
image. Une prise de conscience, collective et internationale, de 1’étendue des effets de la pollution
engendrée par cette industrie a imposé la nécessité de changer le mode de développement des
produits chimiques. Plutdt que de traiter les déchets et produits secondaires, il s’agit d’envisager
de ne pas les produire tout en diminuant la consommation d’énergie des procédés de fabrication.
Un des outils de conception d’une chimie plus durable, ou chimie verte, repose sur 12 principes
développés par Anastas et Warner dans I’ouvrage de référence du domaine : « Green Chemistry
Theory and Practice » ', Le concept de chimie verte est défini par les auteurs comme suit : « La
chimie verte a pour but de concevoir et de développer des produits et des procédés chimiques
permettant de réduire ou d'éliminer ['utilisation et la synthése de substances dangereuses ». Une
illustration de ces 12 principes issue de la littérature est présentée en figure 1.1 2!, Sur la figure
I.1, des termes faisant dorénavant partie de notre quotidien apparaissent comme : efficacité

énergétique, prévention ou utilisation de ressources renouvelables.

12. Accidents prevention

11. Real-time analysis for @J 1. Prevention
pollution prevention
10. Degradation products n @ 2. Atomic economy

design
\

/

9. Caralysis

) 3. Safer chemical
— synthesis
o
4. Safer chemicals design

5. Use of safer solvents and

auxiliaries

8. Reduction of
derivatives

7. Use of rencwable raw @

materials

e %@
®

6. Energy cfficiency

Figure I.1 Illustration des 12 principes de la chimie verte [2!
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Chapitre I : Chimie verte, solvants verts et liquides ioniques

D’autres termes plus spécifiques a I’industrie chimique (catalyse, économie d’atomes, limitation
de T’utilisation de solvants et de réactifs nocifs ou encore définition de conditions de réactions
moins dangereuses) sont devenus des piliers dans la modernisation de ’industrie chimique. Les
douze principes de la chimie verte correspondent donc a des critéres de conception qui fournissent
un cadre a une innovation plus durable. En plein essor depuis le début du XXI®™ siécle, les
réalisations dans le domaine de la chimie verte sont majeures *). Cependant, elles ne sont qu'un
prélude aux grands défis qu'il reste a relever pour inclure efficacement 1’industrie chimique dans
la transition énergétique et écologique. L’application des principes de la chimie verte comme
source d’innovation constitue une piéce maitresse pour mener le principal défi des chercheurs et
ingénieurs contemporains qu’est 1’adaptation des pratiques et la limitation du déréglement
climatique. Ces grandes lignes directrices constitueront le socle des choix et orientations qui

seront développés dans ce manuscrit pour la réalisation de ce projet de thése.

I.1.2 Introduction aux solvants « verts »

Puisque la majorité des réactions et procédés chimiques sont réalisés a 1’état liquide, les solvants
occupent une place stratégique dans le développement du concept de chimie verte. Pour étre
qualifi¢ de solvant « vert », un solvant doit répondre a différents critéres comme &tre non toxique,
biodégradable, recyclable, ou encore non inflammable ¥, Dans une démarche originale, Jessop a
réalis¢ en 2011 une enquéte auprés de chercheurs spécialisés dans I’utilisation de solvants
verts basée sur la question suivante : « Si ['adoption de solvants verts [...] permet de réduire les
dommages environnementaux causés par les activités humaines, alors l'adoption de quelle classe
de solvants sera responsable de la plus grande réduction des dommages environnementaux ? »
(5] 11 a ensuite comparé les résultats aux classes de solvants retrouvées dans les publications de

2010 du journal Green Chemistry.

" solventiess

Figure I.2 Comparaison entre les solvants verts cités par des scientifiques dans le cadre d’une en-
quéte (a) et les solvants verts cités dans Green Chemistry en 2010 (b) 5!
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Chapitre I : Chimie verte, solvants verts et liquides ioniques

En réalisant cette comparaison, Jessop a mis en évidence que les solvants les plus cités dans les
publications (Figure 1.2b) ne sont pas en adéquation avec les solvants cités dans le cadre de son
enquete aupres des scientifiques (Figure [.2a). En effet, parmi les solvants verts les plus
prometteurs pour diminuer 1’impact environmental des activités humaines, les scientifiques
consultés citent par ordre décroissant le CO,, ’eau, les solvants organiques (choisis avec
précautions), les liquides ioniques et les dérivés biosourcés du glycérol. Or, pres de la moitié des
publications traitaient, en 2010, de I’utilisation de liquides ioniques. Le CO; ne se situant qu’a la
quatrieme place aprés ’eau et le sans-solvant. L’auteur explique ces résultats divergents par le
fait que les scientifiques s’orientent plus volontiers vers la découverte de nouvelles propriétés
pour un solvant plutdt que vers la réduction des impacts environmentaux. Il serait trés intéressant
de réaliser cette comparaison 10 ans aprés pour voir I’évolution des orientations des scientifiques.
Finalement, en 2011, Jessop interpellait la communauté scientifique sur I’orientation massive vers

les liquides ioniques et se demandait si ces derniers sont effectivement de bons solvants verts.

I.1.3 Les liquides ioniques, solvants verts ?

L’appellation liquide ionique est utilisée pour décrire un sous-ensemble de la vaste famille des
sels fondus. Les liquides ioniques se caractérisent par une température de fusion inférieure a
100°C. La plupart de ces mélanges sont d’ailleurs liquides a température ambiante ce qui facilite
leur mise en ceuvre. L’obtention d’un liquide ionique repose sur 1’association d’un cation, le plus
souvent organique, et d’un anion organique ou inorganique. D’aprés cette définition, les
combinaisons cations / anions possibles sont multiples et les nouveautés nombreuses. Depuis le
début des années 1990, plusieurs générations de liquides ioniques ont vu le jour comme le résume
la figure 1.3 issue des travaux de Kudlack er al ¢!, Les sels d’imidazolium diversement substitués
sont les plus étudiés. Les anions fluorés (BF4, PF¢, CF3CO>") sont trés utilisés en catalyse
organométallique alors que les dérivés sulfonique (CF3SOs°, C4F9SOs7, (CF3502)2N") sont plus
étudiés pour leur stabilité thermique. De maniére générale, les liquides ioniques se caractérisent
par une grande stabilité chimique et thermique a 1’état liquide. Ils sont généralement visqueux,
non volatils, plus denses que 1’eau et conducteurs. Ainsi, le remplacement de solvants générateurs
de composés organiques volatils (COV) par des liquides ioniques dont la pression de vapeur est
pratiquement nulle a été une des principales motivations ayant conduit a leur essor. Leurs
propriétés spécifiques et le nombre de combinaisons quasiment infini de liquides ioniques a

suscité un intérét dans de nombreux domaines d’activité au cours des 20 derniéres années.
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Chapitre I : Chimie verte, solvants verts et liquides ioniques

9

Les domaines de 1’électrochimie [, des matériaux ! et de la catalyse enzymatique ! sont les

plus documentés. Plus récemment, les liquides ioniques ont également trouvé des applications

(101 '1a production de biodiesel ! les techniques séparatives

dans le traitement de la biomasse
(121 '1a pharmacie 13! ou encore I’extraction sélective de flavonoides des racines de pois d’Angole
(141 Du fait de leurs propriétés physiques facilitant leur recyclage (faible tension de vapeur et bas
point de fusion), les liquides ioniques ont rapidement été classés comme solvants verts. Toutefois,
cette affiliation est souvent remise en cause, voire contestée. Des publications signalent une trés
mauvaise biodégradabilité et une toxicité potentielle de certains liquides ioniques ¢!, De plus, la
syntheése des liquides ioniques requiert souvent des grandes quantités de sels et de solvants utilisés
dans des procédés peu respectueux de I’environnement (synthése multi-étapes). Finalement,
malgré un intérét important de la communauté scientifique pour les liquides ioniques, ces derniers
ne satisfont pas a I’ensemble des exigences de la chimie verte. Dans la continuité des travaux de
recherche sur les liquides ioniques, d’autres mélanges plus en accord avec les principes de la

chimie verte ont vu le jour : les mélanges a transition de phase basse température.
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Designing physical properties
Physical properties: R1 S N+R o
(o]
+ Hydrophobicity R — OH _|'_ N .l HaCo 5
e Viscosity N\ ,N N ﬂN‘—/_ Ra—N—R2 \ F:,_C—ﬁ N—S—CF, s h’{ !"'/\_f-'CHs
*  Density — Rl R3 [| \—/
*  Thermal stability
> (o]
*  Conductivity - \--\ 1l _ 9 _
*  Melting point "’\850 HO-ﬁ-O O—ﬁ—O
0" 0 o] Cl
L cewwmon | Genertion 2 Advanced materls
Designing chemical and physical properties
Chemical Properties: 1 " — “\NJ\N/
TR o N'\ \_/ ~ N‘f\N”%»“
*  Chemical reactivity — / l_\CN \_ N
*  High energy density OEt — HgC--._N+¢\N__.-CH3 NOQ__{ \\~\.""'N02
+  Flammability \ !
Solvatation
*  Oxygenbalance e NF N N
= O,N — Sy NO,
* UV blocker U/ 00 = woor o
*  Chiral induction h e N—N
]
'_ 3™ GENERATION I Generation 3: Pharmaceuticals, Drugs
Biological, chemical and physical properties
Biological properties: L - y
i 0,8
CATIONS o HN HaC
. M 3 o
+  Antibacterial 'N* f\ - _Ph 1\ . O:l< P, 8] j+ JJ
. Ant!fung.al . SN Ph | o o HN“\,/ NH
*  Anticholinergic OH T / Y J
) I
ANIONS HiC, /  [Cha HC” HiC. L. CHy
{ / N
* Emolients N \[ H/
* Antiacne / :‘Q;,/
* \Vitamins / \
«+  Antibiotics HqC CH,

Figure I.3 Classification et propriétés des différentes générations de liquides ioniques proposée
par Kudlack et al. en 2015 [!
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

I.2 Les mélanges a transition de phase basse température

I.2.1 Les LTTM

Les mélanges a transition de phase basse température, ou Low Transition Temperature Mixtures
(LTTM) 3], sont des mélanges a température de fusion (7)) et/ou a température de transition
vitreuse (7,) plus basse que celle de chacun des constituants de départ. Les liquides ioniques font
partie des premiers LTTM décrits dans la littérature. Dans 1’objectif de diminuer la toxicité de ces
derniers, l’utilisation de sels organiques non dangereux pour ’Homme et ’environnement a
permis I’obtention de mélanges ioniques et liquides a température ambiante au début des années
2000. Le Pr. Abbott est reconnu comme étant le pionnier dans la découverte de ces mélanges qu’il
a appelés les solvants eutectiques profonds ou Deep Eutectic Solvent (DES) dans la littérature
Anglosaxonne %), Le chlorure de cholinium (ChCl), est de loin le composé le plus utilisé pour la
formation de DES. Il s’agit d’un ammonium quaternaire peu cher, biodégradable et non
toxique utilisé principalement en alimentation animale. Ce composé permet de former des
solvants eutectiques avec des composés tels que [’urée, les acides aminés, les acides
carboxyliques et les polyols '), Citons par exemple le mélange ChCl / urée dont le diagramme

de phase a été publié en 2003 (figure 1.4) 16,

\ cl- 350
e N‘\/\/ OH 300 l

250
Choline chloride 200} O
Il
o) o}
o 150 P
R = ™ HoN NH,
100 Urea
Bl
L
50 - ] |
[
1]
04 =
T T T T T T
0 20 40 60 80 100
mol % Urea

Figure 1.4 Evolution du point de fusion de mélanges ChCl/urée en fonction de la composition molaire
et structures des composés, adaptée de Abbott et al. [16]

Sur la figure 1.4, on remarque que les points de fusion des composés purs sont respectivement de
302°C et 133°C alors que le point de fusion du mélange en proportion molaire 1:2 (66 % mol
d’urée) est de 12°C. La diminution significative du point de fusion s’explique par 1’existence de
liaisons hydrogéne entre 1’accepteur de liaisons hydrogéne, ou HBA pour « Hydrogen Bond
Acceptor » : ici le ChCl, et le donneur de liaisons hydrogéne, ou HBD pour « Hydrogen Bond

Donor » : ici ’urée.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Ce mécanisme a été plus précisément décrit depuis par la réalisation de simulations de dynamique

(181 Les auteurs indiquent qu’avec 1’augmentation de la proportion en urée, les

moléculaire
interactions entre le cation cholinium et 1’anion chlorure (R-OH---Cl) diminuent au profit
d’interactions avec 1’urée (NH---Cl). Ils confirment que la proportion molaire 1:2 entre ChCI et
I’urée correspond a la composition qui permet de maintenir un équilibre de force entre toutes les
liaisons hydrogene, ce qui conduit au point de fusion le plus faible, autrement dit, a la composition
eutectique. De nombreuses combinaisons eutectiques impliquant un HBA et un HBD ont été
développées sur le méme modéle. Ces nombreux systémes se répartissent en quatre catégories

dépendantes de la nature des composés (tableau 1.1) [*],

Type | Formule générale Terminologie Exemple
I Cat"X zMCl, M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In ChCl + ZnCl,
11 Cat"X zMCl, yH,O M = Cr, Co, Cu, Ni, Fe ChClI + CoCl,.6H,0
111 Cat'X zRZ Z = CONH,, COOH, OH ChCl + Urée
v MCIL + RZ M = Al, Zn and Z = CONH,, OH ZnCl, + Urée

Tableau 1.1 Classification des Deep Eutectic Solvents selon le type de précurseurs [°]

Bien que les DES de type I et Il soient trés proches des liquides ioniques, ils ne sont pas considérés
en tant que tels car des interactions de type liaisons hydrogéne complémentaires aux interactions
ioniques ont été mises en évidence entre les composés 2%, Les DES de type I1I sont les plus décrits
dans la littérature. Ils sont généralement composés d’un sel organique en association avec un
acide carboxylique, un polyol, ou un amide. Leurs avantages résident dans 1’association de
composés organiques non dangereux, peu onéreux et biodégradables conduisant a une phase

(191 Ces mélanges particuliers

liquide non volatile et présentant une biodégradabilité accrue
permettent, dans une proportion molaire précise, d’obtenir un mélange eutectique comme

explicité précédemment pour le mélange ChCl:urée (1:2 mol).

Pourtant, d’aprés les travaux de Martins et al., ’existence de liaisons hydrogéne entre les
composés constitutifs d’un mélange est insuffisante pour pouvoir utiliser 1’appellation de Deep
Eutectic Solvents. En effet, les auteurs ont démontré que seuls les mélanges présentant un point

de fusion inférieur au point de fusion calculé par la loi de mélange idéal pouvaient entrer dans

21]

cette classification [?!!. La figure 1.5 proposée par Tracy El Achkar dans son manuscrit de thése

est adaptée des travaux de Martins et al. et illustre la différence de température de fusion entre

un mélange idéal et un solvant eutectique profond (DES) %21,
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

T (B)

AT,

Temperature

Ideal Eutectic T°

Eutectic T°

0 Mole fraction of B 1

Figure I.5 Diagramme de phase solide-liquide représentant un point eutectique idéal
(ligne rouge) et un solvant eutectique profond (DES) (ligne verte) [22]

D’autre part, certains mélanges binaires ne possédent pas uniquement un point de fusion mais
également une température de transition vitreuse (7). C’est notamment le cas pour les mélanges
contenant des monoterpenes pour lesquels une classe V de DES a été introduite par Abranches et
al. 2, Le diagramme de phase correspondant aux mélanges thymol / menthol permet d’illustrer

cette cinquieme classe de DES (figure 1.6).

<" OH OH
A

(-)-menthol Thymol

0 © %0 @gp o 0 0
0.0 0t2 0'.4 0'.6 0:8 1.0
xnu'mol

Figure 1.6 Diagramme de phase du systéme binaire menthol/thymol. Les prédictions par loi de mélange
idéal (ligne pointillée) et par COSMO-RS (ligne pleine) sont indiquées ainsi que les T (¢) et les T, (@) 23]

Sur la Figure 1.6, on remarque que les valeurs expérimentales de Ty sont inférieures a celles
modélisées par la loi de mélange idéal (ligne pointillée). Les auteurs démontrent la non-idéalité
du systéeme par I’établissement de liaisons hydrogéne entre le thymol et le menthol. La
modélisation par COSMO-RS (ligne pleine) confirme qu’il existe une composition eutectique
pour le mélange thymol/menthol (Xuymot = 0,46). Expérimentalement, il apparait également que
toutes les compositions présentent une 7, comprise entre -50 et -70°C. Le terme DES tel que
défini précédemment est uniquement adapté a la combinaison eutectique. Il est par conséquent
inexact de ['utiliser pour décrire I’ensemble des combinaisons thymol/menthol bien qu’elles

présentent de faibles températures de transition de phase.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Enfin, d’autres combinaisons ne permettent pas d’obtenir un diagramme de phase. C’est
notamment le cas pour le mélange ChCl:acide malonique (DES de type III) pour lequel aucune

cristallisation n’est observée jusqu’a -80°C [24]

. Les auteurs ont indiqué que la viscosité
importante des mélanges peut empécher la croissance de cristaux. Les auteurs ont donc pointé
I’impossibilité d’utiliser le terme eutectique stricto sensu pour ce type de mélange et ils ont

introduit ’appellation plus générale de « Low Transition Temperature Mixtures (LTTM) » 131,

Finalement, la littérature scientifique regroupe pléthore d’articles mentionnant le terme de DES
sans que le mélange étudié remplisse les critéres énumérés précédemment. Il y a lieu d’étre
vigilant d’autant que la diversité des constituants pouvant entrer dans la constitution de DES a
fait apparaitre différentes sous-catégories depuis la publication des travaux du Pr. Abbott en 2003.
On citera par exemple les appellations suivantes : Natural Deep Eutectic Solvents (NaDES) 1*%)
lorsque les composés de départs sont d’origine naturelle, Hydrophobic Deep Eutectic Solvents
(HDES) *) quand le mélange obtenu est hydrophobe (menthol/thymol), les Therapeutic Deep
Eutectic Solvents (THEDES) ") si un des composés de départ est un principe actif
pharmaceutique (ex : ibuprofen), les Bronsted Acidic Deep Eutectic Solvent (BADES) *® pour les
mélanges contenant des acides de Lewis ou encore les Supramolecular Deep Eutectic Solvents
(SUPRADES) ! obtenus via I’utilisation de cyclodextrines. En dépit de leur introduction
relativement récente dans la littérature, ces diverses appellations ont déja conduit a des milliers
de publications scientifiques. Toutefois, certains mélanges peuvent étre retrouvés sous différentes
terminologies dans la littérature. A titre d’exemple, le mélange ChCl:urée (1:2 mol) correspond
a la composition eutectique avec une Ty de 12°C (DES), la T, de ce mélange est de -75,55°C 30
(LTTM) et les composés de départs sont d’origine naturelle (NaDES). Les différentes appelations
utilisées pour un méme mélange peuvent parfois étre source de confusion. Les auteurs ayant
pointé ces incohérences suggerent de regrouper ces différentes appellations sous le terme LTTM

311-331 Nous sommes en accord

afin d’éliminer les sources de confusions dans les dénominations |
avec cette interpétation et ¢’est pourquoi 1’utilisation du terme LT7TTM sera privilégiée autant que

faire se peut dans la suite de ce manuscrit.

En raison de I’essor des principes de la chimie verte, les chercheurs académiques et industriels
s’orientent de plus en plus vers les systémes LTTM obtenus avec des composés d’origine naturelle,
également appelés NaL TTM. Si une interrogation similaire a celle réalisée par Jessop 10 ans plus
tot (cf. Figure 1.2) était réalisée aujourd’hui, les termes NaDES et NaLTTM apparaitraient
nécessairement dans les résultats. Dans le cadre des enjeux de cette these, ces mélanges NaLTTM

ont fait ’objet d’une attention toute particuliere.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

I.2.2 Les LTTM d’origine naturelle

Dans la littérature, la majorité des LTTM d’origine naturelle est retrouvée sous 1’appelation de
Natural Deep Eutectic Solvents (NaDES) 2. Cette appellation a été introduite en 2011 par une
équipe de I’Université¢ de Leiden spécialisée en métabolomique : une science qui ¢tudie la
formation et le devenir des métabolites présents dans une cellule, un organe ou un organisme
végétal. L analyse métabolomique repose principalement sur 1’utilisation de la chromatographie
gazeuse et de la Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) afin d’obtenir une cartographie
qualitative et quantitative des composés contenus dans un organisme P4, Les données collectées
par les équipes des Pr. Verpoorte et Pr. Choi ont mis en évidence que certains métabolites
primaires (acides aminés, sucres, acides organiques et surtout le chlorure de cholinium) sont
présents en quantité trés importante dans de nombreux organismes végétaux. Ils ont alors formulé
une hypothése selon laquelle ces composés joueraient le réle de solvant dans les voies
biochimiques du développement des métabolites . En effet, tous les composés caractérisés dans
leurs travaux semblaient étre d’excellents candidats a I’obtention de DES. Comme illustré par la
figure 1.7, les auteurs ont démontré que des liquides visqueux présentant des similitudes avec les
DES pouvaient étre obtenus par simple mélange de solides (sucrose, fructose, glucose, acide
malique) dans des proportions molaires adéquates 133!, C’est notamment le cas pour les mélanges

sucrose-fructose-glucose (1:1:1 mol) et sucrose-acide malique (1:1 mol).

Current Opinion in Food Science

Figure 1.7 Illustration de LTTM obtenus a partir de molécules naturelles : sucrose (1), fructose
(2), glucose (3), acide malique (4), sucrose-fructose-glucose (1:1:1 mol) (5) et sucrose-acide
malique (1:1 mol) (6) [35]

De plus, des études de solubilité de composés naturels peu solubles dans I’eau (rutine, quercétine,
acide cinnamique, carthamine, anthraquinone, taxol) et de macromolécules d’origine naturelle

(gluten, ADN et amidon) ont montré que certains NaDES a base de chlorure de cholinium ou

\

d’acide organique présentent des aptitudes a solubiliser et a stabiliser les composés dissous

nettement supérieures a celles de 1’eau (Tableau 1.2) B¢,
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Solubility of small molecules (m mole) including rutin, quercetin, cinnamic acid, carthamin, 1,8-dihydroxyl-anthraquinone, taxol, ginkgolide B and macromolecules

(g/molegene) including gluten, DNA and starch in different natural deep eutectic solvents or ionic liquids (n=3).

Compounds H,0 PCH? GCH? LGH® XoCH?
Small molecules Rutin* 0.01 107.09 1206 2036 114.15
Quercetin® 0.0004 117.60 106.19 257 166.95
Cinnamic acid? 0.13 12847 4054 124.6 44.29
Carthamin® 0.02 421 277 041 6.77
1.8-Dihydroxyl anthraquinone? 0.00 0.12 0.26 041 0.14
Taxol* 0.0002 295 0.46 345 0.13
Ginkgolide B* 0.01 3834 651 249 1162
Macromolecules Gluten* 0.03 0.06 o0.10 264 023
DNA? 456 0.92 1.20 157.01 181
Starch® =< 247 7.55 1.67 =<

* Detection temperature at 40 C.

b Detection temperature at 100°C.

© Not detected.

¢ 1,2-Propanediol-choline chloride-water (PCH). glucose-choline chloride-water (GCH), lactic acid-glucose-water (LGH) and xylitol-choline chloride-water (XoCH).

Tableau 1.2 Solubilité de molécules dans des NaDES comparativement a I’eau [3¢]

Les différents exemples décrits dans la tableau 1.2 attestent bien qu’en fonction des composés
constitutifs d’un mélange NaDES, il est possible de solubiliser des molécules naturelles qu’elles
soient apolaires, de polarité intermédiaire ou polaires. Autrement dit, un choix judicieux des
composés de départ permet d’adapter la polarité d’un mélange a son application. Par exemple,
Gonzélez et al. ont étudié la solubilité de la vanilline dans 14 NaDES différents [*7). Les auteurs
concluent que les NaDES peuvent représenter des solvants alternatifs pour 1’extraction d’aromes
naturels (comme la vanilline) ou la solubilisation d’aromes alimentaires. Gattefossé a adapté le
concept des NaDES aux contraintes du marché cosmétique afin d’innover dans le développement
d’actifs biologiques obtenus par extraction végétale (cf. Chapitre IV) Pl L’extraction de
macromolécules d’origine naturelle (protéines, polysaccharides, lipides) par des solvants de types
DES et NaDES a récemment fait I’objet d’une revue publiée par Ling et Hadinoto P!, Enfin, les
NaDES sont également décrits comme des milieux permettant de stabiliser des enzymes et des
protéines (ADN, ARN) %1, L’ensemble de ces données semble valider I’hypothése formulée par
Choi et al., selon laquelle les NaDES joueraient un role majeur dans les cellules végétales %),
Plus particuliérement, ces mélanges pourraient constituer des phases liquides permettant la

[36

biosynthése de métabolites secondaires peu solubles dans 1’eau %, On peut toutefois regretter

que peu de travaux étudient véritablement leur role dans les organismes végétaux 41,

Finalement, nous avons vu que la littérature scientifique recense des centaines de combinaisons
permettant d’obtenir des LTTM a partir de précurseurs biosourcés [151: B61: 14211431 " Afin de réduire
le champ de ces recherches bibliographiques et, en accord avec la définition d’un NaLTTM, nous
nous sommes attachés a faire la revue des combinaisons pour lesquelles une valeur de température
de transition vitreuse (7,) est explicitement reportée. Les résultats de ces recherches ont permis
d’identifier 139 combinaisons différentes qui sont décrites dans le tableau placé en annexe 1. Une

premiére exploitation globale de I’annexe I est détaillée sur la figure 1.8.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

139 NalLTTM
(dont la T, est renseignée)
65% NalLTTM binaires 35% NalLTTM ternaires
(HBA + HBD) l_ (HBA + HBD + C3)
15% NalLTTM ternaires 85% NaLTTM ternaires
C3 #eau C3=eau

W AA + HBD
= R-COOH + R-COOH

m’ = ChCl + HBD + eau
m ChCl + HBD

sel + HBD AA + R-COOH + eau

" ucres + HED Sucres + HBD + eau
Menthol + HBD
® HBA + glycerol |! Polyol + R-COOH + eau

Légende : ChCl = chlorure de choline / R-COOH = acides organiques / AA = acides aminés / HBD = Hydrogen Bond Donor / HBA = Hydrogen Bond Acceptor

Figure 1.8 Interprétation graphique du recensement des NaLTTM dont la T, est renseignée dans la
littérature (cf. Tableau Annexe I)

D’apres la figure 1.8, la majorité des combinaisons identifiées sont des systémes binaires HBA +
HBD (65%). Parmi elles, 37% concernent des associations acides aminés + HBD et 31% des DES
de type III (ChCl + HBD). Les mélanges sucres + HBD représentent 14% des systemes NaLTTM
binaires et les autres combinaisons sont nettement moins documentées (< 7%). En ce qui concerne
les NaLTTM ternaires, dans plus de 85% des cas le troisieme composé (noté C3) est de 1’eau.
Parmi eux, 59% correspondent a des combinaisons sucres + HBD + H,O alors que prés d’un tiers
(29%) sont obtenues par ajout d’eau dans des DES de type III (ChCl + HBD + H,0). Cette
premicére lecture macroscopique des résultats permet de faire ressortir que les systémes (avec ou

sans eau ) les plus décrits dans la littérature sont :

1. les DES de type III (ChCl + HBD)
2. les NaLTTM acides aminés + HBD (majoritairement des acides organiques)

3. les NaLTTM composés de sucres et d’un HBD

Ces recherches bibliographiques ont également permis d’identifier un intérét croissant pour
I’étude et la mise au point de NaLTTM apolaires (a base de menthol principalement). Grace a la
diversité des systémes identifiés, une exploitation plus fine permettra de détecter des tendances
quant a I’impact de la composition (nature, rapport molaire, quantité d’eau) sur les propriétés de
ces mélanges (§ 1.2.4). Mais intéressons-nous tout d’abord aux méthodes de préparation de ces

NaLTTM.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

I1.2.3 Préparation des NaLTTM

Nous avons vu précédemment que la littérature pouvait étre source de confusion quant a la
composition de mélanges décrits comme des NalLTTM. Concernant la préparation de ces
mélanges, les méthodes sont générales et non spécifiques a une appellation. Quatre méthodes de
préparation ont été identifiées pour I’obtention des NaLLTM décrits dans I’annexe I. Ces

méthodes différent selon la nature des composants et 1’application envisagée pour ces mélanges.

1. La méthode la plus décrite conjugue agitation et chauffage des composés de départ 165361 Ces
derniers sont placés dans un flacon et agités a 1’aide d’un barreau magnétique. Le chauffage est
réalis¢ par immersion dans un bain thermostaté ou a 1’aide d’une plaque chauffante. Les
températures de préparation peuvent varier selon les auteurs mais une gamme de température
allant de 50 a 90°C est classiquement retrouvée. L’agitation sous chauffage est souvent maintenue
jusqu’a ce qu’une solution limpide et homogéne soit obtenue. Lorsque les temps de préparation

sont précisés, ils se situent généralement entre 30 et 120 minutes.

2. Une seconde méthode particuliérement adaptée aux mélanges ne comportant pas ou peu d’eau
fait intervenir I’évaporation de cette derniére *®!. Dans ce cas, les composés de départ sont dissous
dans un exces d'eau. Le mélange est ensuite placé dans un évaporateur rotatif sous vide pour
éliminer I’eau. Le liquide obtenu aprés évaporation est placé dans un dessiccateur jusqu'a ce que
sa masse reste constante. Cette méthode de préparation ne permet pas de contrdler la teneur en
eau du mélange, elle est donc souvent couplée a un dosage de 1’eau résiduelle par titration Karl -

Fischer P71 [63],

3. Une troisiéme méthode intitulée « freeze-drying method » est également reportée %4, Les
composés sont premicrement dissous dans un exces d'eau. La solution aqueuse est ensuite
congelée puis lyophilisée. Le liquide obtenu apres lyophilisation est placé dans un dessiccateur
jusqu'a ce que sa masse reste constante. Cette méthode couplant congélation et lyophilisation est

trés énergivore, longue et nécessite un dosage de I’eau résiduelle en fin de préparation.

4. Plus récemment, des techniques d’intensification de la méthode couplant chauffage et agitation
ont été proposées avec I’utilisation de micro-ondes [**! ou d’ultrasons !°®l, Dans les deux cas, les
auteurs visent a réduire le temps et la consommation d’énergie de 1’étape de préparation du
mélange. Les travaux de Gomez et al. comparent les temps de préparation d’un mélange acide
lactique / glucose / eau par la méthode conventionnelle et par une méthode assistée par micro-

ondes 31,
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Les auteurs ont rapporté une diminution du temps de préparation considérable (20 s vs 1 h) et une
consommation d’énergie 650 fois plus faible. Cependant, les auteurs ont également décrit des
différences significatives concernant le pH et la conductivité des mélanges obtenus par les deux
méthodes. Cela est certainement dii a une dégradation du glucose en milieu acide. Les travaux de
Santana et al. concernent la préparation de mélanges a base de xylitol, d’acide citrique, d’acide
malique et d’eau [®%). Les mélanges ont été préparés par agitation et chauffage (méthode 1) et en
utilisant les ultra-sons ou les micro-ondes. Les auteurs ont comparé les propriétés physiques
(densité, viscosité), les profils de dégradation thermique (analyse thermogravimétrique) et les
bandes caractéristiques par spectroscopie infra-rouge des mélanges obtenus. Trés peu de
différences ont été mises en évidence par les auteurs qui concluent que les techniques
d’intensification sont prometteuses pour préparer des NaLTTM. Toutefois, les auteurs temperent
leur conclusion en insistant sur les avantages de la méthode couplant agitation et chauffage
(simplicité et application industrielle). Bien que prometteuses, les techniques de préparation
assistées par micro-ondes ou ultrasons sont encore trop peu décrites dans la littérature pour

pouvoir étre généralisées.

En conclusion, la méthode couplant chauffage et agitation apparait comme la plus en accord avec
les principes de la chimie verte puisque les opérations énergivores (congélation, lyophilisation,
évaporation) sont évitées. Cette méthode nécessite du matériel standard et peut aisément étre
appliquée industriellement. La plupart des auteurs utilisant cette approche maintiennent chauffage
et agitation jusqu’a ce qu’une solution optiquement limpide et homogene soit obtenue. D’autres
chercheurs, comme Aroso et al., démontrent I’absence de cristaux par observation du liquide en

671 11 est également

microscopie a lumiére polarisée, validant ainsi la préparation des LTMM !
possible de démontrer 1’absence de cristaux au sein d’un L77TM par analyses de diffraction des
rayons X [#¢1 La validation d’une méthode de préparation peut également étre discutée par la
caractérisation des propriétés physico-chimiques d’un mélange puisque chaque systéeme LTTM se
caractérise par des grandeurs physiques propres. Typiquement, la détermination de la viscosité,
de la densité ou des températures de transition est un moyen adapté pour valider la préparation

d’un mélange déja décrit.

Dans la prochaine partie, nous allons détailler les différentes propriétés décrites pour les
NaLTTM. Compte-tenu des définitions énoncées précédemment pour les mélanges a transition de
phase basse température (§ 1.2.1 et 1.2.2) et du recensement des 7, de ces mélanges (Annexe 1),
les propriétés thermiques de ces mélanges seront discutées de fagon plus approfondie, avant d’étre

reliées aux autres propriétés physico-chimiques.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

I1.2.4 Propriétés des NaLTTM

Le nombre important de composés pouvant entrer dans la composition de mélanges NaLTTM fait
que la littérature regroupe une multitude de travaux de caractérisation des propriétés physico-
chimiques. De nombreuses revues plus ou moins récentes sont d’ailleurs disponibles [20): [681-172):
(431 Ce paragraphe détaille les principales caractéristiques physico-chimiques décrites pour les

mélanges NaLTTM recensés en annexe I.

I1.2.4.1 Propriétés thermiques

[.2.4.1.1 Les températures de transition

La détermination des températures de transition (7 et/ou T,) des NaLTTM est primordiale pour
estimer la plage de température dans laquelle ces mélanges sont liquides. La calorimétrie
différentielle a balayage (DSC) est classiquement utilisée a cet effet. En ce qui concerne la
détermination des points de fusion de mélanges binaires, [’analyse par DSC de différentes
compositions permet de construire des diagrammes de phase comme nous ’avons vu pour le
mélange ChCl:urée en figure 1.4 et pour le mélange menthol:thymol en figure [.6. Zhang et al.
ont publié une revue faisant état des 7y de 33 combinaisons ChCl + HBD !*%., En fonction de
I’HBD, les Ty varient entre -66°C pour I’éthyléne glycol et +149°C pour la diméthylurée. Les
auteurs ont également noté que des liquides a température ambiante sont obtenus lorsque des
acides organiques (acide malonique, acide 1évulinique) ou des polyols (xylitol, sorbitol) sont
utilisés en combinaison avec le ChCl. La Ty d’un mélange dépend donc de la nature et des
proportions des constituants impliqués dans le mélange. Il en est de méme pour la température de
transition vitreuse (7). Afin de discuter ce point, nous allons nous appuyer sur le tableau de
I’annexe I. On note tout d’abord que les NaLTTM recensés dans ce tableau se caractérisent par
des T, comprises entre +15°C pour le systéme ChCl:maltitol (1:1 mol) et -110°C pour le systeme
ternaire ChCl:propanediol:eau (1:1:1 mol). Expérimentalement, 1’utilisation d’une DSC avec un
systeme de refroidissement a 1’azote est souvent nécessaire pour pouvoir déterminer la 7, des

systémes NaLTTM compte-tenu des trés basses valeurs de 7, identifiées dans la littérature.

Lorsque 1’on se focalise sur les systémes NalLTTM binaires en proportion é¢quimolaire (1:1 mol)
recensés dans le tableau de 1’annexe I, il est possible de discuter de I’impact de la nature des

constituants comme le montre la figure 1.9.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

AA + R-COOH (1:1 mol) Sucrose / Citric acid
ChCl + HBD (1:1 mol) Glucose / tartaric acid

Menthol + HBD (1:1 mol) Betaine / oxalic acid dihydrate
Betaine / malic acid

Betaine / urea
Glycine / malic acid
Alanine / malic acid
Proline / malic acid
Proline / malic acid
Proline / glycolic acid
Proline / oxalic acid anhydrous
Proline / oxalic acid dihydrate
Proline / lactic acid
ChCl / sucrose
ChCl / citric acid
ChCl / glucose
ChCl / oxalic acid dihydrate
ChCl / oxalic acid anhydrous
ChCl / malic acid
[ L-menthol / sesamol
I L-menthol / thymol

I L-menthol / thymol
I L-menthol / carvacrol

60 50 -40 -30 20 -10 0
T, (°C)

Figure 1.9 Valeurs de T, (issues de I'annexe I) des systémes NaLTTM binaires en
proportion molaire (1:1) en fonction du couple HBA / HBD

L’utilisation de barres de couleur différentes permet de distinguer les 3 catégories de systemes
NaLTTM identifiées auparavant. Bien qu’il y ait des contre-exemples, ces derniéres peuvent étre

classées en fonction des valeurs de 7, comme suit:
T¢(ChCl + HBD) = T,(Acides Aminés + Acides organiques) < Ty(Sucres + HBD)

L’intérét de comparer les systemes équimolaires réside dans la possibilité de discuter de
I’influence d’un composé sur la valeur de 7, obtenue pour un mélange binaire. Par exemple, dans
les systéemes ChCl + acides, on observe que le systéme a base d’acide malique présente une T,
inférieure a celles obtenues avec 1’acide oxalique et 1’acide citrique. Ces observations sont
cohérentes avec les travaux de Abbott ef al. relatifs a I’étude des propriétés thermiques de
mélanges ChCl + acides organiques 7?1, En effet, les auteurs ont indiqué que pour les diacides
(acides malique et oxalique), le point eutectique est obtenu pour un mélange (1:1 mol) alors que
pour les triacides (acide citrique), le point eutectique se situe plutot dans la région entre 30 et 35
% molaire d’acide, soit 1 mole d’acide pour 2 moles de ChCIl. On en déduit que le mélange
ChCl:acide citrique (1:1 mol) ne correspond a la composition eutectique. La 7, de ce mélange est
par conséquent nettement supérieure a celles des autres combinaisons ChCl:acide organique qui,

elles, correspondent a des proportions eutectiques.

Benoit CAPRIN 29
Thése au sein de I’école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023

UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres

Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette theése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf

© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

En ce qui concerne les mélanges ChCl + sucres, on observe que la T du systéme ChCl + glucose
est inférieure a celle du systeme ChCl + sucrose. Dans ce cas, les 7, des mélanges sont corrélables
avec la valeur des Ty des sucres : glucose (T; = 38°C) et sucrose (T, = 62°C) "%, La seconde
catégorie de NaLTTM majoritaire dans la littérature correspond aux mélanges composés d’acides
aminés et d’acides organiques. L’impact de la nature de 1’acide aminé peut étre commenté en
s’intéressant aux combinaisons (1:1 mol) de différents acides aminés avec 1’acide malique. Les
Ty relevées évoluent comme suit : T, (Alanine + Ac. malique) (-43°C) < Ty (Glycine + Ac. malique) (-
34°C) < T, (Bétaine + Ac. malique) (-20°C) < T (Proline + Ac. malique) (-14°C). Cependant, les T, des
acides aminés purs évoluent dans 1’ordre inverse : Ty Alanine (+347°C) > T, Glycine (+325°C) > T,
Proline (+150°C) 73, Dans le cas de ces mélanges acide malique:acide aminé (1:1 mol), il
semblerait que ce soit la structure de 1’acide aminé plutdt que sa 7, qui influence la valeur de T,
du mélange. De plus, I’azote d’un acide aminé peut se protoner en présence d’eau, il peut donc
étre HBA et/ou HBD. L impact de la présence d’eau sur ce type de mélange peut €tre discuté a
partir de la figure 1.9. A titre d’exemple, 2 valeurs différentes de 7, sont rapportées pour le
mélange proline:acide malique (1:1 mol), respectivement -5°C 24 et -14°C 611, Dans le premier
cas, les auteurs indiquent avoir séché sous vide les solides avant préparation du NaLTTM alors
que dans le second cas, les auteurs n’indiquent pas avoir pris ces précautions. Ainsi, méme une
tres faible quantité d’eau influence la 7y d’un mélange a base d’acide aminé. Les travaux de Dai
et al. indiquent une 7, de -61°C dans le cas d’un mélange proline:acide malique:eau (1:1:3 mol).
L’impact de la quantité d’eau sur les propriétés thermiques est donc considérable. La méme
tendance est observée en comparant les valeurs obtenues en utilisant soit de 1’acide oxalique
anhydre, soit de 1’acide oxalique dihydraté en mélange équimolaire avec la proline !, Lorsque
I’acide dihydraté est utilisé, les auteurs rapportent une valeur de 7, de -43°C contre -14°C avec
I’acide oxalique anhydre. Dans le second cas, la proline n’est pas sous forme protonée alors
qu’elle le devient en présence d’eau ce qui favorise 1’établissement de liaisons hydrogéne.
Toutefois, une observation inverse est effectuée par les auteurs en mélangeant ces acides
oxaliques (anhydre et dihydraté) avec le ChCl en proportion molaire (1:1mol). La 7, du mélange
anhydre (-46°C) est inférieure a celle obtenue avec la forme dihydratée (-40°C), ce qui peut
paraitre contre intuitif a premiére vue. Cela est dii aux interactions entre le cation cholinium et
I’eau comme nous I’expliquerons plus en détail par la suite (§ 1.2.6). Ainsi, la T, d’un mélange
dépend fortement de la quantité d’eau mais surtout de la maniére dont I’eau va s’intégrer au
systeme.

A travers cette catégorie de mélanges binaires équimolaires, il apparait que les mécanismes
d’association entre les composés sont complexes (liaisons hydrogéne, forces de Van der Waals,
etc.) et doivent étre considérés pour expliquer la valeur de 7,. Les NaLTTM sont donc bien des

mélanges complexes que les lois de mélanges classiques ne peuvent pas décrire avec précision.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

A partir de I’annexe I, il est également possible de discuter I’impact de la proportion des composés
qui constituent le mélange. Par exemple, les travaux de Zdanowicz et al. rapportent, entre autres,
les T, de systémes binaires glycérol:fructose (de 2:1 a 6:1 mol) 3. Les valeurs de T, de ces
systémes sont comprises entre -56°C pour le rapport 2:1 et -73°C pour le rapport 6:1 (tableau I.3).
Ces valeurs diminuent avec l’augmentation de la proportion molaire en glycérol. Ainsi, en
augmentant la proportion du composé présentant la plus faible 7 il est possible de diminuer la 7,

d’un mélange binaire.

TT™ T, [°Q]
FrucG 1:2 —55.7
Fruc:G 1:3 —62.9
FrucG 1:4 —68.2
FrucG 1:5 —69.9
FrucG 1:6 —72.5
Gluc:G 1:3 —64.0
Gluc:G 1:4 —68.5
GlucG 1:5 —67.0
Gluc:G 1:6 —68.9
Suc:G 1:6 —67.4

Tableau 1.3 Valeurs de T, rapportées par Zdanowicz et al. pour des systémes sucre : glycérol [53]

L’impact de I’ajout d’un tiers corps dans un NaLTTM ressort également du tableau de I’annexe I.
Par exemple, les travaux de Chemat et al. rapportent les 7, obtenues pour des mélanges ternaires

[301 et les travaux de Craveiro et al. traitent de 1’ajout

composés de ChCl, d’urée et d’arginine
d’eau dans un mélange ChCl:xylose (2:1 mol) 7! (Tableau 1.4). Les travaux de Chemat indiquent
que I’ajout de tres faibles quantités d’arginine dans le NaLTTM ChCl:urée (1:2 mol) augmente
significativement la valeur de 7, du mélange ternaire comparativement au mélange binaire sans
arginine B%. A D’inverse, les travaux de Craveiro ef al. montrent que 1’ajout progressif d’eau dans
un systéme ChCl:xylose (2:1 mol) conduit & une diminution progressive de la valeur de 7, des

mélanges ternaires (7, = -61.3°C pour 5% m/m d’eau) comparativement au mélange binaire (7 =

-51.2°C) 571,

:Z:::f::‘(:;:‘; H[y)::‘oogre(l;;;r;d Third Compound molar ratio T4 (°C) Référence

71 choline chloride urea / 1:2 -75.55

72 choline chloride urea arginine 1:2:0.05 -62.67

73 choline chloride urea arginine 1:2:0.10 -59.22 Chemat et al. 2016 %
74 choline chloride urea arginine 1:2:0.15 -59.11

75 choline chloride urea arginine 1:2:0.20 -54.42

86 choline chloride xylose / 2:1 -51.2

90 choline chloride xylose water 2:1+2.2wt% -58.5 X 157]
91 choline chloride xylose water 2:1+3.8wt% -59.1 Craveiro et al. 2016

92 choline chloride xylose water 2:1+5.0wt% -61.3

Tableau I.4 Extraction de données de T, issues du tableau récapitulatif placé en annexe I
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Pour ces exemples, les T, observées sont corrélables avec la valeur de 7, du tiers corps ajouté
dans ces mélanges binaires. En effet, I’eau (T, = -137°C) U#! présente une T, inférieure a celle du
systéme ChCl:xylose (2:1 mol) (7, =-51°C) et va diminuer la 7, du mélange ternaire. A ’inverse,
I’arginine (T, = 137°C) 73 se caractérise par une T, supérieure a celle du mélange ChCl:urée (1:2
mol) (7y = -75°C). Son ajout, méme en tres faible proportion, va ainsi conduire a I’augmentation
de la 7, du mélange ternaire. L’exploitation de I’annexe I met donc en évidence que la nature des
constituants, leur proportion molaire, la présence ou non d’un tiers corps mais surtout la nature
des interactions (liaisons hydrogéne, forces de Van der Waals, etc.) entre les composés

influencent la valeur de 7, du mélange NaLTTM.

[.2.4.1.2 La température de dégradation

La détermination de la température de décomposition (7;) d’un NaLTTM est classiquement
déterminée par analyse thermogravimétrique (ATG). Les auteurs ayant utilisé cette technique
pour décrire des mélanges a base de ChCl ont rapporté que les 7, des NaLTTM sont proches de
celles du donneur de liaisons hydrogéne 7 771 Cette observation est cohérente avec la nature
des interactions puisque les liaisons hydrogeéne sont affaiblies lorsqu’elles subissent un traitement
thermique 78, Dans les cas des études citées, la T, de I’ HBD est inférieure a celle de I’ HBA (le
ChCl), c’est donc bien la nature du donneur qui fixe la 7y de ces mélanges. Cette observation peut
étre généralisée en disant que la 7, d’'un mélange NaLTTM sera proche de celle du constituant

ayant la plus faible 7.

I1.2.4.2 Propriétés rhéologiques

La plupart des LTTM décrits dans la littérature sont treés visqueux a 25°C (1 > 100 mPa.s). La
viscosité caractérise I’ensemble des phénoménes responsables de la résistance d’un fluide a son
écoulement. Autrement dit, la viscosité d’un L7TM est une grandeur macroscopique qui dépendra
directement des forces de cohésion existantes entre les molécules a I’échelle nanométrique. La
viscosité importante de ces systémes est principalement reliée au réseau de liaisons hydrogéne
établi entre les composants. A titre d’exemple, Zhao et al. rapportent les viscosités obtenues a

30°C pour 20 mélanges a base de ChCl (Tableau 1.5) 71,
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

DESs salt/HBD molar ratio water content wt % viscosity” Pa-s conductivity® uS-cm™! density® g,"cm3
ChCl/urea 1:2 1.89 + 0.01 0.214 1287 1.1879
ChCl/acetamide 1:2 2.83 + 0.02 0.127 2710 1.0852
ChCl/ethylene glycol 1:2 3.79 £ 0.01 0.025 9730 1.1139
ChCl/glycerol 1:2 L.68 + 0.01 0.177 1647 1.1854
ChCl/14-butanediol 1:4 2.87 £ 0.01 0.047 2430 1.0410
ChCl/triethylene glycol 1:4 247 + 0.03 0.044 1858 1.1202
Chlexyliml 1:1 121 + 0.01 3.867 1726 1.2445
ChCl/D-sorbitol 1:1 110 + 0.02 13.736 633 12794
ChCl/p-toluenesulfonic acid® 1:1 585 + 0.01 0.183 1138 1.2074
ChCl/oxalic acid” 1:1 6.68 + 0.02 0.089 2350 1.2371
ChCl/levulinic acid 1.2 255 +0.01 0.119 1422 1.1320
ChCl/malonic acid 1:1 3.36 = 0.01 0.616 732 12112
ChCl/malic acid 1:1 1.72 + 0.01 11.475 414 1.2796
ChCl/citric acid® 1:1 4.06 + 0.01 45.008 184 13313
ChCl/tartaric acid 2:1 135 = 0.05 66.441 143 12735
ChCl/xylose/water 1:1:1 9.85 + 0.02 0.887 1092 1.2505
ChCl/sucrose/ water 543 £ 0.03 3.939 1472 12737
ChCl/fructose/water 5 9.35 = 0.02 0.598 1399 1.2095
ChCl/glucose/water 5:2:5 9.35 £ 0.06 0.584 2820 1.2094
ChCl/maltose”/water 5:2:5 947 + 0.01 3.122 421 1.2723

“Determined at 30 °C. bMonohydmtc. “Dehydrate.

Tableau 1.5 Parameétres physico-chimiques de DES de type III (ChCl + HBD) a 30°C [79]

\

Dans le tableau 1.5, les valeurs de viscosité a 30°C sont comprises entre 0,025 Pa.s pour le
mélange ChCl / ethyléne glycol (1:2 mol) et 66 Pa.s pour le mélange ChCl / acide tartarique (2:1
mol). Le ChCl étant ’HBA commun a tous les mélanges cités par les auteurs, cette revue permet
de relier la nature de I’HBD a la viscosité des NaLTTM. Dans le cas des polyols, les auteurs
associent la viscosité du mélange au nombre de groupements hydroxyle pouvant créer des liaisons
hydrogene. En effet, dans les mémes proportions de mélange, la viscosité des systémes a base de
diols (éthyleéne glycol, butanediol, triéthyléne glycol) est inférieure a celle obtenue avec le
glycérol (triol), elle-m€me trés inférieure a celles obtenus avec des polyols (xylitol, sorbitol).
C’est également le cas concernant les mélanges a base d’acides. En association avec le ChCl, les
acides qui comportent des groupements hydroxyle sur leur chaine alkyle (acide citrique, acide
tartrique, acide malique) conduisent a des mélanges beaucoup plus visqueux que ceux obtenus
avec les acides qui n’en ont pas. A I’aide d’une titration Karl Fischer, les auteurs mettent en
évidence que tous les mélanges caractérisés dans leurs travaux contiennent de I’eau. Ils indiquent
également que 1’absorption d’eau est inévitable durant la préparation des mélanges et que 1’eau
peut agir a la fois comme HBD et HBA. Cette présence d’eau, méme en trés faible quantité, va
impacter la viscosité du mélange et par extension I’ensemble des propriétés physiques comme
nous le verrons plus en détails au §2.1.6. Enfin, les auteurs ont montré que la viscosité des
mélanges NaLTTM diminue avec |’augmentation de la température. Cela est dii a I’affaiblissement
des interactions de type Van der Waals et/ou liaisons hydrogéne et a I’augmentation de la mobilité

moléculaire avec la température.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Des conclusions similaires sont retrouvées dans les travaux de Savi et al. relatifs a la mesure de

la viscosité de mélanges composés d’acide citrique, de sucrose et d’eau (Figure 1.10) (93],
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Figure I.10 Evolution de la viscosité en fonction de la température pour des mélanges composés
d’acide citrique, de sucrose et d’eau [63]

Quelle que soit la quantité d’eau, on remarque que le mélange (1:1 mol) présente une viscosité
inférieure a celles des mélanges (1:2 et 1:3 mol) a température ambiante. L’augmentation de la
quantité de sucrose augmente directement le nombre de groupements hydroxyle disponibles pour
la création de liaisons hydrogéne et donc la valeur de la viscosité a température ambiante.
Concernant I’effet de la température, on remarque que la diminution de la viscosité est trés
marquée entre 25 et 45°C (298 et 318K sur la figure 1.10) puis de moins en moins importante a
plus haute température. Les travaux de Savi confirment également que la viscosité est étroitement
liée a la quantité d’eau. Pour les mélanges contenant 16% (m/m) d’eau, I’ordre de grandeur de la
viscosité est de plusieurs dizaines de Pa.s. Avec 20% (m/m) d’eau, la viscosité est inférieure a 10
Pa.s et devient inférieure a 0,2 Pa.s pour une quantité d’eau de 30% (m/m). Puisque la viscosité
dépend de la température, il est possible de déterminer 1’énergie d’activation (£,) de ce type de
mélange. Pour cela, il convient d’appliquer la loi d’ Arrhénius suivante : In(n) = 4 + E./ RT dans
laquelle # est la viscosité, 4 est une constante, £, 1’énergie d’activation, R la constante des gaz
parfaits et T la température en K. L’énergie d’activation d’un systéme informe sur la sensibilité

de la viscosité a des variations de températures.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Les valeurs d’E, rapportées par Savi et al. pour les mélanges ternaires acide citrique, sucrose, eau
sont comprises entre 35 kJ.mol™! pour les mélanges avec 30% (m/m) d’eau et 88 kJ.mol™! pour les
mélanges avec 16% (m/m) d’eau. Ces ordres de grandeur sont trés élevés pour des fluides. Cela
s’explique par le fait que d’une part, les liaisons hydrogéne menent a une grande cohésion et

qu’elles sont, d’autre part, trés sensibles a la température.

I.2.4.3 Densité

De manicre générale, il est admis dans la littérature que les L77M polaires ou contenant des sels

911891 Tnversement, et a I’exception de quelques

métalliques sont plus denses que ’eau (d > 1)
contre-exemples, les LTTM apolaires se caractérisent par une masse volumique inférieure a celle
de I’eau B%: 1721 Dans le tableau 1.5 tiré des travaux de Zhao et al., on observe que la densité des
mélanges a base de ChCl augmente avec le nombre de groupements hydroxyle de 1’HBD.
Lorsqu’un acide est utilisé, la densité diminue lorsque la longueur de chaine de I’ HBD augmente.

Enfin, différents travaux rapportent que la densité d’un systéme LTTM décroit linéairement avec

I’augmentation de la température (11 82 ou de la quantité d’eau 1831,

1.2.4.4 Autres propriétés spécifiques a des applications

[.2.4.4.1 La conductivité

A Dinstar des liquides ioniques, les LTTM qui contiennent des especes ioniques peuvent étre
conducteurs. Puisque la viscosité d’un mélange influe défavorablement sur sa conductivité, la
plupart des LTTM posséde une faible conductivité ionique ( <2 mS.cm™ & T,up). Par conséquent,
I'augmentation de la température entraine une augmentation de la conductivité. Etant reliée a la
viscosité, la conductivité des LTTM dépend également de la nature des composés, de leur

proportion et de la quantité d’eau [67584],

1.2.4.4.2 La tension de surface

Les études relatives a la tension de surface des LTTM sont limitées dans la littérature
comparativement a la description d’autres propriétés physico-chimiques 82 83171871 poyrtant, il
s'agit d'une caractéristique essentielle pour ’application industrielle d’un solvant %), En effet, la
tension de surface est une grandeur qui permet de mieux appréhender les phénomenes d’interface
(mouillabilité, coating, etc.). Cette grandeur caractéristique présente un grand intérét dans les
applications d’emballages et de lubrification mais aussi dans des domaines comme la pharmacie,

le textile ou le traitement de surface 331,
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Appliquée aux DES et LTTM, la détermination de la tension superficielle permet d’accéder de
maniére indirecte a 1’intensité des forces intermoléculaires qui s'exercent entre les constituants
871 Les liquides trés visqueux présentent des tensions de surface élevées, ainsi, les valeurs
rapportées varient généralement entre 35 et 75 mN.m™!' a 25 °C 83, Les valeurs les plus élevées
correspondent & des LTTM a base de sucre comme les mélanges ChCl:Glucose et ChCl:Fructose
(821 D’aprés les travaux de Shahbaz et al., il est possible de prédire la tension superficielle de
solvants eutectiques 1%¢), La tension de surface étant reliée a la densité, les auteurs indiquent qu’il
est également possible de prédire la densité de mélanges eutectiques. Aussi, la tension de surface
varie en fonction de la nature et de la fraction molaire des composés. Cette grandeur diminue avec

I’augmentation de la température 187,
1.2.4.4.3 La polarité

La connaissance de la polarité d’un NaLTTM est trés utile pour des applications ayant une étape
de solubilisation comme I’extraction végétale par exemple. Les travaux de Dai ef al.*®! décrivent
une méthode de détermination de la polarité qui repose sur 1’utilisation de molécules
chromophores dont la bande d’absorption caractéristique (Amax) va varier en fonction de la polarité
du solvant ®°1. Les auteurs rapportent que les NaLTTM comprenant des acides organiques sont
plus polaires que ceux qui contiennent des acides aminés alors que les mélanges a base de sucres
ou de polyols sont moins polaires. De facon attendue, I’ajout d’eau dans un L77M augmente la

valeur de la polarité.

En conclusion, le dénominateur commun a tous les travaux de caractérisation des NaLTTM réside
dans le fait que les propriétés physico-chimiques sont ajustables en fonction de la nature et de la
proportion des composés du mélange. Ainsi, une sélection judicieuse des constituants permet
d’adapter un NaLTTM a une application. De plus, les propriétés de ces solvants peuvent étre
modulées par d’autres facteurs comme la température et la teneur en eau. Cela s’explique par le
fait que ces mélanges se caractérisent par un réseau de liaisons hydrogéne (structure
supramoléculaire) qui est sensible a la température, et qui est fortement impacté par la présence
d’eau, méme en trés faible quantité. Les effets de la température et de la teneur en eau sur les
propriétés des NaLTTM sont de plus en plus discutés dans la littérature. Ce constat nous oriente
vers la discussion des techniques et des méthodes qui permettent de mettre en évidence 1’existence
de forces de cohésion et vers les travaux qui étudient I’impact de la quantité d’eau sur cette
structuration. Ces points seront discutés dans la partie suivante.

Avant cela, nous avons mis en évidence lors de ces recherches bilbliographiques que plusieurs
travaux recensés et commentés précédemment indiquent des teneurs en eau non négligeables pour

des mélanges binaires (cf. Tableau 1.5 ou 7)), 1l semblerait également que pour les mélanges a
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

base de produits hygroscopiques (ChCl, bétaine), 1’adsorption d’eau soit difficilement évitable
lors de la préparation des mélanges. Malgré cela, certains auteurs utilisent des quantités
d’énergies considérables pour tenter de contrdler la teneur en eau (i) des constituants avant
préparation et/ou (ii) du mélange apres préparation. Dans une optique d’application des principes
de la chimie verte, il semble plus raisonnable de maitriser la quantité d’eau contenue dans le
mélange et d’accepter que les NaLTTM soient des mélanges ternaires qui contiennent fatalement

de I’eau.

I.2.5 Structure supramoléculaire des NaLTTM

L’établissement du réseau de liaisons hydrogéne intermoléculaires peut, entre autres, étre mis en
évidence par spectroscopie infra-rouge (FT-IR) et par résonance magnétique nucléaire (RMN).
Ces deux techniques sont particuliérement complémentaires lorsque les composés comportent des

fonctions hydroxyle (-OH), acide carboxylique (-COOH) ou carbonyle (-CO-).

En ce qui concerne la spectroscopie infra-rouge, la méthodologie consiste a comparer les spectres
des composés de départ avec celui du mélange. Un déplacement significatif des bandes de
vibration caractéristique des groupements pouvant intervenir dans les liaisons hydrogéne est alors

recherché. Par exemple, Dai et al. ont étudié par spectroscopie IR un mélange binaire composé

83]

de proline et d’acide malique dans différentes proportions molaires (Figure 1.11) |
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Figure I.11 Spectres Infra-Rouge de LTTM composés d’acide malique et de proline (a) 1 : acide
malique, 2 : proline : acide malique (1:1 mol), 3 : proline et (b) effet de la proportion molaire [83]
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Comparativement aux composés seuls (spectres al et a3), les auteurs rapportent que la bande de
vibration caractéristique du groupement -CO- de 1’acide malique (1683 cm™) est décalée a 1717
cm! aprés mélange (spectre a2). D’autre part, la bande caractéristique des groupements -COOH
et -NH- de la proline (respectivement 1374 et 1558 cm™') apparaissent respectivement a 1397 et
1660 cm™! dans le mélange 1:1 mol. Ces modifications du nombre d’onde des bandes de vibrations
suggerent 1’établissement d’interactions hydrogéne entre 1’acide malique et la proline comme
illustré en figure I.11 (O=C-O-H:---N). Ce type de démonstration par spectroscopie IR est
également décrit pour des mélanges a base de ChCl en association avec le tréhalose ¥ ou le 1,3-
propanediol 8], Plus récemment, Chroma ef al. ont étudié I’effet de I’eau sur un mélange LTTM
composé de bromure de tétrabutylammonium (TBAB) et de glycérol (gly) en proportion molaire

(1:3 mol) (Figure 1.12) %,
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Figure 1.12 Effet de I’addition progressive d’eau sur le spectre IR d’'un LTTM composé de
bromure de tétrabutylammonium et de glycérol (1:3 mol) (a). (b)=20%, (c)=50%,
(d)=80%, (e)=90% et (f)=100% d’eau [°°]

Sur la figure 1.12, on remarque que le mélange TBAB:Gly (1:3 mol) présente une bande de
vibration caractéristique des groupements -OH a 3326 c¢cm™' et un faible signal a 1655 cm™,
attestant de la présence d’eau (a). Lorsque de I’eau est ajoutée de fagon progressive au mélange
TBAB:Gly (1:3 mol) (b a e), ces bandes caractéristiques se déplacent progressivement vers les
signaux caractéristiques de I’eau : 3340 et 1631 cm™ (f). Ce résultat peut étre expliqué par
I’affaiblissement progressif des liaisons hydrogéne entre le TBAB et le glycérol au profit
d’interactions hydrogéne avec 1’eau. Finalement, 1’utilisation de la spectroscopie IR présente
I’avantage d’étre rapide, non destructive et ne demande pas de préparation d’échantillon. Par
contre, elle nécessite que les bandes de vibrations caractéristiques des composés de départs soient

isolées comme par exemple, lorsqu’un acide carboxylique et une amine sont associés.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Pour toutes les autres combinaisons, la RMN constitue la technique de choix pour décrire la
structure supramoléculaire de mélanges NaLTTM. La RMN est une technique spectroscopique
non destructive qui permet de déterminer la structure et la dynamique des molécules a 1’état solide
ou en solution. Pour caractériser I’existence de liaisons hydrogene dans des mélanges LTTM,
I’expérience NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) est majoritairement utilisée.
L’effet NOE a été mis en évidence en 1953 par I’observation de la propagation de la polarisation
des spins dans les métaux lorsqu’un noyau est irradié (ou excité) °!!. Autrement dit, lorsqu'un
proton est excité, les signaux des protons proches dans l'espace peuvent subir une variation
d'intensité due a la présence d’interactions dipolaires entre les spins a travers I’espace. En 1972,
il a été observé que la polarisation des protons pouvait également se propager entre deux
molécules en solution comme par exemple entre un ligand et une protéine [°?1. L’expérience 2D-
NOESY est donc remarquable parmi les méthodes d’analyses par RMN car les taches de
corrélations (pics hors diagonale) qu’elle révéle traduisent, soit une interaction dipolaire entre les
spins considérés, soit un échange chimique. Plus simplement, l'intensité de 1’effet NOE apporte
des informations sur la proximité spatiale de deux protons qu’ils soient présents sur la méme
molécule ou sur deux molécules en interaction. Les distances caractéristiques permettant
d’observer un effet NOE sont de I’ordre de 5A maximum . La figure 1.13, issue des travaux de
Choi et al., décrit I’application de cette technique pour caractériser les interactions dans un LTTM

composé de sucrose et d’acide malique %9,
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Figure I.13 Spectre RMN 2D 'H-'H NOESY montrant les interactions intermoléculaires entre
I’'acide malique et le sucrose (*) [25]
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Les auteurs rapportent l'existence de taches de corrélation entre tous les protons des deux
molécules et en particulier entre les protons du sucrose et les protons H»- et Hs» de 1’acide malique
(indiqué par les astérisques sur la figure 1.13). Ces taches de corrélation hors diagonale reflétent
une proximité spatiale entre tous les protons du mélange attribuée a I’existence de liaisons
hydrogéne entre les protons labiles. C’est pourquoi des interactions dipolaires entre les
hydrogénes des groupements méthine ou méthyléne (non labiles) sont également observées. La
mise en évidence de liaisons hydrogéne dans un mélange ternaire composé de ChCl / propanediol
/ eau (1:1:1 mol) a été étudiée par RMN 'H-'H NOESY par Dai et al *%!. Les auteurs mettent en
évidence des tdches de corrélation entre les différents protons des fonctions hydroxyle et
indiquent que la faible quantité d’eau contenue dans ce mélange ternaire participe a 1’¢laboration
du réseau de liaisons hydrogéne. Une conclusion similaire a été obtenue pour des mélanges a base
de bétaine monohydratée et de polyols (propyléne glycol, glycérol) par Zahrina et al.®*. Ces
observations sur des mélanges comprenant de trés faibles concentrations en eau font écho aux
premicres études démontrant I’effet de la teneur en eau sur la structure supramoléculaire des

mélanges LTTM.

1.2.6 Effet de I'eau sur la structure supramoléculaire

L’impact de la dilution sur le mélange ChCl:urée (2:1 mol) a été décrite pour la premicre fois en
2009 par Gutiérrez et al 1°. Les auteurs ont mis en évidence que I’ajout de D>O nécessaire a
I’analyse RMN du mélange provoquait la disparition des interactions entre le ChCl et I’urée. Cette
constatation a été¢ confirmée depuis par I’analyse de différents mélanges ternaires composés de
ChCl, d’urée et d’eau par diffraction des neutrons 1. Les auteurs indiquent que la nanostructure
du DES est conservée jusqu'a un niveau d'eau remarquablement élevé : 42 % (m/m). Cela
s’expliquerait par les molécules d’eau piégées dans des domaines structurés autour des cations
cholinium. Une différenciation entre deux domaines correspondant soit a 1’hydratation soit a la
dissociation progressive de la structure de liquides ioniques et de DES a ensuite été proposée par
Ma et al. Pl En modélisant les données physico-chimiques collectées dans la littérature, les
auteurs ont démontré qu’une faible quantité¢ d’eau pouvait entrer dans la structure des mélanges
LTTM. Cette quantité est variable et dépendante de la nature des composés de départ. Afin de
généraliser leur conclusion, les auteurs ont propos¢é un schéma récapitulatif qui est repris en partie
en figure 1.14. Sur cette figure les auteurs ont représenté tout d’abord 1’assemblage moléculaire

d’un mélange eutectique qui ne contient pas d’eau (I. Pure DES super cluster).
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

L. Pure DES II. H,0 embedded in 111. Dissociation and hydration IV. Completely dissociation and
Super cluster (3D) the DES hydration

Figure I.14 Schéma illustrant I'intégration de I’eau dans la structuration de mélanges a base de chlorure
de cholinium (II) et le phénoméne de dissociation progressive de la structure apreés plus forte dilution [°6!

Lorsque le mélange contient trés peu d’eau, les auteurs ont indiqué que cette derniére est
emprisonnée au sein de la structure (Il = H,O embedded in the DES). Enfin, plus la quantité d’eau
augmente et plus la cohésion du mélange est affaiblie (III. Dissociation and hydration), conduisant

ainsi a 1’obtention d’une solution aqueuse (IV. Completely dissociation and hydration).

Finalement, la dilution progressive d’un LTTM par de 1’eau fait apparaitre trois domaines. Un
premier domaine correspondant a I’intégration d’une faible quantité d’eau dans une structure trés
compacte. Cette structuration repose sur 1’établissement de liaisons hydrogéne (identifiables par
RMN et spectroscopie IR dans certains cas) entre tous les composés du mélange dont I’eau. Ce
réseau confere au mélange une forte viscosité, une densité importante et une température de
transition de phase unique (77 pour les DES et T, pour les LTTM). A plus forte dilution, un autre
domaine correspond a 1’affaiblissement progressif des liaisons entre les composés au profit
d’interactions avec 1’eau. Aprés une concentration seuil en eau, le mélange se comporte comme
une solution aqueuse des constituants de départ. Suite a ce constat, les auteurs indiquent qu’il
convient de considérer que tous les LTTM contiennent une certaine quantité d’eau qui peut étre
déterminée par titration Karl-Fischer °7). Une fois de plus, il apparait que les efforts de certains
chercheurs pour éliminer I’eau des systémes qu’ils étudient soient parfois contre-productifs car
une trés petite quantité d’eau peut parfois étre nécessaire a I’obtention d’un LTTM et a
I’amélioration de ses caractéristiques. C’est la conclusion d’une étude récente qui étudie 1I’impact
de trés faibles quantités d’eau sur la dynamique moléculaire et les propriétés du systéme
ChCl:éthyléne glycol (1:2 mol) 7). Toutefois, une dilution trop importante conduit a un
affaiblissement de la structure et a I’obtention d’une solution aqueuse. La quantité d’eau intégrée
dans un LTTM doit donc rester inférieure a une certaine concentration seuil propre a chaque
mélange et qu’il convient de déterminer. Cette concentration limite en eau conduisant a la
dissociation compléte de la structuration d’un LTTM peut étre déterminée a 1’aide de différentes

techniques d’analyses.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

\

Nous I’avons vu, une concentration estimée a 42% (m/m) d’eau a été mise en évidence par
diffraction des neutrons pour le mélange ChCl:urée (2:1 mol) 1. L affaiblissement progressif
des liaisons hydrogéne entre les composés d’un LTTM composé de tétrabutylammonium et de
glycérol au profit d’interactions hydrogeéne avec ’eau a été démontré par spectroscopie IR par
Chroma et al. (p.25) °°1. L existence de différents domaines dépendant de la quantité d’eau est
également rapportée pour des mélanges ternaires ChCl:urée:eau et ChCl:acide malique:eau dans
les travaux de Posada et al. [°)! et de Roldan-Ruiz et al. °°!. Les auteurs ont couplé des mesures
de spectroscopies Brillouin (vitesse de propagation du son) et RMN (déplacement chimique du
signal HDO) pour différentes concentrations en eau et ont obtenu les courbes regroupées dans la

figure 1.15.
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Figure 1.15 Effet de la teneur en eau d’'un mélange ChCl:acide malique sur la vitesse de propagation du son
(A) et sur le déplacement chimique du pic HDO observé en RMN 'H (adaptée de Roldan-Ruiz et al. [°°1)

Sur le graphique A de la figure 1.15 qui représente le suivi de la vitesse de propagation du son en
fonction de la concentration en mélange ChCl:acide malique, on remarque une rupture de pente
qui se produit aux alentours de 29% (m/m) d’eau. Sur le graphique B qui représente 1’évolution
du déplacement chimique du pic HDO observé en RMN 'H, une rupture de pente est également
observée pour une concentration en eau de 32,5 % (m/m). Ces deux résultats similaires obtenus
par des techniques différentes permettent aux auteurs de conclure que ce mélange ternaire
ChCl:acide malique:eau conserve une structuration supramoléculaire (a laquelle participent les
molécules d’eau) en dega d’une concentration en eau d’environ 30% (m/m). L’étude de 1’effet de
la quantité d’eau sur les interactions hydrogéne de trois mélanges a base de ChCl en association
avec de 1’urée, du glycérol ou de 1I’éthyléne glycol par RMN est également rapportée par Delso et
al. %%, Les auteurs ont tout d’abord démontré la présence d'une structure supramoléculaire pour
les trois mélanges avec des teneurs en eau inférieures a 10,5% (m/m). Dans le cas du mélange
ChCl : urée, les interactions les plus fortes apparaissent entre les protons hydroxyle du ChCl et

ceux de l'eau alors qu’aucune corrélation n'est observée entre 1’urée et 1’eau.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Ces résultats sont cohérents avec les travaux déja mentionnés et confirment que 1’eau serait
principalement intégrée dans des domaines structurés autour des cations cholinium dans les DES
de type III. Les auteurs signalent aussi que les interactions entre I’eau et I’HBD dépendent
fortement de celui-ci. En effet, les interactions les plus fortes identifiées dans le DES a base
d’éthyléne glycol sont celles établies entre le glycol et 'eau. L’absence d’interactions entre le
glycol et le ChCl dans ce mélange fait que, parmi les trois solvants étudiés, ce dernier présente la
structure la plus faible. Les auteurs ont ensuite étudié ’effet de la dilution par D>O comme

I’illustre la figure 1.16 pour le cas du mélange ChCl:Glycérol:Eau (1:2:1 mol).
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Figure I.16 A. Carte 'H-'H NOESY du mélange ChCIl:Glycérol:Eau (1:2:1 mol) obtenus a 25°C, B.
Illustration des interactions identifiées et cartes NOESY aprés différentes dilutions par D20 (C)
10% (m/m) et (D) 90% (m/m), adaptée des travaux de Delso et al. [1°]

Des taches de corrélation impliquant tous les protons sont détectables sur la carte NOESY du
mélange ChCl:Glycérol:Eau (1:2:1 mol) (A) ce qui indique que tous les protons sont spatialement
proches ou en échange. De plus, les corrélations sont en phase avec la diagonale (méme couleur).
La phase de ces corrélations indique que les effets NOE entre les protons sont négatifs, ce qui est
caractéristique de structures dont les temps de corrélation sont dans le domaine des mouvements

lents (0wt >> 1,12).
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Apres ajout de 10% (m/m) de D,O (C), on remarque une modification de la réponse obtenue par
RMN NOESY. Hormis les corrélations dues aux échanges entre protons hydroxyle qui restent en
phase avec la diagonale, toutes les autres corrélations changent de phase traduisant des effets
NOE positifs (corrélations en phase inverse avec la diagonale), caractéristiques de structures dont
les temps de corrélation sont dans le domaine des mouvements rapides (ot << 1,12). Cela suggere
que la dilution avec 10% de D,O permet de conserver une structure supramoléculaire entre le
glycérol et le ChCl mais dans laquelle les molécules sont beaucoup plus mobiles. Cela se traduit
macroscopiquement par une diminution importante de la viscosité. Enfin, les interactions entre le
glycérol et le ChCl ont disparu apres dilution par 90% (m/m) de D,O (D). Dans ce cas, la carte
RMN NOESY obtenue est caractéristique d’une solution aqueuse. Ces travaux confirment qu’une
faible quantité d’eau peut entrer dans la structuration d’un mélange LT7TM. A faible dilution, ici
10% (m/m), la structure supramoléculaire est affablie et les molécules sont plus mobiles. Aprées
dilution importante, ici 90% (m/m), seules des interactions intramoléculaires et celles impliquant
I’eau sont détectées.

Les travaux de Delso peuvent étre directement reli€s aux travaux de caractérisation des propriétés
physico-chimiques des mélanges nommés « glyceline » (ChCl:glycérol) et « ethaline »
(ChCl:éthyléne glycol) avec ou sans eau, qui ont été publiés par Lapefia et al B7: 1011 T4
réalisation d’une caractérisation exhaustive des propriétés de ces mélanges (viscosité, indice de
réfraction, tension de surface, propriétés thermiques et conductivité) a permis aux auteurs de
discuter du caracteére plus ou moins compact des structurations de ces systémes. L’observation
qui découle des travaux cités précédemment est que l’incorporation d’eau dans les LTTM
glyceline et ethaline conduit a une structure moins compacte. Les mélanges ternaires obtenus sont
donc plus fluides et la mobilité des molécules au sein du mélange est accrue. L’ensemble des
données collectées dans ces deux publications a permis aux auteurs de comparer la force des
interactions présentes dans les deux systémes. Leur conclusion fait état d’une coopération
importante des liaisons hydrogéne dans le cas du systéme glyceline comparativement au systéme
éthaline. Cette conclusion est également en accord avec les valeurs de viscosité a 30°C rapportées
dans les travaux de Zhao et al. (Tableau 1.5), a savoir 0,025 Pa.s pour le mélange ChCl:éthyléne
glycol (1:1 mol) et 0,177 Pa.s pour le systéme ChCl:glycérol (1:1 mol) [”). L’ensemble de ces
données confirme que les intéractions entre le glycérol et le ChCl sont nettement plus fortes que
lorsque 1’éthyléne glycol est utilisé comme HBD.

Une comparaison entre deux autres mélanges ternaires, respectivement ChCl:xylitol:eau (2:1:3

102

mol) et ChCl:acide citrique:eau (1:1:6 mol), a été proposée par Lopez et al. '3, En couplant des

analyses RMN 'H-"H NOESY et une caractérisation exhaustive des propriétés physico-chimiques
(densité, indice de réfraction, propriétés thermiques, viscosité, conductivité), les auteurs ont pu

établir un lien de causalité entre la structure supramoléculaire et les propriétés macroscopiques.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Pour exemplifier les différences entre ces deux systémes, nous avons choisi de retenir uniquement

les résultats d’analyses RMN en lien avec les structures supramoléculaires (Figure 1.17).

pPm J_—I‘LL ppm
HH

‘ 4, e, h: i:] N b C dff’“
-3.5 § | a
J .
- 4.0
< ! ! ~4
4.5
' =S
5.0
5.5 _ﬁ 4 ¢ |e
T T T I
Ppm 6 S 4 3 pPpm
d
b I e COZH
Ho~ N HOL 9 _com o
a ¢ cr f OH;

Figure I.17 Cartes 'H-'H NOESY des mélanges ChCl:xylitol:Eau (2:1:3 mol) a gauche et ChCl:acide
citrique:eau (1:1:6 mol) a droite obtenus a 25°C, adapté des travaux de Lopez et al. [102]

La carte RMN NOESY sur la gauche de la figure 1.17 montre que le mélange ChCl:xylitol:eau
(2:1:3 mol) présente des taches de corrélation entre tous les protons du mélange. Malgré une
proportion massique en eau de 11%, ces corrélations sont en phase avec la diagonale (méme
couleur) et sont donc caractéristiques de structures dont les temps de corrélation sont dans le
domaine des mouvements lents (ot >> 1,12). L’eau participe a la structuration supramoléculaire
de cet assemblage ChCl:xylitol:eau (2:1:3 mol) qui se comporte comme une macromolécule d’un
point de vue mobilité des molécules dans 1’espace. A I’inverse, la carte de droite ne permet pas
de détecter des corrélations entre les protons de 1’acide citrique et du ChCl. Cela est dG a une
proportion en eau importante dans ce mélange (6 moles = 25% m/m) dont la composition ne
correspond pas a la composition eutectique (cf p.16) 3. L’ensemble des travaux identifiés
jusqu’ici indique donc la possibilité de relier les propriétés macroscopiques (viscosité,

conductivité, densité, etc.) aux mécanismes d’association observées a I’échelle moléculaire.
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

Afin de caractériser un systéme LTTM, il est nécessaire de corréler les propriétés rhéologiques,
thermiques et physico-chimiques aux analyses de structures et de mobilité a I’échelle moléculaire
(RMN et IR). La détermination du role de 1’eau dans 1’établissement des interactions de type
liaisons hydrogéne gagne en popularité dans la littérature scientifique appliquée aux NalLTTM.
Cependant, la plupart de ces travaux concernent des systémes a base de ChCl. Nous avons vu que
I’ion chlorure posséde un role prépondérant dans ces interactions et que des domaines structurés
contenant de 1’eau se localisent autour des cations cholinium. Ce n’est que trés récemment que
des mélanges sans ChCl ont été étudiés. 11 s’agit de 1’association d’acide citrique avec du sucrose
(631 ou de I’arginine ', Savi ef al. ont étudié les propriétés physiques et théologiques (cf. Figure
1.10) des systémes ternaires acide citrique, sucrose et eau en fonction de la température, de la
quantité d’eau et du rapport molaire des constituants. Les auteurs supposent une structuration
supramoléculaire pour tous ces systémes qui présentent une unique 7, et des viscosités élevées.
Toutefois, la preuve de 1’existence de cette structure n’est pas discutée a 1’échelle moléculaire.
Les travaux de Roda et al. décrivent quant a eux la structure supramoléculaire d’un systéme acide
citrique:arginine:eau (1:1:7 mol) suite a la réalisation d’analyses RMN NOESY (figure 1.18) [193],
Une étude comparative de différents systémes (binaires, ternaires) a permis aux auteurs de
démontrer que 1’eau posséde un role primordial dans 1’établissement d’interactions au sein de ce
mélange en protonant I’arginine (comme discuté précédemment §1.2.3.1) et I’acide citrique. Dans
ce cas particulier, la présence d’eau est un élément fondamental a I’obtention d’une phase liquide,
limpide et homogéne. A dilution plus importante, et comme pour les autres mélanges, I’eau

participe a 1’établissement du réseau de liaison hydrogéne entre les constituants.
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Figure I.18 Carte NOESY du mélange acide citrique : arginine : eau (1:1:7 mol) [103]
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Chapitre I : Les mélanges a transition de phase basse température

I.2.7 Conclusion

Les mélanges a transition de phase basse température, ou Low Transition Temperature Mixtures
(LTTM), sont des mélanges a température de fusion (7)) et/ou a température de transition vitreuse
(T¢) plus basses que celles des constituants de départ. Les solvants LTTM sont retrouvés dans des
domaines de recherche et d’application variés et offrent des perspectives d’utilisation industrielle
trés larges puisque leurs propriétés sont modulables en fonction de la nature des composés, des
proportions utilisées, de la température et de la quantité d’eau. Du fait de la nature ionique de la

20

majorité des LTTM, 1’électrochimie reste le domaine le plus documenté 2, Généralement peu

volatils, non toxiques et solubles dans 1’eau, les LTTM trouvent également des applications en
synthése organique '), en catalyse %), en chimie des matériaux ['® ou encore en pharmacie 7!
et dans la valorisation de la biomasse **). Les NaLTTM sont plutdot plébiscités dans tous les
domaines pouvant mettre en ceuvre des produits naturels, des enzymes et des protéines comme
I’agroalimentaire, la cosmétique ou la pharmacie *°]. Répondant parfaitement aux principes de la
chimie verte, les NaLTTM ont suscité un intérét exponentiel dans la littérature ces 10 derniéres

105] ot

années. Certains auteurs vont jusqu’a qualifier les NaLTTM de solvants du XXI®™ siécle !
prédisent un déploiement industriel massif d’ici quelques années. Les LTTM peuvent étre préparés
selon une méthode simple couplant chauffage et agitation. La DSC et I’ATG sont des techniques
de choix pour caractériser les propriétés thermiques de ces mélanges. Elles permettent de
déterminer la plage de température pour laquelle les mélanges obtenus sont liquides. La
température et la quantit¢é d’eau influencent grandement les propriétés physico-chimiques
(densité, viscosité, polarité, etc.) de ces mélanges. De plus, il existe un lien de causalité entre les
propriétés macroscopiques et I’établissement d’un réseau intermoléculaire de liaisons hydrogéne
pouvant étre mis en évidence par spectroscopie IR et par RMN. La grande majorité des LTTM
contiennent de 1’eau et la description de la modification de la structure supramoléculaire en
fonction de la quantité d’eau gagne en popularité dans la littérature scientifique. Les exemples
cités dans ce manuscrit montrent la possibilité de relier 1’existence d’une structuration
moléculaire, a laquelle 1’eau participe, aux propriétés physico-chimiques d’un mélange. Ainsi, la
description de 1’organisation a 1’échelle moléculaire apparait comme la clé de I’interprétation des
propriétés physico-chimiques des L7TM. Malheureusement, ce lien est encore trop rarement
effectué dans la littérature. La connaissance de la concentration seuil en eau que peut intégrer un
mélange LTTM au sein de sa structure est primordiale pour une application industrielle. En effet,
cela permet de conserver les propriétés intrinséques du mélange (unique 7,) tout en diminuant la

densité et la viscosité des mélanges.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

I.3 Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Les gels accompagnent notre quotidien : alimentation, produits d’entretien, produits cosmétiques,
colles, lubrifiants, etc. Cependant, une utilisation sans discernement du terme « gel » est
généralement effectuée dans la vie courante. La pandémie mondiale de Coronavirus a remis sur
le devant de la scéne I’utilisation de gel hydroalcoolique pour se désinfecter les mains. Nous
avons tous fait I’expérience sensorielle qu’il existe des formes plus ou moins gélifiées (et/ou plus
ou moins visqueuses) en fonction du produit utilisé et donc, de sa composition. L’ambiguité qui
peut exister autour du terme gel est également présente dans la littérature scientifique et
technique. En fonction du domaine d’application (physique de la matiére molle, chimie, biologie,
etc.) et des constituants du gel, ce terme est utilisé de maniére plus ou moins appropriée [!%), Les
visions propres aux différentes disciplines — comme par exemple la cosmétique ou les matériaux
- ne facilitent pas I’établissement d’une définition claire et précise. Pour tenter de répondre a la
question « qu’'est-ce qu’un gel ? », Almdal et al. ont recensé et comparé les différentes définitions
proposées dans la littérature avant 1993. Les auteurs concluent que ’utilisation du terme gel doit
reposer sur des critéres phénoménologiques (propriétés rhéologiques, propriétés mécaniques,
microstructure, etc.) appropriés aux conditions d’observations et aux limites de perception de
I’expérimentateur (temps, température, etc.). La description de ces critéres phénoménologiques
et techniques de caractérisation de gels sera introduite dans un premier temps. Nous réaliserons
ensuite une revue la plus exhaustive possible des exemples de gélification de NaLTTM décrits

dans la littérature.

I.3.1 Introduction a la gélification et classification des gels

Selon la définition d’un gel proposée par I’IUPAC, il s’agit d’un : « Réseau colloidal non fluide

1971 Toujours selon

ou réseau polymére qui est dilaté dans tout son volume par un fluide » |
I’TUPAC, un gel peut contenir un réseau de polymére formé par réticulations des chaines
polymeére, par polymérisation ou par l'agrégation physique de chaines polymeére (liaisons
hydrogene, agrégation d'hélices, complexation, interactions de Van der Waals, interactions
hydrophobes, etc.) qui aboutit a des régions associées agissant comme des points ou des zones de
jonction a l’origine de la formation du réseau. Ces jonctions conférent une structuration
tridimensionnelle au gel qui le rend capable de retenir un fluide en son sein. Certains hydrogels,

terme employé lorsque la phase continue est aqueuse, peuvent absorber et retenir jusqu’a 99%

(m/m) d’eau.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Selon Marr P. et Marr A., un gel est un matériau hétérogéne dans le sens ou il contient un
minimum de deux phases : une phase liquide majoritaire et une phase solide organisée en un

(1081 D’aprés les auteurs, un gel présente des propriétés semblables a

réseau en trois dimensions
celles d’un solide c’est-a-dire qu’il est capable de résister a un cisaillement ou a une contrainte
mécanique. C’est le réseau tridimensionnel formé par la phase solide qui confére ce caractére
¢lastique au gel. A I’inverse, la phase liquide va conférer un caractére visqueux au matériau
constitué apres gélification. Les gels sont donc des solides viscoélastiques qui vont se situer entre
un matériau purement élastique (solide) et un matériau purement visqueux (liquide). La structure
et les propriétés d’un gel dépendent donc directement de la nature des phases en présence et de la

nature des interactions qui existent entre elles. La phase solide est généralement appelée

« gélifiant ». Les différents types de gélifiants sont eux-mémes répartis en trois catégories : les

[110 [111

colloides %1 les gélifiants de faibles masses molaires [''%! et les polyméres [''!l. La nature de la
phase liquide, ou phase continue, permettra ¢galement de classifier les gels. Les différentes

appellations retrouvées dans la littérature ont été reportées sur la figure 1.19.

Hydrogels

Classification des
gelsselonla
nature du solvant

Oléogels] { Huiles }

Gels de Polymeres
polymeéeres liquides (PEG)

Liquides

lonogels .
ioniques

Solvants

eutectiques ]

Eutectogels ]
(DES, NaDES)

Figure 1.19 Classification des gels selon la nature de la phase continue, inspiré de Marr et al. [1°8]

Lorsque la phase continue est un solvant organique, on parle d’organogel alors que le terme
oléogel décrit les gels pour lesquels la phase liquide est une huile. La figure 1. 19 fait également
apparaitre des termes plus récents utilisant les liquides présentés dans la premiére partie : liquides
ioniques, DES et NaDES. Pour ces cas particuliers, les termes ionogels et eutectogels sont utilisés.
Les hydrogels sont les plus documentés dans la littérature scientifique. Ce sont également, et de
trés loin, les gels les plus rencontrés dans la vie quotidienne (alimentation, matériaux, cosmétique,

pharmacie, etc.). A I’inverse, les ionogels et eutectogels sont moins présents dans la littérature.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Cela s’explique principalement par I’introduction trés récente de ces nouveaux solvants. En effet,
les premiéres occurrences des termes gels et hydrogels remontent a la fin du XIX®™® siécle alors
que les termes ionogels et eutectogels ont été introduits respectivement en 2001 et 2018. Ces
nouveaux matériaux constituent donc a 1’heure actuelle une « goutte d’eau » dans 1’océan des

travaux de recherches appliqués a [’obtention et a la caractérisation de gels.

La description des interactions responsables de la structuration d’un gel permet également de
définir ce type de matériaux 1''2. Un gel chimique sera issu de la formation de liaisons covalentes
qui vont constituer les points de réticulation. Les gels chimiques possédent généralement des
propriétés mécaniques élevées et sont considérés comme irréversibles dans le sens ou le temps de
vie des liaisons covalentes est infini. A ’inverse, un gel physique résultera de la formation de
liaisons non covalentes (interactions hydrogene, liaisons m-m, interactions de Van der Waals,
reconnaissance moléculaire, interactions hydrophobes, électrostatiques, etc.) conduisant a un
assemblage supramoléculaire. Les interactions constituant les points de réticulation d’un gel
physique sont dynamiques et sont caractérisées par un temps de vie fini, ils peuvent donc étre
réversibles. C’est le cas par exemple des gels de gélatine ou de pectine en alimentaire ou des gels
d’Aloe vera en cosmétique. Enfin, une classification des gels au regard de leurs propriétés
(thermoréversible, élastique, conducteur, self-healing, absorbant, dépolluant, filtrant, etc.) est
également retrouvée dans la littérature. Cette classification est souvent reliée au domaine

d’utilisation du gel et n’est pas majoritaire. Il s’agit plutdét d’un complément de classification.

Deux exemples ont été choisis afin d’illustrer la classification des gels. Premiérement,
Davidovich-Pinhas et al. ont décrit des gels d’huile de colza aprés ajout d’éthylcellulose. La
structure de ce gel est fonction de la température et repose sur des interactions hydrogéne entre

(1131 Ainsi, ces matériaux mous sont des oléogels physiques

les chaines d’éthylcellulose
thermoréversibles exploités pour des applications alimentaires. Plus récemment, Sun et al. ont
décrit I’élaboration d’un gel aqueux (86% m/m d’eau) présentant une élasticité remarquable due
a la présence d’interactions faibles (Ca?* / alginate) complémentaires avec le réseau formé par la

114]

réticulation chimique photoamorcée de polyacrylamide [''¥l. Il s’agit donc dans ce cas d’un

hydrogel hybride (double réseau : physique et chimique) hautement étirable.

Cette introduction aux gels et a leur classification démontre que le terme générique de « gel »
peut englober divers solides viscoélastiques dont les propriétés vont dépendre des phases en
présence et des interactions et/ou liaisons responsables de la structuration. Afin de fixer les choses
pour la suite de ce manuscrit, nous avons choisi de détailler la définition d’un gel au regard des

ses propriétés rhéologiques.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

I.3.2 Caractérisation d’un gel par ses propriétés rhéologiques

Précédemment, nous avons considéré les gels comme des solides viscoélastiques. Ce caractére
viscoélastique peut étre évalué par des mesures de rhéologie dynamique a faibles déformations,
dans le domaine linéaire. Lorsque I’échantillon est soumis a une déformation y (en %) variant de
fagon sinusoidale a une fréquence imposée f (en Hz), la réponse en contrainte T (en Pa) est
enregistrée et varie également de facon sinusoidale a la méme fréquence mais avec un déphasage
par rapport a la déformation. La réponse d’un matériau purement élastique est en phase avec la
sollicitation tandis que celle d’un matériau purement visqueux est déphasée de 90°. Les matériaux

viscoélastiques se situent donc entre ces deux extrémes. Les équations correspondantes sont :

T(t)= To.5in(wt) et y(t)= yo.sin(wt + &)

Avec 1o et yo les amplitudes de contrainte et de déformation, w la pulsation (= 2xnf, en rad.s’') et & le

déphasage de la contrainte par rapport a la déformation (en rad).

Il est alors possible d’obtenir les modules dynamiques G’ et G’’ (en Pa) a partir de ce déphasage
et le module de rigidité complexe G* (= to/yo, en Pa). Ces grandeurs sont liées par les relations
suivantes :

(G*)2=(G")2+ (G"’)*soittan 6 = G"'/G’

La réponse du matériau en phase avec la déformation appliquée, c’est-a-dire la part d’énergie
emmagasinée sous forme ¢lastique est représentée par le module de conservation G’. Le module
de perte (ou module de dissipation), G’’, représente quant a lui la réponse du matériau déphasée
avec la déformation appliquée. Il refléte le caractére visqueux, c’est-a-dire la part d’énergie
dissipée par frottement interne. Un matériau a dominante ¢élastique (G’ > G’’) s’apparente plus a
un solide alors qu’un matériau & dominante visqueuse (G’' > G’) se comporte plutdot comme un
fluide. Ainsi, en suivant I’évolution des modules avec un balayage en fréquence, il est possible
de différencier un gel (solide élastique), d’une solution viscoélastique dont les modules G’ et G’
dépendent de la fréquence. Une illustration théorique issue des travaux de Kavanagh et Ross-
Murphy est reprise en figure 1.20 afin d’exemplifier les différents cas de figures et 1’allure des

115

courbes attendues '], Sur la figure 1.20b, on remarque qu’un gel chimique ou physique permet

d’obtenir une réponse élastique prépondérante puisque G’ présente un plateau (pente = 0) sur des
périodes de temps allant jusqu’a plusieurs secondes (donc pour de faibles fréquences), et que G’

est bien inférieur a G’ dans cette région.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

a G' b
e G'___________-
Plateau region R
equilibrium modulus slope = 0
log log g
GI' Gu G', GII
Terminal zone
log © log o

Figure I.20 Profils théoriques d’évolution des modules G’ (stockage) et G”’ (perte) attendus lors
d’un balayage en fréquence pour (a) un réseau polymeére enchevétré en solution dans un solvant et
(b) un réseau réticulé par des liaisons covalentes (gel chimique) [*15]

A Tlinverse, une solution suffisamment concentrée en polymeéres pour conduire a des
enchevétrements (figure 1.20a) peut présenter un comportement de type gel mais seulement pour
des échelles de temps assez faibles par rapport a la durée de vie des enchevétrements (fréquences
¢élevées). L’analyse des propriétés rhéologiques permet par conséquent de vérifier qu’un matériau
est effectivement un gel mais également de comparer deux systémes entre eux (valeurs de G’,
gamme de fréquence sur laquelle G* >> G’ etc.). L’évolution des modules en fonction du temps
et de la température peut également apporter des éléments d’information sur le mécanisme de
gélification, comme nous le verrons dans la partie expérimentale avec 1’élaboration de gels

thermosensibles (Chapitre II1).

I.3.3 Champs d’'applications et classification des hydrogels

Comme mentionné précédemment, les hydrogels sont les matériaux de type gel les plus
documentés dans la littérature scientifique. La complexité de ces matériaux est en constante
progression et en adéquation avec les nombreuses applications dans lesquelles ils peuvent
intervenir (pharmacie et biomédical, biotechnologies, traitement de 1’eau et adsorption de

polluants, agriculture, emballage alimentaire, cosmétique) 165 [117],

Une classification basée sur les propriétés des hydrogels a été proposée dans une revue regroupant

[118

les moyens d’obtention et les applications de ces matériaux '8, Elle est reprise en figure 1.21.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Biochemical responsive Physically responsive
- Antigens responsive - Temperarature
Chemically responsive - Enzymes responsive - PFCSSUIC
- pH responsive - Ligands responsive - Light
- Glucose responsive - Electric field
- Oxident responsive - Magnetic field
Response
Physical properties - Smart hydrogels
Physically crosslinked Cross linking -Conventional hydrogels
Chemically crosslinked 10ss 4
- Copolymeric hydrogels
-Biodeeradable Hydrogels Preparation - Homopolymeric hydrogels
-Non-biodegradable Deorg, dibilty - Interpenetrating network
. - Cationic hydrogels
Ionic charge . Anionic hydrogels
Source _ Napural - Non ionic hydrogels
- Synthetic
- Hybrid

Figure I.21 Classification des hydrogels basée sur leurs propriétés et leurs applications,
proposée par Ullah et al. [118]

On remarque que de nombreux hydrogels présentent des propriétés modulables en fonction d’un
stimulus (pH, température, lumiére, champ magnétique, protéine, etc.). Par exemple, les
hydrogels sensibles aux antigénes sont congus en greffant des antigénes sur des squelettes de
polymeéres hydrophiles (acrylate de N-succinimidyle) afin de délivrer des biomolécules a un site
spécifique et ciblé [!'%1, Les progrés réalisés dans la conception des hydrogels ont donné naissance
aune nouvelle catégorie de matériaux multi-stimulables et multi-fonctionnels avec des propriétés

1201 Au-dela de leurs propriétés, on remarque également sur

fascinantes : les « smart hydrogels » [
la figure 1.21 que les hydrogels peuvent étre regroupés selon leur source (naturelle, synthétique
ou hybride) et leur dégradabilité. Depuis 1’émergence des principes de la chimie verte dans le
domaine des matériaux, le développement d’hydrogels physiques biosourcés présentant des
propriétés semblables ou supérieures a celles d’hydrogels de synthése est en plein essor U211,
Parmi les nombreux polymeéres d’origine naturelle proposés pour la préparation d'hydrogels, les
polysaccharides présentent un certain nombre d’avantages par rapport aux polyméres synthétiques
[122] Tout d’abord, cette classe de polymeéres naturels regroupe une grande variété de structures.
Deuxiemement, la plupart des polysaccharides sont relativement faciles a isoler, ce qui les rend
moins chers que certains polymeres synthétiques. De plus, il est possible de fonctionnaliser un

1231 La fonctionnalisation des

polysaccharide par voie chimique et/ou enzymatique
polysaccharides est une discipline a part entiére qui vise a modifier leurs caractéristiques physico-
chimiques en solution (solubilité, propriétés rhéologiques, activités antioxydantes, propriétés
biologiques etc.) afin d’élargir leurs domaines d’utilisation. On peut citer par exemple la
modification chimique de la cellulose en carboxyméthylcellulose afin de la rendre amorphe, et

soluble en milieu aqueux.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

L’origine naturelle des polysaccharides, la diversité de leurs structures, leur polarité, leur
caractére semi-rigide, leur aptitude a s’auto-associer notamment par liaisons hydrogéne et la
possibilité de les modifier chimiquement font que I’on retrouve des hydrogels a base de
polysaccharides dans de nombreux domaines d’application : pharmacie, cosmétique, industrie
papetiere, agroalimentaire, extraction pétroli¢re... Cet engouement repose en partie sur le fait que
la plupart des polysaccharides sont biocompatibles, biodégradables et non toxiques. Les
avantages des polysaccharides par rapport aux gélifiants synthétiques sont en accord avec les
orientations choisies pour ces travaux de thése. De plus, la diversité structurale des
polysaccharides permet d’envisager divers mécanismes de gélification comme nous le verrons
dans le chapitre III. Ces polymeéres naturels suscitent d’ailleurs un intérét croissant pour le
développement de gels a partir de liquides ioniques et de L77M comme nous le verrons dans le
prochain paragraphe. Avant cela, retenons que les méthodes de préparation et de caractérisation
des hydrogels a partir de polyméres d’origine naturelle sont bien décrites dans la littérature. Ainsi,
et indépendamment des polysaccharides qui seront étudiés dans nos travaux, les hydrogels

(préparés et caractérisés dans les mémes conditions) serviront de matériaux comparatifs.

1.3.4 La gélification d'un LTTM liquide

Depuis leur introduction en 2001, les ionogels (gels de liquides ioniques) ont ouvert de nouvelles
voies pour la conception de matériaux notamment pour les membranes conductrices, les capteurs,

1241 112511 'intérét croissant pour les

la catalyse et les systémes de libération de médicaments !
ionogels repose principalement sur les propriétés des liquides ioniques : conductivité ionique
élevée, pression de vapeur négligeable, non-inflammabilité et stabilité thermique et chimique. A
I’instar des hydrogels, une évolution vers des ionogels plus respectueux de l'environnement en
utilisant des polymeéres naturels comme gélifiant est en cours. Pour I’illustrer, une étude récente
rapporte 1’utilisation de t-carraghénane et de liquides ioniques a base de sels d'ammonium ou
d'imidazolium. Ces matériaux sont capables d'adapter leurs propriétés électromécaniques en

[126

réponse a des stimuli électriques 1. Cependant, l'inconvénient majeur de certains liquides

ioniques reste leur faible biodégradabilité, leur difficulté d’obtention (syntheése multi-étapes) et
leur toxicité potentielle [®). TI est dorénavant établi que les solvants LTTM, répondent d’avantage
aux critéres de la chimie verte que les liquides ioniques. Ainsi, les eutectogels résultant de
I’association d'un solvant eutectique (DES, NaDES) et d'un gélifiant (matrice polymeére organique
ou inorganique) constituent une classe émergente de gels. Ce terme d’eutectogel a été introduit
par Joos et al. en 2018, dans un article traitant de la préparation de membranes solides et

conductrices a base de silicium 271,

Benoit CAPRIN 54
Thése au sein de I’école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023

UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres

Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette theése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf

© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Dans ces travaux, le mélange revendiqué comme un DES est composé d’un sel de lithium (LiTFSI)
et de méthylacétamide. La gélification a été réalisée a 1’aide d’un précurseur consistant en un
mélange d’acide formique et de tétraéthylortosilicate qui est introduit dans le DES. La solution,
contenant le DES et le précurseur, est ensuite coulée dans un moule puis laissée une nuit a
température ambiante pour que la gélification in-situ se produise. Un traitement thermique (72h
a 45°C) permet d’éliminer I’excés d’acide formique. Le matériau composite obtenu est stable
jusqu’a 130°C et posséde une conductivité ionique élevée (1,4 mS.cm™). Les auteurs ont indiqué
que cette alternative, moins couteuse que les ionogels, ouvre la voie a une nouvelle génération de
batteries au lithium peu chéres et plus performantes !'*”), Une revue proposée par Tomé et
Mecerreyes en 2020 permet d’identifier d’autres champs d’application pour ces nouveaux
matériaux qui combinent la conductivité ionique fournie par le DES et le comportement « solid-

[128] D’apreés les auteurs, cette combinaison DES + gélifiant facilite la préparation

like » du gel
de tous les dispositifs électrochimiques solides, en contournant les principaux inconvénients liés
a la lixiviation ou a l'oxydation. Au travers des exemples cités, les auteurs ont identifié¢ d'autres
applications prometteuses pour ces matériaux. Les domaines de la pharmacie (libération controlée
de médicaments), de I’analyse (techniques séparatives) et du traitement des eaux usées sont
identifiés méme si les eutectogels ont été principalement utilisés dans les domaines de 1’énergie
(batteries et supercondensateurs) et de la bioélectronique (capteurs, membranes). Dans leur revue,
Tomé et Mecerreyes différencient les travaux sur ce sujet en classant les matériaux obtenus selon

1281 'On remarque sur cette figure 1.22 que de nombreux

le type de gélifiant utilisé (Figure 1.22) !
polyméres comme ceux a base d’acrylates: le méthacrylate de 2-hydroxyéthyle (HEMA),
I’acrylate de 2-hydroxyéthyle (HEA), I’acrylate de poly(éthyléne glycol) méthyl éther (MPEGA),
le diacrylate de poly(éthyléne glycol) (PEGDA), le diméthacrylate d’éthylene glycol (EGDMA)
et ’acrylamide sont utilisés pour gélifier des solvants eutectiques. Les dérivés de silicium et
gélifiants inorganiques déja discutés précédemment pour décrire les travaux de Joos et al sont
également mentionnés dans la figure 1.22. Les autres systémes gélifiants cités dans la revue de
Tomé et Mecereyes sont des polyméres d’origine naturelle (gélatine et gomme de guar) et les
gélifiants de faibles masses molaires (acides aminés, amino amides alkylés, et 1,3:2,4-

Dibenzylidéne-d-sorbitol (DBS)). Afin de compléter la revue de Tomé et Mecerreyes [!2#]

, une
interrogation Scifinder” basée sur le terme « eutectogel » a été réalisée et mise a jour le 19 aoit
2022. Les résultats de cette interrogation sont rassemblés dans un tableau placé en annexe II. Le
potentiel de ces nouveaux matériaux et 1’intérét croissant de la communauté scientifique sont
confirmés par les résultats obtenus puisque sur les 37 publications rapportées, prés de la moitié a
été publiée au premier semestre 2022. On peut par conséquent s’attendre a une évolution

exponentielle des publications sur ce sujet dans les prochaines années.
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Figure I.22 Structures chimiques des différents gélifiants décrits pour I'obtention de matériaux
ioniques a base de solvants eutectiques d’aprés la revue de Tomé et Mecerreyes [128]

A partir de I’annexe II, on observe que plus de 60% des eutectogels sont obtenus avec des LTTM
ioniques principalement a base de ChCl (DES de type I11). La classe de solvant LTTM comprenant
un sel de Lithium ou de Zinc est bien documentée dans des travaux directement reliés a ceux de

Joos et al. 1?7,

En complément des systémes gélifiants identifiés dans la revue de Tomé et
Mecerreyes (Figure 1.22), I’annexe II recense également des matrices polymere (fluorure de
poly(vinylidéne-co-hexafluoropropyléne) (PVDF-HFP), poly(acide acrylique), poly(1-
vinylimidazole), poly(alcool vinylique), polyuréthane), des matrices inorganiques (silice), des
polymeéres naturels (cellulose, alginate de sodium, gomme xanthane), des gélifiants de faibles
masses molaires (acides aminés et DBS) et des systémes double réseaux. Compte-tenu du contexte
du projet de these, les travaux décrivant des mélanges a base de sels métalliques ou de polymeéres

de synthése non biosourcés ne seront pas discutés en détail dans ce manuscrit.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

On retiendra que la plupart de ces matériaux sont obtenus par photo polymerisation comme
I’illustre la figure 1.23 issue des travaux de Wan ef al. concernant un gel de poly(acide acrylique)

obtenu dans un mélange ChCl:urée (1:2 mol) [!?%],

Figure I.23 Polymérisation photo-induite de I’acide acrylique dans un mélange ChCl:urée (1:2 mol)[*2°]

En complément, une revue publiée en 2021 par Mota-Morales et al. fait un état précis des
différents procédés d’obtention de ce type d’eutectogels et des perspectives d’utilisation de ces

[130

matériaux 3%, Les auteurs distinguent trois stratégies majoritaires de préparation (Figure 1.24) :

(i)  polymérisation des monomeéres de DES (en haut a gauche) ou polymérisation classique en
milieu DES (en haut a droite),

(ii) dissolution et assemblage de (macro)molécules dans des DES pour I’obtention de gels
physiques

(iii) obtention de réseaux polymére interpénétrés en milieu DES basés sur la dissolution et
I’assemblage de (macro)molécules ou nanocristaux dans un DES, suivie de la

polymérisation de monomeres (classiques ou du DES) in-situ dans ce milieu.

Finalement, seules deux catégories de systémes gélifiants identifiés lors de ces recherches
bibliographiques sont en accord avec les orientations choisies pour nos recherches : les gélifiants
biosourcés de faibles masses molaires (acides aminés et amino-amides alkylés), et les polymeres
d’origine naturelle (gélatine, gomme de guar, gomme xanthane, alginate de sodium). En effet, les
gels obtenus avec ces systémes gélifiants sont préparés par simple mélange et mettent en ceuvre
des (macro)molécules biosourcées ce qui répond favorablement aux principes de la chimie verte.
Les travaux utilisant ce type de gélifiants biosourcés sont discutés dans les deux sous-parties

suivantes.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM
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Figure I.24 Stratégies de synthése pour la préparation de matériaux flexibles biosourcés a base de
polyméres et contenant des solvants eutectiques [*3°]
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

1.3.4.1 Gélification de LTTM par des gélifiants biosourcés de faibles masses molaires

L’utilisation d’acides aminés (isoleucine et tryptophane) pour gélifier un DES ChCl:acide

1311 La méthode de préparation décrite

phénylacétique (1:2 mol) est décrite par Marullo et al [
consiste en un simple mélange pendant 1 heure a 80°C suivi d’un refroidissement a 4°C. La
gélification est obtenue a partir de la capacité des acides L-aminés a former, en milieu solvant,
des assemblages nanostructurés via des liaisons hydrogéne et des interactions n-x spécifiques. Ce
mécanisme étant dépendant de la température, les auteurs ont déterminé les températures de
transition gel/sol par mesure du point de goutte. Les températures obtenues sont de 34°C et 38°C,
respectivement pour des gels a 3% (m/m) d’isoleucine et de tryptophane. Ces derniéres étant plus
élevées que la température de fusion du DES (Ty= 25°C), ces résultats indiquent que la transition
gel/sol est due a la dissociation des liaisons hydrogéne et non pas a la fusion du solvant. Le

comportement rhéologique de ces échantillons est élastique (G* > G’’) et les modules obtenus

sont indépendants de la fréquence, ce qui atteste de la formation d’un gel physique (Figure 1.25).
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Figure I.25 Mesures de déformation (a) et balayage en fréquence (b) effectuées sur I'’eutectogel
d’isoleucine a 3% (m/m) dans un mélange ChCl:acide phénylacétique (1:2 mol)[*31]

Ces travaux montrent également que le module G’ est plus élevé dans le cas de 1’isoleucine (G’
> 10* Pa) comparativement a 1’utilisation de tryptophane (G’ > 10° Pa). Les auteurs ont attribué
ces différences aux types d’interactions établies entre le gélifiant et le DES (liaisons hydrogéne,
force de Van der Waals et liaisons n-7). Les auteurs ont observé les gels obtenus au microscope
a lumiére polarisée (POM) et ont mis en évidence des agrégats de formes différentes en fonction
de I’acide aminé employé (Figure 1.26). Sur les images a et ¢, la matrice amorphe apparait en
noir, tandis que les agrégats sont brillants. Lorsqu'une plaque rouge de premier ordre (images b

et d) est utilisé€e, la matrice est magenta et les agrégats sont bleus ou jaunes selon leur orientation.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Figure 1.26 Observations POM de gels obtenus dans ChCl:acide phénylacétique (1:2 mol) aprés ajout
de 3% (m/m) de tryptophane (a et b) ou d’isoleucine (c et d) [31]

L'analyse des images obtenues révele des différences pour les deux gels. Le gel a base de L-
Tryptophane (a et b) est caractérisé par de nombreux agrégats polymorphes (dipyramides,
octahédres, dodécahédres, etc.), ainsi que par des structures allongées éparses. A l'inverse, le gel
de L-Isoleucine (c et d) se caractérise par des agrégats plus gros, de tailles et de formes multiples
dont la répatition est plus homogéne dans 1’espace. Ainsi, les auteurs ont conclu que les propriétés

de ces gels d’acides aminés dépendent de la structure chimique de ces derniers (cf. Figure 1.22).

Les travaux plus récents de Saavedra et al. rapportent également 1’utilisation d’acides aminés
pour gélifier des LTTM !32], Les structures des huit acides aminés ainsi que la nature des solvants
sont repris sur la figure [.27. Le protocole de préparation des gels est identique a celui suivi par

311 A travers les résultats de ce

Marullo et al. (solubilisation a 80°C puis refroidissement a 4°C) |
screening expérimental, les auteurs ont mis en évidence trois comportements

macroscopiquement distincts :

(i)  insolubilité de 1’acide aminé dans le LTTM (noté I dans le tableau de la figure 1.27),
(ii)  solubilité de ’acide aminé dans le LTTM (noté S dans le tableau de la figure 1.27),
(iii) gélification du solvant par 1’acide aminé pour une concentration seuil (not¢é G dans le

tableau de la figure 1.27).
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Teiators 1 Gelator DES Conc. Aspect®
. CH; O ] : L-P ChCI/U (\z‘.(:‘:;) G(3.00
] -Pro “hCl/U (1:2) 3.0-5. 5 (3.0 %)
|No/\/“\°ﬂ HSA]/LON H;C\/K[J\OH MM~ on ! DA/TBABr (1:2) 4.0-5.0 I
I NH; NH, NH, 0 N, i ChCVACA (1:2) 2.0 S
L-Ser L-Cys Llle L-Asp ChClFrut (1:2) 3.0-4.0 I
| I MePhsPBr/Gly (1:2) 2.0-3.0 s
I | L-Pro-NH: ChCIU (1:2) 1.0-5.0 G (3.0%)
1S ° I HO, N r 1 DA/TBABr (1:2) 2.0-5.0 I
& N7 ~COOH SN ~CONH, ChCUACA (1:2) 2.0 S
{ OH N K 7~COOH N 2 WCUACA (1:2 2,
| mm H N I MePhsPBr/Gly (1:2) 2.0-3.0 s
L-Trp L-Pro 1-4-OH-L-Pro L-Pro-NH,
L ——— — b | 7-4-OH-L-Pro ChCVU (1:2) 1.0-5.0 G (3.0%)
PR ——————— DA/TBABr (1:2) 2.0-5.0 I
) ChCVACA (1:2) 2.0 I
5Cts a® / JOL 2 zuza a:cl ' .
IN{:.N OH [ NN, Ao [ g L-Ser ChCIU (1:2) 1.0-3.0 G (3.0%)
oy . I DA/TBABr (1:2) 1.0-4.0 I
I DA/TBABr (1:2) l ChCVAcA (1:2) 2.0 I
| cRowI(1n MePhsPBr/Gly (1:2) 2.0-3.0 S
/ ‘ !
| Al 4 ° oa® [ L-Iso ChCVU (1:2) 0 S
w5 [ e g o | Lo o] DA/TBABr (1:2) 2.0 1
I Lo T | ChCVACA (1:2) 2.0 I
ChCVACA (1:2)
I oo i L-Asp ChCLU (1:2) 3.0 I
I
I 3 I L-Cys ChCIU (1:2) 1.0-3.0 I
ofn B [ o™~ om 1
pn-hme oH L-Trp ChCIU (1:2) 1.0-2.0 G (2.0%)
I ™ 1
| MePhsPBr/Gly (1:2) 2.0 s
| "‘"‘_”'ﬂ‘,’"” e e e a6 =geliS=soluble;: I =insohible

Figure I.27 Structures des acides aminés et des composants des systémes LTTM ainsi que les résultats du
screening réalisé pour I'obtention d’eutectogels. Adaptée de Saavedra et al. [132]

A I’exception de 1’isoleucine, de ’asparagine et de la cystéine, les acides aminés et dérivés testés
(proline, sérine, tryptophane, prolinamide et trans-4-hydroxy-proline) permettent d’obtenir des
gels mais uniquement dans le mélange ChCl:urée (1:2 mol). Les auteurs ont ensuite caractérisé
les températures de transition gel/sol de ces matériaux par mesure du point de goutte et obtenu
des valeurs comprises entre 31 et 35°C, soit 1égerement inférieures a celles rapportées par Marullo
et al. 131 Les propriétés rhéologiques et 1’observation de la nanostructure par microscope a
lumiére polarisée (POM) ont également été étudiées. Comme observé précédemment par Marullo
et al. 1311 le comportement rhéologique de ces échantillons est élastique (G’ > G ). Les modules
obtenus sont indépendants de la fréquence, signature de la formation d’un gel physique, comme
dans le cas de la gélification du mélange ChCl:urée (1:2 mol) par 3% (m/m) de L-proline (Figure
1.28). Bien que la relation entre les propriétés rhéologiques des gels obtenus et la structure des
acides aminés (Figure 1.27) ne soit pas discutée par les auteurs, d’aprés les valeurs de tan J
rapportées pour les gels de proline (0,35), de prolinamide (0,65), et de trans-4-hydroxy-proline
(0,70), il apparait 1a aussi que la nature des groupements fonctionnels influence directement les

propriétés des gels d’acides aminés en milieu LTTM.

Benoit CAPRIN 61
Thése au sein de I’école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023

UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres

Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette theése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf

© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

4]

AR P LT TR
. *oe,,

1000

G', G* {Pa)

o

* O
e &

= 5%

10 100

Osciltation strain (Fa) Angulsr frequency (rad's)

Figure 1.28 Mesures en déformation (a) et balayage en fréquence (b) effectuées sur I'eutectogel de
L-proline a 3% (m/m) dans un mélange ChCl:urée (1:2 mol)[32

En étudiant le pouvoir gélifiant de deux amino-amides alkylés (les structures sont présentées en
figure 1.22) sur un mélange de ChCl:urée (1:2 mol), Delbecq et al. ont également mis en évidence
I’importance des groupements chimiques dans les processus de gélification 133, En effet, les
auteurs ont montré que ’ajout de 1% de C18AA dans le NaLTTM étudié conduit a la formation
d’un gel, ce qui n’est pas le cas lorsque le C180H est utilisé a des concentrations supérieures a
4%. Les auteurs ont proposé que la gélification repose sur 1’insertion du C18AA dans le réseau
tridimensionnel formé par le NaLTTM par le biais de liaisons hydrogéne avec 1’urée et I’ion
chlorure. Ce mécanisme de création de liaisons hydrogene, illustré en figure 1.29, serait facilité
par la présence des fonctions amine et amide et conduirait a la formation d’une structure
lamellaire stabilisée par des interactions hydrophobes entre les chaines alkyle du CI18AA.
L’absence de fonction amine terminale sur la structure du C18OH expliquerait la différence

observée dans ce cas.
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Figure I.29 Illustration du possible mécanisme de gélification d’'un mélange CHCI :urée
par un amino-amide alkylé : le C18AA [133]
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Ces trois exemples traitant de I’incorporation de gélifiants biosourcés de faible masse molaire
(acides aminés et amino-amides alkylés) dans des LTTM démontrent que [’obtention d’un gel
dépend du solvant et de la structure chimique du gélifiant utilisé. Plus particuliérement, la nature
des groupements chimiques impacte directement les interactions développées au sein du matériau.
La formation et 1’organisation du gel résulte de 1’équilibre qui existe entre les interactions

gélifiant/gélifiant, gélifiant/LTTM et LTTM/LTTM.

1.3.4.2 Gélification de LTTM par des polyméres d’origine naturelle

L’utilisation de polymeéres d’origine naturelle pour gélifier des solvants de type LTTM est
également décrite dans la littérature. L’état de 1’art a permis d’identifier différents
polysaccharides (gomme de guar, gomme xanthane, alginate de sodium) pouvant étre utilisés a
cet effet, ainsi que la gélatine. La gélatine, mélange de protéines issues de 1’hydrolyse partielle
du collagéne, a été proposée pour gélifier un mélange ChCl:éthyléne glycol (1:2 mol) 134, Les
mélanges ont été préparés a 70°C pour permettre la dissolution de la gélatine et induire son état
de désordre. La gélification se produit lors du refroidissement a 4°C pendant une nuit, temps
nécessaire pour que la gélatine retrouve un état ordonné sous forme de triples hélices. Les auteurs
ont préparé différents mélanges, tous a base de gélatine (22% m/m) mais dans différents solvants,
notamment dans le but de mieux comprendre le réle joué par chacun des constituants du DES. Le
premier mélange est un organogel formé a partir de 1’éthyléne glycol seul (noté EGgel), le
deuxieme mélange (noté ChCl hydrogel) correspond a un hydrogel a force ionique élevée préparé
a partir d’une solution aqueuse de méme concentration en ChCl que celle du DES (4,2 M) et le
troiseme est un hydrogel (gélatine + eau). Les propriétés mécaniques, a grandes déformations, de

ces matériaux ont été comparées par des essais de traction qui permettent de suivre les courbes

de contrainte-déformation et les valeurs de ténacité (figure 1.30 a et b).
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Figure 1.30 a) Courbes de contrainte-déformation des différents gels de gélatine (22% m/m)
obtenus par des essais de traction. b) Valeurs de la ténacité des gels étudiés [134]
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

La figure 1.30a montre les courbes de contrainte de traction-déformation des quatre gels et la
figure 1.30b montre les ténacités déterminées pour chaque échantillon (correspondant a la valeur
de I’aire de la courbe contrainte-déformation). Le gel a base du mélange gélatine/ DES (en rouge)
présente la plus grande déformation a la rupture (320%) et la ténacité la plus élevée (133 kJ.m™3).
L'hydrogel présente les valeurs de déformation a la rupture et de ténacité les plus faibles (= 40 %
et 2,1 kJ.m3, respectivement). La présence de ChCl a une concentration de 4,2 M dans le milieu
aqueux conduit a un systéme présentant une plus grande déformation a la rupture (= 140%) et une
plus forte ténacité (95 kJ.m?), par rapport a I'hydrogel sans ajout de ChCl. D’aprés les auteurs,
cela peut s’expliquer par une réduction des interactions électrostatiques entre les chaines de
gélatine dans I'hydrogel contenant le ChCl en raison de la forte densité ionique qui facilite le
regroupement des chaines. L organogel a base d’éthyléne glycol posséde une déformation a la
rupture proche de celle de I'hydrogel ChClI (= 120%), alors que sa ténacité (28 kJ.m?*) est beaucoup
plus faible. Cela indique que 1’assemblage des chaines de gélatine est grandement affecté par cet
environnement non aqueux. Par des analyses de diffusion des rayons X aux grands angles
(WAXS), les auteurs ont mis en évidence la présence de triples hélices dans I’hydrogel, ainsi que
dans le gel a base de DES. Cependant, toujours d’aprés les exepériences en WAXS, dans le cas
du DES, les triples hélices sont moins nombreuses mais leur diameétre moyen est plus important.
Ainsi, les auteurs suggerent que les propriétés mécaniques du gel a base de DES résultent d’une
contribution synergique de chacun des composés du mélange. L'éthyléne glycol favoriserait la
formation de triples hélices de diameétre supérieur a celles formées dans 1'eau, tandis que le ChCl
engendrerait un assemblage sous forme de faisceaux de chaines. Ces interactions spécifiques entre
les chaines de gélatine et le solvant conduiraient a des aggrégats de triples hélices moins

nombreux mais de diameétre important.

Quelques polysaccharides ont également été utilisés comme gélifiants de solvants eutectiques.
Tout d’abord, les travaux de Depoorter et al. ont décrits des mélanges a base de ChCl et de
différents HBD (urée, acides, alcools et sucres) et de gomme de guar, un polysaccharide
appartenant a la famille des galactomannanes. I1 s’agit d’une partie des travaux de thése de Jeremy
Depoorter, réalisés au sein du laboratoire IMP, illustrée par la figure 1.31 35, Le mélange
ChCl:urée (1:2mol) s’est avéré le plus efficace pour solubiliser la gomme de guar. Les mélan ges
obtenus sont transparents et macroscopiquement homogénes. D’aprés les auteurs, cette
compatibilité supérieure s’explique d’une part par la propension de I’anion chlorure a former des
liaisons hydrogéne et, d’autre part, par la nature chaotropique de 1’urée qui favorise la dissociation

des liaisons hydrogeéne développées naturellement entre les chaines de guar.
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Biosourced Guar/ ChCl-Urea mixtures

— —
Cg,uar7I

Ch oride

fRaced DES i Elasticity Conductivity
e,
7 31 %y %
\ " 107 “teale,
Ho N 104 ,’, 1= : S
= A 5101 LR
= /3285712 %
0.5 / 8101 R
A y * Urea AG: 7 E R \ b
\ 7\ /' HBD =4 polyacids % 197
1 .
Guar Gum * Polyols 10° T T 10" . T T
10 20 30 25 30 35 40
* Sugars Coror (WH. %) 1000/T (K™)

Figure I.31 Graphical abstract résumant I'obtention et la caractérisation de matériaux a partir
de gomme de guar et de mélanges LTTM [135]

Cette conclusion s’appuie notamment sur des analyses par spectroscopie infrarouge et par
diffraction des rayons X qui ont révélé la dissociation de liaisons entre les chaines de guar au
profit de liaisons hydrogeéne développées entre les groupements OH de la gomme de guar et les
groupements polaires du DES ChCl:urée. La caractérisation des propriétés rhéologiques réalisée
sur les mélanges guar/ChCl:urée a montré que les modules G’ et G’° augmentent avec la
concentration en guar. Pour des concentrations inférieures a 10%, le comportement est dominé
par le module visqueux (G’’ > G’). Entre 10 et 20%, un comportement viscoélastique dépendant
de la fréquence est observé alors que la concentration de 20% permet de conserver un
comportement ¢lastique (G’ > G’’) sur toute la plage de fréquence étudiée. Cette différence de
comportement s’explique par I’augmentation du nombre de liaisons hydrogéne entre les chaines
de guar et le DES et par I’augmentation du nombre des enchevétrements entres les chaines de
guar avec la concentration. Cette structuration résulte donc de 1’équilibre qui existe entre les
interactions guar/guar, guar/DES et DES/DES. Enfin, le mélange guar/ChCl/urée (Cguar = 10%
m/m) présente une conductivité ionique élevée qui démontre que ces matériaux biosourcés
présentent un potentiel applicatif en tant qu’électrolyte solide, pour des utilisations dans le

domaine de I’énergie, a I’instar des eutectogels introduits par Joos et al. ['*7!

L’utilisation de la gomme xanthane, un exopolysaccharide obtenu par la fermentation aérobique
du glucose par la bactérie Xanthomonas campestris a été¢ décrite dans deux publications. Dans la
premiére, les auteurs ont rapporté 1’obtention de gels a partir de mélanges a base de ChCl et de
différents HBD : xylitol, glycérol, sorbitol et acide citrique !'*¢!. La préparation est simple puisque
les auteurs ont indiqué que la gomme xanthane a été introduite dans le NaLTTM sous agitation
jusqu’a dissolution compléte a température ambiante. Un ajout d’eau a 10% (m/m) a ensuite été
effectué. Ce mélange a été chauffé a 80°C pendant 5 minutes avant d’étre conservé a température

ambiante. C’est lors du refroidissement que la gélification se produit.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Plus précisément, il s’agit du réarrangement thermoréversible de type ordre-désordre du xanthane
induit par un cycle de chauffage / refroidissement comme pour la formation d’hydrogels de
xanthane. Les auteurs ont indiqué que la formation de gels physiques a faibles concentrations de
xanthane (3% m/m) n’était possible que lorsqu’un ajout de 10% (m/m) d’eau était réalisé. La

figure 1.32 issue de cette publication illustre cette constatation pour le mélange ChCl:xylitol.

Figure I.32 Effets de I'ajout d'eau et de la concentration en gomme de xanthane sur la formation
de gels de ChCI / xylitol (1:1 mol) [*36]

Un ajout jusqu’a 5% (m/m) de xanthane dans le mélange binaire ChCl:xylitol a conduit a
I’obtention de solutions visqueuses (écoulement apres retournement du flacon). A ’inverse, pour
des concentrations en xanthane supérieures ou égales a 3% (m/m) dans un mélange ternaire
ChCl:xylitol:eau, les échantillons ne s’écoulent pas apres retournement du flacon. L’étude des
propriétés rhéologiques en écoulement montre un comportement fortement rhéofluidifiant (Figure
1.33A). D’autre part, les balayages en fréquence révélent un comportement élastique avec G’ >
G’ sur la gamme de fréquences étudiées sauf dans le cas du mélange ChCl:acide citrique (1:1

mol) pour lequel un croisement des modules est observé a 3 Hz (Figure 1.33B).
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Figure I.33 Propriétés rhéologiques de gels de xanthane obtenus dans différents NaLTTM : ChCl:glycérol,
ChCl:acide citrique, ChCl:xylitol, ChCl:sorbitol. (A) courbes d’écoulements et (B) balayages en fréquence.
Adaptée de Zeng et al. [136]
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Les auteurs ont indiqué que la valeur des modules augmente avec la concentration en xanthane.
Ces matériaux présentent toutefois des modules dépendant de la fréquence de sollicitation, ce qui
s’explique par la nature et le caractére non-covalent des interactions engagées dans la formation
du réseau physique (liaisons hydrogene entre le polysaccharide et le NaLTTM). Ainsi, les auteurs
ont émis I’hypothése que I’eau intervient dans la structuration du matériau. Afin de préciser la
structuration interne, les auteurs ont observé les matériaux obtenus au microscope électronique a

balayage (SEM) figure 1.34.

Figure I.34 Clichés MEB de gels de gomme xanthane (10% m/m) obtenus dans différents
NaLTTM : (a) ChCl:glycérol, (b) ChCl:acide citrique, (c) ChCl:xylitol, et (d) ChCl:sorbitol [136]

Une structure filamenteuse est retrouvée pour les quatre eutectogels obtenus dans les NaLTTM
utilisés. Cependant, la microstructure globale du réseau de xanthane présente des différences
significatives en fonction du solvant. Dans le mélange ChCl:glycérol (1:2 mol) (a) de longs
filaments sont observés alors que dans le ChCl:acide citrique (1:1 mol) (b) des structures en
feuillets apparaissent. Pour les systémes ChCl:xylitol (1:1 mol) (c¢) et ChCl:sorbitol (1:1 mol) (d)
la structure est plus poreuse et est formé de cavités internes de quelques um. D’apres les auteurs,
ces différences pourraient étre attribuées a la perturbation du réseau de liaisons hydrogeéne du
solvant par I’incorporation de xanthane. Les molécules d'eau permettraient de maintenir une
conformation ordonnée d’agrégats de xanthane, ce qui explique que secules des solutions
visqueuses soient obtenues avec les NalLTTM anhydres. D’aprés les auteurs, le degré
d’agencement des chaines de xanthane varie avec le caractére plus ou moins libre de 1’eau dans
la structuration supramoléculaire du solvant. Cette interprétation est a considérer avec beaucoup
de précautions car les structures des différents solvants utilisés n’ont pas été étudiées dans ces
travaux. Les auteurs ont également indiqué que les propriétés thermiques du systéme obtenu avec
le systétme ChCl:xylitol (1:1 mol) (+ 10% m/m d’eau) sont trés proches de celles du solvant

puisqu’une unique 7, est observée sur une plage de température allant de -50°C a 90°C.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

L’utilisation de gomme xanthane en combinaison avec le LTTM ChCl:xylitol (1:1mol) a
également été décrite par Xia et al ['37), Dans cette étude, les auteurs se sont intéressé plus
précisément a I’impact de la quantité d’eau (entre 20 et 100%) sur les propriétés des mélanges
obtenus avec 5% (m/m) de xanthane. Le protocole de préparation est identique a celui suivi par
Zeng et al. 3%, La aussi, les auteurs ont montré qu’un ajout d’eau était nécessaire a I’obtention
de gels. Les propriétés rhéologiques des gels obtenus ont été étudiées par balayage en fréquence
a 25°C et par un balayage en température (rampe de 1°C/min entre 20 et 90°C) a une fréquence
de 1 Hz (Figure 1.35). Hormis |’échantillon ne contenant pas d’eau pour lequel G > G,
I’indépendance des modules avec la fréquence confirme 1’état de gel pour tous les échantillons

(figure 1.35A).
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Figure I.35 Dépendance des modules en fonction de la fréquence (A) et de la température (B) pour

des gels de xanthane obtenus dans I'eau (100%) et dans des mélanges ternaires ChCl:xylitol:eau
1:1mol + différents pourcentages massiques d’eau (de 0 a 80%) [137]

L hydrogel présente des valeurs de modules inférieures a celles des gels obtenus dans les
mélanges ternaires ChCl:xylitol (1:1mol) + eau. On remarque qu’un ajout d’eau (entre 20 et 80%
(m/m)) a peu d’impact sur la valeur des modules élastiques a 25°C. L’ordre de grandeur des
modules : G’ < 1000 Pa et G’" = 100 Pa est similaire a ceux des travaux de Zeng et al. ¢ et
confirme qu’il s’agit de gels faibles résultant de liaisons hydrogéne entre le polysaccharide et le
LTTM. Sur la figure 1.35B, il apparait que les modules du mélange sans eau diminuent avec
I’augmentation de la température. Pour des concentrations en eau comprises entre 20 et 60%
(m/m), les gels présentent des propriétés viscoélastiques invariantes avec la température. Enfin,
pour des concentrations en eau comprises entre 80 et 100% (m/m) (hydrogel), une augmentation
des modules est observée a hautes températures ce qui est trés certainement du a 1’évaporation
partielle de I’eau. Les auteurs ont ensuite examiné les propriétés thermiques de ces gels par DSC,
entre -60 et 100°C. Lorsque la quantité d’eau ajoutée est inférieure a 40%, aucun éveénement
thermique n’est repéré. Dans cette gamme de concentration, I’eau est retenue dans la structure du
LTTM et ne cristallise pas, méme a des températures négatives. La cristallisation de 1’eau apparait

pour des concentrations en eau supérieures a 40%.
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Cette observation est cohérente avec la discussion de 1’effet de 1’eau sur la structure
supramoléculaire des mélanges LTTM (cf. §1.2.6). Ainsi, I’appellation eutectogels utilisée dans
ces travaux pour décrire des mélanges comprenant 60 ou 80% massique d’eau peut étre considéré
comme un abus de langage car ces mélanges peuvent plutdt étre considérés comme étant des
hydrogels comprenant du ChCl et du xylitol. Les auteurs ont également indiqué que les gels
obtenus sont tres bien tolérés par des cellules normales (type HepG2) avec une viabilité cellulaire
proche de 100% (Test AMTT). Enfin, I’ajout de 20% d’eau au mélange ChCl:xylitol (1:1mol)
permettrait de solubiliser 10 000 fois plus de quercétine (un flavonoide souvent retrouvé en
extraction végétale) que dans I’eau. Toutefois, les auteurs n’ont pas discuté la possibilité d’obtenir
des gels en ajoutant de la gomme xanthane dans un mélange LTTM + quercétine. Les publications
de Zeng et al. et Xia et al. démontrent cependant la faisabilité de gélifier des solvants NaLTTM

par de la gomme xanthane en présence d’au moins 10% (m/m) d’eau 361 1371,

Les propriétés
rhéologiques dépendent de la concentration en xanthane et les propriétés thermiques sont

étroitement liées a celles du mélange NaLTTM utilisé.

Enfin, la possibilité de gélifier des LTTM par de 1’alginate de sodium a été trés récemment étudiée
par Tian et al '3, Ces travaux se démarquent de ceux discutés précédemment car les NaLTTM
utilisés ne contiennent pas de ChCl et consistent en des associations proline + HBD (glucose ou
sorbitol) + eau (20% (m/m)). Le protocole de préparation des eutectogels est assez complexe et

comporte plusieurs étapes (Figure 1.36).
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Figure 1.36 Protocole de préparation décrit dans les travaux de Tian et al. [*38] pour I'obtention de
films d’eutectogels composés de NaLTTM et d’alginate de sodium
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

Comme le montre la figure 1.36, la premiére étape consiste en la préparation du NaLTTM a 50°C
sous agitation jusqu’a ce qu’une solution visqueuse et transparente soit obtenue. L’alginate de
sodium (environ 1g) a été dissous dans 60mL d’eau distillée et la solution d’alginate a été chauffée
a 90°C. Apres dissolution compléte de 1’alginate, 4,0g de NaLTTM a été ajouté a la solution
aqueuse d’alginate et le mélange a été agité¢ pendant 10 minutes a 90°C. La solution obtenue a été
immédiatement passée aux ultrasons pour éliminer le gaz dissous puis refroidie & Toms. Apres
refroidissement, la solution a été coulée dans un gabarit en plastique d'un diameétre de 90 mm et
d'une hauteur de 2 mm puis séchée a 30°C pendant environ 12 heures. Un film monocouche
comprenant les composés du NaLTTM et 1’alginate de sodium a été obtenu. Pour immobiliser ce
film monocouche dans un gel et rendre le matériau insoluble dans 1'eau, cette monocouche a été
immergée dans la solution de réticulation comprenant 3% (m/v) de CaCl, et 90 % (v/v) d'éthanol
pendant environ 30 minutes. Au cours du processus de réticulation, la couche externe est gélifiée
par diffusion des ions calcium créant ainsi un film possédant une structure « sandwich-like »

comme illustré par la figure 1.37 issue de ces travaux !138],
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Figure 1.37 Epaisseur (A), microstructure (B) et informations élémentaires (C) des eutectogels a base de
NaLTTM obtenus par Tian et al. [138]

L’¢épaisseur des films obtenus a été mesurée sur 40 échantillons, préparés a partir des 3 solvants
NaLTTM considérés. Quel que soit le solvant, I’épaisseur des films obtenus est d’environ 150um
(Figure 1.37A). La microstructure des films a été observée par microscopie optique afin de
confirmer la structure« sandwich-like » (Figure 1.37B). Enfin, une analyse par spectroscopie de
photoélectrons X (XPS) de chacune des couches a permis de mettre en évidence que seules les
couches externes du matériaux contiennent du calcium. Les auteurs ont ensuite caractérisé les
propriétés mécaniques et thermiques en conditions extrémes afin d’illustrer la bonne résistance a
la congélation des matériaux obtenus. Les auteurs ont envisagé d’utiliser ces matériaux comme

films alimentaires résistant a la congélation 1381,
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Chapitre I : Les matériaux gélifiés a base de LTTM

I.3.5 Conclusion

Dans cette deuxiéme partie bibliographique, nous avons recensé plusieurs travaux traitant de la
gélification de solvants LTTM. Différents systémes gélifiants ont été recensés. Il apparait
cependant que les polysaccharides non modifiés restent a ce jour minoritaires dans les travaux
traitant de la gélification de LTTM. De plus, un seul exemple de gélification d’un NaLTTM ne
contenant pas de ChCl a été identifié. La caractérisation de ces matériaux repose principalement
sur la description des propriétés rhéologiques, mécaniques et structurales. Les publications
traitant d’eutectogels 4 base de xanthane indiquent que la présence d’eau est nécessaire pour
I’obtention d’un gel. D’autre part, les systémes gélifiés obtenus avec la gélatine [**! et la gomme

de guar (133

nécessitent des concentrations en polysaccharides tres élevées (= 20% m/m), ce qui
présente un inconvénient pour des projections industrielles. Parmi les différentes techniques
identifiées pour la préparation d’eutectogels, on retiendra que [’utilisation de certains
polysaccharides (gomme de guar, gomme xanthane) permet 1’obtention de gels par un simple
cycle de chauffage et de refroidissement de la solution de polysaccharide dans le NaLTTM.
Compte-tenu des orientations de ce projet de thése (potentielle application en cosmétique, chimie
verte, procédé peu énergivore et transposable industriellement) cette approche sera privilégiée.
D’autres polysaccharides comme les alginates nécessitent la présence d’ions divalents (Ca** dans

138

les travaux de Tian et al. 138]) et permettent de créer une coque de gel en surface du matériaux.

Cette voie sera également examinée et étudiée (Chapitre II1.3). Enfin, il apparait que la

gélification de solvants LTTM a base de fructose, de glycérol et d’eau, et que la gélification

\

d’extraits végétaux obtenus par ce type de solvants, ne sont pas décrites a ce jour dans la

littérature.
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Annexe I

Tableau récapitulatif des NaLTTM dont les T, sont reportées dans la littérature (1/3)

:Z::;f::(:::; H;i::ff&_;z‘;d Third Compound molar ratio T, (°C) Reference
1 choline lactate urea / 1:2 -51.55
2 choline lactate glycerol / 1:2 -52.93
3 choline lactate ethylene glycol / 1:2 nr
4 choline lactate urea glycerol 1:1:1 -66.62 Hoppe et al. 2022 !
5 choline lactate urea ethylene glycol 1:1:1 -73.04
6 choline lactate glycerol ethylene glycol 1:1:1 nr
7 choline chloride sesamol / 1:3 -71 Gallo et al. 2021
8 fructose glycerol water 2:2:1 -43
9 fructose glycerol water 1:1:1.5 -58
10 fructose glycerol water 1:1:2 -64
11 fructose glycerol water 1:1:3 -71 . 1as]
12 fructose glycerol water 1:1:4 -78 Caprin et al. 2021
13 fructose glycerol water 1:1:5 -84
14 fructose glycerol water 1:1:6 -89
15 fructose glycerol water 1:1:7 -91
16 glycerol sorbitol / 2:1 -62 Roda et al. 20217
17 sorbitol malic acid water 1:1:3 -55.9 Boyko et al. 2020 8l
18 L-menthol thymol / 1:1 -56
19 L-menthol carvacrol / 1:1 -57 Alhadid et al. 20201
20 DL-menthol thymol / 1:1 -54
21 DL-menthol sesamol / 1:1 -51 Mat Hussin et al. 2020 %
22 DL-menthol 3-hydroxy benzoic acid / 7:1 -41
23 betaine L-lactic acid / 1:2 -63.15
24 betaine L-lactic acid / 1:5 -73.15
25 betaine L-lactic acid water 1:1:1 -68.15
26 betaine levulinic acid / 1:2 -61.15 Sanchez et al. 2019 Y
27 betaine citric acid water 2:1:6 -65.15
28 proline levulinic acid / 1:2 -63.15
29 proline lactic acid / 1:1 -49.15
30 choline chloride acetylsalicylic acid / 1:2 -37 Tomai et al. 2019 %
31 fructose glycerol / 1:2 -55.7
32 fructose glycerol / 1:3 -62.9
33 fructose glycerol / 1:4 -68.2
34 fructose glycerol / 1:5 -69.9
35 fructose glycerol / 1:6 -72.5 . 53]
36 glucose glycerol / 1:3 -64.0 Zdanowicz et al. 2019
37 glucose glycerol / 1:4 -68.5
38 glucose glycerol / 1:5 -67.0
39 glucose glycerol / 1:6 -68.9
40 sucrose glycerol / 1:6 -67.4
41 choline chloride urea / 1:2 -62
42 choline chloride citric acid / 1:1 -30.0
43 choline chloride oxalic acid / 1:1 -45.0
a4 choline chloride galactose / 1:1 -39.0 1134]
45 choline chloride fructose / 1:2 -42.0 Depoorter et al. 2019
46 choline chloride isosorbide / 1:2 -54.0
47 choline chloride sorbitol / 1:2 -28.0
48 choline chloride maltitol / 1:1 15.0
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Tableau récapitulatif des NaLTTM dont les T, sont reportées dans la littérature (2/3)

:Z:::tg:rn(:::d) H[y)::'o:re(r’\.’:opr;d Third Compound molar ratio T4 (°C) Référence
49 malic acid proline / 3:1 -8
50 malic acid proline / 2:1 -10
51 malic acid proline / 11 -5
52 malic acid proline / 1:2 -5 van den Bruinhorst et al.
53 malic acid proline / 1:3 -8 2018 4
54 glycolic acid proline / 3:1 -46
55 glycolic acid proline / 2:1 -40
56 glycolic acid proline / 1:1 -31
57 malic acid sucrose water 1:3:2 -55
58 malic acid sucrose water 2:4:2 -55 Yiin et al. 2018 4
59 malic acid sucrose water 2:4:3 -68
60 citric acid sucrose water 1:1+16 wt% -44.88
61 citric acid sucrose water 1:2 + 16 wt% -42.45
62 citric acid sucrose water 1:3+ 16 wt% -39.68
63 citric acid sucrose water 1:1+20 wt% -48.25
64 citric acid sucrose water 1:2 + 20 wt% -45.95 saviet al. 2018'Y
65 citric acid sucrose water 1:3+20 wt% -44.56
66 citric acid sucrose water 1:1+ 30 wt% -72.17
67 citric acid sucrose water 1:2 + 30 wt% -70.39
68 citric acid sucrose water 1:3 + 30 wt% -68.56
69 malic acid sucrose water 1:1:10 -43 . 551
70 malic acid sucrose water 1:3:10 -53 Yiinetal. 2016
71 choline chloride urea / 1:2 -75.55
72 choline chloride urea arginine 1:2:0.05 -62.67
73 choline chloride urea arginine 1:2:0.10 -59.22 Chemat et al. 2016
74 choline chloride urea arginine 1:2:0.15 -59.11
75 choline chloride urea arginine 1:2:0.20 -54.42
76 betaine urea / 1:1 -49
77 betaine urea / 1:1.5 -51.1 561
78 betaine urea / 1:2 -48.5 Zengetal. 2016
79 betaine urea / 1:2.5 -40.6
80 choline chloride glucose / 1:1 -28.4
81 choline chloride citric acid / 1:1 -21.4
82 choline chloride sucrose / 4:1 -42
83 choline chloride sucrose / 1:1 -15.8
84 choline chloride tartaric acid / 2:1 -41.6
85 choline chloride xylose / 3:1 -46.4
86 choline chloride xylose / 2:1 -51.2 Craveiro et al. 2016 "
87 citric acid sucrose / 11 -14
88 citric acid glucose / 11 9.8/48.7
89 glucose tartaric acid / 1:1 -18.3
90 choline chloride xylose water 2:1+2.2wt% -58.5
91 choline chloride xylose water 2:1+3.8wt% -59.1
92 choline chloride xylose water 2:1+5.0 wt% -61.3
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Tableau récapitulatif des NaLTTM dont les T, sont reportées dans la littérature (3/3)

Hydrogen Bond

Hydrogen Bond

Acceptor (HBA) Donor (HBD) Third Compound molar ratio T, (°C) Référence

g3 | tetramethylammonium L-lactic acid / 12 69

chloride
94 tetraet:mf:;":’"'”m L-lactic acid / 12 71 Zubeir et al. 2014 ¥
g5 | tetrabutylammonium L-lactic acid / 12 -66

chloride
96 Potassium carbonate glycerol / 1:3.5 -38 1s9]
97 Potassium carbonate glycerol / 1:50 -78.54 Nasser et al. 2013
98 choline chloride malic acid water 1:1:2 -71.32
99 choline chloride glycerol water 1:2:1 -101.59
100 B-alanine malic acid water 1:1:3 -70.88
101 proline malic acid water 1:1:3 -61.29
102 choline chloride fructose water 5:2:5 -84.58
103 choline chloride xylose water 2:1:2 -81.8
104 choline chloride sucrose water 4:1:4 -82.96 Dai et al. 2013
105 choline chloride glucose water 5:2:5 -83.96
106 choline chloride 1,2-propanediol water 1:1:1 -109.55
107 lactic acid glucose water 5:1:3 -77.06
108 choline chloride sorbitol water 5:2:6 -89.62
109 choline chloride xylitol water 2:1:3 -93.33
110 fructose + glucose sucrose water 1:1:1:11 -50.77
111 choline chloride lactic acid / 1:2 -77.7 (601
112 choline chloride glycerol / 1:2 -96.5 Gonzales et al. 2013
113 alanine lactic acid / 1:9 -59.31
114 betaine lactic acid / 1:2 -46.86
115 choline chloride lactic acid / 1:1.3 -76.75
116 choline chloride lactic acid / 1:2 -77.73
117 choline chloride lactic acid / 1:5 -69.23
118 choline chloride lactic acid / 1:10 -66.3
119 choline chloride lactic acid / 1:15 -67.15
120 glycine lactic acid / 1:9 -54.51
121 histidine lactic acid / 1:9 -39.22
122 proline lactic acid / 1:2 -36.69
123 alanine malic acid / 1:1 -42.64
124 betaine malic acid / 1:1 -20.01
125 choline chloride malic acid / 1:1 -56.48 Francisco et al. 2012 1!
126 glycine malic acid / 1:1 -34.08 Francisco et al. 2013a **!
127 proline malic acid / 1:1 -13.64 Francisco et al. 2013b ¥
128 proline malic acid / 2:1 -15.51
129 proline malic acid / 3:1 -44.38
130 histidine malic acid / 1:2 nr
131 nicotinic acid malic acid / 1:9 nr
132 betaine oxalic acid dihydrate / 1:1 -17.19
133 proline oxalic acid dihydrate / 1:1 -42.91
134 choline chloride oxalic acid dihydrate / 1:1 -40.17
135 glycine oxalic acid dihydrate / 1:3 nr
136 nicotinic acid oxalic acid dihydrate / 1:9 nr
137 histidine oxalic acid dihydrate / 1:9 nr
138 choline chloride oxalic acid anhydrous / 1:1 -46.06
139 proline oxalic acid anhydrous / 1:1 -14.45
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Annexes

Chapitre I

Annexe II

Résultats de I’interrogation SciFinder” réalisée le 19/08/2022 a partir du terme eutectogel

Année auteurs Journal DES gelator gelation mechanism applications
ChCl:urea (1:2 mol) .
1-vinylimidazole (monomer) . - " .
N . ChCl:glycerol (1:2 mol) . . ) UV induced polymerization sensors with adhesive properties on human skin,
2022 Kaiqi et al. Chemical Engineering Journal N,N'-methylene bisacrylamide (crosslinker) 3 N
ChCl:ethylene glycol (1:2 mol) highly strechable and self-healing
Irgacure 2959 tor)
ChCl:1,3-propanediol (1:2 mol)
2022 Xiao et al. Food hydrocolloids Review suggesting the use of durian seed-gum to obtain eutectogel food coating
2022 Marullo et al. Journal of molecular liquids ChCl:diethylene glycol (1:3 mol) cetyldiethanolamide N-oxide heating and cooling iodine removal from apolar solvents
ChCl based DES with urea, ethylene Acrylic acid (monomer) +
2022 Wan et al. Chemical Engineering Journal glycol, glycerol, 1,4 butanediol, glucose, 1-hydroxycyclohexyl phenyl ketone (P1184) UV induced polymerization ultrastrong water detachable adhesive
malonic acid (initiator)
ChCl:urea (1:2 mol)
" " self-healing supramolecular eutectogels with
" . ChCl:glycerol (1:2 mol) halogenated 1,3:2,4-dibenzylidene-D-sorbitol ) N
2022 Kaigi et al. Chemical Engineering Journal mixing at critical gel concentration multiple potential uses (injectability, steel-steel
ChCl:ethylene glycol (1:2 mol) (X-DBS) - .
lubrication, dye absorption,etc.)
(1:2 mol)
lucose (5:3 mol) + 20wt% water 1. heating and mixing of DES + alginate
2022 Tianet al. Food hydrocolloids proline:glucose (1:1 mol) + 20wt% water sodium alginate + CaCl, 2. cooling + drying (12h at 30°C) anti-freezing materials for food industry
proline:sorbitol (1:1 mol) + 20wt% water 3. crosslinking with CaCl,
A id +
2022 Fengetal. Nano Energy ChCl:urea (1:2 mol) crylic acid (monomer) tor) dual catalytic reaction flexible sensor for monitoring human movements
1. preparation of CMC+ PAM hydrogels
2022 Hou et al. Advanced energy materials LiTFSi + acetamide + water poly acrylamide + carboxymethyl cellulose 2. drying high safety flexible electronic devices
3. immersion in the DES
2022 Chen et al. ACS applied Polymer materials ChCl:urea (1:2 mol) poly(vinyl alcohol) + gelatin 2 Publi non disponible wearable electronic devices
2022 Chengetal. ACS nano ? Publi non disponible
2022 Wu et al. ACS applied energy materials Zn(CI04)2 + acrylamide + water pliable high energy storing devices
LiCl + ethyl lycol
2022 Wang et al. ACS applied Polymer materials ! ethylene glyco poly(vinyl alcohol) ? Publi non disponible flexible sensor devices
ZnCI2 + ethylene glycol
2022 Picchio et al. Advanced materials technologies ChCl:glycerol (1:2 mol) lignin sulfonated + gelatin heating and cooling 3D-Printable Wearable Sensors and Bioelectrodes
1. preparation of PVA hydrogel
2022 Zhangetal. Advanced functional materials ChCl:glycerol (1:2 mol) poly(vinyl alcohol) 2. drying soft electronic devices
3. immersion in the DES
2022 Zhanget al. Carbon energy LiTFSi + succinonitrile cyanoethyl cellulose mixing electrolyte for batteries
2022 Zhao et al. Journal of Materials Chemistry A ChClzethylene glycol (1:2 mol) elastomeric water-borne polyurethane mixing + drop casting ionic thermoelectric capacitors
b 1,3,5-tricarb ide (BTA) derivati N
2022 Zhanget al. Soft matter ChCl:phenylacetic acid (1:2 mol) abenzene N ricarboxamide { . ) .m:<m ve ? Publi non disponible
(substituted by three hexanoic acid)
2022 Liang et al. Materials horizons ? Publi non disponible alkyl trimethyl ammonium bromide ? Publi non disponible high-strength supramolecular adhesives
ChCl based DES with urea, monoethylene . .
R ) D-gluconic acetal bearing alkyl amines :
2021 Zhangetal. Chemical Engineering Journal glycol, monopropylene glycol, glycerol, . heating and cooling
ifferent alkyl chain lengths
1,3-propanediol
2021 Wang et al. ACS applied materials and interfaces ChCl:ethylene glycol (1:2 mol) poly(vinyl alcohol)/poly(acrylic acid) UV induced polymerization wearable electronics and soft robotics
ChCl:ethylene glycerol (1:2 mol) L . .
R)-12-hyd t id hydrazide (HSAH heat d |
2021 Liang et al. Advanced functional materials ChCl:1,3-propanediol (1:2 mol) (RY Veroxystearic acic v _‘.m: e ) eating and cooling . wearable self-adhesive strain sensors
+ poly(N-hydroxyethylacryla-mide) (PHEAA) + UV induced polymerization
ChCl:propylene glycol (1:2 mol)
in with poly(ethyl lycol)diglycidyl ethy
2021 Ma et al. Biomacromolecules ChCl/urea/glycerol gnin with poly(ef ,_\vmm‘MUmmw\no Idiglycidyl ether ? Publi non disponible energy storage applications
Poly (vinyli fluoride-hexafluor- |
2021 Lietal Materials Chemistry and Physics LiTFSi + N-methylaceta oly (vinylidene FHW,_‘\_MM :MM uor-opropylene) mixing in DMF + casting + drying solid electrolytes
soft robotics, wearable and implantable devices,
artificial skin, edible materials, remote sensing, and
2021 Mota-Morales et al. Matter Review focusing on the use of deep eutectic solvents for the next generation of bio-based flexible devices substrates for photo- and electrochromic,
(mechano)plasmonics, photonic and tribological
devices
terb lyurethane (WPU), and tanni trai d biopot | electrodes f
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NaLTTM et role essentiel de |'eau
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Chapitre II : Contexte et enjeux

IT.1 Contexte et enjeux

Le chapitre I a mis en évidence que les propriétés applicatives des mélanges NaLTTM sont étroi-
tement liées aux mécanismes d’association de leurs molécules constitutives. En particulier,
lorsqu’ils contiennent de 1’eau, celle-ci joue un réle prépondérant dans les propriétés physico-
chimiques du mélange et dans les associations mises en ceuvre. Parmi les mélanges développés
par Gattefossé pour I’obtention d’extraits végétaux, le mélange Fructose / Glycérol / Eau en pro-
portion molaire 1:1:5 (FGE115) est le plus utilisé industriellement. En effet, ce mélange posséde
des propriétés physico-chimiques (densité, viscosité, polarité) compatibles avec son utilisation
industrielle en tant que solvant d’extraction. De plus, il s’agit d’un mélange composé de molé-
cules agrosourcées et inoffensives pour I’Homme et I’environnement. Ce mélange FGE115 a été
retenu afin d’établir une méthodologie de caractérisation qui pourra étre appliquée a d’autres
mélanges NaLTTM par la suite. Les résultats de ces travaux de recherche ont été publiés dans
« Journal of Molecular Liquids » en 2021 et sont présentés sous ce format dans la premiére partie
de ce chapitre II. Ces travaux dédiés a la caractérisation de mélanges composés de fructose (F),

de glycérol (G) et d’eau (E) répondent a trois objectifs principaux :

i) Identifier les proportions relatives de chaque composant qui permettent d’obtenir une
phase liquide homogene et macroscopiquement stable pendant 12 mois,

ii) Etudier I’impact de la quantité d’eau sur les principales propriétés physico-chimiques de
ces mélanges FGE comme la température de transition vitreuse (7g), la viscosité (i) et
I’énergie d’activation (£,) associée,

iii) Etudier I’impact de la quantité d’eau sur 1’organisation des constituants a 1’échelle mo-

léculaire (proximité spatiale et mobilité translationnelle).

La réalisation de ces objectifs permettra de proposer un mécanisme d’association basé sur la cor-
rélation entre les paramétres physico-chimiques mesurés a 1’échelle macroscopique et les obser-

vations réalisées a 1’échelle moléculaire.

Dans la seconde partie du chapitre II, la méme stratégie sera initiée pour identifier les systémes
composés de bétaine, de propanediol et d’eau ayant les caractéristiques de NaLTTM. Cela per-
mettra de valider partiellement la méthodologie suivie avec un autre mélange et d’identifier des

perspectives pour la caractérisation d’autres systémes NalLTTM.
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

II.2 Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced
Fructose / Glycerol / Water ternary mixtures: towards green

low transition temperature mixtures

II.2.1 Introduction

Deep Eutectic Solvents (DES) ') and Natural Deep Eutectic Solvents (NaDES) 2! belong
to the family of Low Transition Temperature Mixtures (LTTM) B!, These neoteric and
appealing classes of solvents generally meet several criteria of green chemistry (eco-
friendly, simple and cheap preparation, potential bio-sourced origin, innocuousness, pos-
sible biodegradability and biocompatibility). Mostly, these solvents are binary mixtures
composed of H-bonded molecular species which lead to one liquid phase exhibiting a low
melting point or a low glass transition temperature due to the formation of strong and mul-
tiple interactions between the molecules *!. As a consequence of their attractive features as
well as the huge library of available raw precursors, LTTM, DES and NaDES have been
utilized in a wide range of green chemical technologies such as analytical chemistry [,
biodiesel production !, radical polymerization and polycondensation !”!, metal processing
(8] extraction of natural resources °’ among other. The most used hydrogen bond acceptor
(HBA) is undoubtedly choline chloride (ChCl), notably due to its low cost, safe character,
biodegradability, and biocompatibility 1'%, This salt has been associated with various hy-
drogen bond donors (HBD), such as urea derivatives, carboxylic acids and alcohols !l and
the resulting solvents have been well characterized. For instance, the structural organiza-
tion of choline chloride/urea (ChCl:Urea 1:2mol) DES was elucidated thanks to NMR (1H,
13C, NOESY, ROESY) and neutron diffraction techniques !'?!. Although it is a less reported
technique, 1H pulse field gradient (PFG) NMR spectroscopy was employed to examine the
self-diffusion in aqueous mixtures of ChCl-based DES !"*l. While gaining interests in wide
applicative fields such as food, materials, pharmaceutical or cosmetic, the high viscosity
of some DES or NaDES, is often detrimental for a further industrial implementation. To
overcome this drawback, ternary mixtures including additional water were envisaged to
decrease viscosity. The presence of water in H-bonds mediated solvents is undeniably im-
pactful on the internal organization, as shown for instance for ChCl:Urea diluted with deu-
terated water [!*. The authors evidenced by NMR spectroscopy that the dilution with D20
progressively disrupted the H-bonded supramolecular network until an aqueous solution
was obtained. The observation of two domains for sound propagation depending on water

was additionally demonstrated by Brillouin spectroscopy .
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

A gradual H-bond dissociation was also highlighted by Dai ef al. for a ternary mixture of 1,2-
propanediol/choline chloride/water (1:1:1 mol) upon dilution with D>O by means of spectroscopic
techniques (NOESY NMR and FT-IR). Additionally, a significant change of physical properties
such as viscosity, polarity and water activity was emphasized indicating a causal relationship
between the molecular structure and the macroscopical features 1'%, More recently, NOESY and
PFG-NMR analysis were concomitantly exploited to reveal the role of water within the supramo-
lecular structure of ChCl-based ternary blends ') [!8] The authors suggested that the mixture
xylitol/choline chloride/water (1:2:3 mol) behaved as a supramolecular structure with an involve-
ment of water in the H-bonded network. Very recently, Roda et al. studied the effect of water in
ternary mixtures composed of citric acid, L-arginine and water through phase equilibria studies
and spectroscopic analysis, and they stated that water plays a crucial bifunctional role in the lig-
uefaction of the mixture ['”). Among precursors available to generate NaDES or LTTM, glycerol
and fructose are particularly relevant, since both are renewable, safe, low cost compounds and
suitable non-ionic H-bond interacting building blocks, which paves the way for the development
of eco-designed solvents complying with the principles of green chemistry 2% [211, Fructose and
glycerol have intensively been employed separately as HBD to interact with ammonium chloride
salts, amino acids, urea, organic acids, sugars or polyols, as recently reviewed [*?!. However, the
concurrent use of fructose with glycerol, in the same (binary or ternary) mixture, remains scarcely
described. Jeong and co-workers reported one combination of glycerol and fructose (3:1 mol)
among 26 different types of DES leading to stable liquids at room temperature. After a dilution
with 30 wt% of water, the resulting ternary mixture was employed as an extraction solvent for
catechins from green tea, but the extraction efficiency was shown to be limited [**). Zdanowicz et
al. evaluated the potential of binary mixtures of glycerol and fructose (from 2:1 to 6:1mol) to be

(241" The authors named those mixtures as LTTM since they

used as potato starch plasticizers
exhibit a low Tg. Nevertheless, those glycerol/fructose-based mixtures were mainly considered
for applicative uses, and their characterization mostly concerned their thermal features, viscosity
and polarity, with no insights on the understanding of organization at the molecular level. In a
recent patent, we evidenced that the use of fructose (F), glycerol (G) and water (W) ternary blend
with a given molar composition of FGW (1:1:5mol) acts as an efficient green solvent for plant
extraction allowing the access to novel actives for cosmetic field *°!. Additionally, from explor-
atory analysis reported in a recent article, we proved the potential of NOESY experiments to
examine the molecular organization of FGW mixtures. However, this first investigation explored
only two compositions of FGW mixtures and needs to be completed [*¢!. Herein, the objective is

thus to gain insights into the internal molecular organization of a large panel of FGW mixtures in

order to establish the relationship between their micro and macroscopical features.
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

For this purpose, we first present the preparation of a library of FGW mixtures differing in their
compositions, thus allowing for drawing a ternary diagram based on their long-term stability.
Then, thermal behavior and rheological properties are examined. Finally, intermolecular interac-
tions and translational motions from NOESY and pulse field gradient NMR experiments respec-
tively are evaluated through a particular focus on the effect of the water content and temperature.
This comprehensive study, not reported so far in literature for such non-ionic, eco-designed and
eco-friendly solvents, is expected to constitute the cornerstone for further innovative applications

of FGW mixtures in green and sustainable chemical processes.

I1.2.2 Experimental section

I11.2.2.1 Materials

Fructose (white powder, M=180.16 g/mol, purity > 99%) provided by Danisco and glycerol (vis-
cous and colourless liquid at 25°C, M=92.09 g/mol, purity > 99.5%) acquired from Oleon were
used without any further purification. Deionized water (18 MQ.cm) obtained from a Veolia

Aquadem™ system was used as the third component.

I1.2.2.2 Mixtures preparation

Fructose, glycerol and water were weighted at different molar ratios and were introduced in a
sealed glass bottle. The mixtures were heated at 50°C under magnetic stirring with mixing times
ranging from 1 to 4 hours and then cooled down to 25°C. A fraction of each sample (15 mL) was
stored for one year at 25°C under dark conditions in a sealed glass bottle of 15 mL for further
visual inspections of macroscopic stability. The remaining fraction was used to perform all fol-
lowing characterizations within one month after the preparation. According to the molar content
of each component, acronyms were used to identify such as-prepared mixtures. As a typical ex-
ample, FGW113 refers to a mixture containing an equimolar ratio of fructose (F) and glycerol (G)

in combination with 3 moles of water (W).

I1.2.2.3 X-Ray diffractometry (XRD)

The X-ray powder diffraction patterns were recorded by using a Bruker D8-Advance diffractom-
eter equipped with a LynxEye XE detector. The X-ray tube was operated at 40 kV and 40 mA
with CuKa-radiation (k=1.5406 A).
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

11.2.2.4 Thermal characterization

Differential Scanning Calorimetry (DSC) was carried out in a DSC-Q22 device (TA Instruments).
Samples were placed in aluminium hermetic pans under nitrogen flow (50 mL/min) and submitted
to three temperature cycles with a scan speed of 10°C/min: 1) from -140 up to 30°C; 2) from 30
down to -140°C; 3) again from -140 up to 30°C. The glass transition temperature (7,) was deter-
mined from the second heating ramp and the midpoint of the thermal transition was considered.
The melting temperature (7),) value was collected from the first heating run. The reproducibility
and repeatability of the analysis were assessed by measuring in triplicate the 7, of three different

FGW115 samples.

I1.2.2.5 Rheological measurements

The shear viscosity measurements of ternary blends were carried out on a DHR2 controlled stress
rheometer (TA Instruments Inc., UK) operating in flow mode and using two different geometries
according to the viscosity of the mixtures: i) an aluminium cone/plate geometry (diameter 60 mm,
angle 2°, gap 2 um) for viscosities higher than 2 Pa.s and ii) an aluminium concentric cylinders
geometry (bob diameter x length : 28.03 x 42.11 mm, cup diameter 30.36 mm) for viscosities
lower than 2 Pa.s. The temperature was precisely controlled by a high-power Peltier system. A
particular care was taken in order to prevent evaporation during measurements at high temperature
and to avoid the moisture absorption from atmosphere by using a homemade cover. The repro-
ducibility and repeatability of the method were assessed by measuring in triplicate the viscosity

of pure glycerol and three different FGW115 samples.

I1.2.2.6 NMR spectroscopy

A Bruker ADVANCE III spectrometer operating at 400.1 MHz for 'H and 100.6 MHz for
13C observation and equipped with a BBFO+ probe was used to perform 1D and 2D-NO-
ESY NMR experiments. The samples were analysed in 5 mm NMR tubes. A solution of 3-
(Trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt (7SPd,) in D,O was used in a coaxial
tube to lock the magnetic field of the spectrometer and set chemical shifts without diluting
the sample. '"H NMR spectra were recorded with a 30° flip angle, 6.0 s recycle delay and
64 scans. 3C NMR spectra were acquired with a 70° flip angle, 4.4 s recycle delay and 512
scans. NOESY experiments were carried out using a phase sensitive gradient selected NO-
ESY sequence (noesygpph) with 512 increments (F1) and 4 scans for each increment. Mix-
ing time was adjusted on FGW114 and FGW 1110 mixtures and finally set to 500 ms as a
standard value for all NOESY spectra recorded in this study. When NOESY were acquired
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

at different temperatures, a temperature equilibration delay of 1800 s was added before
each acquisition. All 1D and 2D NMR experiments were processed with Topspin® soft-
ware, 3.6.

Pulse Field Gradient (PFG) NMR experiments were carried out by using a 5 mm BBI probe
equipped with a z-gradient coil delivering up to 258 G.cm™'. Experiments were recorded at
298K with a “ledbpgp” Bruker pulse sequence (stimulated echo sequence with bipolar gra-
dient pulses). Gradients (SMSQ10.100) were linearly incremented in 40 steps with 8 scans,
32K data points, and a recycle time of 4.4 s for each spectrum. The gradient pulse length
0 and the diffusion delay A were optimized for each sample to reach up to a 95% decay of
the whole aliphatic signal intensity. Fourier transform was applied to the free induction
decays with 2 Hz Lorentzian line-broadening and an automatic baseline correction routine
was achieved using the Bruker Topspin® software. Diffusion coefficients were determined

by using the Stejskal-Tanner (ST) equation (Eq.1) 27} [28],

I=1I,.e® with B=(yg&)*(A— $- ) (Eq.)

Where [/ is the attenuated intensity of the selected signal, /) the reference intensity of the
same signal with 0% gradient, D the diffusion coefficient, y the gyromagnetic ratio of the
hydrogen nucleus, dthe gradient pulse length, g the gradient strength, A the diffusion delay
and 7 the time between bipolar gradients. All the experimental signal area measurements
and the fitting of the gathered Stejskal-Tanner curves were processed with Bruker Dynam-

ics Center tool.

I1.2.3 Results and Discussion

A library of binary and ternary mixtures differing in their compositions of fructose (F, T, =
103°C), glycerol (G, T» = 18°C) and water (W) was first prepared. We applied the most reported
procedure to prepare water-containing NaDES or LTTM systems consisting in heating and mixing
the components in a sealed flask [*°!. We used a low temperature of 50°C to prevent any degrada-
tion of fructose and mixing times ranging from 1 to 4 hours, depending on the mixture. The re-
sulting mixtures were first optically inspected at 50°C, then subjected to a cooling step down to
25°C, and, finally stored for one year at 25°C under dark conditions for further visual inspections.
As reported in literature, NaDES or LTTM ternary mixtures are generally directly employed after

the preparation step and their long-term physical stability is very scarcely described [,
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

However, the long-lasting stability of mixtures is a key and prerequisite criterion for a further
industrial utilization. During and at the end of the storage period, the samples were optically
examined, and a molar ternary diagram was designed based on these observations (Fig. 1). To the
best of our knowledge, such phase diagram of ternary mixtures relied on the macroscopic appear-

ance was not reported so far in literature.

p-D-fructopyranose (F)

H

Water (W)
l H/O\H
A 60 "‘Oﬁ
4 %,
4 40 >
| |
30
o 20
FGW211 & 10 FGW115
(50/25/25 mol%) 100+ ®—®— 0 (14/14/71 mol%)
(77/20/4Wt%) 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 (50/25/25“{1:%]

_

Molar percent of glycerol
HO/Y\OH
OH

Glycerol (G)

Fig. 1 Ternary diagram based on molar contents of fructose (F), glycerol (G) and water (W) made
from the visual inspection of mixtures after a storage for one year at 25°C. Red squares correspond
to heterogeneous or instable systems (e.g. FGW211) while green triangles describe homogeneous

single phase liquids (e.g. FGW115)

From Fig. 1, it appears that as a function of the molar composition, two main categories of mac-
roscopic behaviors emerge after the one-year storage step: i) heterogeneous mixtures composed
of two macroscopically distinct phases (presence of crystals or bacteria) (red squares, as illus-
trated for FGW211 in Fig. 1) and ii) macroscopically homogeneous and transparent single liquid
phase (green triangles, as shown for FGW115 in Fig. 1). Typical additional pictures are given in
Fig. SI1, showing the distinct macroscopic aspects observed after the storage period (homogene-
ous liquids, presence of crystals or bacterial growth). Fructose is poorly soluble in glycerol and
an equimolar mixture of both (FG11) leads to a heterogeneous mixture at 50°C. The controlled

introduction of water in this FG11 mixture favors the miscibility between all the components.
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

As a matter of fact, an equimolar ternary mixture, FGW111 (62/32/6 wt%), leads to a homogene-
ous liquid at 50°C. However, its stability does not exceed few weeks at 25°C. This damaging
behavior was observed for five mixtures (namely FGW212, FGW111, FGW121, FGW221 and
FG13), in which dispersed crystals progressively appeared with time within the liquid phase (Fig.
SI1). These crystals collected in FGW111 were shown to be mainly composed of B-D-fructopy-
ranose, as revealed by the X-ray diffraction pattern (Fig. SI2A). Long-term macroscopic stability
of FGW ternary mixtures yielding to a homogeneous single liquid phase is obtained by increasing
water content. This macroscopic description is supported by the XRD analysis of the FGW115
(50/25/25 wt%) mixture as its resulting pattern after one year of storage is typical of an amorphous
liquid without presence of any fructose crystals (Fig. SI2B). However, within the following binary
and ternary mixtures: FW19 (53/47 wt%), GW19 (36/64 wt%), FGW1120 (29/15/57 wt%) and
FGW1130 (22/11/66 wt%), a macroscopic bacterial growth was detected after 3 months of storage
(Fig. SI1). Finally, all the ternary mixtures involving an equimolar proportion of fructose and
glycerol with less than 53 wt% of water; from FGW445 (61/31/8 wt%) up to FGW1117 (31/16/53
wt%) exhibit a long-lasting physical stability. These visual observations suggest that water plays
a key role in the formation of stable ternary mixtures given its dual role as both H-bond donor
and H-bond acceptor. At those given compositions, the interactions are strong enough to prevent
any crystallization of fructose with time at 25°C without any visual bacterial growth despite the

presence of water.

Thermal features of mixtures from FGW221 (64/33/3 wt%) to FGW1117 (31/16/53 wt%) were
determined by differential scanning calorimetry (DSC). The thermograms of FGW mixtures con-
taining a water content < 32 wt% (i.e. FGW117) display a unique low glass transition temperature

(Tg) value, without other noticeable phase transitions (Fig. 2A).
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Fig. 2 (A) DSC thermograms of ternary mixtures from FGW221 to FGW117 (B) Evolution of experi-
mental (») and modelled T, values as a function of weight water content. Continuous line corre-
sponds to the Fox model and dashed curve to the Gordon-Taylor model
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

The T, values are low and decrease from -41°C for the FGW221 mixture down to -91°C for the
FGW117 mixture. Mixtures with higher water content (above 32 wt%) have one 7, concomitantly
with other thermal events such as melting, crystallization and even two different 7}, as observed
for the mixture containing the highest water ratio (FGW1117) (see Fig. SI3). We can assume that
while exhibiting a macroscopic continuous single phase, such mixtures present some heterogene-
ities at the molecular scale, characterized by fluctuations of concentrations. Thus, DSC analysis
show that the thermal features are closely linked to the water content, since only the mixtures
containing seven or less moles of water display a single low 7,. In these mixtures, the polar
interactions developed between the three compounds are strong enough to prevent any fructose
crystallization. Such thermal behavior is consistent with the designation of Low Transition Tem-

perature Mixture (LTTM) B,

The experimental T, collected for these LTTMs were compared with 7, values calculated from
the Fox B! and the Gordon Taylor %l models (Fig. 2B). The Fox model is commonly used for the
prediction of T, in classical miscible mixtures made of components of similar structure (close
solubility parameters), weakly interacting with each other. This model is described by the equa-
tion (Eq.2) where w, refers to the mass fraction of the component within the mixture and 7,, being

the glass transition temperature of the pure component x.

Fig. 2B shows that, whatever the molar composition of the mixture, experimental 7, values remain
lower than the Fox predicted ones. This discrepancy with the Fox model can be ascribed to the
existence of specific and strong molecular interactions such as H-bonds between the three com-
ponents constituting these LTTM mixtures. Besides, we were also interested in the Gordon-Taylor
(G-T) model, which has mainly been exploited to predict the 7, values of binary systems such as
polymer/polymer or plasticizer/polymer mixtures. In this model, a Gordon-Coefficient k¢.r was
introduced, originally based on the free volume of polymer (characterized by Ty,;) %, This coef-
ficient was commonly calculated from the equation (Eq.3) where p, refers to the volumic mass of
the component x and in which the diluent (or plasticizer) was defined as the second component

(characterized by Tg2) 131,

(Eq.3)
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

This G-T model was also applied to sugar-water mixtures and in these examples, the k¢.r coeffi-
cients were determined by a fit of experimental data by considering a series of mixtures of varied
water content [**. Herein, three components are mixed, and as emphasized by DSC analysis, water
plays a crucial role in the mixtures (vide-supra). Consequently, we propose to model the 7, values
from the equation (Eq.4) derived from the one of G-T, but, in which water is defined as the first
component, and fructose and glycerol as the second or third ones. The two k¢.r coefficients are

then given by equations (Eq.5) and (Eq.6).

(w . T )+(k w_ T p)+kye w,..Tye)
T _ w agw WF """ g % gF w G 9 (Eq.4)

g wyy + Uy W) + (g W)

Py T Py - T
kyp = W—T”W (Eq.5) and k= W—T‘"W (Eq.6)

Pp- TgrF Pg- g6

As shown in Fig. 2B, the experimental T, values are clearly in good agreement with 7, modelled
by the Gordon-Taylor equation when water is considered as the first component, which reflects

its major role in the hydrogen-bonded network developed in the FGW mixtures.

The effect of water content on the macroscopical features was additionally examined, and to that
extent, the shear rate-dependency of the viscosity at 25°C of several homogeneous FGW mixtures
(from 6 wt% up to 66 wt% of water, corresponding to mixtures from FGW111 up to FGW1130)
was measured (Fig. SI4). It appears that all ternary mixtures are Newtonian fluids irrespective of
the water content. Thus, the evolution of viscosity (at y = 10 s’!) as a function of the water content

was monitored (Fig. 3A).
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Fig. 3 (A) Shear rate viscosity at 25°C for FGW mixtures (from FGW111 to FGW1130) and (B) Activation energy
for FGW mixtures (from FGW113 to FGW1115) as a function of the water content
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

As expected, the increase of the water content leads to a significant decrease of the viscosity. A
brutal drop of the viscosity is observed from FGW111 (15.6 Pa.s) to FGW115 (0.12 Pa.s), fol-
lowed for further dilutions by a much slower and continuous decrease down to 0.003 Pa.s for the
FGW1130 mixture. This significant viscosity decrease arises from the dilution effect of water,
which causes a more and more pronounced distancing between the interacting molecular species
(F and G), thus leading to a progressive disruption of the H-bonded supramolecular network 231,
Such a viscosity decrease induced by the water addition has already been discussed in literature
for other families of DES or LTTMs U6} 3511381 The thermal dependence of the viscosity of the
FGW mixtures was examined by monitoring the evolution of shear rate viscosity at different
temperatures. A typical example is given for the FGW113 mixture (Fig. SISA). The viscosity
significantly decreases when temperature increases from 15 to 40°C, as a result of both promotion

of molecular mobility, and a progressive weakening of H-bonds.

The viscosity-temperature dependence of all ternary mixtures obeys an Arrhenius Law (n = 7y
exp (E«/RT)), as proved by the linear plotting of In(7) with inverse temperature (Fig. SISB), that
is consistent with bibliography dealing with other families of DES or LTTMs [*3: 37 The flow
activation energies (£,) of FGW mixtures (from 17 wt% to 50 wt% of water, corresponding to

FGW113 to FGW1115) are depicted as a function of the water content (Fig. 3B).

Two key points can be emphasized: i) E, values are high, particularly for mixtures containing a
low water amount, and ii) E, values substantially decrease when the water content increases (from
65 to 27.7 kJ.mol™"). Such high E, values, and even higher values, have been reported for ChCl-

(391 The E, values of ternary mixtures composed of an equimolar

based DES ternary mixtures
proportion of citric acid and sucrose with different water amounts (from 16 to 30 wt%) were
measured by Savi et al., and, a value of 79 kJ.mol"! was found for the mixture diluted with 16
wt% of water 7). E, values obtained herein reflect a cohesive character of the solvents stemming
from strong and temperature dependent H-bonds developed between fructose, glycerol and water.
Interestingly, the evolution of £, as a function of water weight content exhibits two linear domains
with two different slopes, which are intersected for a water content of 32 wt% (FGW117). This
particular massic composition coincides with the change of thermal characteristics underlined by
DSC measurements, allowing for identifying the compositions of FGW yielding to LTTMs. The
rupture of the slope suggests the existence of two regimes characterized by two different extents
of the water effect: i) a domain characterized by a strong slope, for which water is actively en-

gaged in the H-bonded network leading to the formation of LTTM (up to FGW117), and ii) a

second domain for which water mainly behaves as a diluting molecule.
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

The thermal and rheological behavior is anticipated to result from a peculiar organization/struc-
turation of the interacting species at the molecular level, which was in-depth examined by NMR
spectroscopy. Particular efforts were devoted to equimolar mixtures of fructose and glycerol con-
taining an increasing water content (from FGW113 (16 wt%) to FGW 1120 (57 wt%)) in order to
gain insights into the effective contribution of water into the LTTM formation. 'H and '3*C NMR
spectra of individual aqueous fructose and glycerol solutions as well as FGW mixtures were firstly
recorded (Fig. SI6 & SI7). Although fructose crystalizes exclusively in the B-D-fructopyranose
form, it is known that four tautomers appear in aqueous solution %, Herein, '3C NMR analysis
(411 confirms that fructose in the FGW mixtures is mainly present as the B-D-fructopyranose form
(70 mol%), with B-D-fructofuranose, a-D-fructofuranose, and a-D-fructopyranose isomers in
lower molar proportions of 21, 6 and 3 mol% respectively (Fig. SI6C). Interestingly, this compo-
sition is the same irrespective of the presence of glycerol, and the water content suggesting that
the formation of H-bonds between the compounds does not impact the tautomeric equilibrium of
fructose. In the '"H NMR spectra of FGW mixtures, all aliphatic protons are detected between 3
and 4 ppm (Fig. 4B & SI6). Only protons Hs and Hs of B-D-fructopyranose (3.7 ppm) and H3z and
H4 of B-D-fructofuranose (3.8 ppm) exhibit isolated and well distinguished resonances. Protons
Hi/Hi- and H3 of B-D-fructopyranose respectively overlap with signals of methylene and methine
protons from glycerol. From 4 to 6 ppm, all labile and exchangeable hydroxyl protons appear as
broad signals. Additionally, "H-'"H NOESY experiments were performed on the FGW mixtures
(from FGW113 to FGW1120) in order to elucidate intermolecular dipolar interactions, as reported

in literature [2): [171: [181; [30]; [42]; [43

1. The corresponding correlation maps are given in Fig. 4 and Fig.
SI7. A particular attention was paid to the correlation map of the peculiar FGW115 mixture (Fig.

4A), since it was first introduced and industrially used for plant extraction purposes 4],

As previously evidenced, the NOESY spectrum of FGW 115 exhibits cross-peaks between all the
aliphatic and labile proton signals *°]. These correlations attest of a spatial proximity (< 5A)
between all the hydrogens of the molecules engaged in this mixture. The correlations between the
signals from 4 to 5.5 ppm come from exchanges between all hydroxyl labile protons with a pos-
sible contribution of a dipolar NOE effect. Even though a discrimination between intra and inter
dipolar molecular interactions is not reachable for fructose and glycerol due to the overlap of their
signals (Fig. 4B), all the correlation dots involving aliphatic hydrogens are in phase with the
diagonal (similar red colour, as illustrated in Fig. 4C). That means that the correlation times (tc)
of the corresponding molecules are typical of large structures (mtc >>1) and demonstrates that
this FGW115 mixture behaves more as a supramolecular structure than as an aqueous solution of

low molecular weight isolated compounds (otc <<I1).
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures
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Fig. 4 (A) Phase sensitive 'H-'H NOESY correlation map of FGW115; (B) Attribution of main signals of *H
NMR spectrum of FGW115; (C) Illustration of phase sensitive 'H-'H NOESY theory

Thus, the NOESY correlation map of the FGW 115 mixture suggests that water effectively partic-
ipates in the H-bonded network, as first introduced by Dai et al. for an equimolar ternary mixture
of choline chloride, propanediol and water [*°!. A similar conclusion was also reported by Zharina
et al. for a mixture of betaine monohydrate and glycerol [**l. Given the enthalpic nature of H-
bonds and their thermal-dependence, NOESY analysis of FGW115 was collected at several tem-
peratures. Fig. 5 gives NOESY spectra recorded at 298K, 318K and 338K, and then back to 298K
after 72h of storage at room temperature. Spectra recorded at 318 and 338K (Fig. 5B and 5C
compared to SA) show that the temperature increase induces a gradual disappearance of the NOE
dot correlations from the aliphatic protons (between 3 and 4 ppm) and a huge broadening and
coalescence of the signals assigned to the labile hydroxyl protons (between 4 and 5.5 ppm). These
prominent thermal-induced changes in NOE spectra arise from i) an enhancement of the dynamics
of the system linked both to a faster exchange between the hydroxyl labile protons and to a con-
siderable rise in molecular mobility, and ii) a progressive dissociation of H-bonds between the

components.
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures
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Fig. 5 NOESY spectra of FGW115 recorded successively at 298K (A), 318K (B) and
338K (C) and again at 298K after storage for 72h at room temperature (D)

The scarce cross-peaks still observed at 338K for the aliphatic protons are attributed to intramo-
lecular interactions. The corresponding dots are in inverse phase with the diagonal (black colour)
indicating that the t. of the engaged molecules are much lower and that the original supramolec-
ular structure evidenced at 298K is dissociable upon temperature. Interestingly, NOESY spectra
acquired at 298K before and after the thermal treatment are very similar (Fig. SA compared to
Fig. 5D), attesting of the reversible character of the H-bonds with temperature changes. As pre-
viously demonstrated, the water content plays a major role in the extent and the strength of H-
bonds developed within the mixtures. Thus, 'H-'"H NOESY spectra were additionally recorded on
mixtures from FGW113 to FGW1120. When the water content is < 28 wt% (FGW116), the cor-
relation maps (Fig. SI8 A, B, C, D) are similar to the one of FGW115 (Fig. 4A). These mixtures
are strongly associated supramolecular structures mediated by H-bonds developed between fruc-
tose, glycerol and water. For these molar compositions corresponding to the so-called LTTMs,

water is actively engaged into the network.
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

For higher dilutions, the cross-peaks involving the aliphatic protons (from 3 to 4 ppm) progres-
sively disappear. Only residual black dots with an inverse phase to the diagonal can be observed,
corresponding to intramolecular dipolar interactions within highly mobile and distanced mole-
cules (Fig. SI8 E, F, G, H). As previously demonstrated, water is required for the formation of
stable equimolar fructose/glycerol-based mixtures, but owing to its dual HBA and HBD character,
a too high water amount is detrimental and leads to i) a displacement of the equilibrium of the
interactions towards H-bonds of both fructose and glycerol with water only and i) a decrease of
the spatial proximity between fructose and glycerol, which both contribute to a change of the
dynamics of the system by enhancing the molecular motion, and to a weakening of H-bonds be-
tween them. A similar behaviour was already described for other families of DES, NaDES or

LTTM 141118

Another approach to discuss the mobility of molecules in FGW mixtures is the determination of
their self-diffusion coefficients by Pulsed-Field Gradient NMR. As described by the Stejskal-
Tanner equation (see experimental), when plotting the characteristic signal attenuation (In(1//y))
of a single component in a solution versus the gradient strength, a straight line is obtained whose
slope is proportional to the diffusion coefficient. In our case, as the signals of aliphatic protons
of fructose and glycerol are not clearly distinguishable in the "H NMR spectrum, the raw attenu-
ation curves were plotted (Fig. 6A) by considering the decay of the whole area of signals between
3 and 4 ppm for mixtures with an increasing water content from FGW113 (17 w%) to FGW1120
(57 w%). The best fitting was done for all curves by considering the contributions of two compo-
nents as expressed in the equation (Eq.7) allowing for the determination of two different self-

diffusion coefficients for fructose and glycerol (Dr and Dg) (Fig. 6B).

I/I, = Ap. e BPr + A, . e BP¢ (Eq.7)

The highest diffusion coefficient was attributed to glycerol which exhibits a theoretical smaller

[47

hydrodynamic radius than fructose )4l In our study, no distinction between the diffusion co-

efficients of fructose tautomers can be emphasized, that is consistent with works reported by
Rampp et al **1. Fig.6B shows that the Dy and D¢ values, while being significantly distinct for
high water contents due to their different inherent hydrodynamic radius, progressively decrease

to values that get closer and closer for smaller water contents.
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures
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Fig. 6 (A) Logarithm of the normalized signal attenuation as a function of gradient strength for five FGW
ternary mixtures and (B) Evolution of the self-diffusion coefficients of fructose (A) and glycerol (¢) as a
function of the water content (mol%) at 298K

In this last case, glycerol, fructose, and water molecules are strongly associated through cooper-
ative H-bonds and are thus sterically hampered, which considerably reduces their degrees of free-
dom and their self-mobility. These D profiles are consistent with correlation times (t.) under-
scored by NOESY experiments. A similar continuous enhancement of D values with the water
content was already reported by D’ Agostino for ChCl-based DES diluted by water [, The effect
of the water addition in a malic acid/choline chloride DES was also recently studied by Roldan -
Ruiz et al 1. Additionally and according to the Stokes-Einstein equation [!3!] the self-diffusion
coefficients were monitored as a function of the inverse of the shear rate viscosity (25°C, taken

at y =10 s") (Fig. 7).
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Fig. 7 (A) Diffusion coefficients of fructose (A) and glycerol (e¢) at 25°C as a function of inverse shear rate
viscosity; (B) Magnification on the zone of 1/n below 30 (Pa.s)™*
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

As expected, the D coefficients are closely linked to the macroscopic viscosity of the FGW mix-
tures, and the diffusion of both molecular species increase with the inverse of viscosity, meaning
that a gain of viscosity substantially reduces their translational mobility. The magnification on
the zone below 30 (Pa.s)™!' (Fig. 7B) shows the existence of two linear evolutions with an inter-
section close to the FGW116 composition, which corroborates the transition already evidenced
by NOESY experiments, £, evolution by means of viscosity measurement, as well as DSC anal-
ysis. For a water content lower than 32 wt% (FGW117), the corresponding ternary mixtures,
designed as LTTMs, are strongly organized liquids stabilized by H-bonds including fructose,
glycerol, and water, and are characterized by a high viscosity and a restricted rotational and trans-

lational mobility.

I1.2.4 Conclusion

We report herein a detailed comprehensive study of ternary mixtures composed of very attractive
interacting molecules, i.e. fructose, glycerol and water. In this frame, we established a ternary
diagram based on the long-term stability behavior of a large library of FGW mixtures differing in
their compositions and prepared through an eco-friendly and simple experimental approach. The
thermal and rheological characterizations highlight that water plays a key role in the formation of
stable ternary mixtures owing to its dual HBA and HBD character. Water behaves either as a
decisive actor in the formation of the supramolecular FGW structuration, or as a solvent which
dissolves polar fructose and glycerol molecules. NOESY and PFG NMR proved that the internal
structuration existing within the FGW mixtures is deeply modified by the presence of water. To
the best of our knowledge, this is the first time that an in-depth characterization is conducted on
ternary mixtures involving non-ionic biobased interacting precursors. All the results allowed us
for correlating the comprehension of interactions at molecular scale with micro and macroscopical
(thermal and rheological) features. From these statements, we propose a schematic illustration
(Scheme 1) of the organization of the mixtures, with the existence of two main domains controlled
by the water content : i) a domain corresponding to the formation of strongly organized supramo-
lecular mediated LTTMs involving fructose, glycerol and water (Scheme 1A), and ii) a domain
corresponding to the formation of aqueous solution of individualized and dissolved fructose and
glycerol molecules (Scheme 1C), these two zones being separated by a transitory domain high-
lighting a weakened H-bonded network (Scheme 1B). Finally, this methodology should be ex-
ploited to examine other families of LTTM. Moreover, this in-depth investigation is expected to
be helpful for further applicative utilizations of FGW mixtures in green and sustainable chemical

technologies.
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Scheme 1 Illustration of the molecular organization within FGW mixtures at 25°C as a function of wa-
ter content (A) H-bonded structured liquid, (B) Transitory state and (C) aqueous solution in which dis-
solved fructose and glycerol are individualized
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I1.2.6 Supporting information

FGW111 FGW112 FGW113 FGW117
(33/33/34 mol%)  (25/25/50 mol%)  (20/20/60 mol%) (11/11/78 mol%)
(62/32/6 wt%) (58/30/12 wt%) (55/28/17 wt%) (45/23/32 wt%)

= »

FGW1120 GW19
(5/5/91 mol%) (10/90 mol%)
(29/15/57 wt%) (36/64 wt%)

Fig. SI1 Optical images of selected mixtures showing different behaviors observed during a year of
stability at 25°C: crystals appearance within FGW111, 3 stable LTTM compositions and bacterial
growth within FGW1120 and GW19
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Fig. SI2 (A) Diffraction pattern of crystals collected in the unstable mixture FGW111 and (B) Diffrac-
tion pattern of FGW115
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Fig. SI3 Thermograms of mixtures containing an increasing water content from FGW221 (64/33/3
wt%) to FGW1117 (31/16/53 wt%)
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Fig. SI5 Method used for the determination of activation energy. Given example for the FGW113 mixture:
(A) viscosity measurements as a function of shear rate for different temperatures; (B) graphical treatment
of viscosity-temperature dependence for activation energy determination
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Fig. SI6 (A) Chemical structures of four tautomeric forms of D-fructose identified by 3C NMR. (B)
13C NMR spectrum of FGW115. (C) Tautomeric content (mol%) calculated for a diluted solution of
fructose in D>O (50mg/mL) and different ternary systems in comparison with data obtained by
Barclay for a diluted solution of fructose in D20 (50mg/mL)
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Fig. SI7 *H NMR spectra of (a) FGW1110 (b) FW19 and (c) GW19 recorded at 25°C
Benoit CAPRIN 106
Theése au sein de I'école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023

UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres
Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette theése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf
© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

i 3.0

a5
4.0
45
5.0

~5.5

60 55 50 45

i

40 35 3.0
el

(|| il
T HEY

EL

'Huo
ppm

ppm

3.0
35
~4.0
4.5
-5.0

55

60 55 50 45 40 35 30

6.0
ppm

~5.0

55

6.0

A e )
60 55 50 45 40 35 3.0 ppm

144
|

.

ppm

-3.0

-35

L40

45

5.0

55

T T T
60 55 50 45 40 35 30

~6.0
ppm

¥ Wl

ppm
3.0
l35
4.0
{45
50

| 5.5

—
e

- : TLE

60 55 50 45 40 35 30

60 55 50 45 40 35 30

ppm
~3.0

~3.5
L4.0
45

5.0
55

~6.0
3.0 ppm

ppm

£3.0
35
4.0
~45
~5.0
55

6.0
ppm

ppm

3.0

~4.0
4.5
~5.0

5.5

6.0

ppm

Fig. SI8 Phase sensitive *H-'H NOESY spectra recorded at 298K for FGW113 (A) FGW114 (B)
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Chapitre II : Scrutiny of the supramolecular structure of bio-sourced FGW ternary mixtures

I1.2.7 Citations

Depuis sa parution dans le journal Journal of Molecular Liquids °°, cette publication a fait I’objet
de 3 citations [*11"153], La revue publiée par Wils ef al. en 2021 se focalise sur 1’utilisation de
solvants de types NaDES pour la valorisation de biomasse par les laboratoires académiques et
industriels frangais [°!1. Les auteurs retiennent de nos travaux que la viscosité d’un NaDES, para-
meétre clé guidant une opération d’extraction, peut étre contrdlée par I’ajout d’une faible quantité
d’eau. Les travaux de Zhou et al. traitent de la stabilisation (chimique et microbiologique) de
catéchines dans des NaDES a base de ChCl et de glycérol 52!, Les auteurs retiennent la stratégie
de caractérisation par RMN 'H-'"H NOESY développée dans notre publication pour mettre en
évidence un réseau de liaisons hydrogéne au sein d’un NaDES. Egalement par RMN, les auteurs
démontrent 1’existence d’interactions hydrogene entre la catéchine et le glycérol qui pourraient
étre a I’origine de I’augmentation de la stabilité observée. La troisiéme publication citant notre
article a été publiée en 2022 par Abdallah et al. 13!, Les auteurs développent une méthode d’ex-
traction de la favipiravir (actif antiviral utilisé¢ contre la COVID-19) a partir de plasma humain.
Leur méthode s’appuie sur la capacité des sucres a former des liaisons hydrogéne en solution

aqueuse et ¢’est dans ce contexte que nos travaux sont cités.

I1.2.8 Perspectives

L’étude de systémes composés de fructose, de glycérol et d’eau nous a permis de corréler les
propriétés physico-chimiques mesurées a 1’échelle macroscopique et les observations réalisées a
I’échelle moléculaire. Ce travail a mis en évidence le role prépondérant que joue 1’eau sur les
interactions et la mobilité des molécules au sein des NaLTTM. Cette méme stratégie a été initice
pour identifier des systémes composés de bétaine, de propanediol et d’eau ayant les caractéris-

tiques de NaLTTM.
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Chapitre II : Caractérisation d’un second systéme : BPE115

I1.3 Caractérisation d'un second systeme : BPE115

I1.3.1 Contexte et enjeux

Le second mélange NaLTTM le plus utilisé par Gattefossé pour 1’obtention d’extraits végétaux
est un systéme composé de bétaine (B), de propanediol (P) et d’eau (E) en proportions molaires
1:1:5, noté BPE115. Cette combinaison correspond aux proportions massiques suivantes (% m/m)
: 41% de bétaine, 27% de propanediol et 32% d’eau. Comparativement au mélange FGE115, le
solvant BPE115 présente 1’avantage d’étre moins dense (dspeiis = 1,1 et drgenis = 1,3) ce qui
facilite sa mise en ceuvre industrielle en tant que solvant d’extraction. Ce NaLTTM est également
moins polaire (ENTgpe115 = 0,8) que le FGE115 (ENTrge11s = 0,9), d’aprés la méthode de Reichardt
(341 11 permet par conséquent I’accés a des contenus phytochimiques différents et spécifiques.
C’est notamment le cas en ce qui concerne 1’extraction de feuilles de Murraya koenigii. L’ extrait
obtenu avec le NaLTTM BPE115 présente I’avantage d’étre riche en acides phénols et en flavo-
noides tout en étant dépourvu d’alcaloides °%). Avec cette composition phytochimique spécifique
et différenciante par rapport aux solvants conventionnels, I’extrait végétal ne présente aucun
risque de toxicité qui pourrait étre induit par la présence d’alcaloides. Les auteurs ont également

mis en évidence une activité biologique sur les marqueurs de 1’élasticité de la peau.

Afin de mieux appréhender les interactions qui régissent ce mélange, différentes combinaisons
molaires de bétaine, de propanediol et d’eau (BPE113, BPE114, BPE115, BPE123, BPE126 et
BPE215) ont été préparées et une partie de la méthodologie suivie pour caractériser les systémes
FGE a été appliquée. Ces travaux visent a identifier les proportions relatives permettant d’obtenir
une phase liquide homogene et macroscopiquement stable pendant 12 mois. L’étude de 1’effet de
la composition, notamment de la quantité d’eau, sur les propriétés thermiques (7;) et la proximité

spatiale des molécules constitutives (RMN "H-'H NOESY) a donc été initiée.

I1.3.2 Premiers résultats et discussion

Le protocole expérimental détaillé au paragraphe 11.2.2.2 a été utilisé pour la préparation de 6
mélanges (BPE113, BPE114, BPE115, BPE123, BPE126 et BPE215). Ces systémes ont été suivis
en stabilité a 25°C pendant 1 an et les observations macroscopiques sont reportées sur la figure

I.1.
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Chapitre II : Caractérisation d’un second systéme : BPE115

Bétaine (B)

Pourcentage molaire en propanediol

I N
Propanediol (P)

Figure I1.1 Diagramme ternaire résultant de I'observation de systémes a base de bétaine (B), de
propanediol (P) et d’eau (E) stockés pendant un an a 25°C. Les points rouges correspondent aux
mélanges hétérogénes ou instables et les points verts aux liquides homogénes et stables

Comme nous 1’avions observé pour les systémes FGE, deux comportements macroscopiques sont
observés aprés un an a 25°C pour les systemes BPE. Les mélanges BPE215 et BPE113 sont ins-
tables et une cristallisation progressive de la bétaine est observée. Les quatre autres combinaisons
testées (BPE114, BPE115, BPE123, BPE126) forment des liquides homogénes et physiquement
stables a 25°C pendant un an. La comparaison des systémes BPE113, BPE114 et BPE115 met une
nouvelle fois en avant le role fondamental de la quantité d’eau dans I’obtention de liquides ho-
mogenes et stables. Une conclusion similaire est reportée dans les travaux récents de Nava-
Ocampo et al. concernant des mélanges ternaires composés de bétaine, d’urée et d’eau [*¢. Comme
le montre la figure I1.2, les auteurs ont observé qu’un ajout minimum de 3 moles d’eau était
nécessaire a 1’obtention d’une solution homogene et stable pendant 4 mois a partir d’un mélange

équimolaire de bétaine et d’urée.

Figure II.2 Photographies de mélanges composés de bétaine, d’'urée et d’eau obtenus
par Nava-Ocampo et al. [56]
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Chapitre II : Caractérisation d’un second systéme : BPE115

Les propriétés thermiques des 4 combinaisons BPE stables ont été déterminées par DSC comme
explicité au paragraphe I1.2.2.4. Les thermogrammes obtenus entre -140°C et 30°C sont regroupés

dans la figure I1.3.

06
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Figure II.3 Thermogrammes de 4 systémes BPE obtenus par DSC entre -140 et 30°C

La figure I1.3 montre que les thermogrammes des quatre combinaisons étudiées présentent un seul
et unique éveénement thermique correspondant a une transition vitreuse. L’absence de point de
fusion indique que ces systémes BPE sont des NaLTTM caractérisés par une 7, a basse tempéra-
ture (entre -100 et -120°C selon les proportions). Comme attendu, 1’augmentation de la teneur en
eau diminue la valeur de la T,. Toutefois, cette diminution de 7, est moins marquée que dans le
cas des mélanges a base de fructose, de glycérol et d’eau. En effet, une différence significative
de 7°C a été mise en évidence entre FGE114 (7, = -75°C) et FGE115 (T, = -82°C) alors qu’elle
n’est que de 2°C entre BPE114 (7, = -108°C) et BPE115 (7; = -110°C). La préparation de com-
binaisons supplémentaires serait nécessaire afin de discuter plus en détails I’impact des différents

composés sur les propriétés thermiques des mélanges a base de bétaine, de propanediol et d’eau.

Compte-tenu des composés en présence, les transitions vitreuses a trés basses températures peu-
vent étre attribuées a 1’établissement de liaisons hydrogéne entre les composés mais également a
des interactions entre les charges des molécules de bétaine et 1’eau. Les valeurs expérimentales
de T, ont été comparées aux valeurs de T, calculées avec les modéles de Fox et de Gordon-Taylor
proposés au paragraphe 11.2.3 (équations 2 et 4). Les résultats sont regroupés dans le graphique

placé en figure 11.4.
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Chapitre II : Caractérisation d’'un second systéme : BPE115
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Figure II.4 Comparaison des valeurs expérimentales de T, obtenues pour 4 systéemes BPE (gris)
avec les valeurs calculées par les modéles de Fox (bleu) et de Gordon-Taylor (orange)

On remarque sur la figure 11.4 que les valeurs expérimentales sont nettement inférieures a celles
obtenues avec les modeles étudiés. Ainsi, les modeles de Fox et de Gordon-Taylor ne sont pas

adaptés pour estimer les valeurs de 7, de ce type de mélanges.

Bien que la bétaine soit un composé trés attrayant pour I’obtention de NaLTTM (non toxique,
biodégradable et bon marché), I’¢tude et la compréhension des interactions intermoléculaires dans
les mélanges LTTM a base de bétaine est peu décrite dans la littérature. A partir de ce constat,
Abranches et al. ont étudiés les mécanismes de formation de DES a base de bétaine [*7). Les
auteurs ont indiqué avoir obtenu expérimentalement des points de fusion trés en dega des valeurs
théoriques obtenues par la loi de mélange idéal. D’aprés les auteurs, cela peut en partie s’expli-
quer par la nature zwitterionique de la bétaine. En effet, le déséquilibre de charge présent sur
cette molécule fait de la bétaine un excellent accepteur de liaisons hydrogéne méme avec des
molécules présentant un faible potentiel de donneur de liaison hydrogéne. La bétaine posseéde
également un fort caractére hygroscopique, les auteurs ont donc étudié 1I’impact de 1’ajout de 2%
(m/m) d’eau dans des mélanges a base de bétaine et d’urée. Les diagrammes de phases obtenues
sont présentés dans la figure I1.5. Sans eau, le diagramme de phase représenté par des losanges
verts présente un point eutectique a 80°C. Lorsqu’un ajout de 2% (m/m) d’eau est effectué, les
compositions comprenant une fraction molaire de bétaine comprise entre 0,3 et 0,4 ne cristallisent
pas jusqu’a -80°C (durée d’observation 72h). Ces observations sont en accord avec les travaux de
Zeng et al. qui recensent une absence de 7ret des T, comprises entre -40 et -52°C pour quatre
mélanges bétaine / urée (cf. Annexe I, chapitre 1) préparés sans séchage au préalable des consti-

tuants 38,
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Figure I1.5 Diagramme de phase solide-liquide obtenus par Abranches et al. lors de I'étude de
systémes composés de bétaine et d’'urée sans eau (losanges verts) et aprés ajout de 2%
(m/m) d’eau (losanges rouges) comparativement au diagramme de phase idéal (---) [57]

D’aprés Abranches et al., I'effet de I'eau sur les systémes bétaine / urée pourrait résulter de sa
petite taille et de sa capacité a créer des liaisons hydrogéne. La présence d’eau améliorerait la
stabilité de la bétaine dans la phase liquide en renforgant les répulsions électrostatiques entre
deux molécules de bétaine ce qui faciliterait son interaction avec l'urée. Les auteurs restent pru-
dents et indiquent que la nature de ces interactions spécifiques est encore inconnue a ce jour et
que des compléments de recherche sur ces solvants sont nécessaires. Pour en revenir a nos tra-
vaux, il semble tout a fait plausible que ce genre d’interactions électrostatiques existent au sein
des systémes bétaine / propanediol / eau. Ces dernieres participent trés certainement a la diminu-
tion de la valeur de 7, dans les mélanges BPE. Ce type d’interactions n’étant pas considéré dans
les modeles de Fox et de Gordon-Taylor, ces modéles ne sont pas adaptés pour les mélanges a
base de bétaine. Finalement et bien que suggéré par Lavaud et al. dans le brevet FR3034625A1,
le terme de solvants eutectiques ne peut étre utilisé pour ces systémes bétaine, donneur de liaison

hydrogéne et eau %), Le terme LTTM est plus approprié du fait de I’absence de point de fusion.

Dans I’objectif d’approfondir la description des interactions intermoléculaires au sein de ces mé-
langes, des analyses RMN ont été initiées selon les protocoles expérimentaux détaillés au para-
graphe 11.2.2.6. Les structures et les notations associées pour 1’attribution des signaux sont re-
prises dans la figure 11.6 présentant le spectre RMN 'H de BPE115. Comparativement aux
systémes FGE, les spectres proton des systémes BPE ne présentent pas de superposition de si-

gnaux. Ce point est un avantage pour I’interprétation des résultats d’analyses 'H-'H NOESY.
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Figure I1.6 Spectre RMN 'H du systéme BPE115 et annotations utilisées pour lI'attribution des signaux

Sur les cartes 2D des échantillons BPE114, BPE115, et BPE126 (Figure I1.7 A, B et D), les taches
de corrélation qui apparaissent en noir, soit avec la méme phase que la diagonale, traduisent des
échanges entre les protons labiles de 1’cau et les protons hydroxyle du propanediol. Les taches
qui apparaissent en rouge, soit avec une phase opposée a la diagonale, indiquent une proximité
spatiale de protons appartenant a des structures dont les temps de corrélation sont dans le domaine
des mouvements rapides : NOE positif (ot. << 1,12). Ces corrélations traduisent essentiellement
une proximité spatiale intramoléculaire. Aucune corrélation intermoléculaire n’est observée entre
les signaux des protons non labiles du propanediol et ceux de la bétaine dans les conditions d’ana-
lyses. Les corrélations montrent que I’eau est en interaction hydrogeéne avec le propanediol et la
bétaine. Méme si les mouvements moléculaires sont plus rapides que pour les systemes FGE, la
présence de ces interactions conduit & un mélange homogene caractérisé par une unique 7, comme
nous I’avons vu précédemment. En revanche, la carte 2D du mélange BPE123 (Figure I1.7 C) fait
apparaitre deux taches de corrélation supplémentaires comparativement aux autres systémes

(cadres violets).
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Figure II.7 Cartes RMN 'H-'H NOESY de 4 systémes BPE (A = BPE114, B = BPE115, C = BPE123
et D = BPE126) obtenues a 25°C

Ces corrélations révélent une proximité spatiale entre les protons des groupements méthyle de la
bétaine et les protons méthyléne du propanediol. Ces taches de corrélation sont en phase avec la
diagonale et correspondent donc a un NOE négatif caractéristique de structures dont les temps de
corrélation sont dans le domaine des mouvements lents (ot >> 1,12). La présence de ces interac-
tions est directement liée a la plus faible teneur en eau puisqu’elles n’ont pas été détectées pour
le mélange BPE126 (Figure I1.7 D). Ces résultats suggérent donc qu’il est possible d’obtenir une
structure supramoléculaire telle que mise en évidence pour les mélanges a base de fructose, de
glycérol et d’eau. L’étude de ces systémes n’a pas été poursuivie faute de temps. Elle valide
néanmoins une partie de la méthodologie de caractérisation établie pour les mélanges FGE. Pour
I’application de cette méthodologie a un spectre plus large de NaLTTM, les méthodes expérimen-
tales restent identiques mais les modeles prédictifs doivent étre adaptés pour tenir compte de la

nature des composés impliqués dans les mélanges.
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Chapitre II : Conclusion et perspectives

I1.4 Conclusion et perspectives

Les systemes NaLTTM reposent sur 1’association d’un (ou plusieurs) donneur(s) de liaisons hy-
drogeéne (HBD) et d’un (ou plusieurs) accepteur(s) de liaison hydrogéne (HBA), tous deux d’ori-
gine naturelle. L ajout d’un tiers corps, majoritairement de 1’eau, est classiquement réalisé afin
d’adapter les propriétés physico-chimiques de ces mélanges. Ainsi, la littérature recense des cen-
taines de combinaisons dénommées NalLTTM. Cependant, seule une caractérisation exhaustive
permet d’appréhender finement les mécanismes d’association au sein de tels mélanges. Afin de
comprendre ces mécanismes dans le cas de mélanges composés de fructose, de glycérol et d’eau
(FGE), une méthodologie de caractérisation basée sur la détermination des propriétés thermiques
(DSC, ATQG), des propriétés rhéologiques (7 et E,), sur la description des systémes a 1’échelle
moléculaire (RMN-1D 'H, 13C, 2D 'H-'H NOESY), et sur I’étude de la mobilité translationnelle
des especes (RMN a gradient de champs pulsé) a été établie. Cette méthodologie a permis d’iden-
tifier les mélanges FGE ayant les caractéristiques de NaLTTM et présentant une structure supra-
moléculaire régie par un réseau de liaisons hydrogéne impliquant les 3 composés du mélange.
Elle montre que I’eau participe a la structure des NaLTTM et doit étre considérée comme un
constituant a part entiére de ces mélanges. Les différents travaux publiés dans la littérature
pendant la durée de cette thése (entre 2018 et 2022) sur des systemes de type DES, NaDES ou
LTTM le confirment (cf. §1.2.6 du chapitre I).

Nous avons également montré que la stratégie globale de caractérisation développée sur les mé-
langes FGE est applicable a d’autres NaLTTM comme les systémes a base de bétaine, de propa-
nediol et d’eau (BPE). Toutefois, une méthode de caractérisation complémentaire aux mesures
effectuées n’a pu étre pleinement explorée faute de temps. Il s’agit de 1’étude de la dynamique
des molécules par RMN et en particulier la relaxométrie par RMN bas champ. Cette méthode est
basée sur la mesure des temps de relaxation (relaxation spin-spin et spin-réseau) de 1’ensemble
des protons du mélange. Ces temps de relaxation étant dépendants du temps de corrélation des
molécules engagées dans le mélange, une étude fine des courbes de relaxation pourrait permettre
d’identifier les mélanges dans lesquels les molécules forment des associations supramoléculaires
et pourrait permettre de discriminer les mélanges qui ont les caractéristiques de LTTM. Cette
approche, non décrite dans la littérature a ce jour, constitue une piste de collaboration future entre

Gattefossé et le service RMN de I’IMP.
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

III.1 Sélection des polysaccharides adaptés aux objectifs

III.1.1 Généralités sur les polysaccharides et orientations

Les polysaccharides sont des polymeéres composés d’unités sucre. Ces polymeres de masses mo-
laires élevées sont abondants et disponibles a partir de ressources renouvelables (algues, plantes,
animaux, champignons, micro-organismes) [!. Les polysaccharides peuvent jouer différents roles
physiologiques dans les régnes animal et végétal. Par exemple, certains polysaccharides sont des
macromolécules de structure (cellulose, hemicellulose), d’autres servent de réserve énergétique
(amidon), certains entrent dans la composition des mucilages impliqués dans la captation d’eau
(acide polygalacturonique) etc. Les structures des polysaccharides peuvent &tre linéaires ou ra-
mifiées et plus ou moins complexes. Ces polyméres naturels sont trés majoritairement constitués
d’hexoses et/ou de pentoses liés les uns aux autres par des liaisons O-glycosidiques. On distingue
les homopolysaccharides constitués d’un seul type d’unité monosaccharidique et les hétéropoly-
saccharides constitués de plusieurs unités monosaccharidiques. Les polysaccharides sont relati-
vement faciles a isoler ce qui les rend moins chers que certains polymeéres synthétiques. Le prix
attractif, I’ origine naturelle et la diversité de structures des polysaccharides font que 1’on retrouve
des polysaccharides, et les matériaux associés, dans de nombreux domaines d’applications : phar-
macie 2, cosmétique P!, agriculture et traitement des sols !*!, industrie papetiére et emballage

U1 extraction pétroliére [*l. Cet engouement repose majoritai-

alimentaire 1!, agroalimentaire (¢!
rement sur la biocompatibilité, la biodégradabilité et I’innocuité de la plupart des polysaccharides.
De plus, certains polysaccharides contiennent des groupements aglycones (phosphate, sulfate,
amine, succinate, pyruvate ou encore acétate) dans leur structure. Ces groupements spécifiques
et réactifs sont généralement exploités pour fonctionnaliser les polysaccharides par voies chi-

], Diverses réactions chimiques telles que I’oxydation, la sulfatation,

miques ou enzymatiques
I’estérification, 1’amidification peuvent étre appliquées aux polysaccharides afin notamment
d’¢élargir leur domaine d’application. Ces modifications peuvent permettre d’atteindre de nou-
velles propriétés, de nouvelles fonctionnalités, ou de moduler la solubilité d’un polysaccharide.
Les polysaccharides peuvent donc étre classés en deux groupes : les polysaccharides naturels et
les polysaccharides artificiels (d’origine naturelle mais modifiés chimiquement). Les polysaccha-
rides naturels sont donc des candidats de choix pour obtenir des matériaux 100% biosourcés.
Compte tenu du contexte de ces travaux de thése qui se basent sur des approches de chimie verte
pour des applications dans le domaine cosmétique, seuls les polysaccharides naturels et donc non

modifiés chimiquement seront étudiés. Autrement dit, les polysaccharides testés ne subiront ni

purification, ni modifications chimiques.
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

II1.1.2 Sélection des polysaccharides

II1.1.2.1 Critéres de sélection des polysaccharides et structures chimiques

L’incorporation de polysaccharides dans un mélange ternaire composé de fructose, de glycérol et
d’eau n’étant pas décrite dans la littérature (cf. Chapitre I), la sélection de polysaccharides pou-

vant répondre aux objectifs de la thése a été réalisée en s’appuyant sur les critéres suivants :

1. Non modifié chimiquement,

Mentionné dans la littérature sur les eutectogels et/ou les hydrogels,
Disponible commercialement et produit a 1’échelle industrielle,
Compatible avec des utilisations dans le domaine cosmétique,

De structure chimique bien connue et bien documentée,

Avec une faible variabilité structurale en fonction des sources et des lots,

Facile a mettre en ceuvre a 1’échelle laboratoire,

X Ny s w DN

Dont la concentration gélifiante est compatible avec des exigences industrielles

(Cpolysaccharide < 5%).

Pour augmenter les chances d’identifier un ou des polysaccharide(s) répondant a ces critéres, nous
nous sommes tournés vers des polysaccharides de structures variées (Figure I11.1). Ces polyméres
naturels peuvent étre regroupés en plusieurs catégories selon leur structure. La premicére catégorie
de polysaccharides considérés consiste en des structures linéaires et anioniques. Dans cette
catégorie, nous avons sélectionné deux formes de carraghénanes : la forme iota décrite dans les
travaux de Serra ef al. pour I’obtention de ionogels ['%, et la forme kappa qui permettrait d’obtenir
des hydrogels présentant de meilleures propriétés mécaniques que ceux préparés avec la forme
iota. La différence entre ces deux formes réside dans le nombre de groupements sulfatés et leur

11121 Deux sels d’alginates ont été sélectionnés :

localisation sur la chailne principale linéaire
I’alginate de sodium et I’alginate d’ammonium. Les alginates sont des polyméres linéaires com-
posés d’unités mannuronate et d’unités guluronate dont certaines sont acétylées. La structure chi-
mique des alginates peut étre trés variée comme nous le verrons plus en détail dans la suite de ce
manuscrit. L’agar-agar, mélange d’agarose et d’agaropectine dans des proportions relatives de
I’ordre de 70% et 30%, a également été retenu pour compléter cette premiere catégorie. La gomme
xanthane, seul représentant de la deuxiéme catégorie, se caractérise par une structure ramifiée
et anionique. Bien que sa structure soit complexe, la caractérisation chimique et physico-chi-

mique de la gomme xanthane est bien décrite dans la littérature. Pour rappel, ce polysaccharide a

été utilisé pour gélifier des NaLTTM a base de ChCl contenant au minimum 10% (m/m) d’eau !'*

14]
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

Polysaccharides linéaires et anioniques
OR; OH 0
(o]
) e 4
OR; CI)Rs .

R, =805 ; R, = R; =H K carraghénane
R; =R3=S50;; R, =H 1 carraghénane

X=Na" Alginate de sodium
X=NH,; Alginate d'ammonium

aHOR
o =]
o 0.
oH ‘on

R = H ou SO,

OHOR

Agar Agar
Agarose (~70%) et agaropectine (~30%)

Polysaccharide ramifié et anionique

HOH,C,
HO o
-0 o o.
d .
HOM,C' o OH
Q o n
o
OH
° OH on
HiC )
o CH
5 o, HO i 3
HO ©
: )
o o

Gomme Xanthane

o
OH
e 0, HO O, HO -
. o o o. o
HO o HO %)
oH OH

Polysaccharides ramifiés et neutres

HooC
o
MeO

HO
OH

n

4-0-méthyle-D-Glucorono-D-Xylane

OH
OH
HO 0 HO Q
o o (e} o on
o o

0
% ho H
oH
d
)
o
o
oH

0 0
HO L H 1o
OH oh 0,
o o o oH
o AP /ﬁ/ﬂ ° ° o
% ho HO HO HO
CH H ©OH He

OH OH H

CH,0H OH CH,0H OH CHaOH  OH

Arabinoxylane

oH oH
OH OH
o o
HO. HO.
OH| OH
o o
OH
-0 HO -0 HO
[} © o e}
HO. ™0 HG: o
OH
Hone oM HOH,C
n

Gomme de Guar

OH
[}
. HOHC o oH
e -0 Ho L] o HO- o L
o a o
HO. \m HO ™o
OH

HoH,e  ©H

HOH,C

Gomme de Caroube

HO'

° o
Ho'
0, HO OH HO
HoO.
- m/ ©ro ¢
OH HO: OH
o o o
o Q.
oH oH OH e oH T
n

Xyloglucane

Figure II1.1 Structures des polysaccharides naturels intégrés dans cette étude
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

La troisiéme catégorie de polysaccharides testés rassemble des structures ramifiées et neutres.
L’abondance de polysaccharides appartenant a cette catégorie nous a permis de considérer diffé-
rentes familles de polymeéres. Parmi les xylanes, nous avons sélectionné le 4-O-méthyle-D-glu-
corono-D-xylane (MGX) et I’arabinoxylane. Le MGX est un composant principal des hémicellu-
loses, et le deuxiéme polysaccharide naturel d’origine végétal le plus abondant dans la nature
aprés le xyloglucane. L’arabinoxylane se caractérise par une chaine linéaire de poly(xylose) ra-
mifiée avec des motifs arabinose. Pour faire écho aux travaux de Depoorter et al. !’/ deux galac-
tomannanes ont été testés : les gommes de guar et de caroube. Les structures de ces deux gommes
naturelles se différencient par le nombre d’unités galactose présentes sur la chaine principale de
poly(mannose). Parmi les glucanes, le xyloglucane, composé le plus abondant des hémicelluloses
et se caractérisant par une chaine linéaire de poly(glucose) ramifiée avec des xyloses a également
été intégré dans ces travaux. Les deux derniers critéres de sélection que sont la facilité de prépa-
ration du mélange FGE115 + polysaccharide et la détermination de la concentration en polysac-
charide permettant d’obtenir un comportement de « type gel », c’est-a-dire ne s’écoulant pas
spontanément ont nécessité une approche expérimentale qui est détaillée dans le paragraphe sui-

vant.

II1.1.2.2 Protocole de préparation des mélanges FGE115 + polysaccharides

Pour définir le protocole de préparation des mélanges visés dans le cadre de cette thése, nous nous
sommes appuyés en premiére intention sur le protocole de préparation développé au laboratoire
IMP dans le cadre des travaux de thése de Jérémy Depoorter '%). Ce protocole est particuliérement
adapté a ’obtention de matériaux anhydres comme dans le cas de I’incorporation de gomme de
guar dans des DES a base de ChCl "*1, Ce protocole comprend une premiére étape de séchage
sous vide (= 15h a 80°C) des polysaccharides et des solvants utilisés. Dans notre cas, le séchage
du solvant n’est pas nécessaire puisque le solvant FGE115 comporte environ 25% (m/m) d’eau et
que ’on souhaite conserver ces proportions. Cette étape préliminaire de séchage des composés
n’a donc pas été retenue. Dans une optique industrielle et d’aprés les exemples recensés dans la
partie bibliographique (Chapitre I), deux concentrations massiques en polysaccharide, respecti-
vement 1 et 5% m/m ont été retenues dans un premier temps. A titre de comparaison, des mélanges
en milieu aqueux seront également réalisés dans les mémes conditions. Le protocole est schéma-

tisé dans la figure II1.2.
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

Ar Ar
l ‘ l <+«——+— Septum
1% 5% .« Flacon verre de 30 ml
: Polysacchande dans solvant
<+<—— Bain d'huile (80°C)

— s
Pesées Inertage +————  Plaque chauffante

Figure II1.2 Protocole expérimental de préparation des mélanges FGE115 + polysaccharides

Les mélanges sont réalisés dans des flacons en verre de 30 mL contenant un simple agitateur
magnétique. Le flacon est fermé a 1’aide d’un septum permettant de réaliser I’inertage a 1’argon
des mélanges a I’aide de seringues. Le flacon est ensuite placé a 80°C dans un bain d’huile et
agité pendant une nuit (= 15h). Le lendemain, une observation macroscopique de 1’échantillon est
réalisée a 80°C puis aprées retour a 7,.». Une attention particuliére est portée a : i) I’homogénéité
macroscopique du mélange, ii) la couleur, iii) la transparence ou turbidité et iv) I’aptitude que
posséde le mélange a s’écouler plus ou moins facilement et rapidement aprés avoir retourné le

flacon.

I11.1.2.3 Observations macroscopiques des mélanges obtenus

En fonction du polysaccharide et de la concentration utilisée, différents comportements macros-
copiques ont été observés apres incorporation dans FGE115 (tableau III.1). Certains polysaccha-
rides sont partiellement solubles dans FGE115 a 1% (m/m). C’est le cas des galactomannanes
(gommes de guar et de caroube) et du xyloglucane pour lesquels des mélanges liquides visqueux,
turbides et non homogénes avec des dépots gélifiés sur les parois ont été obtenus. Aprés plusieurs
semaines, la proportion de polysaccharide non solubilisée sédimente progressivement. Pour ces
trois polysaccharides, la concentration de 5% (m/m) n’a donc pas été testée et ces polysaccharides
ont été éliminés. Les carraghénanes, les alginates et les xylanes testés sont macroscopiquement
solubles dans FGE115 a 1% m/m. En effet, des solutions monophasiques, transparentes, homo-
geénes et possédant une viscosité plus ou moins élevée ont été obtenues. En ce qui concerne les
carraghénanes a 1% m/m, la dispersion des polysaccharides est rapide. Une agitation réguliere a
80°C a permis d’obtenir des solutions homogenes et limpides en quelques heures. Apres 15h de
chauffage, les deux solutions sont légérement jaunes. Hormis une propension plus importante a
I’écoulement pour la solution obtenue avec la forme iota, il est quasiment impossible de distinguer

ces échantillons par observations macroscopiques.
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

Polysaccharide | 1% (m/m) | 5% (m/m) || Polysaccharide | 1% (m/m) | 5% (m/m)

Alginate

Non réalisé . )
d'ammonium

Gomme de guar

Gomme de
Non réalisé || Alginate de sodium
Caroube
xyloglucane Non réalisé Xylane (MGX)
a Limite .
1-carraghénane technique Arabinoxylane
hé Limite A Limite
K-carraghénane technique gar-agar technique
p Limite
Légende ® Xanthane technique

Tableau III.1 Comportements macroscopiques observés a T.m» aprés introduction de polysaccharides
a1l et 5% (m/m) dans FGE115 pendant 15h a 80°C. Les polysaccharides sur fond vert répondent aux
criteres de sélection choisis et ceux sur fond rose sont éliminés.

La concentration de 5% (m/m) a également été testée pour ces carraghénanes. Mais, dans les deux
cas, les mélanges deviennent rapidement trés visqueux et il devient impossible de les agiter avec
un simple barreau magnétique, méme a 80°C. Dans ces conditions, nous ne pouvons pas discuter
de la solubilité des carraghénanes a une concentration de 5% (m/m). Malgré cette limitation tech-
nique, ces essais ont fait apparaitre qu’il est possible d’obtenir un comportement de type gel avec
ces deux carraghénanes pour des concentrations en polysaccharide inférieures a 5% (m/m). A ce
stade, les deux types de carraghénanes sont donc retenus. La dispersion des sels d’alginates a 1%
(m/m) n’est pas problématique et une agitation réguliere a 80°C permet d’obtenir des solutions
homogenes et limpides. L’observation macroscopique des échantillons obtenus avec les deux al-
ginates a 1% (m/m) fait apparaitre une différence de couleur trés importante selon le sel d’alginate
utilisé. Lorsque 1’alginate d’ammonium est utilisé¢, la solution obtenue est orange foncé ; tandis
qu’avec 1’alginate de sodium, la solution obtenue est 1égérement jaune. Cette observation a été
confirmée aprés incorporation de 5% (m/m) de polysaccharide. Une solution de couleur brune
trés visqueuse mais coulante est obtenue avec le sel d’ammonium alors qu’une solution trés vis-

queuse ne s’écoulant pas spontanément est obtenue avec le sel de sodium.

Benoit CAPRIN 128
Thése au sein de I’école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023

UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres

Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette these est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf

© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

La nature du contre ion semble avoir un impact direct sur la coloration du mélange et a ce stade,
I’alginate d’ammonium est abandonné au profit de 1’alginate de sodium. Le 4-O-méthyle-D-glu-
corono-D-xylane (MGX) et I’arabinoxylane se dispersent également rapidement dans FGE115. A
1% (m/m), les solutions obtenues sont limpides et on observe une différence de couleur marquée
entre les deux solutions. Comme attendu, cette différence est encore plus marquée a 5% m/m.
Dans le cas du MGX a cette concentration, un liquide visqueux orange et turbide est obtenu, ce
qui indique qu’il est impossible d’obtenir un comportement de type gel avec une concentration
inférieure a 5% (m/m). Pour I’arabinoxylane, un mélange homogeéne de couleur orange ne s’écou-
lant pas spontanément est obtenu apres incorporation de 5% (m/m). Ce polysaccharide semble
donc prometteur pour gélifier le solvant FGE115. Enfin, les mélanges obtenus avec 1’agar-agar et
le xanthane a 1% (m/m) sont légérement turbides mais ne s’écoulent pas spontanément. Expéri-
mentalement, nous avons remarqué que leur incorporation est plus difficile que pour les autres
polysaccharides. Cela est certainement dii a une masse molaire plus élevée. Ce point sera vérifié
par la suite. Pour ces deux polysaccharides, le protocole de préparation ne permet pas d’étudier
la concentration de 5% (m/m) car les mélanges deviennent rapidement trop visqueux pour étre

agités dans de bonnes conditions.

II1.1.2.4 Conclusions sur la sélection des polysaccharides

Comme attendu, la structure chimique et la concentration en polysaccharide sont des parameétres
clés pour I’obtention d’échantillons qui ne s’écoulent pas instantanément. Dans une optique de
développement industriel, I’étude plus approfondie des polysaccharides permettant I’obtention de
comportements macroscopiques de type gel pour une concentration inférieure ou égale a 5%
(m/m) seront priorisés. Ainsi, parmi les 6 polysaccharides répondant favorablement aux critéres
de sélection (fond vert dans le tableau III.1), 1’agar-agar et la gomme xanthane sont les seuls
permettant 1’obtention de mélanges ne s’écoulant pas spontanément dans FGE115 a 1% (m/m).
Ces deux polysaccharides sont donc retenus pour la suite. Toutefois, la littérature indique que la
caractérisation de la structure de 1’agar-agar est complexe et qu’il existe une grande variabilité

171, Ce dernier sera par conséquent retenu uniquement

de structures parmi ces polysaccharides !
pour les essais applicatifs visant a étudier la gélification d’extraits végétaux obtenus avec le sol-
vant FGE115 (Chapitre V). Afin de favoriser la diversité de structure, nous avons choisi de ne
retenir qu’une seule forme de carraghénane, la forme kappa. Ce choix a été guidé par les obser-
vations réalisées expérimentalement qui confirment que des gels plus cohésifs sont obtenus avec
la forme kappa. L’alginate de sodium est également retenu puisqu’il est en adéquation avec nos
projections industrielles et les critéres de sélection. Malgré les résultats prometteurs obtenus avec

I’arabinoxylane, ce polysaccharide n’a pas été retenu pour la suite. En effet, I’arabinoxylane est
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

beaucoup plus onéreux que les autres polysaccharides retenus. De plus, nous avons remarqué un
développement bactérien rapide dans les mélanges eau + arabinoxylane. Méme si le solvant
FGEI115 présente une bien meilleure stabilité microbiologique que 1’eau, les critéres de cofit et
de stabilit¢é microbienne éliminent 1’arabinoxylane a ce stade. Finalement, suite a la prise en
compte de I’ensemble des critéres de sélection mentionnés précédemment, une liste réduite de

quatre polysaccharides prioritaires a pu étre établie :

la gomme xanthane,
I’alginate de sodium,

le k-carraghénane,

AW~

I’agar-agar (uniquement pour la partie applicative).

Chacun des trois premiers polysaccharides sera étudié dans une partie spécifique dans la suite de
ce chapitre. Pour chacun d’eux, des compléments de recherche bibliographiques seront réalisés
afin d’identifier ’origine et le comportement en solution aqueuse de ces polysaccharides. Cela
nous permettra de discuter la faisabilité d’obtenir des gels aprés incorporation de ces polysaccha-
rides dans FGE115 et de les comparer aux mélanges aqueux décrits dans la littérature. Mais avant
cela, les observations macroscopiques réalisées jusqu’ici ont fait apparaitre une coloration pour
I’ensemble des échantillons préparés dans le FGE115 (Tableau III.1). Or, et comme le montre la
figure I11.3 pour le xyloglucane et les carraghénanes a 1% (m/m), cette coloration n’a pas été
observe pour les mélanges préparés dans I’eau avec le méme protocole (15h a 80°C). L hypothése
la plus probable expliquant cette différence réside dans 1’éventuelle dégradation du solvant

FGE115 lors du traitement thermique. Ce point est discuté dans le paragraphe suivant.

X 1% (m/m) 1% (m/m)
Folysaccharide dans FGE115 dans I'eau
=
i— == = |
xyloglucane e |
N
L9 Tl |
b pa—
- e 5
1-carraghénane [ .’ £
1 ] (add
k-carraghénane ;: 4’J P 5 %

Figure II1.3 Comportements macroscopiques observés a température ambiante aprés solubilisation
de polysaccharides a 1% (m/m) dans FGE115 et dans I’eau pendant 15h a 80°C.
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

II1.1.3 Stabilité du solvant FGE115 lors d'un chauffage prolongé

La littérature indique qu’un des produits de dégradation du fructose est le 5-(hydroxyméthyle)-2-
furaldehyde (HMF). Cette dégradation conduit a I’obtention de solutions jaunes 8. Pour le véri-
fier, des analyses RMN et des dosages HPLC ont été réalisées aprés un chauffage prolongé du

FGE115.

II1.1.3.1 Méthodes de préparation et de caractérisation
III.1.3.1.1 Analyses RMN

Le solvant FGE115 est préparé dans les mémes conditions que celles décrites dans le chapitre II
(I1.2.2.2) soit un chauffage d’une heure a 50°C sous agitation. La quantité nécessaire a I’analyse
RMN est prélevée et placée dans un tube de Smm. L’utilisation d’un insert coaxial permet d’uti-
liser une référence externe (solution a 2,5% (m/m) de TSPD4 dans D,0) sans diluer 1’échantillon.
Apres introduction du tube, celui-ci est chauffé a 80°C dans la sonde. Une série de spectres RMN

'H et '*C sont enregistrés toutes les heures afin de faire un suivi en fonction du temps a 80°C.

II1.1.3.1.2 Analyses par chromatographie liquide a ultra-haute pression (UHPLC)

Des préparations spécifiques du solvant FGE115 ont été réalisées a 80°C avec des temps de chauf-
fage variants entre 1h a 24h. La quantification du 5-(hydroxyméthyle)-2-furaldehyde (HMF) est
réalisée par UHPLC avec une détection UV. Une colonne Waters HSS C18 — 1.8u - 150 mm
n°50A est utilisée et la calibration est réalisée a partir d’une solution mere a 8,05mg de HMF dans
50mL d’eau et de solutions filles correspondant a des dilutions successives au demi. Dans ces
conditions, le HMF présente un temps de rétention de 2,8min et se caractérise par une absorption
a Amax = 284 nm. Gréce a cette courbe de calibration, nous avons pu quantifier la teneur en HMF

généré pendant le traitement thermique a 80°C.

I11.1.3.2 Effet de la température sur la dégradation du fructose dans FGE115

Dans la littérature, la déshydratation du fructose en milieu acide a été étudiée afin d’évaluer la
faisabilité d’obtention de HMF et de furfural comparativement a d’autres sucres (sucrose, glucose,
xylose, etc.) ['8. Une cascade de réactions de dégradation est reportée conduisant a 1’obtention de
HMEF. D’aprés les travaux de Antal ef al., le mécanisme de dégradation du fructose comprendrait
I’existence d’un cation fructofuranosyl qui permettrait de maintenir le sucre sous forme cyclique.
Ces réactions sont généralement étudiées a haute température et en présence d’un acide (HCI,

H>SO4 ou acide formique) '8,
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

Nous n’avons pas identifié de publication traitant de la dégradation du fructose en phase aqueuse
sans la présence d’acide. Dans notre cas, nous avons fait I’hypotheése que la dégradation du fruc-
tose était a I’origine de la coloration des mélanges FGE115 + polysaccharide apres un traitement
thermique de 15h & 80°C. Dans un premier temps, nous avons suivi I’évolution dans le temps de
I’allure des spectres RMN '*C d’un mélange FGE115 chauffé a 80°C. Les acquisitions successives
effectuées toutes les heures pendant 24h ont permis de détecter la présence de produits de dégra-
dation en quantité significative. Sur la figure I11.4, on remarque qu’aprés 8h a 80°C (spectre b),
des pics supplémentaires non présents sur le spectre réalisé juste aprés 1’atteinte de la consigne

en température a 80°C (spectre a) apparaissent.

ENUISEPOU SUUR A7 N, UURRRUUURIURRTUI 1y © ~ ey ¢ | W S | WL, U5 W | | 7 S

il e

" I NI \‘ b MMUU-\# LA"»...J i \w"__.;v’. 1| ] -
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Figure III.4 Etude de dégradation du solvant FGE115 a 80°C réalisée par RMN !3C. Les spectres
correspondent a différents temps de chauffage a 80°C: a=to; b =8h; c=15hetd = 24h.

Le (ou les) produit(s) de dégradation qui apparaissent sur la figure I11.4 se caractérise par : un pic
a 60 ppm, deux signaux vers 78 ppm, puis 4 autres pics respectivement a 84, 101, 104 et 108 ppm.
Lorsque le solvant est chauffé a 80°C pendant 15h (spectre c), ’intensité de ces pics augmente
mais nous n’avons pas détecté de nouveaux pics comparativement au spectre b. Enfin, le spectre
obtenu aprés 24h (spectre d) est trés proche de celui obtenu aprés 15h de chauffage a 80°C. Ces
pics ne peuvent étre reliés a ceux décrits dans les travaux de caractérisation du HMF par Dibene-
detto et al. ['1. Nous n’avons pas approfondi I’identification de la ou des structures caractéris-
tiques de ces signaux par RMN mais nous nous sommes tournés vers des analyses UHPLC-UV

pour suivre la teneur en HMF en fonction du temps.
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

Dans les conditions d’analyse, un pic présentant un temps de rétention équivalent au HMF est
retrouvé pendant le traitement thermique a 80°C. La teneur en HMF a ainsi pu étre quantifiée via

la courbe de calibration et les résultats du dosage sont regroupés dans le tableau II1.3.

FGE 115 Temps de préparation a 80°C Teneur en HMF (en mg/100g)
D18282 E1 Témoin FGE 115 0.1
D18282 E2 2h 0.2
D18282 E3 3h 0.2
D18282 E4 4h 0.2
D18282 E5 15h 8.3
D18282 E6 24 h 17

Tableau II1.2 Suivi de la teneur en HMF par HPLC-UV lors du chauffage a 80°C pendant 24h du sol-
vant FGE115

La teneur en HMF la plus élevée est obtenue aprés 15 heures de chauffage. On remarque que
pendant les quatre premicéres heures de chauffage a 80°C, la teneur en HMF reste trés faible (< 2
ppm). L’apparition du HMF en quantité significative se produit donc entre 4 et 15 heures de
chauffage a 80°C. Aprés 24 heures de chauffage a 80°C, on constate une baisse importante de la
teneur en HMF et ’apparition d’un autre pic a 2,1 min (Amax @ 296 nm). Ce pic présente une
intensité trés faible aprés 15 heures de chauffage mais son intensité est multipliée par 4 entre 15h
et 24h de chauffage. Ce composé n’a pu étre quantifié¢ faute d’étalon mais il s’agit sans doute
d’un produit de dégradation du HMF. Aprés 24h a 80°C, ce composé est majoritaire. Il apparait
donc que le protocole de préparation des mélanges polysaccharides + FGE115 peut étre optimisé

afin de limiter au maximum ce phénomene de dégradation du FGE, et notamment du fructose.

I11.1.3.3 Etudes complémentaires et adaptation du protocole de préparation

Un second protocole de préparation de mélanges FGE115 + polysaccharides a été réalisé afin de
vérifier qu’un contrdle de la couleur des échantillons était possible en adaptant le temps et la
température de préparation. La température de mélange est abaissée a 70°C et le temps de mélange
diminué a 4h pour éviter la dégradation du fructose. L’inertage du flacon a I’argon a également
été supprimé car cette étape ne sera pas transposable pour Gattefossé. Seule la concentration de
1% (m/m) de polysaccharide a été conservée pour cette seconde phase. La comparaison avec 1’eau
est quant a elle maintenue afin de mettre en évidence des différences de comportement macros-

copique. La figure I11.5 présente les résultats obtenus apreés retour a T,m.» et 48h de stockage.
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agar-agar gomme xanthane alginate de sodium k-carraghénane

eau FGE115 eau FGE115 eau FGE115 eau FGE115

Figure IIL.5 Photographies des échantillons obtenus apreés incorporation dans I'eau et dans FGE115
de polysaccharides (1% m/m), chauffage a 70°C pendant 4h et retour a Tams

Dans ces conditions (C = 1% (m/m), T = 70°C, t = 4h), ’ajout d’agar-agar ou de gomme xanthane
conduit a des échantillons monophasiques turbides dans 1’eau et dans FGE115, avec toutefois une
turbidité moins marquée dans FGE115. Indépendamment du solvant, ces échantillons ne s’écou-
lent pas spontanément apres retournement du flacon. Dans le cas de I’alginate de sodium, une
solution liquide, incolore et peu visqueuse est obtenue dans 1’eau alors qu’une solution légérement
jaune et visqueuse est obtenue dans FGE115. La coloration observée s’explique par la présence
d’acide alginique qui doit favoriser la dégradation du fructose. La solution obtenue dans FGE115
s’écoule aprés quelques minutes d’observation. On note également que seulement 2 jours apres
la fabrication, la solution aqueuse d’alginate présente un développement bactérien visible a I’ceil
nu, ce qui n’est pas le cas dans le FGE115. Une attention particuliére sera apportée a ce point lors
des essais applicatifs (Chapitre IV). En ce qui concerne le k-carraghénane, le mélange ne s’écoule
pas spontanément et cela dans les deux solvants. L’échantillon en FGE115 comprend des bulles
car le mélange est trés visqueux méme a 70°C et une agitation rigoureuse est nécessaire pour
garantir I’homogénéité du mélange. Ces essais d’optimisation du protocole de préparation des
mélanges polysaccharides + FGE115 montrent qu’il est possible de limiter la dégradation du fruc-

tose, et donc la coloration du mélange, en adaptant la température et le temps de chauffage.
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Chapitre III / Sélection de polysaccharides adaptés aux objectifs

II1.1.4 Conclusion et sélection de quatre polysaccharides

Parmi les différents polysaccharides intégrés dans le premier protocole de mélange, une liste ré-
duite de quatre candidats répondant favorablement aux divers critéres de sélection a pu &tre établie
(Tableau III.1). Parmi eux, trois polysaccharides sortent du lot et ont été sélectionnés pour la suite

de ces travaux :

- la gomme xanthane, trés utilisée en cosmétique, permet 1’obtention de mélanges ne s’écoulant

pas spontanément avec une concentration en polysaccharide de 1% (m/m).

- Palginate de sodium, trés soluble dans FGE115 permet 1’obtention de solutions visqueuses et
non de gels. Le mécanisme de gélification en solution aqueuse de 1’alginate de sodium nécessite
I’ajout de cations divalents. Il semble donc trés intéressant d’étudier si ce mécanisme de gélifica-

tion peut étre réalisé dans le solvant FGE115.

- le k-carraghénane utilisé a des concentrations > a 1% (m/m) dans FGE115 conduit & des mé-
langes transparents, homogénes et qui ne s’écoulent pas spontanément. Ces mélanges semblent
présenter des propriétés mécaniques bien supérieures a celles obtenues avec les autres polysac-

charides. Il s’agit donc d’une voie prometteuse pour obtenir des gels massifs et résistants.

- Pagar-agar permet également d’obtenir des gels a faible concentration dans FGE115. Cepen-
dant, la caractérisation précise de la structure de ce polysaccharide est complexe. Ce polysaccha-
ride ne fera pas 1I’objet d’une étude approfondie comme pour les trois autres polysaccharides mais
sera tout de méme conservé pour les essais applicatifs visant a gélifier des extraits végétaux ob-

tenus avec le solvant FGE115 (Chapitre 1V).

Ainsi et hormis 1’agar-agar, chacun des trois polysaccharides sélectionnés sera étudié séparément.
Pour chacun d’eux, des compléments de recherche bibliographiques seront réalisés afin d’identi-
fier I’origine et le comportement en solution aqueuse de ces polysaccharides. Cela nous permettra
de discuter la faisabilité d’obtenir des gels apres incorporation de ces polysaccharides dans
FGE115 et de les comparer aux hydrogels décrits dans la littérature. La suite de ce chapitre et
donc divisée en trois sous-parties traitant de 1’incorporation respectivement de la gomme xan-

thane, de 1’alginate de sodium et du k-carraghénane dans FGE115.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

III.2 Incorporation de xanthane dans le FGE115

II1.2.1. Origine, structure et comportement du xanthane en solution

Découvert dans les années 60, le polysaccharide B-1459 a été obtenu par fermentation aérobique
du glucose par la bactérie Xanthomonas campestris ). D aprés les auteurs, cet exo-polysaccha-
ride conduit a des dispersions homogénes dans I'eau présentant des propriétés rhéologiques com-
parables a celles des gommes végétales. Ces propriétés ont rapidement été reliées a la structure

remarquable de ce composé (figure 111.2.1) 121,

Main chain: §-(1-4)-D-glucose

I \
OH OH
o] o]
OHO o
yruvate grou
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HO OH OH
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p-(1-4)-D-mannose

Figure II1.2.1 Structure chimique de la gomme xanthane [?!

La figure II1.2.1 indique que le xanthane posséde une structure primaire pentasaccharidique. La
chaine principale est composée d’un enchainement d’unités D-glucopyranosyle liées entre elles
par des liaisons glycosidiques de type B(1-4). Des ramifications sont retrouvées toutes les deux
unités sucre (en O3 du glucose). Chaque ramification forme une chaine latérale composée de trois
sucres : un acide D-glucuronique relié par une liaison de type a(1-2) au mannose lié a la chaine
principale et par une liaison de type B(1-4) avec le mannose terminal. Certaines des unités man-
nose reliées au glucose sont substituées par des groupements acétate alors que des groupements
pyruvate sont retrouvés sur le mannose terminal. Il s’agit donc d’un polysaccharide anionique
dont les contre-ions caractéristiques sont : Na*, K* et Ca®". Comparativement aux polysaccharides
extraits de matic¢res premicres végétales, I’origine bactérienne du xanthane lui confére une struc-
ture présentant peu de variabilité. Pour améliorer les propriétés ou ¢€largir les domaines d’appli-
cations du xanthane, différents types de fonctionnalisation (carboxyméthylation, greffage de

groupements hydrophobes, copolymérisation, etc.) ont été envisagées dans la littérature 2.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

Cependant, il existe tout de méme une variabilité structurelle entre les diverses gommes xanthane
disponibles dans le commerce. D’une part, il a été démontré que d’autres bactéries de type Xan-
thomonas peuvent conduire a I’obtention de xanthane par voie fermentaire [*1, et, d’autre part, la
structure du xanthane est directement reliée aux conditions de culture des bactéries (milieu de
culture, pH, température, nutriments) et au procédé d’obtention (post-fermentation) *!. La figure
II1.2.2 issue des travaux de these d’ Audrey Roy reprend les principales étapes du procédé discon-

tinu d’obtention du xanthane P!,

carbone  arote  sels

Drygene ——— ) <X campestri
Solution alcaling — Fermentation

Sterilisation du
mouat

Precipitation de la

Isopropanal ————4
Dpropanc gomme xanthane

Separation ———= Isopropanol|
liquidefsalide |~

Sechage des fibres | s iapropanal
dexanthane | ..,

-

Broyage des fibres
de xanthane

Tamisage dela
poudre xanthane

Distillation

Conditionnement
de la poudre

Figure III.2.2 Procédé de production industrielle de xanthane [°!

Depuis le premier lot industriel réalisé en 1964, les industriels ont continuellement optimisé et
adapté les procédés d’obtention du xanthane pour répondre a une demande croissante. Une syn-
thése de ces avancées a été récemment publiée par Bhat et al.!! D aprés les auteurs, le xanthane
est le polysaccharide d’origine bactérienne le plus produit dans le monde. La production annuelle,

estimée a 30 000 tonnes en 2011 7!, est en constante progression.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

La diversité des procédés et des souches bactériennes utilisées pour 1’obtention de xanthane fait
apparaitre la nécessité de caractériser la poudre de xanthane préalablement a son utilisation. Les
principaux €éléments a vérifier sont : la teneur en eau déterminée par analyse thermogravimétrique
(ATG), la masse molaire caractérisable par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) ! et la
teneur en groupements acétate et pyruvate qui est quantifiable par RMN 1. Concernant le com-
portement du xanthane en solution, la littérature indique que ce polysaccharide permet d’augmen-
ter significativement la viscosité des solutions aqueuses méme a des concentrations trés faibles.
Une étude de Milas et al. rapporte les viscosités obtenues pour des solutions aqueuse de NaCl

(0,1N) en fonction de la concentration et de la masse molaire du xanthane (figure II1.2.3) [1%],
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Figure II1.2.3 Courbes d’écoulement de solutions aqueuses de NaCl (0,1N) obtenues aprés ajouts de
xanthane (Mw = 7.10° g/mol) a différentes concentrations (A) ou de différentes masses molaires a
une concentration de 2 g/L(B) [°]

On remarque sur la figure II1.2.3A que pour toutes les concentrations, les courbes présentent un
plateau newtonien a faible vitesse de cisaillement puis un régime de rhéofluidification. Ce carac-
tere rhéofluidifiant dépend tres fortement de la concentration. En régime dilué (C < C*), un se-
cond plateau Newtonien est observé a haute vitesse de cisaillement. Ce second plateau disparait
dans le régime semi-dilué non enchevétré (C* < C < C,) et le premier plateau Newtonien est de
moins en moins visible. Le comportement rhéofluidifiant devient encore plus marqué lorsque le
xanthane est en régime semi-dilué enchevétré (C > C.). Dans les conditions d’analyses de Milas
et al., les concentrations séparant les différents régimes dans une solution aqueuse de NaCl (0,1N)
sont donc C*= 0,13 g/L et C, = 0,78 g/L pour un xanthane dont la masse molaire est trés élevée :
7.10% g/mol. Sur la figure I11.2.3B, on remarque que la viscosité des solutions diminue fortement
lorsque la masse molaire du xanthane diminue. En de¢a d’une certaine masse molaire, ici M, <
1.10° g/mol, le caractére rhéofluidifiant disparait et la solution se comporte comme un fluide

Newtonien méme pour une concentration de 2 g/L.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

Le comportement rhéofluidifiant est souvent observé pour les solutions de polymeéres en régime
semi-dilué. Il est di, le plus souvent, au désenchevétrement des chaines sous 1’effet du cisaille-
ment. Or, dans le cas du xanthane, le caractére rhéofluidifiant est présent des le régime dilué.
Cela indique que le comportement de ce polysaccharide en solution n’est pas régi par de simples
enchevétrements topologiques. La rigidité importante du xanthane peut étre a I’origine de cette
forte tendance a la rhéofluidification : sous I’effet du cisaillement, les chaines semi-rigides s’ali-
gnent dans le sens de 1’écoulement. Plus récemment, les travaux de Zhong et al. ont étudié I’im-
pact de la force ionique en augmentant progressivement la concentration en sel (NaCl ou CaCl,)
(11 Pour des solutions faiblement concentrées en xanthane (C < 0.6 g/L) et indépendamment du
sel ajouté, les auteurs ont mis en évidence une diminution de la viscosité de la solution avec
I’augmentation de la concentration en sel. Pour une solution concentrée en xanthane (C =5 g/L),
I’augmentation de la force ionique engendre une augmentation de la viscosité de la solution. Les
effets de la concentration en sel sur la viscosité peuvent étre expliqués par les différentes confor-
mations que le xanthane adopte en solution. Dans les années 80, les scientifiques pensaient que
le xanthane pouvait adopter soit une forme ordonnée, soit une forme désordonnée en solution [!2],
Dans la conformation ordonnée, les chaines latérales sont repliées et associées au squelette, for-
mant ainsi une conformation en hélice. A I’inverse, une conformation désordonnée (ou étendue)
est obtenue lorsque les chaines latérales s'éloignent du squelette. Dans ce cas, le polysaccharide
occupe un plus grand volume hydrodynamique. A faible concentration de xanthane (C < C*),
'ajout de sel neutralise les charges ioniques des chaines de xanthane qui adoptent une conforma-
tion hélicoidale. L'ajout de sel réduit le volume hydrodynamique des chaines et donc la viscosité
de la solution. Au contraire, lorsque la concentration en xanthane est importante, les chaines in-
teragissent entre elles et peuvent s’enchevétrer (C > C. ou C. délimite le régime semi-dilué en-
chevétré). Dans ce cas, 1'ajout de sel serait a [’origine de pontages ioniques créant ainsi une "ré-
ticulation" ionique inter ou intramoléculaire et donc un réseau encore plus rigide. L’augmentation
de la force ionique augmente par conséquent la viscosité de la solution. Plus récemment et avec
I’essor des techniques de caractérisation, différents travaux suggérent que la variation de confor-
mation du xanthane est un phénomeéne bien plus complexe qui dépend de la masse molaire, de la
température, de la force ionique, de la nature des électrolytes, du pH et de la distribution des

1]; [13]-

groupements acétate et pyruvate ! (151" Ces constatations ont donné lieu a I’émergence d’un

mode¢le plus global présenté en figure 111.2.4. Ce modé¢le considére que la forme native du xan-
thane est une double hélice constituée de deux brins appariés dont la longueur dépend de la masse

molaire. En fonction des conditions opératoires, différentes dissociations peuvent se produire.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115
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Figure II1.2.4 Modéle généralisé des conformations que peut prendre le xanthane en solution
aqueuse en présence de sels [15]

Une dissociation totale de la double hélice en deux brins isolés peut se produire si le xanthane
subit un traitement thermique prolongé en milieu dilué¢ avec de trés faibles concentrations en sel
([NaCl] < 10* M). Lorsque les conditions de dénaturation ne sont pas suffisantes pour assurer
une dissociation totale de la double hélice, des conformations dénaturées et renaturées intermé-
diaires entre la double hélice native et le simple brin dénaturé sont alors observées. La forme
désordonnée consiste alors en une succession de zones désordonnées de type pelote maintenues
ensemble par des « nceuds » de doubles hélices qui forment des tétes d’épingle. On retiendra ici
que la température de transition conformationnelle (7,), est influencée par la force ionique du
milieu, le pH ou encore par la teneur en acétate et pyruvate au sein du polysaccharide. Cela com-
plique la comparaison entre les données de la littérature lorsque que la description du xanthane
n’est pas discutée par les auteurs. Le comportement du xanthane en I’absence de sel, ¢’est-a-dire
quand ce polymére est sous forme désordonnée, est trés différent de celui discuté jusqu’ici dans
des solutions contenant un sel. Il existe d’ailleurs trés peu d’exemples dans la littérature concer-
nant les domaines de concentration du xanthane en 1’absence de sel. A notre connaissance, seules
deux publications traitant des propriétés rhéologiques des solutions de xanthane sans sel ajouté
ont été publiées 'l [1°] Dans la premiére, Zhong et al. rapportent que la viscosité des solutions

augmente linéairement en fonction de la concentration en xanthane entre 0,3 et 2 g/L.
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Figure II1.2.5 Viscosité a faible taux de cisaillement (0,3 s') pour plusieurs concentrations de
xanthane dans de I'eau désionisée, issue de Zhong et al.[*!]
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

D’aprés les travaux de Wyatt et al., 1’évolution de la viscosité en fonction de la concentration en
xanthane (M,, = 2.10° g/mol) dans I’eau sans sel ajouté se caractérise par quatre régimes distincts
(161 : 1e régime dilué (pour C < C* avec C*= 0,007 g/L), le régime semi-dilué non enchevétré (C*
<C<C.avec C.= 0,4 g/L), le régime semi-dilué enchevétré (C. < C < Cpavec Cp =2 g/L) et le
régime concentré (C > Cp) dans lequel les blobs électrostatiques du xanthane se chevauchent.
L’existence de ces blobs électrostatiques fait référence a la théorie de Dobrynin et Rubinstein sur

171, Selon ce modele, les polyélectrolytes peuvent étre décrits

les polyélectrolytes flexibles !
comme une succession de blobs électrostatiques, de longueur D., qui se repoussent les uns les
autres. Pour une longueur inférieure a la longueur de corrélation &, les chaines peuvent étre vi-
sualisées comme des batonnets rigides de blobs électrostatiques. Au-dessus de & en revanche, les
chaines deviennent flexibles et sont modélisées par une marche aléatoire de blobs de corrélation
(chaque blob de corrélation contient plusieurs blobs électrostatiques). L’illustration de cette théo-

rie est reprise sur la figure 111.2.6.

Figure III.2.6 Représentation schématique d’un polyélectrolyte en régime semi-dilué 7!

Selon cette théorie, les polyélectrolytes présentent quatre domaines de concentration, délimités
par trois concentrations critiques : la concentration de recouvrement des blobs de corrélation C*,
la concentration d’enchevétrement C** (ou C,) et la concentration de recouvrement des blobs
électrostatiques (Cp). D’aprés les travaux de Wyatt et al., le comportement du xanthane dans 1’eau
sans sel obéit a cette théorie. Il semblerait donc que dans I’cau, le xanthane ne présente pas d’in-
teractions spécifiques attractives entre les chaines contrairement a ce qui a pu étre observé en

solution aqueuse en présence de sel.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

La loi de puissance pour le régime semi-dilué enchevétré dans ce modéle est : 4 ~ C'°. Cela
explique pourquoi Zhong et al. ont établi une relation linéaire entre la viscosité des solutions de
xanthane dans I’eau et la concentration entre 0,3 et 2 g/L (Figure 111.2.5). Cette relation linéaire
ne semble donc pas correcte et il s’agit plutot d’une relation obéissant a une loi puissance comme

décrit par Wyatt et al. (Figure 111.2.7).
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Figure II1.2.7 Evolution de la viscosité en fonction de la concentration en xanthane dans l'eau et
sans sel ajouté [16]

En conclusion, et bien que le comportement de la gomme xanthane en solution soit relativement
complexe, tous les auteurs s’accordent sur un point : ce polysaccharide posseéde un fort pouvoir
viscosifiant méme a tres faibles concentrations. Cette capacité couplée a un prix abordable ont
fait que la gomme xanthane est devenue incontournable parmi les biopolymeéres industriels. De
plus, son innocuité et son caractére non-sensibilisant font que ce polysaccharide est utilisable sans
restriction par 1’industrie agroalimentaire en tant qu’additif (stabilisateur, émulsifiant) sous le
code E415. Le xanthane est également trés utilisé en tant que stabilisant de formulations cosmé-
tiques et pharmaceutiques [?!. Par ailleurs, I’utilisation de gomme xanthane, seule ou en mélange,
pour la conception de matériaux d’ingénierie tissulaire connait un intérét grandissant ['81. De plus,
ce polysaccharide a été décrit pour 1’obtention d’eutectogel a la condition que de 1’eau soit ajoutée
(1911201 (¢f. Chapitre I). Ces compléments de recherche bibliographique confirment que le xanthane
présente tous les prérequis souhaités dans le cadre de cette thése et, on se propose d’étudier son

incorporation dans le solvant FGE115.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

III.2.2. Matériel et Méthodes

I11.2.2.1 Caractérisation de la gomme xanthane

La poudre de xanthane utilisée dans le cadre de ce travail de thése correspond au lot SLCD3849
approvisionnée aupres de Sigma-Aldrich. Cette poudre est intégrée dans le mélange FGE115 ou
dans 1’eau désionisée sans traitement préliminaire ni purification. En se basant sur les données

collectées dans la littérature, cette poudre a été caractérisée comme suit :

e Analyse thermogravimétrique (ATGQG)
L’analyse thermogravimétrique de la poudre de xanthane est effectuée sur I’appareil TGA Q500
(TA instruments) en réalisant une rampe de chauffage entre 35 et 400°C a 10°C/min sous un flux

d’azote (90 ml/min). Cette analyse permet de quantifier 1’eau physisorbée a la poudre de xanthane.

e Analyses élémentaires par I[CP-AES
L’analyse élémentaire de la poudre a été sous-traitée au laboratoire Filab et déterminée par ICP-

AES (Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectrometry) selon une méthode interne.

e Diffraction des rayons X (DRX)
Le diffractogramme de la poudre de xanthane a été enregistré au centre de diffractométrie Long-
chambon, Université Claude Bernard avec 1’aide de Ruben Vera. Un diffractométre Bruker D8 -
Advance équipé d'un détecteur LynxEye XE a été utilisé. Le tube a rayons X a fonctionné a 40

kV et 40 mA avec un rayonnement CuKa (k = 1,5406A).

o Chromatographie d’exclusion stérique (CES)
La masse molaire du xanthane a été déterminée par chromatographie d'exclusion stérique. L’ ap-
pareillage utilisé comprend une chaine Wyatt Technologies avec une triple détection. Une colonne
PL aquagel OH mixed M 8 micro est utilisée. Le solvant de dissolution du polysaccharide est de
I’eau déionisée filtrée a 0,1 pm. Avant injection, 1’échantillon (0,340 mg/mL d’eau) est filtré a
0,45 pm. La phase mobile est une solution de NaNO3; a 0.1M ajustée a pH = 7. La température
d’analyse est de 25°C, le débit est de 0,5 mL/min et le volume d’injection est de 20 pL.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

II1.2.2.2 Caractérisation des mélanges apres incorporation de gomme xanthane

e Protocole de préparation des mélanges FGE115 + xanthane
La préparation des mélanges comprend deux étapes principales. La premiére étape correspond a
la dispersion du xanthane dans le solvant & 7,.s, sous agitation mécanique lente. L ajout du xan-
thane est réalisé de maniére trés progressive pour éviter la formation d’amas de poudre trés diffi-
ciles a disperser par la suite. Pour des concentrations en polysaccharide supérieures a 5 g/L, des
essais d’ajustement du volume de liquide et de la hauteur du rotor ont été réalisés mais sans
pouvoir éviter la formation de bulles dans ces solutions trés visqueuses. La teneur en eau du
xanthane a été prise en compte pour le calcul des quantités de polysaccharide a charger. La deu-
xiéme étape consiste en un chauffage a 70°C pendant 3 h du mélange dans un flacon fermé et
sous agitation magnétique. Aprés refroidissement a 7., le barreau magnétique est retiré et le

mélange stocké a 1’abri de la lumiére a Tyms.

e Spectroscopie Infra-rouge (IR)
Les spectres IR de la poudre de xanthane et des solutions de xanthane dans FGE115 ont été réa-
lisés avec ’appareil Nicolet en mode ATR sur une plage de 4000 a 650 cm™'. Une analyse de I’air
ambiant (background) est réalisée avant les séries de mesures afin d’étre soustrait lors du retrai-

tement des acquisitions.

e Calorimétrie Différentielle a balayage (DSC)
La caractérisation des propriétés thermiques des solutions de xanthane dans FGE115 est réalisée
par DSC (DSC Q22 équipée d’un systeme de refroidissement a 1’azote, TA instruments) sous
atmospheére d’azote dans des capsules hermétiques en aluminium. Les échantillons sont analysés
comme suit : (i) -140°C a 70°C — rampe de 10°C/min ; (ii) 70°C a -140°C — rampe de 10°C/min
et (iii) -140°C a 70°C — rampe de 10°C/min.

e Propriétés rhéologiques
Un rhéométre DHR-2 de TA instruments a été utilisé pour réaliser des mesures en écoulement et
en oscillation. Les mesures ont été réalisées a 25°C avec une géométrie plan/plan de 40 mm de
diameétre. Aprés un temps de stabilisation de 10 min avec maintien a 25°C, le suivi de la viscosité
pour des taux de cisaillement entre 0,01 s™' et 100 s™! a été effectué. Des suivis de modules vis-
coélastiques en fonction de la fréquence ont également été réalisés dans les deux solvants (eau et
FGE115). En ce qui concerne les mesures en oscillation, une vérification du domaine linéaire a
tout d’abord été effectuée a une fréquence de 10Hz et pour des déformations entre 0,01% et 5%,
puis un temps de stabilisation de 10 min a été appliqué, avant de réaliser un balayage en fréquence

entre 0,01Hz et 10Hz avec un taux de déformation fixe de 1%.
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

III.2.3. Résultats et discussion

I11.2.3.1 Caractérisation de la gomme xanthane

Comme indiqué précédemment, le xanthane est principalement commercialis€¢ sous forme de
poudre. Les travaux de Garcia-Ochoa et al. regroupent les principales caractéristiques physico-

chimiques des poudres de xanthane disponibles dans le commerce (Tableau 111.2.1) 4],

Typical physical properties of commercial xanthan gum

Property Value

Physical state Dry, cream-colored powder
Moisture (%) 8—15

Ash (%) 7-12

Nitrogen (%) 0.3-1

Acetate content (%) 1.9-6.0

Pyruvate content (%) 1.0-5.7

Monovalent salts (g L h 3.6-143

Divalent salts (g L™ ") 0.085-0.17

Viscosity (cP) 13-35

(158s ', Cp=1gL ', Tp=25°C, Ty=25°C)

Tableau II1.2.1 Propriétés physiques des gommes de xanthane commercialisées [4]

Le tableau III.2.1 fait apparaitre que les gommes xanthane contiennent entre 8 et 15% (m/m)
d’eau. Une analyse thermogravimétrique a été réalisée afin de quantifier I’eau physisorbée dans

la poudre utilisée dans le cadre de cette thése (Figure I11.2.8).
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Figure II1.2.8 Thermogramme obtenu lors de I'analyse ATG de la gomme xanthane
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

Une premiére perte de masse entre 50 et 150°C est attribuable a la perte de 1’eau physisorbée et
une seconde perte de masse correspondant a la dégradation thermique du polysaccharide apparait
au-dela de 210°C. Ce résultat indique que la teneur en eau du xanthane est de 12% (m/m) ce qui
est en accord avec la littérature. Le xanthane contient des mati¢res minérales qui peuvent &tre les
contre-ions des groupements pyruvate et acétate ou des sels résiduels issus du procédé de fabri-

cation. Les résultats de 1’analyse élémentaire sont synthétisés dans le tableau 111.2.2.

Potassium (K) 3,5%
Sodium (Na) 2,3%
Soufre (S) 1,1%
Phosphore (P) 1729 ppm
Magnésium (Mg) 660 ppm
Calcium (Ca) 146 ppm
Fer (Fe) 4,9 ppm
Aluminium (Al) 2,5 ppm
Autres traces

Tableau III.2.2 Synthése des résultats d’analyse élémentaire effectuée sur la poudre xanthane

Ces résultats sont cohérents avec la littérature puisque la proportion massique d’ions monovalents
(K, Na") est de 5,8% (m/m). Les autres éléments minoritaires sont caractéristiques de maticres
minérales résultantes du procédé d’obtention de la gomme xanthane. Toutefois, la teneur en soufre
relativement élevée (1,1%) interroge puisque la présence de soufre dans le xanthane n’est pas
décrite dans la littérature. Le fournisseur ne souhaitant pas faire de déclaration concernant cette
teneur en soufre, une investigation a été menée par diffraction des rayons X sur la poudre. Le
résultat de cette mesure est présenté en figure 111.2.9 comparativement au diffractogramme pré-

senté dans les travaux de Abu Elella et al. 1.
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Figure II1.2.9 Diffractogrammes de la poudre de xanthane (A) issus de la littérature [?! (noir) et
(B) obtenus sur le produit utilisé avant (bleu) et aprés un chauffage a 80°C (rouge)
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

La figure I11.2.9A issue des travaux de Abu Elella ef al. indique que la gomme xanthane présente
un diffractogramme typique d’une poudre amorphe avec un premier halo centré autour de 26 =
20 degré et un second moins intense autour de 26 = 40 degré (courbe noire) !, Aucun pic de
cristallinité n’est visible sur ce diffractogramme. Inversement, le diffractogramme de la poudre
de xanthane utilisée dans notre cas présente des pics fins de cristallinité (courbe bleue, figure
II1.2.9B). Nous avons tout d’abord fait [’hypothése que cette cristallinité pouvait étre caractéris-
tique de la forme native du xanthane. Afin de dénaturer le xanthane, un chauffage a 80°C pendant
une heure de la poudre a été réalisé. Le résultat obtenu, représenté par la courbe rouge figure
II1.2.9B, indique que cette cristallinité est conservée aprés chauffage et invalide notre premiére
hypothése. L’interrogation de la base de données de I’Institut des Sciences Analytiques nous a
permis d’attribuer ces pics de cristallinité a la présence de thénardite (Na,SOy). Il s’agit d’un
additif classiquement ajouté dans les produits industriels sous forme poudre soit en tant que
charge pour des formules complexes (détergents) soit en tant qu’agent desséchant améliorant la
stabilité de la poudre. La caractérisation du xanthane a été complétée par la réalisation d’analyses
en chromatographie d’exclusion stérique en phase aqueuse et en RMN. La masse molaire du xan-
thane est d’environ M,, = 5.10° g/mol, avec une dispersité (M,,/ M,) de 1,7. Le dénombrement des
groupements acétate et pyruvate a été réalisé par RMN 'H d’aprés le protocole décrit dans la thése
de Catherine Esquenet publiée en 2003 [?!!, Cette analyse nous a permis de déterminer un rapport
de 0,8 entre les groupements acétate et pyruvate, ce qui est également en accord avec les résultats
décrits dans la littérature 2! 41, Une fois caractérisée, cette poudre a été utilisée sans traitement

supplémentaire pour la préparation de mélanges dans 1’eau et dans FGE115.

I11.2.3.2 Caractérisation des mélanges apres incorporation de gomme xanthane

Le protocole de préparation détaillé dans la partie matériel et méthodes a permis d’étudier les
effets de concentration de la gomme xanthane en solution dans FGE115, comparativement a des
solutions en milieu aqueux. La gomme xanthane a €té incorporée a des concentrations comprises
entre 0,5 et 20 g/L. L ajout de xanthane est relativement difficile a mettre en ceuvre surtout lorsque
des concentrations supérieures 5 g/L sont considérées. Cette étape doit étre trés progressive et
réalisée a T,m» sous agitation mécanique. Au fur et a mesure de I’ajout, la viscosité de 1’échantillon
augmente trés rapidement nécessitant une adaptation de la vitesse d’agitation. Le flacon contenant
le mélange est ensuite fermé et placé dans un bain-marie a 70°C pendant 3h sous agitation. La
préparation d’échantillon est complexe dans 1’eau mais encore plus problématique dans FGE115
méme a faible concentration en xanthane compte tenu de la viscosité de ce solvant. Pour les con-

centrations maximales testées (15 et 20g/L), la préparation des mélanges conduit a 1’obtention
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

d’échantillons contenant un nombre important de bulles. Des essais de dégazage sous vide ont été
menés sans véritable succes. Nous avons vu en premiére partie de ce chapitre III que les solutions
de xanthane dans les 2 solvants (FGE115 et eau) ne s’écoulent pas instantanément. Dans un pre-

mier temps, nous avons suivi macroscopiquement I’écoulement des échantillons a 20g/L apres

retournement des flacons en fonction du temps (figure 111.2.10).

Figure II1.2.10 Suivi visuel de I'écoulement en fonction du temps de solutions de xanthane a 20g/L dans I'eau
(gauche) et dans FGE115 (droite)

On remarque tout d’abord que les échantillons en milieu aqueux sont turbides. Les échantillons
en milieu FGE présentent également une certaine turbidité qui est accentuée par la présence de
nombreuses bulles. Deux heures apres le retournement des flacons, les deux échantillons se sont
écoulés un peu le long des parois. Apres 3h30, on observe que des amas se sont désolidarisés du
reste de 1’échantillon. Ces observations (turbidité et écoulement) semblent indiquer une certaine
hétérogénéité a I’échelle du visible. Le mélange a 20g/L de xanthane dans FGE115 a été caracté-

risé€ par spectroscopie infra-rouge comparativement a la gomme xanthane seule et au solvant seul.

La figure II1.2.11 montre le spectre obtenu pour la gomme xanthane seule.
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Figure II1.2.11 Spectre IR de la gomme xanthane obtenu en mode ATR et attribution des bandes de
vibrations selon Pawlicka et al. [22]
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

Le spectre obtenu est en accord avec la structure de la gomme xanthane (figure 111.2.1) 221, Afin
de mettre en évidence d’éventuelles interactions entre le polymeére et le solvant, le spectre IR
d’une solution a 1,5% (= 20g/L) de xanthane dans FGE115 (courbe verte) a été comparée a ceux

de la poudre de xanthane (courbe rouge) et du solvant (courbe bleue) (figure 111.2.12).
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Figure III.2.12 Caractérisation d’'un systéme a 20g/L de xanthane dans FGE115 (vert) par spec-
troscopie IR (A) entre 3700 et 2500 cm™ et (B) entre 700 et 2000 cm™ comparativement au xan-
thane (rouge) et au solvant FGE115 seul (bleu)

La figure I11.2.12A se focalise sur la région entre 2500 et 3700 cm™! et la figure 111.2.12B sur la
région entre 700 et 2000 cm™!. Cette figure montre que dans la zone des bandes de vibrations des
OH et des CH, aucun shift significatif des bandes n'est observé aprés incorporation de xanthane.
Dans la région comprise entre 700 et 2000 cm™!, seul un faible déplacement de la bande de vibra-
tion des OH de I’eau est observé (A = 6 cm™). Toutes les autres bandes de vibrations ne sont pas
affectées par la présence de gomme xanthane en solution. Ces résultats ne permettent pas d’iden-
tifier des interactions caractéristiques entre le xanthane et le solvant. Les propriétés thermiques
des mélanges FGE115 + xanthane ont également été étudiées par DSC. Pour rappel le solvant
FGE115 présente une unique 7, a -80 = 2°C. Les deux concentrations extrémes préparées (0,5 et

20g/L) ont été analysées et la figure I11.2.13 reprend les thermogrammes obtenus.
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Figure II1.2.13 Thermogrammes de solutions de xanthane dans FGE115 (A) 0,5 g/L et (B) 20 g/L

Pour ces deux concentrations extrémes testées, les thermogrammes sont similaires et ne présen-
tent aucun autre événement thermique qu’une 7, a -80°C. Ces résultats montrent qu’il n’y a pas
d’impact significatif de 1’ajout de xanthane sur les propriétés thermiques du solvant FGE115,
méme a 20g/L.

Les propriétés rhéologiques des échantillons préparés dans 1’eau et dans FGE115 ont également
été caractérisées. Dans un premier temps, les viscosités en écoulement ont été analysées. L impact
de la concentration en xanthane a été étudi¢. L’influence de la concentration en polysaccharide

est représentée sur les figures II1.2.14, pour les échantillons dans 1’eau (A), et dans FGE (B).
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Figure II1.2.14 Courbes d’écoulement et effet de la concentration en xanthane dans I’eau (A) et dans FGE(B)

Concernant les solutions en milieu aqueux, on remarque que I’addition de xanthane, et ce méme
a faible concentration conduit a un gain de viscosité trés significatif (77e.u = 0,001 Pa.s). En effet,
une viscosité 100 plus élevée est mesurée pour une solution de xanthane a 0,5g/L, ce qui refléte
bien le pouvoir viscosifiant trés connu du xanthane. Cette augmentation est moins marquée dans
le solvant FGE115 puisque a concentration équivalente (C = 0,5 g/L), la viscosité de la solution

est environ 10 fois plus élevée que celle du FGE (0,12 Pa.s).
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

Comme attendu, la viscosité des solutions augmente avec la concentration en xanthane dans les
deux solvants. Nous n’identifions pas de plateau Newtonien a haute vitesse de cisaillement. Cette
observation indique que toutes les concentrations testées sont au-dela de C*. D’apres les travaux
de Wyatt et al., les concentrations critiques C. et Cp sont respectivement de 0,4 et 2 g/L dans
I’eau !¢, I semblerait donc que parmi les concentrations testées, les plus faibles (0,5 a 2 g/L)
correspondent au régime semi-dilué enchevétré (C. < C < Cp) et les plus élevées correspondent
au régime concentré (C > Cp). Cela expliquerait que malgré un doublement de la concentration
entre 10 et 20 g/L peu de différences sont observées dans les courbes d’écoulement. L’allure des
courbes indique un caractére rhéofluidifiant trés marqué dans les deux solvants. Cette forte ten-
dance a la rhéofluidification peut s’expliquer par la rigidité des chaines du xanthane qui, sous
I’effet du cisaillement, vont s’aligner dans le sens de I’écoulement et progressivement se désen-
chevétrer. De fagon surprenante, les viscosités obtenues dans les deux solvants sont similaires a
fortes concentrations en xanthane (15 et 20 g/L). Ainsi, I’évolution de la viscosité spécifique (75,
= (n —no) / no) a été suivie en fonction de la concentration en chaine, dans I’eau et dans le FGE

(Figure I11.2.15).
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Figure II1.2.15 Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration en xanthane dans
I'eau (carrés bleus) et dans FGE115 (carrés rouges)

L’évolution de la viscosité spécifique en solution aqueuse (points bleus) en fonction de la con-

centration en xanthane est en accord avec les travaux de Wyatt et al. Entre 0,5 et 2 g/L, le régime
semi-dilué enchevétré (C. < C < Cpavec n ~ C*') est identifié. Entre 2 et 10 g/L, la loi de puis-

sance obtenue ( ~ C*®) confirme qu’il s’agit du régime concentré (C > Cpavec Cp = 2 g/L).
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Au-dela de 10g/L, un autre régime semble apparaitre puisqu’un point d’inflexion est visible. Mais
I’impossibilité de préparer des solutions plus concentrées nous oblige a prendre des précautions.
De plus, le mélange dans 1’eau a 20 g/L est tres trouble (Figure I11.2.10) ce qui est le signe d’hé-
térogénéités existantes dans le milieu. L’évolution de la viscosité spécifique en solution dans
FGEI115 (points rouges) est nettement différente puisque des la concentration de 0,5 g/L ; la loi
de puissance obtenue (n ~ C*°) indique qu’il s’agit du régime concentré (C > Cp). Les concentra-
tions testées ne permettent pas de déterminer cette concentration critique qui est inférieure a 0,5
g/L dans ce solvant. Des préparations de mélanges a plus faibles concentrations permettraient de
confirmer ce point et de définir les concentrations critiques dans ce solvant qui apparait comme
un moins bon solvant que I’eau pour le xanthane. Sachant que ce solvant est neutre, I’hypothése
la plus probable est que le xanthane soit sous forme désordonnée comme dans 1’eau. Cependant,
la viscosité de ce solvant due a I’établissement d’un réseau de liaison hydrogéne entrave la mo-
bilité et complique I’enchevétrement des chaines de xanthane. De plus, nous n’avons pas mis en
évidence d’interaction spécifique entre les chaines de xanthane et le solvant, ni par spectroscopie
IR, ni par analyse DSC. L’incorporation des chaines de xanthane est donc plus difficile que dans
I’eau. Cette hypothése est également cohérente avec le profil des courbes d’écoulement obtenues
en FGE qui présentent des pentes de rhéofluidification moins marquées que dans le cas de I’eau.
La aussi, il convient de rester prudent car il y a trés certainement des problémes de solubilité
partielle a partir de 5 g/L dans les deux solvants. Ces résultats confirment que la gomme xanthane

est un excellent viscosifiant qu’il convient d’utiliser a des concentrations modérées.

Des analyses en oscillation ont tout de méme été réalisées sur les échantillons contenant les con-
centrations les plus importantes en xanthane : 5, 10 et 20 g/L. Les résultats obtenus sont présentés
sur la figure I11.2.16. Concernant les échantillons en milieu aqueux une augmentation notable des

modules est observée avec 1’augmentation de la concentration en xanthane.
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Figure II1.2.16 Balayages en fréquence et effet de la concentration en xanthane dans I'eau (A)
et dans FGE115 (B)
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Chapitre III / Incorporation de xanthane dans le FGE115

Pour les solutions aqueuses a 10 et 20 g/L, G’ est bien supérieur a G’ sur toute la gamme de
fréquence. Cela refléte un comportement de type « gel » mais avec toutefois des valeurs de mo-
dules élastiques relativement faibles (< 100 Pa). A 5 g/L, un phénoméne de relaxation est visible
a basses fréquences avec un point de croisement des modules autour de 0,01 Hz. La réponse
viscoélastique des échantillons dans le FGE différe de celle des échantillons en milieu aqueux.
De facon assez surprenante, la concentration affecte trés peu le comportement viscoélastique, et
les valeurs des modules G’ et G’’ sont du méme ordre de grandeur pour les trois concentrations.
Jusqu’a environ 5 Hz, le module G’ est supérieur a G’ et a plus hautes fréquences le modules G’
augmente tres significativement pour se superposer a G'. A basse fréquence, on observe un pseudo
plateau pour G’. Ce plateau peut s’expliquer par la présence d’un réseau plus faible constitué
principalement de molécules de fructose, glycérol et d’eau qui n’interagissent pas (ou trés peu)
avec les chaines de xanthane. Il semble donc que les interactions entre le solvant ternaire FGE et
les chaines de xanthane ne soient pas favorables et que le systéme est hétérogéne. A ce stade, il
aurait ¢té nécessaire d’effectuer des analyses plus poussées de la structure et de 1’organisation
interne, par exemple par des expériences de SAXS, mais nous nous sommes tournés vers des

systémes plus favorables a base d’alginate et de k-carraghénane.

III1.2.4. Conclusion

La gomme xanthane utilisée se caractérise notamment par une masse molaire importante (M, =
5.10% g/mol). Aucune interaction n’a pu étre mise en évidence par spectroscopie IR entre le xan-
thane et le FGE115. Les propriétés thermiques des mélanges sont identiques a celle du solvant
seul, a savoir une unique 7, a -80°C. Les mesures en écoulement ont confirmé un fort pouvoir
viscosifiant du xanthane dans 1’eau, et il semblerait qu’a partir de 5g/L dans le FGE, la viscosité
n’augmente plus de fagon significative. Contrairement aux échantillons en milieu aqueux qui ont
un comportement majoritairement élastique et renforcé par 1’augmentation de la concentration,
les propriétés viscoélastiques dans le solvant FGE ne sont pas classiques et difficilement inter-
prétables a ce stade. Une augmentation de la viscosité est observée mais il semble qu’a partir
d’une certaine concentration en xanthane (5 g/L), la solubilisation ne soit pas de bonne qualité et
que les interactions entre le solvant et les chaines de xanthane ne soient pas favorables. Cela
pourrait s’expliquer par la viscosité de ce solvant qui entrave la mobilité et complique I’enchevé-
trement des chaines de xanthane dont la masse molaire est particulierement ¢élevée. Des analyses
plus approfondies de 1’organisation interne auraient mérité d’étre entreprises pour mieux com-
prendre la structure interne. Toutefois, nous avons privilégié 1’utilisation d’autres polysaccharides
comme les alginates, et le k-carraghénane qui ont conduit a des résultats plus prometteurs pour la

gélification recherchée du mélange FGE, comme il sera décrit dans les deux prochaines parties .
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

IT1.3 Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

II1.3.1. Origine, structure et propriétés de solutions aqueuses d’alginate

Les alginates, sels de 1’acide alginique, constituent une famille de polysaccharides anioniques
linéaires que I’on retrouve dans les mucilages et les cellules des parois des algues brunes ( Phaeo-
phyceae). La majorité des alginates disponibles dans le commerce sont issus de trois espéces
d’algues brunes : Macrocystis pyrifera, Laminaria et Ascophyllum (goémon noir) . En France,
les 2 variétés les plus exploitées sont : Laminaria hyperborea et Laminaria digitata '*). Naturel-
lement présents sous forme de sels (sodium, calcium, magnésium, potassium), les alginates peu-
vent représenter jusqu’a 45% de la matic¢re seche des algues mentionnées. Les alginates peuvent
également étre obtenus par voie de biosynthése (bactéries azotobacter et pseudomonas) mais cette
filiére reste trés limitée comparativement aux quantités industrielles produites par extraction
d’algues brunes (= 40 000 tonnes par an). L’extraction des alginates peut se faire a partir d’algues
brunes fraiches ou séchées. Les algues sont lavées, broyées finement, puis trempées dans une
solution d’acide minérale afin de libérer I’acide alginique se trouvant sous forme de sels inso-
lubles dans les parois cellulaires des algues (pré-extraction). La seconde étape consiste en une
neutralisation par des sels alcalins (carbonate de sodium ou hydroxyde de sodium). Les alginates
peuvent ainsi étre extraits a I’eau en conditions basiques. Afin d’éliminer les particules d'algues,
différents procédés de séparation solide/liquide peuvent &tre réalisés : tamisage, flottation, cen-
trifugation ou filtration. Une étape de précipitation des alginates est ensuite réalisée en milieu
alcoolique, en présence de chlorure de calcium ou d'un acide minéral. L acide alginique est en-
suite reconverti en forme de sel de sodium si nécessaire, et enfin séché et broyé . Si I’on consi-
dére ce procédé dans sa globalité, il apparait que d’importantes quantités d’eau, d’acides et de

bases sont nécessaires a I’obtention d’alginate sous forme de poudre purifiée.

Dans I’optique de développer un procédé d’extraction des alginates moins consommateur en eau
et en sels, Saravana ef al. ont étudié la possibilité d’extraire des alginates et des fucoidanes a
partir de I’algue Laminaria japonica préalablement déshuilée par extraction au CO; supercritique
14, Différents mélanges eutectiques a base de ChCIl comprenant des quantités variables d’eau ont
été utilisés comme solvants d’extraction. L’influence de la pression et de la température sur 1’ex-
traction des alginates a été étudiée par les auteurs. Le mélange ternaire ChCl : glycérol (1:2 mol)
+ 60% (m/m) d’eau présentant le meilleur potentiel, le procédé d’extraction a été optimisé par un

plan d’expérience pour aboutir aux conditions suivantes : 7= 120°C et P = 30 bar.
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

Les auteurs ont relié cette efficacité d’extraction, supérieure a celle du procédé conventionnel, au
fait que les conditions opératoires (7, P) entrainent I’expansion et la rupture des cellules des
algues et facilitent ainsi I’acces du solvant aux polysaccharides. L’avénement des solvants eutec-
tiques en tant que solvants d’extraction et leur utilisation en conditions subcritiques (7, P) semble

étre une voie prometteuse pour 1’extraction de polysaccharides a partir d’algues.

Les alginates sont composés de deux acides uroniques épimeres, liés par des liaisons glycosi-
diques de type B ou o 1,4 (Figure II1.3.1) P!, L acide B-D-mannuronique, ou mannuronate (M)
sous forme de sel de sodium, présente une conformation sous forme de chaise *C; alors que la

conformation de 1’acide a-L-guluronique, ou guluronate (G) sous forme de sel, est en chaise 'Ca.

NaOOO OH o
NaOOC ‘-.0,)
\.fOH OH
HO
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oH :H O“’%//I\\/o

0\/0 CH NZIOOC HO \/ O'/
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Figure III.3.1 (a) Structure des unités monomére mannuronate et guluronate et (b) exemples
de compositions des blocs caractéristiques des alginates 5]

Etant donné leur conformation, les liaisons 1,4 entre les unités mannuronate sont équatoriales au
plan du cycle tandis que les liaisons entre les guluronates sont axiales. Au sein des chaines d’al-
ginate, ces monomeéres peuvent donc s’arranger selon trois configurations différentes détaillées
sur la figure II1.3.1b : des blocs M (ruban plat étendu), des blocs G (ruban plissé) et des blocs
alternés MG (conformation sinusoidale si alternance régulic¢re). La répartition et la longueur des
blocs sont grandement dépendants de I’espéce d’algue utilisée ainsi que des conditions de récolte :
saison, localisation, partie, maturité [*), L existence de ces blocs va engendrer différentes confor-
mations le long de la chaine du polysaccharide et affecter sa rigidité. Il est donc primordial de
caractériser le rapport entre le nombre de blocs M et le nombre de blocs G (rapport M/G). D’aprés
la littérature, la détermination du rapport M/G s’effectue majoritairement par RMN 'H 7! et la
chromatographie d’exclusion stérique (CES) B! apparait comme la méthode privilégiée pour la
détermination de la masse molaire des alginates. Enfin, les alginates ont une propension naturelle
a viscosifier les milieux aqueux. L’augmentation de la viscosité est fonction de la concentration

en alginate !, du rapport M/G et de la masse molaire de I’alginate utilisé ['%).
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De nombreuses études décrivant les propriétés rhéologiques de solution d’alginate sont dispo-
nibles dans la littérature. On retiendra que les solutions aqueuses d’alginate de sodium présentent
un comportement rhéofluidifiant (Figure II1.3.2A) et se comportent comme des fluides viscoélas-

tiques rhéofluidifiants (figure II1.3.2B).
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Figure II1.3.2 (A) Courbes d’écoulement a 25°C (B) balayage en fréquence de solutions aqueuses
d’alginate de sodium (M, = 1,8.10° g/mol et M/G = 0,38) [°]

Ce caractere viscosifiant s’ajoute au fait que les alginates sont peu onéreux, présentent une ex-
cellente biocompatibilité et une faible toxicité. Les alginates sont donc particuliérement employés
industriellement en tant qu’épaississants, stabilisants ou encore émulsifiants dans [’agroalimen-
taire (E401 = alginate de sodium) et dans la cosmétique (shampoings, dentifrices, gels, crémes).
Les alginates sont également trés utilisés pour des applications biomédicales ['). A titre d’exemple,
des hydrogels d’alginate, de structure de plus en plus complexe, permettent la libération progres-
sive ou localisée de principes actifs ou de protéines ['!l. Les alginates sont également utilisés pour
la fabrication de pansements et suscitent un intérét croissant dans le domaine de 1’ingénierie tis-

sulaire (régénération de tissus, cartilages, os, etc.) 121,

Enfin, les hydrogels composites a base
d’alginates sont également étudiés dans les domaines de 1’énergie et du traitement de I’eau 13,
Ces applications s’appuient en majorité sur la gélification ionotropique avec 1’ajout d’ions cal-
cium, comme nous le verrons plus tard dans la partie relative a la gélification de solutions d’al-
ginate. Ces compléments de recherche bibliographique confirment que ’alginate de sodium ré-
pond favorablement a tous les prérequis souhaités dans le cadre de cette thése. Lors de la mise au
point de LTTM répondant aux critéres industriels, plusieurs solvants FGE de compositions mo-
laires variées ont été développés (chapitre II). Le FGE115 a été étudié en premiére intention car
c’est le mélange le plus utilisé industriellement par Gattefossé mais nous nous sommes également
intéressés au solvant FGE113, un autre L7TM avec une viscosité plus élevée (7,3 = 1,04 Pa.s

contre #7;;5 = 0,11 Pa.s). L’¢étude de I’incorporation dans des solvants FGE est développée dans la

suite de cette troisiéme partie du chapitre I11.
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II11.3.2. Préparation et caractérisation des solutions d’alginate de sodium

II1.3.2.1 Matériels et méthodes

La poudre d’alginate de sodium utilisée dans le cadre de cette thése correspond au lot 9005383
approvisionné auprés de Carl Roth. En se basant sur les données collectées dans la littérature,

I’alginate de sodium utilisé dans le cadre de cette thése a été caractérisé comme suit :
e Analyse thermogravimétrique (ATG)

L’analyse thermogravimétrique de la poudre d’alginate est effectuée sur ’appareil TGA Q500
(TA instruments) en réalisant une rampe de chauffage entre 35 et 400°C a 10°C/min sous un flux

d’azote (90 ml/min). Cette analyse permet de quantifier I’eau physisorbée dans la poudre.
e Analyses élémentaires par ICP-AES

L’analyse élémentaire de la poudre a été sous-traitée au laboratoire Filab et déterminée par ICP-

AES (Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectrometry) selon une méthode interne.
e Chromatographie d’exclusion stérique (CES)

La masse molaire de 1’alginate a été déterminée par chromatographie d'exclusion stérique. L’ap-
pareillage utilisé comprend une chaine Wyatt Technologies avec une triple détection. Une colonne
PL aquagel OH mixed M 8 micro est utilisée. Le solvant utilisé pour dissoudre le polysaccharide
est de I’eau déionisée filtrée a 0,1 um. Avant injection, I’échantillon (1,5 mg/mL d’eau) est filtré
a 0,45 pm. La phase mobile est une solution de NaNO3 a 0.1M ajustée a pH = 7. La température
d’analyse est de 30°C, le débit est de 0,5 mL/min et le volume d’injection est de 20 pL.

e Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN)

L’acquisition du spectre 'H est réalisée a partir d’une solution a 3,5 mg/mL dans D>O. La solubi-
lisation, effectuée a 100°C pendant 30 minutes, est suivie d’un passage aux ultrasons a Tm» pen-
dant 30 minutes. Un ajout de TSPd4 est réalisé pour la calibration des déplacements chimiques.

L’acquisition est réalisée dans un tube de Smm a 353K avec un nombre de 512 scans.

La poudre d’alginate de sodium caractérisée précédemment a été utilisée, sans traitement ou pu-
rification supplémentaire, pour préparer des solutions d’alginate dans I’eau et dans les solvants
FGE113 et FGE115. Les LTTM a base de fructose, de glycérol et d’eau ont été préparés selon le
protocole détaillé dans le chapitre I !4, Dans le solvant FGE115, une large gamme de concen-
trations (de 0,001% a 3% m/m) a été étudiée afin de discuter du comportement des chaines d’al-

ginate dans ce solvant comparativement a des solutions aqueuses a concentrations équivalentes.
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La préparation des solutions de concentration variant de 0,3% a 3% massique d’alginate a été
réalisée en incorporant progressivement une masse prédéfinie d’alginate dans 5g de solvant sous
agitation magnétique a 7. La teneur en eau de ’alginate déterminée par ATG a été prise en
compte. Les échantillons ont ensuite été chauffés pendant 3h a 70°C sous agitation magnétique
afin d’homogénéiser la solution. Des bulles d’air formées lors de I’incorporation de la poudre
peuvent étre piégées dans 1’échantillon. Si la quantité de bulles est jugée trop importante, une
étape de dégazage sous vide et a Tump a été réalisée. Pour les solutions dont la concentration varie
de 0,001% a 0,1% (m/m), une solution mere a 0,1% a tout d’abord été préparée selon le protocole
précédent. Des solutions filles de 50 mL et de concentrations 0,075%, 0,025%, 0,01%, 0,005% et
0,001% massique d’alginate ont été préparées par des dilutions successives a partir de la solution
meére. En ce qui concerne les solutions préparées dans le FGE113, seules 3 concentrations (1%,
2% et 3% (m/m)) ont été considérées. Les solutions d’alginate de sodium obtenues ont été carac-

térisées comme suit :
e Spectroscopie Infra-rouge

Les spectres infrarouges de la poudre d’alginate de sodium et des solutions obtenues ont été réa-
lisés avec un appareil Nicolet en mode ATR sur une plage de 4000 a 650 cm!. Une analyse de
I’air ambiant (background) est réalisée avant les séries de mesures afin d’étre soustrait lors du

traitement des acquisitions.
e Calorimétrie Différentielle a balayage (DSC)

La caractérisation des propriétés thermiques des solutions d’alginate de sodium est réalisée par
DSC (DSC Q22 équipée d’un systeme de refroidissement a I’azote, TA instruments), sous atmos-
phéere d’azote dans des capsules hermétiques en aluminium. Les échantillons sont analysés comme
suit : (7) -140°C a 70°C — rampe de 10°C/min ; (ii) 70°C a -140°C — rampe de 10°C/min et (ii) -
140°C a 70°C — rampe de 10°C/min.

e Propriétés rhéologiques

Un rhéométre DHR-2 de TA instruments a été utilisé pour réaliser des mesures en écoulement et
en oscillation. Ces mesures ont nécessité I’utilisation de 2 géométries différentes : une géométrie
Couette (cylindres concentriques) pour les viscosités < 20 Pa.s et une géométrie plan-plan pour
les viscosités supérieures. Les mesures ont été réalisées a 25°C aprés un temps de stabilisation de
10 min a cette température. Le suivi de la viscosité pour des taux de cisaillement entre 0,01 s™' et
100 s a été effectué. L’influence de la température sur les viscosités en écoulement de solutions
a 2% (m/m) d’alginate de sodium a été mesurée dans 1’eau et dans le FGE115 selon la méme

méthodologie.
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Des suivis de modules viscoélastiques en fonction de la fréquence ont également été réalisés dans
les trois solvants a 25°C. En ce qui concerne les mesures en oscillation, une vérification du do-
maine linéaire a tout d’abord été effectuée a une fréquence de 10Hz et pour des déformations
entre 0,01% et 5%, puis un temps de stabilisation de 10 min a été appliqué, avant de réaliser un
balayage en fréquence entre 0,01 Hz et 10Hz avec un taux de déformation fixe de 1%. L’influence
de la température sur les modules viscoélastiques des solutions d’alginate de sodium a été mesurée

dans les trois solvants selon la méme méthodologie.

I11.3.2.2 Caractérisation de l'alginate de sodium

La fiche technique de 1’alginate de sodium utilisé indique que les caractéristiques du produit a
1% en solution a 20°C sont les suivantes : pH entre 5,5 et 8 et viscosité entre 250 et 550 mPa.s.
Afin de compléter ces informations, cette poudre a été caractérisée par différentes techniques
d’analyse. Une analyse thermogravimétrique a été réalisée afin de quantifier 1’eau physisorbée

dans la poudre (Figure I11.3.3).
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Figure II1.3.3 Thermogramme obtenu lors de I’'analyse ATG de I'alginate de sodium

Une premicre perte de masse entre 40 et 120°C est attribuable a la perte de I’eau physisorbée et
une seconde perte de masse correspondant a la dégradation thermique du polysaccharide apparait
au-dela de 210°C. Ce résultat indique que la teneur en eau de I’alginate utilisé est de 15% (m/m).
L’analyse ¢lémentaire de la poudre d’alginate a été déterminée par ICP-AES. Les résultats sont

présentés dans le tableau I11.3.1.

Elément Sodium Soufre Potassium | Phosphore Silicium Calcium

Teneur 10% 2692 mg/kg | 1045mg/kg = 122 mg/kg 59 mg/kg 55 mg/kg

Tableau II1.3.1 Résultat de I'analyse élémentaire réalisée sur la poudre d’alginate de sodium
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Le sodium est I’élément dosé en plus grande quantité (10% m/m) ce qui confirme qu’il s’agit bien
d’alginate de sodium. Les autres éléments détectés correspondent a des résidus non éliminés au
cours du procédé d’extraction ou a des additifs favorisant la stabilité de la poudre. La masse
molaire de I’alginate de sodium a été déterminée par chromatographie d’exclusion stérique en
phase aqueuse. La masse molaire obtenue par triple détection (masse vraie) est M, = 300 000

g/mol, avec un indice de dispersité de 1,3 (Figure I11.3.4).
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Figure III.3.4 Chromatogramme de I'alginate de sodium a 25°C

La détermination du rapport M/G a été effectuée par RMN 'H a 80°C selon la méthodologie
détaillée par Grasdalen et al '3). Le spectre obtenu (figure I111.3.5) est en accord avec ceux décrits
dans la littérature pour 1’alginate de sodium et présente trois pics caractéristiques situés entre 4,4

et 5,2 ppm, notés S1, S2 et S3.
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Figure III.3.5 Spectre RMN 'H (D20, 80°C) de l'alginate de sodium

D’apres les travaux de Grasdalen ef al., les pics notés S1 et S3 correspondent respectivement aux
protons Hi et Hs des unités guluronate, et le signal S2 correspond aux protons Hs des unités
guluronate adjacentes & un mannuronate et au proton H; des mannuronates [, Ainsi, en utilisant

la formule ci-aprés, on obtient directement le rapport M/G qui est ici de 1,1.
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lesz + I3 — Isy
G Isq

=11

Ce résultat est cohérent avec les valeurs retrouvées dans la littérature qui se situent généralement
entre 0,5 et 2,1 . Une fois caractérisée, cette poudre a été utilisée sans traitement supplémentaire

pour la préparation de mélanges dans ’eau et dans les mélanges FGE115 et FGE113.

I11.3.2.3 Caractérisation des solutions d’alginate de sodium

e Observation macroscopique des solutions d’alginate de sodium

La préparation des solutions d’alginate a été réalisée en incorporant progressivement une masse
prédéfinie d’alginate dans 5g de solvant sous agitation magnétique & Tums. Les échantillons ont
ensuite été chauffés pendant 3h a 70°C sous agitation magnétique afin d’homogénéiser la solution.
Des mélanges a différentes concentrations en alginate ont ainsi été préparés dans I’cau et dans les
mélanges FGE115 et FGE113. L’aspect macroscopique des échantillons a tout d’abord été
observé apres retournement des piluliers. La figure I11.3.6 reprend les principales observations
effectuées 1 minute aprés retournement du pilulier en fonction de la concentration en alginate et

de la nature du solvant.

Concentration en
alginate de 0.5 1 1.5 2 2.5 3
sodium (% m/m)

H,0

FGE115

FGE113

Figure II1.3.6 Photographies des échantillons d’alginate de sodium a différentes concentrations en
chaines dans I'’eau, FGE115 et FGE113 environ 1 minute aprés retournement du pilulier
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

La figure II1.3.6 montre que quel que soit le solvant les solutions préparées sont transparentes et
homogenes. Une 1égére coloration jaune est observée pour les concentrations les plus importantes.
Des différences de comportement notables apparaissent aprés retournement des flacons en
fonction du solvant. Tout d’abord et indépendamment de la concentration testée, les échantillons
dans I’eau s’écoulent presque instantanément malgré une viscosité qui augmente avec la
concentration en polysaccharide. Les solutions dans le FGE115 semblent plus visqueuses et
lorsque la concentration en alginate est supérieure a 1% (m/m) les mélanges ne s’écoulent pas
durant la premiére minute suivant le retournement du flacon. Macroscopiquement, nous pouvons
constater qu’apres retournement des piluliers contenant les solutions dans le FGE113, les solu-
tions s’écoulent trés lentement. La viscosité des échantillons d’alginate dans le FGE113 semble
donc plus élevée que dans le FGE115. On observe également que ces solutions contiennent plus
de bulles. L’impact du temps sur I’écoulement des échantillons les plus concentrés dans FGE115,

respectivement 2,5% et 3% (m/m), a été observé comme le montre la figure 111.3.7.

30min 1h 2h 5h

Figure III.3.7 Impact du temps sur I'écoulement des solutions d’alginate de sodium a 2,5%
(pilulier de gauche) et a 3 % (pilulier de droite) dans le FGE115

On remarque que le temps nécessaire a 1’écoulement augmente avec la concentration en alginate.
Apres 5h, les solutions n’ont pas résisté a 1’écoulement, ce qui refléte macroscopiquement un
comportement de fluide qui flue avec le temps, et non un comportment de type « gel ». Une
attention particuliére a également été apportée a la stabilité microbiologique des échantillons.
Pour ce faire, des mélanges ont été conservés a T, et a 1’abri de la lumiere. Alors que macros-
copiquement rien n’est observé dans les mélanges FGE113 et FGE115, les solutions aqueuses
d’alginate présentent un développement bactérien bien visible a 1’ceil nu aprés quelques semaines
de stockage (Figure I11.3.8). Ce caractére bactériostatique des solvants FGE113 et FGE115 s’ex-
plique par ’existence d’un réseau de liaisons hydrogeéne entre tous les composés. Cette structure
supramoléculaire impliquant les molécules d’eau fait que ces LTTM se caractérisent par une acti-
vité de I’eau faible (4 roe115= 0,642 et Ay ree113= 0,537) comme nous 1’avons vu dans le chapitre

IL.
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

2 wt%

(02/02)

Photo : 23/02

Figure II1.3.8 Illustration de l'instabilité microbiologique observée a I’ceil nu dans les solutions
aqueuses d’alginate de sodium aprés stockage a Tamp

Enfin, les pH des solutions a 1% (m/m) d’alginate de sodium dans I’eau et dans le FGE115 ont
été déterminés a 1’aide de papier pH (Figure I11.3.9). A concentration massique équivalente (ici
1% m/m), la solution dans le FGE115 est 1égerement plus acide que celle dans 1’eau. Cela peut
s’expliquer par le pH du solvant FGE115 (pH = 5,9 au '% dans ’eau) et par la différence de densité
entre les 2 solvants (drgers = 1,30). Compte-tenu du protocole de préparation suivi, la concen-
tration volumique en alginate est donc supérieure dans le FGE115 ce qui conduit a un pH légere-

ment inférieur.

Figure II1.3.9 Mesures de pH pour des mélanges a 1% (m/m) d’alginate dans le FGE115 et dans I’eau

e Mise en évidence d’interactions entre les chaines d’alginate et le FGE115

Des analyses FTIR ont été réalisées sur la poudre d’alginate de sodium, le solvant FGE115 seul

et sur une solution d’alginate de sodium dans le FGE115 a 3% (m/m) (Figure 111.3.10).
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Figure II1.3.10 Spectres IR de I'alginate de sodium (rouge) du solvant FGE115 (violet) et d'une so-
lution d’alginate a 3% (m/m) dans le FGE115 (bleu)
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

Le spectre de la solution a 3% (m/m) dans le FGE115 (en bleu sur la figure 111.3.10) présente trés
peu de différences avec celui du solvant pur (en violet sur la figure 111.3.10). Cela est certainement
dl a la faible sensibilité de I’IR par rapport a la concentration d’alginate utilisée. Nous pouvons
néanmoins nous intéresser aux zones A et B qui présentent les signaux les plus susceptibles de
montrer des shifts de nombre d’ondes. La figure I11.3.11 ci-dessous correspond a la zone A du
spectre IR autour du pic large des -OH. Le maximum du signal de la solution a 3% (m/m) (3278
cm) se situe & une valeur intermédiaire entre le signal de I’alginate (3262 cm™) et celui du

FGE115 (3285 cm™). Cette variation du signal d’absorption des fonctions alcool peut raisonna-

blement étre attribué a la formation de liaisons hydrogéne entre le solvant et 1’alginate.
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Figure II1.3.11 Zoom sur la partie A des spectres IR de l'alginate de sodium (rouge) du solvant
FGE115 (violet) et d’'une solution d’alginate a 3% (m/m) dans le FGE115 (bleu)

La zone B, représentée sur la figure I11.3.10 présente deux zones d’intérét. D’une part, le signal
entre 1150 et 1100 cm™' est caractéristique des liaisons glycosidiques C-O-C. Ces liaisons sont
présentes dans 1’alginate de sodium mais également dans le FGE, notamment dans le fructose, ce
qui complexifie I’exploitation des résultats. Cependant, il est possible de constater sur la figure
II1.3.12 que le maximum du signal pour la solution a 3% (m/m) se trouve a une valeur intermé-

diaire entre celle de 1’alginate seul et celle du FGE115.
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Figure II1.3.12 Zoom sur la partie B des spectres IR de l'alginate de sodium (rouge) du solvant
FGE115 (violet) et d'une solution d’alginate a 3% (m/m) dans le FGE115 (bleu)

Benoit CAPRIN 168
Thése au sein de I’école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023

UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres

Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette theése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf

© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

Ceci peut également étre attribuée au développement d’interactions entre les composés de la so-
lution. D’autre part, la région autour de 1600 cm™!' est caractéristique du groupement carboxylate
(-COO0-) de I’alginate de sodium ['®). Dans le cas du FGE115, le pic 4 1643 cm™! correspond au
second pic des -OH caractéristique de I’eau du mélange. Le spectre de la solution a 3% posséde
également dans cette zone un signal dont le maximum (1646 cm™') est proche de celui du FGE115.
Toutefois, nous observons un épaulement dont la valeur est proche du signal des -COO- de 1’al-
ginate seul. En tracant la déconvolution par transformée de Fourier de ce signal avec épaulement
(Figure 111.3.13), on obtient les contributions des deux signaux. Le signal attribuable au COO- de
I’alginate de sodium a 1605 cm™! indique un shift de 8 cm™' comparativement au spectre de 1’al-
ginate seul (1597 cm™). Cet épaulement et cette transition de nombre d’onde de 8 cm™! reflétent
la formation de liaisons hydrogéne entre la fonction -COO- de 1’alginate et les différentes fonc-

tions -OH du glycérol et du fructose du solvant FGE115.
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Figure II1.3.13 Déconvolution par transformé de Fourier de la partie des spectres IR correspondant
aux groupements carboxylate de I'alginate de sodium et a I'eau du solvant FGE115

Les propriétés thermiques des mélanges FGE115 + alginate de sodium ont été étudiées par DSC
(Figure 111.3.14). Une tendance a I’augmentation de la 7, apparait avec 1’augmentation de la con-
centration en alginate, mais I’introduction d’alginate ne semble pas déstabiliser de fagon trés si-

gnificative le réseau de liaisons hydrogéne a 1’origine de la formation du solvant ternaire FGE115.
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Figure II1.3.14 Thermogrammes de solutions d'alginate de sodium dans FGE115 a 2% (m/m) (bleu)
et 3% (m/m) (vert) comparativement au solvant seul (rouge)
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

I11.3.2.4 Propriétés rhéologiques des solutions d’alginate

I11.3.2.4.1 Mesures des viscosités en écoulement des solutions d’alginate

e Influence de la concentration en alginate et évaluation de la qualité des solvants

Tout d’abord, 1’évolution de la viscosité en écoulement avec le taux de cisaillement des solutions
d’alginate de concentrations variant de 0,001 % a 3% massique, en milieu aqueux et dans le
FGE115, a été mesurée. Les courbes d’écoulement obtenues sont représentées en figure 111.3.15

et révelent des différences significatives en fonction de la nature du solvant utilisé.
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Figure II1.3.15 Courbes d’écoulement a 25°C des solutions aqueuses d’alginate de sodium (A)
et des mélanges FGE115 + alginate de sodium (B)
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

Le comportement des solutions aqueuses est Newtonien jusqu’a environ 1% (soit 10 g/L) et une
légere rhéofluidification est observée pour les concentrations supérieures. Au contraire, les échan-
tillons dans le FGE115 sont rhéofluidifiants dés les faibles concentrations. Le gradient de cisail-
lement critique pour lequel la rhéofluidification est observée diminue avec la concentration en
alginate. Il apparait donc que la viscosité des solutions dans le FGE115 est plus sensible au
cisaillement que celle des solutions aqueuses d’alginate. Ceci peut s’expliquer par les interactions
entre les chaines d’alginate et le solvant FGE115 qui sont plus sensibles au cisaillement, mais
aussi et surtout par des enchevétrements entre les chaines d’alginate plus marqués et plus nom-
breux en milieu FGE115 que dans I’eau. La masse molaire de 1’alginate étant identique dans les
deux solvants, il est raisonnable d’attribuer ces différences de comportement a des conformations
de chaines d’alginate qui différent selon la nature de solvant. On remarque également que la
viscosité des solutions dans le FGE115 est bien plus élevée que celle dans I’eau a concentrations
massiques égales. Pour exemple, une solution a 3% (m/m) en alginate dans le FGE115 a une
viscosité d’environ 8000 Pa.s, contre seulement 10 Pa.s dans I’eau. Ce gain en viscosité s’ex-
plique a la fois par la viscosité du solvant FGE115 ( = 0,1 Pa.s) qui est supérieure a celle de
I’eau, mais aussi par les interactions attractives développées entre les chalnes d’alginate et le
solvant FGE115 basées sur la formation de liaisons hydrogéne entre les fonctions polaires de
I’alginate (OH, et COOH) et les groupements alcool des molécules constituant le solvant LTTM.
Ces interactions favorables induisent trés probablement une conformation plus étendue des

chaines d’alginate en milieu FGE115.

Ainsi, afin de mieux qualifier les interactions entre les solvants (eau et FGE115) et les chaines
d’alginate et d’évaluer indirectement la conformation des chaines, nous nous sommes penchés sur
la détermination de : i) la concentration critique de recouvrement des chaines (C*) qui marque le
passage du domaine dilué¢ au régime semi-dilué (non enchevétré), et ii) la viscosité intrinseque.
A partir de la viscosité au plateau Newtonien (7yew) a faible gradient de cisaillement, nous avons
représenté 1’évolution de la viscosité spécifique (7ye = (new - Ho) / Ko) (avec 5o la viscosité du
solvant) en fonction de la concentration en alginate, dans 1’eau (sans addition de sel), et dans le
solvant FGE115 (Figure I11.3.16 et 111.3.17). Des modeles théoriques développés dans la littéra-
ture et relatives au comportement et a la dynamique des polyméres en solutions prédisent la va-

17]-[19

riation de la viscosité de solutions avec la concentration [ 1. Toutefois, les lois de puissance

issus de ces modeles dépendent de la rigidité/flexibilité du polymeére en solution, et de son carac-

20]; [21

tére de polyélectrolyte ou de polymére neutre [ 1. Ainsi, pour un polysaccharide qui est un

polymeére semi-flexible, les lois de puissance peuvent différer des lois classiques, et dans le cas
d’un polyélectrolyte les lois de puissance dépendent également de la concentration en sel. Comme
le montre la figure I11.3.16 dans I’eau, trois régimes de concentration sont observés et caractérisés

par des lois de puissance différentes.
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Figure II1.3.16 Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration en alginate de
sodium dans I'eau

Le premier domaine est caractérisé par une dépendance faible de la viscosité spécifique avec la
concentration (loi de puissance autour de 1), le deuxiéme domaine varie de fagon plus notable
avec une loi de puissance autour de 1,3, et le troisiéme domaine indique une variation bien plus
significative de la viscosité spécifique avec la concentration (loi de puissance autour de 3). Ces
valeurs sont en accord avec les valeurs relatées dans la littérature dans le cas de solutions aqueuses
de polysaccharides (alginates, carboxyméthyl cellulose, ...) [22"126], La concentration marquant la
transition entre les deux premiers domaines correspond a la concentration de recouvrement des
chaines C* qui marque le passage du régime dilué, au régime dilué non-enchevétré. Cette valeur
se situe autour de 0,8-0,9 g/L. La deuxiéme inflexion au niveau des lois de puissances est observée
autour de 5 g/L et correspond a la concentration critique C., qui marque le passage du régime
semi-dilué non enchevétré au régime semi-dilué enchevétré. Notons que cette détermination est
cohérente avec les profils de viscosité en fonction du gradient de cisaillement de la Figure
II1.3.15A, qui montre un phénoméne de rhéofluidification & partir de 1% (soit 10 g/L). La méme

analyse a ¢été réalisée en milieu FGE115 (Figure 111.3.17).
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Figure II1.3.17 Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration en alginate de
sodium dans FGE115
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Dans ce cas, la premiére rupture de pente (entre la loi de puissance de 0,7 a 1,2) nous donne accés
a C* de I’alginate dans le FGE115, soit environ 0,2 g/L, et il semble raisonnable d’attribuer la
seconde rupture de pente loi de puissance de 1,2 a 5,2 a C., définissant la transition entre le
domaine semi-dilué non enchevétré et le domaine semi-dilué enchevétré. Notons que la valeur de
5 en loi de puissance est particulierement élevée, mais il apparait compliqué d’exploiter les mo-
déles de concentration existants dans la littérature pour les solutions en milieu FGE115, car ce
solvant trés visqueux s’apparente plus a un assemblage supramoléculaire qu’a un solvant clas-
sique. Il en résulte donc que les valeurs de C* des chaines d’alginate dans I’eau et dans le FGE115
sont différentes (0,9 g/L dans I’eau contre 0,2 g/L. dans FGE115), ce qui montre que la conforma-
tion adoptée par les chaines d’alginate dans le FGE115 différe de celle des chaines en milieu
aqueux. Dés les faibles concentrations, les chaines d’alginate semblent étre plus étendues en mi-
lieu FGE115 que dans I’eau, ce qui peut étre attribué a des interactions favorisées entre les chaines

polymeére et le solvant LTTM.

Nous nous sommes attachés dans un deuxiéme temps a déterminer la viscosité intrinséque des
chaines d’alginate dans ces deux solvants. Etant donné que cette grandeur refléte indirectement
le volume occupé par une chaine isolée, a concentration nulle, elle est une bonne indication de la
conformation des chaines adoptée dans le solvant considéré (et dans les conditions d’analyses
employées). Dans un premier temps nous avons essayé¢ de représenter 1’évolution de la viscosité
réduite (1,eqa = (qnew- 10) / (1o * C) en fonction de la concentration. Dans le régime dilué, 7,.q évolue
de fagon linéaire avec la concentration selon la relation de Huggins : 7.« = [7]+ k’C[n]*; ou kK’
est la constante de Huggins. Ainsi, I’ordonnée a ’origine de la droite (limite a concentration
nulle) donne accés a la viscosité intrinséque. Cependant, I’évolution de la viscosité réduite en
fonction de la concentration n’a pas conduit a une variation linéaire, probablement en raison de
la viscosité trop élevée du FGE115 ou/et aux gammes de concentrations choisies non adaptées
pour I’application de la loi de Huggins. En pratique, la concentration critique de recouvrement
est définie par la relation : C*[#] = 1 suivant un mod¢le utilisé pour définir le recouvrement

271, Nous avons alors appliqué cette équation

géométrique des chaines assimilées a des sphéres |
aux valeurs de C* que nous avons déterminées expérimentalement pour 1’alginate dans I’eau et

dans le FGE115 et le tableau II1.3.2 regroupe les valeurs obtenues.

Solvant Eau FGE115
C* (g/L) 0,9 0,2
[#] (mL/g) 1111 5000

Tableau II1.3.2 Valeurs de C* et de viscosité intrinseque obtenues dans I'eau et dans FGE
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

La viscosité intrinséque dans le FGE115 (= 5000 mL/g) est plus élevée que celle déterminée dans
I’eau, ce qui signifie que le volume occupé par une chaine isolée dans ce solvant est supérieur a
celui occupé par une chaine dans I’eau. Ceci corrobore les observations précédemment évoquées,
et reflete une conformation plus étendue/expansée des chaines d’alginate en milieu FGE115, et

montre indirectement le caractére de bon solvant du FGE115.

e Influence de la température sur les viscosités en écoulement

L’influence de la température sur les viscosités en écoulement de solutions a 2% (m/m) d’alginate
de sodium a été mesurée dans I’cau et dans le FGE115 (Figure I11.3.18). La viscosité des solutions
diminue de facon significative avec 1’augmentation de la température. En effet, la température
agit directement sur les interactions en dissociant progressivement les liaisons hydrogéne établies

entre les composés, et induit également une augmentation de la mobilité (macro)moléculaire.
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Figure II1.3.18 Evolution de la viscosité en écoulement en fonction de la température pour des solu-
tions d’alginates a 2% (m/m) dans l’eau (A) et dans FGE115 (B)

I11.3.2.4.2 Analyse des propriétés viscoélastiques des solutions d’alginate

e Influence de la concentration en alginate

L’influence de la concentration en alginate sur les propriétés viscoélastiques des solutions d’al-
ginate a ¢té étudiée dans 1’eau et dans le FGE115. La figure I11.3.19 présente 1’évolution des
modules G’ et G’’ des échantillons dans 1’eau et dans FGE115 en fonction de la fréquence pour
différentes concentrations en alginate de sodium. Nous pouvons tout d’abord constater que les
solutions d’alginates dans 1’eau (Figure I11.3.19A) se comportent comme des fluides visqueux,
avec un module de dissipation G’ qui est supérieur au module de conservation G’, sur toute la

gamme de fréquence ¢étudiée. Les modules augmentent classiquement avec la concentration en

polymere.
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE
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Figure II1.3.19 Evolution des modules viscoélastiques en fonction de la fréquence pour des solutions
d’alginate de sodium dans I’eau (A) et dans FGE115 (B). La zone de relaxation terminale des modules
viscoélastiques a été exploitée afin de déterminer les pentes a basses fréquences

Pour les solutions d’alginate dans le FGE115 (Figure I11.3.19B), le comportement est différent.
A basses fréquences le module G’ est supérieur a G’, et ensuite nous observons un croisement
des modules, suivi d’une réponse & dominante ¢élastique avec le module G’ qui devient supérieur
a G’’. Toutefois, les modules G’ et G’ restent dépendants de la fréquence de sollicitation, et nous
observons clairement un phénoméne de relaxation des chaines a basses fréquences. Ceci est ca-
ractéristique d’un fluide viscoélastique, et nous ne pouvons pas considérer que ces mélanges se
comportent comme des gels physiques (ceci confirme le comportement des échantillons qui cou-
lent aprés les avoir retournés pendant un certain temps). Nous pouvons également constater que
le croisement des modules G’ et G’ est déplacé de fagon significative vers les basses fréquences
avec I’augmentation de la concentration. Cela signifie que le temps de relaxation du mélange
augmente quand la concentration augmente. Ce phénoméne peut raisonnablement étre expliqué
par les enchevétrements entre les chaines d’alginate et par les liaisons hydrogéne entre les chaines
d’alginate et le FGE115 et entre les chaines d’alginate, qui sont renforcées et qui augmentent
quand la concentration en alginate augmente. Sur la figure 111.3.19, nous avons également indiqué
les valeurs de pente pour I’évolution de G’ et de G’’ a basses fréquences, c’est-a-dire dans la zone
de relaxation terminale. Pour des solutions classiques de polymeére, les pentes des modules a
basses fréquences de sollicitation sont 42 pour G’ et 41 pour G’ 81, Comme nous pouvons le
voir, il y a une déviation du comportement des mélanges étudiés par rapport a ce comportement.
Cette déviation est d’autant plus importante pour les mélanges dans le FGE115. Ceci peut s’ex-
pliquer a la fois par la présence d’interactions fortes spécifiques au sein du milieu, et par la vis-
cosité inhérente du solvant FGE115 qui est élevée. Plus la concentration en alginate augmente,
plus les valeurs des pentes dévient des valeurs de 2 et de 1, ce qui est lié aux interactions qui sont

renforcées par la concentration en polymére.
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

La Figure I11.3.20 représente 1’évolution du module G’ a 9,5 Hz dans I’cau et dans le FGE115 en

fonction de la concentration, exprimée en g/L.
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Figure II1.3.20 Evolution du module G’ (a 9,5 Hz) en fonction de la concentration en alginate de so-
dium dans l'eau et dans le FGE115

Les lois de puissances attribuées aux deux mélanges sont supérieures a 1,5, ce qui laisse penser
que pour ces concentrations en alginate, les enchevétrements sont suffisamment présents pour

contribuer a 1’élasticité des mélanges [*°F 1

81, Les propriétés viscoélastiques de trois mélanges
d’alginate (1, 2 et 3% m/m) dans le FGE113 ont été également mesurées. Les courbes obtenues
ont été superposées a celles des échantillons dans le FGE115, pour des concentrations identiques

(Figure 111.3.21).
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Figure II1.3.21 Evolution des modules viscoélastiques en fonction de la fréquence pour des solu-
tions d’alginate de sodium a différentes concentrations dans FGE115 (e) et dans FGE113 (A)
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 111.3.21, les propriétés viscoélastiques sont supérieures
(modules plus ¢élevés) dans le FGE113. Nous pouvons également constater que le croisement de
G’ et G’ se fait a des fréquences plus basses que dans FGE115, ce qui signifie que le temps de
relaxation est plus long dans ce solvant. Ces résultats sont trés positifs et intéressants, car cela
montre que les propriétés rhéologiques des mélanges peuvent aussi étre modulées a facon, en

fonction des besoins applicatifs, par la composition molaire du solvant ternaire FGE.

e Influence de la température sur les propriétés viscoélastiques

L’influence de la température sur les modules viscoélastiques a été étudiée pour une concentration
en alginate de sodium de 2% (m/m) dans 1’eau et dans le FGE115 (Figure 111.3.22). Ces mesures
ont également été réalisées pour la solution a 2% (m/m) dans FGE113 mais les résultats ne sont
pas présentés ici. La Figure 111.3.22 montre que les valeurs de G’ et de G’’ diminuent avec 1’aug-
mentation de la température dans les deux solvants. Nous pouvons constater que dans le FGE115,
le point de croisement entre les modules G’ et G’ apparait a des fréquences plus élevées avec
I’augmentation de la température. Il y a donc une diminution du temps de relaxation (tr) lorsque

la température augmente.
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Figure II1.3.22 Modules viscoélastiques G’ (symboles pleins) et G”’ (symboles vides) d'une solution
d’alginate a 2% (m/m) dans l'’eau (A) et dans le FGE115 (B) a différentes températures

La dynamique du systéme est significativement impactée par la température, qui dissocie les in-
teractions et augmente les mouvements (macro)moléculaires. A partir de 1’évolution des modules
G’, G’ en fonction de la fréquence pour différentes températures, il est possible de tracer des
courbes maitresses de superposition temps-température, en considérant comme référence le com-
portement viscoélastique a 25°C. Comme en atteste la Figure 111.3.23, des courbes maitresses de

G’ et de G’ ont ¢té obtenues avec succes, par application d’un facteur de translation horizontal

(ar).
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

L’évolution de ce facteur ar en fonction de /T suit une loi linéaire de type Arrhenius, a la fois
dans I’eau, dans le FGE115 et dans le FGE113. Nous pouvons donc accéder aux valeurs d’énergie

d’activation (£,) de ces deux mélanges a travers 1’exploitation de I’équation suivante :

1 1

E,
In(ar) =2 (- T,

Avec ar = facteur de translation, R = constante universelle des gaz parfaits (R = 8.314 J.mol'!. K"

1), et Ty = température de référence (ici 25°C)
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Figure II1.3.23 Courbes maitresse temps-température des modules pour des solutions a 2% (m/m)
d’alginate dans I'eau (bleu), dans FGE115 (rouge) et dans FGE113 (vert) a 25°C

La pente des droites In(ay) = fG) (Figure I11.3.24) nous donne acces aux valeurs d’énergie

d’activation (E,).
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Figure II1.3.24 Evolution des facteurs de translation en fonction de 1/T dans I'eau (bleu), dans
FGE115 (rouge) et dans FGE113 (vert)
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Chapitre III / Ajout d’alginate de sodium dans des LTTM FGE

Les résultats obtenus pour ces solutions a 2% (m/m) d’alginate sont de 22 kJ.mol! ; 55 kJ.mol
et 76 kJ.mol ™! respectivement dans 1’eau, le FGE115 et le FGE113. Pour rappel, les énergies
d’activation des solvants FGE115 et FGE113 seuls sont respectivement de 47 et 65 kJ.mol™! [14],
L’énergie d’activation est donc bien plus importante dans les solutions d’alginate dans le FGE115
que dans 1’eau, ce qui refléte une plus forte cohésion au sein du systéme alginate/FGE 115, par
rapport au systeme alginate/eau. Ces différences sont en grande partie dues a la viscosité du
FGE115 qui est intrinsequement élevée puisque ce mélange ternaire est un solvant supramolécu-
laire organisé. Ces valeurs élevées d’énergie d’activation soulignent ¢galement que les interac-
tions développées au sein des échantillons sont sensibles a la température, ce qui est attendu et
cohérent puisqu’il s’agit de liaisons hydrogéne. L’énergie d’activation obtenue pour le mélange
FGE113 est encore plus élevée que celle déterminée dans FGE115. Ceci s’explique par la plus
forte cohésion au sein de ce mélange LTTM qui se caractérise par une quantité d’eau inférieure a

celle présente dans le mélange FGE115.

Comme démontré a travers ces résultats, les solutions d’alginate dans I’eau ou dans les solvants
FGE testés (FGE115 et FGE113) conduisent a des solutions viscoé¢lastiques, méme pour des con-
centrations en polyméres élevées, mais non a des gels physiques. Comme discuté dans la partie
suivante, la littérature indique que 1’ajout d’ions divalents, tels que le calcium, permet 1’obtention
de gels physiques aux propriétés intéressantes a partir de solutions d’alginate de sodium. Ainsi,
nous nous sommes proposés d’introduire du calcium (sous différentes formes), dans les solutions
d’alginate/FGE115, afin d’évaluer la possibilité de former des gels, sous une forme divisée en

tant que billes, et sous une forme de gels massifs. Ceci fait I’objet de la partie qui suit.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

II11.3.3. Gélification des solutions d’alginate

Afin d’obtenir un gel, il est nécessaire d’ajouter un cation divalent (Ca?*, Sr**, Ba**) pour créer
des liaisons ioniques entre les chaines d’alginate ). On parle dans ce cas de gélification ionotro-
pique. Ce mécanisme de gélification est le plus décrit dans la littérature et illustré par la figure
I11.3.25 B, Ce mécanisme repose sur I’interaction concomitante des cations divalents avec les
atomes d’oxygene des liaisons glycosidiques et les groupements carboxyle des unités guluronate
pour former une géométrie rappelant celle d’une boite a ceufs (Figure II1.3.25). Cette organisation
particuliere des chaines en présence de cations divalents confére une structuration au mélange
permettant I’obtention d’hydrogels. Les unités mannuronate ne permettant pas de créer une struc-
ture en créneaux, il apparait clairement que le caractére gélifiant d’un alginate dépendra de la

présence de blocs GG et donc directement de son rapport M/G.
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Figure II1.3.25 Schéma de principe du mécanisme de gélification ionotropique d’alginates en
présence de Ca?* (modeéle dit de « la boite a ceufs »). (a) Chélation des cations divalents et
(b) Formation des jonctions inter-chaines [5!

La quantité de calcium est un paramétre déterminant dans le mécanisme de gélification ionotro-
pique des alginates. L’influence de la concentration en ions divalents peut étre suivie par le para-
meétre R, défini comme le rapport entre le nombre d’ions calcium et le nombre d’unités guluronate.
Les travaux de Fang et al. rapportent qu’il est possible d’observer trois étapes en fonction du

rapport R dans le mécanisme de gélification ionotropique de longue chaines d’alginate %),
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate
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Figure II1.3.26 Evolution des interactions entre les chaines d’alginate lorsque le rapport R augmente [3°]

Pour un rapport R inférieur a 0,25, un monocomplexe est formé mais aucune association entre les
chaines n’est observée. Lorsque R est compris entre 0,25 et 0,55, les chaines d’alginate s’associent
sous forme de dimeres conduisant a la formation de "boites a ceufs". Enfin, les diméres complexés
par les cations calcium s’associent latéralement pour former un réseau de multiméres qui conduit
a des zones de jonctions étendues dans 1’espace et stables lorsque R est supérieur a 0,55. Les
auteurs décrivent également un mécanisme équivalent pour les alginates a chaine courtes. Les

391, Cependant, les chaines

mémes valeurs seuil de R sont retrouvées pour séparer les 3 étapes !
étant plus petites, elles s’associent uniquement latéralement ce qui aboutit a des structures en
feuillets. Ce mécanisme de gélification en trois étapes dépendant de R peut donc étre généralisé
quelle que soit la masse molaire de I’alginate. Deux voies de gélification des alginates par ajout
de calcium sont majoritairement décrites dans la littérature : la gélification externe et la gélifica-
tion interne. Un autre mécanisme de gélification par voie acide est également décrit dans la litté-
rature B, Lorsque le pH de la solution est inférieur aux pKa des acides uroniques : pKa = 3,38
pour I’acide B-D-mannuronique et pKa = 3,65 pour 1’acide a-L-guluronique, les groupes car-
boxyle sont protonés. Il en découle une diminution des effets de répulsion €lectrostatique et 1’éta-
blissement de liaisons hydrogéne inter-chaines conduisant a la gélification du mélange. Les deux
acides uroniques ayant un pKa différent, Donati et Paoletti rapportent que le rapport M/G influe
sur le pH et par voie de conséquence sur le mécanisme de gélification acide. Comme pour la
gélification ionotropique, il a été montré que la force des gels obtenus dépend de la proportion de
blocs G. Cependant, ce phénoméne reste encore mal compris. L’une des hypothéses proposées
par les auteurs repose sur une gélification par un gain entropique li¢ a ’agrégation des chaines
via des interactions hydrophobes [*. Les deux voies de gélification identifiées dans la littérature

(externe et interne) par ajout de calcium dans des solutions d’alginate ont été éprouvées.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

Nous avons donc étudié la possibilité de préparer des billes et des gels massifs dans le FGE115
en présence de calcium. Ces expériences de gélification ont également été réalisées en milieu
aqueux a des fins de comparaison. Les deux méthodes étant trés différentes, nous avons choisi de

les dissocier dans la suite de ce chapitre.

I11.3.3.1 Gélification externe de solutions d’alginate

I11.3.3.1.1 Compléments bibliographiques

La gélification externe d’une solution aqueuse d’alginate est classiquement réalisée par addition
goutte a goutte de cette derniére dans un bain de calcium sous agitation. Cette méthode permet
d’obtenir un gel hétérogene, le plus souvent sous la forme de billes. Aprés 1’obtention des billes,
il est également utile de connaitre leur comportement au cours du temps, notamment lorsqu’elles
sont empilées. Elles ont en effet tendance a s’affaisser lorsqu’elles sont empilées, surtout a cause
de la synérése P!, Ce procédé ne nécessite ni solvant, ni chauffage et permet d’encapsuler des

principes actifs pharmaceutiques, des enzymes, des antigénes ou encore des fragments d’ADN 2],

Il est également possible de réaliser la gélification externe d’une solution d’alginate par dialyse
afin d’obtenir un film (Figure I11.3.27) *?!. La solution d’alginate est versée dans un boudin a
dialyse dont I’une des faces est une membrane de dialyse poreuse aux ions calcium. L’immersion
du récipient dans une solution de CaCl, permet aux ions calcium de diffuser dans la solution
d’alginate.

Polysaccharide

solution

Membrane
\/ l<— Bath
1 Ca’” ' t 1 Ca® t . Ca™ e_ CaClZ

Ca™

c Cca® . 2 5 : . :
Ca" C& o ce’ ca’ solution

Figure II1.3.27 Illustration du procédé d’obtention de gels d’alginate par dialyse [32!

Un gradient de concentration en calcium se forme progressivement avec une concentration plus
forte sur la surface en contact avec la membrane. Le film obtenu est donc non homogéne. Ce
procédé permet, entre autres I’enrobage de principes actifs pharmaceutiques par un gel d’alginate.
Ces films d’alginate sont séchés et intégrés dans la formulation du médicament sous forme de
pastilles ou cachet. Une fois au contact des fluides aqueux de 1’estomac, la réhydratation du film
d’alginate entraine son gonflement ce qui va libérer le principe actif contenu dans la pastille
médicamenteuse. Pour la suite, nous avons choisi de nous focaliser sur la gélification externe par

addition goutte a goutte de la solution d’alginate dans un bain de calcium sous agitation.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

II1.3.3.1.2 Matériels et méthodes

La poudre d’alginate de sodium utilisée dans le cadre de cette thése correspond au lot 9005383
approvisionné aupres de Carl Roth. Cette poudre est intégrée dans le mélange FGE115 ou dans
I’eau désionisée sans traitement préliminaire ni purification. L’eau déionisée (18 M Q.cm) pro-
vient d’un systéme de filtration Veolia Aquadem™. Le solvant FGE115 est préparé comme décrit
précédemment ¥, Le chlorure de calcium (lot BCCC8207, Sigma-Aldrich) utilisé se présente

sous la forme de granulés anhydres (taille < a 7,0 mm).

Le chlorure de calcium (CaCl,) a été utilisé pour la réalisation de gels sous forme de billes. Les
granulés de CaCl, ont été broyés en poudre fine grace a un pilon. Une solution de CaCl, a 100
mM dans le solvant (eau ou FGE115) a été préparée. Une agitation magnétique pendant 2 minutes
dans I’eau et 30 minutes dans le FGE115 a T, permet la dissolution complete du sel. Les solu-
tions d’alginate sont préparées selon le protocole décrit précédemment (I11.3.3.1). Trois concen-
trations (5 g/L, 10 g/L et 15 g/L) dans le FGE115 et deux concentrations (10 g/L et 15 g/L) dans
I’eau ont été testées. Les solutions plus concentrées en alginate sont trop visqueuses et ne per-
mettent pas d’obtenir des billes rondes. La mise en forme des billes est réalisée grace au montage
expérimental présenté sur la figure I11.3.28. La solution contenant 1’alginate est placée dans une
seringue insérée sur un pousse-seringue. L’aiguille de la seringue est pliée pour étre perpendicu-
laire de telle fagon a ce que les gouttes tombent de fagon verticale. La solution de calcium est
placée sous la seringue en respectant une distance de 7 cm entre 1’extrémité de 1’aiguille et la
surface de la solution de calcium. La solution de calcium est continument maintenue sous agita-
tion magnétique. Selon le solvant et la concentration en alginate de la solution utilisés dans la
seringue, la vitesse a laquelle la solution est versée, ainsi que la vitesse d’agitation de la solution

de calcium doivent &tre adaptées.

Force appliquée calculée
selon la vitesse et le
diameétre de seringue
(d=158%9 mm)

Seringue : solution
d'alginate dans le solvant

Aiguille perpendiculaire &
la surface de la solution
de CaClz2

40mL de solution de

Pousse-seringue CaClz2 & 100mM

Agitation magnétique

Figure III.3.28 Montage avec pousse-seringue utilisé pour former les billes de gel d’alginate
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

Les résultats de 1’¢tape d’optimisation du procédé seront discutés dans la partie discussion. Les
billes formées sont ensuite laissées dans la solution de CaCl, afin que la diffusion puisse avoir
lieu. La stabilité dimensionnelle des billes immergées dans le solvant (eau ou FGE) a été étudiée

sur des temps variant de 3h a 112h.

I11.3.3.1.3 Optimisation des parametres expérimentaux

Dans un premier temps, il a été nécessaire d’optimiser les parameétres expérimentaux permettant
la préparation de billes de gel rondes et de taille homogene en utilisant le montage expérimental
présenté en figure I11.3.29. Cette mise au point a été réalisée pour les deux solvants (FGE115 et
eau) et pour une gamme de concentration en alginate de sodium la plus étendue possible. Les
parametres variables sont : la hauteur 4 entre 1’extrémité de 1’aiguille et la surface du bain de
CaCl,, la vitesse de poussée de la solution d’alginate par le pousse-seringue, le diamétre de la
seringue, la concentration et la vitesse d’agitation du bain de CaCl,. Parmi ces parameétres, la
hauteur % a été fixée a 7 cm et le diametre de la seringue a été fixé a 0,90 mm. Dans un premier
temps, la concentration de CaCl; a été fixée a 100 mM afin de s’assurer que la quantité de calcium
soit en exces par rapport a la quantité d’alginate (rapport R = 4, pour une solution a 10 g/L en
alginate). Une premiére série d’essais a permis d’étudier I’influence de la vitesse de poussée de
la seringue et de la vitesse d’agitation du bain de CaCl, en fonction de la concentration en alginate.

Les paramétres retenus et optimisés sont regroupés dans le tableau 111.3.3.

Solvant Eau FGEI115
Concentration en alglnate 10 15 5 10 15
(en g/L)
Agitation du bain de CaCl, 350 | 350 500 350 | 250
(en rpm)
Vitesse de poussée
(en mL/h) 15 b 10 > ’

Tableau III1.3.3 Valeurs de vitesse de poussée et d’agitation magnétique selon le solvant et la concen-
tration d’alginate

Les solutions d’alginate sont trés visqueuses puisque les concentrations sélectionnées correspon-
dent au régime de concentration semi-dilué enchevétré (C > C*). En ce qui concerne les solutions
dans le FGE, plus la concentration en alginate augmente et plus la vitesse de poussée a di étre
diminuée. En effet, une vitesse de poussée trop importante entraine la formation d’un écoulement
non plus sous forme d’un « goutte a goutte » régulier mais plutdt sous forme d’un filet fin. Pour
des solutions de concentrations supérieures a 15 g/L, nous n’avons pas réussi a obtenir des billes
rondes. Ce phénoméne n’a pas été observé dans ’eau, car les solutions d’alginate dans 1’eau sont

moins visqueuses que dans le FGE.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

De méme, la vitesse d’agitation de la solution de calcium a été diminuée lorsque la concentration
en alginate augmente dans les solutions dans le FGE. Ceci afin que la bille ait le temps de devenir
bien ronde avant d’étre entrainée par [’agitation. Aprés optimisation, des billes gélifiées ont ainsi
pu étre fabriquées a partir de solutions a 10 et 15 g/L dans I’eau et a 5, 10 et 15 g/L dans le FGE
(Figure 111.3.29).

10g/L 15g/1 5g/L 10g/L 15g/L

Figure II1.3.29 Billes d'alginate dans I'eau (gauche) et dans FGE (droite) selon leur concentration
en alginate

Ce résultat est trés novateur, car I’obtention de billes de gels en présence d’ions calcium, dans un
solvant tel que le LTTM FGEI115 n’a jamais été décrite. La conformation étendue des chaines
d’alginate dans le solvant FGE115, mise en évidence indirectement par les analyses de rhéologie
présentées précédemment, est un aspect important car cette conformation favorise 1’accessibilité
des fonctions carboxylate, qui interagissent par des forces électrostatiques avec les ions calcium
divalents. On remarque que quel que soit le solvant, le diametre des billes augmente lorsque la
concentration en alginate augmente. Cela s’explique par I’augmentation de la viscosité et par
I’augmentation de la masse de la goutte qui est expulsée de 1’aiguille. Il est important de préciser
que les photos de la Figure I11.3.29 n’ont pas été prises avec le méme agrandissement, et que les
billes dans 1’eau sont plus petites que celles dans le FGE115 reflétant un degré de compacité
différent en fonction du solvant. Ceci peut Etre attribué a : i) une viscosité plus importante des
solutions d’alginates dans FGE115, ii) un gonflement des billes qui différe en fonction du solvant,
et iii) par la diffusion des ions calcium dans le milieu, différente en fonction du solvant utilisé, et
qui régi le « degré » de réticulation ionique a 1’origine de la formation du gel ionotrope. Des
essais complémentaires ont été effectués en diminuant la concentration en CaCl, a 50 mM. Pour
les deux solvants, des billes rondes et homogénes ont été formées. Cependant, les billes obtenues

semblent mécaniquement moins résistantes.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

II1.3.3.1.4 Stabilité dimensionnelle des billes

La stabilité dimensionnelle des billes, obtenues dans les deux solvants (eau ou FGE115) selon les
paramétres optimisés (cf. Tableau I11.3.3), a été étudiée en fonction du temps d’immersion dans
la solution de CaCl, (temps variant de 3h a 112h). Aprés 3 heures dans le bain de calcium, les
billes formées a partir de solutions aqueuses sont constituées d’une matrice gélifiée dans son
entiereté jusqu’au centre de la bille. Inversement, les billes obtenues avec le solvant FGE115
semblent macroscopiquement constituées d’une coque gélifiée a la périphérie et d’une phase li-
quide au centre de la bille. La figure I11.3.30 représente 1’aspect de billes formées a partir d’une
solution aqueuse d’alginate a 10 g/L apres 3h d’immersion dans la solution de CaCl,, le jour de

la préparation et apres 30 jours de stockage a Tums.

Jour 0 Jour 30

Figure II1.3.30 Photographies des billes obtenues a partir d’'une solution aqueuse d’alginate de sodium
(C =10 g/L) aprés 3h d'immersion dans un bain de CaCl. (100mM) correspondant au jour de la prépara-
tion (Jour 0) et aprés 30 jours de stockage a Tams (Jour 30)

Les billes d’hydrogel sont relativement stables sur la période étudiée (30 jours). L’eau reste con-
finée au sein des billes et celles-ci ne présentent pas de changement macroscopique notable. Nous
n’avons donc pas étudié des temps d’immersion plus long dans ce cas. Dans le cas du solvant
FGE115, la variation du temps d’immersion est un paramétre déterminant sur la stabilité dimen-
sionnelle des billes. La figure I11.3.31 montre des photographies de billes de gel obtenues a partir
d’une solution d’alginate a 10 g/L dans le FGE et avec une solution de CaCl; a 100mM. Différents
temps d’immersion ont été étudiés : 3h, 20h, 42h, et 122h. Les billes ont été stockées pendant 7
jours & Tump avant d’étre une nouvelle fois photographiées. La figure I111.3.31 montre qu’apres 7
jours de conservation a T,m», une forte exsudation du FGE est observée. Ce phénomeéne est d’au-
tant plus marqué que le temps de passage dans le bain de calcium est faible. Pour les billes ayant
passé 3h dans le bain, la quantité de FGE « rejeté » est si importante, qu’il n’est optiquement plus
possible de bien discerner les billes dans le pilulier. Le degré de compacité initial, contr6lé par le
temps passé dans la solution de CaCl,, impacte étroitement la stabilité dimensionnelle des billes

formées dans le FGE.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

JourO

Jour7

Figure III.3.31 Photographies des billes obtenues a partir d’'une solution d’alginate de sodium
(C =10 g/L) dans FGE115 apreés différents temps d'immersion dans un bain de CaCl.
(100mM). La ligne du haut correspondant au jour de la préparation (Jour 0) et la ligne du bas
a I'aspect des billes aprés 7 jours de stockage a Tam» (Jour 7)

L’augmentation du temps d’immersion dans le bain de CaCl, est favorable a I’obtention de billes
plus stables. Cela peut s’expliquer par la diffusion progressive des ions Ca?" requise pour la for-
mation de réticulations ioniques entre les chaines polymeére. Il apparait donc que les billes de gel
formées dans I’eau sont plus stables, trés probablement a cause d’un degré de réticulation ionique
plus élevé en milieu aqueux. La diffusion des ions calcium, gouvernée par la viscosité du solvant
(et favorisée dans I’eau), est un parameétre clé contrdlant la formation des billes et leur tenue dans
le temps. La libération des ions calcium est également liée au degré de dissociation (et a sa ciné-
tique) du chlorure de calcium dans le milieu, qui différe selon que 1’eau ou le FGE est utilisé
comme solvant. La diffusion des ions calcium est également gouvernée par la taille des gouttes
d’alginate qui tombent dans le bain de CaCl,. Les billes obtenues dans le FGE étant plus grosses,
le temps nécessaire pour permettre aux ions calcium de diffuser jusqu’au centre de la bille est
plus élevé. Lorsque le solvant FGE115 est utilisé, le temps d’immersion est donc un facteur ca-
pital. Finalement, la possibilité¢ de fabriquer des billes de gel dans le FGE115 a partir de diffé-
rentes concentrations en alginate a été démontrée. Ces essais nécessiteraient d’étre poursuivis afin
d’optimiser la tenue mécanique des billes obtenues. L’exsudation du solvant au cours du temps
reste problématique mais plusieurs voies d’amélioration semblent prometteuses. L’augmentation
du temps de diffusion du calcium, la diminution de la taille des billes ou encore le renforcement
de la structure gélifié par un tiers corps sont autant de perspectives qui pourraient étre étudiées
par la suite. Les protocoles et paramétres expérimentaux définis dans cette partie ont également

permis d’obtenir des billes d’extraits végétaux comme nous le verrons dans le chapitre 1V.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

I11.3.3.2 Gélification interne de solutions d’alginate

I11.3.3.2.1 Compléments bibliographiques

Comparativement a la gélification externe, la gélification interne d’une solution d’alginate permet
d’obtenir un gel massif. D’aprés la littérature, différents sels peuvent &tre utilisés comme du
phosphate de calcium dihydraté et du carbonate de calcium [*31: 341, Ces sels ont la particularité de
se dissocier dans 1’eau a pH acide mais pas a pH neutre. Par exemple, la réaction entre le carbonate

de calcium et un acide est donnée par 1’équation suivante :
CaCO; + 2H' 2 Ca** + H,0 + CO»

Pour initier cette gélification interne, la glucono-6-lactone (GDL) est ajoutée au mélange. En

solution aqueuse, ce composé va s hydrolyser lentement en acide gluconique (Figure 111.3.32) B33,

H OH H
H,O
H 2 HO 3 €] +
& — - o°  + H
OH :

0-Gluconolactone
(D-(+)-Gluconic acid 3-lactone) D-Gluconic acid

Wi

Ol
=
©Q i
I

Figure II1.3.32 Structures de la glucono-3-lactone (GDL) et de I’'acide gluconique,
produit d’hydrolyse du GDL [35]

Ainsi, I’hydrolyse du GDL va induire ’acidification progressive du milieu ce qui va entrainer la
dissociation du carbonate de calcium et donc la libération continue des ions calcium ainsi qu’un
dégagement gazeux de CO,. La gélification ionotropique de 1’alginate par les ions Ca?" générés

in-situ dans le milieu sera ainsi réalisée de manicre progressive.

I11.3.3.2.2 Matériels et méthodes

Pour étudier la gélification interne, nous avons choisi d’utiliser le carbonate de calcium (CaCO3).
Ce sel provient d’un lot disponible au laboratoire mais dont la provenance n’est pas connue. Le
glucono-delta-lactone (GDL) correspond au lot SLBM7762V approvisionné auprés de Sigma-
Aldrich. Des solutions d’alginate a 0,5%, 1% et 1,5% m/m sont préparées dans 1’eau et dans le
FGET115, selon le protocole décrit précédemment (I11.3.3.1). Dans un pilulier, une masse prédéfi-

nie de CaCOs est ajouté a 5g de la solution d’alginate.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

La masse de CaCOs a ajouter dépend du rapport 7 entre la concentration en calcium et la concen-
tration en fonction acide des chaines d’alginate. Les rapports qui ont été testés sont » = 0,3, r =
0,5 et » =1. La masse de CaCOj3 est calculée grace a 1’équation suivante :

XX Mygsys

Meqcoz =T X X Mc¢acos

MAgS

Avec mcacos la masse de CaCOs, » = Ca/COOH, x la concentration effective en alginate, mags+s) la masse
de solution d’alginate dans le solvant, M ags=198 g/mol la masse molaire moyenne du motif de répétition

de I’alginate de sodium et Mcaco3=100 g/mol la masse molaire du carbonate de calcium.

Le pilulier est placé sous agitation magnétique pour permettre la répartition homogéne du CaCOs;
et sa dissolution partielle. En effet, la solubilité de ce sel dans 1’eau est trés faible, entre 15 et 20
mg/L a 25°C. Sa solubilité dans le FGE115 est également faible (non quantifiée). Le pilulier est
placé dans un bain d’huile a 50°C afin de diminuer la viscosité du solvant et donc favoriser la
solubilité du CaCOs3 dans le milieu. Enfin, une solution de glucono-d-lactone (GDL) a 200 g/L
dans le solvant correspondant a celui utilisé pour la solution d’alginate a été préparée. La masse
de GDL a été ajoutée dans le solvant : sous agitation magnétique pendant 2 minutes avec I’eau et
sous agitation magnétique dans le bain d’huile a 50°C pendant 30 min avec le FGE115. Le volume
de solution de GDL a ajouter est calculé en considérant un rapport GDL/CaCO3; = 2,5, c’est-a-
dire en ajoutant du GDL en excés. Le calcul permettant d’obtenir la masse de GDL nécessaire est
donné par I’équation ci-apres :

caco3

m
MeGpL = 2,5 X—
CaCo3

X Mgpr,

Avec mgp, la masse de GDL, 2,5 le rapport GDL/CaCO3, m¢eco3 la masse de carbonate de calcium,
Mcacos = 100 g/mol la masse molaire du carbonate de calcium et Mgy, = 178 g/mol la masse molaire

GDL

Le volume correspondant est ensuite calculé grace a un produit en croix a partir du volume de
solvant et de la masse de GDL qui composent la solution. Le volume est prélevé grace a une
seringue, puis versé rapidement dans la solution d’alginate contenant le CaCOj3. Les mélanges en
FGE115 sont laissés pendant 1h a 50°C sous agitation pour favoriser a la fois la diffusion du GDL
et celle du CaCOs;. Les mélanges dans I’eau ne sont laissés a 50°C que 5 minutes car la diffusion,
plus rapide dans 1’eau, engendre la gélification rapide d’une partie de la solution. Les mélanges

sont ensuite laissés 48h a T,y pour permettre la diffusion progressive du GDL et du CaCOs.
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Chapitre III / Gélification des solutions d’alginate

I11.3.3.2.3 Optimisation des parameétres expérimentaux

A D’instar du procédé de gélification externe, le protocole de gélification interne a nécessité une
premiére étape d’optimisation des paramétres opératoires. Le rapport molaire » = Ca>*/COOH, le
rapport molaire GDL/ CaCOs, ainsi que la température a laquelle la réaction se fait sont des va-
riables dont I’impact a été discuté. Ces essais ont €té réalisés a partir d’une solution aqueuse a 10

g/L en alginate. Les différentes expériences effectuées sont décrites dans le tableau I11.3.4.

N° essai r GDL/CaCOs3 Température (°C)
1 1 2 20
2 0,5 2 20
3 0,3 2 20
4 0,5 2 0
5 0,5 2 50
6 0,5 3 20
7 0,5 3 50
8 0,5 2,5 50

Tableau II1.3.4 Parameétres testés pour I'optimisation du protocole de formation de gels d’alginate
par gélification interne

Ces différentes conditions opératoires ont permis de retenir les parametres correspondants a 1’es-
sai n°8 a savoir : rapport r de 0,5 (donc un exces de fonctions acide), un rapport GDL/CaCO3 de
2,5 (donc un exceés de GDL), et une température de 50°C. Ces choix ont été guidés par les cons-

tatations suivantes :

(i) L’utilisation d’un rapport » > 0,5 conduit a un excés de carbonate de calcium n’ayant
pas réagi et a une synérése importante du gel formé, aprés quelques jours de stockage.

Le rapport » = 0,3 donne quant a lui un gel moins résistant mécaniquement.

(ii) Un exces de GDL par rapport au CaCOj3, conduit a un milieu plus acide (induit par
I’hydrolyse du GDL), ce qui joue directement sur la cinétique de libération des ions
divalents Ca?', et sur la quantité d’ions Ca*" formés. Ceci permet une meilleure ho-

mogénéisation des gels. Un rapport GDL/CaCOs de 2,5 s’est révélé suffisant.

(iii)  Enfin, la température a été fixée a 50°C, ce qui permet de diminuer la viscosité de la
solution d’alginate, et donc de permettre une diffusion plus homogéne des ions cal-

cium, nécessaire pour obtenir un gel homogene.
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I11.3.3.2.4 Caractérisation des gels obtenus

Les parameétres opératoires retenus précédemment (» = 0,5, GDL/CaCOs = 2,5 et T = 50°C) ont
permis la préparation de gels a partir de solutions a 1,5% (m/m) d’alginate de sodium dans I’eau
et dans le FGE115. Une observation macroscopique des gels obtenus a été réalisée aprés 48h de

repos a Tums dont 24h avec les flacons retournés (Figure 111.3.33).

Figure II1.3.33 Photographies des gels obtenus par gélification interne de solution d’alginate a
1,5% (m/m) dans I'eau (gauche) et dans le FGE115 (droite) aprés 48h de repos a Tams

Aucun écoulement n’est constaté 24h aprés le retournement des piluliers et cela pour les deux
solvants. Ce test simple semble indiquer que les échantillons obtenus se comportent comme des
gels physiques. On observe également que les gels présentent une certaine turbidité, reflet d’une
hétérogénéité a petite échelle. Le gel dans FGE115 (photo de droite) présente un degré d’opacité
plus ¢élevé et une quantité de bulles bien plus importante que dans I’eau. En effet, le CO, dégagé
par la réaction entre le GDL et le carbonate de calcium ne parvient pas a étre éliminé correctement
dans le milieu FGE115 qui est plus visqueux. Suite a ce constat, des essais avec des concentrations
plus faibles en alginate ont été réalisés. Pour les trois concentrations étudiées (0,5 ; 1 et 1,5%
m/m) le test du retournement a été validé. De fagon complémentaire, 1’évaluation des propriétés
rhéologiques a été entreprise. Des suivis de modules viscoélastiques en fonction de la fréquence
ont été réalisés sur les échantillons obtenus dans les deux solvants (eau et FGE115) en suivant la
procédure d’analyse développée pour I’étude des solutions d’alginate (cf. I11.3.2.1 — Propriétés
rhéologiques). Premi¢rement, le gel obtenu a partir d’une solution aqueuse a 1,5% (m/m) en al-
ginate a été soumis a trois balayages en fréquence successifs avec des temps de repos de 15 min
entre chacun d’entre eux. La figure 111.3.34 montre une excellente reproductibilité des résultats.
Le module ¢élastique G’ est supérieur au module visqueux G’’, et ce, sur toute la gamme de fré-
quence testée. De plus, le rapport G’/G’’ est élevé ce qui permet d’affirmer qu’il s’agit bien d’un
gel physique d’élasticité relativement importante (G’ = 5000 Pa a 10 Hz). Le gel revient a son

état initial apres un temps de repos de 15 min entre chaque balayage.
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Figure II1.3.34 Modules viscoélastiques d'un gel a 1,5% (m/m) d'alginate dans I'eau avec 15min de

repos entre chaque balayage

Deuxiémement, trois prélévements pris dans le méme échantillon massif ont été analysés en rhéo-

logie afin d’évaluer 1’hétérogénéité du gel obtenu (Figure 111.3.35A). Des mesures identiques ont

été réalisées sur les gels formés dans le FGE115 a partir d’une concentration en alginate de 1,5%

(m/m) (Figure I11.3.35B).
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Figure II1.3.35 Modules viscoélastiques pour trois parties d'un méme gel obtenu par gélification interne a

partir d’'une solution d’alginate a 1,5% m/m dans l'’eau (A) et dans le FGE115 (B)

La figure I11.3.35 met en évidence que les modules viscoélastiques des trois parties étudiées se

superposent bien sur tout le domaine de fréquences testées, et cela pour les deux solvants.

La

figure I11.3.35B indique également que le matériau obtenu dans FGE115 présente un module élas-

tique G’ supérieur au module visqueux G’ sur toute la gamme de fréquence testée. Le rapport

G’/G’’ élevé indique qu’il s’agit bien d’un gel physique d’¢élasticité élevée (G* =5000 Pa a 10

Hz), dont les propriétés rhéologiques sont similaires a celles observées dans ’eau.
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Troisiémement, nous nous sommes intéressés a I’évolution des modules viscoélastiques pour dif-

férentes concentrations en alginate dans le FGE115 (figure I11.3.36).
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Figure II1.3.36 Evolution des modules viscoélastiques pour des gels a 0,5%, 1% et 1,5% massique
d'alginate de sodium dans le FGE115 obtenus par gélification interne

A cause de la présence de bulles dans les échantillons, les valeurs des modules obtenues ne peu-
vent pas étre quantitativement comparées avec exactitude. Toutefois, une augmentation signifi-
cative des modules G’ et G’ est observée lorsque la concentration en alginate augmente. L aug-
mentation de la concentration en alginate permet donc la formation d’un réseau physique
présentant un module élastique plus élevé, 1ié a : i) ’augmentation du nombre et de la taille des
jonctions formées entre les ions calcium et les groupements carboxylate des chaines d’alginate,
et ii) au nombre d’enchevétrements formés entre les chaines qui augmentent avec la concentration

(ici C > C*), comme démontré par les analyses en rhéologie discutées précédemment.

Enfin, la stabilité physique des gels obtenus a été éprouvée en les soumettant a un traitement
thermique entre 10 et 70°C. Les modules ne varient que trés peu sur le domaine de température
testé, et ceci pour les deux solvants. Les gels dans 1’eau et dans le FGE115 apparaissent donc
stables en température, et ne subissent aucune transition thermique. Ces expériences ont donc
démontré la possibilité de gélifier une solution d’alginate dans le FGE 115 par des ions calciums
pour conduire a des gels « massifs », et la réponse viscoélastique peut étre modulée a fagon par

la concentration en alginate.
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III1.3.4 Conclusions

Suite a la sélection de I’alginate de sodium dans la premiere partie de ce chapitre I1I, nous avons
tout d’abord vérifié par des compléments de recherche bibliographique que ce polysaccharide
répond favorablement a tous les prérequis souhaités dans le cadre de cette thése. Toutefois les
solutions aqueuses d’alginate de sodium se comporte comme des fluides viscoélastiques rhéoflui-
difiants et non comme des gels. Plusieurs méthodes basées sur 1’ajout de calcium permettent de
gélifier une phase aqueuse d’alginate ont été identifiées : la gélification externe qui permet la
réalisation de films ou de billes, et la gélification interne qui permet la réalisation de gels massifs.
Dans cette troisieéme partie du chapitre III, nous avons décrit pour la premiere fois, 1’étude de
I’incorporation dans des solvants FGE d’alginate de sodium et discuté la faisabilité d’obtention

de gels a partir de ces solutions.

Apres avoir caractérisé la poudre d’alginate de sodium utilisée, nous avons qualifié 1’affinité des
solvants (eau et FGE) avec ’alginate. Les résultats obtenus indiquent que des interactions inter
chaines ont lieu pour des concentrations en alginate plus basses dans le FGE115 que dans ’eau,
ce qui suggére une conformation différente des chaines dans les deux solvants. De plus, la visco-
sité intrinséque plus élevée pour la solution d’alginate dans le FGE115 que dans I’eau démontre
une meilleure affinité de 1’alginate avec ce solvant. Des propriétés viscoélastiques supérieures
(modules plus élevés) ont également été mises en évidence dans le solvant FGE113. Ces résultats
montrent que les propriétés rhéologiques des mélanges alginate/FGE peuvent aussi étre modulées
a fagon, en fonction des besoins applicatifs, par la composition molaire du solvant ternaire FGE.

Cependant, les solutions restent viscoélastiques, il n’y a donc pas formation de réseau physique.

L’ajout de calcium dans les solutions d’alginate a ensuite été étudié. D une part, nous avons dé-
montré que des billes de gel peuvent €tre formées dans I’eau et dans le FGE115 sur une gamme
de concentration en alginate variant de 5 & 15 g/L. Grace a une optimisation des parametres ex-
périmentaux, des billes sphériques et de tailles homogenes ont été obtenues dans les 2 solvants.
D’autre part, il est possible de préparer des gels massifs a partir de solutions d’alginate dans le
FGE115. Les gels formés, caractérisés par un comportement élastique sur le domaine de fré-
quences testées, ont ainsi montré une bonne homogénéité. Les propriétés viscoélastiques de ces
matériaux ont tendance a augmenter avec la concentration en alginate, et ces gels possedent une

bonne tenue en température (entre 10°C et 70°C).
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Plusieurs axes de poursuite de ces travaux ont été identifiés. Tout d’abord, des analyses plus
approfondies de 1’organisation interne des solutions d’alginate dans les solvants FGE permet-
traient de confirmer que les chaines adoptent une conformation différente dans les solvants FGE
comparativement a I’eau. L analyse des matériaux obtenus pourrait également étre complétée. En
ce qui concerne la gélification externe, 1’analyse plus approfondie de la tenue des billes dans le
temps serait nécessaire dans une perspective d’application industrielle pour gélifier les extraits
de Gattefossé. Pour la gélification interne, il serait intéressant de poursuivre 1’étude des proprié-
tés rhéologiques des gels en fonction de la concentration et de la température afin de déterminer,
entre autres, I’énergie d’activation de ces gels. Enfin, dans ces travaux nous avons sélectionné un
type de sel de calcium par méthode de gélification, mais, d’autres sels de calcium voire d’autres
cations divalents (Sr**, Ba?") pourraient étre utilisés pour préparer des gels a partir des solutions
d’alginate de sodium dans des LTTM FGE. Cependant, les connaissances acquises dans cette par-
tie ont été jugées suffisantes pour envisager de viscosifier, voire de gélifier des extraits végétaux
obtenus avec le solvant FGE115 (cf. Chapitre IV). D’autant plus qu’il nous reste a décrire 1 uti-
lisation du troisiéme polysaccharide sélectionné : le k-carraghénane. Les résultats de ces travaux
de recherche ont été publiés dans « ACS Sustainable Chemistry & Engineering » en 2022 ¢ et

sont présentés sous ce format dans la quatrieme partie de ce chapitre III.
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II1.4 x-carrageenan associated with Fructose/Glycerol/Water
LTTM: towards natural thermosensitive physical gels

III.4.1. Introduction

In the context of sustainable development, polysaccharides remain a powerful and tantalizing
resource for biomass valorization since they can be used to generate eco-friendly materials. In
this context, such natural polymers have been combined with Deep Eutectic Solvents (DES), just
through a simple mixture, usefully exploited to obtain fully biobased and biosafe materials with
relevant and tunable properties.!!! The interest is to benefit from the unique attributes synergisti-
cally provided by the combination of natural polymers (reduced environmental impact, renewable
origin, non-toxicity...) with DES solvents, more specifically their biosafe properties, their orga-
nized character and the large versatility they provide in terms of final macromolecular structure.
The preparation of these novel solvents is simple since DES come from the mixture of two (or
more) H-bonded low-cost molecules. When no eutectic point can be clearly identified, such mix-
tures are classified as low transition temperature mixtures (LTTM). In particular, natural deep
eutectic solvents (NaDES) can be conceived from biobased and biosafe precursors. For instance,
guar gum, a vegetal galactomannan, was combined to various choline chloride (ChCl)-based DES
and physical gels with elastic behavior and relevant ionic transport properties were formed from
ChCl-Urea/guar mixtures.?) Xanthan gum was also described as a potential gelator of ChCl-based
DES.P! The authors proved that the addition of water was required to obtain physical gels. It is
also reported that xanthan gum NaDES-based gels exhibit a larger thermal operating window
compared to hydrogels due to the involvement of water in the supramolecular structure of the
NaDES.™ Despite of the prominent interest to explore LTTM in the polysaccharide field, the
design of materials including carrageenans has not been reported yet. Carrageenans, linear sul-
fated polysaccharides, are mainly extracted from red algae (Rhodophyceae). Carrageenan chains
consist of D-galactopyranose units alternately linked by a-1,3 and B-1,4 glycosidic bonds. The
repeating units are most often disaccharides and are generally distinguished by their degree of
sulfation and by the presence or absence of a 3,6-anhydro bridge on the -1,4-linked galactose
unit. The three mostly studied carrageenans are K, 1 and A-carrageenan. K-carrageenan is particu-
larly interesting since it not only finds applications in food, cosmetic and pharmaceutical indus-
tries but it leads to hard gels in aqueous medium.B! It is accepted that the gelation of k-carrageenan
in water is achieved by a two-step thermo-dependent mechanism. Upon cooling, a coil-to-helix

transition occurs, followed by the aggregation of helices, resulting in a gelation. [®]
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This gelation has been investigated by rheological and micro differential scanning calorimetry,
which allowed to determine the thermal transitions : from solution to gel (7s,) and from gel to
solution (Tgs).l") The influence of the nature of the solvent on the thermal transitions was also
examined by Yang ef al. by additions of sucrose or ethanol in water solutions.® ) Their investi-

gation emphasized that the nanostructure of gels was affected by the solvent.

In this context, we propose herein a new study dealing with the association of k-carrageenan and
a novel green solvent, namely a neutral low transition temperature mixture, composed of bio-
sourced and non-toxic molecules: Fructose (F), Glycerol (G), and Water (W). Indeed, we recently
reported by means of DSC, rheology, and NMR spectroscopy, that FGW in 1:1:5 molar ratio
(subsequently named FGW) behaves as a cooperatively H-bonded supramolecular structure lead-
ing to a stable solvent identified as LTTM exhibiting a unique and low T7,, and an outstanding
microbiological stability.!'” Moreover, this composition was industrially implemented to effi-
ciently extract bioactives substances from plants for cosmetic applications.!'!! Due to its appealing
advantages in terms of structuration, polarity, and ability to develop synergetic interactions be-
tween its compounds, we pursue as statement of hypothesis that FGW constitutes a well -suited
solvent to generate, when mixed with k-carrageenan, soft materials with improved thermo-re-

versible properties, and reinforced mechanical behavior, compared to water-based systems.

In this work, we evidence for the first time the straightforward formation of physical gels based
on the incorporation of k-carrageenan in FGW. In particular, we successively investigate (7) their
physico-chemical properties through thermal analysis, (i7) use rheological measurements to char-
acterize the formation of gels and to underpin the thermal dependence of the gelation mechanism,
(iii) use small angle X-ray scattering experiments to elucidate their internal structure, and (iv)
perform compression tests in order to validate their mechanical response. The properties of the
analogous k-carrageenan hydrogels were systematically analyzed and compared with our novel
system, in order to gain insight into the role of FGW solvent in the structuration of the gels, which
is shown to dictate the final properties. To the best of our knowledge, this is the first study dealing

with soft materials resulting from k-carrageenan and a fully biobased LTTM.
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I11.4.2. Experimental

II1.4.2.1 Materials

Fructose (powder, M=180.16 g/mol, purity > 99%) provided by Danisco and glycerol (liquid at
25°C, M=92.09 g/mol, purity > 99.5%) acquired from Oleon were used without any further puri-
fication. Deionized water (18 MQ.cm) obtained from a Veolia Aquadem™ system was used as
the third component to obtain FGW LTTM according to the recently described method.!"" «-
carrageenan was provided by Roth and was used without any further purification. Its water uptake
(=7wt%) and thermal decomposition temperature (=<250°C) were measured by thermogravimetric
analysis (Figure S1). Its molar mass determined by Size Exclusion Chromatography is M, =~
6.0x105 g/mol with a dispersity of 1.3 (Figure S2). Elementary analysis conducted by Inductively
Coupled Plasma — Atomic Emission Spectrometry (ICP-AES) confirms that the counter ion of the
K-carrageenan used is potassium since equivalent molar quantities of sulfur and potassium were
obtained (data not shown). The structure of the k-carrageenan was confirmed by "H NMR analysis

(Figure S3).

I11.4.2.2 Preparation of the samples

The preparation is based on two main steps. The first step corresponds to the dispersion of k-
carrageenan into FGW at room temperature (RT), under slow mechanical stirring. RT allows to
limit the water evaporation that can disturb the H-bonds of FGW. For concentration of polysac-
charide higher than 15 g/L, the volume of liquid and the height of the rotor were adjusted to
ensure an efficient stirring while preventing the formation of bubbles in these highly viscous
solutions. The water content of k-carrageenan was considered for the calculation of the total
amount of polysaccharide. The resulting turbid x-carrageenan/FGW mixture was stirred for 30
min. The second step consists in the thermal induced gelation. The mixture was gently poured
into a cylindrical recipient to prevent the formation of bubbles. The recipient was then capped
and put in a temperature-controlled oven at 80°C for 3 h, in which the sample progressively be-
came transparent. The thermal induced gelation process of k-carrageenan occurred during the
cooling phase down to RT. The as-formed FGW-gels were pushed out of the recipient and trans-
parent cylindrical samples were finally obtained as illustrated in Figure 1. The same procedure
was applied to generate hydrogels by replacing FGW solvent by deionized water. By convenience,
the carrageenan concentration is usually discussed in mass fractions (wt%) in the literature. How-

ever, in this study the concentration is expressed in g/L as FGW is denser than water (d = 1.3).
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II1.4.2.3 Characterizations

e Differential scanning calorimetry (DSC)
DSC analyses were carried out on a DSC-Q22 device (TA Instruments). Samples were placed in
aluminium hermetic pans at room temperature. Thermal analyses were performed under nitrogen
flow (50 mL/min) and samples were submitted to 4 temperature cycles with a ramp rate of
10°C/min: 1) from 25°C down to -140°C; 2) from -140°C up to 100°C; 3) from 100°C down to -
140°C; 4) from -140°C up to 25°C. The glass transition temperature (7,) was determined from
the second heating ramp and the midpoint of the thermal transition was considered. The melting
temperature (75,) value of hydrogels was collected from the first heating run and the maximum of

the thermal transition was considered.

e Rheology
The shear viscosity (7) measurements were carried out on a DHR2 controlled stress rheometer
(TA Instruments) operating in flow mode and using two different geometries according to the
viscosity of the mixtures: i) an aluminium cone/plate geometry (diameter 40 mm, angle 2°, gap
52 um) for viscosities higher than 2 Pa.s and ii) an aluminium concentric cylinders geometry (bob
diameter x length : 28.03 x 42.11 mm, cup diameter 30.36 mm) for viscosities lower than 2 Pa.s.
The temperature was precisely controlled by a high-power Peltier system. Dynamic viscoelastic
properties were determined with the same rheometer using a plate/plate geometry (diameter 40
mm, gap 460 pm). All dynamic rheological data were checked as a function of strain amplitude
to ensure that the measurements were performed in the linear domain. Typically, the applied strain
during the dynamical measurements was settled at 1%. Temperature sweep on gels was realized
in the same conditions (F=1Hz, strain=1%). The samples were carefully loaded on the Peltier
plate regulated at 20°C and covered with a home-made cover to prevent evaporation. The tem-
perature was then increased by a controlled temperature ramp to a maximum temperature depend-
ing on the analysed sample (see discussion part). Then, the temperature was decreased with the
same ramp to examine the reversibility with temperature. For the highest concentrations of k-
carrageenan in FGW, multiples thermal cycles (heating and cooling) were performed. All rheo-

logical data were processed with Trios, TA instruments software.
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e Small angle X-ray scattering analysis (SAXS)
SAXS measurements were performed at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF,
Grenoble, France) on D2AM beamline. Samples were placed between 250 um Kapton foils stuck
on 1.6-mm-thick washers. Measurements were performed on samples equilibrated at either 20°C
or 80°C. The incident photon energy E was set to 17.000 keV (AE/E= 10"*). The SAXS intensity
was collected using a 2D D5 detector which was placed at a sample-to-detector distance of D =
1.57 m, leading to a g-range from 0.01 to 0.2 A"'. The two-dimensional data were obtained by
considering the detector geometry and its flat field response. The position of the direct beam was
determined with attenuators. The g-calibration was performed thanks to a silver behenate stand-
ard. The corrected two-dimensional data were averaged azimuthally to obtain intensity vs scat-
tering vector g (¢ = (4n/1)-sin(d), where 26 is the scattering angle and /4 is the incident wave-
length). Finally, the scattering data were corrected for the scattering from the empty cell (Kapton
windows) and normalized by the thickness and attenuation of the samples. The contribution from

the solvent (FGW or Water) was subtracted.

e Compression tests
Compression measurements were performed on a double-column Instron universal testing ma-
chine at room temperature with a 500 N load cell. The cylindrical gel samples (12 mm height, 20
mm diameter) were set on the lower plate and compressed by the upper plate. The compression
was conducted at a constant rate of 1 mm/min to obtain engineering stress — engineering strain

curves. The compression experiments were conducted in three replicates for each gel system.

I11.4.3. Results and Discussion

II1.4.3.1 Preparation of the samples

Based on the literature dealing with k-carrageenan hydrogels!!?), the gels formed with the ternary
biobased FGW mixture, or deionized water as solvent were prepared according to a straightfor-
ward method described in experimental section (§111.4.2.2). At high k-carrageenan concentration
(C=26.5g/L =2 wt% in FGW and 2.65 wt% in water), transparent soft materials with a macro-
scopically gel-like behavior were obtained without further processing (see picture in Figure 1).
The resulting FGW-gels can be easily prepared under various shapes. Comparatively to hydrogels,
FGW-gels appear less slippery, less prone to syneresis, and exhibit a better long-lasting physical
stability without FGW exudation with time.
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1. Polysaccharide dispersion ® 2. Thermal gelation » 3. Physico-chemical characterization*
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Figure 1. Illustration of the two steps procedure of k-carrageenan/FGW gels: 1) dispersion of x-car-
rageenan at room temperature, 2) heating at 80°C for 3h, and gelation by cooling down to RT. The
same procedure was applied to obtain hydrogels. 3) Photograph of the FGW-gel.

This good dimensional stability can be ascribed to favorable and strong enough interactions
(mainly H-bonds) between polysaccharide chains and FGW solvent (see vide-infra). Another cru-
cial point is that FGW-based gels display an excellent microbiological stability compared to its
hydrogel analogues. To conclude, an easy-to-implement and robust preparation protocol was used

to obtain fully biobased gels based on polysaccharide and this natural LTTM mixture.

As recently described, the solvent FGW, classified as a natural LTTM, is characterized by a single
and low glass transition temperature (7y) at -80°C.1"% DSC analyses were then applied to evaluate
the impact of k-carrageenan addition on FGW thermal properties. Examples of thermogram are
given in Figure S4, for a gel prepared in FGW, in comparison with the corresponding hydrogel.
It appears that during the heating cycles, the hydrogel presents at 7°C a thermal event attributed
to the melting of iced water when temperature varies from -140°C to 100°C, whereas the FGW-
gel only exhibits a 7, at -79°C, related to the 7z of FGW. The presence of such unique 7, value
reflects the monophasic character of the mixture and shows that polysaccharide chains do not
deeply disturb the intrinsic organization of FGW solvent. We can note that no other thermal tran-
sition can be clearly identified in these DSC thermograms. Interestingly, the DSC analysis shows
that the FGW-based samples are not subjected to any phase transition related to water, which

extends their operating temperature range.
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I11.4.3.2 Rheological characterization

Rheological properties of k-carrageenan-based systems were investigated. Firstly, the evolution
of viscosity with shear rate, in water and in FGW, was examined at low concentrations (C < 12
g/L) (Figure S5). No macroscopical gel-behavior is observed either in water or in FGW. For C <
5 g/L, the aqueous solutions exhibit a Newtonian plateau. A shear-thinning behavior is observed
for larger concentrations. Conversely, FGW-based mixtures display a shear-thinning behavior
even at low concentrations (0.6 g/L). At this concentration, the viscosity of FGW sample is two
decades higher than the water-based one. This can be attributed first to the intrinsically higher
viscosity of FGW, but also to the formation of peculiar interactions between the k-carrageenan
chains and/or a different chain conformation in FGW. To gain more insights into the rheological
behavior of samples based on higher chains concentrations, the frequency dependence of G’ and
G’ was examined in water and in FGW at 20°C for various ranges of concentrations (C from 8.1

to 26.5 g/L in water, and from 6.6 to 26.5 g/L in FGW) (Figure 2A and B, respectively).
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Figure 2. Frequency-dependence of G’ (filled symbols) and G’ (open symbols) at different concentrations (C
in g/L) of x-carrageenan in water in blue (A) and in FGW in red (B) at 20°C.

Regarding the aqueous samples, at C = 8.1 g/L, G’ is higher than G’ within the entire detected
frequency range, but the moduli remain sensitive to the frequency, by following a relatively close
frequency dependence (G’ and G" o« f %) which is typical of a transition towards a solid-like
behavior.!'3! For higher concentrations, the samples behave as physical gels as G’ is significantly
larger (about one order of magnitude) than G’ with no strong variation of both moduli with
frequency. G’ reaches ~ 5000 Pa at C = 26.5 g/L (Figure 2A), which is consistent with values
reported in the literature (2000 and 7000 Pa for 20 and 30 g/L, respectively).!”)
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For FGW-based samples, the viscoelastic response is different. The gel point (G' « G’ o f *4)
was observed to occur at higher concentration (C = 10.5 g/L). Above this concentration, physical
gels, characterized by a high G’/G’’ ratio are obtained and the previous “weak gels”, as classified
by Clark & Ross-Murphy, shift to more cohesive gels when the polysaccharide concentration
increases.!!*! It is well accepted in the literature that the gelation of k-carrageenan in water results
from the formation of double-stranded helices laterally arranged in aggregates.!® From this com-
parison of the viscoelastic properties, it appears that the critical K-carrageenan concentration re-
quired for the aggregation of helices to occur is higher in FGW than in water. For concentrations
above 20 g/L, the storage moduli in both solvents are quite similar with a G’ value slightly higher
in FGW, compared to water (Figure 2B). These striking similarities regarding the overall viscoe-
lastic response suggest similar gelation mechanism in the two solvents. It is well known that the
rheological properties of k-carrageenan hydrogels are thermally sensitive.l”’: [13] Consequently,
the evolution of G” and G’ as a function of temperature upon successive heating-cooling sweep
was evaluated. Additionally, the influence of the polysaccharide concentration on these transition
regions was also examined. From the rheological data at 20°C, a concentration in k-carrageenan

of 20.5 g/L was selected to study the temperature dependence of G’ and G’ (Figure 3).

= Water - G' heating

o Water -G" heating

10000 = Water - G' cooling - Water - G" cooling
. ® FGW115 - G' heating © FGW115 - G" heating
“‘J * FGW115 - G' cooling o FGW115 - G" cooling
L_.lj_ .'J..J":.. L T
1000 " g hedrle,
1 L [ ] Te o &
= ] = F
o = . ®,
: %‘qu?c‘“o'-c-t) * [] ] ¢ .
[ri= C ‘n::o:b-f’u\-r . ™ ..
100 | —» . " TPeoag Tt .
o aenoBooag ], - . ‘b"h?’*&: o .. Tys=74°C
o o - £ oe .
= o " Yo 4 * /
o Yo m . %02t 2
N & n TqE:ESC 0-;15!:-22_{5@
© 10 52 frede,
o -—
e T, = 51°C 2
/,/’ ®oogp T2 -
Tg;5=43°(:/ -..:'.Dcllclnunnnnﬂ_DDuPan
[} | n - - -
1 .........'.......=I.“4|—2_
]
0‘1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
20 30 40 50 60 70 80

Temperature (°C)

Figure 3. Evolution of the storage G’ (filled symbols) and loss G’” (open symbols) moduli as a function of

temperature during a heating (1) and cooling (2) rate (2°C/min), C = 20.5 g/L of k-carrageenan in FGW

(red and green symbols) and in water (blue and light blue symbols). The thermal transitions directly in-
dicated in the figure correspond to the crossover point of G’ and G”.
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Focusing on the hydrogel case, upon heating from 20 °C up to 80 °C (dark blue squares, Figure
3), G’ is higher than G’’ at 20 °C (as previously shown, see Figure 2A) but in the temperature
range between 35 °C and 55 °C, G’ and G’ sharply decrease of around 3 decades and 1.5 decade,
respectively. G’* becomes greater than G’ for 7> 48 °C, indicating a liquid-like behavior. This
substantial decrease of both moduli has been ascribed to the thermal-induced dissociation of the
helices-based aggregates [ through the progressive disruption of hydrogen bonds by temperature
increase, causing the breakage of the network. The temperature corresponding to the G, G’
crossover point, indicator of the gel-solution transition temperature (7g/;), was determined to be
48 °C which is consistent with the literature.!”) The viscoelastic response of the hydrogel was then
monitored upon an immediate cooling after the first heating ramp. Back at low temperatures,
pronounced differences in the G’ and G’ values between the heating and cooling ramp emerge,
which come from water evaporation during the analysis. Literature reported thermal hysteresis
phenomenon ascribed to a different kinetic organization of the polysaccharide helices during heat-
ing and cooling, resulting in two different thermal transition temperatures.!'”! Figure 3 emphasizes
a quite small thermal hysteresis of 3 °C, as a value of Ty, of 51 °C was recorded (light blue
squares). This hysteresis is lower than the one described in bibliography, which can reasonably
be explained by an overestimation of 7y, value due to water evaporation. The FGW-gel, at similar
concentration, was analyzed following the same thermal procedure. As shown in Figure 3, differ-
ences in the thermal behavior are observed. Firstly, the decrease of G’ and G’ of the FGW-gel
upon the heating ramp is less acute (two decades against three decades in water for G’). Secondly,
the decrease of the moduli spreads over a larger range of temperature, with a smooth decrease
from 35 °C to 52 °C followed by a more pronounced one from 52 °C up to 80 °C. Thirdly, the
FGW-gel exhibits a better solvent retention propensity: after the two temperature cycles, G’ and
G’ are perfectly superimposed, and the initial viscoelastic properties are fully recovered (Figure
3 red and green data points at low temperature). The T, of 74 °C of the FGW-gel, determined
upon the heating sweep is noticeably higher than in water, and a significant hysteresis (9 °C)
appears with a Ty, identified at 65 °C. The Ty, values of k-carrageenan hydrogels are known to
decrease while increasing the temperature rate and increase with increasing concentration.[”!

Thus, we analyzed two FGW-gels (C = 20.5 and 26.5 g/L), at various temperature ramps (1, 2
and 10 °C/min) (Table 1). The global expected trend is observed, but some small discrepancies
appear for these values measured from the crossover of G’ and G’’. To complete these data, we
also conducted another approach to determine the gelation temperature, based on the divergence
of the complex viscosity (#*) during the cooling ramp, method described in detail by Liu et al.

for hydrogels (Figure S6).[7!
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Determination of 7y, (°C)

K-carrageenan | Temperature rate Method 1 Method 2
concentration (°C/min) G’ & G’ crossover n*
20.5 g/L ! 88 69
(= 1.6 Wt%) 2 65 68
] 10 78 64
26.5 g/L ! 87 76
(= 2.0 Wi%) 2 70 73
] 10 81 71

Table 1. Comparison between two methods for the determination of Ts/s value for two concentrations
of x-carrageenan in FGW (C = 20.5 and 26.5 g/L) at three different temperature ramps (1, 2 and 10
°C/min). All experiments were performed at a fixed frequency of 1 Hz with a constant strain of 1%.

The resulting 7,/ values are quite lower than the ones collected from the crossover method, prob-
ably due to the pronounced dispersive character of the thermal transitions within the FGW gels.
Interestingly, this series of data better fits with the expected effect of concentration and temper-
ature rate. Finally, irrespective of the employed method, 7, of FGW-gels are higher than the
ones measured for the hydrogels. Thus, a higher temperature is required in FGW to allow both
the dissociation of helices aggregates and the helix-to-coil transition. Indeed, the high viscosity
of FGW solvent, compared to water, requires a more substantial temperature input to impart a
sufficient motion of polysaccharide chains. Additionally, a FGW-gel (C=26.5 g/L) was subjected
to several heating/cooling cycles at 10 °C/min between 40 and 100 °C. These cycles were applied
either successively (Figure S7A), or after different waiting times between each cycle (Figure
S7B). Figure S7 highlights a complete reversibility of the viscoelastic properties, which underpins
that the kinetics of the thermal-induced disorganization / reorganization of the cross-linked zones
is rapid and confirms the high solvent retention with temperature for FGW gels, compared to

hydrogels.

II1.4.3.3 Nanostructure of the materials

SAXS measurements were performed to obtain further structural information on the different gels.
FGW-gels and hydrogels, at two different chain concentrations (C = 8.1 and 20.5 g/L) were ana-
lyzed at 20°C (Figure 4). These concentrations were selected so that the resulting mixtures exhibit
different viscoelastic behaviors. Below a polysaccharide concentration of 10 g/L, viscoelastic
liquids were obtained in FGW while "weak" gels started to be formed in water. Conversely, for
C > 20 g/L and at 20 °C (T < Tgs), physically crosslinked gels characterized by G’ much higher
than G'" are generated (see Figure 3). Figure 4A shows the corresponding SAXS patterns (/(g) vs
q) of these samples.
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Figure 4. A. SAXS patterns at 20 °C of k-carrageenan at 8.1 and 20.5 g/L in water (A1) and in FGW
(A2). B. Cross-sectional Guinier plots of the SAXS patterns in water (B1) and in FGW (B2) and
graphical exploitation to determine the average cross-sectional radius (Rg) of rods composed of ag-
gregates of k-carrageenan helices.

All four SAXS profiles presented in Figure 4A can be divided in three parts as a function of the
wavevector. For ¢ < 0.3 nm™!, I(g) scales with ¢/ in water (Figure 4A1). This decrease of the
scattering intensity is indicative of the presence of rod-like monodispersed structures ['*!, which
corroborates the well-accepted gelation mechanism of k-carrageenan in water that results from
the formation of laterally arranged double-stranded helices. Thus, the physical 3D network can
be described as made of bound cylinders crosslinks.!®! In FGW at 8.1 g/L of x-carrageenan, the
intensity is somewhat constant in this g-region, which seems consistent with the fact that this
sample is still a viscous liquid composed of only dissolved polysaccharide chains (i.e. no bound
cylinder crosslinks present yet). In contrast, at 20.5 g/L in FGW, the intensity decreases with a
variation of ¢! in a shorter region (0.1 nm™ < ¢ <0.3 nm™!) and the slope is steeper at lower g-
values; this result suggests that cylinders are still implied in the structure of the gel, but another

structure at larger length scales is also expected.
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Then, when ¢q is comprised between 0.3 and 0.7 nm!, scattering patterns are characterized by a
broad peak. In the case when water is the solvent, it corresponds to the polyelectrolyte peak of k-
carrageenan.!®) The peak position gmax is related to the correlation length between chains. As ex-
pected, the position of the polyelectrolyte peak is directly linked to the concentration of k-car-
rageenan. It is also observed that the polyelectrolyte peak becomes wider when the concentration
increases. Nonetheless, by adding progressive amounts of sucrose in 2 wt% k-carrageenan hydro-
gels, Yang et al reported that the polyelectrolyte peak vanished for 30 wt% of sucrose. The authors
argued that H-bonds between the polysaccharide and the sucrose overcame the electrostatic re-
pulsion interactions between k-carrageenan chains.!! In the present study, the continuous phase
(FGW) is composed of 50 wt% of fructose and ~25 wt% of glycerol and water. Despite the im-
portant number of available OH groups of the polysaccharide for developing H-bonds, a structure
peak is still observed at g-values close to those of the polyelectrolyte peak observed for water-
based systems. As fructose is strongly H-bonded to glycerol and water, it is less accessible to
form H-bonds with the polysaccharide, as reported by Yang et al. for hydrogels containing su-

Crose.

Finally, when ¢ becomes larger than 0.7 nm™!, the decrease of the signal can be assigned to the
propensity of the solvent to dissolve polysaccharide free chains. In this region, /(g) scales with g
% for water while the exponent is higher for FGW (~¢'-*). This suggests that the LTTM is a better

solvent than water for the k-carrageenan chains.

To gain more insight into the dimensions of junction zones at the origin of the formation of the
physically cross-linked gels, cross-sectional Guinier plots (In(gq.1(q)) vs ¢*) were performed. Such
representation has often been used in studies reporting the nanostructure of carrageenan hydro-
gels. Scattering from a long rod with a cross-sectional radius of gyration R, is given by the Guinier
approximation as ¢./(q) = exp(-g*>.Rz*/2)."") R, can thus be evaluated from the linear region in
cross-sectional Guinier plots (qRg < 1). Figure 4B shows the cross-sectional Guinier plots ob-
tained in water and in FGW for the two different studied k-carrageenan concentrations (8.1 and
20.5 g/L). On the one hand, in the case of water, a linear region appears after the peak due to the
electrostatic interactions at lower g values. The cross-sectional radius of gyration obtained are
equivalent for the two concentrations (1.08 nm and 1.1 nm) (Figure 4B1), which is line with the
values reported by Yang et al. This result indicates that the number of rods distributed in the
aqueous phase increases, but the average diameter of the helices aggregates remains constant. On

the other hand, Figure 4B2 shows the cross-sectional Guinier plots obtained in FGW.

Benoit CAPRIN 211
Thése au sein de I’école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023

UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres

Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette theése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf

© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre III / Incorporation de k-carraghénane dans FGE115

As discussed before, only rare aggregates may be present in the solution of lowest concentration.
Thus, no R, value can be determined in this case. Conversely, the Guinier plot for the FGW gel
at C =20.5 g/L yields a cross-sectional radius of 0.95 nm. SAXS profiles were also investigated
at 80°C for all samples, the Guinier plots obtained at this temperature for C = 20.5 g/L (data not
shown) present the same profile that for the lower concentration in FGW (Figure 4B2) suggesting
the disappearance of aggregates induced by the temperature increase. This is consistent with rhe-
ological measurements and the thermo-reversible behavior of k-carrageenan gels (Figure 3).
Eventually, it appears once again that the gelation mechanism resulting from the formation of
laterally arranged double-stranded helices is quite similar between FGW and water solvents, lead-
ing to rod-like structure with similar size. Since the structure peak of the polysaccharide is broader

in FGW, the distribution of interaction lengths is less dispersed in space in the case of water.

We thus propose, in Figure 5, the following schematic representation of the internal organization
of the hydrogel and FGW gels, mainly based on SAXS investigation but corroborated by the
observed rheological behavior. In both gels, gelation is obtained, at low temperature and for suf-
ficient polysaccharide concentration, when k-carrageenan chains start forming rod-like aggre-
gates acting like physical crosslinks. These physically bounded cylinders (schematized in blue in
Figure 5) are made of an aggregate of double-stranded helices.[®! In the case of water-based gels,
these aggregates are slightly larger in diameter than for FGW -based gels, with probably one extra
double-stranded helix. Another difference between the two systems raises from the interactions
between the solvent and the free k-carrageenan chains, while in the case of hydrogels the chains
are more coiled up; in the case of FGW, being a better solvent for k-carrageenan chains that leads
to a more extended network with more H-bonds between the solvent and chains, despite an ap-
parently less homogeneous distribution of interactions lengths. With this overall structural pic-
ture, and considering a same concentration k-carrageenan chains, the FGW-based gel should lead
to a better-connected network with more physical junctions (as the physical aggregates in the
hydrogel case involved more k-carrageenan helices) and stronger solvent-chain interactions (i.e.

strongly H-bonded solvent).
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Water-based gel FGW-based gel

/\j\ K-carrageenan chains
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Figure 5. Illustration of the suggested organizations obtained in water-based gel and
in FGW-based gel.

II1.4.3.4 Mechanical properties

It was reported that k-carrageenan forms rigid and brittle hydrogels. When the water phase is
modified or another solvent than water is used to obtain k-carrageenan gels, small deformation
tests are used to discuss the viscoelastic behavior of such mixtures. However, the mechanical
response to large deformation is scarcely described. Herein, we submitted gels obtained in FGW
and in water (26.5 g/L) to compression tests in order to reach the large strain response (see
II1.4.2.3. Compression tests). Figure 6 regroups the engineering stress — engineering strain curves
obtained. As shown in this Figure, samples are progressively deformed until a maximum stress is
reached, corresponding to the stress at which the gel ruptures. When samples are subjected to
small strain (< 20 %), the mechanical response of hydrogel and FGW-gel are similar. This is
consistent with the rheological measurements performed at small strains (see Figure 2, C = 26.5
g/L): the storage modulus values obtained in both solvents are comparable. Then, for larger
strains, the non-linear elastic regime of gels appears. The slope values for both solvents are rela-
tively equivalent indicating a similar strain-hardening capacity, underlining a relatively analogous
physically crosslinked gel structure. However, the range of stress supported by the FGW -gel is
significantly higher than that of the hydrogel.
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Figure 6. (A) Engineering stress - strain curves obtained through compression tests at room tem-
perature with a compression rate of 1 mm/min for 26.5 g/L gels in water (blue line) and in FGW
(red line). (i) to (v) Photographs of the FGW-gel during compression test are shown to illustrate its
ability to reach large compressive deformation. (B) Average stress at break and (C) average strain
at break for both solvents-based gels (measurements were performed in triplicate).

In other words, the stress at fracture obtained in FGW (0.50 MPa) is almost twice bigger than that
of the hydrogel (0.26 MPa) (Figure 6B). Concomitantly, a higher strain at break is also reported
for the FGW-gel compared to the hydrogel, respectively around 65% and 50%, based on triplicate
measurements (Figure 6C). For the hydrogel, the values of stress/strain at break are consistent
with a previous study that reported a fracture stress of around 0.2 MPa for a 2% x-carrageenan
hydrogel.[?% In the case of FGW, despite the high compression ratio, the gel hardly exudes (com-
pared to water), highlighting again the good solvent retention ability of the system. As the as-
sumption of constant volume being almost respected the true stress-true strain curves are given
in Figure S8. Figure S8 shows that the true strain of the FGW-gel presents a slight inflexion at

large strains indicating a propensity to shear localization before rupture.

Thus, with a very simple preparation method, the FGW mixture proposed in this study appears as
an interesting alternative to develop fully biobased gels with enhanced mechanical properties
compared to hydrogels. Better properties may arise in the future for FGW -gels as Cairns et al.
also studied the addition of carob gum to obtain tougher k-carrageenan hydrogels which were

better able to withstand mechanical stress.
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III.4.4. Conclusion

In conclusion, we were able to develop fully biosourced physical gels through the incorporation
of k-carrageenan chains in FGW solvent, via an eco-friendly experimental approach. As hypoth-
esized in the introduction, FGW-based gels present improved properties compared to their aque-
ous analogous. Indeed, the gels exhibit promising thermal behavior with an extended operating
temperature range compared to hydrogels. Even if the study of the nanostructure and the rheolog-
ical characterizations evidenced a similar gelation mechanism of k-carrageenan in both solvents,
the transition temperatures 7/ of the FGW-gels are higher than the ones obtained in water, and
the initial viscoelastic properties are fully recovered after multiple heating and cooling cycles
which is a key advantage compared to hydrogels. The supramolecular FGW structuration offers
a better solvent retention and contributes to the formation of additional H-bonds within the gel.
This peculiar spatial structuration provides a mechanical response improvement demonstrated by
compression tests. Finally, we validate through this study, that the enhanced properties of these
FGW-based gels result from the formation of synergetic interactions between this peculiar LTTM
solvent and k-carrageenan polymer chains. These soft materials, never reported in literature so

far, are expected to find applicative uses in green and sustainable soft material technologies.
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II1.4.6. Supporting information

II1.4.6.1 Polysaccharide characterization

e Thermogravimetric analysis (TGA)
The thermogravimetric analyses were performed with an ATG Q500 (TA Instruments), from 25°C
to 380°C with a ramp of 10°C/min under nitrogen flow. The curves are processed with the TA

Universal Analysis software.
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Figure S1. TGA thermogram of k-carrageenan.

e Size exclusion chromatography (SEC)
An aqueous solution of k-carrageenan (0.53 mg/mL) filtered at 0.45 um was injected in a Wyatt
Technologies SEC. A buffer solution of NaNO3 (0.1 M - pH 7) and Aquagel PL columns of OH

mixed M8 micro were used. A triple detection was performed.
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Figure S2. Size exclusion chromatogram of aqueous solution of x-carrageenan (0.53mg/mL).
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e Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
A solution of k-carrageenan (7 mg/mL) was prepared in D»O. 3-(Trimethylsilyl)propionic-
2,2,3,3-d4 acid sodium salt (TSPd4) was added to fix chemical shifts. Solubilization was per-
formed at 100°C for 30 min followed by an ultrasonic run at room temperature for 30 min. NMR
analyses were performed on a Bruker AVANCE III spectrometer operating at 400.1 MHz for 1H
with a 5 mm BBFO+ probe. The following acquisition parameters were applied: T=353K,
NS=512, d1=4s. Figure S3 presents the 'H NMR spectrum which is consistent with literature and
confirms the absence of other forms of carrageenan.?!! Experiments and attributions were based

on literature.[??!
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Figure S3. 'H NMR spectrum of x-carrageenan in D0 (7 mg/mL) at 353K
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II1.4.6.2 k-carrageenan based gels characterization

e Thermal characterization (DSC)

B
50 r
[ —Cyclel —Cycle2 —~Cycle3 —~Cycled 0.8 Cyclel —Cycle2 —Cycle3 —Cycled
40 | 06 F
30 _ 04
S ®
— — -
z 20 F B 02
3 1 2 of
‘% 10 ¢ < b
] r 202 F
T oof ~ = 3
04 F
-10 - T,=7C 06 [
{1 J S S S S S S S A S T S S SO S S S S S| 08 Lo e e
-150 -100 -50 0 50 100 -150 -100 -50 0 50 100

Temperature (°C)

X0 up

Temperature (°C)

exo up

Figure S4. DSC thermograms of k-carrageenan (C = 26.5 g/L) gels obtained in water (A) and in FGW (B)

One can note that we obtained an unusual shape for icing of water that occurs between -10 and -
20°C (Fig. S4A). As the ramp temperature used is quite important (10°C/min) and the amount of
water higher than 97wt%, we hypothesized that the prompt and exothermic solidification of water

release enough energy to counteract the decrease in temperature.
e Rheological properties

Flow curves for C <12 g/L
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Figure S5. Evolution of the viscosity as a function of the shear rate of solutions of k-carrageenan in water (A)
and in FGW (B), at different polysaccharide concentrations, at 20°C

Benoit CAPRIN 218

Thése au sein de I’école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023
UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres
Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette theése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf
© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre III / Incorporation de k-carraghénane dans FGE115

Determination of Ts/g based on the divergence of the complex viscosity (n*)
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Figure S6. Illustration of the method 2 for determination of Ts/s from the evolution of the complex viscosity
(n*) with time during cooling for 3 different temperature rates (1, 2 and 10°C/min) (C = 20.5 g/L).
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Figure S7. Evolution of G’ and G’ as a function of temperature of xk-carrageenan (C = 26.5 g/L) FGW-gel,
subjected to various thermal cycles applied either successively (left), or after various waiting times (right).
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Figure S8. True stress (&7) - (or) true strain curves obtained through compression tests at room temper-
ature with a compression rate of 1 mm/min for 26.5 g/L gels in water (blue line) and in FGW (red line).
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Chapitre IV / Contexte et enjeux

IV.1 Contexte et enjeux

Tout au long de ce travail de thése, un regard critique a été porté sur les techniques utilisées et
les résultats obtenus afin d’en assurer le potentiel applicatif par Gattefossé. Ce chapitre IV est
donc consacré a I’application aux extraits végétaux des travaux détaillés dans les chapitres
précédents. A I’image de ce qui précéde, ce dernier chapitre se décompose en trois sous parties :
(i) recherche bibliographique et état de 1’art, (ii) caractérisation d’extraits végétaux obtenus
avec différents solvants FGE et (iii) incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux
industrialisés par Gattefossé. Au travers d’une bréve introduction a I’extraction végétale, la
premicre partie permettra de resituer cette discipline dans un contexte industriel cosmétique. Ce
sera également 1’occasion de revenir sur la stratégie de développement ayant permis aux équipes
de Gattefossé de concevoir et d’industrialiser des solvants NaLTTM (ou NaDES) et les extraits
végétaux qui résultent de leur utilisation. Ces travaux ayant été résumé dans un ouvrage en
anglais pendant la durée de cette thése, nous avons fait le choix de I’insérer dans le manuscrit
comme pour les publications dans les chapitres précédents. Dans la seconde partie, on se
demandera tout d’abord si un extrait végétal (solvant + extractibles) obtenu avec un NalLTTM
présente les mémes caractéristiques physico-chimiques que le solvant seul ? On s’attachera
ensuite a évaluer les performances extractives de différents mélanges FGE caractérisés dans le
chapitre II. Plus particuliérement, on s’intéressera a 1’impact de la structure supramoléculaire
(et donc de la teneur en eau) sur le potentiel extractif de composés anti-oxydant présents dans
une matiere végétale modele. La stabilité physico-chimique et microbiologique de ces extraits
liquides sera ¢galement étudiée afin de déterminer les points faibles et les points forts de ces
systémes. L’enjeu est d’identifier des voies de progreés pouvant étre déployées industriellement.
La troisiéme partie concernera 1’ajout de polysaccharides dans des extraits végétaux obtenus
avec le solvant FGE115. L’objectif est d’obtenir des systemes plus visqueux et/ou gélifiés afin
de diminuer la mobilité et la diffusion des molécules extraites. Cette voie devrait permettre
d’améliorer la stabilité physico-chimique et microbiologique comparativement aux extraits
liquides en FGE115 qui présentent, pour certains, quelques instabilités. On se demandera s’il est
possible d’obtenir des gels en associant un extrait NaLTTM et un polysaccharide ? Et si oui,
quel est I’impact des composés phytochimiques sur la structuration du gel ? Inversement, quel
est I’impact de la présence du polysaccharide sur la stabilité des composés phytochimiques ?
C’est une partie des questions et des défis techniques qui seront a relever dans cette derniére
partie. L’enjeu principal étant de détecter de nouveaux potentiels applicatifs tout en s’assurant

qu’ils soient industrialisables.
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Chapitre IV / L'extraction végétale et son application industrielle

IV.2 L'extraction végétale et son application industrielle

Dans son aspect théorique le plus simple, un procédé d'extraction végétale vise a favoriser le
transfert de molécules d'intérét contenu dans une matiére premicre végétale généralement solide
vers une phase généralement liquide appelée solvant. Aprés séparation solide/liquide, le liquide
contenant les composés phytochimiques extraits (ou extractibles) est appelé [’extrait. Ce

procédé peut étre décrit dans ses grandes lignes par la figure IV.1.

FLUID

SOLID OBJECT Setent

Plant-based '
raw material : -

A Extraction process

Vi~

Solid tailings / \ Extract

of the plant Solid/liquid
separation process

Figure IV.1 Illustration de principe d’'un procédé d’extraction végétale par un solvant liquide

Le solvant d’extraction peut étre un gaz ou un solide mais seule I’extraction par voie liquide
sera discutée dans ce manuscrit. Au cours de I’extraction par un liquide, deux étapes majeures
peuvent étre identifiées. La premiére étape consiste en l'imprégnation de la matiére végétale
solide par le solvant. Elle peut étre optimisée par une agitation adéquate, I’augmentation de la
température ou encore la diminution de la taille des particules solides. A 1’exception des
solvants trés visqueux, cette étape d’imprégnation est rapide et non limitative pour le procédé
tant sur le plan cinétique qu’économique. La deuxieme étape réside en la diffusion des
molécules a extraire de la phase solide vers la phase liquide. C’est ce transfert de matiere par
diffusion qui constitue 1’étape d’extraction a proprement parler. Ce phénomene est gouverné par
les propriétés physico-chimiques du solvant telles que : la densité, la polarité, la constante
dié¢lectrique et son affinité chimique avec les extractibles. De nombreux modéles mathématiques
peuvent étre appliqués pour prédire les aspects cinétiques de diffusion. Ils reposent pour la
plupart sur des adaptations de la loi de Fick !'l. L obtention des coefficients de diffusion des
différents extractibles permet ainsi, en théorie, de pouvoir comparer 1’efficacité d’extraction de
différents solvants. Un exemple de modélisation réussie concerne 1’extraction de polyphénols
contenus dans les graines d’avocats [21. Les auteurs ont obtenu de bonnes corrélations entre les
valeurs expérimentales et un modéle mathématique basé sur la loi de Fick modifiée par la

théorie du film, autrement dit I'imprégnation du solide par le solvant.
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Chapitre IV / L'extraction végétale et son application industrielle

Ce caractére prédictif de la modélisation résulte des précautions prises par les auteurs pour
utiliser ce modele (broyage fin, tamisage, controle de la granulométrie, etc.). L’efficacité d’une
extraction dépend donc principalement de la nature du solvant. A titre d’exemple, 1’eau qui est
un solvant fortement polaire constitue un trés bon solvant pour des molécules polaires (sucres,
acides aminés, acides organiques, certains polyphénols glycosylés...). A I’inverse, I’hexane qui
est un solvant apolaire sera sélectionné pour extraire des composés apolaires comme les
terpénoides, les vitamines ou les colorants liposolubles. Comme tout phénomeéne de
solubilisation, I’extraction est un phénomene cinétique dépendant du temps et de la température.
Une étude cinétique permettra de déterminer les conditions optimales pour enrichir le solvant en
extractibles et épuiser le végétal. L’extraction peut étre réalisée en réacteur agité de fagon
discontinue (batch) ou en continu par extrusion par exemple. Depuis plusieurs dizaines
d’années, diverses techniques d’intensification ont été développées. Les plus documentées
concernent 1’utilisation d’ultrasons ou de microondes dont 1’action va déstructurer le solide et

(3], Un schéma de principe en trois étapes

ainsi faciliter I’accés du solvant aux extractibles
proposé par Medina-Torres et al. illustre 1’effet déstructurant des ultrasons sur une cellule

végétale contenant des composés phénoliques (figure IV.2) 4,

Cellul. Il " "
i Phenolic compounds Cellular Disruption | ¢oyjar Disruption
Release of the compounds
& -
75 >
L /
/
Bubble . Solvent inlet
Bubble collapse
Bubble

A) Representation: Bubble and vegetal cell B) Breakdown of the cell wall C) Diffusion of the solvent and rel of the p d

Figure IV.2 Principe de déstructuration d’'une cellule végétale par effet de cavitation conduisant a
la libération des extractibles [

Une fois le contenu en extractibles validé quantitativement et qualitativement, le liquide et le
solide résiduel sont séparés lors de I’étape de séparation solide/liquide au moyen de différentes
techniques. Puis, divers traitements peuvent étre appliqués a I’extrait liquide en fonction de ses
caractéristiques. Un solvant volatil (éthanol, hexane) pourra étre évaporé afin d’obtenir un
extrait mou ou une résine. L’eau pourra étre distillée ou sublimée pour obtenir un extrait sec.
Un extrait liquide, aprés une ou plusieurs étapes de filtration, peut subir des modifications post-
extraction (modification de pH, ajout d’un conservateur ou d’un stabilisant) pour étre conservé

sous forme liquide.
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Chapitre IV / L'extraction végétale et son application industrielle

Ainsi, I’extraction végétale ne se limite pas au transfert de matiére entre un solide et un liquide
qui s’opére pendant 1’étape d’extraction solide/liquide mais englobe une succession
d’opérations unitaires allant de la préparation de la matiére premiére a la modification de
I’extrait pour satisfaire a 1’application recherchée. En résumé, le point commun entre tous les
procédés d’extraction végétale ayant été développés depuis des millénaires repose sur la
capacité d’un solvant a solubiliser les extractibles recherchés. Cela implique une maitrise de la
matiére premicre utilisée et de ce qu’elle contient qualitativement et quantitativement. Or, la
composition phytochimique d’une matiére végétale dépend de nombreux facteurs
(géographique, climatique, saisonnier, agronomique, logistique etc.) qui peuvent étre encadrés
mais difficilement standardisés. Ainsi, bien que des modé¢les mathématiques permettent une
prédiction satisfaisante dans certains cas, chaque procédé d’extraction végétale reste un cas
particulier. Cette discipline « artisanale » nécessite par conséquent un savoir-faire et une

adaptation permanente en fonction des observations réalisées lors de chaque lot produit.

Si I’on considére un procédé d’extraction comme une succession d’opérations unitaires, on
comprend que son industrialisation englobe des opérations amont et aval a I’étape d’extraction.
Les opérations amont concernent toutes les activités d'approvisionnement de la phase solide
depuis le champ de culture jusqu'au chargement dans le réacteur d'extraction. Différents aspects
doivent étre explorés et contr6lés, de la culture (emplacement, type de sol, reproductibilité,
projection industrielle, contraintes techniques) jusqu'a I'état physique avant extraction (séchage,
broyage, tamisage, conditionnement, stabilité). D’autre part, les opérations aval concernent la
récupération de la phase liquide aprés extraction (séparation solide/liquide, filtration) mais
également toutes les étapes supplémentaires (purification, régénération du solvant, etc.)
jusqu’au conditionnement de 1’extrait. Toutes ces opérations unitaires sont interconnectées. Par
exemple, le choix d’une granulométrie pour le solide influencera 1’extraction mais également le
choix de la technique de séparation solide/liquide a mettre en ceuvre. Méme si certains outils
théoriques de génie chimique aident 1’ingénieur a définir et a optimiser un procédé d'extraction,
la conception industrielle requiert également un certain savoir-faire qu'il est presque impossible

de traduire en équations.

Le facteur colt est une préoccupation majeure pour les industriels. Cependant, la viabilité
économique n’est plus une condition suffisante aujourd’hui. Depuis plus de 10 ans, I’extraction

végétale a suivi une "révolution verte". Cette évolution des pratiques entraine un virage

(3

technologique vers I'éco-extraction !, De plus, la responsabilité sociale et environnementale

(RSE) des entreprises prend une place de plus en plus importante dans les choix et orientations

des industriels. Les acteurs de I’extraction ont récemment créé le label Ingrédient Eco
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Chapitre IV / L'extraction végétale et son application industrielle

Responsable (ERI360) dont les lignes directrices du référentiel reposent sur la valorisation de
matiéres premieres renouvelables, l'utilisation de procédés non dangereux et économiquement
viables et plus particulicrement l'utilisation de solvants verts. C’est dans ce contexte que
Gattefossé s’est intéressé aux solvants NaDES et NaLTTM. Plutét que de s’adapter aux
différentes contraintes détaillées précédemment, 1’entreprise a fait le choix stratégique de se
tourner vers de nouveaux solvants pouvant répondre plus favorablement a ces exigences que les

solvants traditionnels tout en maintenant ou en améliorant la performance extractive.

IV.3 The use of NaDES to support innovation in the cosmetic
industry

Avant-propos

Le chapitre I (Etat de I’art) de ce manuscrit a fait apparaitre que la diversité des constituants
pouvant entrer dans la préparation de NalLTTM ouvre des opportunités colossales pour la
valorisation de la biomasse et de 1’extraction végétale. Le chlorure de cholinium (ChCl) est
I’accepteur de liaisons hydrogéne (HBA) le plus utilisé pour constituer de tels solvants.
Cependant, bien que peu cher, biodégradable et non toxique, le ChCl et ses dérivés sont
interdits en Europe pour des applications cosmétiques (Réglement européen sur les cosmétiques
CE n°1223/2009, annexe II). L’utilisation de NaLTTM a base d’acides organiques n’est pas non
plus souhaitable pour des applications cosmétiques. En effet, le pH trés acide de ces solvants est
incompatible avec certaines formulations cosmétiques (stabilité, nécessité de neutraliser le
pH,...). Finalement, seuls les NaLTTM a base de polyols, de sucres et/ou d’acides aminés
semblent compatibles avec I’ensemble des applications cosmétiques industrielles. C’est dans la
conception de ce type de mélanges que Gattefossé s’est orienté en 2012 sous I’impulsion de
Frédéric Demarne alors Directeur R&D. L’entreprise visait a identifier des solvants innovants,
efficaces et agrosourcés offrant des perspectives intéressantes pour ses activités d'extraction
végétale. Le contexte, la stratégie de développement ainsi que les principaux résultats ont été
regroupés en 2021 dans un chapitre de 1’ouvrage « Advances in Botanical Research Eutectic

5

Solvents and Stress in Plants » 1. Comme pour les publications constitutives des chapitres

précédents, ce document rédigé en anglais est repris dans ce manuscrit. L’utilisation du terme

NaDES est privilégiée dans ce document.
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

IV.3.1 Introduction

Since their introduction, Natural Deep Eutectic Solvents (NaDES) have emerged as a promising,
eco-friendly alternative to petrochemicals to dissolve plant metabolites. As the demand for
sustainable, green cosmetics is growing, those solvents represent unexplored opportunities to
develop innovative extracts with unique phytochemical footprints and biological activities.
However, despite the number of NaDES described in the literature, only a few can actually be
used for cosmetic applications because of safety or regulatory issues. This chapter will first
introduce the regulatory framework and green chemistry requirements that cosmetic active
ingredient have to comply with. To answer the challenging question of how NADES can support
innovation in the cosmetic industry, the second part will present the strategy chosen by
Gattefossé to develop, characterize and industrialize solvents and extraction processes that
overcome cosmetic constraints. Finally, the value-added of NaDES compared to traditional
extraction solvents in terms of their phytochemical composition and biological efficacy on

human skin and skin models will be discussed through concrete examples.

IV.3.2 Regulatory framework, market trends and botanical cosmetic bio-
actives

IV.3.2.1A few words on the cosmetic regulatory and market environments

According to the European Regulation (EC) No 1223/2009 a “cosmetic product” is defined as
“any substance or mixture intended to be placed in contact with the external parts of the human
body (epidermis, hair system, nails, lips and external genital organs) or with the teeth and the
mucous membranes of the oral cavity with a view exclusively or mainly to cleaning them,
perfuming them, changing their appearance, protecting them, keeping them in good condition or
correcting body odours” (Regulation (EC) No 1223/2009) ). The European personal care
association, namely Cosmetics Europe, describes seven main categories of cosmetics and
personal care products: oral care, skin care, sun care, hair care, decorative cosmetics, body care
and perfumes 7). The Federal Food, Drug, And Cosmetic Act codified into Title 21 Chapter 9 of
the United States Code (sometimes referred to as 21CFR) offers a slightly different definition,
as the term "cosmetic" identifies “articles intended to be rubbed, poured, sprinkled, or sprayed
on, introduced into, or otherwise applied to the human body or any part thereof for cleansing,
beautifying, promoting attractiveness, or altering the appearance, and articles intended for use

as a component of any such articles; except that such term shall not include soap.”
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

For regulatory purposes, the term “cosmetics” includes products for the eyes, face, nails, hair,
skin, and mouth, which may be in the form of products such as makeup, polish, hair dyes and
colouring, sunscreens, fragrances, shave gel, oral care and bath products, and products for
infants and children [®,

Cosmetic formulation is primarily a matter of chemical substances, even when substances are
from natural origin. REACH - which stands for Registration, Evaluation, Authorization and
Restriction of Chemicals- has entered into force in 2007 and has set the regulatory framework
of chemical companies operating in Europe. In short, chemical manufacturers must identify,
declare, register, and provide safety data and information for the substances they manufacture (a
substance is defined as a chemical element and its compounds in the natural state or the result
of a manufacturing process). Requirements increase with increasing production volumes. Over
the past decade, with growing environmental awareness and consumer education thanks notably
to digital technologies and social networks, the demand for natural cosmetics has been on the
rise. As a result, the pressure on the industry for providing more sustainable raw materials of
natural origin has increased likewise. For instance, even though preservatives are strictly
regulated in most countries (with a restricted list of ingredients and appropriate concentrations
of use, based on available safety data), concerns about preservatives of petrochemical origin
such as phenoxyethanol have been rising at the same time. Given the wide range of ingredients
required for cosmetic formulation (oils, emollients, surfactants, preservatives, texturing agents,
actives and auxiliaries, pigments, fragrance...), the challenge for a green transition is immense.
The recently released ISO16128 standard is an interesting example of how the industry is
moving to help formulators and consumer make more sustainable decisions.

Bio-active ingredients take a very special part in that landscape. If some chemicals such as
retinol, hyaluronic acid and collagen have long acquired a cosmetic fame, plants have always
been a source of inspiration for the personal care industry. Most traditional medicines are based
on herbal remedies and beauty rituals have always been close to folk medicine. Licorice,
calendula, mallow, rose, soy, ginseng, aloe vera, amongst others, are widely associated with
cosmetic benefits. Since the late 90’s and the scandal of Creutzfeld-Jacob disease, the interest
of the industry in plant remedies has renewed. But the green challenge is not as easy as it may
appear. Indeed, until recently, a natural origin of the feedstock was enough for a botanical
extract to claim “natural”. Nowadays, expectations have become much higher and the
naturalness of a commercially available plant extract must be considered as a whole: feedstock,
farming type, eco-design, bio-based solvents and preservatives. This seems to be a smart
direction when considering the current environmental challenges, but it also requires companies
to be more creative and innovative. And one way to innovate in plant extraction is undoubtedly

working on the extraction process itself.
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

1V.3.2.2 Plant extracts, green chemistry, and naturalness

Green chemistry is often cited as a master guidance to make a mindful use of biodiversity. This
concept is based on twelve principles that aim to reduce manufacturing wastes of existing
processes or make use of renewable feedstocks but also to define less polluting processes P11,
Naturally, solvents occupy a strategic place in the development of the concept of green
chemistry. To be called “green”, a solvent must meet various criteria such as safety,
biodegradability and recyclability. Most of these principles can be applied to plant extraction
processes. Indeed, the first step of all plant extraction processes is a solid-liquid mass transfer,
meaning the transfer of phytochemicals contained in the solid plant raw material to an
extraction solvent, most of the time a liquid. The higher the affinity of the phytochemicals for
the solvent, the better the transfer is expected to be. However, polarity and chemical affinity is
not the only requirement for efficient plant extraction. Solid processing prior to extraction
(drying, grinding, sieving...), kinetics, temperature, physicochemical characteristics of the
solvent, stirring method, there are some of the many variables that have to be taken into account
to design an extraction process. A huge number of industrial processes use non-renewable
solvents. Efficient extraction solvents are often of petrochemical origin and thus, more and
more disregarded. For instance, hexane is the reference extraction solvent when it comes to non-
polar compounds such as curcumin. Many resources are invested nowadays to find an efficient,
eco-friendly alternative to hexane. Supercritical CO; is a promising alternative to hexane when
searching for lipophilic compounds, but extraction yields are sometimes low. The number of
extraction solvents suitable for manufacturing plant-derived bio-active ingredients has shrunk
with increasing sustainable requirements. For the extraction of polar or semi-polar compounds,
solvents such as water, glycols and ethanol (alone or in mixtures in water) are perfectly
appropriate but certain drawbacks remain. Because of volatility and flammability, the
transportation and handling of ethanol require specific safety measures and labelling. Besides,
due to its drying nature, it can disturb the hydrolipidic film of the skin and cause discomfort
sensations for people with sensitive skin. It can be removed by distillation but from an energy
saving point of view, this downstream step is not ideal. Glycols such as butylene glycol,
propylene glycol (1,2-propanediol) and propanediol (1,3-propanediol) can make up interesting
extraction solvents when used alone or in combination with water. However, consumers tend to
associate glycols with petrochemicals and often try to avoid glycol-containing cosmetic
formulations. However, manufacturers offer nowadays both butylene glycol and 1,3 -propanediol
of natural origin. When it comes to aqueous extracts, both liquid and powdered, the
microbiological safety is a major limitation. Generally speaking, cosmetic products should not

contain more than 100-1000 CFU/ml of total viable aerobic mesophilic microorganisms, and
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

pathogens such as Staphylococcus aureus or Escherichia coli should be absent. Sterile filtration
and sterile packaging can be an alternative but remain relatively expensive and create handling
constraints at an industrial scale. Gamma irradiation doesn’t obviously comply with natural
standards. As a result, aqueous extracts often require the addition of preservatives. And
unfortunately, only a few green preservatives can be used without downgrading product

naturalness.

IV.3.3 NaDES, an opportunity for sustainable plant extraction

I1V.3.3.1 Low Transition Temperature Mixtures for plant extraction

The discovery of ionic liquids (ILs), sometimes referred to as Deep Eutectic Solvents (DES),
Natural Deep Eutectic Solvents (NaDES) or Low Transition Temperature Mixtures (LTTM) has
opened new horizons for sustainable, green plant extraction. These names are sometimes used
without robust physicochemical characterization and different names can refer to the same
solvent. Moreover, in some cases, the identification of the class a mixture belongs to is unclear
(11l But leaving the naming controversy aside, thanks to their physical properties, which
facilitate the recycling (low vapor pressure and high melting point) ionic liquids were quickly
classified as "green solvents". However, this affiliation is debated since some papers have
reported a poor biodegradability and potential toxicity of some of these mixtures, especially
halogenated ionic liquids ['?!. And despite a growing interest of the scientific community in
ionic liquids for industrial applications, some of the most widely used salts are incompatible
with cosmetic applications. Deep eutectic solvents are a more sustainable alternative than ionic
liquids. They consist of a mixture of salts and organic compounds, one being a hydrogen bond
donor (HBD), the other one a hydrogen bond acceptor (HBA). Charge delocalization is achieved
through hydrogen bonding between compounds. As a result, those mixtures possess a melting
point significantly lower than that of individual components, leading to a stable liquid phase at
room temperature '], Based on their NMR-based metabolomics knowledge, Choi and co-
workers hypothesized that the metabolites that occur in large amounts in plant cells may form a
third type of liquid, different from water and lipids. To support this hypothesis, they assessed
the solubility of some common natural products in their new viscous liquids and discovered that
those mixtures had an important role to play in cellular metabolism. Thus, they coined the term
“Natural Deep Eutectic Solvents” for those mixtures, abbreviated NaDES ['*l. Dai has reported
several stable NaDES, particularly mixtures of primary metabolites, such as organic acids,
amino acids, and sugars. The properties of those mixtures can be tailored by the addition of

water. Moreover, they can be used as extraction solvents and can thus replace conventional
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

(151 Considering the

organic solvents thanks to high extraction potential and good stability
diversity of constituents which can enter the preparation of DES and NaDES, perspectives
offered by these mixtures for the development of new industrial extraction processes are
impressive. For instance, Jablonsky and co-workers published in 2018 a review on the up-
cycling of agroforestry biowastes [!°], Hundreds of mixtures used to successfully extract several
types of compounds of different polarity such as flavonoids, phenolic acids, stilbenes, tannins,
protein, carbohydrates, nucleic acids, flavones, lignans or tocopherols, are listed. Choline
chloride here appears as the most widely used compound to make up such solvents. However,
choline chloride and its derivatives are prohibited in cosmetics in Europe (European Cosmetic
Regulation EC No. 1223/2009, annex II). Thus, all solvent mixtures containing choline chloride
cannot be used as an extraction solvent for cosmetic plant extracts. In this context, there is a

need to design new NaDES mixtures compatible with cosmetic applications, and to assess their

plant extraction performance in comparison with conventional solvents.

IV.3.3.2 Designing NaDES solvents for cosmetic applications

Gattefossé started working on NaDES back in 2012, at a time when the available scientific
literature was much more limited than today. We started looking for innovative, effective, bio-
based solvents for plant extraction that would widely comply with cosmetic regulations. Those
solvents had to meet both the green chemistry principles on one side and comply with industrial
constraints on the other side. Keywords were unique phytochemical profile and extraction

performance at least equivalent to that of conventional solvents.

First of all, substances should be allowed for cosmetic use and should thus primarily not appear
in Annex II of the European Cosmetic Regulation EC No. 1223/2009. Second, those substances
should be bio-based and available at a reasonable cost at industrial scale. Third, the solvents
should demonstrate characteristic features of NaDES mixtures, meaning a supramolecular
structure as that described by Choi and co-workers. Fourth, mixtures should have a low or
tunable viscosity at room temperature to allow homogeneous dispersion of the plant material
and easy solid/liquid separation. Fifth, those mixtures should demonstrate long term stability,
including microbial stability, alone or in combination with green preservative systems. Sixth,
the solvents should be compatible with classical cosmetic formulations such as lotions, creams

or gels. Last but not least, they must demonstrate an excellent safety profile.
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

1. Selection of compounds and mixture preparation

Taking into account the above criteria, we selected the following ingredients:

e Trimethyl glycine (an amino acid also called betaine) as alternative quaternary
ammonium to choline chloride, which as mentioned earlier is forbidden in cosmetic
products in Europe. Betaine is non-toxic, already used in food supplements and
cosmetics, available in large quantities at a very affordable price and can be approved
by the Cosmos standard for natural cosmetics, when manufactured from sugar beet. Two

other amino acids were selected according to the same criteria: glycine and arginine.

e Although organic acids are reported to be suitable for NaDES preparation, we did not
select these compounds because of their acidic nature that can create instability in

cosmetic formulations.

e Fructose and glucose were selected among monosaccharides and sorbitol and xylitol

among sugar alcohols (or polyols).

e Three short-chain alcohols were selected: two dihydroxy alcohols (propanediol and
butylene glycol) and one trihydroxy alcohol (propane-1,2,3-triol or glycerol or
glycerine). Even if these short-chain alcohols are rarely present in the plant kingdom,
their use is well described in the literature for the preparation of NaDES and they offer
two strong advantages for cosmetic and industrial applications: they are liquid at room

temperature, can be bio-based and are available at large scale for a reasonable price.

The chemical structures of those compounds are presented in figure IV.3.
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= 2-Aminoethanoic acid
L-Arginine (Amino acid) Betaine (Amino acid) CAS 56-40-6 ; C,HsNO, ; MW 75.07
= (S)-2-Amino-5-guanidinopentanoic acid = 2-Trimethylammonioacetate
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= 3-D-glucopyranose = B-D-fructopyranose
CAS 50-99-7 ; CgH;,0g ; MW 180.16 CAS 57-48-7 ; CgH1,06 ; MW 180.16 Butylene Glycol (Glycol)
= Butane-1,3-diol
OH OH OH OH CAS 107-88-0 ; C4H100; ; MW 90.12
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Xylitol (Polyol) Sorbitol (Polyol) Glycerol = Glycerin (Polyol)
= (2R,3R 48)-pentane-1,2,3,4,5-pentanol = (2S,3R,4R 5R)-hexane-1,2,3,4,5 6-hexol = 1,2,3-propanetriol
CAS 87-99-0 ; C5H1,05 ; MW 152.15 CAS 50-70-4 ; CgH;406 ; MW 182.17 CAS 56-81-5 ; C3HgO3 ; MW 92.09

Figure IV.3 Chemical structures of compounds selected for desighing cosmetic NaDES

We next studied the feasibility of producing NaDES using these ten organic molecules.
Different preparation methods can be used depending on the mixture, water content and

(171 Most of the time, compounds should be heated under stirring. Water

intended application
can be added before being later evaporated using classical rotary evaporator, desiccator, or
freeze-drying. Mixing and heating can be intensified using microwaves. From an energy-saving
point of view, water evaporation, freeze-drying and process intensification are to be used with
caution. We thus chose to use primarily a low-energy demanding process, which is conventional
heating coupled with stirring. Using this method, only a few combinations lead to a clear,
stable, homogenous liquid at room temperature, which is an important selection criterion. Water
is often added as a third compound for NaDES, DES, LTTM preparation in order to decrease the
mixture viscosity and promote liquefaction of solid organic compounds. We thus studied the
effect of water addition to the mixture. The most successful trials were obtained with ternary
mixtures based on an equimolar association of two organic compounds (1:1) added with water.
The six most promising examples are integrated in the following discussion and reported in

table IV.1.
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Acronyms Studied mixtures Mass percentage Equivalent molar amount
BFW115 Betaine Fructose Water 30.2 46.5 23.3 1 1 5
FGW115 Fructose Glycerol Water 25.4 49.7 24.9 1 1 5
FBgW113 Fructose Butylene glycol Water 555 27.8 16.7 1 1 3
BSW115 Betaine Sorbitol Water 30.1 46.8 231 1 a 5

BGluwW115 Betaine Glucose Water 30.2 46.5 23.3 1 1 5
FSW115 Fructose Sorbitol Water 39.8 40.3 19.9 1 1 5

Table IV.1 Example of homogeneous, limpid, and stable liquids obtained by Gattefossé

To the best of our knowledge, it was the first time that those six ternary mixtures were

[18

described for potential use in plant extraction [!8]. Once the composition of easy-to-use NaDES

mixtures was defined, we next proceeded to their physicochemical characterization.

2. NaDES characterization and physicochemical properties

The characterization method of these six systems was inspired by the literature and different
techniques have been selected considering our goal, that is to evaluate their potential use as
plant extraction solvent. Differential scanning calorimetry was first used in order to evaluate the
melting point of each mixture. Samples were analysed at a temperature ranging from -50°C to
30°C. In these experimental conditions, no melting point could be detected. Moreover, we
observed the absence of thermal phenomena in the studied range of temperature. This result
indicates that the ternary mixtures included in this study present a liquid phase stability over a
large range of temperatures. The absence of melting point for NaDES ternary mixtures that
contain water has already been reported 3], Instead of Deep Eutectic Solvents, Francisco and
co-workers named those mixtures “Low Transition Temperature Mixtures” because they are
characterized by glass transitions instead of melting points '), The most documented structural
hypothesis indicates that the components of a NaDES mixture interact via strong intermolecular
hydrogen bonds when the molar ratio and the water content allow it. The existence of these non-
covalent bonds can be demonstrated by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy.
NMR is a non-destructive spectroscopic technique which gives access to the structure of
molecules in a liquid or solid medium. The two-dimensional NOESY (Nuclear Overhauser
Spectroscopy) experiment offers a way to obtain all NOE information from a molecule or a
mixture. Applied to NaDES, this single experiment is used to study the spatial proximity
between protons present in the mixture. This analysis provides relevant data to discuss the

existence of hydrogen bonds and to identify the protons that contribute to these interactions.
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'"H-'H NOESY was thus used to characterize the mixtures from a physicochemical point of view
with the help of Leiden University and further analysed with Topspin software. For the sake of
this experiment, two mixtures were compared: Fructose-Glycerol-Water mixture, in a 1:1:5 ratio
(abbreviated FGW115) and Fructose-Glycerol-Water mixture, in a 1:1:10 ratio (abbreviated
FGW1110). The spectrum of the FGW115 mixture shows strong positive correlations between
all protons, thus indicating a spatial proximity between molecules (figure 1V.4a). Those
correlations consist as red signals observed outside the diagonal. The presence of those
correlations indicates a low correlation time of molecules in the system. The NOESY spectrum
obtained with the FGW1110 mixture is clearly different (figure 1V.4b). Apart from the typical
exchange of the hydroxyl protons in a water solution, correlations between other protons are
negative or have disappeared. This shows that the amount of water and resulting dissolution is
too high, and that in the system, interactions with water overcome other interactions.
Consequently, water becomes the principal platform of hydrogen bonds and interactions
between glycerol and fructose disappear. FGW 1110 mixture should thus be considered a water

solution of glycerol and fructose, but not a NaDES.

A B
Ppm Ppm
'y 3 - -3
1% : S
' .41' v [
4 a4
m :
5 | 5
.................................... [ L I 6
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Figure IV.4 Phase sensitive 'H-'H NOESY spectra recorded at 298K for (A) FGW115 (B) FGW1110

NMR analysis is crucial to demonstrate the strong network of hydrogen bonds representative of
a NaDES mixture and to differentiate it from an aqueous solution. These results confirm that
NMR analysis appears as a very effective guide to determine the maximum quantity of water
that can be added to reduce the viscosity of mixtures, while preserving the supramolecular

structure of a NaDES. This demonstration first made by Dai and co-workers (Leiden University)

is nowadays widespread in literature [2%:21],
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

Due to the network of intermolecular hydrogen bonds, liquids obtained display a relatively high
viscosity. A simple way to reduce viscosity, besides the addition of water, is heating. Indeed,
during heating, hydrogen bonds are broken or weakened. The study of viscosity as a function of
temperature is helpful to define the ideal temperature at which plant extraction can be
performed. Viscosity measurements were performed at a temperature ranging from 20 to 70°C.
The viscosity of NaDES systems was compared to that of viscous conventional solvents:
butylene glycol, propanediol and glycerine. Results are presented in figure IV.5. All studied
solvents demonstrate a drastic drop in viscosity with increasing temperature. At temperatures
above 50°C, their viscosities fall down below 0.2 Pa.s, which is acceptable to perform plant

extraction and solid-liquid separation.
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Figure IV.5 Evolution of viscosity as a function of temperature for NaDES and conventional solvents

On the basis of “like dissolves like”, an extraction process, and more particularly the extraction
solvent selection is often based on polarity. We used Reichardt’s solvatochromic dye to
determine the polarity of each solvent ??). The term solvatochromism refers to a change in the
absorption spectrum of a chromophore in solvents of different polarity. Using such dye, the
polarity of each sample solvent can thus be characterized by a maximum absorption wavelength.
According to this method, polarity is scaled from 0 to 1. The polarity values of NaDES and

conventional solvents are presented in Table IV.2.
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

Solvents Amax (nm) ET(30) ENT
Ethanol 473,2 51,7 0,648
Propanediol (PDO) 520,3 55 0,75
Butylene Glycol (BG) 497,6 57,5 0,827
PDO/Water (60/40) 496 57,6 0,83
Glycerol 429 57,8 0,836
BFW115 428,2 57,9 0,84
BSW115 424 58,6 0,86
BGluw15 423 58,7 0,865
FGW115 415,6 59,9 0,901
FSW115 4144 60,1 0,907
BG/\:F‘\th:/rl(:B?)/AO) No characteristic A,

Table IV.2 Solvent polarity of NaDES and conventional solvents obtained with Reichardt’s method

Neither fructose-butylene glycol-water 1:1:3, nor butylene glycol-water, has any characteristic
maximum wavelength so their polarity could not be determined using this method. The polarity
of the five other NaDES is comprised between those of glycerol and water. According to those
results, those solvents should be efficient to extract polar and medium polar phytochemicals

from plants.

3. Study of the microbial safety profile, formulability and skin cell tolerance

Microbiological safety is essential to cosmetic ingredients. Water and nutrients such as sugars
favor bacterial growth. Challenge test is commonly used to assess the efficacy of microbial
preservation. Challenge-tests were thus carried out following the European Pharmacopeia
monograph (9th edition, 2019 -5.1.3: effectiveness of the antimicrobial conservation,
preparations for local applications). The test consists of challenging a preparation with a
prescribed inoculum of suitable microorganisms (two bacteria, one mould and one yeast:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans and Aspergillus
brasiliensis, respectively), storing the inoculated preparation at ambient temperature in the dark,
withdrawing samples from the container at specified intervals of time and counting the
microorganisms in the samples so removed. The preservative properties of the preparation are
adequate if, in the conditions of the test, there is a significant fall or no increase, in the number
of microorganisms in the inoculated preparation after 2, 7, 14 and 28 days. The acceptance
criteria, in terms of decrease in the number of microorganisms with time, vary for different
types of preparations according to the degree of protection intended. Figure IV.6 shows that the

microorganism count of NaDES FGW115.
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Figure IV.6 Microbial stability study of FGW115 according to European Pharmacopeia challenge
test method

Microorganisms decrease as early as the second day, which is however not quick enough to
meet the so-called A criteria. As a result, in order to ensure the microbiological safety of future
FGW115 extracts, a final sterile filtration step with a 0,2pm cut-off will be necessary. The
compatibility of the selected NaDES in formulation was also checked by adding five percent of
solvent in a cream and a gel. Formulations are considered stable when no significant changes in
organoleptic properties are observed after one month of storage at different temperatures (4°C,
RT, 45°C). In addition, the impact of 5% NaDES on the sensory profiles of emulsions was
assessed. Several criteria during and after application on the skin were evaluated by a panel of
experts. Very good profiles were obtained for the NaDES. In particular, despite an important
amount of sugar in some NaDES, the tacky after-feel was deemed lower than that of glycerin.
Finally, the viability of skin cells cultured in the presence of those NaDES was evaluated using
MTT assay (23, Normal human epidermal keratinocytes (NHEK) and normal human dermal
fibroblasts (NHDF) were cultured for 48h in the absence (untreated control) or presence of
solvents at 1%. Results are presented in figure IV.7a and IV.7b for keratinocyte and fibroblast
viability, respectively. No cytotoxicity was observed either with NHEK or NHDF further to

NaDES treatment. Consequently, NaDES can be considered harmless for cultured skin cells.
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Figure IV.7 Cell viability (MTT assay) of normal human epidermal keratinocytes (NHEK) (A) and normal
human dermal fibroblasts (NHDF) (B) culture containing 1% of NaDES or conventional solvents

As a conclusion, among the many liquids obtained by combining compounds compatible with
cosmetic requirements, six have been selected for further evaluation as plant extraction solvent.
A network of hydrogen bonds has been demonstrated by NMR for each of them, which results
in a high viscosity that can be reduced by increasing temperature. These new solvents exhibit an
intermediate polarity between those of glycerol and water. They show good microbial safety,
are perfectly compatible with standard cosmetic formulations and well tolerated by human skin
cells in culture. Those new solvents thus meet all the main characteristic features required for

plant extraction.

IV.3.4 Benefits of NaDES extracts compared to traditional extracts

The extraction efficiency of the six selected NaDES towards different plant metabolites was
evaluated. The plant material chosen herein as an example is a flower long used in cosmetics:
Calendula officinalis L., also referred to as pot marigold. Flowers were used dried and ground
to increase the contact surface between solid and liquid and thus promote mass transfer.
Extracts have been prepared according to a standardized protocol regardless of the solvent used.
The mass ratio of plant to solvent was fixed at five percent and extraction was performed at
70°C during three hours under mechanical stirring. At the end of the extraction step, the
solid/liquid separation was carried out after extraction using a coarse filter (100um). The extract
was then centrifuged before sterile filtration (0.2um). Many polyphenols display biological
properties and are thus of particular interest for cosmetic science. Phenolic acids and flavonoids
are two classes of polyphenols described in C. officinalis flower. The contents of those two
phytochemical classes were thus quantified using High Pressure Liquid Chromatography with
UV detection (HPLC-UV).
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

IV.3.4.1 Evaluation of extraction performance of NaDES in comparison with conventional
solvents
Calendula officinalis flower extracts were produced from 11 different solvents: six NaDES
mentioned earlier (BSW115, FGW115, BGluW115, BFW115, FSW115 and FBgW113) and five
conventional solvents (water, absolute ethanol, ethanol/water 50/50 w/w, propanediol/water
60/40 w/w and butylene glycol/water 60/40 w/w). The extraction efficiency of each solvent was
expressed as % vs. Ethanol/water 50/50 was used as reference. Total phenolic acid content was
expressed in mg chlorogenic acid equivalent/100g (UV detection at 327nm) and total flavonoid
was expressed in mg isorhamnetine-3-O-rutinoside equivalent/100g (UV detection at 355nm).
Results obtained are presented in figure IV.8. As expected, considering the targeted
phytochemicals and individual solvent polarity, water and ethanol alone delivered poor
extraction performance. In contrast, large amounts of both phenolic acids and flavonoids from
Calendula officinalis flowers were extracted with the studied NaDES. Each of them exhibited
an extraction efficiency towards phenolic acids equal or higher than that of best conventional

solvents. On the contrary, the extraction performance was similar or lower for flavonoids.
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Figure IV.8 Relative extraction efficiency of both NaDES and conventional solvents for (A) phenolic acids
and (B) flavonoids of Calendula officinalis compared to ethanol/water standardized at 100%

The extraction efficiency of phenolic acids with NaDES BSW115 was 35% higher than that of
ethanol-water and that of flavonoids 10% lower. NaDES FGWI115 slightly outperformed
ethanol-water with a total phenolic acid content close to that obtained with propanediol/water
60:40. The best NaDES for flavonoid extraction was NaDES FBgW113, with a performance

close to that of ethanol-water.
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

As mentioned earlier, the choice of a solvent is often based on the similarity between its
polarity and the polarity of the targeted molecules. However, this study also showed that
polarity alone is insufficient. Indeed, BFW115 has a similar polarity to propanediol / water
60/40 (respectively 0.84 and 0.83) but the extraction performance was generally better,
especially for phenolic acids. Likewise, FGW 115 extracts had a phytochemical content similar
to that of propanediol / water 60/40 although its polarity is significantly higher (0.90). Others
have reported elsewhere that parameters such as dielectric constant, viscosity, density and
Hansen parameters should be taken into account. Other internal studies confirmed that the high
solubility of a given molecule in a specific solvent does not necessarily predict the extraction
performance of the same solvent towards the same molecule contained in a plant raw material.
This is true for both NaDES and conventional solvents as reported by Gonzales et al **. We
attempted to better understand the mechanisms underlying extraction performance and asked
ourselves whether the supramolecular structure of NaDES could explain, at least in part, the

extraction efficiency.

1V.3.4.2 Value-added of NaDES structures

Additional experiments on Calendula officinalis flowers were performed according to the
previously described extraction protocol and sample analysis procedure. Here, NaDES FGW 115
was taken as reference regarding the extraction efficiency of phenolic acids. The aim was here
to compare extraction efficiency of NaDES FGW115 to other ternary or binary mixtures of
fructose, glycerine and water or to single compounds whenever possible. Two ternary mixtures
were selected: FGW113 (55:28:17 w/w/w), which contains less water than FGW 115 and whose
specific NaDES supramolecular structure was confirmed based on NMR data; FGW117
(45:23:32 w/w/w), which contains more water than FGW115 and whose typical NaDES
supramolecular structure could not be observed. The selected binary mixtures were
fructose/water 1:10 (50:50 w/w) and glycerine/water GW1:12 (30:70 w/w). The extraction with
pure fructose is of course impossible due to its solid nature and the extraction with glycerine is
not feasible at industrial scale due to its high viscosity. Consequently, only water was used for
this comparison. Due to the high viscosity, the FGW113 C.officinalis extract was very difficult
to filtrate at 0.2um and was thus not relevant from an industrial perspective. Therefore, this

sample was not analysed. The phenolic acid content of other extracts is shown in Figure IV.9.
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Figure IV.9 Relative extraction efficiency of solvents composed of fructose, glycerol and water
regarding phenolic acids extracted from Calendula officinalis flowers

Concerning the ternary mixtures, the total phenolic acid content of FGW 117 was lower than that
of FGW115. The addition of water in this NaDES reduced the viscosity but also significantly
reduced the extraction efficiency. A similar observation was made with the extraction of
phenolic metabolites from Carthamus tinctorius '**' and more recently with the extraction of
phytochemicals from Ginkgo biloba and Panax ginseng leaves [,

Extracts obtained with binary mixtures had lower phytochemical contents than FGW115. Barely
any phenolic acid could be extracted using water. If these results are insufficient to establish a
direct correlation between the NaDES supramolecular structure and the extractive performance,
this study shows however NaDES mixtures can offer superior extraction ability compared to
aqueous solutions made of the same components. This is of particular interest for cosmetic
applications. Indeed, NaDES give access to plant extracts with unique phytochemical signatures
and potentially unique biological activities. The biological activity of different NaDES extracts

was thus further assessed to identify in vitro potential skin benefits.

1V.3.4.3 Evaluation of biological activity of NaDES extracts

Most polyphenols such as phenolic acids and flavonoids exhibit antioxidant properties. The
previously selected NaDES BSW115 extract from Calendula officinalis flowers demonstrated
an interesting phytochemical composition with an interesting balance between phenolic acids
and flavonoids. Its antioxidant activity was thus assessed using DPPH assay and compared to
that of three conventional extracts obtained with water, ethanol/water 50:50 w/w and ethanol.
The DDPH in tubo assay allows measuring the radical scavenging activity. At room
temperature, DPPH reagent (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) is a stable radical with a strong

absorption band centered at about 518 nm. It has a deep violet colour in solution and becomes
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Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

colourless or pale yellow when neutralized by radical scavengers. It thus offers a quick and easy
method to measure the radical scavenging activity. Increasing concentrations of plant extract
(0.05%, 0.1% and 0.25%) were tested for their Radical Scavenger Activity (RSA). Three
independent experiments were performed in sextuplicate and the statistical analysis was carried
out using One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. Results are
expressed as the percentage of radical scavenger activity vs. untreated control. Results are
presented in figure 1V.10. The four solvents were tested alone and showed no significant
antioxidant activity in this model (data not shown). The NaDES extract showed a dose-related
radical scavenging activity with significantly greater activity than that of the conventional

ethanol/water solvent used as positive reference.

(ns: non-significant ; ****: statistically significant vs. untreated control p<0.0001)
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Figure IV.10 Radical scavenging activity of a BSW115 extract compared to conventional solvents
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IV.3.5 From the laboratory proof of concept to the market

Numerous plants extracts were developed at the laboratory scale based upon the strategy
presented above. Amongst these, the better ones were selected and scaled-up to our industrial
production plant. For instance, a cosmetic ingredient based on a FGW115 NaDES extract of
horse chestnut (4desculus hippocastanum) flowers was recently launched on the market. Same as
previously, NaDES FGWI115 was selected for its unique phytochemical content. More
specifically, this extract contains very interesting plant metabolites, such as flavonol glycosides
amongst which astragalin attracted great attention. Several biological assays were performed
using monolayer cultures of normal human skin cells to identify possible skin benefits of this
extract. Amongst the different biological pathways evaluated, the extract exhibited a strong
collagen IV boosting effect in normal human dermal fibroblast cultures. Noteworthy is that this
extract outperformed the ethanol/water 70:30 (w/w) extract that was used as reference in the
test. Indeed, the NaDES extract showed a 4-fold increase in collagen IV synthesis, while the
hydroethanolic extract and the positive control vitamin C both delivered a 2-fold increase.
FGW115 and ethanol/water tested alone showed no effect. Collagen IV is a major component
of the dermal-epidermal junction that is both a structural and biological membrane at the
interface between the dermis and epidermis. Collagen IV is known to decrease with skin aging
and is thus a target of interest for anti-aging purpose. This result therefore allowed us to initiate
and further assess the anti-aging properties of the FGW115 NaDES extract of horse chestnut

flowers. Results are reported in figure I[V.11.
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Figure IV.11 Effect of two Aesculus hippocastanum extracts on collagen IV synthesis

Benoit CAPRIN 246

Thése au sein de I’école doctorale matériaux (ED34), Université de Lyon / 2023
UMR 5223, Laboratoire Ingénierie des Matériaux Polymeéres
Institut National des Sciences Appliquées de Lyon

Cette theése est accessible a I'adresse : https://theses.insa-lyon.fr/publication/2023ISAL0016/these.pdf
© [B. Caprin], [2023], INSA Lyon, tous droits réservés



Chapitre IV / The use of NaDES to support innovation in the cosmetic industry

Interestingly, the flavonol content in both the NaDES and the ethanol/water extracts was
similar. Consequently, is clear that other molecules identified in this NaDES such as
procyanidins, amino acids or even minerals contribute to the biological activity. No single class
of molecules can probably explain the difference in biological activity. We can also hypothesize
that the NaDES solvent itself could not only demonstrate unique extraction properties but also

modulate the bioavailability of phytochemicals for skin cells.

IV.3.6 Conclusion and perspectives

Over the past decade, design and development of cosmetic ingredients has dramatically evolved.
The industry has operated a shift towards green chemistry to meet market trends but also deliver
more sustainable and responsible ingredients. Basic research on NaDES has laid the ground for
cosmetic science to develop eco-friendly bio-active ingredients without compromising on
biological efficacy. Several years of research were needed before coming up with a
commercially bio-active ingredient. The collaboration between Gattefossé and Leiden
University has been essential to the successful development of innovative, economically viable,

yet efficient bio-active ingredients.

These easy-to-use, stable liquids composed of safe molecules form a unique network of
hydrogen bonds and offer terrific opportunities of innovation. Our work has shown that each
solvent has its own extraction capacity and that the resulting phytochemical signature is unique.
Biological assays have demonstrated that different extracts obtained with solvents of different
polarities, including NaDES, could deliver significantly different biological activities in
cultured skin cells. It is not always clear exactly how different plant extracts obtained using
different solvents can display significantly different biological activities. But one thing is
certain: by giving access to unique phytochemicals, NaDES offer a new opportunity to explore

biodiversity and identify new plant extracts with new benefits for skin health.

Important questions remain regarding the mechanisms underlying the original extraction
performance of NaDES. What is the relation between these particular assemblies and their
particular extraction capacities? Can they affect the bioavailability of phytochemicals for skin
cells? Do they actually play a role in nature for the transport or preservation of plant

metabolites? Further basic and applied research is needed to help answer those questions.
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IV.4 Evaluation de la performance d’extraction de solvants
FGE

Cette partie du volet applicatif vise a relier les résultats de caractérisation de solvants a base de
fructose (F), glycérol (G) et eau (E) (cf. chapitre II) au domaine de 1’extraction végétale. La
réalisation d’essais comparatifs intégrant différentes combinaisons FGE permettra d’enrichir la
discution initiée quant a 1’apport de la structure supramoléculaire sur les performances
d’extraction de solvants FGE (§ 1V.3.4.2). Un intérét particulier sera porté & 1I’impact de la
quantité d’eau, élément capital de 1’établissement du réseau de liaisons hydrogeéne. L’étude de
stabilité des extraits obtenus permettra de discuter les différentes sources d’instabilités propre a
chaque solvant. Enfin, les résultats seront discutés sous un angle industriel afin d’identifier les
combinaisons les plus prometteuses et proposer des voies d’améliorations pouvant é&tre
déployées industriellement.

Mais avant de rentrer dans le détail de ces essais, un point n’ayant pas ¢té étudié jusqu’ici a été
élucidé : peut-on parler d’extrait végétal supramoléculaire ? Autrement dit, est-ce que la
structure supramoléculaire du solvant FGE115 est altérée par le procédé d’extraction et quelle

est I’incidence de la présence des composés phytochimiques extraits sur cette organisation ?

IV.4.1 Caractérisation des propriétés physico-chimiques d'un extrait FGE115

L’existence d’un réseau de liaisons hydrogéne a été démontré pour le solvant FGE115. Ce
réseau thermosensible est affaibli par la température mais réversible aprés refroidissement (271,
Cette structuration supramoléculaire démontrée par RMN est responsable des propriétés
thermiques et rhéologiques particuliéres de ce mélange. Industriellement, Gattefossé réalise des
extractions solide/liquide avec le NaLTTM FGEI115 a une température de 70°C pour diminuer
suffisamment la viscosité de ce solvant et ainsi améliorer la cinétique de diffusion des composés
phytochimiques d'intérét. L’impact de ces extractibles sur la structuration du mélange a été
étudié dans un premier temps. Pour ce faire, un extrait de fleurs de marronnier d’Inde (4esculus
hippocastanum) a été choisi comme cas d’étude. Cet extrait, commercialis¢ sous le nom de
Gatuline® Link’N’Lift correspond au premier extrait en FGE115 ayant été industrialisé par
Gattefossé. Sa composition phytochimique est caractérisée par la présence de flavonoides de
type flavonols glycosylés, de proanthocyanidines, de sucres simples, d’acides aminés et
d’¢éléments minéraux. Ainsi, un prélévement industriel de cet extrait a été caractérisé selon la

méthodologie suivie dans le chapitre II de ce manuscrit.
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

La particularité d’un solvant NaLTTM réside dans 1’existence d’une température de transition
vitreuse (7,) unique et trés faible. Les propriétés thermiques de 1’extrait d’Aesculus
hippocastanum ont tout d’abord été étudiées par DSC et comparées a celle du solvant seul. La

superposition des thermogrammes obtenus entre -140 et 30°C est représentée en figure IV.12.
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Figure IV.12 Thermogrammes de lI'extrait FGE115 d’A. hippocastanum (rouge) et du solvant seul (vert)

La figure 1V.12 montre que ’extrait présente exactement le méme profil thermique que le
solvant seul : une unique 7, a -82°C. Les propriétés rhéologiques (viscosité et énergie
d’activation) de 1’extrait ont ensuite été étudiées a 1’aide d’une géométrie Couette comme
détaillé dans le chapitre II (§I1.2.2.5). Les résultats obtenus indiquent que la viscosité de
I’extrait est trés proche de celle du solvant, respectivement 0.17 et 0.16 Pa.s. De plus, des
mesures a différentes températures ont permis de déterminer 1’énergie d’activation de I’extrait
qui est similaire a celle du solvant FGE115, respectivement 49 et 47 kJ.mol™!. Ces similitudes de
propriétés rhéologiques et thermiques entre 1’extrait et le solvant sont certainement dues a la
faible proportion d’extractibles comparativement au solvant. Il est impossible de déterminer
précisément [’extrait sec (quantité d’extractibles) pour un extrait NaLTTM compte-tenu des
caractéristiques du solvant. Nous pouvons néanmoins affirmer que la proportion d’extractibles
est inférieure a 2% (m/m). Cette analogie de propriétés entre le solvant seul et I’extrait suggere
que la présence des composés extraits ne modifie pas I’organisation supramoléculaire du
solvant. Pour le vérifier, des analyses RMN ('H et 'H-'H NOESY) ont été réalisées. Les
résultats obtenus sont regroupés sur la figure IV.13. Les spectres RMN 'H de I’extrait et du
solvant sont superposables entre 3 et 4 ppm ce qui correspond a la partie des protons
aliphatiques du fructose et du glycérol (Figure IV.13A). L’unique différence repérée se situe au

niveau des protons des groupements hydroxyle (entre 4 et 6 ppm).
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE
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Figure IV.13 Spectres RMN 'H de I'’extrait FGE115 d’A. hippocastanum comparativement a celui du
solvant seul (A) et cartes *H-'H NOESY obtenues pour le FGE115 (B) et pour I'extrait (C)

Dans le cas de 1’extrait, tous les protons des fonctions hydroxyle sont regroupés sous un seul pic
large attestant d’un échange plus rapide entre les protons par rapport au solvant seul pour lequel
deux pics distincts sont observés. Deux hypothéses principales peuvent expliquer cette
différence. D’une part, 1’histoire thermique différente entre le solvant et 1’extrait puisque
I’extraction est maintenue pendant 3h a 70°C. Cette piste a été écartée suite a 1’analyse par
RMN 'H a 25°C du solvant FGE115 aprés 3h de chauffage a 70°C et a I’obtention d’un spectre
identique a celui de la figure IV.13.A. D’autre part, cette différence peut étre attribuée a la
présence des composés phytochimiques extraits. En effet, de part leur structures (flavonoides,
sucres, acides aminés) ces composés apportent de nombreux groupes hydroxyle qui peuvent
participer au réseau de liaisons hydrogéne. La quantité de ces composés extraits est insuffisante
pour pouvoir les détecter dans ces conditions mais nous pouvons faire I’hypothése que ces
extractibles augmentent la mobilité globale des protons hydroxyle. Ce constat se retrouve sur
les cartes 'H-'"H NOESY au niveau des protons des fonctions hydroxyles (Figure IV.13B et
IV.13C). La carte 2D obtenue pour 1’extrait est tres proche de celle du solvant attestant d’une

proximité spatiale de tous les protons aliphatiques du mélange.
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

La tache de corrélation trés étalée des protons hydroxyle appuie 1’hypothése d’une mobilité
accrue des protons hydroxyle dans le cas de 1’extrait. Il apparait donc que la présence de
composés phytochimiques ne modifie pas considérablement la structure supramoléculaire du
solvant FGE115. De plus, la réversibilité de cette structuration de 1’extrait sous 1’effet d’un
chauffage et d’un refroidissement a été confirmée par RMN 'H-"H NOESY.

Finalement, la réalisation d’un procédé d’extraction tel que développé par Gattefossé ne modifie
pas de fagon significative la structure supramoléculaire du mélange FGE115. Ces résultats
mettent en évidence un des avantages d’utiliser un solvant de type NaDES ou NaLTTM pour
extraire des molécules : le maintien de la structure aprés extraction d’une matiére végétale
seéche. Cette démonstration valide la potentialité de parler d’extraits supramoléculaires obtenus
avec le solvant FGE115. Intéressons-nous maintenant au role de cette structuration sur les

performances d’extraction.

IV.4.2 Influence de la structuration des systéeémes FGE sur la performance
d’extraction de stilbénoides

IV.4.2.1Matériels et Méthodes

1. Sélection des systémes FGE et mesures de la viscosité

Parmi les combinaisons binaires et ternaires obtenues par agitation et chauffage a 50°C, une
liste réduite de solvants a été identifiée pour répondre aux différents enjeux : (i) discussion du
role de la structure supramoléculaire et (ii) impact de la quantité d’eau. Trois systémes ternaires
de type LTTM (unique T, et corrélations positives en RMN 'H-'H NOESY) ont été
sélectionnés : FGE122, FGE113 et FGE115. Pour apporter des éléments de discussion sur
I’impact de la structure supramoléculaire, des mélanges avec des teneurs en eau plus importante
(non LTTM) ont été retenus : FGE117 et FGE1110. L’eau, le glycérol et deux combinaisons
binaires (FE19 et GE19) ont été utilisés comme solvants comparatifs. Cette liste réduite de 9
solvants a base de fructose, glycérol et eau est reportée sur le diagramme ternaire obtenu lors de
la caractérisation des mélanges FGE (Figure IV.14). Enfin, la comparaison avec un mélange
éthanol/eau (70/30 m/m), solvant conventionnel trés utilisé en extraction végétale en raison de

son large spectre d’extraction, permettra de situer ces essais dans un cadre plus global.
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

B-D-fructopyranose (F)

Water (W)

FGW115
FGW111

@ Solvants LTTM retenus : FGE113, FGE115 et FGE122

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 9 100 Solvants non LTTM retenus : FGE117 et FGE1110

Molarpercentof glycerol @ Solvants comparatifs : Eau, glycérol, FE19 et GE19
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+ Solvant témoin : Ethanol/Eau 70/30
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Figure IV.14 Placement des solvants retenus sur le diagramme ternaire des mélanges FGE

Sachant que ces solvants sont stables au moins 3 mois a température ambiante, 1 kg de chaque
mélange a été préparé en avance dans un réacteur double enveloppe a 50°C sous agitation
mécanique. La préparation est validée lorsqu’une phase homogéne liquide et limpide est
obtenue. Le tableau V.3 regroupe les proportions molaires des solvants d’extraction retenus et
les pourcentages massiques correspondants par ordre croissant de proportion massique en eau.
Ainsi les différents solvants de 1’étude présentent une composition massique en eau comprise

entre 9 et 64%.

Solvants Masses pour 100g (en g)

Ne Ng Ng Acronymes me Mg me
1 2 2 FGE122 45 46 9
1 1 3 FGE113 55 28 17
1 1 5 FGE115 50 25 25
1 1 7 FGE117 45 23 32
1 1 10 FGE1110 40 20 40
1 0 9 FE19 53 0 47
0 1 9 GE19 0 36 64

EtOH/Eau 70/30 EtOH 70% Mgon= 700 30

Tableau IV.3 Equivalence entre proportions molaires et les pourcentages massiques des solvants

La viscosité de ces systemes a été déterminée selon le protocole décrit dans le chapitre II

(§11.2.2.5) avec une géométrie cone/plan et a 20°C.
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

2. Sélection de la matiére premiére végétale

Dans le cadre de ces essais d’extraction, la racine de Polygonum cuspidatum a été choisie
comme plante modéle. Il s’agit d’une des espéces les plus invasives a 1’échelle mondiale,
utilisée dans les médecines traditionnelles Chinoise et Japonaise. Cette racine contient
notamment du resvératrol et du picéide - composés appartenant au groupe des polyphénols et a
la famille des stilbénoides (ou stilbénes selon les auteurs) - dont les structures sont présentées

en figure [V.15.

OH OH
HO \ O Glucose-O \

OH trans-resveratrol OH trans-piceid
(Stilbenoid) (Stilbenoid)

Figure IV.15 Structures chimiques du resvératrol et du picéide

Les stilbénoides constituent une famille de phytoalexines synthétisées par des organismes

28;29

végétaux pour se défendre en cas d’attaque [**2°], Plus particuliérement, le resvératrol est trés

exploité en cosmétique et en pharmacie pour des activités biologiques variées %32 Le
caractére anti-oxydant du resvératrol est le plus décrit. Des travaux réalisés précédemment
démontrent que parmi les solvants NaDES développés par Gattefossé, le solvant FGE115 n’est
pas le plus efficace pour 1’extraction des stilbénoides contenus dans les racines de P.
cuspidatum %, En effet, il est apparu que les mélanges a base de bétaine et de butyléne glycol
présentent de meilleures performances d’extraction que le mélange FGEI115. Cela est
vraisemblablement relié a une meilleure solubilité des stilbénoides dans les mélanges a base de
bétaine. Cependant, une publication récente signale la possibilité d’extraire des dérivés du
resvératrol de racine de Morus alba par des NaDES a base d’urée et de glycérol (proportions

341 L’utilisation de différents

1:1; 1:2 et 1:3 mol) dans un procédé assisté par ultra-sons !
mélanges FGE permettra également une discussion de 1’impact de la quantité¢ de glycérol sur

I’extraction de racine de P. cuspidatum séchée et broyée.

3. Protocole d’extraction standardisé

Toutes les extractions sont réalisées a partir du méme lot de racine de P. cuspidatum séchée et
broyée, a 70°C en réacteur agité double enveloppe de 250mL. La charge plante/solvant est fixée

a 13,2/250,0 g soit un rapport massique plante/solvant de 5/95 %. La plante est introduite dans
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

le réacteur lorsque le solvant d’extraction est a la température de consigne et 1’extraction est
maintenue pendant 3h. Aprés extraction, tous les extraits bruts sont traités selon le méme
protocole défini lors de la mise en ceuvre du solvant le plus visqueux : FGE122. La séparation
solide/liquide est effectuée par une filtration sur une toile de nylon (maille = 100 um). Le filtrat
est ensuite centrifugé afin d’éliminer les particules fines de végétal et de récupérer le
surnageant. Le surnageant est alors filtré dans un carter de filtration frontale a une pression de 2
bars et une température de 60°C sur plaques de cellulose (12—5 um et 3—1,5 um) puis sur une
membrane en acétate de cellulose (seuil de coupure = 0,2 um). Le diamétre des médias filtrants
est fixé a 140 mm afin de n’utiliser qu’une seule plaque par grade. La détermination de la
quantité de filtrat finale, notée Qina, permet de déterminer le rendement de fabrication noté R,
selon la formule (1) :

R (%) = —Y4rat 100 (1)

Qplante"‘Qsolvant

Apres homogénéisation du filtrat, un prélévement de 10g est effectué pour chaque extrait et
transmis pour analyse. La quantité d’extrait restante est répartie dans 3 flacons en verre de 30

mL afin de réaliser I’étude de stabilité a trois températures (4, 25 et 40°C) a 1’abri de la lumiére.

4. Analyse des stilbénoides par HPLC et suivi de stabilité

La recherche et la quantification du picéide et du resvératrol est réalisée par analyse HPLC sur
une colonne Agilent Poroshell 120 EC-C18 (100mm x 3mm x 2,7um). Le solvant d’¢élution est
compos¢ d’eau et d’acétonitrile. La température est fixée a 50°C et le flux a 0,6 mL/min. Un
détecteur UV-DAD est utilisé¢ et la quantification est réalisée a 306nm au moyen de droites
d’étalonnage obtenues avec les molécules étalons (Extrasynthése). Les teneurs sont exprimées
en mg/100mL. Concernant le suivi dans le temps de la teneur en stilbénes, des prélévements
pour dosage sont effectués a intervalles réguliers et aprés homogénéisation des flacons placés

aux trois températures.

5. Détermination de I'efficacité anti-oxydante

L’activité antioxydante, plus particulierement anti-radicalaire, est déterminée selon la méthode
du 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Le DPPH obtenu chez Sigma-Aldrich est incubé a
température ambiante en absence (non-traité) ou avec des concentrations croissantes du produit
a évaluer (0,025 % ; 0,05 % ; 0,1 %). Apres 30 minutes d’incubation, 1’absorbance ou densité
optique (DO) est enregistrée a 518 nm au spectrophotométre UV (Tecan, Infinite M1000). Les
contrles solvants sont effectués dans les mémes conditions. Une solution sans DPPH est

également préparée afin de réaliser le contrdle a blanc de la manipulation. Deux témoins positifs
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

sont utilisés afin de valider le test (L-cystéine a 5 ug/mL et acide ascorbique a 50 uM). Ces
deux témoins sont également approvisionnés via Sigma-Aldrich. L’activité anti-radicalaire ou

Radical Scavenging Activity (RSA) est calculée selon la formule (2).

RSA (%) = 100 — [ ((DO_produit — DO_blanc)/(DO_non traité — DO_blanc)) = 100] (2)

6. Suivi en stabilité

L’¢étude de stabilité des 10 extraits a €té suivie dans des flacons en verre de 30 mL pendant 1 an
a trois températures : 4, 25 et 40°C. Les flacons ont été recouverts de papier aluminium pour les
protéger de la lumiére lors des manipulations. Les concentrations en picéide et resvératrol ont
été quantifiés par HPLC a intervalles réguliers (1, 3, 6, 9 et 12 mois). Les concentrations en
traceurs obtenues lors de chacun des points de mesure (C;) ont été exprimés en pourcentage de
la valeur obtenue a #) (Cyp). Un examen visuel a été réalisé avant chaque prélévement pour
repérer des changements d’aspects (dépdt, opalescence ou développement microbien). Des

photographies ont également été réalisées afin de suivre I’évolution de la couleur des extraits.

IV.4.2.2 Résultats et discussion

1. Rendements de fabrication et aspects procédés

Le rendement de fabrication d’un extrait est le premier indicateur qui permet de comparer les
essais entre eux. Les valeurs obtenues sont représentées sur la figure IV.16. De fagon prévisible,
on observe sur ce graphique que les rendements de fabrication sont directement reliés a la

quantité d’eau (bandeau bleu) et donc a la viscosité (étiquettes noires).

80 -

l 90% 16.6% 249% 31.7% 398% 47.4% 638% 0% 100% 30% I
70 A 0001

60 - [o003 ] [ 00012 ]
50 - - (ooa] Lozt

40 - -

30 -

20 -

10

0

FGE122 FGE113 FGE115 FGE117 FGE1110 FE19 GE19 glycerol eau EtOH
70%

Rendement de fabrication %

Figure IV.16 Rendements de fabrication en fonction du solvant. Le bandeau bleu indique les teneurs en eau
(% m/m). Les valeurs de viscosité (en Pa.s) sont indiquées dans les étiquettes au-dessus des données.
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

La quantité d’eau impacte significativement les rendements de fabrication qui se situent entre
29% pour FGE122 et 65% pour I’eau. Il est admis dans la littérature que I’augmentation de la
teneur en eau permet de diminuer considérablement la viscosité et la densité de mélanges
supramoléculaires >3, Nous 1’avons également démontré lors de la caractérisation des solvants
FGE (Chapitre II). Ainsi, moins la proportion d’eau est importante, plus le solvant est visqueux
et dense. Il en résulte un rendement de fabrication faible comme obtenu ici avec les mélanges
FGE122 et FGE113. Hormis pour le glycérol, les rendements obtenus avec les autres solvants
témoins sont compris entre 50 et 70%, ce qui est en accord avec leur faible viscosité. Enfin,
I’essai d’extraction au glycérol conduit a R = 44%, du méme ordre de grandeur que celui obtenu
pour FGE115. Toutefois, le protocole standardisé suivi pour cette comparaison a été établi a
partir du cas le plus limitant : FGE122. Ainsi, les surfaces de filtration et les grades de plaques
ne sont pas optimisés pour les autres solvants. Les valeurs obtenues sont par conséquent sous
évaluées. A titre d’exemple, le rendement obtenu lors de 1’extraction avec le solvant FGE115
est de 43% ici alors qu’il se situe généralement entre 60 et 70% pour un procédé optimisé a
I’échelle industrielle.

Néanmoins, ce graphique permet de démontrer que, dans ces conditions, les solvants FGE122 et
FGE113 ne sont pas industrialisables (R < 35%). Le mélange FGE115 représente le seul
mélange NaLTTM compatible avec les exigences d’industrialisation. Paralléelement, le résultat

obtenu avec le glycérol semble indiquer que ce solvant pourrait étre envisagé industriellement.

2. Performance d’extraction des stilbénoides

Les teneurs en picéide et en resvératrol quantifiées par HPLC pour les différents extraits sont

reportées sur la figure [V.17.

Teneur en picéide (mg/100mL) M Teneur en resvératrol (mg/100mL)

120 77 90% 166% 24.9% 31.7% 39.8% 47.4% 63.8% 0% 100% 30% |

100 -
|

60 | ™ |
40 |

20 ~

Teneur en stilbénoides (en mg/100mL)

FGE122 FGE113 FGE115 FGE117 FGE1110 FE19  GE19 glycerol eau EtOH
70%

Figure IV.17 Représentation graphique des teneurs en stilbénoides quantifiées par HPLC. Les
bandeaux bleu et orange indiquent respectivement les teneurs en eau et en glycérol (% m/m)
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

Ce graphique montre que les concentrations en picéide (vert clair) sont nettement supérieures a
celles en resvératrol (vert foncé). Cette observation est cohérente avec le role de ces composés
dans la nature. En effet, le resvératrol est une phytoalexine qui présente une toxicité pour la
plante elle-méme. Les voies de synthéses biochimiques permettent donc son stockage sous
forme de picéide, équivalent glycosylé et moins toxique. En cas de stress ou d’attaque
extérieure, une enzyme va convertir le picéide en resvératrol et permettre a la plante de le
libérer. Sur la figure IV.17, on remarque également que I’eau est un solvant peu efficace pour
I’extraction des stilbénoides a I’inverse du mélange EtOH70 qui présente la meilleure efficacité
d’extraction. C’est le glycérol qui présente la seconde meilleure performance d’extraction suivi
de pres par le mélange FGE122. En ce qui concerne les solvants a base de FGE, il apparait que
plus la teneur en eau augmente (bandeau bleu) et plus les teneurs en stilbénoides diminuent.
Autrement dit, plus la teneur en glycérol augmente (bandeau orange) et plus les teneurs en
stilbénoides augmentent. Ces résultats corrélent directement la teneur en glycérol et la
performance d’extraction des stilbénoides. Une conclusion similaire est rapportée par Alishlah
et al. dans le cas de I’extraction d’oxyresvératrol dans les racines de Morus alba par des NaDES
a base d’urée et de glycérol (ratio 1:1; 1:2 et 1:3 mol) P*. Les auteurs ont décrit des
concentrations en oxyresvératrol croissantes avec la proportion en glycérol, la combinaison 1:3

étant la plus efficace.

Les essais d’extraction de racines de P. cuspidatum par des systemes FGE indiquent que les 3
combinaisons NaLTTM (FGE122, FGE113 et FGE115) présentent des capacités d’extraction
plus importantes que les mélanges non NalLTTM (FGE117, FGE1110, FEI19 et GE19).
Cependant, I’ensemble des résultats démontrent que les teneurs en glycérol et en eau sont
nettement plus impactantes sur la capacité d’extraction que la structure supramoléculaire du
solvant. De plus, les extractions sont réalisées a 70°C, température pour laquelle nous avons vu
que la structuration de FGE115 n’est plus identifiable par RMN. Finalement, ces essais
suggérent que la capacité d’extraction d’un solvant LTTM est directement reliée a la nature et a
la proportion des molécules qui le composent plutdt qu’a la structure supramoléculaire qui le

caractérise.

3. Activité anti-oxydante des extraits

L’évaluation du potentiel anti-radicalaire par le test DPPH constitue le second critére choisi
pour caractériser les extraits de P. cuspidatum. Les résultats obtenus pour les 3 doses testées
sont regroupés sur la figure IV.18. Les controles solvants ne sont pas reportés sur cette figure

mais aucun d’eux ne possede un effet anti-radicalaire quantifiable.
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Figure IV.18 Activité anti-radicalaire (% vs non-traité) des extraits de P.cuspidatum

Ce graphique fait apparaitre que 1’extrait aqueux, le moins riche en stilbénoides, ne présente pas
de potentiel anti-oxydant (RSA < 10% pour C = 0,1%). Le potentiel anti-oxydant se
caractérisant par un effet dose marqué est identifié pour tous les autres extraits. Malgré une
teneur en traceurs nettement supérieure a celles des autres extraits, 1’extrait hydro éthanolique
ne conduit pas a la meilleure activité anti-radicalaire. Au contraire, c’est ’extrait en glycérol
qui présente la plus haute valeur de RS4, I’extrait FGE122 étant relativement proche. Il apparait
également que I’extrait en FGE115 se distingue des autres extraits a base de FGE. Son activité
anti-radicalaire est inférieure a celle de FGE122 mais supérieure a tous les autres extraits. De
plus, la valeur de RSA4 obtenue est nettement supérieure a celle de 1’extrait hydro-éthanolique en
dépit d’une concentration en stilbénoides 40% plus faible (Figure IV.17). Ainsi, le potentiel
d’activité anti-oxydante ne peut étre uniquement reli¢ a la teneur en stilbénoides. Un extrait
végétal étant composé de plusieurs dizaines de molécules appartenant a des familles
phytochimiques différentes, 1’hypothése d’une synergie entre tous les extractibles semble la
plus cohérente.

Finalement, la caractérisation des extraits de P. cuspidatum fait apparaitre que le glycérol
apparait comme le meilleur solvant pour obtenir une concentration en stilbénoides et une
activité anti-radicalaire ¢élevées. Cependant, I’industrialisation d’un tel extrait reste a vérifier
méme si le rendement de fabrication obtenu au laboratoire permet d’étre optimiste. En effet la
viscosité du glycérol est élevée, et induira notamment des débits de filtration tres (trop ?)
faibles a I’échelle industrielle. Parmi les extraits a base de fructose, de glycérol et d’eau, le
FGE115 constitue le seul solvant LTTM testé présentant une concentration en stilbénoides
importante, une activité anti-radicalaire remarquable et des caractéristiques physico-chimiques

en adéquation avec sa mise en ceuvre industrielle.
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

4. Stabilité physico-chimique et microbiologique des extraits

L’étude de stabilité des 10 extraits a €té suivie pendant 1 an a trois températures : 4, 25 et 40°C.
La stabilité chimique peut étre discutée par le suivi des concentrations en picéide et resvératrol
dans le temps. Les observations visuelles et les photographies réalisées au cours du suivi
permettent de discuter la stabilité physique et microbiologique des extraits. A titre d’exemple, la

figure IV.19 présente les résultats obtenus pour 1’extrait obtenu avec le solvant FGE115.
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Figure IV.19 Suivi de la stabilité chimique en stilbénoides pour I’extrait obtenu en FGE115 et
photographie des échantillons aprés 9 mois de stabilité a 4, 25 et 40°C

Sur le graphique de la figure 1V.19, seule la température de 40°C (carrés oranges) permet
d’observer une instabilité chimique des stilbénoides. Aux autres températures, une tendance
générale a la diminution semble se dessiner mais compte-tenu de la durée d’observation, nous
pouvons considérer que I’extrait est stable a 4 et 25°C. Comme observé classiquement avec les
extraits en FGE115, I’instabilité chimique peut donc &tre limitée par un stockage a froid et a
I’abri de la lumiére. Cependant, la photographie réalisée aprés 9 mois de stabilité a 25°C met en
évidence un changement de couleur vers des teintes plus foncées comparativement a
I’échantillon placé en enceinte a 4°C. Cette observation confirme que 1’étude de stabilité d’un
extrait végétal liquide est complexe. La représentativité des traceurs majoritaires suivis ne suffit
pas ici, comme dans la majorité des cas, a expliquer I’instabilité physique identifiée par un
changement de couleur a 25°C. En revanche, il est indiscutable que les processus de dégradation
chimique et physique sont accélérés a 40°C. Afin d’obtenir une vision globale des résultats
obtenus, le tableau I'V.4 regroupant les observations effectuées a été progressivement construit
au cours des 12 mois de suivi selon 3 critéres : la stabilit¢ chimique (HPLC), la stabilité
physique (évaluation a I’ceil nu de changement de couleur ou sédimentation) et la stabilité
microbiologique (évaluation macroscopique de la croissance microbienne). Une coche verte a
été attribuée lorsque 1’échantillon est considéré comme stable sur un critére alors qu’une croix
rouge est mentionnée lorsqu’une instabilité a été observée. Afin de compléter ce tableau, les

valeurs de viscosité des mélanges ont été rapportées.
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

Solvant Viscosité Stab. chimique Stab. physique Stab. bactério.
(en Pa.s, 20°C) 4°C | 25°C | 40°C | 4°C | 25°C | 40°C | 4°C | 25°C | 40°C
FGE122 2,6 ™ M| K| M| M| X M| M| ™
Glycérol 1,2 ¥ M| ¥ Vi v (X] ] M | ¥
FGE113 1 ] ™ X 4} X] X ] ] v
FGE115 0,15 ™ ] 9 v E4 X ] 4] v
FGE117 0,05 4] X X ] (X X ] ] ¥
FGE1110 0,02 ] X £ £ X E4 ] ] v
FE19 0,015 X X X E (] ES) ¥ 4] v
GE19 0,003 Vi X X (X] X X 4] 4] v
EtOH 70% 0,0012 ] ] 4} X X E ] ] v
Eau 0,001 4] X X X X X £ £ (X

Tableau IV.4 Synthése des observations effectuées lors du suivi de stabilité aprés 12 mois

Le tableau IV.4 fait apparaitre qu’aucun extrait végétal liquide n’est stable pour tous les critéres
pendant 12 mois dans toutes les conditions de suivi. C’est tout a fait normal surtout en
conditions accélérées a 40°C. Premierement, on remarque que seul I’extrait aqueux présente une
instabilité microbiologique visible a 1’ceil nu. Deuxiémement, tous les extraits ont changé de
teinte a 40°C mais seul I’extrait hydro éthanolique présente un précipité observable a 1’ceil nu.
Enfin, ce tableau fait apparaitre que les solvants LTTM présentent une meilleure stabilité que les
solvants non LTTM. Cette observation peut é&tre directement reliée a la structure
supramoléculaire de ces mélanges particuliers qui se caractérisent par une viscosité plus élevée

et une teneur en eau libre plus ou moins importante.

IV.4.3 Conclusion intermédiaire et orientations

Ces essais d’extraction de racine de Polygonum cuspidatum ont mis en évidence que I’efficacité
d’extraction des stilbénoides par les mélanges FGE est directement reliée a la composition du
mélange (teneur en glycérol) plutdt qu’a la structure supramoléculaire. Bien que la teneur en
stilbénoides soit nettement inférieure a celle obtenue avec un solvant hydro-éthanolique, le
potentiel antioxydant de 1’extrait FGE115 est supérieur. Cela est certainement dii a son contenu
phytochimique particulier et a la synergie qu’il existe entre les composés extraits. Les données
de stabilité collectées démontrent que cet extrait liquide est stable chimiquement pendant 1 an a
4°C et a 25°C. Ce caractere stabilisant peut étre relié¢ a sa structure supramoléculaire qui limite
les mouvements moléculaires et confére une certaine viscosité a cet extrait. Une relation entre
augmentation de la viscosité et amélioration de la stabilité est suggérée par les résultats obtenus

pour les extraits en FGE113 et FGE122. Toutefois, I’étude de stabilité d’un extrait végétal est
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Chapitre IV / Evaluation de la performance d’extraction de solvants FGE

complexe et résulte d’une multitude de phénoménes concomitants qui empéche de valider ce
lien. On note également que le glycérol seul constitue un trés bon solvant pour 1’extraction des

stilbénoides. De plus, c’est I’extrait liquide qui présente la meilleure efficacité anti-oxydante.

Finalement, la nature des constituants et les caractéristiques physico-chimiques du systéme
NalLTTM FGE115 sont compatibles avec sa mise en ccuvre industrielle dans des procédés
répondant aux principes de 1’éco-conception et de la chimie verte. Néanmoins, ces extraits
supramoléculaires présentent quelques inconvénients pour un usage cosmétique optimal. Le
premier point résulte d’une efficacité de conservation antimicrobienne non optimale, selon les
exigences de la cosmétique. Pour répondre aux critéres d’efficacités les plus exigeants, 1’ajout
de systémes conservateurs d’origine végétale en aval de 1’étape d’extraction solide/liquide est
classiquement réalisé industriellement pour des extraits obtenus avec le solvant FGE115. C’est
notamment le cas des extraits FGE115 de fleurs d’Aesculus hippocastanum (Gatuline®
Link’N’Lift) et de racine de Whitania somnifera (EnergiNius™). De plus, les extraits liquides
présentent plusieurs inconvénients limitant pour une exploitation industrielle optimale : risque
de déversements, nécessité de sécuriser le stockage et le transport, etc. Dans ce contexte, et,
suite aux résultats obtenus dans le chapitre III, nous nous sommes orienté vers 1’ajout de
polysaccharides dans des extraits végétaux obtenus avec le solvant FGE115. L’objectif principal
de cette orientation est de discuter I’impact de 1’augmentation de la viscosité, voire de la

gélification, sur la stabilit¢ globale d’un extrait végétal obtenu avec le solvant FGE115.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

IV.5 Incorporation de polysaccharides dans des extraits
végétaux supramoléculaires

IV.5.1 Introduction

Depuis les premiers essais d’extraction réalisés en 2013, le solvant FGE115 a été utilisé pour
extraire des dizaines de matiéres premieres végétales avec plus ou moins de succes. Les plus
prometteurs ont fait 1’objet d’études plus approfondies conduisant a 1’obtention d’actifs
cosmétiques exploités industriellement par Gattefossé. La majorité d’entre eux ne présentent pas
d’instabilité physico-chimique majeure, comme nous 1’avons une nouvelle fois démontré dans la
précédente partie de ce chapitre en étudiant 1’extraction de Polygonum cuspidatum. Néanmoins,
ces extraits supramoléculaires liquides présentent quelques inconvénients pour un usage
cosmétique optimal (ajout de conservateurs, logistique, etc.). Nous avons mis en évidence que
tout extrait végétal liquide présente des sources d’instabilités principalement dues a la mobilité
des molécules en solution. Ainsi, I’incorporation de polysaccharides, caractérisés dans le
chapitre III, dans des extraits végétaux obtenus avec le NaLTTM FGE115 est développée dans
cette derniére partie. Cette orientation résulte de 1’ensemble des résultats obtenus dans ce
manuscrit de thése et semble prometteuse. Cependant, elle implique de nombreux
questionnements et défis techniques a appréhender. Tout d’abord, est-il possible d’incorporer
des polysaccharides dans un extrait végétal FGE115 qui contient des centaines de composés
phytochimiques ? Quelle sera I’incidence de ces phytomolécules sur les propriétés du gel, si tant
est qu’il puisse étre obtenu ? Comment vérifier que le contenu phytochimique de 1’extrait soit
conservé apres gélification ? Quel sera I’impact de 1’augmentation de la viscosité ou de la

gélification sur la stabilité physico-chimique et microbiologique de ces extraits végétaux ?

Pour tenter d’apporter des réponses a ces questions, nous avons étudié la faisabilité d’incorporer
des polysaccharides dans deux extraits obtenus avec le solvant FGE115 : I’extrait modéle de
racine de Polygonum cuspidatum et 1’extrait de racine de Whitania somnifera (EnergiNius™).
Les propriétés rhéologiques, thermiques et mécaniques des mélanges obtenus pourront étre
comparées a celles caractérisées pour les systémes FGE115 + polysaccharides. Une attention
particuliére sera ensuite portée a 1’évaluation de la stabilité globale (physico-chimique et

microbienne) des systémes extraits FGE115 + polysaccharides.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

IV.5.2 Matériels et méthodes

IV.5.2.11Incorporation de polysaccharides dans des extraits FGE115

Les extraits végétaux liquides FGE115 de Polygonum cuspidatum et de Whitania somnifera sont
préparés selon le protocole standardisé¢ détaillé au § 1V.4.2.1. Compte-tenu des conclusions
obtenues dans le chapitre III, quatres polysaccharides (agar-agar, alginate de sodium, x-
carraghénane et xanthane) ont été retenus pour ces essais et utilisés aux concentrations
massiques présentées dans le tableau IV.5. Les choix effectués résultent d’un compromis entre
la facilit¢ de mise en ceuvre et les propriétés rhéologiques des solutions viscoélastiques ou des

gels obtenus aprés incorporation de ces polysaccharides dans le solvant FGE115.

Polysaccharide Concentration

Agar-Agar 1,5%
Alginate Na 1%
K-carraghénane 1%
Xanthane 0,8%

Tableau IV.5 Polysaccharides et concentrations massiques retenus pour les essais applicatifs

Apres pesée de I’extrait et du polysaccharide selon les proportions choisies, le polysaccharide
est introduit trés progressivement dans I’extrait liquide sous agitation mécanique a faible vitesse
et a température ambiante. Le mélange (extrait + polysaccharide) est ensuite introduit
délicatement dans un réacteur en verre double-enveloppe avant d’étre chauffé a 80°C pendant
3h sous agitation mécanique. Le produit obtenu est coulé a chaud et réparti dans des piluliers en

verre a ouverture totale. Les piluliers sont alors fermés et stockés a température ambiante.

IV.5.2.2 Suivi de stabilité

Le lendemain de la préparation, les piluliers contenant le mélange extrait + polysaccharide sont
répartis dans des étuves régulées a 4, 25 et 40°C pour le suivi de stabilité dans le temps. La
stabilité chimique des échantillons est évaluée pendant 12 mois. Le critére retenu est 1’évolution
de la teneur en composés phytochimiques caractérisée par HPLC. Afin d’améliorer la finesse du
suivi de stabilité par rapport a celui réalisé sur les extraits liquides, le suivi de la couleur des
échantillons est cette fois réalisé par colorimétrie. Le suivi de la stabilité microbiologique est
également amélioré en déterminant [’efficacité de conservation antimicrobienne par la

réalisation de challenge-tests (cf. §1V.5.2.7)
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

IV.5.2.3Caractérisation des teneurs en phytomolécules

1. stilbénoides pour les extraits de P. cuspidatum

Les conditions des analyses HPLC décrites au paragraphe § 1V.4.2.1 ont été modifiées pour
s’adapter a ces échantillons plus ou moins gélifiés. On peése de 300 a 350 mg d’échantillon dans
une fiole jaugée de 10mL. Le volume est ajusté avec un mélange eau MilliQ/acétonitrile 60/40
(v/v). Les fioles sont chauffées a 55°C pendant 1 min puis passées aux ultrasons pendant 1 min
avant d’étre agitées (vortex) jusqu’a dissolution compléte de 1’échantillon. Certains échantillons
nécessitent de répéter ces opérations en complément d’une agitation manuelle énergique. La
solution est ensuite filtrée sur un filtre en PTFE (0,45pm) avant injection en HPLC (4pL). Une
colonne Agilent Poroshell 120 EC-C18 (100mm x 3mm x 2,7um) est utilisée. Le solvant
d’¢lution est composé d’eau (+ 0,2% TFA) et d’acétonitrile. La température est fixée a 50°C et
le flux a 0,6mL/min. Un détecteur UV-DAD est utilisé et la quantification est réalisée a 306 nm.
Les teneurs sont exprimées en mg/100mL. Concernant le suivi dans le temps de la teneur en
stilbénoides, des préléevements pour dosage dans les mémes conditions sont effectués a

intervalles réguliers dans les flacons placés en étuve de stabilité a 4, 25 et 40°C.

2. Acides aminés pour les extraits de W.somnifera

Ces extraits végétaux contiennent des acides aminés qui sont quantifiés selon une méthode
développée par Waters utilisant un agent de dérivation: le réactif AccQ-Fluor (6-
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimide carbamate - réf. WAT052880) et les solvants d’¢lution
suivants : AccQ.Tag Ultra Eluent A utilisé en dilution 5/95 dans I’eau (réf. 186003838) et
AccQ.Tag Ultra Eluent B (réf. 186003839). On pése 1g d’échantillon dans une fiole jaugée de
SmL. Le volume est ajusté avec de 1’eau MilliQ. Les fioles sont chauffées a 55°C pendant 1 min
puis passées aux ultrasons pendant 1 min avant d’étre agitées (vortex) jusqu’a dissolution
complete de 1’échantillon. Certains échantillons nécessitent de répéter ces opérations en
complément d’une agitation manuelle énergique. Dans un tube a essais de petit volume, on
dépose 70uL de tampon waters puis 10uL d’échantillon. La solution est homogénéisée au
vortex. On ajoute ensuite 20uL d’agent dérivant puis le milieu est homogénéisé. La dérivation
est effectuée au bain-marie a 55°C pendant 10 min. Pour les échantillons contenant des
polysaccharides, un voile translucide se développe et rend I’injection impossible. La solution est
transférée dans un tube de centrifugation Eppendorf et une centrifugation a 13500 rpm est
réalisée pendant 3min. L’opération est répétée 1h aprés dans les mémes conditions. L’injection
de 1pL de surnageant est ensuite réalisée. La température de la colonne est fixée a 55°C et le

flux a 0,7mL/min. Un détecteur UV-DAD est utilisé et la quantification est réalisée a 260nm.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

Les acides aminés sont identifiés a chaque série d’analyse par 1’injection de 10uL du mix
Waters dilué dans 960pL d’eau. La dérivation de 10pL de cette solution est effectuée selon le
méme protocole. La quantification des acides aminés s’effectue avec une solution d’asparagine
(2 environ exactement & 5Smg/10mL d’eau en fiole jaugée puis dilution de 40pL de cette solution
dans 960uL d’eau). La dérivation de 10uL de cette solution est effectuée selon le méme
protocole. Concernant le suivi dans le temps de la teneur en acides aminés, des prélévements
pour dosage dans les mémes conditions sont effectués a intervalles réguliers dans les flacons

placés en étuve de stabilité a 4, 25 et 40°C.

IV.5.2.4 Caractérisation des propriétés thermiques

Les propriétés thermiques des mélanges extrait + polysaccharide ont été étudiées par DSC avec
un appareil DSC-Q22 (TA Instruments) équipé d’un systeme de refroidissement a 1’azote
liquide. Les échantillons sont placés dans des capsules hermétiques en aluminium sous flux
d'azote (50mL/min) et soumis a trois cycles de température : 1) de -140 a 70°C a 10°C/min ; 2)
de 70 a -140°C a 40°C/min ; 3) de -140 a 70°C a 10°C/min. Comparativement a la méthode
décrite pour la caractérisation des mélanges FGE (Chapitre II), le cycle de refroidissement est
accéléré (40 vs 10°C/min) et la plage de température élargie. La concordance des résultats
obtenus entre les deux méthodes a été vérifiée au préalable. La température de transition
vitreuse (7) est déterminée a partir de la deuxiéme rampe de chauffage en considérant le point

médian de la transition thermique.

IV.5.2.5Caractérisation des propriétés rhéologiques

Les propriétés rhéologiques des mélanges extrait + polysaccharide ont ét¢ déterminées avec un
rhéomeétre DHR2 (TA instruments). Une géométrie cone/plan (diametre 40 mm, angle 2°,
entrefer 52 um) a été utilisée pour les mesures réalisées a une température de 20°C, laquelle est
controlée par un plan Peltier. Deux types de mesures ont été réalisées : (i) les mesures de
viscosité en écoulement (#) et (if) les mesures de propriétés viscoélastiques en oscillation (G’ et
G”’). Toutes les données rhéologiques dynamiques ont été vérifiées en fonction de l'amplitude
de déformation pour s'assurer que les mesures soient effectuées dans le domaine linéaire.

Typiquement, la déformation appliquée pendant les mesures dynamiques est de 1%.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

IV.5.2.6 Caractérisation de la couleur par colorimétrie

Le mode¢le colorimétrique choisi est le modéele L*a*b* dans lequel la clarté (L*) varie entre 0
(noir) et 100 (blanc), le paramétre a* représente un axe allant du vert au rouge et le parametre
b* variant sur un axe bleu jaune. Les mesures sont réalisées avec un angle de 10° et une
illumination D65 correspondant a la lumiére du jour normalisée. Certains systémes étant
difficilement manipulables, le suivi de stabilité est directement réalisé dans les cuves de
mesures. Ainsi, apreés coulage des systémes a t0, les cellules sont couvertes de parafilm, insérées

dans des piluliers fermés et le tout est placé dans les étuves a 4, 25 et 40°C.

IV.5.2.7 Efficacité de la conservation antimicrobienne (Challenge-tests)

La mesure de ’efficacité de la conservation antimicrobienne est réalisée selon le protocole de la
Pharmacopée Européenne, 10°™ édition, 2021 (Chapitre 5.1.3: Efficacité de la conservation
antimicrobienne, Préparations pour applications locales). Le test consiste a réaliser une
préparation de 1’extrait avec un inoculum de micro-organismes approprié constitué de trois
bactéries et deux levures et moisissures (respectivement Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis), en stockant la
préparation a température ambiante, en évitant la lumiére du soleil, en retirant des échantillons
du conteneur a des intervalles de temps spécifiés et a dénombrer les micro-organismes dans les
échantillons ainsi prélevés. L’efficacité de conservation microbienne du produit est performante
si, dans les conditions de test, il y a une baisse significative ou aucune augmentation, le cas
échéant, du nombre de micro-organismes dans la préparation inoculée apres 2, 7, 14 et 28 jours.
Dans le cas des bactéries, le dénombrement est réalisé a JO et apres 2, 7, 14 et 28 jours ; dans le
cas des levures/moisissures, le dénombrement est réalisé a JO et aprés 14 et 28 jours. En
fonction de la cinétique de décroissance de la population de chaque souche inoculée, différents
critéres (A, B) d’efficacité de conservation antimicrobienne sont attribués, le critére A étant le
plus exigeant. Le critetre B, synonyme d’une trés bonne efficacité de conservation
antimicrobienne, est suffisant pour mettre un extrait végétal sur le marché. Malgré tout, le
critére A est prioritairement plébiscité par les industriels du secteur cosmétique. C’est pourquoi
I’ajout d’un systéme conservateur est nécessaire pour permettre a un extrait répondant

seulement aux critéres B d’atteindre les critéres A d’efficacité du challenge-test.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

IV.5.3 Résultats et discussion

IV.5.3.1Préparation des mélanges extraits FGE115 + polysaccharides

L’incorporation a température ambiante des polysaccharides dans les extraits végétaux obtenus
avec le systéme FGE115 ne pose pas de difficulté particuliere. Cela tient principalement au fait
que les polysaccharides sélectionnés sont solubles dans le solvant FGE115 seul. De plus, une
sélection prudente des concentrations retenues a été réalisée en amont. On observe tout de
méme des différences de comportement (rapidité de dissolution, gonflement) par rapport a la
mise en ceuvre dans le solvant FGE115 seul. Ces différences sont directement attribuables a la
présence des composés phytochimiques extraits. D’autant plus que les matiéres premiéres
végétales utilisées sont des racines qui sont connues pour contenir une certaine quantité
d’¢léments minéraux présents sous forme de sels. Les polysaccharides étant des polyélectrolytes
trés sensibles a la force ionique du solvant, leur comportement en solution dans un extrait
végétal peut varier en fonction de la teneur et du type d’extractibles. Une fois le polysaccharide
incorporé, 1’étape de mélange réalisée a 80°C pendant 3h nécessite une adaptation de la vitesse
d’agitation au cas par cas afin de limiter la création de bulles dans les mélanges. Finalement,
des extraits plus ou moins coulants a chaud sont obtenus en fonction du polysaccharide et de la
concentration utilisée. Aprés retour a température ambiante, ces échantillons ont été

caractérisés.

IV.5.3.2 Caractérisation des propriétés rhéologiques et thermiques et mise en forme

L’étude des propriétés rhéologiques des extraits de W. somnifera (noté E.W) contenant des
polysaccharides a été réalisée avec une géométrie cone/plan a 20°C. Les courbes d’écoulement
(entre 0,01 et 100 s™!) et les balayages en fréquence (entre 0,01 et 10 Hz) obtenus sont présentés
sur la figure IV.20. Sur le premier graphique, on observe tout d’abord que 1’extrait liquide de W.
somnifera présente une viscosité indépendante de la vitesse de cisaillement (triangles rouges). Il
s’agit d’un fluide Newtonien dont la viscosité est du méme ordre de grandeur que celles
obtenues pour le solvant seul ou I’extrait d’A. hippocastanum (= 0,2 Pa.s). Indépendamment du
polysaccharide utilisé, la viscosité des autres systémes diminue avec 1’augmentation de la
vitesse de cisaillement mettant en évidence le caractére rhéofluidifiant de ces échantillons. Les
valeurs de viscosité mesurées a faible taux de cisaillement pour les systémes contenant un
polysaccharide sont comprises entre 275 et 4300 Pa.s. Ainsi, 1’ajout d’une faible quantité de
polysaccharide (ici entre 0,8 et 1,5% m/m) permet d’augmenter de manicre significative la

viscosité de I’extrait liquide. Enfin, la courbe d’écoulement obtenue sur 1’extrait gélifi¢ par 1%
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

(m/m) de x-carraghénane présente une cassure brutale a 10 s!. Ce phénoméne n’est pas dii 4 une

diminution brutale de la viscosité mais a 1’¢jection du produit de la géométrie.
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Figure IV.20 Influence de la nature du polysaccharide sur les propriétés rhéologiques des échantil-
lons obtenus apreés incorporation de polysaccharides dans un extrait FGE115 de Whitania somnifera

Le second graphique de la figure IV.20 rapporte la dépendance des modules élastiques G’
(symboles pleins) et des modules visqueux G’’ (symboles vides) en fonction de la fréquence.
L’extrait liquide étant un fluide Newtonien de faible viscosité, il posséde des modules visco-
¢lastique tres faibles ne pouvant étre déterminés par ces analyses. Le résultat obtenu avec
I’alginate de sodium (triangles verts) est caractéristique d’un fluide viscoélastique. Le module
G’ est supérieur a G’ a haute fréquence mais G’ devient supérieur a G’ a basse fréquence. Cela
explique pourquoi I’extrait obtenu apres addition de 1% d’alginate de sodium ne s’écoule pas
spontanément (G’ > G’’) mais fini par s’écouler aprés un certain temps d’observation

(relaxation du systéme).
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

L’évolution des modules du produit contenant la gomme xanthane (ronds violets) est
équivalente a celle obtenue lors de 1’ajout de xanthane dans le solvant FGE115. A basse
fréquence, G’ est tout d’abord supérieur a G’’. Les valeurs des modules se rapprochent en
augmentant la fréquence jusqu’a se croiser & 10 Hz. En ce qui concerne 1’extrait contenant de
I’agar-agar (losanges bleus), G’ reste légerement supérieur a G’ sur toute la gamme de
fréquence. Les valeurs des modules dépendent de la fréquence et suivent une loi de puissance en
0,4. 11 peut donc s’agir d’un gel physique « faible ». Enfin, dans le cas de I’ajout de 1% (m/m)
de k-carraghénane (carrés oranges), les modules sont trés peu dépendants de la fréquence et le
module élastique G’ est nettement supérieur au module visqueux G’’. Il s’agit donc bien d’un
gel physique, comme nous ’avons détaillé dans le chapitre III pour les systémes FGE115 et «-
carraghénane. Il apparait par conséquent que les propriétés rhéologiques des systémes extrait +

polysaccharide sont trés proches de celles des systemes solvant + polysaccharide.

Les propriétés thermiques de ces échantillons ont ensuite ¢té déterminées et comparées a celles
des extraits liquides par DSC entre -140 et 30°C. Les valeurs de 7, obtenues sont regroupées

dans le tableau IV.6.

Extrait | Extrait+ 1.5% | Extrait+ 1% de Extrait + 1% | Extrait + 0.8%
liquide d’agar-agar K-carraghénane | d’alginate Na de xanthane
Extraits de .
W somnifera Tz(en °C) - 80 -78 -78 -79 -78
Extraits de o
P.cuspidatum Tz(en°C) -81 - 80 - 80 - 80 -78

Tableau IV.6 Températures de transition vitreuses (T,) obtenues par DSC pour 2 extraits liquides en

FGE115 et 8 extraits dans lesquels des polysaccharides ont été ajoutés

On observe tout d’abord que les résultats obtenus sur les extraits liquides confortent le résultat
préliminaire indiqué pour I’extrait en FGE115 d’A. hippocastanum (figure 1V.12). En ce qui
concerne les extraits dans lesquels des polysaccharides ont été ajoutés, la signature thermique
du solvant est également retrouvée avec des T, comprises entre -78 et -80°C. Ainsi, et dans la
limite des faibles quantités de polysaccharides mises en ceuvre ici, ces mesures mettent en
évidence que les mélanges extrait + polysaccharide obtenus possédent des propriétés thermiques
semblables a celles du solvant et des extraits liquides. La présence des extractibles et des
polysaccharides ne présente pas d’impact significatif sur les propriétés thermiques des systémes

extrait + polysaccharide.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

En conclusion, nous venons de démontrer que 1’ajout de faibles quantités de polysaccharide
dans un extrait végétal obtenu avec le solvant FGE115 est réalisable. Le procédé de préparation
retenu (agitation et chauffage) est indutrialisable et complétement en accord avec les principes
de la chimie verte puisque ces produits ne nécessitent pas de traitement supplémentaire.
L’incorporation de polysaccharides permet en outre d’augmenter de fagon significative la
viscosité et de modifier les propriétés rhéologiques d’un extrait liquide. Dans certains cas, des
solutions viscoélastiques ne s’écoulant pas spontanément sont obtenues comme avec 1’alginate
de sodium ou le xanthane. Dans d’autres cas, des gels physiques peuvent étre obtenus (k-
carraghénane et agar-agar). Ces travaux démontrent par conséquent que [’ajout de
polysaccharides non modifiés chimiquement peut permettre de moduler a fagon les propriétés
rhéologiques des extraits végétaux en FGE115. Enfin, les propriétés thermiques des systémes
extrait + polysaccharide sont semblables a celles du solvant FGE115, a savoir une unique 7, aux
environs de -80°C. Suite a ce constat, nous avons exploré la possibilité¢ de mettre en forme des
extraits gélifiés en utilisant le x-carraghénane et 1’alginate de sodium en combinaison avec du

calcium. La figure IV.21 présente les premiers résultats obtenus.

Figure IV.21 Illustration de mises en forme des extraits supramoléculaires gélifiés

La premicére illustration, noté A, concerne différentes mises en forme réalisés pour un extrait de
W. somnifera aprés incorporation de 2% (m/m) de k-carraghénane. Le deuxiéme exemple, noté
B, démontre la faisabilité de réaliser des billes rondes et de tailles homogénes a partir du méme
extrait. Ces billes ont été obtenues en reproduisant les travaux détaillés dans le chapitre III lors
de I’étude de la gélification de FGE115 par 1’alginate de sodium (mécanisme en deux étapes
nécéssitant la présence de calcium). A travers ces exemples, on s’apergoit que 1’incorporation
de polysaccharide permet de modifier a fagon la forme physique d’un extrait FGE115. Cette
perspective constitue une voie intéressante pour s’affranchir des inconvénients que présente la
forme liquide dans des applications industrielles mais également de proposer une certaine
originalité dans la mise en forme d’un extrait. Toutefois, il est nécessaire de vérifier ’impact de

I’ajout d’un polysaccharide sur 1’intégrité du contenu phytochimique de 1’extrait.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

IV.5.3.3 Impact du procédé sur le contenu phytochimique et étude de stabilité

Lors de I’évalution des performances d’extraction des stilbénoides par des systémes FGE
(§1V.2), nous avons vu que les observations réalisées suggére une relation entre 1’augmentation
de la viscosité et I’amélioration de la stabilité d’un extrait végétal liquide. Afin de compléter la
discussion, les systémes extraits + polysaccharides ont également été suivis en stabilité pendant
1 an. Afin d’améliorer la finesse du suivi de stabilité par rapport a celui réalisé sur les extraits
liquides, le suivi de la couleur des échantillons est cette fois réalisé par colorimétrie (L*a*b*).
Le suivi de la stabilité microbiologique est également amélioré en réalisant des challenge -tests.
Finalement, cette seconde étude de stabilité est conduite pour deux extraits liquides en FGE115
de P. cuspidatum et de W. somnifera et les systémes avec polysaccharides (agar-agar (1,5%
m/m), k-carraghénane (1% m/m), alginate de sodium (1% m/m) et gomme xanthane (0,8%
m/m)). Dans le cas de W. somnifera, un extrait avec conservateurs est également suivi en
stabilit¢ afin de se comparer au produit fabriqué industriellement par Gattefossé. Des
photographies réalisées juste apres la préparation des échantillons sont regroupées sur la figure

Iv.22.

Extrait de P. cuspidatum Extrait de W. somnifera

Extrait FGE115
+

conservateurs

Extrait FGE115 Extrait FGE115

1,5% Agar 1% k-carraghénane 1% Alginate Na  0,8% Xanthane

1,5% Agar 1% k-carraghénane 1% Alginate Na 0,8% Xanthane

Figure IV.22 Photographies des échantillons intégrés dans ce suivi de stabilité

Concernant la stabilité chimique, la premiére étape consistait a mettre au point les méthodes
d’analyses décrites dans la partie Matériels et Méthodes (§ 1V.5.2.3). Pour ce faire, nous avons
déterminé les taux de recouvrement en composés phytochimiques aprés incorporation des

polysaccharides. Les résultats sont présentés dans le tableau IV.7.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

Extrait | Extrait+ 1.5% | Extrait+ 1% de | Extrait+ 1% Extrait + 0.8%
liquide d’agar-agar K-carraghénane | d’alginate Na de xanthane
. Teneur en acides 363 347 352 354 366
Extraits de aminés (en ppm)
W.somnifera
Taux de recouvrement 100% 95% 97% 98% 101%
Teneur en stilbénoides
; 53 52 53 53 54
Extraits de (en mg/100mL)
P.cuspidatum
Taux de recouvrement 100% 98% 100% 100% 102%

Tableau IV.7 Taux de recouvrement en traceurs aprés incorporation de polysaccharides

Le tableau IV.7 fait apparaitre que les taux de recouvrement en traceurs sont tous supérieurs a
95% quel que soit le polysaccharide ajouté dans les deux extraits étudiés. Ces résultats
indiquent que le procédé d’incorporation de polysaccharide permet de conserver le contenu en
traceurs phytochimiques initialement présents dans 1’extrait liquide. Cette démonstration faite,
le suivi de la stabilité chimique a été engagée a 3 températures (4, 25 et 40°C). Seuls les
résultats a 40°C seront discutés ici puisque tous les systémes présentent une bonne stabilité a 4

et 25°C. Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus a ces températures sur les

extraits liquides. Les résultats obtenus a 40°C sont présentés en figure 1V.23.

120
A
100 = s S )
. [ L o
o ® R T |
o~ e [
g s
= 60 .
Jg
} 40 ® [Extrait Polygonumi (E.P)
+ E.P+15%agar-agar
E.P + 1% k-carraghénane
20 + E.P+1% alginate de sodium
= EP +0,8%xanthane
0 1 1 1 i i i ]
1] 2 4 6 8 10 12
Temps (en mois)
120 -
B
100 '
i
i
80 - ’
— i
®
g 60
= F 1 .
g : : :
Y oa0 ¢ - . ' .
1 A
20 - 4 Extrait Withania (E.W) a E.W + conservateurs
EW +1,5% agar-agar E.W + 1% k-carraghénane
EW + 1% alginate de sodium a EW +0,8% xanthane
0 . s " L L L . L . L L )

oo
[
=]
=
P

0 2 4 6
Temps (en mois)

Figure IV.23 Suivi de stabilité chimique par quantification HPLC du picéide dans des extraits de
P.cuspidatum avec ou sans polysaccharides (A) et des acides aminés dans des extraits de
W.somnifera avec ou sans polysaccharides (B)
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

En fonction du type d’extrait, des comportements différents sont observés. Dans le cas des
extraits de P. cuspidatum, une diminution progressive de la teneur en picéide est observée
jusqu’a atteindre environ 80% de la teneur initiale aprés un an. La stabilité peut étre considérée
équivalente pour tous les systémes étudiés (= 10%). Pour les extraits de W. somnifera, une
premiére diminution forte de la teneur en acides aminés est observée pendant 6 mois. Cette
diminution est moins marquée lors du second semestre de suivi. Cette inflexion a pu étre reliée
a la dégradation de 1’acide aminé majoritaire présent dans I’extrait : I’arginine. En effet, apres 6
mois de stabilité¢ a 40°C, la teneur en arginine est quasiment nulle. En conclusion, ce suivi de
stabilité démontre que 1’incorporation de polysaccharides dans les extraits étudiés présente peu
d’impact sur la stabilité chimique des composés phytochimiques suivis. Ces résultats permettent
d’affirmer que 1’augmentation de la viscosité, voire la gélification, n’améliore pas la stabilité
chimique d’un extrait végétal supramoléculaire en conditions accélérées. Ainsi, et
indépendamment de la forme physique de 1’extrait, un stockage a 4°C reste la voie a privilégier
pour garantir une parfaite stabilité chimique supérieure a 1 an.

Comme indiqué précédemment, le suivi de stabilité physique est discuté par des mesures
colorimétriques (L*a*b*) réalisées a différents intevalles sur la période de suivi de stabilité. Le

tableau IV.8 présente les résultats obtenus pour les extraits de P. cuspidatum.

N°lot et T°C SYSTEME 1,5 mois 5,5 mois | 6,5 mois 12 mois
D188475V4
D188475V25
D188475V40
D18851SV4
D18851SV25
D18851SV40
D188525V4
D188525V25
D188525V40
D188535V4
D188535V25
D188535V40
D188545V4
D18854SV25
D188545V40

D18847
Extrait FGE115 Polygonum

D18851
D18847 +1,5% Agar

D18852
D18847 +1,0% K-Carraghénane

D18853
D18847 +1,0% Alginate de sodium

D18854
D18847 + 0,8% Gomme Xanthane

Tableau IV.8 Suivi de la variation de couleur des extraits de P. cuspidatum avec ou sans polysaccharides

A partir du tableau IV.8, on observe que le brunissement observé a 1’ceil nu pour 1’extrait
liquide (figure IV.19) se produit pour I’ensemble des échantillons. Les variations de teinte sont
plus marquées en conditions accélérées (40°C) mais les évolutions de couleur sont trés proches
a toutes les températures. Une conclusion trés similaire est obtenue pour les extraits de W.

somnifera comme le montre le tableau IV.9.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

N°lot et T°C SYSTEME 1,5 mois I 2 mois I 3 mois I 5,5 mois | 6,5 mois | 12 mois
D188555V4 D18855
D1 V2
88555V25 Extrait FGE115 Withania
D188555v40
D188565V4 D18856
D188565V25 Extrait FGE115 Withania +
D188565V40 conservateurs
D188575V4 D18857
D188575V25 D18855 + 1,5% Agar
D188575V40 2% 18
D1 V4
R
D18855 +1,0% K-Carraghénane
D188585v40
D1
T
D1 1,0% Algi i

D188595V40 8855 +1,0% Alginate de sodium
D18860SV4

D18860
D18860SV25 D18855 +0,8% Gomme Xanthane
D188605V40 o

Tableau IV.9 Suivi de la variation de couleur des extraits de W. somnifera avec ou sans polysaccharides

Ces résultats permettent d’affirmer que 1’augmentation de la viscosité, voire la gélification,
n’améliore pas la stabilité physique d’un extrait végétal supramoléculaire en conditions
accélérées. Ainsi, un stockage a 4°C reste la voie a privilégier pour ralentir les changements de
couleurs, au moins sur une période de 1 an. On note cependant que I’échantillon liquide
contenant des conservateurs présente des cristaux apres un an de stockage a 4°C. Ce phénoméne
n’étant pas visible sur 1’extrait liquide sans conservateurs, il semble associé au systéme
conservateur lui-méme. Ces cristaux disparaissent aprés un léger chauffage, indiquant qu’il

s’agit probablement d’une limite de solubilité de ce systéme conservateur a basse température.

La troisiéme partie de cette étude de stabilité concerne 1’étude de 1’efficacité de la conservation
antimicrobienne. Les challenge-tests ont été réalisés par un laboratoire externe et indépendant :
Analysis Lab, situé a Brignais. Cette étude s’accompagne d’une mesure préliminaire de la
propreté microbiologique des échantillons et des polysaccharides utilisés (a JO). Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau I'V.10.

Extrait d Extrait de Extrait de Extrait de Extrait de
rait de
. Extrait de i W sompnifera | W somnifera +| W.somnifera + | W.somnifera k- Alginate de
Echantillon i W somnifera + ) o Agar-agar ) X Xanthane
W.somnifera Conservateurs +15%dagr 1%dek- 1% d'alginate | +0,8%de carraghénane sodium
agar carraghénane de sodium xanthane
10 <10 <10 <10 10 <10 20 270 300 <10 20
Germes
L. 12 <10 <10 < 10 10 < 10 40 NC MNC NC NC
aérobies
tot 17 <10 <10 < 10 10 < 10 20 NC MNC NC NC
[UDF;”‘] 114 <10 <10 <10 20 <10 0 NC NC NC NC
& 128 <10 <10 < 10 20 < 10 20 NC MNC NC NC
10 <10 <10 < 10 <10 < 10 <10 10 10 <10 10
Levures et 12 <10 <10 < 10 <10 < 10 <10 NC MNC NC NC
moisissures 17 <10 <10 <10 <10 <10 <10 NC MNC NC NC
(UFC/g) 114 <10 <10 <10 <10 <10 <10 NC MNC NC NC
128 <10 <10 < 10 <10 < 10 <10 NC MNC NC NC

Tableau IV.10 Propreté microbiologique des échantillons suivis en challenge-test et des
polysaccharides utilisés
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

Les résultats présentés dans le tableau IV.10 montrent que méme si certains polysaccharides
contiennent une charge microbiologique détectable a JO et supérieure a 100 UFC/g, cette
derniére ne se retrouve pas dans les extraits gélifiés a tO0 qui sont tous conformes aux critéres de
propreté microbiologique des ingrédients cosmétiques (< 100 UFC/g) aprés incorporation de
polysaccharides. De plus, cette propreté microbiologique demeure stable et conforme pendant
28 jours a température ambiante pour tous les échantillons d’extraits. Les résultats de 1’étude de
I’efficacité de la conservation antimicrobienne sont reportés dans les graphiques 1 a 6 de la

figure 1V.24.

1 . extrait liguide de Wsamnifers 4. patrait de Weomnifero + 1% de w-carraghénane
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1000 1000
100 100
10 10 —
10 12 17 114 128 10 12 1”7 114 128
= P, rugina LEFT ] =Lzl Cakcans B4 b benak N P.asnginos LRt ] Hicall Calbicara B brasd Berai
2. extrait de Weomnifero + conservateurs 5. extrait de Wsamnifern + 1% d'alginate de sodiom
1000003 1000000
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M 17 7 14 128 M 12 17 14 128
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0 I 10
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Figure IV.24 Résultats de I'étude de I'efficacité de la conservation antimicrobienne (challenge-test) réalisée sur
les extraits gélifiés et non gélifiés de Withania somnifera
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

Ces challenge-tests attestent d’une bonne efficacité de la conservation antimicrobienne. On
remarque que [’extrait liquide avec conservateurs (graphique 2) présente une meilleure
efficacité que 1’extrait seul (graphique 1). Cependant, ’ajout de conservateurs dans cet extrait
ne permet pas de répondre favorablement aux critéres A de la Pharmacopée Européenne. Une
performance équivalente est obtenue pour 2 systémes gélifiants : 1’alginate de sodium
(graphique 5) et la gomme xanthane (graphique 6). Ce point est trés intéressant dans un contexte
cosmétique ou I’emploi de conservateurs est de plus en plus limité. De maniére encore plus
intéressante, les deux autres systémes gélifiants : agar-agar (graphique 3) et k-carraghénane
(graphique 4) présentent quant a eux une efficacité de conservation antimicrobienne supérieure.
Ces extraits gélifiés sont conformes aux critéres A de la Pharmacopée Européenne, le plus
exigeant et le plus sollicité par les industriels du secteur cosmétique. Ce résultat n’avait jamais
pu étre atteint pour un extrait liquide de W. somnifera en utilisant les systémes conservateurs
d’origine végétale autorisés par les réglementations cosmétiques ainsi que par le référentiel de
certification BIO Cosmos. Ces travaux démontrent que 1’ajout de polysaccharides peut étre une
alternative a 1’emploi de conservateurs. Dans certain cas, la gélification peut également
permettre d’améliorer la propreté et la stabilit¢é microbiologique d’extraits végétaux
supramoléculaires sans avoir recours a une étape de stérilisation. Cet effet positif est d’autant
plus marqué lorsque le systéme posséde les propriétés rhéologiques d’un gel. Sachant que
I’agar-agar et le k-carraghénane ne sont pas des polysaccharides connus pour leur propriétés
anti-microbienne (contrairement au chitosane par exemple), il semblerait que ce soit la
structuration sous forme de gel qui apporte ce pouvoir anti-microbien supérieur a celui de
I’extrait liquide. La forme gélifiée permet en effet de diminuer la mobilité et la diffusion des
molécules au sein du gel. Ainsi, ’eau potentiellement disponible pour le développement
microbien est, d’une part en interaction avec les autres composés du mélange FGE et d’autre
part, piégée par la structuration du gel. Cela vient s’ajouter au fait que les extraits gélifiés sont
obtenus aprés une étape de chauffage (3h a 80°C) qui contribue certainement a la diminution de
la charge microbiologique constatée dans le polysaccharide sous forme de poudre (cf. Tableau
IV.10). Ce constat nous a amené a initier la caractérisation des propriétés mécaniques et de la
microstructure d’un extrait gélifié par le k-carraghénane comme nous ’avions réalisé pour les

matériaux obtenus en associant ce polysaccharide avec le systéme FGE115 3¢,
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

IV.5.4 Compléments de caractérisation d'un extrait gélifié par le xk-carraghénane

IV.5.4.1 Préparation des échantillons et méthodes d’analyses

e Protocole de préparation
L’extrait végétal liquide FGE115 de Whitania somnifera est préparé selon le protocole détaillé
au § IV.4.2.1. Le protocole de préparation décrit pour préparer des échantillons cylindriques %
est utilisé pour ajouter le x-carraghénane dans 1’extrait de W. somnifera. Le polysaccharide est
progressivement incorporé dans I’extrait liquide sous agitation mécanique a faible vitesse et a
Tamb. Trois concentrations massiques sont étudiées : 1, 2 et 3% (m/m). Les mélanges (extrait +
polysaccharide) sont transférés délicatement dans un récipient cylindrique. Ce dernier est
introduit dans une étuve chauffée a 80°C pendant 3h. Aprés refroidissement, des échantillons

cylindriques gélifiés sont obtenus. La méme procédure est appliquée avec le solvant FGE115

seul pour préparer un échantillon comparatif a 2% (m/m).

e Analyses élémentaires par ICP-AES
L’analyse élémentaire de I’extrait de W. somnifera a été sous-traitée au laboratoire Filab et
déterminée par ICP-AES (Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectrometry) selon

une méthode interne.

e Analyse par diffusion des rayons X a petits angles (SAXS)
Cette analyse a été réalisée dans les mémes conditions que celles décrites dans le chapitre 111

(cf. partie 111.4.2.3 — SAXS).

e Tests de compression
Cette analyse a été réalisée dans les mémes conditions que celles décrites dans le chapitre 111

(cf. partie 111.4.2.3 — Compression tests).
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

IV.5.4.2 Résultats

Des préparations d’échantillons sous forme cylindrique d’extrait de W. somnifera gélifié par le
Kk-carraghénane ont été réalisées afin d’initier la caractérisation des propriétés mécaniques et de
la microstructure d’un extrait gélifi¢. La premicre étape du protocole de préparation consiste en
I’incorporation progressive du polysaccharide dans 1’extrait sous agitation mécanique. Ces
préparations ont confirmé que le polysaccharide semble plus facile a disperser dans 1’extrait que
dans le solvant FGE115 seul. Ainsi, une concentration de 3% (m/m) de k-carraghénane a pu étre
ajoutée dans 1’extrait alors que cette concentration n’a pu étre atteinte avec le solvant seul. Une
analyse élémentaire sous-traitée au laboratoire Filab nous a permis de quantifier les principaux
éléments retrouvés dans ’extrait apres extraction. Ces données sont comparées aux résultats

d’analyse ¢lémentaire obtenus pour le solvant seul dans le tableau IV.11.

Potassium (K) traces 315 ppm
Soufre (S) < 2,5 ppm 94 ppm
Sodium (Na) <10 ppm 68 ppm
Phosphore (P) traces 66 ppm
Magnésium (Mg) traces 40 ppm
Calcium (Ca) <10 ppm 26 ppm
Silicium (Si) traces 2 ppm
Autres traces traces

Tableau IV.11 Résultats d’analyses élémentaires pour le solvant FGE115 et I'extrait de W.
somnifera

Le tableau IV.11 fait apparaitre que le solvant FGE115 ne contient que quelques traces de
minéraux certainement issus des procédés de fabrication du fructose et du glycérol. L’ extrait de
W. somnifera se caractérise quant a lui par des teneurs en minéraux certes faibles, mais loin
d’étre négligeables. Des éléments caractéristiques des extraits issus de racines sont retrouvés :
Potassium (315 ppm), Soufre (94 ppm), Sodium (68 ppm), Phosphore (66 ppm) et Magnésium
(40 ppm). La teneur en minéraux retrouvée dans 1’extrait suggére que la force ionique de
I’extrait et légérement différente de celle du solvant seul. L’échantillon d’extrait gélifié avec
une concentration en polysaccharide de 2% (m/m) a été analysé en SAXS dans les mémes
conditions que celles décrites au chapitre III. Le résultat est présenté en figure IV.26
comparativement au matériau obtenu apres ajout de 2% (m/m) de x-carraghénane dans le

solvant FGE115.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

100
+ FGW115-20.5¢g/L
.. + Extrait W.somnifera - 20.5 g/L
«
é— 10
z .
5 e,
L
£
1
qt
O.l 1 1 1 1 1 1 1 11 ]
0.1 1

g (nm?)

Figure IV.25 Diffractogrammes SAXS obtenus aprés ajout de 20.5g/L de k-carraghénane dans
FGE115 (noir) et dans un extrait de W. somnifera (rouge)

Le diffractogramme obtenu avec 1’extrait présente une allure différente de celui avec le solvant
seul. A trés petits angle (¢ < 0.3 nm™"), la diminution de I’intensité varie en fonction de ¢'.
Comme explicité dans le chapitre III ce profil est caractéristique de structures sous forme de
cylindres [*71. Cette partie de courbe concorde avec les résultats précédents obtenus dans I’eau et
dans FGE115 B®. Cela suggére que le mécanisme de gélification du x-carraghénane dans
I’extrait peut également étre décrit par 1’agrégation des chaines de polymére sous forme des
structures assimilables & des cylindres. Lorsque ¢ est compris entre 0,3 et 0,7 nm™', la bosse
assimilable a un pic polyélectrolyte dans le cas du solvant FGE115 (courbe noire) n’est pas
observée dans 1’extrait (courbe rouge). La position de ce pic (ou bosse ici) est directement reli¢e
a la longueur caractéristique entre deux objets. Le fait que cette bosse ne soit pas visible dans le
cas de I’extrait indique une diversité de distances caractéristiques entre les agrégats de chaines
dans I’espace. Enfin, lorsque ¢ devient supérieur a 0,7 nm™', une diminution de I’intensité en
fonction de g2 est observée dans les deux cas. Cela atteste que 1’extrait est un bon solvant pour
ce polysaccharide comme nous ’avions déja observé pour le solvant seul. Bien que ’allure des
diffractogrammes a grands ¢ soit similaire, nous avons constaté expérimentalement que le
polysaccharide est plus facilement dispersible dans I’extrait que dans le solvant seul.

L’analyse SAXS sur I’extrait gélifié atteste donc de la présence d’objets de forme cylindrique.
Cela suggere que la formation d’agrégats de chaines polymeére soit a 1’origine de la gélification
comme pour le solvant seul et I’eau. Toutefois, 1’absence de pic polyélectrolyte indique que les
distances caractéristiques entre les objets sont variables dans I’espace. Autrement dit, la
répartition des agrégats dans I’espace semble plus chaotique dans 1’extrait que dans le solvant

seul. Ce résultat indique que les microstructures ne sont pas équivalentes dans les deux cas.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

Cela peut s’expliquer par la présence des matiéres minérales extraites des racines de W.
somnifera. Bien que faiblement présents (teneur totale = 800 ppm), les sels métalliques doivent
nécessairement interagir avec le polysaccharide qui est un polyélectrolyte chargé. De plus, la
variété des matiéres minérales présentes (K, S, Na, P, Mg, Ca) au sein de I’extrait suggere que
des intéractions spécifiques peuvent étre localement retrouvées. Nous pouvons ainsi faire
I’hypotheése que 1’organisation des chaines est moins ordonnée dans 1’extrait que dans le solvant
seul. Ce constat nous a conduit a étudier les propriétés mécaniques des extraits gélifiés dans les
mémes conditions d’analyse que pour les matériaux obtenus aprés incorporation de k-

carraghénane dans le solvant seul. Les résultats obtenus sont présentés en figure I[V.26.

05
045 | ® FGE115 + 2% (m/m) k-carraghénane
04 L E.W + 2% (m/m) k-carraghénane
035 ® E.W + 3% (m/m) k-carraghénane
0.3
0.25
0.2

Contrainte (en MPa)

0.15
0.1
0.05

Déformation (en %)

Figure IV.26 Courbes de contrainte-déformation obtenues lors d’essais de compression a Tam» avec
une vitesse de compression de 1 mm/min

La figure 1V.26 regroupe trois courbes de contrainte-déformation obtenues aprés incorporation
de k-carraghénane dans FGE115 (violet) ou dans I’extrait FGE115 de W. somnifera (noté E.W).
La courbe violette présentant le résultat obtenu avec le solvant seul est similaire a celle obtenue
dans le chapitre III avec un pourcentage de déformation avant rupture d’environ 62% pour une
contrainte avant rupture de 0,46 MPa. Les courbes de contrainte déformation dans I’extrait
végétal sont nettement différentes. Pour une teneur de 2% (m/m) de polysaccharide et pour des
contraintes faibles (< 30%), la réponse mécanique est identique entre les échantillons obtenus
dans le solvant seul et dans 1’extrait. Par contre, la réponse mécanique est trés différente sous
des contraintes plus importantes. Le pourcentage de déformation (45%) et la contrainte a la
rupture (= 0,1 MPa) de 1’extrait gélifié sont nettement inférieurs a ceux obtenus avec le solvant
seul. Ces différences de propriétés mécaniques peuvent s’expliquer par la présence des matiéres
minérales extraites qui impactent directement 1’ organisation des agrégats des chaines polymere

comme nous 1’avons vu par analyse SAXS.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

Cette organisation particuliére et hétérogéne dans I’espace fait que la capacité de résistance a la
compression de ’extrait gélifié est trés inférieure a celle obtenue avec le solvant seul. L’effet de
la concentration en polysaccharide sur les propriétés mécaniques a également été étudiée. La
figure IV.26 montre également que la réponse mécanique est modifiée avec 1’augmentation de
la concentration en k-carraghénane (courbe bleue). La contrainte a la rupture de I’échantillon
d’extrait gélifié¢ avec 3% (m/m) est d’environ 0,12 MPa et la déformation a la rupture de 40%.
Cela indique que I’augmentation de la concentration en polysaccharide rend 1’échantillon moins
sensible a la compression. L’augmentation du nombre d’agrégats de chaines répartis de maniere
hétérogene (du a la présence des matiéres minérales) modifie la réponse mécanique de
I’échantillon. Toutefois, les propriétés mécaniques des extraits gélifiés restent trés différentes
de celle mises en évidence apres ajout du polysaccharide dans le solvant seul. Ce constat permet
de conclure que la gélification d’un extrait végétal doit étre considéré comme un cas particulier
puisque chaque extrait possede sa propre signature phytochimique. En effet, nous venons de
démontrer que méme si le mécanisme de gélification d’un NaLTTM est connu, la présence des
composés extraits (ici les matieres minérales principalement) peut avoir un impact significatif

sur la microstructure d’un gel et par conséquent sur ses propriétés mécaniques.

IV.5.5 Conclusions et perspectives

Cette dernic¢re partie du volet applicatif a été particulierement riche en enseignements. Tout
d’abord, I’incorporation de polysaccharides dans les extraits végétaux obtenus avec le mélange
FGE115 peut étre effectuée avec des équipements standards et un procédé de fabrication
industrialisable. De plus, ce procédé n’altére pas le contenu en traceurs phytochimiques de
I’extrait liquide. Nous avons également observé que les propriétés physico-chimiques (viscosité,
T,, etc.) des systémes extrait + polysaccharide sont trés proches de celles obtenues aprés ajout
du méme polysaccharide dans le solvant seul. Il semblerait également que les mécanismes de
gélification soient identiques a ceux rencontrés dans le solvant seul. Pour discuter ce point de
maniére plus approfondie, nous avons caractériser de fagon plus exhaustive la gélification d’un
extrait de W. somnifera par le k-carraghénane. La nature et la teneur des extractibles,
notamment les sels minéraux, modifie le comportement des chaines dans les extraits et par
conséquent les propriétés mécaniques des matériaux obtenus apres gélification d’extraits
végétaux. De fagon contre intuitive, ces travaux mettent également en lumiére que
I’augmentation de la viscosité et/ou la gélification par ajout de polysaccharides ne permet pas
d’agir positivement sur les sources d’instabilités chimique (dégradation des traceurs) et

physique (changement de couleur) d’un extrait végétal.
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Chapitre IV / Incorporation de polysaccharides dans des extraits végétaux supramoléculaires

En revanche, un intérét notable vis-a-vis de la stabilité microbiologique a pu étre détecté. Ainsi,
I’ajout de polysaccharide peut offrir une alternative a 1’emploi de conservateurs. Dans certains
cas, les résultats de challenge-tests obtenus sont conformes aux critéres A de la Pharmacopée.
Cette perspective permettra certainement a Gattefossé de développer des extraits végétaux

supramoléculaires gélifiés sans conservateurs.

D’autre part, ’emploi de polysaccharides permet de contrdler les propriétés rhéologiques des
extraits. Ainsi, I’obtention de formes plus ou moins solides mettant en ceuvre une faible quantité
de polysaccharide est une voie qui peut permettre de s’affranchir des contraintes industrielles
reliées a la manipulation et au stockage de produits liquides. De plus, ce dernier point ouvre des
perspectives de développement en phase avec I’essor récent de la cosmétique solide et la
possibilité de s’orienter vers des contenants plus respectueux de 1’environnement. Il s’agit
également d’un moyen de casser les codes de mise en forme d’un extrait végétal classiquement
commercialisé sous formes liquide ou poudre. Cet aspect peut apporter a la fois de 1’originalité
et une différenciation sur le marché. Pour continuer dans cette voie, il faudrait étudier la

stabilité de I’intégrité physique du gel en fonction du temps et des contenants.

Enfin, il serait intéressant d’étudier la synergie qui résulterait de 1’incorporation de plusieurs
polysaccharides dans un extrait végétal en s’inspirant des travaux effectués en ce sens sur les
hydrogels (cf chapitre I). Cela permettrait de gagner encore plus de latitude quant au
développement de matériaux contenant des principes actifs issus de plantes avec des propriétés
mécaniques spécifiques. Cet axe de recherche ouvre a lui seul de nombreuses perspectives pour

des applications de libération prolongée de principes actifs pharmaceutiques par exemple.
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Conclusion générale

Le solvant NaDES le plus utilisé industriellement par Gattefossé correspond a un mélange
composé¢ de Fructose, de Glycérol et d’Eau en proportions molaires 1:1:5. Ce mélange ternaire,
noté¢ FGE115, ainsi que les extraits qui résultent de son utilisation en tant que solvant d’extraction
conduisent a une seule phase liquide a température ambiante. Cet aspect macroscopique est la
conséquence de la formation d’interactions coopératives (liaisons hydrogene) entre les molécules
constitutives de ce solvant. En se basant sur les travaux issus de la littérature portant sur la
caractérisation de ce type de mélanges, nous avons développé une méthodologie de caractérisation
qui permet de relier les propriétés rhéologiques et thermiques a la structuration du solvant a
I’échelle moléculaire examinée par RMN-1D 'H, *C, 2D '"H-'H NOESY, et par la mesure des
coefficients de diffusion. Les résultats obtenus nous ont permis de classifier ces solvants comme
mélanges naturels a transition de phase basse température (NaLTTM). Ces résultats confirment
les observations empiriques effectuées lors de sa mise au point par Gattefossé : I’eau participe a
la structure des NaLTTM. Plus précisément, dans le cas des mélanges FGE, la teneur en eau est
I’élément essentiel qui gouverne les interactions moléculaires et par conséquent les propriétés
macroscopiques (viscosité, densité) et les propriétés thermiques (unique 7). Pour les
combinaisons équimolaires en fructose et en glycérol, une quantité insuffisante en eau (n < 3
moles) conduit a des mélanges instables macroscopiquement. A 1’inverse, un excés d’eau (n > 7
moles) affaibli les interactions entre le glycérol et le fructose au profit d’interactions avec I’eau.
Ainsi, seules les combinaisons comprises entre FGE113 et FGE117 peuvent étre considérées
comme des NaLTTM, possédant une unique 7, variant de -71 a -91°C. Ces résultats sont en accord
avec les différents travaux de caractérisation de systémes de type DES, NaDES ou LTMM publiés
pendant cette thése (2018-2022). La méthodologie décrite est applicable a d’autres NalLTTM
comme nous I’avons mis en évidence avec des mélanges ternaires a base de bétaine, de
propanediol et d’eau. Toutefois, nous n’avons pas eu le temps de finaliser 1’étude initiée par
relaxométrie (RMN bas champ) mais cela constitue une perspective de collaboration intéressante
pour poursuivre ces travaux de these. En effet, cette méthode est basée sur la mesure des temps
de relaxation (relaxation spin-spin et spin-réseau) de 1’ensemble des protons du mélange. Ces
temps de relaxation étant dépendants du temps de corrélation des molécules engagées dans le
mélange, une étude fine des courbes de relaxation pourrait permettre de discriminer les mélanges
dans lesquels les molécules forment des associations supramoléculaires. L’appareillage
nécessaire n’engendre pas les mémes contraintes que ’utilisation de la RMN haut champ et,
s’installe aisément dans un laboratoire industriel. Enfin, cette approche n’est pas décrite dans la

littérature a ce jour.
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Nous nous sommes ensuite intéressés a la possibilité d’utiliser différents polysaccharides pour
générer des matériaux biosourcés a partir du mélange FGE115 et des extraits obtenus avec ce
solvant. Ce point n’ayant pas été décrit dans la littérature précédemment, une sélection des
polysaccharides adaptés aux objectifs a été réalisée. La mise en ceuvre de structures variées nous
a permis d’établir une liste réduite de 4 candidats : la gomme xanthane, I’alginate de sodium, le

Kk-carraghénane et [’agar-agar.

Les résultats de la caractérisation des systémes obtenus avec la gomme xanthane semblent
indiquer que la solubilisation de ce polysaccharide (de masse molaire trés élevée), n’est pas de
bonne qualité, et de fait ne conduise pas a des matériaux adaptés aux objectifs visés. Bien que des
analyses complémentaires auraient pu nous aider a mieux comprendre les interactions, nous nous

sommes focalisés sur I’utilisation d’autres polysaccharides qui apparaissaient plus prometteurs.

L’ajout d’alginate de sodium dans les mélanges FGE113 et FGE115 ne permet pas d’obtenir des
gels mais des solutions viscoélastiques dont les propriétés rhéologiques ont été étudiées en détail,
et peuvent étre modulées avec la concentration en polysaccharide et la nature du solvant FGE. La
viscosité intrinséque dans le FGE115 (= 5000 mL/g) est plus élevée que celle déterminée dans
I’eau (= 1111 mL/g), ce qui refléte une conformation plus étendue/expansée des chaines d’alginate
en milieu FGE115, et montre indirectement le caractére de bon solvant du FGE115. Les énergies
d’activation obtenues pour des solutions a 2% (m/m) d’alginate de sodium sont de 22 kJ.mol ™! ;
55 kJ.mol! et 76 kJ.mol™! respectivement dans 1’eau, le FGE115 et le FGE113. Ces valeurs plus
¢levées dans les solvants FGE refletent une plus forte cohésion au sein des systémes alginate/FGE
par rapport au systéme alginate/eau et soulignent que les interactions développées sont sensibles
a la température, ce qui est cohérent avec 1’établissement de liaisons hydrogéne. Afin de discuter
de la possibilité d’obtention de gels physiques a partir de mélanges alginate/FGE, nous nous
sommes tournés vers 1’ajout de calcium dans les solutions d’alginate. Il est en effet décrit dans la
littérature que 1’ajout de cations divalents dans des solutions aqueuses d’alginate méne a des
hydrogels physiques ionotropes. Aprés une étape d’optimisation des paramétres expérimentaux,
nous avons réussi a obtenir des billes de gels par gélification externe via I’ajout contrdlé de
chlorure de calcium dans des solutions alginate/FGE. De plus, en développant un second
protocole expérimental que nous avons également optimisé, des gels massifs ont été générés selon
un mécanisme de gélification interne basé sur la libération in-situ d’ions calcium par la
dissociation progressive de carbonate de calcium en milieu acide a travers 1’hydrolyse de la
glucono-o-lactone (GDL). Les matériaux qui en résultent possédent des propriétés élastiques de
type gel physique, modulables en fonction du protocole de préparation. La aussi différentes
perspectives (utilisation d’un autre cation divalent, étude d’intégrité¢ des billes dans le temps,
renforcement de la capsule, ...) ressortent de ces travaux non décrits dans la littérature (cf chapitre

111.3).
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Le polysaccharide le plus adapté aux enjeux de cette thése est le k-carraghénane. En effet, apres
une optimisation de la procédure expérimentale de préparation, nous avons démontré la faisabilité
d’obtenir des matériaux simplement et rapidement (< 3h), de facon peu énergivore (simple
agitation puis chauffage a température modérée) et surtout reproductible, sous la forme de picces
de gels de géométrie facilement adaptable (cylindre, plaque, etc.). Les propriétés rhéologiques a
petites déformation et mécaniques aux grandes déformations des matériaux k-carraghénane/FGE
ont été examinées de fagon approfondie, et il s’aveére qu’elles sont nettement améliorées par
rapport aux analogues en milieu aqueux. Pour des concentrations en k-carraghénane supérieures
a 26 g/L, les modules de stockage dans les deux solvants sont assez similaires (G’ > 5000 Pa) et
le rapport G'/G" est élevé, attestant de la formation de gels cohésifs. Ces similitudes au niveau
du comportement viscoélastique suggérent un mécanisme de gélification analogue dans les deux
solvants. L'évolution des modules en fonction de la température lors de balayages successifs de
montée en température et de refroidissement a également été ¢tudiée puisque les propriétés
rhéologiques des hydrogels de carraghénane sont thermosensibles. Quelle que soit la méthode
employée pour déterminer les températures de transition sol-gel (7s5), les Ty des gels en FGE115
se sont avérées plus élevées que celles mesurées pour les hydrogels. Ainsi, une température plus
haute est nécessaire pour permettre a la fois la dissociation des agrégats d'hélices et la transition
hélice-pelote dans le FGE115. Cela peut étre attribué¢ a la grande viscosité du solvant FGE115
comparativement a celle de 1'eau. L’application de cycles successifs de chauffage et de
refroidissement a montré une réversibilité compléte des propriétés viscoélastiques pour les gels
dans le FGE115. Ce résultat indique que la cinétique de désorganisation / réorganisation des zones
associées induite par la chaleur est rapide et confirme la forte rétention du solvant FGE115 pour
des températures élevées (7.qax = 100°C), ce qui est impossible a obtenir dans le cas des hydrogels.
L’apport du solvant FGEI115 est également notable sur les propriétés mécaniques puisque la
gamme de contraintes supportées par le gel dans le FGE115 est significativement plus grande que
celle de I'hydrogel. En effet, la contrainte a la rupture obtenue (0,50 MPa) est presque deux fois
plus importante pour le gel dans le FGE115. La déformation a la rupture est également plus élevée
pour le gel dans le FGE115 (65% contre 50% pour I’hydrogel).

Des analyses de la morphologie et de la structure interne par diffusion des rayons X aux petits
angles réalisées a I’ESRF a Grenoble, ont permis de relier ces propriétés a une organisation
nanométrique spécifique. La présence de structures dispersées en forme de batonnets a pu étre
mise en évidence dans les deux solvants pour des concentrations en k-carraghénane de 20g/L, ce
qui corrobore le mécanisme de gélification bien décrit pour les hydrogels, a savoir la formation
d'hélices a double brin arrangées latéralement. Toutefois, 1’organisation dans 1’espace des
agrégats d’hélices est différente. En effet, le solvant FGE115 apparait comme un meilleur solvant

que 1’eau pour les chaines de k-carraghénane.
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Ainsi, et comme l’indique le pic polyélectrolyte plus large dans le FGE115, la distribution des
longueurs inter chaines dans I’espace est moins répétitive que dans I’hydrogel. Cette différence
provient des interactions entre le solvant et les chaines de carraghénane libres qui sont plus
¢tendues dans le FGE115, du fait de I’établissement d’un plus grand nombre de liaisons hydrogene
entre le solvant et les chaines polymére. Les gels a base de FGE115 se caractérisent donc par un
réseau comprenant plus de jonctions physiques et des interactions solvant-chaine plus fortes.
Cette structuration spatiale particuliére dans le solvant LTTM est trés probablement a 1’origine
des améliorations des propriétés rhéologiques et mécaniques constatées, comparativement aux

hydrogels.

Enfin, des pieces de gels massifs ont également été obtenues avec 1’agar-agar. Toutefois, la
caractérisation de la structure de ce polysaccharide est complexe et nous avons choisi de ne traiter

’utilisation de ce polymeére naturel que dans la partie applicative.

Finalement, nous avons rempli le second objectif majeur de cette thése a savoir : concevoir et
caractériser des matériaux biosourcés aux propriétés rhéologiques modulables, a base du solvant
supramoléculaire (FGE115) d’intérét pour Gattefossé, et d’un polysaccharide. De multiples
perspectives s’ouvrent dorénavant car les effets de synergie entre plusieurs polysaccharides
décrits pour les hydrogels n’ont pas été étudiés ici. La diversité de structure des polysaccharides
considérés ainsi que la variété de comportements macroscopiques observés (de la solution
viscoélastique au gel physique avec des propriétés mécaniques élevées) permettent d’envisager

le développement de matériaux 100% biosourcés a partir du solvant FGE115.

Le potentiel applicatif de ces recherches par Gattefossé a été discuté tout au long de ce travail de
thése. La méthodologie de caractérisation développée dans le chapitre I a été, pour la premiére
fois, appliquée a un extrait végétal obtenu avec le solvant FGE115. Ces analyses ont confirmé
que la structure supramoléculaire du solvant est majoritairement conservée aprés les étapes
d’extraction et de filtration. Cependant, 1’efficacité d’extraction des constituants phytochimiques
contenus dans les végétaux étudiés semble plutot attribuable a la composition du mélange FGE
(notamment la teneur en glycérol) plus qu’a la structuration supramoléculaire du solvant. En
revanche, le caractére stabilisant de cette derniére est suggéré par les études de stabilité réalisées
qui montrent une relation entre 1’augmentation de la viscosité et I’amélioration de la stabilité des

extraits liquides.

Fort de cette constatation, nous nous sommes orientés sur la préparation et I’étude de stabilité
d’extraits viscosifiés ou gélifiés en incorporant les quatre polysaccharides répondant a nos critéres
de sélection : la gomme xanthane, 1’alginate de sodium, le k-carraghénane et 1’agar-agar. Cette

partie a été particuliérement riche en enseignements.
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Tout d’abord, la composition en extractibles n’est pas altérée par 1’ajout d’un polysaccharide
selon le protocole de préparation retenu. Toutefois, 1’ajout de polysaccharide n’a pas permis
d’agir favorablement sur la stabilité physico-chimique (traceurs, couleur) des extraits dans les
conditions d’étude. En revanche, un bénéfice a été mis en évidence concernant la stabilité
microbiologique. Il semblerait que la gélification présente une voie d’avenir pour se substituer a
I’emploi de conservateurs. Cela s’ajoute a ’ensemble des bénéfices que constitue 1’état de gel
des produits (transport, emballage, conditionnement, ...) et la possibilité de casser les codes de
mises en forme d’un actif cosmétique. Ces travaux de gélification d’un extrait végétal obtenu
avec le solvant FGE115 ont conduit Gattefossé a déposer une demande de brevet qui sera visible
prochainement. Cette partie des résultats répond favorablement au troisiéme objectif que nous
nous étions fixés, a savoir étudier 1’effet de 1’ajout d’un polysaccharide sur la stabilité globale

des extraits végétaux obtenus avec le solvant FGE115.

Compte-tenu des matériaux obtenus avec le k-carraghénane, nous avons réalisé des compléments
de caractérisation sur les extraits gélifiés avec ce polysaccharide (SAXS, propriétés mécaniques).
Ce dernier point fait également office de perspective pour ces travaux. En effet, la présence des
¢léments minéraux extraits (< 900 ppm) perturbe la microstructure qui semble moins homogéne
que celle du solvant seul gélifié. Cette organisation particuliére et hétérogéne dans I’extrait
modifie grandement les propriétés mécaniques des matériaux obtenus. Ces travaux suggerent que
méme en connaissant le mécanisme d’organisation des chaines polymeére dans un solvant, il est
quasiment impossible de prédire avec précision les caractéristiques d’un matériau obtenu a partir

d’un extrait végétal. Chaque extrait sera donc a considérer comme un cas particulier.
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