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Valorisation des xylanes du bois : vers la synthése de copolymeéres
amphiphiles bio-sourcés

La theése présentée propose une nouvelle voie de valorisation des xylanes du bois par
I’élaboration de nouveaux polymeres bio-sourcés et amphiphiles.

Aprés une caractérisation compléete de xylanes issus du bois de hétre, I’hydrolyse acide en
milieu dilué a été optimisée afin d’obtenir des xylo-oligosaccharides d’environ 6 unités xylose
par chaine avec une seule unité acide méthylglucuronique positionnée a I'extrémité non
réductrice de la chaine. En paralléle, I'étude de I'oxydation au periodate de sodium de ces
xylanes a été effectuée pour permettre l'introduction d’'un nombre contrélé de fonctions
aldéhyde le long de la chaine. La fonction aldéhyde de I'extrémité réductrice des oligomeres de
xylane a ensuite été fonctionnalisée par un groupement allyle ou azoture pour permettre leur
couplage a des dérivés d’acide gras par ‘chimie click’.

Les oligomeres amphiphiles ainsi obtenus ont ensuite été étudiés pour leurs propriétés
tensioactives et d’auto-assemblage. lls présentent de bonnes propriétés de mouillage,
comparables a celles du Tween®80. Les objets issus de I'auto-assemblage de ces oligomeéres
amphiphiles ont été analysés par DLS et TEM. lls s’auto-assemblent aussi bien dans le
chloroforme que dans I'eau. Les objets formés sont sphériques et de taille micellaire (d < 50
nm). Ces objets ont tendance a s’associer pour former des agrégats, surtout dans le
chloroforme. Ces agrégats sont régis par des interactions assez faibles pour étre éliminés par
dilution. Ils peuvent également étre éliminés par simple filtration.

Finalement, ce travail de thése aura abouti a la synthése de composés amphiphiles totalement
bio-sourcés, a partir de xylanes, coproduits potentiels de I'industrie papetiere. Grace a leurs
propriétés tensioactives, les applications envisageables pour ces tensioactifs ‘verts’ sont
nombreuses. De plus, leur caractére biocompatible et leur auto-assemblage en solution
aqueuse en font de bons candidats pour I’encapsulation et |la vectorisation de principes actifs.

amination réductrice ; amphiphile ; bio-sourcé ; chimie ‘click’ ; polymeres ; dérivés d’acide gras ;
hémicelluloses ; hydrolyse ; thiol-ene ; xylanes
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Wood xylans value-creation: towards the synthesis of amphiphilic bio-
based copolymers

This thesis work aims to add value to xylans by designing new bio-based amphiphilic polymers.

Beechwood xylans were first fully characterized before their acidic hydrolysis. The hydrolysis
conditions were optimized in order to obtain well-defined xylooligosaccharides, oligomeric
chains of about six xylose units that have only one methylglucuronic acid unit positioned at the
non-reductive chain end. Periodate oxidation of xylans was also studied in order to form new
aldehyde groups within the xylan backbone in a controlled manner. The xylooligomers were
then functionalized from their reductive end with an azide or an allyl group, providing the ability
to couple these oligomers to fatty acid derivatives using ‘click chemistry’.

The obtained amphiphilic oligomers were finally studied according to their surfactant and self-
assembly properties. Their wetting properties were found to be very good, comparable to those
found with Tween®80. Moreover, they self-assembled in both chloroform and water, where
their structures were characterized via DLS and TEM. The resulting particles formed had a
spherical micellar morphology, with a d £ 50 nm. However, it was found that the particles had a
tendency to form large aggregates, particularly in chloroform. The aggregates could be easily
removed, either by filtration or by dilution of the sample, as the forces that govern the
aggregation are low enough to allow dissociation with increasing solvent volume.

As previously mentioned, this thesis work led to the synthesis of bio-based amphiphilic
oligomers starting from xylans, which are a potential byproduct in the paper/pulp industry.
Thanks to their surfactant properties, numerous applications can be found for such a ‘green’
surfactant. Their biocompatibility added with their self-assembly nature in aqueous media
makes them an attractive molecule for active substance delivery applications.

amphiphilic ; bio-based ; ‘click’ chemistry ; polymers ; fatty acid derivatives ; hemicelluloses ;
hydrolysis ; reductive amination ; thiol-ene ; xylans
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Liste des abréviations et acronymes

Ara —arabinose

AX — arabinoxylane(s)

AGX — arabinoglucuronoxylane(s)
Csl — cellulose synthase-like

Fuc — fucose

Gal — galactose

GalA — acide galacturonique

GHs — glycosylhydrolases

Glu — glucose

GTs — glycosyltransférases

AM — anhydride maléique

BuOl — oléate de butyne

BuRic —ricinoléate de butyne

CDI — carbonyldiimidazole
chloro-HPTA — chlorure de 3-chloro-2-
hydroxypropyltriméthylammonium
CL — caprolactone

DBTO — oxyde de dibutyltin(IV)

DHB - acide 2,5-dihydroxybenzoique
DMPA - 2,2-diméthoxy-2-

phénylacétophénone

EDTA - acide éthylenediamine tétraacétique

EPTA — 2,3-époxypropyltriméthyle

ammonium

HX — homoxylane(s)

Man — mannose

MeGIcA — acide 4-O-méthyle-a-D-
glucuronique

MGX — méthylglucuronoxylane(s)
PPS — poly(sulfate de pentosanes)(s)
Rha — rhamnose

XOS — xylo-oligosaccharide(s)

Xyl — xylose

HEMA — hydroxyéthyle méthacrylate
HEMA-Im — HEMA-Imidazole

MeOl - oléate de méthyle

MeRic —ricinoléate de méthyle
PCL — polycaprolactone

PET — poly(téréphtalate d’éthylene)
PLA — poly(acide lactique)

PSS — poly(styréne sulfonate) de sodium

PTFE — polytétrafluoroéthyléene
PVA — poly(alcool vinylique)

TBD — 1,5,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-éne

TFA — acide trifluoroacétique
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DCM - dichlorométhane
DMF — diméthyle formamide
DMSO — diméthyle sulfoxide
EtOH — éthanol

DLS — diffusion dynamique de la lumiere
DSC — calorimétrie différentielle a balayage
ELSD — détecteur de diffusion de lumieére
par évaporation

ESI — ionisation par électro-nébuliseur

FC — chromatographie en phase liquide flash
FID — détecteur a ionisation de flamme

GC — chromatographie en phase gazeuse
HPLC — chromatographie en phase liquide a
haute performance

MALDI-TOF — ionisation laser assistée par
matrice avec analyseur a temps de vol
MALLS — diffusion de la lumiere laser aux

multi-angles

AA — azoture-alcyne (couplage)

CGC - concentration de gelification critique
CMC — concentration micellaire critique
CMT — température micellaire critique

b — dispersité

DO - degré d’oxydation

DP,,— degré de polymérisation moyen en
nombre

DS — degré de substitution

MeOH — méthanol
iPrOH —isopropanol

THF — tétrahydrofurane

MS — spectrometre de masse

Rl — indice de réfraction (réfractometre)
RMN - résonance magnétique nucléaire
SANS — diffusion des neutrons aux petits
angles

SAXS — diffusion des rayons X aux petits
angles

SEC — chromatographie par exclusion
stérique

SLS — diffusion statique de la lumiére
TEM — microscopie par transmission
électronique

TGA — analyse thermogravimétrique

UV — ultra-violet (détecteur)

M, — masse molaire moyenne en nombre
M, — masse molaire au pic

M,, — masse molaire moyenne en masse
Mt — millions de tonne

Rg — rayon de giration

Ry — rayon hydrodynamique

TE — thiol-éne (couplage)

Tg — température de transition vitreuse
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Introduction générale




Le XX° siécle a été le siécle dit ‘du tout fossile’, durant lequel le développement industriel a
beaucoup puisé dans les ressources fossiles non renouvelables. Le pétrole représente
aujourd’hui la premiere source d’énergie consommée dans le monde. Outre |'énergie, les
ressources fossiles sont aussi utilisées pour produire les ‘matieres plastiques’ dont la production
représente environ 7% de la consommation mondiale de pétrole et de gaz [1]. En 2012, la
production de polymeéres était de 265 millions de tonnes [2] et chaque année, cette production
croit d’environ 4% en volume ! Face a I'épuisement inéluctable des ressources pétrolieres et
I’'augmentation croissante du taux de CO, dans I'atmosphére, notre société doit nécessairement

passer de I’ére du jetable a I’ére du recyclable et du renouvelable.

L'orientation de l'industrie vers des matiéres premieres renouvelables constitue un enjeu
majeur pour lequel la biomasse offre des perspectives prometteuses. Le simple constat de
différence du temps de régénération de la source de carbone est sans appel. Il est de 1 a 50 ans
pour la biomasse contre quelques millions d’années pour les ressources fossiles. Le secteur de la
chimie amorce aujourd’hui une mutation de la pétrochimie (pétro-raffinerie) vers I'agrochimie
(bio-raffinerie). A la condition qu’elle ne concurrence pas la chaine alimentaire, I’agrochimie
offre des solutions originales aux risques économiques et écologiques, notamment en
diminuant I'empreinte carbone ainsi que les émissions de gaz a effet de serre des produits finis.
Ainsi, I'alternative de la biomasse s’intégre peu a peu a I'industrie chimique et notamment dans
le secteur des carburants. Le défi a venir est donc colossal; il vise d’une part, a produire par bio-
raffinerie tous les intermédiaires réactionnels et produits chimiques connus de la pétrochimie
(mimétisme) et, d’autre part, a concevoir de nouvelles molécules et matériaux bio-sourcés. La
déconstruction partielle et la modification directe de la biomasse lignocellulosique est

également une voie importante a considérer.

Les bioplastiques® s’installent progressivement dans le paysage économique des polyméres avec
une production globale en 2012 d’environ 1,4 millions de tonnes soit moins de 1% de la
production totale des ‘plastiques’ (Figure 1). Les estimations pour 2017 prévoient une
production d’environ 6,2 millions de tonnes [3]. La production de bioplastiques utiliserait alors

1,2 millions d’hectares de terres agricoles soit environ 0,02% des 5 milliards d’hectares

1 . . e ys 2 o . . . . , . . , .
Par ‘bioplastiques’ sont considérés les matériaux plastiques qui sont soit bio-sourcés, soit biodégradables soit les
deux.
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actuellement cultivés dans le monde. L’agrochimie est donc loin d’entrer en compétition avec

les cultures pour I'alimentation humaine et animale.

Global production capacities of bioplastics a Global production capacities of bioplastics 2012 (by market segment) b
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Figure 1. Production globale de bioplastiques (a) et production 2012 par secteur industriel (b) [3]

Il existe trois voies principales pour la production de plastiques bio-sourcés, énoncées dans
I'ordre croissant d’importance [4]:

e les polymeéres d’origine bactérienne : les bactéries se servent des sucres pour produire
des polyesters par fermentation. C'est le cas des poly(hydroxyalcanoate)s élaborés par
fermentation bactérienne des sucres du mais, par exemple ;

o les polymeres bio-sourcés issus de la polymérisation de monomeres bio-sourcés tel le
poly(acide lactique) ;

o les biopolymeres végétaux, directement extraits de la plante. Les plus utilisés
actuellement sont la cellulose et I'amidon.

Ces polymeéres bio-sourcés possedent, en général, des propriétés mécanique et thermique
limitées. Pour pallier cela, ces derniers peuvent étre associés a d’autres polymeres d’origine
végétale ou a des polymeéres d’origine fossile et intégrent avec succes certains marchés tels que
I'emballage, la restauration (films alimentaires, couverts et assiettes jetables, etc.) ou I'agri- et

I’horticulture (films de paillage agricole).
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Il existe deux grandes classes de ressources renouvelables, plutét abondantes et ‘bon marché’,
les huiles végétales et la biomasse lignocellulosique. Les huiles végétales ont d’ores et déja été
établies comme ressources renouvelables pour les polymeéres bio-sourcés avec la synthése de
polyesters, polyamides, polyanhydrides, analogues des polyoléfines, polyuréthanes et résines
époxy [5,6]. Concernant la biomasse lignocellulosique, la cellulose est déja utilisée depuis des
siecles pour les textiles et la papeterie par exemple. La modification chimique de la cellulose a
permis au fil des siecles de modifier ses propriétés et d’élargir son champ d’application (additifs
alimentaires, vernis, panneaux isolants, etc.). Les hémicelluloses, quant a elles, sont peu
exploitées et ce, malgré leur diversité structurale, leur abondance et leur faible colt de
récupération. Dans le procédé Kraft’, une partie des hémicelluloses se retrouvent dans la
ligueur noire qui est brilée pour, entre autres, générer de I'énergie. Or, le pouvoir calorifique
des hémicelluloses est faible par rapport a celui de la lignine (17,5 contre 26,6 MJ/kg), leur
combustion n’est donc pas un bon moyen de valorisation de ces polysaccharides [7,8]. Il serait
intéressant de les valoriser autrement en les extrayant du bois avant la cuisson. La conception

de nouveaux matériaux polymeres issus d’hémicelluloses présenterait un fort intérét en raison

du caractere biocompatible et biodégradable de ce polysaccharide.

A cela, s’ajoutent les concepts de ‘chimie verte’ qu’il faut prendre en compte. En effet, il ne
s’agit pas seulement d’utiliser des ressources renouvelables mais aussi de les exploiter dans des
conditions des plus respectueuses de ’'Homme et I'Environnement. Ceci implique, entre autres,
I"application des ‘12 principes de la chimie verte’ qui ont été introduits en 1998 par Anastas et
Warner ; lesquels peuvent étre regroupés en quatre catégories principales [9] :

e L'utilisation de matieres premieres renouvelables

e L'utilisation de produits chimiques et de solvants moins toxiques

e La limitation de la pollution et des déchets

e |'optimisation des procédés en termes de rendements et d’économie d’atomes.

’ Le procédé Kraft représente environ 90% de la production de pate a papier. La cuisson du bois est réalisée en
solution basique en présence de sulfure de sodium dans un réacteur entre 150 et 170°C pendant 2 & 5 heures. A la
fin de la cuisson, la liqueur extraite contenant la lignine et une partie des hémicelluloses, dite liqueur noire, est
concentrée puis brilée afin de fournir de I'énergie au procédé mais surtout pour récupérer le sulfure de sodium et
la soude.
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Dans ce contexte, |'objectif de mon travail de thése est de proposer une nouvelle voie de
valorisation des xylanes de bois feuillus par la synthése de nouveaux copolymeéres amphiphiles
et bio-sourcés. La premiere partie de ce manuscrit est donc consacrée a une étude

bibliographique sur les xylanes de bois feuillus, de leur origine a leur valorisation industrielle.

Dans la seconde partie de ce manuscrit, seront présentés les résultats expérimentaux divisés en
cinq chapitres. Le premier chapitre traitera de la caractérisation complete de xylanes de deux
différentes sources de bois feuillus, le hétre et le bouleau. Le deuxieme chapitre sera consacré a
I'optimisation des conditions d’hydrolyse pour la synthése et la production d’oligoméres de
xylanes de masse molaire contrdlée, ainsi qu’a la caractérisation compléte des oligoméres
obtenus. Toujours concernant les xylanes, le troisieme chapitre traitera de leurs modifications
chimiques, oxydation au periodate et amination réductrice, afin de les rendre fonctionnels pour
des réactions de couplage.

Le quatrieme chapitre sera consacré a la synthése de deux blocs hydrophobes dérivés de corps
gras et a leurs couplages aux oligoméres de xylanes fonctionnalisés. Le cinquieme et dernier

chapitre traitera de I’étude physico-chimique des oligomeéres amphiphiles ainsi synthétisés.

Ce travail s’inscrit dans un partenariat entre le Laboratoire de Chimie des Polyméres Organiques
(LCPO) et deux centres techniques représentant deux filieres majeures de la biomasse, I'Institut
des Corps Gras (ITERG) et I'Institut Technologique Forét Cellulose Bois-construction

Ameublement (FCBA).
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Etude bibliographique

Ce travail de thése propose d’explorer une voie de valorisation des xylanes du bois par la
conception de nouveaux copolyméres amphiphiles bio-sourcés. Ainsi, cette étude
bibliographique discutera dans une premiere partie des généralités concernant les xylanes ainsi
que de leur valorisation a I'état natif ou par dépolymérisation totale. Une seconde partie
développera le potentiel des xylanes comme polyméres naturels pour la préparation de

nouveaux biomatériaux par post-modifications chimiques.
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Partie A.
Des hémicelluloses du bois : les xylanes

La premiére crise pétroliere de 1973 amorc¢a un changement de perception de I'énergie fossile,
et la prise de conscience de la finité des ressources fossiles. En effet, que ce soit le pétrole, le
charbon ou le gaz naturel, ils se régénerent tres lentement par rapport a leur vitesse de
consommation [1]. De ce fait, il existe un intérét grandissant pour les ressources renouvelables,
gue ce soit pour un aspect énergétique ou matériaux. En science des matériaux, de nombreuses
ressources naturelles présentent un fort potentiel pour le remplacement des ressources
fossiles, dont la biomasse lignocellulosique, composée principalement de polysaccharides. Le
plus abondant de ces polysaccharides et le plus valorisé actuellement est la cellulose.
Néanmoins, les hémicelluloses présentent un fort potentiel au regard de leur abondance et de
leur diversité structurale. Dans ce travail de theése, les xylanes, qui sont les hémicelluloses les
plus abondantes dans les bois feuillus, seront étudiés. Actuellement, I'industrie est capable de
les extraire mais le colt du procédé, lié aux valorisations actuellement faibles des
hémicelluloses, n’est pas économiquement viable. Les xylanes du bois sont donc des coproduits
potentiels de I'industrie papetiére qui, en raison de leurs structures et propriétés, sont de bons

candidats a I’élaboration de biomatériaux fonctionnels.

I.1. Structure de la paroi cellulaire

Les tissus du bois sont constitués de cellules dont les membranes sont liées entre elles par la
paroi cellulaire. Cette paroi posséde une structure rigide microfibrillaire qui est enrobée d’une
matrice hydrosoluble et gélifiante. Différents niveaux d’organisation lui conférent a la fois
élasticité et rigidité : la paroi est souple et extensible pour permettre la croissance cellulaire
mais aussi ‘ferme’ pour permettre la cohésion des cellules, le maintien de I'organisme, et
assurer son role de barriere protectrice [2]. Le constituant principal de la paroi cellulaire du bois
est la cellulose (40-50%). L’assemblage de fibres de cellulose constituant la paroi cellulaire est

renforcé par la lignine (15-35%) qui agit ici tel un ciment organique. Les hémicelluloses (15-
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35%), polymeéeres hétérogenes ramifiés, sont souvent considérées comme agents
compatibilisants de la cellulose et de la lignine. Les parois des cellules végétales possédent donc
une structure complexe, qui varie en fonction des espéces et de I'age de I'organisme. Cette
derniére est définie selon un modele a trois zones [2] (Figure 1) :
e Lamelle moyenne : riche en lignine et en pectines, et contenant peu de cellulose, elle
sert a la cohésion intercellulaire
e Paroi primaire: composée de microfibrilles de cellulose dispersées sans orientation
préférentielle dans une matrice amorphe (lignine, pectines, hémicelluloses et protéines),
elle est assez souple pour permettre la croissance cellulaire
e Paroi secondaire : c’est un réseau fibrillaire de cellulose cristalline en forte proportion,
comportant aussi la majorité des hémicelluloses. Il existe trois régions distinctes - S1, S2
et S3 - suivant I'orientation des fibrilles. La lignine vient imprégner I’ensemble de la paroi

en fin de croissance cellulaire, assurant le port du végétal.

Hémicelluloses

7P
s
S AN
YO EREAT TR

Unités
glucose

(a) (b)
Figure 1. Les différentes couches de la paroi cellulaire ainsi que leur composition (a), et la paroi cellulaire avec ses
différentes zones (b, avec ML pour lamelle moyenne, P pour paroi primaire et S pour paroi secondaire)

1.2. Composition de la paroi cellulaire

Les parois primaires de différents végétaux présentent une grande similitude dans leur
composition polysaccharidique, alors que la composition de leurs parois secondaires peut
considérablement varier : de 40 a 80% de cellulose, de 10 a 40% d’hémicelluloses et de 5 a 25%

de lignine [3].
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Cellulose

La cellulose est la ressource polymere renouvelable la plus abondante sur Terre. C'est un
homopolymere linéaire avec comme motif de répétition le cellobiose c’est-a-dire deux unités D-
anhydroglucopyranose liées en B-1,4 [4] (Figure 2). Son degré de polymérisation moyen (DP,)

peut varier de quelques centaines a quelques milliers selon sa provenance.

(a)

-
P & 5
o &
®
Cellobiose
(b) K
OH
OH
(0] OH
H
(o] 0 (o]
Tl OH
OH n
\ )

Anhydroglucopyranose

Figure 2. La cellulose au sein de la paroi végétale (a) et sa structure (b)

Sur son squelette, deux unités successives sont décalées d’un angle de 180°C I'une par rapport a
l'autre, la molécule forme une hélice a deux unités par tour, stabilisée par des liaisons
hydrogéne entre deux motifs successifs comme illustré Figure 2-b. De plus, I'absence de
substituant permet a la cellulose de s’organiser en structure microcristalline stabilisée par des
liaisons hydrogene intra- et intermoléculaires. |l existe alors des zones ordonnées lorsque le
nombre des liaisons hydrogene est élevé, et des zones amorphes lorsque le nombre de ces
liaisons est plus faible [4]. La cellulose est donc dans un état solide semi-cristallin avec un
caractere fibrillaire. De plus, cette cristallinité confére a la cellulose une bonne résistance
chimique, enzymatique et mécanique. Insoluble dans I'eau et dans les solvants organiques
classiques, la cellulose est néanmoins soluble dans des systéemes complexes métallique/amine
comme par exemple le chlorure de lithium/N,N-diméthylacétamide [5], ou dans les liquides

ioniques [6,7].
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Lignine

La lignine est un polyphénol tridimensionnel de masse molaire élevée et donc difficilement
soluble. Elle posséde une importante variabilité de sa structure en fonction de son origine mais
aussi de son environnement climatique. Elle confére rigidité aux parois cellulaires et ses
propriétés, antioxydante et hydrophobe, permettent de protéger les plantes de leur
environnement. La lignine est formée aléatoirement par couplage oxydant de trois unités
phénoliques dérivées de I'alcool cinnamique (Figure 3-b). Ces monomeéres constitutifs sont
assemblés par différentes liaisons, éther ou carbone-carbone, illustrées en Figure 3-c. Ce réseau,
difficilement dégradé et résistant aux agents chimiques et biochimiques, est réactif par ses

groupements phénol et hydroxyle.

b

OMe MeO OMe
OH OH OH
Unité Unité Unité
p-hydroxy- guaiacyl- syringyl-
phenylpropane propane propane (b)

(a)

HO (c)
OMe

Figure 3. La lignine au sein de la paroi végétale (a), la structure moléculaire des trois motifs constitutifs de la
lignine (b) et le modéle de lignine représentants les principales liaisons entre motifs (c).
Adapté de Sixta et al., 2008 (8]
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Hémicelluloses

Les hémicelluloses sont les polysaccharides du bois les plus abondants apres la cellulose. Elles
ont été définies dés 1891 par Schulze comme étant ‘les polysaccharides extractibles a partir de
plantes supérieures par des solutions aqueuses alcalines’. C'est-a-dire qu’elles regroupent tous
les polysaccharides de la paroi, hors cellulose et pectines. En effet, les pectines sont extractibles

a I'eau chaude avec des solutions acide ou chélatante [9].

Les hémicelluloses possédent une grande diversité structurale, fonction de leur origine, du tissu
cellulaire mais aussi du stade de maturité des tissus. De facon générale, ce sont des polymeres
ramifiés donc amorphes et de plus faibles masses molaires que la cellulose avec des DP,
souvent inférieurs a 200. Ce sont des polysaccharides constitués de différents sucres, les
pentoses (xylose (Xyl), arabinose (Ara)), les hexoses (galactose (Gal), glucose (Glu), mannose
(Man)), les désoxyhexoses (rhamnose (Rha), fucose (Fuc)) ainsi que les acides uroniques (acide
glucuronique et méthylglucuronique) liés entre eux par liaisons glycosidiques [10] (Figure 4). De
maniere générale, les hémicelluloses formées d’hexoses se trouvent dans les résineux, le blé et

I’orge alors que celles constituées de pentoses dans les feuillus, I'avoine et le seigle [11].
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Figure 4. Les hémicelluloses au sein de la paroi végétale (a) et les différentes unités les plus représentées dans les
hémicelluloses (b). Adapté de Fengel et Wegener, 1989 [10]



La chaine principale d’'une hémicellulose peut étre constituée d’'un seul type d’unités, les
homopolymeres comme les xylanes, ou de plusieurs unités de natures différentes, les
hétéropolymeres comme les glucomannanes ou encore les galactoglucomannanes. La capacité
d’absorption de grandes quantités d’eau des hémicelluloses serait a I'origine de |'élasticité des
parois cellulaires, et du caractere flexible des plantes. Les hémicelluloses participent au

maintien des tissus végétaux.

Xylanes

Les xylanes sont les polysaccharides pariétaux non-cellulosiques les plus abondants dans la
nature pouvant représenter jusqu’a un tiers de la paroi cellulaire des bois, voire la moitié pour
les plantes annuelles. Il s’agit d’'un polymére linéaire, un squelette d’unités D-xylopyranose liées
en B-1,4, avec des ramifications irrégulieres. Le squelette décrit une hélice gauche en ruban a 3
unités xylose par tour avec deux unités successives décalées d’'un angle de 120°C [12,13]. La
conformation en hélice du xylane est plus flexible que celle de la cellulose car elle est stabilisée
par une seule liaison hydrogene intramoléculaire (H-3 avec O-5 du cycle suivant, Figure 5)

contre deux dans le cas de la cellulose [14].
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Figure 5. Structure d’'un homoxylane et représentation des liaisons hydrogéne intramoléculaires

Les unités latérales sont le plus généralement de I'arabinose ou de l'acide 4-O-méthyl-a-D-
glucuronique (MeGIcA). Les xylanes sont, soit uniquement composés d’oses neutres
(homoxylanes (HX) et arabinoxylanes (AX)), soit partiellement ramifiés par des MeGIcA
(méthylglucuronoxylanes (MGX) et arabinoglucuronoxylanes (AGX)) [15]. Les AX et AGX se
trouvent dans les parois des herbacés alors que les MGX sont les constituants principaux de la
paroi secondaire des bois feuillus et de certaines céréales. Toutes les familles de xylanes

peuvent étre partiellement acétylées (de 3 a 13%) en 0-2 et/ou O-3 [9].
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1.3. Interactions entre les xylanes et les autres constituants
Le réle complexe de la paroi cellulaire nécessite de ‘bonnes’ interactions entre les différents
constituants. La cellulose et la lignine n’interagissent pas entre elles : ce sont les hémicelluloses
qui servent de liens. Liées de facon covalente a la lignine, elles interagissent avec la cellulose par
liaisons hydrogéne et interactions Van des Waals. Les xylanes sont liés a la lignine par liaison

éther avec le xylose et par liaison ester avec le MeGlIcA [16,17].

Les xylanes revétent les microfibrilles de cellulose, permettant de former un réseau entre les
microfibrilles et les autres polysaccharides de la paroi cellulaire par des interactions fortes de
type liaisons hydrogene et interactions Van der Waals [18]. La distribution des substituants des
xylanes influence ces interactions et ce sont les régions les moins substituées qui participent le
plus a ces liaisons [19,20]. De plus, grace a la distribution des MeGIcA, il est possible que la
conformation en hélice gauche du xylane puisse se changer en hélice en ruban a 2 résidus xylose
par tour. Ainsi, le xylane adopte la méme conformation que la cellulose, favorisant les
interactions [13,21,22]. Dans le modéle proposé par Bromley et al., les MeGIcA sont tous
positionnés a I'extérieur de I'hélice, créant une surface d’interaction chargée qui favorise les
interactions avec la lignine. Cette surface chargée pourrait aussi aider a I'assemblage et a la

consolidation de la paroi cellulaire.

Il existe donc une relation directe entre la conformation des polysaccharides et leur fonction a
I'intérieur de la paroi [23]. Notons que la nature, la stabilité et I'intensité des interactions entre
les xylanes et les autres constituants de la paroi conditionneront le rendement et la qualité de

I’extraction des xylanes [10].
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I.L1.  Structures des xylanes
Dans le bois, les taux d’hémicelluloses sont environ les mémes entre feuillus et résineux (25-
35%) mais leur nature est différente. Dans le cas des résineux, les mannanes sont majoritaires a
hauteur de 18%, viennent ensuite les xylanes de type AGX (Figure 6-b) a 10%. Les feuillus
contiennent en grande majorité des xylanes partiellement acétylés (25-35%) de type MGX
(Figure 6-a), avec seulement peu de motifs mannane.

o)

HO oy~ HO o HO— OH HO— OH
QH.‘
I\,4e0~.._/‘-c?0'_10
Xylanes de feuillus (a)

o) 0 “ O \/
HO 3 HO — OH T
O 0 HO i
QH' 7 o |
HO -",T"“-d —OH
MeO—_L =0 HO\>/
COOH
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Figure 6. Structures des xylanes de feuillus (a) et de résineux (b) avec R = H ou acétyle.
Adapté de Sixta et al., 2008 (8]

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a la valorisation des xylanes du bois
comme coproduits potentiels de I'industrie papetiére. Nous nous sommes donc concentrés sur
les bois feuillus qui contiennent le plus de MGX. Leur structure et leur DP,, généralement
compris entre 100 et 200 [24], peuvent varier en fonction de I'espéce mais aussi du mode

d’extraction utilisé [25].

Les résidus MeGIcA sont liés en position O-2 aux unités xylose par liaison a-1,2 a raison
d’environ 10 unités xylose par MeGlIcA (Figure 6-a). La distribution des MeGIcA des MGX peut
étre estimée, soit par I'étude structurale des oligoméres produits par hydrolyse acide ou
enzymatique, soit par la mesure du coefficient d’activité du contre ion calcium dans une
solution de polysaccharide a substituants carbonyle [9]. Toutes les études ne s’accordent pas

sur la distribution des MeGIcA : ils pourraient soit étre distribués de maniére irréguliere et

32



aléatoire [26—28] soit étre en moyenne distribués toutes les 8 a 10 unités xylose [9,10,13,29,30].
Ce point précis sera discutée au regard de la biosynthése des xylanes des Arabidopsis dans le

paragraphe suivant.

Rhamnose et acide galacturonique (GalA) sont aussi en général observés en faible quantité (<
2%) dans les MGX de bois feuillus. Plus précisément, une séquence tétrasaccharidique (B-1,4-
Xyl-a-1,3-Rha-a-1,2-GalA-B-1,4-Xyl) est observée a I'extrémité réductrice des xylanes d’un

certain nombre d’especes dont le bouleau [31,32].

1.2. Biosynthéese des xylanes

La synthése des xylanes a commencé a étre étudiée dans les années 1960 par Bailey et Hassid
mais de nombreux aspects restent toujours méconnus [33]. Comme pour les autres
hémicelluloses, la biosynthese du squelette des xylanes pourrait impliquer des enzymes de la
famille ‘cellulose synthase-like’ (Csl) mais ceci n’a pas été prouvé [34]. D’autre part, de
nombreuses glycosyltransférases (GTs) de différentes familles pourraient étre impliquées dans
la synthese du squelette des xylanes, i.e. GTs IRX9 et 14 de la famille 43 et IRX10 de la famille 47
[18]. Ces GTs encoderaient les xylosyltransférases nécessaires a la synthése du xylane puisque

I’'abondance et le DPn des xylanes en dépendent [31].

D’autres GTs, i.e. IRX7 (aussi appelé FRA8) de la famille 47 ainsi que IRX8 (aussi appelé GAUT12)
et PARVUS (aussi appelé GATL1) de la famille 8, seraient impliquées dans la biosynthése du
tétrasaccharide de I'extrémité réductrice (Figure 7). La fonction du tétrasaccharide dans la
biosynthese du xylane semble primordiale. A priori, ce tétrasaccharide sert de ‘cran d’arrét’ a
I’élongation du squelette aprés qu’un certain DP, soit atteint [18,35]. En effet, des xylanes
mutants ne disposant pas des génes nécessaires a la synthese du tétrasaccharide, possedent
des DPn d’une grande hétérogénéité. Contrairement a la cellulose qui est synthétisée au niveau
de la membrane plasmique a la surface de la cellule, les xylanes sont synthétisés dans I'appareil
de Golgi puis transportés dans la paroi cellulaire. La biosynthése des xylanes nécessite donc la
coordination des enzymes citées précédemment ainsi que d’enzymes responsables du transport

des substrats dans I'appareil de Golgi. Il semblerait qu’il existe un complexe de différentes
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protéines permettant la biosynthése des xylanes. Par exemple IRX9, IRX14 ainsi qu’une ou
plusieurs Csl pourraient se combiner en un complexe capable de catalyser I’élongation du
squelette des xylanes de I'extrémité non-réductrice vers I'extrémité réductrice terminée par le

tétrasaccharide [35].
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Figure 7. lllustration schématique de la biosynthése du squelette des xylanes (York et O’Neill, 2008 [35])

La biosynthese du squelette des xylanes recele encore bien des mystéres. Elle est néanmoins
bien distincte de celle des substituants qui est mieux connue [36]. Les glucuronosyltransférases
(génes GUX1 et 2) pour les acides glucuroniques, les méthyltransférases (géne GXMT) pour le
méthyle des MeGIcA et les acétyltransférases (gene TBL29) pour les groupements acétyle

(Figure 8) sont a l'origine de la substitution des xylanes [31].

TBL29

Acétate @ Méthyle

‘ Rhamnose ‘ Acide galacturonique

Figure 8. Représentation schématique des MGX avec les génes connus comme intervenant dans la biosynthése
des substituants de ces derniers
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Bromley et al. ont mis en évidence que les génes GUX1 et GUX2 conduisent a des schémas de
distribution des MeGIcA différents. GUX1, responsable de la synthése de la grande majorité des
substituants, conduit a une distribution uniforme des MeGIcA avec un espacement1
généralement de 8-10 unités xylose mais pouvant aller jusqu’a 26 unités. Les espacements sont
alors majoritairement et étrangement pairs. Quant a GUX2, responsable de la syntheése d’une
minorité des substituants, il conduit a des espacements de 5-7 unités xylose qui sont

indifféremment pairs ou impairs [13,36].

Pour chaque géne, le nombre moyen d’unités xylose par MeGIcA a été mesuré. Il est de 9,7+0,5
pour GUX1 et de 15,8+1,4 pour GUX2. Les xylanes synthétisés par GUX1 et GUX2 sont donc
complétement différents (Figure 9). Avec GUX1, I'espacement moyen entre deux unités xylose
correspond au nombre moyen d’unités xylose par MeGIcA, les xylanes sont donc homogénes
avec un espacement de 8-10 unités. A l'inverse, avec GUX2 le nombre moyen d’unités xylose
par MeGIcA est bien supérieur a I'espacement moyen entre deux unités xylose, ce qui signifie
gu’un domaine du xylane doit étre substitué environ toutes les 5-7 unités mais que d’autres

domaines sont totalement dépourvus de MeGIcA [13].

GUX1 '.".....................‘...‘ ..'..-‘ OO I]
GUX2 .......................

Figure 9. Représentation schématique des deux types de xylanes qui seraient synthétisés si GUX1 ou GUX2
s'exprimait indépendamment

Ces deux génes a actions différentes conduisent a la synthése de xylanes de structures variées
puisqu’une méme chaine de xylane peut a la fois étre encodée par GUX1 et GUX2 [13]. Il est
donc vraisemblable que les MeGIcA des xylanes ne soient pas distribués de maniére aléatoire
mais par blocs. Suivant les génes exprimés, il est possible de trouver, sur une méme chaine, des
domaines ramifiés toutes les 8 ou 10 unités xylose (GUX1), des domaines ramifiés environ
toutes les 5 unités xylose (GUX2) ou des domaines non ramifiés (GUX2). Rappelons tout de

méme que GUX1 est le géne encodant la plus grande majorité des substituants.

‘espacement’ signifie ici le nombre d’unités xyloses comprises entre deux ramifications MeGIcA
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Finalement, il a aussi été montré que des glycosylhydrolases (GHs) sont impliquées dans la
formation des xylanes de dicotylédones : xylanase et xylosidase ont été montrées comme
participant au remodelage des xylanes apres leur synthese [18,37,38]. Néanmoins, leur mode

d’action ainsi que le but du remodelage restent mal connus.

1.3. Méthodes d’extraction des xylanes

Dans l'industrie papetiére, durant la fabrication de la pate a papier par procédé Kraft, une
grande partie des hémicelluloses sont dégradées, concentrées puis briilées. L'extraction en
amont, réalisée directement sur les copeaux de bois, permettrait de les extraire avant qu’elles
ne soient dissoutes dans la liqueur de cuisson [19,25,39]. De nombreuses méthodes d’extraction
ont été mises au point pour isoler les xylanes. Parmi elles, I’extraction alcaline, avec ou sans co-
solvant. Selon la nature du végétal, I'extraction peut étre réalisée avec ou sans délignification
préalable comme pour les parois primaires qui contiennent peu de lignine [40]. La
délignification peut avoir lieue avant I'extraction en milieu aqueux souvent par NaClO, ou ‘one
pot’ par extraction en milieu alcalin en présence de peroxydes (H,0,) permettant d’obtenir des
hémicelluloses relativement pures (3 a 5% de lignine résiduelle) et surtout de s’affranchir de

I’étape colteuse de délignification utilisant NaClO,.

L'extraction des xylanes est limitée par les interactions présentes entre eux et les autres
constituants du bois (voir section 1.3.). En effet, il est impossible d’extraire les xylanes sans
rompre les liaisons xylane/lignine, ce qui peut impliquer des conditions d’extraction
relativement fortes. Le choix des conditions d’extraction va influencer le rendement mais aussi
la sélectivité et I’éventuelle dégradation des xylanes. Lors d’une extraction en milieu alcalin, il
peut y avoir modification (désacétylation) voire dégradation (élimination des ramifications
acides et/ou dépolymérisation par réaction de peeling) du polymeére [41]. La premiére réaction
qui a généralement lieu est la saponification des groupements ester d’acétyle conduisant donc a
I’élimination de la grande majorité des groupements acétyle. Stoklosa et Hodge ont étudié
I'impact de la concentration en soude (0-75 g/L) sur I'extraction des hémicelluloses du bouleau
a 85°C pendant 1h [19]. Le rendement de |’extraction passe d’environ 5% pour une

concentration de 15 g/L a 14% pour 50 g/L. L'augmentation de la concentration en soude,
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favorise donc I’extraction des xylanes mais il reste a savoir si les xylanes ainsi extraits n’ont pas
été dégradés. Augmenter la concentration en soude jusqu’a 75 g/L ne dépolymérise pas les
xylanes, au contraire, il semblerait qu’augmenter le pH de I'extraction permet |'obtention de

xylanes de plus fortes masses molaires [19].

Notons que dans ce travail, les xylanes utilisés ont été extraits en milieu alcalin et seront donc a

priori désacétylés.

Pour adoucir les conditions d’extraction sans diminuer le rendement, il est possible de réaliser
une étape préliminaire de purification des parois cellulaires. Un prétraitement d’explosion a la
vapeur peut par exemple étre réalisé en amont [42,43]. Il est également possible d’éliminer les
substances lipidiques et phénoliques qui incrustent les polysaccharides, généralement par des
extractions successives a différents solvants, polaires (éthanol) et apolaires (toluéne, benzene,

acétone).

Pour limiter la désacétylation en milieu basique, I'extraction peut aussi se faire en solvant
organique, généralement les alcools (méthanol et éthanol), le diméthylsulfoxide (DMSO), ou les
mélanges eau/solvant organique. L'extraction au DMSO donne néanmoins de faibles
rendements, généralement inférieurs a 50% [44]. Sans compter, que les grands volumes de
solvant nécessaire, le prix du DMSO ainsi que la difficulté a le récupérer vont limiter son

utilisation.

Pour augmenter les rendements, I’extraction peut étre combinée a des traitements mécaniques
et/ou thermiques pour rendre les hémicelluloses plus accessibles. L’application d’ultrasons ou
de micro-ondes pendant I'extraction alcaline est trés efficace sur les rendements sans affecter
les structures des macromolécules [9,41,45]. Néanmoins, la puissance des ultrasons ou micro-
ondes ne doit pas étre trop élevée au risque d’altérer voire de dépolymériser les xylanes. En
milieu alcalin, I'utilisation d’un ‘réacteur extrudeur’ permet une extraction en continue et une

réduction des quantités de solvant utilisées [46—49].
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Quelle que soit la technique d’extraction utilisée, un mélange de polysaccharides est obtenu qui
doit ensuite étre purifié pour obtenir des fractions homogéenes. La purification la plus utilisée est
la précipitation sélective de différentes fractions d’hémicelluloses par ajout de solvants
organiques miscibles a I'’eau, I'éthanol est le solvant le plus utilisé [19,41]. Une graduation de la
quantité de co-solvant utilisé va permettre de fractionner et donc de purifier les xylanes
extraits. Il est par exemple possible d’isoler les xylanes de plus fortes masses molaires et les
moins ramifiés a faible pourcentage d’éthanol alors qu’a fort pourcentage en éthanol, les
xylanes de faibles masses molaires et les plus ramifiés seront isolés [50]. Sur le méme principe, il
est possible d’isoler différentes fractions d’hémicelluloses par ajout de sels ((NH4),SO4) en
différentes quantités [51-53]. Il est aussi possible d’isoler les polysaccharides ramifiés des non
ramifiés par précipitation a I'iode. Dans une solution aqueuse de polysaccharides contenant du
chlorure de calcium, il est possible de faire précipiter les polyméres non ramifiés par ajout
d’iodure de potassium [54]. Les polymeres ramifiés restent en solution. Cette technique a
fonctionné sur la séparation de différents xylanes de peuplier et de caraganier en solution dans
le chlorure de potassium [55,56]. Enfin il est possible de purifier les xylanes par filtration (micro,
nano, ultra), par osmose inverse, par chromatographie d’exclusion stérique, chromatographie

par échange d’ions ou encore par combinaison de différentes méthodes déja citées.

1.4. Propriétés des xylanes

Propriétés en solution aqueuse

Les xylanes ont tendance a s’organiser pour aligner les chaines et conduisent ainsi a une
structure partiellement cristalline stabilisée par liaisons hydrogéne intra- et intermoléculaires
[57]. Néanmoins, la présence de substituants limite ce phénomeéne. Plus les xylanes sont
substitués, plus ils sont solubles dans I'eau. Un xylane tres peu ou non substitué sera alors quasi
insoluble dans I'’eau. Pour rompre ses liaisons hydrogéne, il est nécessaire d’utiliser des solvants
protiques et complexants, connus pour la solubilisation de la cellulose, tels que le cuoxam
(ICu"(NHs)4](OH),) et le cadoxen ([Cd"(H,NCH,CH,NH,)s](OH),), avec en plus des traitements
physiques (ultrasons et chauffage). La présence potentielle de lignine résiduelle aprés extraction

est aussi responsable de I'agrégation des xylanes dans I'eau [9].
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Propriétés rhéologiques

De facon générale, les hémicelluloses dont les xylanes, ont des propriétés d’épaississant,
d’émulsifiant, de gélifiant, d’absorbant ou encore d’adhésif. En solution aqueuse, les
hémicelluloses sont rhéofluidifiantes et viscoélastiques [58].

Des MGX de hétre ont montré des comportements de fluidification avec cisaillement et de
thixotropie a des concentrations supérieures a 5 w/v% [9,59]. Ce comportement est influencé
par I'acidité du milieu selon la forme du groupement carbonyle des MeGlIcA. Le pKa de MeGIcA

est de I'ordre de 3,0-3,3 [60,61].

Propriétés interfaciales

Les polysaccharides ne sont pas considérés comme des agents de surface, néanmoins les MGX
de hétre ainsi que des AX ont montré une activité de surface [9]. lls sont capables de diminuer la
tension de surface de I'eau qui passe de 72,0 a 46,0 mN/m a une concentration micellaire
critique comprise entre 0,03 et 0,60 w/v%. La plupart des xylanes stabilisent des émulsions huile
dans eau avec une activité comparable a celle du Tween 20. Les auteurs justifient ces propriétés

par la présence de protéine ou de lignine résiduelle qui aide a cet effet stabilisant.

lll.L1. Valorisation a I’état natif
A I'heure actuelle, la majorité des hémicelluloses extraites lors de cuissons papetiéres sont
brilés pour libérer de I'’énergie mais une partie des xylanes peut aussi étre utilisée comme liants
et adhésifs ou encore comme agents de rétention pour les fibres. L'addition d’hémicelluloses
dans la pate a papier améliore la rétention des charges qui modifient les propriétés optiques du

papier.

Les AX natifs possédent aussi des propriétés nutritionnelles d’intérét pour les secteurs
alimentaire et pharmaceutique. Les xylanes n’étant pas dégradés par les enzymes digestives
humaines, ils sont utilisés comment fibres alimentaires et permettent ainsi d’aider au transit
intestinal. En outre, leur consommation diminuerait de maniére significative le taux de

cholestérol dans le sang et les réponses au glucose et a I'insuline apres les repas [59,62]. Grace a

39



leurs propriétés physico-chimiques, les xylanes se dissolvent ou se dispersent dans I'eau pour
former des solutions ou suspensions visqueuses. lls modifient alors la texture du milieu auquel
ils sont ajoutés et sont utilisés dans les secteurs agroalimentaire, cosmétique et
pharmaceutique, comme épaississants, émulsifiants ou encore comme agents gélifiants. Les AX
auraient, par exemple, de I'avenir dans la fabrication du pain [52,59]. En effet, en plus de leurs
qualités nutritionnelles, ils seraient responsables des propriétés mécaniques de la pate ainsi que

de la texture.

Concernant les MGX, ceux extraits de hétres japonais ont montré des propriétés inhibitrices du
taux de croissance de tumeurs, probablement en raison de la stimulation indirecte de la défense

immunologique non spécifique du patient [63,64].

Les xylanes, sont donc valorisables a I'état natif mais ce n’est pas leur principale voie de
valorisation. Leur hydrolyse en sucres et en molécules plateforme pour l'industrie chimique

offre des voies de valorisation plus attrayantes.

lll.2.  Valorisation par ‘bioraffinerie’
L'une des approches pour rendre économiquement viable I'utilisation des xylanes est de les
dépolymériser en sucres pour ensuite les convertir en produits chimiques ou en carburant. Il
s'agit d’'une approche type ‘bioraffinerie’ [65,66]. Il existe différentes méthodes pour

dépolymériser les xylanes.

La premiere méthode qui a été employée pour dépolymériser les xylanes est I’hydrolyse acide. Il
s’agit d’utiliser des acides forts tels que I'acide sulfurique, nitrique ou chlorhydrique ou encore
I'acide trifluoroacétique (TFA) a des concentrations adaptées a |'obtention de xylose ou de
dérivés du xylose [67]. En plus de la concentration en acide, la température et le temps
d’hydrolyse sont des parametres clefs pour contréler les produits obtenus. Les hydrolyses acide
ont I'avantage d’étre simples a mettre en ceuvre et relativement peu chéres. Par contre, elles
ont I'inconvénient d’étre peu voire non sélectives et de potentiellement dégrader les xylanes en

acides organiques ou dérivés furaniques qui sont des inhibiteurs de la fermentation des sucres.
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L'autohydrolyse est une méthode d’hydrolyse douce qui suit le méme mécanisme que
I’hydrolyse acide. Comme son nom l'indique, I’hydrolyse est auto-catalysée par la molécule elle-
méme, c’est-a-dire par les acides uroniques et par les groupements acétyle des xylanes. Cette
technique, propre aux hémicelluloses, est respectueuse de |’environnement puisqu’aucun
réactif n’est ajouté. Cette réaction peut étre modulée par la température et le temps

d’hydrolyse mais son contréle est plus délicat que pour I’hydrolyse acide [68].

Comme alternative a I’hydrolyse acide, I'hydrolyse enzymatique a l'avantage d’étre une
méthode respectueuse de I'environnement, douce, sélective et formant peu de sous-produits
[41]. Une catégorie d’enzymes va sélectivement hydrolyser un seul type de liaisons osidiques,
par exemple les liaisons B sans dégrader les liaisons a, et inversement pour une autre catégorie
d’enzymes. Pour arriver a une dépolymérisation complete des hémicelluloses, il est donc
nécessaire d’utiliser un cocktail d’enzymes de différentes catégories, ce sont les hémicellulases
[69]. Pour les xylanes, les endo-1,4-B-xylanases hydrolysent aléatoirement les liaisons internes
B-1,4 entre deux unités xylose, libérant ainsi un mélange d’oligomeéres. Les B-xylosidases, quant
a elles, liberent des xyloses en éliminant, une par une, les unités de I'extrémité non-réductrice.
Ce sont les hémicellulases les plus utilisées grace a leurs applications dans I'industrie papetiére
[70]. Afin de pouvoir éliminer les unités MeGIcA liées en a-1,2 le long du squelette, il est
nécessaire de faire intervenir, en sus des xylanases et xylosidases, des a-D-glucuronidases. Les
enzymes étant sensibles a leur environnement, la maitrise des parameétres réactionnels est
souvent critique. De trop fortes températures ou des pH extrémes peuvent dénaturer les
enzymes et ainsi les rendre inefficaces. Pour les xylanases, par exemple, le pH doit se situer
entre 4 et 9 et les températures doivent étre comprises entre 40 et 80°C pour une efficacité

enzymatique optimale [71].

Ces différentes techniques peuvent conduire - selon les conditions utilisées - a I'obtention des
sucres élémentaires, majoritairement du xylose. Le xylose a par exemple été utilisé dans une
creme anti-age mise sur le marché par L'Oréal sous le nom de Proxylane®. Cette creme contient
du Proxylane® associé a de |'acide hyaluronique. Le produit commercialisé sous le nom de

Derma Genese aide a préserver la jeunesse de la peau et a lutter contre le vieillissement cutané
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en stimulant la synthése de glycoaminoglycanes ainsi qu’en favorisant leur fixation sur les

cellules dermiques.

Le xylose peut étre valorisé en tant que tel mais peut aussi subir différentes fermentations,
déshydratations ou hydrogénations pour obtenir toute une gamme de produits dont certains
présentent une forte valeur ajoutée [23] (Figure 10). Parmi eux, I’éthanol, le xylitol et le furfural
sont a fort intérét industriel :

e |’éthanol produit a partir des déchets des industries agricoles et forestieres (cellulose
et/ou hémicelluloses) est du bioéthanol de seconde génération. Les sucres issus de ces
polysaccharides du bois sont alors fermentés par des micro-organismes [72]. Des micro-
organismes génétiquement modifiés sont aussi a I’étude pour permettre I’hydrolyse et la
fermentation en une seule étape et ainsi diminuer les colts de production [73].

e Le xylitol est obtenu par hydrogénation du xylose (réduction de la fonction aldéhyde en
fonction alcool) [74]. Le xylitol (E967) est un édulcorant alimentaire d’intérét puisque
que son pouvoir sucrant est similaire a celui du saccharose mais son apport calorique est
inférieur avec 2,4 kcal/g contre 4,0 kcal/g pour le saccharose. De plus, le xylitol a un effet
rafraichissant et posséde un caractere inhibiteur vis-a-vis de la formation des caries, ce
qui en fait un candidat parfait comme additif sucrant dans les chewing-gums et autres
friandises. Il est aussi utilisé dans les dentifrices [75].

o Le furfural est obtenu par déshydratation du xylose. Il est a la base de nombreux dérivés
d’intérét. La réduction du furfural conduit, par exemple, a I'alcool furfurylique qui est
largement exploité pour I'obtention de résines furaniques, trés résistantes a haute
température et aux agents chimiques. Le furfural permet aussi 'acces a de nombreux
monomeres : vinyliques, acryliqgues, méthacryliques ou époxydes alors polymérisables

[76].
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Etude Bibliographique. Des hémicelluloses du bois, les xylanes, vers des matériaux fonctionnels

Xylanes du bois
Hydrolyse l
) acide acétique acides uroniques
xylose
Réduction Déshydratation | Fermentation |
xylitol furfural
| acétone | | polyols, butanol, éthanol
édulcorant |
| acrylates I
v - - +
2-méthylfurane H furane || lysine l | acide glutamique | ‘ résines et plastiques ‘
| tétrahydrofurane H aleool furfurylique | mousses dérivés nitrés et
i 1 polyuréthane halogénés

adiponitrile alcool
byt

Figure 10. Schématisation des différentes molécules obtenues et leurs applications par hydrolyse des xylanes.
Moine, 2005, adapté de Popa, 1996 [23,77]

Malgré ces différentes voies de valorisation, I'extraction des xylanes ne bénéficie pas encore
d’une véritable viabilité économique : les colts liés a I'extraction et a la purification de
différents constituants du bois, dont les xylanes, sont encore trop importants. Des modifications
chimiqgues des xylanes pourraient leur apporter de nouvelles propriétés et ainsi les conduire a
devenir des produits a haute valeur ajoutée et rendre leurs extraction et purification

économiquement viables.
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Partie B.
Modification des xylanes : vers des matériaux fonctionnels

L’hydrolyse acide permet de valoriser les xylanes par obtention de xylose mais d’oligomeres. Il y
a plusieurs raisons a l'intérét que représente la synthése de xylooligosaccharides (XOS).
Plusieurs revues récentes traitent d’ailleurs du sujet [74,78—82]. Premiérement, les XOS sont
reconnus pour avoir des propriétés nutritionnelles modifiant le go(t et ayant des bienfaits sur la
santé (voir 1V.3). De plus, les XOS a structure définie sont des substrats d’'importance pour servir
de modeles a la compréhension et a I'optimisation des procédés d’hydrolyse. Enfin, I'utilisation
de XOS dans la synthése de copolyméres est un enjeu actuel ayant pour but la synthése de
polymeéres bioactifs et biocompatibles, sans oublier le caractére biodégradable de ces XOS.
L'intérét est donc d’obtenir, par hydrolyse acide, des oligomeéres de xylane qui seraient plus purs
et mieux définis que les xylanes d’origine permettant de leur apporter une plus forte valeur

ajoutée.

I.1. Hydrolyse acide

Le mécanisme d’hydrolyse des liaisons osidiques est représenté Figure 11 [83]. La premiére
étape est la protonation du pont oxo, générant un ion oxonium. Cet ion permet la coupure
hydrolytique et I'addition d’eau va ensuite régénérer I'extrémité réductrice. La rupture
hydrolytique a lieu aléatoirement le long du squelette xylose, néanmoins, la liaison glycosidique
a lI'extrémité non-réductrice du xylane s’hydrolyse 1,8 fois plus rapidement qu’une liaison
interne [84]. Inversement, la liaison osidique en a entre une unité xylose et une unité MeGIcA
est particulierement stable a I’hydrolyse [85]. Cette résistance conduit, aprés hydrolyse, a
I'obtention d’'un mélange contenant, entre autres, des acides aldobiuroniques, dimeres
constitués d’une unité xylose liée a un MeGIcA [86]. Au début de la réaction, la formation de
XOS est importante, surtout lors de I'hydrolyse en milieu acide dilué. Leur dépolymérisation en

monomeres sera ensuite affectée par La quantité d’acide [86,87].
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Figure 11. Mécanisme de I'hydrolyse acide. Adapté de Lai, 2001 [83]

1.2. Effets des différents parametres clés

Différents parameétres sont importants a optimiser pour contréler le rendement de production
des XOS mais aussi leur taille: la température et le temps de réaction, la nature et la
concentration de I'acide utilisé et la concentration en xylanes. Un grand nombre d’études
portent sur I'optimisation des conditions d’hydrolyse pour une dépolymérisation totale [88—93],
celles concernant I'obtention de XOS sont plus rares [94-96]. Notons aussi, qu’il est difficile de
comparer les études entre elles et d’en tirer des conclusions puisque l'optimisation des

conditions d’hydrolyse porte sur certains parametres qui sont liés entre eux.

La température est un parameétre a contrbler des plus cruciaux lors de I'hydrolyse en milieu
acide dilué. En effet, il va affecter la cinétique mais aussi la sélectivité de I’hydrolyse [82]. De
nombreux types d’acides, organiques ou non, ont été testés pour I’hydrolyse des xylanes. Parmi
eux, I'acide sulfurique a principalement été utilisé, mais aussi le TFA [87] ou oxalique [97]. Les
acides inorganiques sont bon marché mais les acides organiques ont I'avantage d’étre doux et
donc plus propices a une hydrolyse contrélée. Il est d’ailleurs possible d’hydrolyser

sélectivement les unités arabinose d’un arabinoxylane en utilisant I'acide oxalique [97].
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Les acides inorganiques ont souvent I'inconvénient de laisser des sels aprés neutralisation. Le
TFA, quant a lui, est aisément éliminé grace a sa faible température d’ébullition (72,4 °C). Pour
s’affranchir de I'étape de neutralisation, il est aussi envisageable d’utiliser une catalyse acide
hétérogene, ce qui n’a pas été étudié sur les xylanes. Néanmoins, de l'inuline a été hydrolysé en
fructose a 95% en utilisant de la zéolite a 100°C pendant 2h [98].

Concernant la concentration en acide, la cinétique de réaction augmente avec la concentration
en acide [82]. Néanmoins, dans un souci de controle de I’hydrolyse, les fortes concentrations en
acide sont a éviter. De plus, la distribution des DP, des XOS aprés hydrolyse acide dépend de la
concentration en acide [95]. De faibles concentrations permettent d’atteindre des XOS de plus

haut DPn.

Akpinar et al. (2009) ont étudié la synthése de XOS par hydrolyse acide modérée [96]: leur
meilleur rendement de 13% (DP, compris entre 2 et 6 majoritairement) a été obtenu par une
hydrolyse de xylanes a 2% dans 0,25 M d’acide sulfurique pendant 30 min. Il a été observé
gu’aprées 60 min de réaction, la quasi-totalité des xylanes été dépolymérisés jusqu’au

monomere.

Comme d’autres polysaccharides, les xylanes possedent de nombreux groupements hydroxyle
fonctionnalisables par divers réactifs (Figure 12). Les xylanes sont composés de pentoses et
possedent donc 2 groupements hydroxyle par unité glycosidique. L'efficacité de ce type de
réaction est déterminée par la mesure du degré de substitution (DS) qui correspond au nombre
moyen de motifs greffés par unité glycosidique. Le DS maximal théorique est donc égal a 2 pour

le xylane [99].
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Figure 12. Les dérivatisations classiques des xylanes. Moine, 2005.
Adapté de Ebringerova et Hromadkova, 1999 [59,77]

I.1. Estérification
L'estérification des groupements hydroxyle peut modifier drastiquement les propriétés des
xylanes telles que la thermoplasticité, I'hydrophobicité, la biodégradabilité, la solubilité ou
encore linflammabilité [100]. Les propriétés vont dépendre de la nature de I'agent
d’estérification utilisé mais aussi du DS.
e Par addition d’acides carboxyliques, d’anhydrides carboxyliques ou de chlorures d’acyle,
il est possible d’introduire de nombreux groupements différents sur la chaine de xylane
[101]. Dans le cas des chlorures, de la triéthylamine est ajoutée pour neutraliser I'acide
chlorhydrique libéré lors de I'acylation.
Il est par exemple possible de synthétiser des xylanes cationiques, par réaction avec le chlorure
de 3-carboxypropyltriméthylammonium [102]. La réaction est conduite en milieu homogene

dans le DMSO, en présence de carbonyldiimidazole (CDI) comme activateur (Figure 13).
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Figure 13. lllustration de I'estérification du xylane avec le chlorure de 3-carboxypropyltriméthylammonium.
Adapté de Petzold-Welcke et al., 2014 [102]
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e La fonctionnalisation du xylane par des groupements carboxyliques est réalisée par
addition d’anhydride cyclique, conduisant ainsi a un polymeére plus hydrophile et plus
soluble dans I'eau (Figure 14). Les systémes de solvants et de catalyses sont similaires a
ceux utilisés pour I'acylation mais les DS obtenus sont généralement inférieurs [103—

105].

Citons par exemple I'étude de Tanodekaew et al. (2006) portant sur I'estérification de xylanes
de hétre par I'anhydride maléique (AM) [106]. La réaction est réalisée dans le DMSO a 50 ou
70°C pendant 2h sous catalyse acide (Figure 14). De facon étonnante, une trop forte
température diminue le DS. En effet, a un ratio massique xylane/AM de 2:1, le DS passe de 0,21
a 0,10 pour des températures de 50°C et 70°C respectivement [106]. Ceci pourrait s’expliquer
par I'hydrolyse acide voire méme la décomposition du xylane par les fonctions acide formées

lors de I'ouverture de I’AM.
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Figure 14. lllustration de I'estérification du xylane par I'anhydride maléique.
Adapté de Tanodekaew et al., 2006 [106]
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e |l est aussi possible de greffer des chaines grasses (C6 a 18) sur les xylanes. La réaction se
fait généralement en milieu homogeéne dans le diméthylformamide (DMF) ou le
diméthylacétamide, par des chlorures d’acyle en présence de triéthylamine et d’un
catalyseur basique (pyridine, 4-diméthylaminopyridine ou N-bromosuccinimide)

[103,107-111].

Une étude de Hansen et Plackett (2011) a par exemple démontré I'efficacité de la succinylation
de xylanes de bouleau par des dérivés a chaine grasse (C8, C12 et C18). La réaction est effectuée
en phase homogene dans le chlorure du butyl-3-méthylimidazolium et les effets du temps et de
la température de réaction, du nombre d’équivalents de réactif et de la longueur de la chaine
grasse ont été étudiés [112]. Quelle que soit la longueur de la chaine grasse, des DS de 0,16-0,17
ont été obtenus avec l'utilisation de 0,8 équivalents de réactif (80°C pendant 2h). Une
augmentation du temps de réaction a 12h permet d’augmenter le DS a 0,27 mais une
décoloration du milieu est observée révélant des réactions secondaires. De la méme fagon, une
augmentation de la température permet d’augmenter le DS (en 30 min de réaction le DS passe
de 0,08 pour 80°C a 0,27 pour 100°C) mais une décoloration est aussi observée. Enfin, une
augmentation du nombre d’équivalents n’augmente pas le DS, au contraire : en passant de 0,8 a
2,5 équivalents (80°C pendant 2h), le DS diminue de 0,17 a 0,10. Les auteurs mentionnent que
c’est contraire a ce qui a pu étre observé dans d’autres études mais n’avancent aucune

explication [112].

11.2. Ethérification

La réaction d’éthérification transforme les multiples fonctions hydroxyle du xylane en fonctions
éther. La liaison éther est alors plus résistante a de post-réactions que la liaison ester. De
maniére générale, la fonction alcool est d’abord activée par de la soude puis 'alcoolate réagit
avec l'agent d’éthérification [113]. L’activation des groupements hydroxyle du xylane par la
soude, peut entrainer une dépolymérisation partielle du xylane. Pour limiter cette
dépolymérisation, la réaction peut étre réalisée en solvant organique comme |'éthanol ou le
toluéne [114]. Lorsque le xylane n’est pas ou peu soluble, la réaction a lieu en milieu hétérogéne

et le DS obtenu varie alors selon le mélange de solvants utilisé : plus la solubilité augmente, plus
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le DS augmente. Le DS varie aussi en fonction de la concentration en soude qui doit étre assez

élevée pour activer le xylane mais pas trop pour ne pas le dégrader.

L'une des réactions d’étherification la plus connue est la méthylation, utilisée pour rendre les
sucres volatils avant analyse en chromatographie en phase gazeuse (GC). Elle est classiquement
réalisée dans le DMSO avec un halogénure de méthyle et peut étre catalysée par le
diméthylsulfoxylate de sodium [115] ou plus efficacement par I’hydroxyde de sodium [116]. La
méthylation de polysaccharides, suivie de I’hydrolyse totale des polysaccharides et d’une
seconde dérivatisation des sucres obtenus (typiquement acétylation [117] ou silylation [118]),
permet aussi par GC une analyse des liaisons glycosidiques. La méthylation des xylanes peut
aussi se réaliser avec succés en milieu agueux avec un halogénure de méthyle en présence de
soude. Petzold et al. (2008) ont par exemple étudié la méthylation de xylanes de bouleau soit
avec du chlorure de méthyle soit avec de I'iodure de méthyle [119]. Un DS maximal de 0,94 a
été atteint en utilisant le chlorure de méthyle en excés dans une solution aqueuse d’hydroxyde

de sodium a 40% et sous pression (3h a 78°C a 12 bar).

L’éthérification est aussi beaucoup utilisée pour la synthése de xylanes ioniques :
e La carboxylation permet |'obtention de xylanes anioniques
Cette réaction a par exemple été étudiée par Petzold et al. (2006) en utilisant le chloroacétate

de sodium dans le 2-propanol (Figure 15).
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Figure 15. lllustration de I'éthérification du xylane par le chloroacétate de sodium.
Adapté de Petzold et al., 2006 [114]

La soude aqueuse a été utilisée comme activateur des alcools avec une concentration optimale
de 15%. Il a aussi été montré que le DS augmente avec le nombre d’équivalents de
chloroacétate de sodium jusque atteindre un palier autour de 1 [114]. Une technique dépasser

ce palier est alors de préalablement dissoudre le xylane dans le milieu aqueux avant d’ajouter le
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co-solvant organique, ici le propanol. C'est une technique générale qui peut s’appliquer a toute
réaction en milieu hétérogene. Grace a cette pré-dissolution, le précédent DS maximal de 1
passe a 1,2. Finalement, Petzold et al. (2006) ont montré qu’il était possible de
considérablement augmenter le DS (de 1,22 a 1,66) en réitérant la méme réaction une seconde
fois. Il a été observé que dans les mémes conditions, les DS sont similaires entre différents types

de xylanes (MGX, AGX et AX). De plus, la réaction se fait préférentiellement en position 2 [114].

Enfin, cette étude tend a prouver qu’une réaction en milieu hétérogene favorise la distribution
en blocs des substituants. En pré-dissolvant les xylanes dans un bon solvant, la réaction est alors
réalisée en milieu homogene, conduisant a une uniformisation de la distribution des
substituants [114]. Il serait donc possible d’orienter la structure des dérivés du xylane selon le

protocole utilisé.

L’éthérification partielle de MGX de hétre en milieu hétérogene a aussi été étudiée avec le
bromure de p-carboxybenzyle conduisant a un DS de 0,25. Les MGX ne sont pas dépolymérisés
et sont solubles dans I'eau [99,120]. Ces dérivés montrent alors un fort caractére émulsifiant,

caractere potentiellement accru par la distribution en blocs des substituants.

e La cationisation des xylanes se fait principalement par deux types d’agents
d’éthérification : les dérivés halogénés (Figure 16-a), ou époxydés (Figure 16-c et d). Le
DS peut étre modifié par la température et le temps de réaction, la concentration en
xylane, et les quantités de réactif et de soude utilisées. Bigand et al. (2011) ont montré
gue parmi tous ces parametres, la concentration en xylane et la quantité de réactif ont le
plus d’influence [121]. Comme pour la carboxylation, I'activation des hydroxyles par la
soude peut entrainer une dépolymeérisation et la réaction peut étre réalisée en solvant

organique comme les alcools [122] ou le DMSO [123].
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Figure 16. Introduction de groupements cationiques sur les xylanes. Adapté de Ebringerova et al., 2005 [9]

La cationisation de xylanes de hétre a, par exemple, été étudiée par Simkovic et al. (2014). La
réaction, effectuée avec 2 équivalents de chlorure de 2,3-époxypropyltriméthylammonium
(EPTA) en milieu aqueux (NaOH 20 mol.%) pendant 7h a 60°C, conduit a un DS de 0,55 [124].

La cationisation avec I'EPTA peut aussi étre réalisée en milieu hétérogene (mélange soude
aqueuse a 4% et 1,2-diméthoxyéthane a 1:1,5 comme solvant). Dans des conditions douces (a
24°C pendant 24h), des DS pouvant atteindre jusque 1,64 ont été obtenus par Schwikal et al.
(2006) avec I'ajout de 10 équivalents d’EPTA [125]. Les dérivés de xylanes obtenus sont alors

trés hygroscopiques.

Le chlorure de 3-chloro-2-hydroxypropyltriméthylammonim (chloro-HPTA) (Figure 16-b) a aussi
été utilisé par Ebringerova et al. (1994), mais dans ce cas, |I'époxyde est généré in situ en
présence de soude par libération d’acide chlorhydrique. Dans des conditions similaires a
I'utilisation d’EPTA mais en utilisant le chloro-HPTA des DS faibles allant de 0,1 a 0,5 ont été
obtenus [126]. La formation in situ de I'époxyde serait donc I'étape limitant I'efficacité de la

réaction [127].
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Finalement, I'éthérification est aussi une réaction possible pour le greffage de longues chaines
carbonées sur des polysaccharides. Par exemple, la réaction de MGX de hétre avec le 1-
bromododecane a été réalisée, par Ebringerova et al. (1998), dans le DMSO a température
modérée [128]. Cette réaction nécessite 'utilisation d’un solvant organique type isopropanol,
acétone ou DMSO et a donc principalement lieu en milieu hétérogene puisque le polysaccharide

n’y est a priori pas soluble.

11.3. Sulfatation

Les agents sulfatant couramment employés sont I'acide sulfurique, le trioxyde de soufre et
I'acide chlorosulfonique (Figure 17). Ces agents peuvent étre combinés a des solvants de

sulfatation type alcools, amines ou hydrocarbones chlorés [9].
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Figure 17. lllustration de la sulfatation du xylane. Adapté de Ebringerova et Hromadkova, 1999 [59]

Une étude de Daus et al. (2011) développe la sulfatation de xylanes de hétre en phase
homogeéne en solvant DMF/LICl via les complexes SO3/DMF ou SOs/pyridine [129]. Le DS
maximal de 1,9 a été atteint sur les xylanes purifiés par |'utilisation de 3 équivalents du
complexe SOs/pyridine pendant 3h a 50°C. Une autre étude de Simkovic et al. (2014) a atteint la
sulfatation totale de xylanes de hétre (DS = 2) par I'emploi de ce méme complexe SOs/pyridine
mais a 5 équivalents, dans le DMF pendant 12h a 60°C [124]. En diminuant le temps de réaction
a 6h et le nombre d’équivalents du complexe a 2,5, le DS passe a 0,7. Hettrich et al. (2006),
guant a eux, ont montré qu’en augmentant la quantité de réactifs de 1 a 3 équivalents, le DS
passe de 0,70 a 1,97 (étude réalisée sur des xylanes d’avoine par l'acide sulfamique dans le
DMSO a 80°C pendant 3h) [11]. Le DS peut donc étre contrélé en variant la quantité de réactif
sulfatant. Il semblerait néanmoins que les valeurs de DS qu’il est possible d’atteindre vont

également dépendre de la structure des xylanes étudiés.

53



I.4. Oxydation
Les xylanes peuvent étre oxydés par les oxydes d’azote, I'ion permanganate, le brome, ou
encore l'ion periodate. Il existe par exemple une procédure en deux étapes utilisant HIO, et
NaClO,, conduisant a des dérivés 2,3-dicarboxyliques [130]. Il est aussi possible d’oxyder
préférentiellement la position 2 en utilisant une solution de brome [131]. Les propriétés
physico-chimiques des dérivés oxydés sont fortement dépendantes des réactifs oxydants et des
conditions opératoires. L'oxydation avec l'ion periodate présente la particularité d’étre
hautement sélective et de permettre I'ouverture du cycle formé par le xylose. Ainsi, alors que la
plupart des autres techniques d’oxydation conduisent a la formation de nombreux sous-
produits, I'utilisation de periodate de sodium ou de potassium permet d’avoir un meilleur
controéle de la réaction et de limiter la génération de sous-produits. L’oxydation au periodate de

sodium sera choisie dans la suite de I’étude.

Oxydation au periodate de sodium

L'ion periodate oxyde les groupements hydroxyle vicinaux présents sur les carbones 2 et 3 du
motif xylose du xylane. Deux aldéhydes sont alors formés et un ion iodate est libéré. Cette
attaque conduit a la rupture de la liaison entre ces deux carbones, ouvrant ainsi le cycle
pyranosique (Figure 18). Dans cette réaction, un ion periodate est consommé par unité
répétitive du polymére. Le degré d’oxydation (DO) du xylane est de ce fait directement relié au
taux de periodate présent dans la solution. La quantité d’ions periodates ajoutée est donc un

paramétre clé dans le controle de I’oxydation.
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Figure 18. Coupure oxydante des 1,2 diols par I'ion periodate
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L'intérét principal de I'oxydation des xylanes par I'ion periodate est sa simplicité de mise en
ceuvre. Cette réaction ne nécessite pas de systeme complexe et le solvant utilisé est I'eau. De
plus, elle consomme peu d’énergie puisque la réaction se déroule a température ambiante. Les
ions periodate sont trés sensibles aux rayonnements ultraviolets, aussi il est nécessaire de
pratiquer la réaction d’oxydation dans I'obscurité. Les xylanes sont dissous dans I'eau dans des
proportions pouvant aller de 5 a 30 g/L, puis mélangés a la solution de periodate. C’est une
réaction assez lente de plusieurs heures a température ambiante, typiquement entre 5 et 24h.
Afin d’arréter la réaction, I'exces de periodate est mis a réagir avec un diol tel que I'éthyléne

glycol [131].

Un autre intérét est de pouvoir controler le DO en variant le taux de periodate. Néanmoins, un
trop fort taux de periodate peut conduire a la formation de sous-produits, voire méme a la
dégradation du produit désiré. Fredon et al. (2002) ont par exemple étudié I'influence du taux
de periodate - 20, 50, 100 et 200 mol.% - sur I'oxydation de xylanes de son de mais et ont
montré qu’a forts taux de periodate, les groupements aldéhyde formés par I'oxydation des
groupements hydroxyle peuvent étre a leur tour oxydés en acides carboxyliques (Figure 19).
Cette sur-oxydation conduit a la formation de fonctions réactives non voulues ainsi qu’a la
libération d’acide formique, et consomme du periodate, limitant ainsi I'oxydation des fonctions

hydroxyle restantes [132].

HO )\/D

OH H
0

Figure 19. lllustration de la suroxydation au periodate sur I’extrémité non-réductrice du xylane (Fredon et al.,
2002 [132])

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que l'oxydation au periodate peut entrainer une
diminution conséquente de la masse molaire du polymeére [133]. Vold et al. (2006) ont étudié
I’oxydation au periodate des alginates a 44 mol.% et ont observé une chute des valeurs de
masses molaires de 260 000 g/mol a 48 000 g/mol [134]. Cette dépolymérisation a été attribuée
a la formation de radicaux libres due a la décomposition du periodate. En effet, bien que le

milieu réactionnel soit plongé dans I'obscurité, les ions periodate restent instables, notamment
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lorsque la réaction est longue. La décomposition des ions libere des radicaux libres qui peuvent
attaquer les liaisons internes du polymeére et ainsi provoquer sa dégradation. L’addition de n-
propanol au mélange est un moyen efficace de réduire la réactivité des radicaux vis-a-vis de la
chaine polymeére. Les observations ont principalement été faites sur la cellulose et les alginates

mais peuvent s’appliquer aux xylanes.

Apreés avoir été développée pour I'analyse structurale des polysaccharides, I'oxydation au
periodate est maintenant vue comme un moyen de valorisation efficace des hémicelluloses.
Leurs dérivés oxydés pouvant par exemple servir de base a I'élaboration de nouveaux matériaux
fonctionnels. Des films hydrophobes ont par exemple été obtenus par Fredon et al. (2002) par
I’oxydation controlée des xylanes de son de mais au periodate de sodium suivie de I'amination
réductrice avec la laurylamine [132]. Les DS varient entre 0,5 et 1,1 selon les conditions

d’oxydation, la Tg des polyméres obtenus est alors autour de -30°C.

Propriétés physico-chimiques des xylanes oxydés

L'ouverture du cycle au niveau de la liaison entre les carbones C2 et C3 entraine une grande
augmentation de la mobilité des chaines. La longueur de persistance (P) d’'un polymére est la
distance a partir de laquelle il nexiste plus de corrélation entre les orientations de deux
segments de la chaine. Plus cette valeur est élevée, plus le polymeére est rigide. Dans le cas des
alginates, la valeur de P passe de 12 nm avant oxydation a 4 nm pour un taux d’oxydation de 40
mol.% [135]. La chaine devient donc beaucoup plus flexible, et a tendance a adopter des
structures plus compactes, la rendant plus difficile a solubiliser. De plus, des hémi-acétals intra-
et intermoléculaires peuvent se former apres oxydation. Les liaisons intermoléculaires

conduisent a la formation d’un réseau physique ayant pour effet de diminuer la solubilité [136].

La viscosité intrinseque du matériau diminue également. Dans le cas des alginates, pour une

méme masse molaire, une viscosité trois fois moins élevée a été observée pour le dérivé oxydé

comparée a celle de 'alginate non-oxydé [77].
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D’autres modifications des xylanes, comme, I'amination réductrice, la copolymérisation ou la
réticulation permettent d’accéder a de nouveaux matériaux avec différentes propriétés.

L'extrémité réductrice du xylane est en équilibre entre sa forme ouverte et sa forme fermée
(Figure 20), et dispose donc d’une fonction aldéhyde disponible en forme ouverte. Cette
fonction spécifique permet de fonctionnaliser le xylane de maniére sélective par amination

réductrice et ainsi d’envisager des morphologies de type ‘bloc’.

N (@] S OH
HO HO
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Figure 20. Equilibre entre les formes ouverte et fermée de l'extrémité réductrice des xylanes

La copolymérisation du xylane avec d’autres polymeres — synthétique ou naturel — permet de
combiner leurs propriétés respectives — biologique ou physicochimique — pour former un
nouveau matériau polymére. Pour cela, il existe deux méthodes, le ‘grafting from’ qui consiste a
d’abord greffer les monomeéres puis a les polymériser ou le ‘grafting onto’ qui consiste a coupler
directement le copolymeére sur le xylane. L'amination réductrice peut notamment servir d’outils
au ‘grafting onto’. 1l est alors possible d’accéder a des morphologies de type ‘bloc’ ou en
‘peigne’, en utilisant les fonctions hydroxyle de la chaine. La copolymérisation du xylane conduit
souvent a la réticulation du matériau, qui devient insoluble dans I'’eau ou dans d’autres solvants

organiques. Le gonflement de ce réseau dans I’eau conduit a I'obtention de gels.

lll.L1. Amination réductrice
L’amination réductrice est une réaction bien connue de [I'extrémité réductrice des
polysaccharides [137-139]. Cette réaction spécifique permet de fonctionnaliser le xylane de
maniére sélective par son extrémité réductrice (Figure 21) et conduit a la modification des
xylanes par une large palette de fonctions selon la nature du groupement introduit. Cette
réaction consiste en l'attaque nucléophile d’'une amine libre (amine primaire, oxime ou
hydrazone) sur un carbonyle protoné (aldéhyde ou cétone) en milieu acide. En comparaison a

d’autres polysaccharides, la fonctionnalisation des xylanes par amination réductrice a été peu
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étudiée. Dans cette partie, I'amination de tout type de polysaccharides dont les conditions

peuvent aisément se transposer aux xylanes sera donc traitée.
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Figure 21. Amination réductrice de I'extrémité réductrice du xylane

L’avantage incontesté de cette réaction est son milieu réactionnel, I'eau. Les autres parameétres
tels le pH, le réducteur utilisé, la durée de réaction ou la température varient d’'une étude a
I'autre, notamment suivant le polysaccharide utilisé mais aussi I'amine [132,137-139]. De
maniére générale, le polysaccharide est solubilisé dans I’'eau a des concentrations allant de 1 a
30 g/L. ’amine est ensuite ajoutée en exces, son nombre d’équivalents étant typiquement de 5
mais pouvant atteindre 75 dans certaines études. Suivant le réducteur utilisé, ce dernier est
ajouté directement (NaBH3CN) ou apres (NaBH4) avoir laissé le mélange réactionnel sous
agitation pendant 24h a température ambiante. En effet, NaBH; n’étant pas sélectif, il faut
d’abord réaliser 'amination avant la réduction pour ne pas risquer la réduction des aldéhydes.
Par contre NaBH3CN est un réducteur sélectif des imines, il est alors possible de faire
I'amination et la réduction ‘one pot’; ce dernier est donc beaucoup plus approprié. Dans tous
les cas, le réducteur est, lui aussi, ajouté en exceés avec un nombre d’équivalents similaire a celui
utilisé pour I'amine. A ce moment de la réaction, le pH peut étre ajusté a 6-7 ou non modifié. Il
est aussi possible de réaliser la réaction dans un tampon, par exemple de type acétate a pH 5-6.
La réaction est ensuite laissée plusieurs heures sous agitation a température ambiante,

typiqguement 24h. Les rendements de réaction sont en général de I'ordre de 70 wt.%.

L’amination réductrice connait des limites : c’est une réaction lente et rarement totale. Ceci est

d’autant plus vrai lorsque les polysaccharides utilisés sont de grande taille. Il est alors possible
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de réaliser la réaction a 50°C et sur plusieurs jours [137], ou encore d’utiliser un catalyseur
comme l'aniline [139]. De plus, si 'amine n’est pas soluble dans I'eau il est possible de la
solubiliser au préalable dans un autre solvant miscible a I’eau tel que le DMSO, puis de faire

I’amination réductrice dans un mélange eau/DMSO [140].

Par ailleurs, I'amination réductrice peut aussi se faire sur les groupements aldéhyde produits
par |'oxydation au periodate de sodium des xylanes (Partie B, 1.5), et conduire ainsi a des
xylanes greffés. Fredon et al. (2002) ont étudié cette approche sur des xylanes de son de mais

en y greffant de la dodécylamine [132].

lll.2. Copolymérisation ‘grafting from’

La copolymérisation ‘grafting from’ a principalement été utilisée pour la synthése d’hydrogels.
Citons par exemple les études de Lindblad sur des galactoglucomannanes en 2001 et 2005 puis
de Fonseca Silva sur des xylanes en 2011 [141-143].

Ces différentes études font appel a la polymérisation radicalaire apres avoir fonctionnaliser le
xylane avec le méthacrylate d’hydroxyéthyle (HEMA). La premiere étape d’estérification a lieu
dans le DMSO a 45-50°C avec 'HEMA-Im comme réactif et la triéthylamine comme catalyseur
(Figure 22). La réaction est alors aidée par I'imidazole qui est un bon groupe partant [144].
L'HEMA est donc préalablement activé par réaction avec le carbonyldiimidazole (CDI) (synthese

de ’'HEMA-Im présentée Figure 23).
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Figure 22. Estérification du xylane par I'HEMA-Im. Adapté de Lindblad et al., 2005 [143]
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Figure 23. Synthése de I'HEMA-Im par réaction du CDI sur 'HEMA (Ranucci et al., 2003 [145])

Pour obtenir différents DS, il est évidemment possible de faire varier le taux d’"HEMA-Im mais
Fonseca Silva et al. (2011) ont montré qu’a un méme taux d’"HEMA-Im, la durée de réaction
permettait aussi de controler le DS. Le DS est autour de 0,1 apres 6h pour atteindre son
maximum d’environ 0,5 aprés 24h. L’'augmentation du DS est linéaire avec le temps de réaction.
Il a aussi été montré que la présence de groupements acétyle gene la fonctionnalisation car des
positions —OH sont déja occupées mais aussi a cause de I'encombrement stérique. Dans les
mémes conditions, mais sur un xylane acétylé, le DS maximum de 0,2 environ est atteint apres
72h. 1l est aisé de comprendre I'importance du DS puisqu’il conditionne le nombre de points de
jonction du futur réseau. Notons que I'augmentation du DS permet I'augmentation de la densité

du gel mais n’a aucun effet sur le pouvoir absorbant du gel final [141].

La seconde étape correspond au ‘grafting from’ avec la synthése d’un réseau par polymérisation
radicalaire soit de I'HEMA soit de tout autre méthacrylate. La polymérisation est réalisée dans
I’eau en présence d’un systeme amorceur redox (peroxodisulfate d’ammonium et pyrosulfite de
sodium entre 0,2 et 0,8%). La solution est agitée puis placée dans un contenant adapté a la
formation d’un gel. Pour obtenir le gel, le mélange est soit laissé a température ambiante
pendant 6h [141] soit a 40°C pendant 3h [143]. Cette seconde étape peut aussi servir a moduler
les propriétés du réseau final en variant le ratio xylane/HEMA. Fonseca Silva et al. (2011) ont par

exemple étudié deux ratios xylane/HEMA, a savoir 40:60 et 60:40, et ont montré qu’un ratio en
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HEMA plus faible permet d’accroitre le pouvoir absorbant de I’'hydrogel (de 10% entre les ratios
60:40 et 40:60). A l'inverse, I'influence du ratio xylane/HEMA sur le taux de gonflement est
négligeable. C'est le DS initial qui a une grande influence sur le taux de gonflement, qui

augmente lorsque le DS diminue.

Une autre approche consiste a faire le tout ‘one pot’. Zhang et al. (2014) ont réalisé des
copolymeres xylane greffé par des polycaprolactones (PCL) par ouverture de cycle de la
caprolactone (CL) par les hydroxyles du xylane [146]. lls ont utilisé un systéme homogene
DMSO/LICl servant a la fois, de solvant, de base de Lewis et de catalyseur. Le xylane est
solubilisé a environ 20 g/L dans le DMSO contenant 6 wt.% de LiCl. La réaction est conduite a
100°C pour des temps de réaction et des ratios CL/xylane variables. Les auteurs montrent
qu’une augmentation du temps de réaction ou du ratio CL/xylane, conduit a une augmentation
a la fois du DS et de la taille des PCL. Par exemple, pour une réaction de 24h, un ratio 1:1
conduit a un DS de 0,04 avec 3,34 wt.% de PCL alors qu’un ratio de 20 :1 conduit a un DS de 0,39
avec 25,20 wt.% de PCL. Le DS maximal de 0,39 atteint dans cette étude reste faible malgré la

grande quantité de CL utilisé (20 :1).

Outre la formation d’hydrogels, la méthode ‘grafting from’ a été utilisée par Enomoto-Rogers et
Iwata (2013) pour la synthése de copolymeres triblocs a base de xylanes et de poly(acide
lactique) (PLA): PLA-b-xylane-b-PLA, selon la méthodologie illustrée Figure 24 [147]. Apres
modifications en 3 étapes, les xylanes ne posseédent plus que deux fonctions hydroxyle aux
extrémités (Figure 24-3) et servent alors de macro-amorceurs. Différents nombres d’équivalents
d’acide lactique ont alors été polymérisés en masse avec un catalyseur métallique (Sn(Oct),):
100, 260 et 560 équivalents. Le copolymeére triblocs a été obtenu en mélange avec de
I’'homoPLA et I'effet des copolymeéres triblocs sur la cristallisation du PLA a été étudié: la
présence du copolymeére améliore la cristallisation du PLA a 90°C et sert d’agent de nucléation

[147].
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Etude Bibliographique. Des hémicelluloses du bois, les xylanes, vers des matériaux fonctionnels
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Figure 24. Méthodologie en 4 étapes pour la synthése de copolymeres triblocs PLA-xylane-PLA (Enomoto-Rogers
et lwata, 2013 [147])

lll.3. Copolymérisation ‘grafting onto’
Globalement, cette méthode a été moins étudiée que la précédente. En effet, le couplage d’un
polymeére sur une chaine de xylane conduit a de faibles DS en raison de I'encombrement

stérique.

Tanodekaew et al. (2006) ont étudié le greffage de poly(alcool vinylique)s sur des xylanes (PVA)
[106]. Le PVA (30 000 — 70 000 g/mol) est couplé au xylane via I'anhydride maléique dans le
DMSO a 70°C pendant 4 h. Différents ratios xylane/PVA ont été étudiés et 'augmentation de la
quantité de PVA de 10 a 45% permet d’augmenter le pouvoir absorbant du copolymere final.
Notons que, la encore, la copolymérisation conduit a un réseau tridimensionnel et s’avere étre
une méthode de réticulation par voie chimique. L'équipe de Lindblad (2001 et 2005) a

également utilisé cette méthode pour la préparation de gels galactoglucomannanes-polyHEMA
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Etude Bibliographique. Des hémicelluloses du bois, les xylanes, vers des matériaux fonctionnels

[142,143]. Les auteurs ont greffé du polyHEMA a 6 unités par réaction dans I'eau a 40°C

pendant 3h et il s’est avéré que la capacité d’absorption des hydrogels formés était supérieure a

celle des hydrogels obtenus par ‘grafting from’.

Enomoto-Rogers et lwata (2012) ont utilisé le ‘grafting onto’ pour la synthese de copolymeres

xylane-g-PLA selon la méth

odologie illustrée Figure 25 [148]. Trois blocs PLA de tailles

différentes ont été greffés sur le xylane (DP,, 51) : PLA4o, PLA;5 et PLA;s1, et pour chaque DPn, 5

nombres d’équivalents PLA/unité xylose ont été étudiés : 1/8, 1/4,1/2, 1/1 et 2/1.

Dans le cas du PLAss, une gra

nde quantité de PLA;s ne réagit pas sauf dans le cas du ratio 1/8.

Dans ce cas particulier, la conversion est totale est le DS a été estimé a 8,8. Les chaines de PLA

jouent alors un role plastifiant : la Tg du xylane fonctionnalisé avant ajout de PLA de 111,2°C

chute a 54,0°C [148].
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Figure 25. Préparation du xylane fonctionnalisé azoture (a), du poly(acide lactique) terminé par une fonction
allyle (b) et du copolymére obtenu par couplage des deux blocs (c) (Enomoto-Rogers et Iwata, 2012 [148])
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I1.4. Méthodes de réticulation

En plus des méthodes de copolymérisation déja décrites précédemment qui permettent la
formation de réseaux, d’autres méthodes de réticulation existent. Il existe deux voies de
réticulation des xylanes, la voie enzymatique et la voie chimique. La voie chimique, qui nous

intéresse le plus pour ce travail, n’a été que peu étudiée.

Rozie et al. (1992) ont utilisé I'épichlorhydrine comme agent de réticulation [149]. D’un c6té, les
groupements hydroxyle du xylane viennent ouvrir le cycle époxy, de I'autre le chlore est un bon
groupe partant et une substitution nucléophile libérant de I'acide chlorhydrique se produit.
Récemment, Luo et Li (2014) ont aussi utilisé I'épichlorhydrine comme agent de réticulation
mais apres avoir éthérifié les xylanes avec de |'acide chloroacétique (catalyse basique) [113].
Cette réticulation en deux étapes offre I'avantage de modifier les propriétés du réseau par son
nombre de points de réticulation en controlant le DS de I'étape d’éthérification.

Salam et al. (2011) ont, quant a eux, utilisé I'acide citrique comme agent de réticulation dans le
but d’incorporer des fonctions carboxylique et ainsi augmenter la capacité du réseau a absorber
I’eau [150]. L'estérification des hydroxyles des xylanes par les fonctions acide carboxylique du
réticulant peut étre catalysée par I'hypophosphite de sodium et réalisée en conditions ‘semi-

seches’ dans une étuve pour augmenter |'efficacité de la réaction.

Les xylanes représentent a I’heure actuelle un volume d’exploitation industrielle relativement
modeste en comparaison a la cellulose ou I'amidon. Néanmoins ils éveillent une attention
grandissante. Comme nous I'avons vu précédemment (Partie A, lll), ils peuvent étre valorisés a
I’état natif ou par bioraffinerie. Voyons maintenant quelles sont les autres applications actuelles

ou futures des xylanes apres dérivatisation.

IV.1. Applications en papeterie

De maniére générale, les succinates de xylanes présentent des propriétés telles qu’une viscosité

élevée, un pouvoir épaississant, une faible température de gélatinisation ou encore de bonnes
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propriétés filmogénes [11]. Tout comme les carboxyxylanes qui eux présentent diverses
propriétés comme épaississant, absorbant ou émulsifiant, ils pourraient étre utilisés comme
détergents, floculants et adhésifs dans le revétement du papier. C'est aussi le cas des xylanes
cationiques qui sont employés comme additifs dans la fabrication du papier car ils améliorent

les propriétés mécaniques du papier [151].

IV.2. Applications biomédicales
Des dérivés ioniques
Les xylanes cationiques présentent une activité antimicrobienne contre les bactéries Gram
positif et négatif [152]. L’activité biologique augmente avec le DS et dépend fortement de la
structure. En effet, I'arrangement des substituants jouerait un role important sur les

interactions entre le xylane et la surface de la bactérie [59].

Des dérivés sulfatés

Les poly(sulfate de pentosanes)s (PPS), souvent synthétisés a partir de MGX de hétre, sont
connus pour leur caractére anticoagulant [59]. Ce caractére anticoagulant serait comparable a
celui de I’héparine, molécule naturellement présente dans l'organisme au niveau des tissus
conjonctifs chez I'homme et I'animal, fréquemment utilisée pour son action sur la thrombose
[153—-155]. De plus, les PPS montrent des activités antivirale et anti-inflammatoire. Les PPS
semblent tres efficaces pour soulager et traiter les cystites interstitielles [156] et ont beaucoup
été étudiés pour leur action sur le HIV [157-160]. Les PPS présentent un caractere antitumoral
[161] en bloquant les récepteurs des facteurs de croissance a la surface des cellules tumorales.
Les PPS empécheraient également la formation de calculs rénaux en inhibant la croissance des
cristaux d’oxalate [162,163], sans oublier leur action contre ['arthrite [164,165]. Les
PPS rencontrent donc un fort développement dans le secteur médical, la synthese de ces

dérivés est protégée par différents brevets comme celui déposé en 1983 par SANOFI [166].

IV.3. Applications alimentaires

Les oligomeéres de xylane possedent un grand potentiel comme additif alimentaire, notamment

grace a leurs actions sur la santé. En effet, les XOS présentent de nombreuses propriétés
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biomédicales : aider au controle du niveau d’ammoniac, réduire les complications liées au
diabéte, augmenter l'efficacité des enzymes anti-oxydantes, ainsi que des propriétés anti-
inflammatoire et antiallergique [74,81]. De plus, les XOS substitués par des acides uroniques

possedent des propriétés antimicrobienne [167].

Les XOS ne sont pas dégradés par I'estomac et peuvent atteindre l'intestin, ce sont des
prébiotiques [9,168]. Les prébiotiques sont des substrats potentiels pour I'hydrolyse et la
fermentation par les bactéries intestinales. Les XOS agissent comme substrats sélectifs des
bifidobacterium, bactéries bénéfiques qui résident dans le c6lon, en stimulant leur croissance.
Leur action prébiotique est plus prononcée lorsque les XOS contiennent de 2 a 4 unités xylose
par chaine [79-81]. Les XOS ont aussi des propriétés laxatives et pourrait servir a lutter contre
les désordres intestinaux (leur dose maximale admissible pour un homme adulte japonais a été
estimée a 0,12 g/kg de XOS par ingestion [169]). Tout ceci permet aux XOS d’étre utilisés
comme ingrédients dans I'alimentation dite fonctionnelle, c’est-a-dire qui apporte des bénéfices

physiologiques et/ou qui aide a réduire les risques de maladies chroniques.

En plus de leur bénéfice sur la santé, les XOS ont I'avantage de bénéficier d’un pouvoir sucrant
tout en étant non-cariogene et peu calorique. Le xylobiose a, par exemple, un pouvoir sucrant
correspondant a 30% de celui du sucrose. Les XOS, contrairement a d’autres oligomeres, de
fructose par exemple, sont stables sur une grande gamme de pH allant de 2,5 a 8,0 a des
températures élevées comme celles de la stérilisation ou de la pasteurisation. Cette stabilité va

permettre leur utilisation dans des jus de fruit acides et des produits laitiers [78,80].

C’est au Japon que les XOS ont d’abord été utilisés dans la nourriture [170]. Au début du siécle,
environ 60 compagnies utilisaient des XOS sur un total d’une centaine de produits alimentaires.
La production de XOS était alors estimée a 650 tonnes/an au Japon, représentant prés de la
moitié de la production mondiale. Les XOS sont alors vendus entre 17 et 40 €/kg selon leur
pureté, ce sont alors les oligosaccharides les plus chers du marché sur environ 13 différents
types d’oligoméres, dont les oligomeres de fructose par exemple, et une augmentation de leur

valeur marchande est attendue [78,81,171].
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IV.4. Applications comme hydrogel
Des études récentes ont montré que les hydrogels a partir de xylanes pourraient servir a
I’encapsulation et au relargage de principes actifs. Dans la plupart des études, les xylanes sont
mélangés a d’autres polymeéres tel que le PVA [106]. Une pré-fonctionnalisation du xylane par
des fonctions carboxylique (Partie B, Il.1) permet de créer un hydrogel par réaction de ces
acides carboxyliques avec les alcools du PVA. Selon la nature de I'agent réticulant et le taux de
réticulation, il est possible de faire varier I’hydrophilie du gel, son caractére ionique ou encore

sa capacité d’absorption d’eau [11,74].

Récemment, des hydrogels de xylanes d’eucalyptus par copolymérisation avec le méthacrylate
d’hydroxyméthyle [141] ont été synthétisés. Ces hydrogels ont été testés pour I'encapsulation
et le relargage de doxorubicine, molécule représentative des molécules actives contre le cancer.
La molécule est simplement ajoutée au mélange et est encapsulée pendant la synthese du gel. Il
est possible de modifier I’'hydrogel et donc son efficacité en modulant le DS ainsi que le taux de
co-monomere utilisé lors de la polymérisation (Partie B, Ill.2). Néanmoins, il semblerait que seul
le DS aurait une influence sur I'efficacité de I'encapsulation suivie du relargage : plus le DS
diminue, plus I'efficacité augmente [141], tout en conservant un DS suffisamment élevé pour la
formation d’un gel stable. Fonseca et al. ont aussi montré qu’un hydrogel fait a partir de xylanes
acétylés et beaucoup plus efficace qu’un gel fait a partir de xylanes non-acétylés. Dans les

mémes conditions, le relargage de la doxurubicine passe de 60 a 80%.

IV.5. Applications en tant que film
Les premiers films bio-sourcés étaient issus de la cellulose par estérification des groupements
hydroxyle. Plus récemment, la valorisation des xylanes par ['‘obtention de films
thermoplastiques a suscité l'intérét de plusieurs groupes de recherche. Plusieurs études
montrent la possibilité de former des films par mélange du xylane avec d’autres
polysaccharides : chitosane, fibre de cellulose, glucomannanes ou alcools polyvinyliques [74].

Avec le chitosane par exemple, les films obtenus sont solides et opaques [172,173].
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D’autres études montrent la possibilité de former des films par modification des xylanes. Par
exemple, I'obtention de films autoportants par réticulation de xylanes de bouleau par
estérification avec I'acide-2-furanique, puis I'ajout de N,N-dicarbonyldiimidazole dans le milieu
permet la réticulation du polymeére [174]. Une autre étude propose la synthése de films par
polymérisation par ouverture de cycle de la caprolactone directement sur le xylane (Partie B,
[11.2) [146]. Il est aussi possible de former des films par oxydation suivie de I'amination
réductrice de xylanes par la dodécylamine [132]. En jouant sur le degré de substitution, il est
alors possible de modifier les propriétés des films, puisqu’un DS de 0,34 conduit a la formation
de films opaques contre des films transparents pour un DS de 0,72. Plus le DS augmente, plus le
comportement plastique des films est observé (Tg entre -30 et 0°C grace a I'ajout de chaines
grasses agissant comme plastifiant). Des films ont également été obtenus par estérification de
xylanes de hétre par le chlorure d’acide laurique [77]. Les propriétés des films obtenus sont
alors similaires a celles de films issus de la cellulose mais inférieures a celles des ‘plastiques’

usuels, tel le polyéthylene.
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Conclusion

Cette étude bibliographique a posé les bases relatives aux xylanes, de leur biosynthése a leurs
propriétés en passant par leur structure et leur réle au sein de la paroi lignocellulosique. Les
principaux travaux relatifs a leur extraction, leur modification chimique et leur valorisation ont
aussi été résumés. Depuis quelques dizaines d’années, l'intérét porté aux hémicelluloses
comme ressource renouvelable alternative aux ressources fossiles connait un véritable essor.
Plus particulierement, la chimie des xylanes bénéficie d’'une attention croissante depuis les

années 2000.

Ce travail de thése concerne donc un sujet actuel dont I'objectif est de proposer une nouvelle
voie de valorisation aux xylanes de bois feuillus par la synthése de nouvelles molécules
amphiphiles et bio-sourcées.

Dans un premier temps, il est important de caractériser les xylanes utilisés puisqu’il existe
variabilité non négligeable des xylanes de bois feuillus. La caractérisation compléte de xylanes
de deux différentes sources, le hétre et le bouleau fera I'objet du chapitre |. Le deuxieme
chapitre sera consacré a |'optimisation des conditions d’hydrolyse pour la syntheése et la
production d’oligomeéres de xylanes de masse molaire contrélée. Ces oligomeéres de xylanes
formeront alors la partie hydrophile des molécules amphiphiles finales. Toujours concernant les
xylanes, le troisieme chapitre traitera de leurs modifications chimiques, par oxydation au
periodate et/ou par amination réductrice, afin de les rendre fonctionnels pour des réactions de
couplage. Le quatriéme chapitre sera consacré a la synthése de deux blocs hydrophobes dérivés
de corps gras ainsi qu’a leurs couplages aux oligomeres de xylanes fonctionnalisés. Le cinquieme
et dernier chapitre traitera de I'étude physico-chimique des oligomeres amphiphiles ainsi
synthétisés. Leur auto-assemblage dans I'eau et dans le chloroforme ainsi que leurs propriétés

tensioactives seront étudiés.
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Etude Bibliographique. Des hémicelluloses du bois, les xylanes, vers des matériaux fonctionnels




Chapitre |

Caractérisation de xylanes de bois feuillus

Les xylanes sont un type particulier d’hémicelluloses présents dans tous les bois et
majoritairement dans les bois feuillus. Selon I'essence de I'arbre, son environnement ou encore
les conditions d’extraction utilisées pour I'obtention de ces xylanes, leurs compositions et
structures peuvent varier. Il convient donc de les caractériser avant d’envisager des
modifications chimiques. La premiere partie de ce chapitre est consacrée a la caractérisation
détaillée d’un lot de xylanes de hétre. La seconde partie traite de la comparaison de différents

lots de xylanes de hétre mais aussi de xylanes de bouleau afin d’illustrer cette variabilité.
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Partie A.
Caractérisation détaillée d’un des lots

De maniere générale, la caractérisation des hémicelluloses s’articule autour de trois axes:

e La composition en oses neutres : elle se détermine généralement par chromatographie

en phase liquide (HPLC) ou gazeuse (GC). Pour cela, il faut dans un premier temps

hydrolyser le xylane jusqu’au monomeére par hydrolyse acide, par hydrolyse

enzymatique, ou par méthanolyse [1]. Pour I'analyse en GC, il faut ensuite rendre les

monomeres volatils par acétylation, méthylation ou silylation [2-6].

e L’analyse structurale [7]: elle est généralement réalisée par spectroscopie a résonance

magnétique nucléaire (RMN) [8-13]. Cette technique permet d’identifier la nature de la

chaine, la configuration anomérique des protons mais aussi de déterminer le taux

moyen d’unités acide glucuronique et de groupements acétyle.

e La détermination de la masse molaire: elle est réalisée le plus souvent par

chromatographie d’exclusion stérique (SEC) [14-19]. Cette technique permet de séparer

différentes populations de xylanes en fonction de leur masse ou plus précisément de

leur volume hydrodynamique. La détection peut se faire par un réfractométre

différentiel, un spectrophotométre UV, un viscosimétre ou encore un détecteur a

diffusion de lumiére laser multi-angles (MALLS).

Dans cette partie, la caractérisation détaillée d’un lot de xylanes de hétre (lot 2) est effectuée

suivant les trois axes décrits ci-dessus.

La composition en oses neutres des xylanes du lot 2 a été étudiée par HPLC et par GC. Les

xylanes sont d’abord hydrolysés de maniére a obtenir des monomeéres non dégradés.

L’hydrolyse totale par 'acide sulfurique d’apres la norme TAPPI T249cm-85 a été définie comme

appropriée dans le cas des xylanes et utilisée pour cette étude [20]. Les sucres obtenus sont

ensuite acétylés pour permettre leur analyse par GC [2].
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Chapitre I. Caractérisation de xylanes de bois feuillus

I.1. Analyse par HPLC

Apres hydrolyse totale, les monomeres obtenus sont directement analysés par HPLC, sans
acétylation. Les sucres de référence sont aussi analysés par HPLC, dans les mémes conditions,
pour connaitre leur temps de rétention (Figure 1). Tous les échantillons sont préparés

précisément a la concentration de 1 g/L ce qui permet d’estimer quantitativement le

pourcentage massique de chaque monomere de |'échantillon.

s
s
-
-

------- Arabinose

------- Galactose

Glucose

— Xylane natif

Temps (min)

Figure 1. Chromatogrammes HPLC a détection ELSD des xylanes de hétre (en noir) et des sucres de référence (Ara
en bleu clair, Gal en vert, Glu en jaune, Man en bleu foncée, Xyl en rouge et MeGIcA en rose)

L’analyse HPLC confirme trés clairement que les xylane étudiés sont constitués en trés grande
majorité de xyloses. La détection du signal correspondant a I'acide glucuronique a également
été possible. Grace a des concentrations précises, il a été déterminé que I’échantillon est
composé de 74,6% de xylose et de 12,0% d’acide glucuronique. Le reste de la masse de
I’échantillon peut correspondre a des traces d’autres sucres, a de I'eau liée ou encore a de la

lignine résiduelle.
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1.2. Analyse par GC
Aprés acétylation, les monomeres sont analysés par GC. De la méme maniére qu’en HPLC, des
sucres de référence ont été acétylés par la méme technique et analysés en GC dans les mémes
conditions (Figure 2). Pour permettre une analyse quantitative, un étalon interne, le myo-
inositol, est ajouté a I'échantillon étudié. L’analyse GC confirme la encore que les xylanes

étudiés sont constitués en tres grande majorité de xyloses et indique la présence de traces

d’autres sucres.

— mélange de sucres de référence

— xylane lot 2

Xyl

myo-inositol

Ara Gal

J Man| Glu
L

2 = L] ] 1] 2 = " - = = 22 = = = = = = F1L] =

Temps (min)

[e—
[ i

Figure 2. Chromatogrammes GC a détection FID des xylanes de hétre (en rose) et du mélange de sucres de
référence (en bleu), tout deux contenant du myo-inositol comme étalon interne

En chromatographie, les aires des pics sont proportionnelles a la quantité de produit injectée. Le

coefficient de proportionnalité, Ki, peut alors étre déterminé pour chaque sucre de référence

Y . .. . . . mi A étalon
par rapport a I’étalon interne (ici le myo-inositol) par Ki = — X ————,
Al m étalon

avec m la masse injectée et A I'aire du pic [21].
Afin d’obtenir des Ki représentatifs, les sucres de référence avec le myo-inositol ont été injectés

en triplicats a trois volumes d’injection différents, i.e. 1, 3 et 5 pL. Les résultats obtenus sont

compilés dans le Tableau 1.

89



Chapitre I. Caractérisation de xylanes de bois feuillus

Tableau 1. Résultats obtenus par GC a détection FID des xylanes de hétre

i Ki moyen Ecart type Peviation % massique
Standard %

Xylose 1,0366 0,0390 3,76 70,60 £ 0,08

Glucose 0,9372 0,0050 0,53 1,00 £ 0,03

Galactose 0,9297 0,0093 1,00 0,26 £ 0,01

Arabinose 0,9346 0,0186 1,99 1,62 £0,01

Mannose 1,1292 0,0097 0,86 0,47 £ 0,03

Les Ki moyens permettent de déterminer que I’échantillon est composé a 70,6% de xylose et
que le second sucre le plus représenté est I'arabinose avec seulement 1,6%. La pourcentage de
xylose obtenu par GC est un peu inférieur a celui obtenu par HPLC mais tout a fait cohérent. La
masse restante correspond donc a I'acide glucuronique qui n’est pas dosé par cette technique,

aux traces des autres sucres, et sGrement a de I'eau liée ainsi qu’a de la lignine résiduelle.

Il. Analyse structurale

La spectroscopie RMN donne acces a des informations sur la nature et la configuration des
monosaccharides permettant ainsi de remonter a la structure des hémicelluloses. Les xylanes
natifs ont été étudiés par spectroscopies RMN a 1 et 2 dimensions (*H, *C et HSQC).

Tout d’abord, les spectres proton et carbone (Figure 3) montrent que les déplacements

chimigues obtenus sont en adéquation avec ceux rapportés dans la littérature [22,23].

H3 H2

H1
H4 H5 ax

H5 éq. |

hl acétyle

&(ppm) 5 4 2
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3 C2

M (o]

r : r r
110 ppm]

C1 c4
C

Figure 3. Spectres RMN proton (A) et carbone (B) du xylane dans D,0 ; la numérotation est présentée Figure 5

Les spectres montrent 5 pics principaux dont les déplacements chimiques correspondent a des
unités xylose, non ramifiées, reliées entre elles par liaison 3-1,4 (Tableau 2). Le doublet attribué
aux protons en position 1 est associé a une constante de couplage de 7 Hz, valeur
caractéristique d’une liaison osidique de type [B. D’autres signaux moins intenses sont
caractéristiques de I'acide 4-O-méthyle-D-glucuronique (MeGIcA) et des unités xylose ramifiées
par un MeGlIcA. L'attribution des signaux a été réalisée grace a l'interprétation du spectre de
I’analyse en spectroscopie RMN en deux dimensions, proton-carbone (HSQC), représenté Figure
4. Dans le cas des unités xylose ramifiées par un MeGIcA, le doublet attribué aux protons en
position 1 est associé a une constante de couplage de 2 Hz, valeur caractéristique d’une liaison
osidique de type a [24]. Le pic a 1,9 ppm en RMN du proton correspond aux groupements

acétyle pouvant étre présents en position 2 ou 3 des unités xylose.

Tableau 2. Récapitulatif des déplacements chimiques 'H et ®C des principaux signaux correspondant aux unités
xylose non ramifiées

Position

1 4,31 102,3
2 3,17 73,2

Unité xylose non
3 3,36 74,8

ramifié MeGIcA
4 3,64 75,9
5équatorial/Saxial 3;96/3;25 63:3

En s’assurant d’un délai et d’'un nombre de scans suffisants — 128 scans, 20 secondes — I’analyse
RMN est quantitative. L'intégration des signaux caractéristiques des xyloses d’une part et des

MeGIcA d’autre part permet donc de déterminer la proportion relative d’unités xylose pour un
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MeGIcA ici égale a 12 :1. Cette valeur est typiquement celle retrouvée dans la littérature pour

des xylanes de hétre [25]. Le méme calcul a été fait pour les groupements acétyle qui sont

représentés a hauteur de 1 pour 91 unités xylose, soit une quantité tres faible de groupements

acétyle. Ces xylanes de hétre ont donc vraisemblablement été extraits en milieu alcalin et seront

qualifiés de 4-O-méthylglucunoxylanes (MGX ; Figure 5).

F1 [ppm]

- OCH3
ol -
X5 eq. X5 ax.
XG5 eq. XG5 ax.
[ (==]
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Figure 4. Spectre HSQC du xylane (D,0). Avec, G — unité MeGIcA, X — unité xylose non ramifiée, et XG — unité
xylose ramifiée MeGIcA. Les chiffres se référent aux atomes H et C d’apreés la numérotation présentée Figure 5
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Figure 5. Structure d’un 4-0O-méthylglucuronoxylane
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Chapitre I. Caractérisation de xylanes de bois feuillus

lll. Détermination de la masse molaire des xylanes

La distribution en masse de ces MGX a été étudiée par SEC en fonction des appareillages
disponibles au laboratoire : deux types de SEC en milieu aqueux ont alors été réalisés. Le
premier appareillage est équipé de détecteurs Rl et UV. Le second de détecteurs Rl et MALLS.
Une autre technique complémentaire a été utilisée, i.e. la spectroscopie de masse couplant une

source d'ionisation laser assistée par une matrice et un analyseur a temps de vol (MALDI-TOF).

lll.L1. Analyses par SEC

Dans un premier temps, I'analyse SEC avec détecteurs UV et Rl a été réalisée. Seul le signal Rl a
été pris en considération, les xylanes n’émettant pas dans I'UV. La détection Rl révele la
présence de deux populations dans I’échantillon natif (Figure 6, courbe grise). La population
dont le temps d’élution est a environ 24 minutes est attribuée a des MGX agrégés en solution
aqueuse. En effet, les xylanes pas ou peu ramifiés ont été rapportés comme formant des
agrégats tres difficiles a solubiliser dans I'eau [14,26]. La population correspondant aux MGX

solubilisés se situe entre 26 et 38 minutes d’élution.

—Xylanes natifs - signal Rl

——Xylanes filtrés - signal Rl

Signal Rl : échelle relative

Temps (min)

Figure 6. Chromatogrammes SEC-RI du MGX natif (courbe grise) et ultrafiltré (courbe jaune or)

L'utilisation d’un détecteur Rl implique un calibrage par des polymeéres étalon de masses
molaires définies. Ces étalons doivent avoir la structure la plus proche possible de celle des

xylanes afin d’obtenir des masses molaires relatives proches de la réalité. Un calibrage avec des
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pullulanes a permis de calculer une masse molaire de 15500 g/mol (P = 1,43). Notons qu’un
calibrage pullulane donne généralement des masses relatives plus élevées que celles obtenues

par viscosimétrie [14], a cause des ramifications MeGIcA présentes sur les xylanes [27].

Afin d’obtenir la masse molaire ‘vraie’, il est possible d’utiliser un détecteur MALLS. Néanmoins,
la présence d’agrégats rend la mesure impossible car leur diffusion est trop intense. Il a donc
été nécessaire de procéder a une ultrafiltration sur membrane 300 kDa pour enlever les
agrégats (Figure 6, courbe trait plein). Le filtrat représente 64 % de la masse totale des MGX et
sa stabilité a été confirmée sur 28 jours. Rétentat et filtrat ont été analysés par SEC a détection
Rl ainsi que par RMN et les résultats sont donnés dans le Tableau 3. La membrane de 300 kDa a
permis de séparer les agrégats du reste de I’échantillon mais elle a aussi éliminé les MGX
solubilisés de fortes masses molaires. C'est ce qui explique que la masse molaire du filtrat soit
légérement inférieure a celle du natif. L’analyse RMN confirme que la population du rétentat
contient moins de d’unités MeGIcA - environ deux fois moins - ce qui est en totale adéquation

avec l'influence des substituants sur le comportement des xylanes en solution.

Tableau 3. Récapitulatif des résultats obtenus par RMN du proton et SEC-RI pour le MGX natif, le filtrat et le

rétentat
Intégration RMN 'H SEC-RI (calibrage pullulane)

Nombre .
. Nombre d’unités _ _
d’unités M., M, D)
xylose par
xylose par i (g/mol) (g/mol)
groupement acétyle

MeGIcA

MGX natif 12 91 15500 10900 1,43
Filtrat 8 56 13900 8900 1,57

Rétentat 17 500 21100 16500 1,27

Une analyse par SEC-MALLS a donc pu étre réalisée sur le MGX filtré (Figure 7). La double
détection (RI-courbe trait plein et MALLS-courbe pointillée) montre qu’il reste en solution un
nombre tres limité d’agrégats. En effet, ils sont si peu nombreux qu’ils ne sont pas visibles par

détection RI mais leur importante taille permet leur détection MALLS.
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! / ——Xylanes filtrés - signal Rl
\ .
“ — - Xylanes filtrés - signal MALLS
I\
) o
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Figure 7. Chromatogramme SEC a détection RI (courbe en trait plein) et MALLS (courbe pointillée) du MGX filtré

Pour calculer la masse molaire absolue grace a I'analyse MALLS, l'incrément d'indice de
réfraction (dn/dc) du xylane filtré a été mesuré et trouvé égal a 0,1505 mL/g. Cette valeur a
permis le calcul d’une masse molaire égale a 4700 g/mol (P = 1,55). Comme attendu, cette
valeur est bien inférieure a celle obtenue par SEC avec détection Rl et calibrage pullulane, i.e.
13900 g/mol pour le filtrat. Le lot 2 de xylanes de hétre, aprés filtration, a donc un degré de

polymérisation d’environ 35 et en moyenne 1 MeGIcA pour 8 unités xylose.

lll.2. Analyse MALDI-TOF
La caractérisation par spectroscopie de masse MALDI-TOF a connu un véritable essor au cours
de ces dernieres années. Cette technique a par exemple été utilisée pour la détermination des
masses molaires de xylanes et de glucomannanes [10,15,28]. Cette technique présente certains
avantages tels qu’un niveau élevé de la sensibilité de détection ou I'obtention d’une masse
vraie. Néanmoins elle présente l'inconvénient majeur, de par son principe, de favoriser la
détection des chaines de faibles masses molaires puisque celles-ci seront plus aisément
désorbées de la matrice que leurs homologues de masses molaires plus élevées. L'analyse
MALDI-TOF du MGX a été réalisée sur un échantillon filtré. Le spectrogramme obtenu (Figure 8)
montre une large dispersité de I’échantillon ainsi qu’une masse molaire inférieure a 6000 g/mol

mais ne permet pas de détermination plus précise.
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Figure 8. Spectre MALDI-TOF du MGX apres filtration (matrice 2,5-DHB)

IV. Comportement thermique

Afin de caractériser le comportement thermique des MGX, des analyses TGA et DSC ont été
réalisées. D’apres I'analyse TGA (Figure 9—a et b pour la dérivée de la masse par rapport a la
température), la perte de masse entre 30 et 180°C correspond a |’évaporation de I'eau, libre et
lige (4%).

Une perte de masse conséquente est observée entre 180 et 350°C correspondant a la
dégradation de la grande majorité des hémicelluloses (67,5%). Pendant cette dégradation
principale, deux maxima de la dérivée (Figure 9—b) sont observés a 228 et 283°C, correspondant
a ce qui est généralement observé dans la littérature [29—-31]. Ces deux stades de dégradation
correspondent a priori a la scission du squelette et a la décomposition des MeGIcA, suivies par
la fragmentation des unités xylose dépolymérisées.

Le reste est lentement dégradé jusque 800°C (7%). Sous azote a 800°C, il y a environ 21,5% de
résidu. En passant sous oxygene, la combustion diminue ce taux a 5,2%. Ce taux de cendre
correspond a ceux généralement observés dans la littérature (entre 3 et 10%) et correspond en
général a de la silice, a des métaux tels que le sodium, le potassium, le calcium et le magnésium

[32].
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Aucun signal n’est observé par analyse DSC. En effet, la température de transition vitreuse des
glucides comme celle des xylanes est généralement supérieure a leur température de

dégradation [33].

100
L
T
67.5% a
(16.0mg)
80
60
S
=
3
=
40+
21.5%
(5.1mg)
20
Residue:
52%
(1.2mg)
it
] 200 400 600 800 1000
Temperature ("C)
0.7
275°C
0.6+ b
0.5+
2829°C
T 04
&,
S
<
5 03
@
2
£
3 02
0.1 |
0.0 :‘l
0.1 T T T ™ T T T T T T T T
200 400 600 800
Temperature ("C) Universal VA 5A TA

Figure 9. Analyse TGA du MGX avec la masse (a) et sa dérivée par rapport a la température (b) en fonction de la
température (réalisée de 30 & 800°C sous azote a 10°C/min puis mise sous oxygéne)
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Partie B.
Comparaison de 8 lots de xylanes

La partie A a permis de détailler les analyses faites pour la caractérisation compléete d’un des
lots de xylanes de hétre acheté chez Sigma Aldrich. Dans la partie B, deux analyses clés — RMN
et SEC — vont permettre de comparer entre eux différents lots de xylanes qui seront utilisés par

la suite.

I. Les différents lots et les analyses effectuées

Au regard de la variabilité potentielle des xylanes en fonction de leur essence mais aussi de
leurs conditions d’extraction, différents lots sont comparés entre eux : quatre lots de xylanes de
hétre achetés chez Sigma Aldrich a différentes dates, deux lots de xylanes de hétre achetés chez
Symrise, et deux lots xylanes de bouleau, un acheté chez Sigma Aldrich et I'autre fourni par
FCBA. Le Tableau 4 récapitule le détail des différents lots. La couleur de la poudre renseigne
gualitativement sur la pureté des échantillons. Purs, les xylanes ont un aspect blanc a beige.

Une couleur plus foncée est a priori due a la présence de lignine résiduelle dans I’échantillon.

Tableau 4. Caractéristiques des différents lots de xylanes a comparer

Aspect de la Date
Lot n° Conditionnement
poudre d’acquisition
1 100 g Beige 02/2011
2 Bl ; 11/2011
Sigma Aldrich anc casse

3 250¢g

Hétre Brun 11/2012
4 Brun
5 100 g Brun 09/2013

Symrise
6 2kg Brun 12/2013
7 Sigma Aldrich 100 g Brun 02/2011
Bouleau

8 FCBA 500 g Brun foncé 03/2012
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II. Résultats

L'analyse RMN du proton dans D,O permet de confirmer la structure de 4-O-
méthylglucuronoxylane attendue, mais aussi de calculer la proportion relative de MeGIcA par
rapport aux unités xylose. L'analyse en SEC avec détecteur Rl (calibrage pullulane) permet
d’obtenir les masses molaires relatives. Certains des lots, utilisés par la suite, ont aussi été
analysés en SEC a détection MALLS, apres ultrafiltration, pour obtenir les masses molaires vraies
et ainsi estimer leur degré de polymérisation. Le Tableau 5 résume les résultats RMN, SEC-RI et

SEC-MALLS obtenus pour les différents lots de xylanes étudiés.

Tableau 5. Récapitulatifs des différents résultats obtenus par RMN et SEC pour les différents lots de xylanes
étudiés

unités xylose : M,,-MALLS
1 MeGIcA (g/mol)
1 5 31300 X X
2 12 17 000 4700 35
3 11 28 800 X X
4 10 28 800 18 000 120
5 8 25 200 X X
6 8 27 000 8100 50
7 11 43 400 X X
8 6 31600 X X

Tout d’abord, les lots 1 a 3 (méme fournisseur) sont comparés. Ces lots, achetés a différentes
dates sur une période d’'un an, différent de par leur taille et structure. En effet, le lot 1
correspond plutot a des xylanes de masse molaire élevée et trés ramifiés, alors que le lot 2
correspond a des xylanes de masse molaire plus faible et moins ramifiés. Le lot 3 correspond a
des xylanes de taille et de taux de MeGIcA intermédiaires. D’aprés la couleur des poudres de

xylane, la pureté des échantillons peut aussi varier.
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Les lots 3 et 4, quant a eux, ont été achetés a la méme date et sont tres similaires entre eux. lls
pourront donc a priori étre utilisés de la méme maniére sans distinction particuliére.

De la méme maniére, les lots 5 et 6 achetés a 3 mois d’intervalles chez Symrise sont tres
similaires entre eux. lls seront donc utilisés sans distinction particuliére. Malgré des masses
molaires trés proches entre les lots 3, 4, 5 et 6 par SEC-RI, il apparait par SEC-MALLS que les

masses molaires absolues des lots 4 et 6 sont en fait éloignées, ce qui est difficile a expliquer.

Enfin, les lots 7 et 8 sont les deux seuls lots de xylanes de bouleau. lls sont différents entre eux
et différents des xylanes de hétre tout en restant dans les mémes gammes de masse et de taux
de ramification. Globalement, les xylanes de bouleau sont de masse molaire plus élevée par
rapport aux xylanes de hétre mais il est difficile de conclure. De plus, les xylanes de bouleau du
FCBA sont plus riches en lignine que ceux achetés chez Sigma Aldrich comme en témoigne leur

couleur brun foncé.
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Conclusion

Ce premier chapitre a donc permis la caractérisation compléte de xylanes de bois feuillus (lot 2).
Les analyses RMN *H, *C et HSQC ont confirmé que les xylanes étudiés sont des 4-O-
méthylglucuronoxylanes, i.e. des chaines d’unités xylose reliées entre elles par liaison B-1,4 et
pouvant étre substituées par liaison a-1,2 a des MeGlIcA. Les xylanes présentent une masse
molaire absolue de 4700 g/mol (SEC-MALLS) soit un degré de polymérisation d’environ 35.

L’analyse par RMN *H a permis d’estimer le nombre moyen d’unités xylose par MeGlIcA égal a 8.

Les analyses RMN et SEC-RI ont aussi permis de comparer entre eux huit différents lots de
xylanes. La plupart de ces lots possedent des ratios xylose:MeGIcA relativement proches (de 8 a
12) et des masses molaires du méme ordre de grandeur (20 000-30 000 g/mol ; calibration
pullulane). Les modifications apportées aux xylanes dans la suite du travail de theése seront donc

a priori généralisables a la fois aux xylanes et hétre et de bouleau.
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Chapitre Il
Syntheése et caractérisation d’oligomeres de
xylane bien définis

Produit de I’hydrolyse partielle des xylanes

Les xylo-oligosaccharides (XOS) présentent un fort intérét pour leur utilisation comme additif
alimentaire (Etude Bibliographique, Partie B, 1V.3). De plus, les XOS a structure définie sont des
substrats d’'importance pour servir de modeles a la compréhension et a I'optimisation des
procédés d’hydrolyse. Enfin, I'utilisation de XOS dans la synthése de copolyméres est un enjeu
actuel ayant pour but d’obtenir des polymeres biocompatibles et bioactifs. Ce deuxieme
chapitre en propose donc I'obtention par hydrolyse acide contrélée dans des conditions douces.
Tout le défi réside en la synthese d’oligomeéres avec une distribution étroite des masses
molaires et présentant une structure bien définie. L’optimisation des conditions d’hydrolyse par
la mise en place d'un plan d’expériences sera tout d’abord étudiée. La synthese, la

reproductibilité, et la caractérisation des oligomeres ainsi obtenus seront ensuite développées.
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Partie A.
Optimisation de I’hydrolyse en milieu acide dilué

L'un des objectifs de ce travail de thése a été la synthese de xylo-oligosaccharides (XOS) d’un
DP, proche de 10 par le biais d’un plan d’expériences pour déterminer les conditions optimales
de I'hydrolyse en milieu acide dilué. L'optimisation a été réalisée avec le lot 2 de MGX. Le choix

s’est porté sur I’'hydrolyse acide pour des raisons de ‘scale up’ et d’industrialisation.

I.1. Mise en place du plan

Pour les hydrolyses en milieu acide, la littérature décrit principalement I'utilisation de I’acide
sulfurique mais aussi des acides chlorhydrique et trifluoroacétique [1]. L’acide sulfurique a été
utilisé ici car c’est un acide trés bon marché et le sulfate peut étre éliminé par précipitation lors

de la neutralisation a I’hydroxyde de baryum.

Un plan factoriel fractionné de 2" a été mis en place. Ce type de plan permet d’étudier 2
niveaux (minimal et maximal) avec n facteurs et certaines de leurs interactions. Pour I’hydrolyse
des xylanes, quatre facteurs ont été identifiés comme influant la réaction : la concentration en
acide (x1), la quantité de MGX (x2), la durée de réaction (x3) et la température (x4), il s’agit donc
d’un plan factoriel fractionné de 21 (Tableau 1).
Les limites haute et basse de chaque facteur ont ensuite été fixées :

e Afin d’étre dans des conditions douces et propices a I’hydrolyse, la limite haute en acide

a été fixée a 1M et la limite basse a 0,5M.
e Concernant l'influence de la quantité de MGX, 0,5 g ou 1 g ont été hydrolysés a 50 g/L.
e Ladurée a été fixée a 30 ou 90 min,

e Latempérature a 70 ou 90°C.

Toutes ces conditions limites et plus particulierement la température - inférieure a 100°C - ont

aussi été choisies pour rester en hydrolyse partielle contrélée mais aussi pour limiter la

107



dégradation des xyloses en furfural [2,3]. Pour ne citer que quelques exemples, Lau et al. (2014)
ont conclu qu’afin de limiter la dégradation des sucres lors d’'une hydrolyse acide, il faut
travailler a faible température (120-130°C) et a relativement fortes concentrations en acide
(0,6-1,0 v/v%) [4]. Gonzalez et al. (1986) ont, quant a eux, montré que I’hydrolyse
d’hémicelluloses de paille de blé menée a 0,2M d’H,S04 a 90°C pendant 12 heures ne produisait
pas de furfural [5]. Dans d’autres conditions douces (100°C a 0,25M d’H,SO4 pendant 30 min),
Akpinar et al. (2009) n’ont détecté que 0,015 wt.% de furfural aprées I'hydrolyse de xylanes de

tiges de tournesol [6].

Tableau 1. Mise en place du plan d’expérience 2™t pour I'optimisation des conditions d’hydrolyse

Exp. Effet | [acide] MGX t T°C Interactions

n° | moyen x1 X2 X3 x4=123 12 13 23
Niveau -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1

2 1 1 -1 -1 1 -1 -1

3 1 -1 -1 1 -1 1 -1

4 1 1 -1 -1 1 -1 -1

5 1 -1 -1 1 1 -1 -1

6 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1

7 1 -1 1 1 -1 -1 -1
Niveau +1 8 1 1 1 1 1 1 1

Niveau +1 1M lg 90min 90°C

Niveau -1 0,5M 0,5g 30min 70°C

1.2. Résultats
Trois réponses ont été identifiées comme importantes pour caractériser le produit d’hydrolyse
et renseigner sur la performance de la réaction : la présence d’agrégats résiduels, la présence de
MGX non hydrolysés et la présence de monomeres (xylose), en sus des XOS. Ces trois réponses
ont été mesurées, sur les chromatogrammes résultant d’analyses en SEC a détection RI, en
relatif par rapport a I'obtention de XOS (deux chromatogrammes représentatifs de tous ceux
obtenus pour chaque produit d’hydrolyse sont présentés (Figure 1):
e vyl estle ratio entre la hauteur du pic des agrégats et celle des XOS,

e y2 est le ratio entre celle des MGX restants et celle des XOS,
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligomeéres de xylane bien définis

e y3 est le ratio entre les hauteurs du pic des unités xylose et de celui des XOS.
Les valeurs obtenues sont alors ajoutées au plan d’expérience (Tableau 2) permettant le calcul
des coefficients ‘bx’ pour chaque réponse, reflétant I'impact de chaque parametre x sur la
réponse Y. Le plan fractionnaire est associé a un modele pour chaque réponse, Yn, de la forme :

Yn=b0+b1l.x1+b2.x2+b3.x3+b4.x4+b12.x1.x2+b13.x1.x3+b23.x2.x3

30 xyloses
20
natif
/
10 Syat Al Y .
agregats /I igomere
E—O \J{. \//‘__,__"I : o
= 10 20 30 l‘\*de\ . 60

A 50
t (min) T —
-10
-20 M

-30

Figure 1. Chromatogrammes SEC-RI des produits d’hydrolyse qui sont représentatifs de tous ceux obtenus pour
toutes les hydrolyses du plan d'expérience

Tableau 2. Plan d’expérience 2** final pour I'optimisation des conditions d’hydrolyse

Exp. [acide] MeX ¢t TC
*P moyen

n° x1 X2 x3  x4=123 12 13 23

0N OV WN -
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Ce plan d’expérience montre que tous les parametres étudiés ont un effet non négligeable sur
I’efficacité de I'hydrolyse. Néanmoins, le paramétre le plus critique est la température avec des
coefficients de réponse compris entre 0,30 et 0,51 en valeur absolue. En sus de modifier la
cinétique, le température peut affecter la sélectivité de I'hydrolyse [1]. Pour la suite de I'étude,

la température a été fixée a 90°C.

Il est intéressant de noter que I’hydrolyse suit un modele non linéaire qui s’explique par la
présence d’agrégats en surcroit des MGX bien solubilisés dans le milieu acide : I'hétérogénéité
du substrat conduit a des fractions ‘rapidement’ et ‘lentement’ hydrolysables [7-9]. Il est
vraisemblable que la vitesse d’hydrolyse des MGX solubilisés soit supérieure a celles des
agrégats. Ces deux populations suivent alors deux cinétiques différentes, conduisant ainsi a une
réponse complexe. Pour limiter ce phénomene, la suite de I'étude sera réalisée sur 500 mg de

MGX. Ce qui permettra aussi de faire des économies de matiere.

Suite a ce plan d’expériences, I'étude de I'effet de la durée d’hydrolyse sur 500 mg de MGX a 0,7
M d’acide sulfurique a 90°C a été approfondie. Différentes durées d’hydrolyse entre 10 et 120
minutes ont été testées et chaque produit d’hydrolyse a été analysé par SEC a détection RI
(calibrage pullulane, Figure 2). Ces analyses ont permis de déterminer la valeur de la masse
molaire en fonction du temps mais aussi d’estimer la production de xylose au cours du temps
d’hydrolyse (Figure 3). Cette production a été estimée par le rapport entre la hauteur du pic des

xyloses sur celle du pic des XOS.
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

B BRI MGX ——— Hydrolyse 10min
——— Hydrolyse 20min —— Hydrolyse 30min
—— Hydrolyse 45min ——— Hydrolyse 60min
= Hydrolyse 90min = Hydrolyse 120min
=
©
c
20
n

t (min)

Figure 2. Chromatogrammes SEC-RI des produits d’hydrolyse du 4-O-methylglucuronoxylan a différents temps
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Figure 3. Effet de la durée d'hydrolyse sur la masse molaire et la production de xylose
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Un comportement non linéaire du processus d’hydrolyse est observé :

e Lors des 45 premieres minutes, la production de xylose s’accompagne d’une baisse de la
masse molaire jusqu’a un plateau, permettant ainsi I'acceés a des XOS de masse molaire
proche de 3000 g/mol (calibrage pullulane).

e Les XOS qui présentent une certaine stabilité dans ces conditions d’hydrolyse pendant
une certaine plage de temps sont ensuite totalement dégradés (a nouveau, production
de xylose). Il est probable que la structure moléculaire particuliére de ces XOS possédant
des unités MeGIcA leur permet de résister a ces conditions d’hydrolyse. Ce n’est
probablement qu’aprés I'hydrolyse d’une liaison clé que leur dégradation compléte
s’opere rapidement dans un second temps.

Comme il a été montré par Zhao et al. (2012), I'hydrolyse des xylanes se produit bien en deux
étapes en conditions douces : le squelette des MGX est tout d’abord hydrolysé en XOS, suivi de

I’hydrolyse des XOS en xyloses [10].

Les mémes effets ont été observés en faisant varier la concentration en acide. A savoir qu’une
augmentation du temps d’hydrolyse a concentration en acide fixée a le méme effet qu’une
augmentation de la concentration en acide pour la méme durée d’hydrolyse. La présence de
XOS de masse molaire proche de 3000 g/mol est retrouvée. Les différents résultats obtenus en
faisant varier la concentration en acide de 0,1 M a 1 M a différents temps d’hydrolyse ne seront

donc pas développés.

Ces conditions d’hydrolyse se sont donc avérées trés intéressantes pour |'obtention de XOS de
faible masse molaire. De fagcon surprenante, ces derniers s’averent particulierement stables
dans ces conditions d’hydrolyse, phénoméne que nous tenterons d’expliquer (voir Partie C, III.2
de ce méme chapitre). En conclusion, cette étude a montré que les meilleures conditions
d’hydrolyse pour obtenir des XOS de faible masse molaire sont 0,7 M d’acide sulfurique sur 500
mg de MGX a 50 g/L pendant 45 minutes a 90°C. Le temps optimum a été déterminé comme
étant celui pour lequel le rendement en XOS est maximum, juste au début du ralentissement de
la production en xylose. C'est aussi le temps minimal pour lequel les XOS ainsi obtenus ont la

plus faible distribution en taille (analyse SEC a détection RI).
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

Partie B.
Production des xylo-oligosaccharides

Une fois les conditions optimales déterminées, I'hydrolyse a été répétée plusieurs fois avec le
lot 2 afin de tester la répétabilité des conditions opératoires. Pour tester la reproductibilité de
I’hydrolyse, cette derniére a également été testée sur différents lots de MGX caractérisés dans

le chapitre I. L’étude de reproductibilité se trouve dans la partie annexe du chapitre II.

I. Répétabilité de I’hydrolyse en milieu acide dilué

L’hydrolyse sur 500 mg de MGX a 0,7M d’acide sulfurique a 90°C pendant 45 minutes a été
reproduite 15 fois. Il a ainsi été montré que le procédé est répétable avec un rendement moyen
de 76,4 % (déviation standard de 13,3 %). Chaque produit d’hydrolyse a été analysé par SEC-RI
et le méme profil a été observé, a savoir un chromatogramme multimodal comme indiqué ci-

dessous (Figure 4).

t (min)

Signal Rl ; échelle relative

------- Xylanes natifs

——Xylanes hydrolysés

Figure 4. Chromatogrammes SEC-RI des 4-O-methylglucuronoxylanes et du produit d'hydrolyse

La premiere population dont le temps d’élution est a 36 minutes correspond aux XOS
recherchés avec une masse molaire d’environ 3000 g/mol (calibrage pullulane).
Le pic a 41 min d’élution est attribué au xylose libéré pendant I’"hydrolyse comme il a pu étre

vérifié en analysant, dans les mémes conditions, des xyloses de référence. Le dernier pic, a 39
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minutes, est supposé correspondre a |"élution du dimere composé d’'un MeGIcA lié a une unité
xylose. En effet, la présence de ce dimére dans des produits d’hydrolyse a déja été observé car
la liaison a entre le xylose et le MeGIcA est bien plus résistante a I’hydrolyse acide que la liaison

B, expliquant la présence de ce dimére dans le produit d’hydrolyse [11-14].

Sur ce produit d’hydrolyse, la présence de furfural a été évaluée en suivant la norme AFNOR NF
T12-008 [15] avec la mesure de I'absorbance a 277 nm. Le pourcentage de furfural dans le
produit d’hydrolyse a été déterminé a 0,01 wt.%. Notons qu’il sera éliminé pendant le procédé

de purification des oligomeéres.

Les XOS ont ensuite été purifiés par précipitation sélective dans des milieux eau/solvant en
cherchant un procédé simple, transposable a plus grande échelle pour la production
d’oligomeres. L'effet de la polarité du solvant ainsi que I'effet de la concentration en produit

d’hydrolyse sur la purification ont été étudiés.

I.1. Effet du solvant

Les solvants les plus adaptés pour une précipitation sélective des polysaccharides sont les
alcools. Trois alcools ont été comparés, le méthanol (MeOH), I'éthanol (EtOH) et I'isopropanol
(iPrOH), dans le but d’étudier I'effet de la polarité sur la solubilité des XOS. Dans |'ordre
croissant, iPrOH a une polarité de 0,546, EtOH de 0,654 et MeOH de 0,762 [16]. Tous les essais
ont été réalisés a 10 g/L. L’alcool est ensuite ajouté au mélange jusqu’a des taux de 70, 80 ou 90
vol.%. Le mélange est ensuite agité 20h puis centrifugé. La purification est alors répétée a
I'identique une seconde fois. Finalement, le produit est analysé par SEC-RI. L'exemple de la

purification par iPrOH est présenté Figure 5.
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

A Précipitation par iPrOH & 10 g/L : précipité

=++s0:+ Hydrolysat

—— 70 vol.% iPrOH

80 vol.% iPrOH

90 vol.% iPrOH

Signal RI

t (min)

Signal RI

B

Précipitation par iPrOH a 10 g/L : surnageant

~——70vol.% iPrOH
——80vol.% iPrOH

~——90vol.% iPrOH

Figure 5. Analyse par SEC-RI des XOS précipités (A) et du surnageant (B) dans des mélanges eau/iPrOH a
différents taux d’iPrOH, 70 vol.% en rouge, 80 vol.% en violet et 90 vol.% en bleu

L'analyse par SEC des XOS précipités (Figure 5, A) montre que ces derniers sont exempts de

xyloses et de dimeres. La distribution en taille des XOS est plus resserrée pour les taux de 80 et

90 vol.% en iPrOH. L'analyse du surnageant renseigne sur le rendement de la purification dans la

mesure ol ce dernier contient lui aussi des XOS (Figure 5, B). Plus le pourcentage d’alcool ajouté

est élevé, moins les XOS sont solubles dans le surnageant. Cela s’observe pour les trois alcools

étudiés comme il est montré ci-apres pour des teneurs en alcool de 90 vol.% (Figure 6).

A Précipitation a 90 vol.% de solvant 4 10 g/L : précipité

90 vol.% EtOH
90 vel % MeOH
90 vol.% iPrOH

....... Hydrolysat

Signal RI

|L "---.........,...‘...«...._._

Figure 6. Analyse par SEC-RI des XOS précipités (A) et du surnageant (B) dans des mélanges eau/alcool & 90 vol.%
avec le MeOH en rouge, ’EtOH en vert et I'iPrOH en bleu

B

Signal RI

Précipitation a 90 vol.% de solvant a 10 g/L : surnageant

——90 vol.% MeOH
~——90 vol.% EtOH

~——90 vol.% iPrOH

Au regard de I'analyse des précipités, (Figure 6, A), un comportement particulier est observé

dans le cas du méthanol. En effet, une quantité encore importante de dimére est présente dans

le précipitat et le pic des XOS fait apparaitre un dédoublement difficilement explicable. Il est

envisageable que dans le mélange eau/MeOH, les XOS s’agrégent entre eux ce qui se traduirait
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par une élution a un volume hydrodynamique plus important en analyse SEC. Le MeOH n’est

donc pas un solvant adapté pour la précipitation des XOS.

L'iPrOH et 'EtOH donnent quant a eux des résultats similaires : les XOS précipités (Figure 6, A)
sont exempts de xyloses et de dimeéres et leur distribution en taille est resserrée. Concernant le
rendement de purification (Figure 6, B), I'iPrOH entraine beaucoup moins de XOS dans le
surnageant que I'EtOH. Néanmoins, pour des raisons de co(ts et de toxicité, I'EtOH a été choisi
pour la purification des XOS a plus grande échelle. Pour tenter d’améliorer I'efficacité du

procédé, I'effet de la concentration initiale en produit d’hydrolyse a été étudié.

11.2. Effet de la concentration en XOS

Les expériences ont été réalisées dans des mélanges eau/EtOH a 90 vol.% en EtOH pour des
concentrations initiales en produit d’hydrolyse de 10, 20, 50 et 100 g/L. Les précipités et
surnageants ont ensuite été analysés par SEC. Les chromatogrammes des précipités donnent
tous des pics de faible dispersité, preuve de l'efficacité de la purification. Afin d’estimer le
rendement de la purification, les surnageants ont été analysés (Figure 7). Plus la concentration
initiale en produits d’hydrolyse est élevée, moins les XOS sont perdus dans le surnageant. Par

conséquent, la concentration de 100 g/L a été sélectionnée pour le reste de I'étude.

Précipitation a 90 vol.% d'EtOH : surnageant

10g/L
—20g/L |
—50g/L
100 g/L | |

Signal Rl

10 20 30 40 | 50 60
t (min)

Figure 7. Analyse par SEC-RI du surnageant dans des mélanges eau/EtOH a 90 vol.% d’EtOH avec une
concentration initiale des XOS dans I'eau de 10 g/L en vert, de 20 g/L en rouge, de 50 g/L en violet et de 100 g/L
en bleu
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

Les XOS ont donc été purifiés par précipitation sélective dans des mélanges eau/EtOH (100 g/L
a 90 vol.% d’éthanol) et représentent en moyenne 22,1 % (déviation standard de 7,7 %) de la
masse totale de MGX utilisée pour I’hydrolyse. La masse molaire des XOS mesurée par SEC a

détection RI (calibrage pullulane) est autour de 3000 g/mol (Figure 8).

Notons que ce rendement moyen est tout a fait honorable. Une étude d’Akpinar et al. (2009)
portant également sur la synthése de XOS par hydrolyse acide énonce un rendement maximal

de 13% [6].

3

10 20
t (min)

Signal Rl : échelle relative

------- Xylanes natifs
------- Xylanes hydrolysés

—Xylo-oligosaccharides purifiés

Figure 8. Chromatogrammes SEC-RI des 4-O-methylglucuronoxylanes (courbe noire pointillée), du produit
d’hydrolyse (courbe jaune or pointillée) et des oligomeéres purifiés (courbe en trait plein violet)
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

Partie C.
Caractérisation des xylo-oligosaccharides

La caractérisation compléte des XOS obtenus a partir du lot 2 a été effectuée par des analyses
MALDI-TOF, TGA, DSC et RMN en sus des analyses SEC décrites en partie B. Afin de déterminer
la position des unités MeGIcA, une technique plus originale, basée sur la réaction de peeling, a

été développée.

I. Analyse MALDI-TOF

La masse molaire des XOS a déja été estimée par SEC a détection Rl avec un calibrage pullulane.
Cependant le calibrage pullulane surestime les masses molaires et les XOS ont une taille trop
petite pour étre détectés par MALLS. Une analyse MALDI-TOF des XOS a donc été réalisée
(Figure 9), a la fois pour avoir une autre estimation de la masse molaire des XOS mais surtout

pour savoir quelles populations sont présentes dans I'échantillon.
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Figure 9. Spectre MALDI-TOF des oligoméres avec trois séries superposées notées 0, 1 et 2 selon leur nombre
d’unité(s) MeGIcA par chaine
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Le spectre MALDI-TOF montre que I’échantillon présente une dispersité élevée avec plusieurs
populations. En effet, les valeurs exactes de masse permettent de trouver a quelle population
correspond un pic : un homoxylane comprenant n xyloses ou un MGX possédant m MeGIcA.
Dans une méme population, la différence entre deux pics adjacents correspond alors a 132,0

unités de masse soit une unité anhydroxylose.

Par exemple, pour le pic a 1023,2 g/mol :
1023,2 =n+132,0+ m * 190,0 + 18,0 + 22,99
O, n est le nombre unités anhydroxylose et 132,0 sa masse,
m est le nombre d’unités MeGIcA et 190,0 sa masse,
18,0 est la masse du bout de chaine
Et 22,99 est la masse de I'adduit, ici le sodium.

Le pic a 1023,2 correspond donc a une chaine de 6 unités anhydroxylose avec 1 unité MeGIcA.

Chaque pic a ainsi pu étre identifié par sa masse exacte et est notés 0, 1 ou 2 selon le nombre
d’unité(s) MeGIcA. La série 0 correspond a des homoxylanes avec un DP, entre 4 et 13. La série
1 correspond a des XOS n’ayant qu’une seule ramification MeGIcA et un DP, allant de 2 & 14.
Enfin la série 2 correspond a des XOS possédant deux ramifications avec un DP, allant de 4 & 10.

Pour des masses molaires supérieures a 2100 g/mol, il est difficile de différencier chaque série.

La population la plus représentée dans I'échantillon est du 4-O-methylglucuronoxylane
contenant entre 2 et 8 unités xylose et 1 seule ramification. Dans la suite de I'étude (Partie C,

[11.2), une tentative pour déterminer la position de cette unique unité MeGIcA a été entreprise.

Des analyses RMN ont été réalisées afin de confirmer que les XOS sont bien de type 4-O-
methylglucuronoxylane mais aussi de calculer le ratio moyen d’unités xylose par MeGlIcA. La
position de la ramification MeGIcA sera ensuite déterminée par peeling suivi d’une analyse SEC-

RI.
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

II.L1.  Analyses RMN
Les spectres RMN du proton et du carbone (Figure 10) montrent un groupe de signaux
principaux, attribuables aux unités xylose non ramifiées, dont les déplacements chimiques sont

résumés Tableau 3 [17-19].
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Figure 10. Sprectres RMN *H et **C des xylooligosaccharides dans D,0

Tableau 3. Récapitulatif des déplacements chimiques 'H et *C des principaux signaux correspondant aux unités
xylose non ramifiées

S asiion s pm) 6 (opm)

1 4,49 101,6

s 2 3,30 72,6
Unité xylose non

. 3 3,57 73,6
ramifié MeGIcA

4 3,80 76,3

5équatoria\l/saxial 4; 13/3:40 62:8
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

Les autres signaux ont pu étre attribués grace a une analyse en HSQC (corrélation
proton/carbone, Figure 11). Il est alors possible de discerner deux autres types de signaux
correspondant d’une part aux unités xylose qui sont substituées par un MeGIcA et d’autre part
aux unités MeGlIcA elles-mémes [17-19]. Finalement, les signaux a 5,2 et 4,6 ppm en RMN du
proton et 92,0 et 96,5 ppm en RMN du carbone, correspondent aux formes a et B de résidus

xylose libérés pendant I’hydrolyse et qui n‘ont pas été éliminés pendant le processus de

purification.
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Figure 11. Sprectre RMN HSQC des xylooligosaccharides dans D,0 avec, X pour unité xylose non ramifiée, XG
pour unité xylose ramifiée et G pour I'unité MeGIcA

De la méme fagon que pour le MGX natif, la proportion des MeGIcA par rapport aux unités
xylose a pu étre déterminée par intégration des signaux des H1: il y a en moyenne 4 unités
xylose pour 1 MeGlIcA. Ce rapport est trois fois inférieur a celui obtenu pour le MGX natif (12 :1).
En effet, les liaisons B-1,4 entre deux xyloses sont peu résistantes a I’hydrolyse acide en

conditions douces en comparaison des liaisons en a avec les MeGIcA [12].
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1.2. Détermination de la position de I'unité MeGIcA
L’analyse des oligomeéres par spectrométrie MALDI-TOF a montré que la majorité des XOS ne
possede qu’une seule unité MeGIcA par chaine. Il est donc intéressant de déterminer la position
de cette unité qui peut étre soit sur une position aléatoire dans la chaine des XOS, soit sur une
position particuliere de la chaine, i.e. extrémité réductrice ou non réductrice. Pour cela, une
réaction de peeling primaire a été réalisée. En effet, a des températures inférieures a 100°C, le
peeling primaire permet de raccourcir la chaine seulement par I'extrémité réductrice, une seule
unité xylose a la fois. Notons qu’a plus fortes températures, le peeling secondaire (hydrolyse
basique) se produit et coupe la chaine de facon aléatoire. Par conséquent, pour limiter le

peeling secondaire la réaction de peeling a été réalisée a 43°C [20].

Pour mieux comprendre la réaction de peeling, le mécanisme est présenté Figure 12.
La réaction débute par une isomérisation de I'extrémité réductrice sous catalyse basique avec la
formation d’un enediol (2). Cet enediol est en équilibre avec la structure 2-keto (3) qui fait alors
I'objet d’'une B-hydroxy élimination en position C4, qui induit I’élimination d’une unité xylose de
la chaine par I'extrémité réductrice (5). Cette réaction conduit a la libération d’'un coproduit
instable qui va se dégrader [21]. Dés que I'extrémité réductrice est ramifiée en C2, la formation
de la structure 2-keto est impossible, et le peeling par I'extrémité réductrice est alors stoppé

[20,22].

L'analyse en SEC des produits du peeling permet alors de déterminer la position de Ia
ramification. En effet, comme l'illustre la Figure 13, suivant la position de la ramification MeGIcA,
les produits de réaction seront de masses molaires trés différentes et différenciables par

analyse SEC.
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Figure 13. Schématisation des différents scenarii

possibles pour la réaction de peeling suivant la

position du motif MeGIcA
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Figure 12. Mécanisme de la réaction de peeling.

Adapté de Sixta et al., 2008 [21]
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Apreés la réaction de peeling, les produits de réaction ont donc été analysés par SEC a détection
RI (Figure 14). Le profil du chromatogramme montre deux signaux distincts. Le signal a 42
minutes correspond a I'élution des produits de faible masse qui sont libérés pendant la réaction
de peeling mais non différenciables par SEC. Le signal aux alentours de 38 minutes est supposé
correspondre a [Iélution du dimere composé d’un MeGIcA lié a une unité xylose. Le
dédoublement de ce signal peut s’expliquer par la transformation de motifs MeGIcA en acides
hexénuroniques, phénomene connu en milieu fortement basique [23]. En effet, en milieu
basique, I'élimination de MeO-4 est favorisée et conduit a la formation de méthanol et d’acide
hexénuronique par la formation d’une double liaison en position 4,5 [24] (Figure 15). Les
produits du peeling se résument finalement aux monomeres, sGrement dégradés, et aux
dimeres (Figure 13) : la seule ramification MeGIcA présente sur la chaine se situe a I'extrémité

non réductrice

Relative scale

28 33 38 43 48
t (min)

Figure 14. Chromatogrammes SEC-RI des xylo-oligosaccharides et du produit de peeling
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Figure 15. Formation de I’acide hexénuronique en conditions basiques
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Finalement, 'ensemble des analyses effectuées permet de conclure a la synthéese de XOS bien
définis ayant en moyenne six unités xylose par chaine et seulement un motif MeGIcA situé a

I’extrémité non réductrice (Figure 16).

HOOC
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H,CO
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OH
0 o OH o OH
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9) HO o}
on 1) ~ 4 HO
OH

Figure 16. Structure hypothétique des 4-O-méthylglucuronoxylo-oligosaccharides obtenus par I’hydrolyse acide
(H,S0,0,7M, 45 min, 90°C) de xylanes de hétre

Cette structure particuliere des XOS pourrait permettre d’expliquer la stabilité de cette
population a I’hydrolyse acide modérée des MGX (Partie A). Notre hypothése se base sur des
stabilités différentes des liaisons osidiques du squelette xylane a I’hydrolyse par un ‘effet’ du
motif MeGIcA. La fonction acide carboxylique aurait une action catalytique accélérant
I’hydrolyse de la liaison osidique adjacente entre deux unités xylose, du coté de I'extrémité non-

réductrice, comme illustré Figure 17.

O Xylose <> MeGIcA

s | jaison B-1,4 W |jaison o-1,2
fragilisée par plus résistante
un ‘effet " de a 'hydrolyse
I'unité MeGIcA

Figure 17. lllustration des stabilités relatives des liaisons osidiques @ une hydrolyse acide modérée

Sachant que les unités MeGIcA ne sont pas distribuées aléatoirement mais plutot régulierement
le long de la chaine par blocs (Etude Bibliographie, Partie A, 11.2) (Figure 18-a), il serait alors
possible, dans des conditions d’hydrolyse adaptées, que les différentes cinétiques d’hydrolyse

puissent s’exprimer distinctement pour obtenir les XOS avec une ramification a I'extrémité non-
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

réductrice (Figure 18-b). Une fois une liaison ‘clé’” rompue, les XOS s’hydrolysent alors
rapidement en xyloses (Figure 18-c). Ceci est en accord avec la littérature selon laquelle en
milieu acide dilué, I’'hydrolyse conduit en début de réaction a la formation de XOS et qu’ensuite

a lieu leur dépolymeérisation en monomere [11,25].
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Figure 18. Schématisation de I'hydrolyse de MGX en conditions d'hydrolyse acide modérée

lll. Comportement thermique

Les XOS ont ensuite été analysés par TGA et DSC pour voir un éventuel effet de I’hydrolyse sur
leur comportement thermique. Le profil obtenu pour la dégradation thermique (Figure 19) est
similaire a celui des MGX avant hydrolyse (Chapitre |, Partie A, IV.1). Toutefois, en comparaison
avec les MGX, la présence d’eau au sein des XOS est plus significative (7% au lieu de 4%) et leur
dégradation commence a plus basse température : 150°C au lieu de 180°C (Figure 19-a). Cet
écart de température est également observé pour les températures maximales de dégradation

des premiers maximum : 190°C au lieu de 228°C (Figure 19-b).
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

D’autre part, il existe pour les XOS une dégradation supplémentaire a 673°C correspondant a de
I’oxyde de baryum résiduel suite a la dégradation du sulfate de baryum [26]. Ce qui est confirmé
par le taux de résidu sous oxygene des XOS, 18,9%, qui est bien supérieur a celui des MGX,

5,2%.

Identiquement a I'analyse DSC des MGX, les XOS ne présentent aucune transition thermique

avant leur dégradation.
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Figure 19. Analyse TGA des xylo-oligosaccharides avec masse (a) et dérivée de la masse (b) en fonction de la
température (de 30°C & 800°C sous azote a 10°C/min puis mise sous oxygéne)
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Conclusion

Dans ce second chapitre, I'optimisation des conditions d’hydrolyse acide de xylanes de hétre (lot
2) a été réalisée grace a un plan d’expériences de type fractionné 2**. L’étude de ce plan a
montré que les agrégats de xylanes avaient une cinétique d’hydrolyse plus lente que celles des
xylanes solubilisés et que la température de réaction était un parametre déterminant a bien

controler.

L’hydrolyse a 0,7 M d’acide sulfurique pendant 45 minutes a 90°C conduit a la synthese de xylo-
oligosaccharides (XOS) bien définis. Ces conditions d’hydrolyses ont été répétées et reproduites
sur différents lots de MGX. Quel que soit le lot de MGX de départ utilisé, les XOS obtenus avec
un rendement autour de 22+6 %, possédent une masse molaire comprise entre 1000 et 2000
g/mol, avec en majorité une seule ramification MeGIcA par chaine. Ces résultats refléetent le
potentiel d’'une industrialisation pour la production de XOS bien définis par hydrolyse acide

controblée.

Finalement, ces oligomeéres ont été caractérisés par SEC, RMN et MALDI-TOF permettant de
conclure a un DP, d’environ 6 avec une seule unité MeGIcA par chaine, positionnée a I'extrémité
non-réductrice. De maniére surprenante, I'étude de I’hydrolyse des xylanes en milieu acide dilué
a permis I'obtention de XOS stables dans la gamme des conditions d’hydrolyse utilisée. La
structure particuliere de ces XOS pourrait expliquer la stabilité de cette population a I'hydrolyse
acide modérée. Notre hypothése se base sur des stabilités a I’hydrolyse différentes des liaisons
osidiques par un ‘effet’ du motif MeGIcA. Il serait alors possible que les différentes cinétiques
d’hydrolyse des différentes liaisons osidiques puissent s’exprimer distinctement. Le mécanisme

permettant I'obtention de ces XOS particuliers reste néanmoins non élucidé.
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

Annexe du chapitre Il

Etude de la reproductibilité pour la production de XOS

Il a été montré dans le chapitre Il que la production de XOS a partir de MGX de hétre (lot 2) était
répétable. Au regard, de la variabilité des xylanes natifs (voir chapitre I-B), la reproductibilité de

I’hydrolyse contrélée en milieu acide dilué sur différents lots de xylanes a été étudiée.

I. Expériences et analyses réalisées

Six lots de xylanes de différentes origines ont été hydrolysés a 50 g/L dans 0,7 M d’acide
sulfurique a 90°C pendant 45 minutes. Certains de ces lots ont été testés deux fois : sur 500 mg
de xylanes natifs et sur 2 g de xylanes ultrafiltrés. L'hydrolyse sur le lot 2 a été refaite
spécialement pour l'étude de la reproductibilité. Les expériences réalisées ainsi que les
rendements d’hydrolyse aprés purification sont résumés dans le Tableau 4. Les 9 différents lots
de XOS obtenus ont été soumis a une analyse RMN du proton dans I’eau deutérée, une analyse

SEC-RI et une analyse MALDI-TOF.

Tableau 4. Expériences réalisées pour I'étude de la reproductibilité de la production d'oligoméres de xylane

Lo Masse hydrolysée Rendement
(g) (%)
0,5 24

1 1

2 0,5 20
3 2 2 22
4 Hétre 0,5 21
5 4 2 22
6 0,5 19
7 ° 2 38
8 7 0,5 19
5 Bouleau 05 &
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

II. Résultats

Les analyses RMN du proton permettent de vérifier et de confirmer la structure des XOS, i.e.
unités xylose liées entre elles en B-1,4 avec la présence de substituants MeGIcA. L'intégration
des signaux permet d’obtenir la proportion moyenne des MeGIcA (Tableau 5). Il en ressort que
pour tous les lots, il y a en moyenne un MeGIcA pour 2 unités xylose. Le Tableau 5 résume
également les résultats obtenus par SEC a détection Rl (calibrage pullulane). Les profils SEC sont

tout a fait similaires entre eux, avec des masses molaires comprises entre 1000 et 2000 g/mol.

Néanmoins, les analyses des essais 4, 6 et 7 révelent la présence d’agrégats résiduels lors de ces
essais. La présence d’agrégats semble n’étre liée ni au lot de MGX hydrolysé ni a la quantité de
MGX initialement introduite. Il est alors probable que la présence d’agrégats résiduels en fin de
réaction soit liée a la qualité d’agitation, qui doit étre assez forte pour bien homogénéiser le

milieu. L’agitation est donc un parameétre clé qu’il faudra contréler lors d’un scale-up.

Tableau 5. Récapitulatif des résultats obtenus par analyses RMN 'H et SEC a détection RI des XOS

Nombre d’unités
Grammage Agrégats résiduels
xylose par MeGIcA g/mol

500 mg 1,7 1400 1,19
2 500 mg 2,0 non 1100 1,16
3 2g 2,0 non 1600 1,18
4 500 mg 2,4 oui 1100 1,19
5 2g 2,3 non 1400 1,23
6 500 mg 2,1 oui 1200 1,19
7 2g 2,3 oui 2200 1,28
8 500 mg 1,8 non 1400 1,20
9 500 mg 1,7 non 1700 1,27
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Chapitre Il. Synthése et caractérisation d’oligoméres de xylane bien définis

Chaque lot de XOS a finalement été analysé par MALDI-TOF, ce qui a permis de confirmer que

chaque essai produit des XOS d’environ 1500 g/mol et que la population principale ne possede

qu’une unique unité MeGIcA par chaine (Tableau 6).

Tableau 6. Récapitulatif des résultats obtenus par analyse MALDI-TOF des XOS

% de la pop. principale
Grammage
a 1 MeGilcA par chaine (g/mol)

500 mg

2 500 mg

2g

A W

500 mg

(6]

2g
500 mg

2g
500 mg

O o0 N o

500 mg

62

60

56

54

54

45

53

73

1900

1200

1300

1800

1600

1900

1900

1900

1300

1,14
1,16
1,23
1,20
1,23
1,21
1,21

1,21

En conclusion, quel que soit le lot de MGX de départ utilisé, la méthodologie mise au point

permet d’obtenir des XOS de composition et structure tres similaires avec une masse molaire

comprise entre 1000 et 2000 g/mol et en majorité une seule ramification MeGIcA par chaine. Le

tout avec des rendements compris entre 16% et 38%.
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Chapitre llI
Synthese de dérivés fonctionnels du xylane

Les propriétés en solution des xylanes ainsi que leurs propriétés nutritionnelles suscitent un
intérét grandissant au sein des secteurs cosmétiques, agro-alimentaires et pharmaceutiques.
Les deux groupements hydroxyle réactifs sur le motif de répétition de la chaine principale du
xylane, la diversité des groupements osidiques sur ses chaines latérales ainsi que I'extrémité
réductrice offrent de nombreuses possibilités pour des modifications chimiques sélectives. La
fonctionnalisation des xylanes ouvre ainsi de nouvelles pistes a la création de matériaux inédits.
La fonctionnalisation chimique des MGX et des XOS, nécessaire a la synthése de nouveaux
polymeéres par ‘chimie click’, sera étudiée dans ce chapitre. Une premiére partie est consacrée a
I’oxydation par le periodate de sodium a la fois des MGX et de leurs oligomeres, permettant
ainsi d’amener de nouvelles fonctions aldéhyde tout en ouvrant des unités xylose. La deuxieme
partie traite de I'amination réductrice des fonctions aldéhyde afin de fonctionnaliser les xylanes

soit par un groupement allyle, soit par un groupement azoture.
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Partie A.
Oxydation au periodate de sodium

Les groupements hydroxyle des xylanes peuvent étre le lieu de nombreuses réactions typiques
de la chimie organique : alkylation, oxydation, sulfatation, etc. développées dans I'étude
bibliographique. Parmi ces réactions, I'oxydation au periodate de sodium posséde les avantages
d’étre hautement sélective et de pouvoir étre menée dans I'eau a température ambiante. L'ion
periodate oxyde spécifiquement les groupements hydroxyle des carbones contigus 2 et 3 de
I'unité répétitive du xylane, générant ainsi deux groupements aldéhyde. La liaison entre les
carbones 2 et 3 est rompue, il y a ouverture du cycle pyranosique et libération d’un ion iodate

(103’) entrainant une augmentation de la flexibilité de la chaine (Figure 1).

NalO,
™~ Q \ (o}
e .
OH o 0

Figure 1. Equation-bilan de I'oxydation du xylane par le periodate de sodium

Cette partie présente I'étude de linfluence de divers parameétres réactionnels lors de
I’oxydation de xylanes de hétre par le periodate de sodium afin de pouvoir contréler la réaction.
Dans un premier temps, I'influence du taux de periodate est discutée. Puis les effets de la
température et de la concentration du milieu sont étudiés par le suivi cinétique de la réaction et
la caractérisation en SEC du produit obtenu. L'oxydation sur les lots de xylanes 4 et 6 a été
étudiée pour démontrer la reproductibilité des résultats obtenus. L'oxydation des XOS décrits

dans le chapitre Il a également été entreprise.

Cette étude préliminaire discute des différentes méthodes pour réaliser le suivi cinétique de la
réaction et décrit la méthode employée pour déterminer le degré d’oxydation du produit. Toute

I’étude préliminaire a été réalisée sur le lot 4 de MGX.
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1.1. Méthodes de suivi de réaction

Le suivi de la consommation du periodate de sodium au cours de |'oxydation renseigne
directement sur I'avancée de la réaction. Deux méthodes de suivi ont été mises en place et
comparées : le suivi par titrage iodométrique, et le suivi spectrométrique (méthodes exposées
en partie expérimentale de ce chapitre). Ces deux méthodes sont largement utilisées et décrites
dans la littérature pour I'oxydation au periodate de tout type de substrats [1,2]. La méthode de
suivi iodométrique est basée sur le titrage colorimétrique des ions iodates générés lors de
I’oxydation par le thiosulfate de sodium. Pour la seconde méthode, |’absorbance de la solution a
225 nm est mesurée et la quantité de periodate en solution est directement déterminée grace a

la courbe de calibrage mise en place.

Les deux méthodes de suivi ont été comparées sur |'oxydation de MGX ultrafiltrés a 20 mol.% de

periodate de sodium. Ce taux correspond au nombre de periodate par unité xylose soit

n periodate

x 100.

n xylose

Ces deux méthodes donnent des résultats similaires (Figure 2) mais la méthode
spectrométrique est plus précise et plus simple a mettre en place que la méthode
iodométrique. De ce fait, le suivi spectrométrique a été choisi et systématiguement employé au

cours du reste de I’étude.

0,0035

o]
= | ® Méthode spectroscopique
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Figure 2. Comparaison de deux méthodes de suivi de la consommation du periodate de sodium lors de
l'oxydation
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l.2. Détermination du degré d’oxydation
Le degré d’oxydation est déterminé par dosage des fonctions aldéhyde produites. L'une des
méthodes décrite dans la littérature comme fiable et efficace pour le dosage des fonctions
aldéhyde est celle par addition de chlorhydrate d'hydroxylamine [3,4]. Lors de cette réaction,
une fonction aldéhyde réagit avec une fonction amine libérant ainsi de I'acide chlorhydrique

dosé ensuite par la soude (Figure 3).

——p o
/y/’A/O + 2 NH2OH.HCL — = o + 2HCI +2H20
| ‘‘‘‘‘ T
¢ 0 N/ Tl
| OH

OH

Figure 3. Réaction du chlorhydrate d’hydroxylamine avec les xylanes oxydés

Un équivalent d’acide est libéré pour un équivalent d’aldéhyde ayant réagi, or il y a deux
aldéhydes par unité  ‘xylose’ donc le degré d’oxydation sera égal a

Veqx[NaOH]— 2 x mi'ntroduite
DP (M xylose+(§) M acide glucuronique

DO =

2 % m introduite

M xylose+<%) M acide glucuronique
ou x est le nombre d’unités xylose pour une unité MeGlIcA.
Notons qu’au nombre total d’aldéhyde déterminé par le titrage, il est soustrait le nombre

d’aldéhyde de I'extrémité réductrice.

L’agrégation des xylanes en milieu aqueux doit avoir un effet sur I'oxydation. Afin de s’affranchir
de cet effet, les oxydations ont été réalisées sur des xylanes ultrafiltrés (membrane 300 kDa).
Apreés ultrafiltration, la masse molaire des xylanes du lot 4 a été évaluée a 18 000 g/mol (SEC-
MALLS) et le nombre d’unités xylose pour un MeGIcA a 10 (RMN *H). Le lot 4 ultrafiltré a donc
un DP, de I'ordre de 120.

L'influence de différents parameéetres — taux de periodate, température de réaction et
concentration en xylanes — sur |'oxydation au periodate a été étudiée. Une étude de

reproductibilité sur le lot 6 a été ensuite entreprise. De la méme maniere, le lot 6 a été
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préalablement ultrafiltré. Avec une masse molaire estimée a 8100 g/mol (SEC-MALLS) et 8

unités xyloses pour un MeGIcA, le lot 6 ultrafiltré a un DP, de l'ordre de 50.

I.1. Influence du taux de periodate
La quantité de periodate introduite dans le milieu réactionnel conditionne directement le degré
d’oxydation du xylane modifié. Trois différents ratios de periodate par unité répétitive ont été
étudiés, i.e. 5, 20 et 100 mol.%. Les réactions d’oxydation ont été réalisées a 10 g/L en xylanes
et a 25°C. La cinétique de consommation du periodate a été estimée pendant les 8 heures de
réaction par suivi de I'absorbance a 225 nm. Chaque réaction a été répétée deux fois et une

bonne répétabilité des résultats a été obtenue [2].

Comme le montre la Figure 4, quel que soit le taux de periodate considéré, la concentration en
periodate n’atteint jamais une valeur nulle. Un plateau est systématiquement observé, ce qui
indique que le periodate de sodium n’est pas entierement consommé. Comme décrit par
Gomez et al. (2007), ce phénomene peut s’expliquer par la formation d’hémiacétals inter- et

intra-moléculaires qui protégent les groupements -OH de I'attaque par NalO4 [1].

100 o

% ¢

® Oxydation a 5 mol.%
80 | o L
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Figure 4. Etude de I'influence du taux de periodate sur la cinétique de consommation du periodate lors de
l'oxydation du xylane
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A un ratio en periodate de 5 mol.%, la concentration atteint une valeur constante aprés 120
minutes de réaction et 92% du periodate est alors consommé. La concentration finale en
periodate, alors consommé a 90%, est atteinte apreés 220 minutes pour un ratio de 20 mol.% ; et
apres 390 minutes a 100 mol.%, 80% du periodate est alors consommé. Lorsque le taux de
periodate augmente, davantage de fonctions aldéhyde sont générées et donc davantage
d’hémiacétals. Les -OH libres étant protégés par la formation des hémiacétals, |'oxydation des

groupements hydroxyle est de ce fait plus difficile pour des ratios NalO4 / xylose élevés.

Comme le montre la Figure 5, la masse molaire du xylane oxydé a 5 mol.% en periodate (en
rouge) est identique a celle du xylane de départ (en noir).

Pour le xylane oxydé a 20 mol.% en periodate (en vert), un léger décalage du signal est observé.
Ce décalage peut s’expliquer par une variation du volume hydrodynamique des chaines
polymeéres apres oxydation. En effet, I'ouverture des cycles et la création des fonctions aldéhyde
vont modifier le comportement des xylanes en solution. Kristiansen et al. (2010) ont
notamment montré, dans le cas de 'oxydation d’alginates, une augmentation non négligeable
de la longueur de persistance du polymére qui est donc beaucoup plus flexible : les chaines
adoptent alors des structures plus compactes, plus difficiles a solubiliser [5]. Ceci est d’autant
plus vrai que le degré d’oxydation augmente. Néanmoins, une coupure des chaines de xylane ne
peut étre exclue [1,6].

Comme attendu, une dépolymérisation compléte est constatée dans le cas du xylane oxydé a
100 mol.% en periodate (en bleu). Dans ces conditions d’oxydation, la masse molaire des

produits de réaction est proche de celle du xylose.
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

——Non oxydé

—Oxydé a5 mol.%
—0Oxydé a 20 mol.%
——0Oxydé a 100 mol.%

Signal RI

15 20 25 30 35 40 45
Temps (min)

Figure 5. Chromatogrammes obtenus par SEC-RI montrant I'influence du taux de periodate utilisé pour
loxydation sur la masse molaire des xylanes

Les degrés d’oxydation ont été mesurés, par titrage a I’hydroxylamine [3], pour les oxydations a
5 et 20 mol.% de periodate seulement. Pour le taux de periodate de 20 mol.%, le dosage de

I’acide chlorhydrique par la soude a été réalisé sur deux échantillons (Figure 6).

5
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Figure 6. Dosage pH métrique des xylanes oxydés a 20 mol.%

Les calculs des dérivées premiere et seconde permettent d’estimer le volume équivalent égal a
11,5 mL dans un cas et a 12,5 mL dans I'autre. La formule énoncée en I.I.2. permet alors de
calculer le degré d’oxydation (DO) égal a DOtitrage de 161 %. Le DOthsorique €St fixé a 20% et le
DOspectrométrique €St égal a 18% (90% du periodate a été consommé), le titrage semble donc

donner une valeur correcte du degré d’oxydation.
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

Le dosage a également été réalisé sur le xylane oxydé a 5 mol.% de periodate de sodium.
Néanmoins, les résultats obtenus sont aberrants (DO négatif). En effet, la quantité d’aldéhyde
formée par I'oxydation est trop faible et tres peu d’HCl sont ensuite libérés lors de la réaction

avec I'hydroxylamine : le titrage devient trop approximatif.

Cette méthode n’est donc pas adaptée pour doser les fonctions aldéhyde créées lors
d’oxydations a faibles taux de periodate. Tous les résultats obtenus sont résumés dans le

Tableau 1.

Tableau 1. Récapitulatif des résultats pour I'oxydation des xylanes lot 4

DO Periodate Durée pour Dé- DO DO

théorique | cONsommeé (%) | atteindre le palier | polymérisation | apsorbance | titrage

5% 92 120 non 5% e
20% 90 220 non exclu 18% 16%
100% 80 390 totale 80% x°

“taux d’aldéhyde trop faible pour &tre dosé

® produit dégradé suite a une oxydation trop forte

En fixant le taux de periodate initial a 20 mol.%, les xylanes sont fonctionnalisés a un DO
d’environ 16%. Il semble possible de controler le DO en fixant le taux de periodate de sodium de
départ a condition de ne pas dépolymériser. En fonction du degré de substitution et de la post-
modification, il existe donc un grand nombre de possibilités pour modifier ces xylanes et ainsi

leur amener une forte valeur ajoutée.

1.2. Effet de la température
Afin de diminuer le temps de réaction tout en gardant le contrdle de |'oxydation, I'effet de la
température a été étudié. Quatre températures de réaction ont été comparées : 25°C, 40°C,
60°C, et 80°C. La consommation du periodate de sodium a été suivie comme évoqué
précédemment, et les produits oxydés ont systématiquement été analysés par SEC-RI afin

d’observer une éventuelle variation de masse molaire.
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Pour la réaction de référence, (taux de periodate de 20 mol.%, 25°C, xylanes concentrés a 10
g/L) la concentration en periodate atteint une valeur constante au bout de 220 minutes. A 40°C,
la réaction n’évolue plus aprés 90 minutes. Le palier est atteint au bout de 30 minutes pour la
réaction a 60°C, et 15 minutes pour la réaction a 80°C. Dans tous les cas, environ 90% de la

quantité de periodate de sodium initiale est consommé (Figure 7).
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Figure 7. Etude de l'influence de la température sur la cinétique de consommation du periodate lors de
l'oxydation du xylane

Comme attendu, une augmentation de la température du milieu réactionnel entraine une
augmentation significative de la cinétique de réaction. Plus surprenant, le palier reste inchangé,
a 90% de periodate consommé. Il est donc possible de diminuer la durée de la réaction tout en

gardant le méme controle du degré d’oxydation.
La question en suspend reste la dégradation possible du polymere a plus haute température.

Comme le montre la Figure 8, les masses molaires des xylanes oxydés sont similaires pour les

guatre températures étudiées, il 'y a donc pas de dégradation du xylane jusqu’a 80°C.
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

—Non oxydé

—Oxydé a 25°C
——QOxydé a 40°C
—QOxydé a 60°C
—0Oxydé a 80°C

Signal RI

15 20 25 30 35 40 45
Temps (min)

Figure 8. Chromatogrammes SEC-RI montrant l'influence de la température sur la masse molaire des xylanes lors
de leur oxydation a 20 mol.% en periodate

I.3.  Effet de la concentration en xylane

Dans l'idée d’un scale-up, il serait intéressant de pouvoir travailler a de plus fortes
concentrations en xylanes, trois concentrations ont donc été comparées : 10, 50, et 100 g/L. Les
essais sont réalisés a 25°C avec un taux de periodate de sodium égal a 20 mol.%. La
concentration finale en periodate est atteinte en 220 minutes a 10 g/L, en 60 minutes a 50 g/L

et en 30 minutes a 100 g/L (Figure 9).

Pour les deux concentrations les plus élevées, la quantité de periodate de sodium consommé
atteint 96% de la quantité initiale alors qu’aucune des réactions précédentes n’a dépassé les
90% pour le méme taux de periodate. L'augmentation de la concentration en periodate permet
donc également d’augmenter la cinétique de consommation du periodate de sodium.
Néanmoins, a 100 g/L, la solution de xylane est trés visqueuse et les manipulations sont plus

délicates.

145



Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane
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Figure 9. Etude de I'influence de la concentration en xylane sur la cinétique de consommation du periodate lors
de I'oxydation du xylane a 20 mol.%

Comme le montrent les analyses SEC-RI (Figure 10), 'augmentation de la concentration en
xylane n’induit pas de dégradation de ces derniers. Cependant, la quantité d’'une population de
forte masse molaire, a priori des agrégats, augmente avec la concentration. Il semble que la
mise en solution du xylane a forte concentration conduit a la formation d’agrégats du méme
type que ceux précédemment éliminés par ultrafiltration. Il n’est alors pas certain que la

population agrégée soit oxydée.

——Non oxydé

——Oxydé 3 [MGX]=10 g/L
——Oxydé a [MGX]=50 g/L
——Oxydé 3 [MGX]=100 g/L

Signal RI

Temps (min)

Figure 10. Chromatogrammes obtenus par SEC-RI montrant l'influence de la concentration en xylane sur la masse
molaire des xylanes lors de leur oxydation a 20 mol.% en periodate
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L'augmentation de la concentration en xylane permet donc d’accélérer la réaction d’oxydation
et d’augmenter la quantité totale de periodate consommé. Ce changement de mode opératoire
entraine néanmoins la formation d’agrégats. Dans l'idée d’un scale-up, il faudra étre trés

attentif a I'agitation du milieu qui devra étre forte et homogene.

11.4. Reproductibilité

L'oxydation du lot 6 a des taux de periodate de 5 et 20 mol.% a été réalisée dans le but
d’évaluer la reproductibilité des résultats (10 g/L en xylanes a 25°C). Les analyses d’un seul essai
pour chaque taux sont présentées mais les triplicats réalisés donnent des résultats similaires. Le
rendement massique des oxydations est compris entre 55 et 60% pour un taux de periodate de

20 mol.%, et entre 50 et 55% pour un taux de 5 mol.%.

Tout comme pour les oxydations du lot 4, le periodate de sodium n’est pas totalement
consommé pendant celles du lot 6. Le suivi de la réaction (Figure 11) montre qu’a 5 mol.%, 91%
du periodate est consommé et qu’a 20 mol.%, 88% est consommeé. Le palier est néanmoins plus
vite atteint dans le cas du lot 6. Il est atteint aprés 160 min de réaction a 20 mol.% de periodate
(220 min pour le lot 4) et apres 90 min pour 5 mol.% (120 min pour le lot 4). Cette différence de
cinétique peut s’expliquer par la différence de longueur des chaines xylane. Le lot 4 a un DP,, de
120 contre 50 pour le lot 6. Une chaine plus courte s’oxyde plus vite que son homologue de

taille supérieure.
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Figure 11. Suivi cinétique de la réaction d’oxydation des xylanes ultrdfiltrés a 5 et 20 mol.% en periodate
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

Le titrage a I’hydroxylamine a été réalisé pour les deux taux de periodate et, comme
précédemment, le titrage ne donne aucun résultat probant pour I'oxydation a 5 mol.% de
periodate.

Pour le taux de periodate de 20 mol.%, un titrage a été réalisé pour chacune des trois
oxydations. Les calculs des dérivées premiere et seconde permettent d’estimer le volume
équivalent a 4,3 mL pour le premier essai, a 5,8 mL pour le second et a 4,8 mL pour le dernier
essai. Finalement, le DOyjtrage €St de 12+2%.

Le DOthsorique €tait fixé a 20% et le DOspectrométrique €St €gal a 18% (90% du periodate a été
consommeé). Cette fois, le titrage donne donc une valeur un peu sous-estimée mais cohérente. |

est possible que la réaction avec I’hydroxylamine ne soit pas totale.

L'ensemble des résultats pour les lots 4 et 6 sont résumés dans le Tableau 2. L'oxydation au
periodate de sodium des xylanes est donc reproductible, ce qui est trés intéressant pour

envisager une phase de scale-up.

Tableau 2. Récapitulatif des résultats pour I'oxydation des xylanes lots 4 et 6

Periodate consommé Durée pour

DO théorique

20% 90 88 220 160 18% 18% 16% 12%

“taux d’aldéhyde trop faible pour étre dosé

lll. Etude de l'oxydation des xylo-oligosaccharides

Les oxydations des XOS décrits dans le chapitre Il ont été réalisées a des taux en periodate de
sodium de 5 et 33 mol.% (10 g/L et a 25°C). Le taux de periodate de sodium restant dans la
solution a été suivi au cours du temps par spectrométrie d’absorbance a 225 nm (Figure 12). Les
réactions d’oxydation ont été réalisées en triplicat et ont montré une forte répétabilité : un seul

suivi cinétique est représenté.
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Figure 12. Suivi cinétique de consommation du periodate lors de I'oxydation des oligoméres de xylane

Comme dans les cas précédents, la consommation du periodate de sodium n’est pas totale et la
guantité consommée est plus importante pour le taux de 5 mol.% (95% du periodate est
consommé) que pour le taux de 33 mol.% (90% de periodate est consommé). La réaction est
trés rapide : le palier est atteint en 15 min pour 5 mol.% et en 25 min pour 33 mol.% en
periodate. Cela confirme que la masse molaire des xylanes influe sur la vitesse de la réaction :
plus la masse molaire diminue plus la cinétique augmente.

Dans le cas des XOS, les rendements massiques sont compris entre 20 et 30% pour le taux de 33
mol.% et autour de 18% pour le taux de 5 mol.%. Au regard de ces faibles rendements, la
procédure employée pour la purification des produits de I'oxydation ne semble que peu

adaptée aux oligomeres.

Les analyses SEC-RI n‘ont pas pu étre réalisées. En effet, les oligoméres oxydés ne sont plus
solubles dans le tampon phosphate utilisé pour la SEC. La formation d’aldéhydes
supplémentaires favorise I'agrégation des chaines de ces XOS dans I’eau. Cette insolubilité tend
a montrer qu’il N’y a pas eu de dépolymérisation des XOS mais cela reste néanmoins difficile a

prouver.

Le titrage pour I'oxydation a 5 mol.% n’a pas été concluant, et pour le taux de periodate de 33
mol.%, le calcul des dérivées premiere et seconde permette d’estimer le volume équivalent a
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Chapitre lll. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

(90% du periodate a été consommé). Le titrage donne donc une valeur du DO trés proche de

celle attendue. Tous les résultats sur I'oxydation des XOS sont résumés dans le Tableau 3.

Tableau 3. Récapitulatif des résultats pour I'oxydation des oligomeéres de xylanes

Periodate Durée en min pour Dé- DO DO
DO théorique

consommé (%) | atteindre le palier | polymérisation | spsorbance | titrage

33% 90 30 non 30% 26%

®taux d’aldéhyde trop faible pour étre dosé
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Partie B.
Amination réductrice

L'amination réductrice est une réaction bien connue pour transformer I'extrémité réductrice
des polysaccharides [7-9]. Cette réaction entre une amine et un aldéhyde permet de
fonctionnaliser les xylanes selon la nature du groupement R (Figure 13). Dans notre étude, la
benzylamine a été choisie comme molécule modele pour la fonctionnalisation des produits
oxydés car aisément visible en RMN. Puis, I'allylamine et I'azoture d’aminoéthyle ont été utilisés
pour fonctionnaliser les XOS, respectivement, par des groupements allyle ou azoture. Le

protocole utilisé dans cette thése a été adapté d’'un mode opératoire développé au laboratoire

[10].
OH
HO
o N, T ohn—r
O 2
x0s =~ OH
-CH,-CH=CH,
‘CH2'CH2'N3
OH
HO
/o N/R + H,0
OH
XO0S H

Figure 13. Amination réductrice sur l'extrémité réductrice du xylane

L'amination des xylanes oxydés présente deux intéréts. Le premier serait de doser par RMN du
proton le taux de fonctions aldéhyde, notamment lorsque celui-ci est faible. Le dosage direct
des aldéhydes par RMN du proton est impossible a cause de la formation d’hémiacétal inter- et
intramoléculaires dans I'’eau. Une étude de Kristiansen et al. (2009) montre qu’aprés réduction
des aldéhydes par le borohydrure de sodium, le spectre RMN du proton est alors simplifié [11].

En s’inspirant de cette étude, I'amination réductrice a été employée pour venir greffer des
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groupements benzyle sur les aldéhydes. Le second intérét est de placer le long du squelette des
xylanes plusieurs fonctions réactives qui pourraient, par de post-modifications, conduire a des

copolymeres en peigne.

Lors de I'amination réductrice d’un produit d’oxydation, plusieurs études s’accordent a dire
gu’un seul groupement vient s’additionner sur les deux fonctions aldéhyde de la méme unité

selon le mécanisme présenté Figure 14 [12-14].

_____ o
“Shasys 0 Ha NaBH,CN o
" - L
O g/o‘\ Osaes
\ -

Figure 14. Amination réductrice sur deux fonctions aldéhyde du xylane oxydé [12]

L’amination réductrice des aldéhydes par la benzylamine a été réalisée sur les xylanes oxydés du
lot 4 (une seule réaction par taux de periodate a 5 et 20 mol.%). Le spectre RMN du proton du

produit benzylé apres oxydation a 20 mol.% en periodate est présenté Figure 15.

o el 22 |

T T T T
g 7 3 5 4 [ppm]

Figure 15. Spectre RMN 'Hdu xylane lot 4 benzylé apreés oxydation a 20 mol.% en periodate (D,0)

Les signaux de la benzylamine apparaissent trés clairement entre 7,2 et 7,5 ppm. Grace aux
intégrations des signaux, le DOamination €5t estimé a 11 %. La valeur obtenue est donc inférieure a
celle obtenue par le dosage a I'hydroxylamine (Tableau 4). L'amination n’a probablement pas

été totale et la valeur obtenue ne reflete donc que partiellement le degré d’oxydation.
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

La méme analyse a été réalisée pour le taux de periodate de sodium de 5 mol.% et les
intégrations des pics permettent de conclure a un DO mination €gal @ 4 %. L'amination réductrice a
bien fonctionné et il est donc possible de doser les faibles taux d’aldéhyde par cette méthode,

bien que la valeur obtenue soit Iégérement inférieure a celle attendue (Tableau 4).

Tableau 4. Récapitulatif des résultats pour I'oxydation des xylanes du lot 4, complété par I’amination

DO Periodate Durée pour DO DO DO

théorique consommé (%) atteindre le pa“er absorbance | titrage amination

5% 92 120 5% X 4%
20% 90 220 18% 16% 11%

“taux d’aldéhyde trop faible pour é&tre dosé

L’amination réductrice semble donc pouvoir étre utilisée pour doser efficacement les fonctions
aldéhyde méme a faible pourcentage d’oxydation. Néanmoins, cette méthode sous-estime
légérement le nombre d’aldéhyde et donc le degré d’oxydation. Elle est longue et demande plus

d’équipements qu’un simple titrage acido-basique.

L'amination réductrice est surtout une réaction simple, réalisée en phase aqueuse, qui permet
de venir greffer de nombreux groupements R le long du squelette des xylanes. Le contréle de la
premiere étape, i.e. I'oxydation au periodate de sodium, a I'avantage de permettre une post-
fonctionnalisation a un DS controlé. Il est raisonnable de penser que, quelle que soit le
groupement introduit, les DS atteints seraient alors tres similaires a ceux obtenus avec la
benzylamine. Par manque de temps, I'amination réductrice des xylanes oxydés n’a pas pu étre

testée ni avec |'azoture d’aminoéthyle ni avec I'allylamine.

Il. Amination des oligomeres de xylanes

II.L1.  Oligomeéres oxydés

Pour les mémes raisons que précédemment, I'amination avec la benzylamine a été réalisée sur
les XOS oxydés a 5 et 33 mol.%. Pour le produit oxydé a 5 mol.%, la RMN dans D,O est

impossible car le produit obtenu est insoluble. La solubilité de ce composé a alors été testée
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

dans le DMSO deutéré. Malheureusement, la solution obtenue est trop turbide pour étre
analysée en RMN. Pour le produit oxydé a 33 mol.%, l'intégration des signaux de I'analyse RMN
donne un DO,mination de 27 %. La valeur obtenue est donc quasiment égale a celle obtenue par le
suivi spectrométrique lors de la phase d’oxydation (Tableau 5). La encore, I'amination réductrice

semble efficace pour le dosage des fonctions aldéhyde.

Tableau 5. Récapitulatif des résultats complétés par I’'amination pour I'oxydation des oligoméres de xylanes

DO Periodate Durée en min pour DO DO DO

théorique consommé (%) atteindre le palier absorbance | titrage amination

5% 95 15 5% X X
33% 90 30 30% 26% 27%

“taux d’aldéhyde trop faible pour étre dosé

b produit obtenu insoluble dans D,O et DMSO deutéré

I.2.  Fonctionnalisation par I'extrémité réductrice des

oligomeéres non-oxydés
La fonctionnalisation des XOS non-oxydés par leur extrémité réductrice a été envisagée pour
élaborer de nouvelles structures de type copolymeéres a blocs, par réaction de couplage de type
‘click’. L'azoture d’aminoéthyle et I'allylamine ont donc été utilisés comme agents de
fonctionnalisation (Figure 16). En effet, une fonction azoture permettra d’envisager un couplage

par cyclo-addition de Huisgen et une fonction allyle, un couplage par thiol-éne.
: % ol
A
\\0 ) . /
H%O
- \
B /\/

Figure 16. Fonctionnalisation de I'extrémité réductrice des oligoméres soit par I ‘allylamine (A), soit par I'azoture
d’aminoéthyle (B)
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

Les produits de I'amination ont tout d’abord été analysés par spectroscopie IRTF (pastille KBr) et
les spectres sont représentés Figure 17. Le spectre des XOS fonctionnalisés avec I'allylamine (A)
ne montre aucune différence avec le spectre des XOS avant réaction (O). Il est fort probable que
les vibrations de la double liaison terminale ne soit pas visible méme si elle est présente.
Néanmoins, dans le cas des XOS fonctionnalisés avec I'azoture d’aminoéthyle (B), il est aisé de

voir I"apparition d’un signal correspondant a I'azoture a environ 2100 cm™.
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Figure 17. Spectres IRTF des oligomeéres (O) et des oligoméres fonctionnalisés soit par I'allylamine (A), soit par
I’'azoture d’aminoéthyle (B)

Pour compléter ces analyses, les XOS fonctionnalisés ont été analysés par RMN (Figure 18). Les

spectres RMN révelent, quant a eux, I'apparition de nouveaux signaux dans les deux cas.

T Y e e e et e e g Y e i e e S st St Yt e e e e s
85 50 a5 40 35 30 [ppm]

Figure 18. Spectres RMN 'H des oligomeres (O) et des oligomeres fonctionnalisés soit par I'allylamine (A), soit par
l'azoture d’aminoéthyle (B)
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Sur le spectre de la Figure 18-A, les nouveaux signaux a 5,10-5,45 ppm (2H, =CH,) et 5,75-5,95
ppm (1H, -CH=) ppm correspondent a la fonction allyle. Sur la Figure 18-B, les signaux a 2,55-
3,00 ppm (4H, -CH,-CH,-) correspondent a I’éthylazide. Les analyses en RMN du proton
permettent donc de voir, sans ambiguité, la présence des groupements fonctionnels dans les

produits d’amination.

Finalement, le lien chimique entre le XOS et ces groupements fonctionnels a été confirmé par
des analyses RMN DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) en deux dimensions qui permettent
d’obtenir le spectre proton en fonction du coefficient de diffusion de la molécule [15,16] (Figure
19). Les analyses en DOSY sont particulierement adaptées lorsque les masses molaires des deux
espéces a comparer sont éloignées car les deux coefficients de diffusion sont en général bien

distincts.

L’analyse des produits d’amination a ainsi été réalisé (A et B a gauche de la Figure 19), et un seul
coefficient de diffusion est observé, ce qui est en faveur de la présence d’une seule espéce : les
XOS portant en leur extrémité les groupements fonctionnels. Afin de s’en assurer, I'analyse du
méme produit d’oxydation mais avec un ajout volontaire d’amine libre en exces, montre
nettement I'apparition d’un second coefficient de diffusion (A’ et B’ a droite de la Figure 19).
Ces analyses DOSY prouvent alors sans ambiguité que la fonctionnalisation des XOS est un

succes.
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane
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Figure 19. Spectres RMN DOSY des oligomeéres fonctionnalisés soit par I'allylamine (A), soit par I'azoture
d’aminoéthyle (B) avec en A’ et B’ les mémes oligoméres mais avec une goutte d’amine libre en solution
(solvant D,0)

Cette fonctionnalisation des XOS par un groupement allyle ou azoture, ouvre la voie a la
conception de nouveaux copolymeres a blocs totalement bio-sourcés et de structure définie et
permet d’envisager de nouvelles valorisations des xylanes. A ce stade de la synthése des
composés a bloc XOS, de nombreux blocs a fonction antagoniste sont envisageables pour les
coupler aux XOS. Suivant la nature de ce bloc, sa taille, sa morphologie, etc., il est alors possible

d’orienter les propriétés du copolymere final.
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Chapitre Ill. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

Notons que I'amination réductrice avec la cystéamine a aussi été testée afin d’introduire un
groupement thiol sur les XOS (Figure 20) mais des analyses MALDI-TOF (Figure 21) ont révélé la

formation majoritaire d’un coproduit non fonctionnel.

OH
HO
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xos” OH H/\/SH
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Figure 20. Fonctionnalisation de I'extrémité réductrice des oligoméres par la cystéamine avec le produit désiré (a)
et le coproduit majoritaire (b)
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Figure 21. Spectre MALDI-TOF des produits de réactions entre les XOS et la cystéamine avec le produit désiré (a)
en violet et le coproduit (b) en bleu
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Conclusion

Dans ce troisieme chapitre, la modification de xylanes par oxydation au periodate de sodium a
été réalisée pour leur apporter de nouvelles fonctionnalités. Les effets de trois parameétres
réactionnels sur la cinétique d’oxydation et sur la masse molaire du produit oxydé ont été
étudiés. Il a été montré que les xylanes issus du hétre pouvaient étre oxydés a un taux de
periodate de 20 mol.% sans dépolymérisation significative. L’étude a également montré qu’une
hausse de la température entraine une augmentation de la cinétique de réaction sans
dégradation du polymere jusqu’a 80°C. Une augmentation de la concentration en xylanes
permet aussi de réduire les temps de réaction, mais des agrégats sont alors formés. La
concentration en xylanes ne devrait pas dépasser 100 g/L et I'agitation doit étre correctement
maitrisée afin d’éviter la formation d’agrégats. Finalement, il a été montré que I'oxydation au
periodate est reproductible et que le DO peut étre modulé en fonction du taux de periodate

utilisé pour faire la réaction.

Pour le dosage des fonctions aldéhyde formées, la méthode a I’hydroxylamine est simple et
fiable a condition d’avoir un taux d’aldéhyde assez élevé. Il est aussi possible de faire réagir les
aldéhydes par amination réductrice pour les fonctionnaliser avec un groupe facilement
détectable par RMN, tel un groupe benzyle. L'intégration des signaux RMN permet alors
d’estimer le degré d’oxydation qui correspond alors au degré de substitution. Une fois les
espéces oxydées, un greffage des chaines par amination réductrice des groupements aldéhyde

permettra d’obtenir de nouveaux biomatériaux fonctionnels.

L'amination réductrice a également été réalisée sur I'extrémité réductrice des XOS. Cette
réaction a permis de fonctionnaliser les XOS par des groupements allyle ou azoture. Ces XOS
fonctionnels seront utilisés comme blocs hydrophiles pour la synthese d’oligomeéres
amphiphiles. Grace a I'amination réductrice, la fonctionnalisation des xylanes et XOS oxydés

permettra I'accés a des copolymeéres amphiphiles en peigne.

159



Références

[1] Gomez CG, Rinaudo M, Villar MA. Oxidation of sodium alginate and characterization of
the oxidized derivatives. Carbohydr Polym 2007;67:296—304.

[2] Babor K, Kalac V, Tihlarik K. Periodate oxidation of saccharides . lll .* Comparison of the
methods for determining the consumption of sodium periodate and the amount of formic
acid formed 1973;27:676-80.

[3] Zhao H, Heindel ND. Determination of degree of substitution of formyl groups in
polyaldehyde dextran by the hydroxylamine hydrochloride method. Pharm Res
1991;8:400-2.

[4]  Sarymsakova AA, Nadzhimutdinov S, Tashpulatov YT. Chemical transformations in the
chains of cellulose dialdehydes and cellulose ethers. Chem Nat Compd 1998;34:170-4.

[5] Kristiansen KA, Potthast A, Christensen BE. Periodate oxidation of polysaccharides for
modification of chemical and physical properties. Carbohydr Res 2010;345:1264—-71.

[6] Vold IMN, Kristiansen KA, Christensen BE. A study of the chain stiffness and extension of
alginates, in vitro epimerized alginates, and periodate-oxidized alginates using size-
exclusion chromatography combined with light scattering and viscosity detectors.
Biomacromolecules 2006;7:2136-46.

[7] Upadhyay KK, Meins JF Le, Misra A, Voisin P, Bouchaud V, Ibarboure E, et al. Biomimetic
Doxorubicin Loaded Polymersomes from Hyaluronan-block-Poly(y-benzyl glutamate)
Copolymers. Biomacromolecules 2009;10:2802-8.

[8] DausS, Elschner T, Heinze T. Towards unnatural xylan based polysaccharides: reductive
amination as a tool to access highly engineered carbohydrates. Cellulose 2010;17:825-33.

[9] Guerry A, Bernard J, Samain E, Fleury E, Cottaz S, Halila S. Aniline-Catalyzed Reductive
Amination as a Powerful Method for the Preparation of Reducing End-“Clickable”
Chitooligosaccharides. Bioconjug Chem 2013;24:544-9,

[10] Schatz C, Louguet S, Le Meins J-F, Lecommandoux S. Polysaccharide-block-polypeptide
Copolymer Vesicles: Towards Synthetic Viral Capsids. Angew Chemie Int Ed
2009;48:2572-5.

[11] Kristiansen KA, Schirmer BC, Aachmann FL, Skjak-Braek G, Draget Kl, Christensen BE.
Novel alginates prepared by independent control of chain stiffness and distribution of G-

residues: Structure and gelling properties. Carbohydr Polym 2009;77:725-35.

[12] Sanderson CJ, Wilson D V. Methods for coupling protein or polysaccharide to red cells by
periodate oxidation. Immunochemistry 1971;8:163-8.

160



[13]

[14]

[15]

[16]

Du M, Hindsgaul O. Novel Hybrid Morpholino-Glycopeptides with the Amino Acid
Nitrogen Replacing C-3 of the Pyranose Ring. Synlett 1997;1997:395-7.

Lane FC. Sodium Cyanoborohydride - A highly selective reducing agent for organic
functional groups. Synthesis (Stuttg) 1975;3:135-46.

Johnson Jr. CS. Diffusion ordered nuclear magnetic resonance spectroscopy: Principles
and applications. Prog Nucl Magn Reson Spectrosc 1999;34:203-56.

Stilbs P. Molecular self-diffusion coefficients in Fourier transform nuclear magnetic
resonance spectrometric analysis of complex mixtures. Anal Chem 1981;53:2135-7.

161



Chapitre lll. Synthése de dérivés fonctionnels du xylane

162




Chapitre IV
Synthese des oligomeres amphiphiles

©CNRS Phototheque / Cyril FRESILLON

Purification des oligoméres amphiphiles par dialyse

Dans ce chapitre de thése, le couplage de dérivés d’ester gras avec ceux des xylanes a été étudié
afin d’obtenir des composés bio-sourcés et présentant, entre autres, un caractére amphiphile.
Ce chapitre traite en premier de la synthése des dérivés d’ester gras fonctionnels, a partir de
I'oléate de méthyle et du ricinoléate de méthyle. La seconde partie développe le couplage de
ces dérivés avec les oligoméres de xylane fonctionnalisés pour I'obtention d’oligomeéres
amphiphiles. Deux voies de couplage différentes ont alors été étudiées, i.e. les couplages thiol-

ene et azoture-alcyne.
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles

Partie A.
Synthése des dérivés d’ester gras

Les huiles végétales sont facilement accessibles et en grande quantité. Leur production annuelle
mondiale a été de I'ordre de 156 millions de tonnes (Mt) en moyenne sur la période 2010/13. La
production est estimée a 163,3 Mt en 2013/14 et a 188,3 Mt en 2020/21 [1]. Environ 20% de
cette production est dédiée a I'industrie, principalement comme source d’énergie, et le reste

pour 'alimentation humaine (75%) et animale (5%) [2].

Les huiles végétales sont majoritairement composées de triglycérides qui sont le produit de
I'estérification du glycérol avec trois acides gras. Le terme ‘huile’ se référe aux triglycérides a
I’état liquide a température ambiante. Les huiles sont trés hétérogenes en raison d’une tres
grande variabilité du pourcentage et de la nature des acides gras qui la composent. Leur
composition dépend de I'essence de la plante, des conditions de culture mais aussi de
I’environnement (sol, climat). La composition en acides gras des principales huiles végétales est
présentée dans le Tableau 1. Les acides gras sont obtenus par saponification des triglycérides et
les esters méthyliques sont obtenus par méthanolyse (Figure 1). Ces deux voies produisent du

glycérol comme coproduit.

Tableau 1. Composition en acides gras des principales huiles végétales

?;;T:Ld:) Colza Mais Noisette Noix Olive Pf;’li:l: J Soja Tournesol T:;;::iol
Ac_Palmitique Cc16:0 8-13 1-5 8-13 5.9 6-8 B8-14 7-10 B-13 5.7 3-4
Ac. Margarique Ci7.0 <01 - . - <01 =02 - . =01
Ac. Stearique c18:0 34 1-2 1-4 1-4 1-3 36 36 3-6 4-6 3-4
Ac. Arachidique C20.0 1-2 <1 A1 <03 =0,3 <05 <03 <12 =1 0,2-05
Ac. Béhénique c220 2-4 <05 <05 - <02 <09 <05 <05 <1 0,5-1
Ac. Lignocérique C24.0 12 - - - - - - - . <05
Ac.Gras Saturés 15-25 28 10-18 6-13 7-11 13-22 11-17 12-10 11-15 7-10
Ac. Palmitoléigue C16:1 n-7 <03 <1 <1 =03 <02 <1 <05 =02 <04 <01
Ac. Oléique C18:1n-9 48-66 55-62 24.32 66-83 14-21 61-80 14-22 17-26 15-25 75-83
Ac. Gadoléigue C20:1 n-11 12 12 <05 - <03 <04 <02 <04 <05 0.1-05
Ac Erucique C221n9 - <1 - - - - - - -
Ac. Gras Monoinsaturés 49-68 56-65 25-33 66-83 14-21 62-81 15-23 18-27 16-26 75-84
Ac. Linoléique C18:2n-6 14-28 18-22 55-62 8-25 54-65 3-14 65-73 50-62 62-70 10-21
Ac. Linolénique: C183n-3 <03 8-10 <2 <08 9-15 <1 <05 4-10 =02 <03
Ac. Gras Polyinsaturés 14-28 26-32 57-684 9-26 63-80 4-15 65-73 54-72 62-70 10-22

ITERG - Expertise Lipides, Corps gras
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Figure 1. Obtention d'esters méthyliques par transestérification d‘un triglycéride typique de I’huile d‘olive

Les chaines grasses sont ensuite purifiées par distillation fractionnée, et sont classées en trois
catégories (Figure 2):

e |es acides gras saturés comme l'acide palmitique C16:0 a environ 43% dans I'huile de
palme,

¢ les acides gras mono-insaturés comme |'acide oléique C18:1 a environ 75% dans I'huile
d’olive,

¢ les acides gras polyinsaturés comme |’acide linoléique C18:2 a environ 67% dans I’huile
de tournesol.
L’huile de ricin possede la particularité d’étre composée a environ 85% d’acide ricinoléique,
C18:1(0H), ce qui en fait I'huile naturellement la plus pure. L’acide ricinoléique possede une
double liaison entre les carbones 9 et 10 et une fonction hydroxyle en position 12. Cette ‘triple
fonctionnalité’ (—-COOH, C=C et —OH) rend cet acide gras trés intéressant pour la chimie des
polymeéres. La variété ‘high oleic’ de I’huile de tournesol est aussi tres utilisée car elle possede

pres de 80% d’acide oléique (C18:1).
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\/W\/W\/\AH/OH Acide stéarique ; C18:0

o saturé
\/\/\/\/\/\/\/\H/OH Acide palmitique ; C16:0
0
/\/\/\/EA/WWOH Acide oléique ; C18:1
mono-
o]
insaturé
/WYMOH Acide ricinoléique ; C18:1(OH)
OH o}
\/\/E/\:/\/\/\/\H/OH Acide linoléique ; C18:2
i poly-
insaturé

e N\ OH Acide linolenique ; C18:3

Figure 2. Structure et classification des principaux acides gras

De nombreux articles et revues traitent de la fonctionnalisation des triglycérides et acides gras
pour la synthése de polymeéres bio-sourcés [3—10]. Les deux sites réactifs principaux des acides
(ou esters) gras sont la (ou les) insaturation(s) et la fonction acide (ou ester). Les principales
réactions de dérivatisation se font via les insaturations et sont I'oxydation, I'hydroformylation,
I’ozonolyse ou encore I'époxydation. Généralement, ces différentes réactions sont utilisées pour
greffer des fonctions alcool ou amine sur les acides ou esters gras et ainsi permettre la synthéese
de polymeéres par polycondensation (polyester ou polyamide, respectivement). Les insaturations
peuvent aussi étre le lieu de réaction de métathese, réaction couramment employée pour la
synthése de corps gras difonctionnels (acide, ester, alcool), pouvant ensuite étre polymérisés
[11]. Dans la suite de ce travail de thése, une autre réaction de type ‘click’ engageant
I'insaturation, a été utilisée, a savoir la réaction de type thiol-eéne [5,12-14]. Il s’agit d’un
mécanisme radicalaire pouvant étre amorcé sous irradiation UV ou par un amorceur radicalaire,
typiquement la DMPA (activation UV) ou I’AIBN (activation thermique). L’addition du radical

thiol engendre alors la synthése d’isoméres (Figure 3) [15,16].
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Figure 3. La réaction thiol-éne

Il est aussi possible de faire réagir la fonction acide (ou ester) du corps gras par une réaction de
(trans)estérification (Figure 4) [17]. La réaction de transestérification est généralement réalisée

en masse, catalysée (TBD, DBTO, TiOBuy,, LiCl) et chauffée, typiquement a 120°C [18-20].
o o

/ o o
e

Catalyseur
+ A T
OH

- OH
H3C/

Y

R

Figure 4. Réaction de transestérification illustrée sur I’oléate de méthyle

Les esters et acides gras possedent donc de nombreuses possibilités de modifications chimiques
permettant d’offrir une vaste gamme de molécules bio-sourcées hydrophobes fonctionnelles,
sans oublier leur caractére biodégradable. Les esters gras utilisés dans ce travail de thése sont
I'oléate de méthyle (MeOl) et le ricinoléate de méthyle (MeRic). Ils ont été fonctionnalisés par
des groupements thiol ou alcyne puis engagés dans des réactions de couplage avec des XOS

porteurs des fonctions antagonistes, donnant accés a des composés bio-sourcés et amphiphiles.

168



I.1. Synthese et caractérisation
Les esters gras porteurs de la fonction thiol ont été synthétisés par réaction thiol-ene, en
présence d’éthanedithiol, comme illustré Figure 5. D’autres produits, non représentés sur la
Figure 5 peuvent également se former, tels le produit de dimérisation (I’éthanedithiol réagit sur

2 esters gras) ou encore celui résultant du couplage par pont disulfure.

/O 0

OH ! N

Oléate
Ricinoléate

SH
- /J P
S
_I_
S
OH OH \L
SH

Figure 5. Réaction thiol-éne avec I'éthanedithiol

L'utilisation d’'un exces de dithiol permet d’éviter le produit de dimérisation mais pourrait
favoriser la formation de ponts disulfure. Différentes quantités de dithiol ont donc été testées —
5, 10 et 20 équivalents par rapport a I'ester gras — et il s’est avéré que I'utilisation de 20
équivalents d’éthanedithiol permettait de diminuer significativement la quantité de dimeéres
comparé a 5 et 10 équivalents, sans augmentation significative du nombre de ponts disulfure.
Ces différentes réactions ont été réalisées avec 0,5 équivalent (par rapport a I'ester gras) de

photo-amorceur, le 2,2-dimethoxy-2-phenylacetophenone (DMPA) et la conversion est totale.
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La seconde phase de I'étude a consisté a optimiser la quantité de DMPA : 0,1 équivalent de
DMPA est suffisant pour atteindre une conversion totale en 15 min que ce soit avec I'oléate de
méthyle (Figure 6) ou le ricinoléate de méthyle (Figure 7). Les spectres RMN montrent tres
nettement que la conversion est totale avec la disparition des signaux des protons allyliques (en
orange) aux alentours de 5,5 ppm et leurs protons voisins (en jaune) a 2,0 ppm. De plus,
I'apparition de nouveaux signaux entre 1,4-1,8 ppm et 2,5-2,9 ppm correspond aux protons
méthyléniques aprés fonctionnalisation (en violet). Une analyse RMN HSQC (couplage *H-"3C)
permet de conclure que le signal a 1,7 ppm (en vert) correspond au proton du groupement —SH

puisqu’il ne corréle avec aucun carbone.

Pour s’affranchir de I’éthanedithiol toujours en excés apres réaction, le produit est purifié par
chromatographie flash en phase liquide (FC). Des analyses RMN *H avant et aprés purification
permettent d’en attester: I'excés d’éthanedithiol présent avant purification (Figure 6-b et
Figure 7-b) disparait avec la purification (Figure 6-c et Figure 7-c). Le rendement massique de la

réaction est alors de 88%.

Eﬁr‘ i

éthanedithiol
en exces

~ L MLL
J

o J.L_Jk A_/L A

T . . . . : ; . : : : : : :
5 4 3 1 [ppm]

Figure 6. Spectres RMN *H du MeOl (a) aprés réaction thiol-éne avec I'éthanedithiol avant (b)
et apres (c) purification (CDCl;)
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Figure 7. Spectres RMN “H du MeRic (a) aprés réaction thiol-éne avec I'éthanedithiol avant (b)
et apreés (c) purification (CDCl;)

Les analyses RMN ne permettent pas de conclure sur la présence de produits secondaires, i.e.
composés avec pont(s) disulfure(s) et dimeres. D’autres analyses ont alors été réalisées. Des
analyses chromatographiques (SEC-RI avec calibration PSS) dans le THF (Figure 8), montrent que
le produit de réaction est relativement pur avec un seul produit majoritaire (pic 2 orange). Ce
produit posséde une masse molaire supérieure d’environ 100 g/mol a I'ester gras de départ ce
qui suggere qu’il s’agit bien de ce dernier fonctionnalisé par I'éthanedithiol (masse molaire de
I’éthanedithiol égale a 94,2 g/mol; calibration PSS). Un composé de masse molaire environ
double (pic 1 violet) est également formé correpondant au dimére comme il a été prouvé par
analyse ESI (Figure 9). L'analyse en ESI-MS fournit des valeurs de masse exacte, permettant
d’affirmer avec certitude que le produit désiré majoritaire (en orange) a bien été synthétisé. Les
sous-produits également obtenus sont illustrés Figure 10. Avec le MeOl (Figure 10-a), seulement
deux sous-produits ont été obtenus contre trois avec le MeRic (Figure 10-b). Les sous-produits
sont ceux attendus, a savoir des dimeres exempts de fonctions thiol libres et des dérivés

disulfure porteurs d’une fonction thiol.

Au regard de la faible quantité de ces sous-produits, les dérivés MeOI-SH et MeRic-SH largement

majoritaires ont été utilisés tels quels pour le couplage thiol-éne.
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles
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Figure 8. Chromatogrammes SEC a détection Rl du MeOl (a) et MeRic (b) apres réaction thiol-ene avec

I'éthanedithiol (THF ; calibration PSS)
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Figure 9. Spectres ESI a détection MS du MeOl (a) et MeRic (b) apres réaction thiol-éne avec I'éthanedithiol
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles
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Figure 10. Produits secondaires de la réaction du MeOl (a) et du MeRic (b) avec I'éthanedithiol par thiol-éne

1.2. Comportement thermique
Afin d’étudier I'effet de la fonctionnalisation sur les comportements thermiques des esters gras,
les MeOl et MeRic fonctionnalisés thiol ont été analysés par TGA et DSC. Ainsi, les analyses
thermogravimétriques (cas du MeOl illustré Figure 11), montrent que la fonctionnalité thiol
augmente la stabilité du composé. Dans le cas du MeOl, la température de dégradation
maximale (maximum de la dérivée) passe de 235°C a 307°C et dans le cas du MeRic, elle passe
de 248°C a 317°C. Ceci peut s’expliquer a la fois par la disparition de la double liaison, sensible a

la température et par l'introduction d’atomes de soufre, connus pour augmenter la stabilité

thermique.

MeOl-SH|
MeOl

100

MeO!

MeOI-SH|
22 /F

|

804 ! 307.1°C
|
{

Weight (%)
Deriv. Weight (%/°C)

06| /

1A

T T -02 T T T
400 600 800 200 400 600 800
Temperature (°C)

20+

Temperature (°C)

Figure 11. Analyses TGA du MeOl avant et apres réaction thiol-éne avec I'éthanedithiol
(de 30°C & 800°C sous azote a 10°C/min)
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Les analyses DSC des MeOl et MeRic fonctionnalisés thiol (cas du MeOl illustré Figure 12),
montrent qu’a l'issue de la fonctionnalisation, les esters gras perdent tout comportement de
cristallisation/fusion. L’absence d’insaturation aprés fonctionnalisation explique ce changement

de comportement.

MeOl
——— MeOI-SH

Heat Flow (W/g)
n

-3 T T T

ExoUp Temperature (°C)

Figure 12. Analyses DSC du MeOl avant et apreés réaction thiol-éne avec I'éthanedithiol
(de -80°C & 130°C & 10°C/min)

I.L1.  Syntheése et caractérisation
Pour le couplage azoture-alcyne, les esters gras doivent étre fonctionnalisés par un groupement
alcyne. La triple liaison étant elle-méme réactive avec les thiols, la réaction thiol-éne
précédemment mise au point n’a pas pu étre utilisée. Une réaction de transestérification a alors
été employée avec le 3-butyn-1-ol comme réactif et le 1,5,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene (TBD)

comme catalyseur (Figure 13) [20].

En raison du point d’ébullition relativement bas du butynol (129°C), un fort excés de ce dernier
a été utilisé (10 équivalents) et la température de réaction a été diminuée a 100°C. Cet excés de
réactif et la température de réaction relativement basse vont avoir I'avantage de limiter I'auto-
condensation du MeRic, par transestérification sur lui-méme, qui peut conduire a des estolides,

comme illustré sur la Figure 14.
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Figure 13. Transestérification avec le butynol
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Figure 14. Polymérisation du MeRic par transestérification sur lui-méme

Les analyses RMN 'H (spectres du MeOl, Figure 15 et du MeRic, Figure 16) montrent trés
nettement que la conversion est totale avec la disparition du signal du —CHs de |'ester a 3,62
ppm (en vert) et I'appartition des signaux des protons du butynol a 1,9-2,0 ppm (H=), 2,4-2,5
ppm (=-CH,-) et 4,1-4,2 ppm (-CH,-0) (jaune, orange et rouge respectivement).

De plus, ces analyses RMN ne montrent aucun signal attribuable soit a la présence de butynol

résiduel soit a une éventuelle polymérisation.
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Chapitre IV. Synthése des oligoméres amphiphiles
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Figure 15. Spectres RMN 'H du MeOl avant (a) et aprés (b) transestérification avec le butynol (CDCl3)
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Figure 16. Spectres RMIN 'H du MeRic avant (a) et apres (b) transestérification avec le butynol (CDCl;)

Une analyse SEC-RI dans le THF (Figure 17), montre qu’avec le MeOl, le produit de réaction est
trés pur (pic 2 orange) et posséde une masse molaire d’environ 120 g/mol (calibration PSS)
supérieure a celle du MeOl de départ (masse molaire du butynol égale a 70,1 g/mol ; calibration
PSS). Cette analyse semble donc montré que I'oléate de butyne (BuOl) a bien été obtenu. Pour

le MeRic, a c6té du signal du ricinoléate de butyne (BuRic), un second pic correspondant au
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Chapitre IV. Synthése des oligoméres amphiphiles

dimere est observé (pic 2 violet), comme cela a été prouvé par des analyses ESI-MS (Figure 18-

b). Néanmoins, ce dernier n’est présent qu’en faible quantité.

Les analyses ESI du MeOl (Figure 18-a) montrent de nombreux pics de masse difficile a attribuer.
Pour vérifier la pureté des produits, des analyses GC ont finalement été réalisées (Figure 19). Les
analyses GC confirment que les produits de transestérification du MeOl et du MeRic avec le
butynol sont obtenus avec des puretés satisfaisantes et des rendements massiques d’environ
75% (aucun autre pic n’est présent pour le BuOl, et seul le pic du dimére est présent pour le

BuRic).

Ces produits ont donc été utilisés tels quels pour le couplage azoture-alcyne.
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Figure 17. Chromatogrammes SEC a détection Rl du MeOl (a) et du MeRic (b) aprés transestérification avec le
butynol (THF; calibration PSS)
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles
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Figure 18. Spectres ESI a détection MS du MeOl (a) et du MeRic (b) apres transestérification avec le butynol
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Figure 19. Chromatogrammes GC a détection FID du MeOl (a) et du MeRic (b) aprés transestérification
avec le butynol

I.2.  Comportement thermique

Afin d’observer un effet possible de la fonctionnalisation sur les comportements thermiques des

esters gras fonctionnalisés alcyne, des analyses TGA et DSC ont été réalisées.
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles

Les analyses thermogravimétriques montrent que le BuOl a une dégradation comparable a celle

du MeOl avec cependant une légere augmentation de la stabilité thermique (Figure 20-a). Les

températures maximales de dégradation passent de 236°C pour le MeOl a 259°C pour le BuOl

(Figure 20-b).

Pour le BuRic, la méme tendance est observée (Figure 21-a) et les températures maximales de

dégradation passe de 248°C pour le MeRic a 259°C pour le BuRic (Figure 21-b). Néanmoins, le

BuRic montre une dégradation en deux étapes avec une seconde dégradation observée a

341°C. Cette derniére pourrait correspondre a la présence de dimere.
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Figure 20. Analyses TGA du MeOl avant et apres transestérification avec le butynol
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Figure 21. Analyses TGA du MeRic avant et aprés transestérification avec le butynol
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles

La transestérification avec le butynol affecte donc les propriétés thermiques des esters gras. En

complément des analyses thermogravimétriques, des analyses calorimétriques des esters de

butyle ont été effectuées (Figure 22-a pour le BuOl et b pour le BuRic).

Pour le BuOl (Figure 22-a), ces analyses indiquent une augmentation de la température de

fusion qui passe de -21 a -11°C apres transestérification.

Pour le MeRic (Figure 22-b), une diminution de la température de fusion, mais aussi deux types

de fusion sont observés. La température de fusion du MeRic initialement égale a -4°C passe a -

35°C pour la premiere fusion et a -40°C pour la seconde. Ce dédoublement du pic de fusion

indique une modification des comportements thermiques qui pourrait étre due a la présence du

dimeére. Les phénomeénes mis en jeu ici, n"ont pas été élucidés.
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Figure 22. Analyses DSC du MeOl (a) et du MeRic (b) avant et aprés transestérification avec le butynol
(de -80°C a 130°C a 10°C/min)
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Partie B.
Les deux voies de couplage par ‘chimie click’

Dans un esprit de ‘chimie verte’, le concept de ‘chimie click’ a été introduit par Kolb et al. en
2001. Les réactions de ‘chimie click’ sont caractérisées par [21]:

e Une bonne sélectivité,

e Un dispositif expérimental simple avec un minimum d’étapes de synthese,

e Une application en milieu aqueux et sous oxygeéne,

e Une tolérance a de nombreux groupements chimiques,

e Des rendements quantitatifs.
La réaction typique de ‘chimie click’ est la cyclo-addition azoture-alcyne catalysée au Cu(l). Le
concept a été étendu a d’autres réactions telles que les substitutions nucléophiles, les additions
radicalaires dont fait partie le couplage thiol-ene, les additions de Michael ou encore les

réactions de Diels-Alder (Figure 23) [22].

Thiol-ene Diels-Alder
addition cycloaddition

R,—SH

Azide-alkyne Thiol-yne
cycloaddition addition

Figure 23. lllustration des principales réactions de 'chimie click' [22]
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Les dérivés d’esters gras fonctionnalisés soit par un groupement thiol soit par une fonction
alcyne ont ainsi été couplés aux XOS fonctionnels décrits dans le chapitre lIl. Les couplages ont

été réalisés soit par réaction de type thiol-ene ou par réaction de cyclo-addition azoture-alcyne.

Pour le couplage thiol-éne (TE), illustré Figure 24, les XOS porteurs d’un groupement allyle sont

mis a réagir avec les derivés d’ester gras porteurs d’une fonction thiol.

/O 0 SH
H
XOS OH Nﬁ + r-/
HO S
OH

OH
Oléate
Ricinoléate

OH

S

(o]

y 5/\‘/
X0S oH RV
HO
OH
O-_

Figure 24. Illlustration du couplage TE entre les XOS et les esters gras porteurs de la fonction thiol

La réaction de couplage a été réalisée dans le méthanol, bon solvant des deux réactifs et facile a
éliminer. Les conditions de réaction ont été optimisées avec le MeOl. Les essais ont été conduits
a 0,75 équivalents de DMPA et 15 équivalents de MeOI-SH. Apres lavage a I'EtOH, le produit a
été analysé par RMN 'H dans D,0 pour vérifier si la totalité des XOS ont bien réagi. Plus
précisément, le signal correspondant au proton de la double liaison (entre 5,85 et 6,05 ppm) est

comparé au proton en position 1 des XOS (Figure 25).
Un premier essai, mené a 10 g/L en XOS dans le méthanol et laissé agiter pendant 1h dans le

réacteur sous irradiations UV, a montré par analyse RMN une tres faible conversion (essai 1 en

bleu Figure 25). Pour augmenter la conversion, différents essais ont alors été réalisés en
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augmentant la concentration en XOS et la durée de réaction, de plus, le réactif et 'amorceur ont
été ajoutés en plusieurs fois. Les différents essais et analyses RMN se trouvent Figure 25. Le
dernier essai (essai 4 en violet Figure 25) permet d’atteindre une conversion satisfaisante sans

toutefois étre totale.

Couplages TE :
essai 1 : [XOS] = 10 g/L ; durée 1h

ajout des réactifs et amorceur en 1 fois
essai 2 : [XOS] =50 g/L ; durée 3h

ajout des réactifs et amorceur en 1 fois
essai 3 : [XOS] =50 g/L ; durée 6h

ajout des réactifs et amorceur en 5 fois
essai 4 : [XOS] =50 g/L ; durée 24h

ajout des réactifs et amorceur en 5 fois

=CH, allyl

I
6.0 55 5.0 [ppm]

Figure 25. Zoom des spectres RMN des différents essais de couplage TE illustrant une augmentation de la
conversion (D,0)

Dans les conditions de I’essai 4, la conversion est satisfaisante, malgré la présence résiduelle de
XOS non couplés au MeOl. Afin de purifier les composés amphiphiles ainsi obtenus, avec un
rendement massique de I'ordre de 72%, le produit a été solubilisé dans le DMSO puis dialysé
(membrane 500 kDa) pendant 4 jours, mais I’'analyse RMN ne montre aucune amélioration de la
pureté. Le rendement massique chute alors a 30%. Il est possible que cette forte baisse de
rendement soit due aux manipulations du produit lors de la dialyse mais il n’est pas a exclure

qu’il y ait aussi des macromolécules qui passent a travers la membrane de 500 kDa.

Ces derniers résultats n‘ayant été obtenus qu’en toute fin de thése, le couplage avec le MeRic

fonctionnalisé n’a pas été effectué.
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II.L1.  Synthése et caractérisation

Pour le couplage azoture-alcyne (AA), illustré Figure 26, les XOS fonctionnalisés par un

groupement azoture sont mis a réagir avec les BuOl et BuRic.

(0] (0]
HO
OH /

OH

Oléate
Ricinoléate

/=N
OH H N
XOS&/N\/\ \%k/\/o o)
OH

OH

Figure 26. lllustration du couplage AA entre les XOS et les esters gras porteurs de la fonction alcyne

Le couplage AA a été réalisé avec le BuOl et le BuRic d’aprés un protocole adapté de celui
précédemment mis au point au laboratoire [23]. Ce protocole fait intervenir une étape de
dialyse qui permet d’échanger le solvant de réaction, le DMSO, par de I'eau. Le rendement
massique de la réaction est de I'ordre de 30%. Ce faible rendement, s’explique par I'étape de
dialyse (membrane 500 kDa) car les composés amphiphiles restent de taille faible et passeraient
a travers la membrane. Les spectres FTIR des deux systémes obtenus (Figure 27-a et b)
montrent clairement la disparition de la bande d’absorption de la fonction azoture & 2110 cm™,
visible seulement sur le spectre des XOS fonctionnalisés (Figure 27-0), ainsi que I'apparition de
bandes propres aux corps gras (C=0 a 1730 cm™ et CH,: vibrations asymétriques a 2920 cm™ et
symétriques a 2650 cm™) et au cycle de I'addition de Huisgen (C-N a 1380 cm™), prouvant le

succes du couplage.
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as(CH,), (co) (CN)
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Figure 27. Spectres FTIR des XOS fonctionnalisés azoture avant (o) et aprés couplage avec le BuOl (a) ou le BuRic

(b)

Les deux polymeres ont été analysés par RMN *H a la fois dans D,0 et dans CDCl; (systéme avec

le BuOl en Figure 28 et avec le BuRic en Figure 29). Les analyses donnent des résultats similaires

pour les deux systémes :

Dans le chloroforme deutéré, seuls des signaux dans la région de ceux des corps gras
sont visibles (0,5-2,5 ppm). Il est alors probable que les macromolécules soient
organisées en objets avec les chaines grasses a la surface, en effet, le chloroforme est un
mauvais solvant des XOS. De plus, le chloroforme étant un solvant propice a la formation
de liaisons hydrogéne, les XOS se trouvant a l'intérieur de I'objet sont alors fortement
liés entre eux. Ceci conduit a 'obtention d’objets a coeur tres dense, les segments XOS
ne sont alors pas mobiles, I'intensité de leurs signaux RMN est réduite voire méme
absente [24,25].

Dans |'eau deutérée, les signaux correspondant aux XOS sont cette fois-ci visibles (3,0-
5,5 ppm). Ceux des corps gras sont toujours visibles mais moins bien définis que dans le
chloroforme. Dans ce cas 13, les objets obtenus sont plus mous et le coeur des objets,
composés des chaines grasses, est alors visible en RMN mais les signaux sont mal

définis.

Notons que c’est le méme échantillon qui a été analysé dans le chloroforme puis dans I'eau.

Ces oligoméres amphiphiles semblent donc s’auto-assembler en deux types d’objets

distincts, et ceci de maniere totalement réversible [26]. L'expression du caractére

amphiphile de ces deux systémes sera étudiée dans le prochain chapitre.
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles

cocl,

D,0

8 6 4 2 ppm]

Figure 28. Spectres RMN "H du systéme X0S-Ol dans CDCl; (en haut) et dans D,O (en bas)

cncl,

e 7 i i
7 6 5 4 3 2 1 [ppm]

Figure 29. Spectres RMN *H du systéme XOS-Ric dans CDCI; (en haut) et dans D,O (en bas)

1.2. Comportement thermique

Les polymeéres ainsi obtenus ont finalement été analysés par TGA et DSC pour comparer leurs
comportements thermiques a ceux des XOS. Quel que soit le systeme considéré (avec le
segment ‘oléate’ ou ‘ricinoléate’), les thermogrammes obtenus par TGA montrent que les

stabilités thermiques des XOS avant ou aprés couplage sont similaires (Figure 30-a pour le

systeme XOS-Ol et Figure 31-a pour le systéme XOS-Ric).

La dégradation du catalyseur utilisé pour le couplage est également observée entre 720°C et

780°C avec une température de dégradation maximale égale a 745°C (Figure 30-b pour XOS-OlI
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles

et Figure 31-b pour XOS-Ric). En effet, le sulfate de cuivre (ll) se décompose en oxyde de cuivre
(1) et trioxyde de soufre entre 700°C et 900°C [27]. Ce dernier n’a donc pas été totalement
éliminé par dialyse. Sa dégradation représente environ 10% de perte de masse qui sera prise en
considération lors de la préparation des solutions pour I'étude physico-chimique de ces

composés (Chapitre V).

Les thermogrammes DSC ne montrent aucun phénomeéne thermique comme c’était le cas pour
les XOS (chapitre Il, Partie C). Cela signifie qu’il n’y a plus de BuOl ou BuRic libre dans le produit

de réaction. En effet, ces derniers présentent une cristallisation/fusion qui n’est plus visible.

100
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MeOI-YNE
X0S

XOS-AA-MeO|
MeOLYNE 199

X*0S

Weight (%)
Deriv. Weight (% C)

200 400 00 800 2o 60 600 800
Temperature (*C) Temperature (°C)

Figure 30. Analyses TGA des XOS (en vert), du BuOl (en noir) et du systéme XOS-Ol (rose) réalisées de 30°C a
800°C sous azote a 10°C/min
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Figure 31. Analyses TGA des XOS (en vert), du BuRic (en noir) et du systéme XOS-Ric (en rose) réalisées de 30°C a
800°C sous azote a 10°C/min
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Conclusion

Dans ce quatrieme chapitre, deux modifications chimiques différentes de I'oléate et du
ricinoléate de méthyle ont été réalisées. La premiére est I'introduction d’'un groupement thiol
par réaction thiol-ene avec I’éthanedithiol. Cette réaction fonctionne facilement mais engendre
la syntheése de coproduits qu’il est difficile d’éliminer. La seconde est l'introduction d’un
groupement alcyne par réaction de transestérification avec le 3-butyn-1-ol. La réaction est facile

a mettre en place et les produits de réactions sont obtenus avec une bonne pureté.

Deux voies de couplage ont ensuite été entreprises. Tout d’abord, le couplage thiol-éne entre
les MeOl et MeRic fonctionnalisés thiol et les XOS portant une fonction allyle. Malgré les efforts
entrepris pour augmenter la conversion, la conversion totale n’a pu étre atteinte. Néanmoins,
ce couplage est facile a mettre en place et reste une voie de couplage qui devrait étre

facilement optimisée.

Ensuite, le couplage azoture-alcyne entre les BuOl et BuRic et les XOS fonctionnalisés par un
groupement azoture a été réalisé. Malgré un rendement faible, a priori d( a I’étape de dialyse,
les oligomeres amphiphiles ont été obtenus avec une bonne pureté. Les propriétés physico-

chimiques de ces derniers seront alors étudiées dans le chapitre V.
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Chapitre IV. Synthése des oligomeéres amphiphiles
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Chapitre V
Etude physico-chimique des oligomeres
amphiphiles

\ \‘“_L,',b

©WMichel Cloitre [1] / CNRS UMR 7167

Exemples de particules déformables (de gauche a droite): gouttelette d’émulsion, liposome,
macromolécule en étoile, micelle de polyméres a blocs.

Dans ce dernier chapitre, les propriétés en solution des oligoméres amphiphiles obtenus par
couplage azoture-alcyne, i.e. XOS-Ol et XOS-Ric, ont été étudiées. En effet, dans le cas de
systémes a blocs de nature chimique incompatible, il existe une micro-séparation de phase en
solution conduisant a la formation d’objets organisés. Grace a cela, il est possible d’envisager
des applications d’encapsulation, de tensioactifs ou encore de revétements, pour les systemes

synthétisés au cours de ce travail de these.
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Partie A.
Auto-assemblage des oligomeres amphiphiles en solution

Un copolymeére a blocs est composé d’au moins deux segments A et B liés entre eux par liaison
covalente formant ainsi une macromolécule notée A-b-B. Lorsque ces deux blocs sont
incompatibles, il existe une micro-séparation de phase. Cette séparation de phase peut étre
étudiée en masse ou en solution. Dans ce travail de thése, seule la séparation de phase en
solution a été étudiée.

Le type de microphase obtenue dépend :

e De la fraction volumique relative d’un bloc par rapport a I'autre, fa = Va/(Va+Vz). C'est un
parametre d’ordre géométrique,

e Des forces d’interactions attractives et répulsives entre les deux blocs (et le solvant lors
d’une étude en solution). C'est un parameétre d’ordre énergétique et entropique. Cette
tension interfaciale est décrite par le produit xN, ou
x est le parameétre d’interaction de Flory-Huggins, relatif a I’enthalpie du systeme,
guantifiant le degré d’'immiscibilité, et

N est de degré de polymérisation, contribuant a I'entropie du systeme.

L'incompatibilité des deux blocs se traduit également en terme de miscibilité. Il existe alors des
solvants sélectifs dans lesquels I'un des deux blocs est soluble et I'autre ne I'est pas. Lorsque le
solvant est I'eau, I'un des blocs est hydrophile et I'autre hydrophobe, le copolymére est alors
amphiphile. Au-dela de la concentration micellaire critique (CMC) et au-dela de la température
micellaire critique (CMT), I'enthalpie liée au contact entre les blocs solvophobes et le solvant
devient trop élevée : il y a séparation de phase. Les blocs solvophobes s’agregent afin de
minimiser le contact avec le solvant. Les molécules de solvants initialement ‘organisées’ au
voisinage des segments solvophobes sont alors libérées, augmentant ainsi I'entropie du
systeme. Cette organisation est néanmoins contrebalancée par |'étirement des chaines
agrégées induit par leur agrégation, et par la répulsion entre les chaines solvophiles qui

cherchent un contact maximal avec le solvant.
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L'auto-assemblage en solution est donc un équilibre régi par la thermodynamique [2,3]:

e la tension interfaciale entre le coeur de I'objet (formé des chaines solvophobes) et le

solvant,

e lesinteractions répulsives entre les chaines solvophiles de la couronne,

o e degré d’'étirement imposé aux chaines formant le coeur de I'objet.
Des données expérimentales sur I'auto-assemblage de copolymeres a blocs dans I'eau montrent
gue ce phénomeéne serait gouverné par I'entropie du systéme. A contrario, I'auto-assemblage
de copolymeres a blocs en solvant organique serait gouverné par la contribution enthalpique

[4].

Cet équilibre impose donc aux objets formés une certaine morphologie, ainsi qu’une certaine
dimension. Les morphologies peuvent alors varier selon : la composition du copolymére, sa
concentration, la nature du solvant ou par la présence d’additifs tel que des sels qui vont
influencer I'équilibre thermodynamique [3]. La Figure 1 illustre les trois morphologies
principalement observées lors de I'auto-assemblage d’un copolymére a blocs amphiphile dans
I'eau. Cette organisation de plusieurs molécules en objets est généralement nommée
micellisation indépendamment de la structure formée. Au-dela d’une certaine concentration en
copolymere, dite concentration de gélification critique (CGC), les objets s’organisent les uns par
rapport aux autres afin de minimiser I’énergie du systéme, soit par un phénomeéne d’association

(objet a I’équilibre) soit d’agrégation [5] : il y a formation de clusters de micelles.
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Chapitre V. Etude physico-chimique des oligoméres amphiphiles
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Figure 1. Représentation schématique de I'auto-assemblage d'un copolymére a blocs avec f, la fraction
volumique du bloc hydrophile. Drappier (2013), adapté de Mai et Eisenberg (2012) [3,6]

Des outils de prédiction de l'auto-assemblage des copolyméres a blocs flexibles ont été
largement développés et sont tres bien explicités dans de nombreuses revues [2-5,7-9].
Néanmoins, ces modeles basés sur des considérations géométriques ne s’appliquent que pour
des polymeres flexibles. Ces outils atteignent donc leurs limites dans le cas de copolymeres
rigides-flexibles, ce qui est le cas dans ce travail de these avec le bloc XOS rigide. En général,
I"alignement compact des blocs rigides favorise des phases lamellaires et conduit a la formation

de micelles cylindriques et de vésicules [10,11].

Différentes techniques complémentaires peuvent étre utilisées pour la caractérisation de ces
auto-assemblages, parmi elles [4]:
e La SLS (diffusion statique de la lumiére) renseigne sur la masse molaire moyenne en
masse des micelles qui permet de déterminer le nombre d’agrégation, c’est-a-dire le
nombre de chaines de copolymeére par micelle. Le rayon de giration (Rg) peut aussi étre

déterminé a condition que la diffusion du cceur de I'objet ne soit pas tres différente de
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celle de la couronne. Cette technique est trés sensible et peut aussi étre utilisée pour
déterminer la CMC (ou la CMT).

La DLS (diffusion dynamique de la lumiére) permet d’obtenir le rayon hydrodynamique
(Rn) des objets formés en solution par mesure de leur coefficient de diffusion. Dans le
cas d’objets sphériques, ce rayon est considéré comme reflétant la taille réelle des
objets. Grace a l'analyse des mesures d’intensité de diffusion, des données sur la
distribution en taille des objets ainsi que le nombre relatif de chaque population peuvent
étre calculées. Combinée a la SLS, la DLS permet d’identifier la forme des objets :
sphérique ou batonnet a travers I'expression du rapport Rg/Rn. Néanmoins, I'intensité
diffusée est proportionnelle a la taille de I'objet a la puissance 6 (une particule de 1 um
diffuse la méme intensité que 10 particules de 10 nm), il est donc trés difficile de voir
les petits objets en présence soit de gros objets soit d’agrégats.

La SAXS (diffusion des rayons X aux petits angles) peut aussi étre utilisée pour
déterminer la masse molaire, la taille globale mais aussi la structure interne des micelles.
Grace au principe basé sur une différence de densité électronique entre les blocs, les
dimensions du cceur ainsi que de la couronne peuvent étre déterminées. En solution
concentrée, il est aussi possible d’accéder a des informations sur les interactions
intermicellaires.

La SANS (diffusion des neutrons aux petits angles) permet également d’accéder a des
informations concernant la structure interne des micelles en particulier si I'un des deux
blocs est deutéré. C'est une technique trés similaire a la SAXS et les analyses effectuées
par SLS peuvent aussi étre réalisées par SANS, avec une meilleure résolution.

La TEM (microscopie a transmission électronique) vient en complément des analyses en
diffusion pour renseigner sur la taille, la forme, la distribution des tailles ainsi que sur la
structure interne des objets. En TEM classique, I’échantillon est déposé sur la grille et le
solvant laissé évaporé : les micelles sont alors ‘seches’, dans un état ‘collapsé’ a deux
dimensions reflétant les micelles en solution alors en 3 dimensions. Il est aussi possible
de faire de la cryo-TEM. Dans ce cas, la solution est rapidement gelée pour éviter la

cristallisation de I'’eau et observée a basse température.
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Notons que d’autres type de microscopie peuvent étre utilisés tels que la microscopie confocale

ou encore la microscopie a force atomique.

Les deux oligoméres amphiphiles, XOS-0l et XOS-Ric, dont la synthése est décrite dans la partie
B.Il du chapitre IV ont montré une aptitude a s’associer en objets supramoléculaires lors de
leurs analyses RMN 1H, a la fois dans CDCl; et dans D,0. Ces derniers ont donc été mis en

solution a la fois dans le chloroforme et dans I’eau afin d’étudier la nature de leurs assemblages.

Les oligoméres amphiphiles sont-ils solubles, organisés ou précipités ?

Afin de répondre a cette question, une méthodologie faisant appel a des analyses en DLS et par
TEM a été mise au point. Elle sera identique pour les deux solvants utilisés, i.e. chloroforme et
eau.

Premiérement, les solutions des oligomeéres amphiphiles ont été préparées par deux méthodes
différentes (dissolution directe ou dilution a partir d’'une solution mére concentrée) pour
étudier la dynamique de ces systemes. En effet, lorsque la thermodynamique controle 'auto-
assemblage, les structures obtenues sont indépendantes du mode de préparation et les objets
sont en équilibre dynamique avec les uniméres. A l'inverse, les objets peuvent étre figés dans
une certaine structure qui a de fortes probabilités d’étre différente selon le mode de
préparation.

Ensuite, des solutions de concentrations différentes (0,1; 1 et 10 g/L) ont été préparées et
analysées par DLS (aprés un temps de mise en solution minimum de 48h) pour étudier
I'influence de la concentration sur la taille des objets.

Enfin, la solution a 1 g/L a été filtrée a 0,45 pum pour éliminer les gros objets dont le signal en
diffusion ‘écrase’ celui des petits objets (I « d®). Des analyses en DLS ont alors été effectuées a
la suite de la filtration. Les solutions a 1 g/L, avant et apres filtration, ont également été

analysées par TEM.
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Chapitre V. Etude physico-chimique des oligomeéres amphiphiles

ll. Etude de l'auto-assemblage des oligoméres amphiphiles en
solution

Il.1. Etude dans le chloroforme
La Figure 2 pour XOS-Ol et la Figure 3 pour XOS-Ric montrent les résultats obtenus par DLS. En A
et A’ sont représentés les corrélogrammes et les distributions des tailles des solutions préparées
par dissolution directe. En B et B’ sont représentés les corrélogrammes et les distributions des

tailles des solutions préparées par dilution de la solution mére a 10 g/L.

A B Solution mérea 10 g/L
Solutiona1lg/L
Solutiona 0,1 g/L

Dissolution directe Dilution

. |nten5ité af e T EEEEEEEREEREEEE :

10 100 1000 10000 10
Size (d.nm) Size (d.nm)
Figure 2. Analyses en DLS du systéme XOS-Ol en solution dans le chloroforme a différentes concentrations (10 g/L
en bleu, 1 g/L en vert et 0,1 g/L en rouge) et préparé soit par dissolution directe (corrélogramme en A et taille en

fonction de Vintensité du signal en A’) soit par dilution de la solution mére a 10 g/L (corrélogramme en B et taille
en fonction de l'intensité du signal en B’)
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Chapitre V. Etude physico-chimique des oligomeéres amphiphiles

Solution mérea 10 g/L
A B Solutiona1g/L
. Solution 2 0,1 g/L

Dissolution directe Dilution

e ———

e ... Intensité o

10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Size (d.nm) Size (d.nm)

Figure 3. Analyses en DLS du systéme XOS-Ric en solution dans le chloroforme a différentes concentrations (10
g/L en bleu, 1 g/L en vert et 0,1 g/L en rouge) et préparé soit par dissolution directe (corrélogramme en A et taille
en fonction de lintensité du signal en A’) soit par dilution de la solution mére & 10 g/L (corrélogramme en B et
taille en fonction de l'intensité du signal en B’)

Ces résultats montrent que, pour les deux systemes étudiés, les mémes populations sont
observées que les solutions soient préparées par dissolution directe ou par dilution (exemple du
XOS-Ol illustré par TEM en Figure 4 avec en A la solution a 1 g/L préparée par dissolution directe
et en B celle préparée par dilution), indiquant que ces structures sont a I'équilibre. Cet équilibre
peut s’expliquer par la flexibilité et la mobilité de la chaine grasse, grace a sa faible taille et a sa

bonne miscibilité dans le chloroforme.

201
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A -1 g/L par dissolution B -1 g/L par dilution

Figure 4. Images obtenues par TEM du systéme XOS-Ol en solution dans le chloroforme a 1 g/L préparé soit par
dissolution directe (A) soit par dilution de la solution mére a 10 g/L (B)

X0S-0l

Pour le systéeme avec le segment ‘oléate’ (Figure 2), les résultats des analyses en DLS montrent
des objets de tailles trés supérieures a 50 nm qui ne correspondent pas du tout a des tailles de
micelles, il y a vraisemblablement formation d’agrégats. L'imagerie par TEM (Figure 4) révele en
fait la présence de petits objets non sphériques de taille micellaire (d < 50 nm) et certains de ces
objets sont regroupés en agrégats. Bien que les micelles soient plus nombreuses que les

agrégats, |a taille en diffusion reflétera toujours davantage celle des agrégats (I o< d®).

Les analyses en DLS montrent également que la taille des agrégats augmente de facon
significative avec la concentration. Les agrégats ont une taille d’environ 700 nm a 0,1 g/L qui

augmente a 1500 nm a 1 g/L, puis a 2500 nm a 10 g/L. Plus la concentration augmente, plus la
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guantité de micelles augmente et plus celles-ci ont la possibilité de s’agréger. Néanmoins, avec
ces seules données il est difficile de conclure sur 'origine de cette agrégation. Celle-ci n’est a
priori pas gouvernée par la chaine grasse qui ne contient aucun groupement propice a la
création d’interactions entre les différentes micelles. Cette agrégation serait due a une
exposition du bloc XOS vers I'extérieur des micelles qui permettrait alors d’établir des

interactions entre micelles.

XOS-Ric

De la méme maniére que pour le systéme précédent, les agrégats sont en équilibre dynamique
mais leurs tailles sont un peu plus importantes et les oligoméres amphiphiles s’agregent
complétement a 10 g/L (Figure 3-A et B). Aprés dilution a 1 g/L, ’analyse devient possible : les
associations régissant I'assemblage de ces ‘gros’ objets sont donc assez faibles pour étre
défaites par simple dilution. Cette différence entre les deux systémes peut étre expliquée par la
présence du groupement hydroxyle sur le segment ricinoléate. En effet, les objets formés dans
le chloroforme ont leur couronne composée des chaines grasses, de fait, les groupements
hydroxyle seront présents a la surface des objets. En raison de sa faible constante diélectrique,
le chloroforme est un solvant propice a la formation de liaisons hydrogene entre molécules. Les
objets avec les hydroxyles en surface vont alors interagir entre eux par liaisons hydrogene. Plus
la concentration augmente, plus la proximité des objets entre eux favorise la formation de ces

‘gros’ objets et rend I'analyse DLS impossible.

Cette premiere partie de I'’étude a permis de montrer que les deux systemes s’auto-assemblent
dans le chloroforme a 1 et 0,1 g/L pour former des objets de I'ordre du micron. Ces objets sont
alors régis par des associations assez faibles pour étre observés quelle que soit la méthode de
préparation des solutions. Ces objets sont donc en équilibre dynamique. L'imagerie par TEM
(Figure 4) montre que des objets de taille micellaire sont également formés et qu’ils s’agrégent

jusqu’a former de ‘gros’ objets visibles en DLS.

Pour étudier plus en détail ce phénomene, les solutions a 1 g/L ont été filtrées puis analysées

par DLS et TEM. La Figure 5 pour XOS-Ol et la Figure 6 pour XOS-Ric montrent les résultats des
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analyses en DLS (en | pour la distribution des tailles en intensité et en N pour la distribution en
nombre) ainsi que les images obtenues par TEM (en D pour les solutions faites par dilution et

non filtrées et en F apres filtration).

1 g/L par dilution Intensité | Nombre

1g/Lfiltré 3 0,45 um S T I SR W g o ;

Figure 5. Analyses en DLS du systéme X0S-Ol a 1 g/L dans le chloroforme avant (vert) et aprés (rouge) filtration a
0,45 um avec la distribution en intensité (1) et en nombre (N) ; Images obtenues par TEM du systéme X0S-Ol a 1
g/L dans le chloroforme avant (D) aprés (F) filtration ¢ 0,45 um
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1 g/L par dilution Intensité | Nombre
1 g/Lfiltré 3 0,45 pm : : :

Figure 6. Analyses en DLS du systéme XOS-Ric a 1g/L dans le chloroforme avant (en vert) et aprés (en rouge)
filtration a 0,45 um avec la distribution en intensité (I) et en nombre (N) ; Images obtenues par TEM du systeme
XOS-Ric a 1 g/L dans le chloroforme avant (D) apreés (F) filtration a 0,45 um

Pour les deux systemes étudiés, les résultats DLS (Figure 5-1 et N pour XOS-Ol et Figure 6-l et N
pour XOS-Ric) montrent que la filtration permet d’éliminer la population de taille supérieure au

micron et des objets dont la taille est d’environ 250 nm apparaissent alors nettement.

X0Ss-0l

Pour le systéme avec le segment ‘oléate’, I'imagerie par TEM montre une différence flagrante
entre les objets avant et apres filtration (Figure 5-D et F). Les objets non sphériques de taille
micellaire agrégés en ‘paquets’ avant filtration deviennent, apres filtration, un ‘tapis’ d’objets
sphériques assez bien définis de tailles comprises entre 40 et 90 nm. Les objets non sphériques
d’avant filtration ne seraient pas des micelles mais des objets de structures moins bien définies.
Ces structures pourraient s’expliquer par le fait que le bloc XOS génére des interactions avec les
autres blocs XOS. Ce qui explique aussi pourquoi ils s’agregent entre eux. |l n’est pas a exclure
que la filtration ait aussi eu un effet de cisaillement permettant d’expliquer ce changement de

morphologie.
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XOS-Ric

Pour le systéme avec le segment ‘ricinoléate’, I'imagerie par TEM ne montre aucune différence
entre les objets observés avant et apres filtration (Figure-6 D et F). Les objets sont sphériques
avec une taille micellaire d’environ 30 nm. Avant filtration, la TEM révele, a certains endroits de
la grille, la présence d’objets d’environ 150 nm qui pourraient correspondre aux objets observés
en DLS (Figure 6). Néanmoins, ces objets ne sont plus observés par TEM apreés filtration. lls

doivent donc étre peu nombreux mais leur grande taille permet une diffusion assez intense en

DLS pour ‘écraser’ le signal de diffusion des objets micellaires.

11.2. Etude dans I’eau

Les Figure 7 pour XOS-Ol et Figure 8 pour XOS-Ric montrent les résultats obtenus par DLS. En A
et A’ sont représentés les corrélogrammes et les distributions des tailles des solutions préparées
par dissolution directe. En B et B’ sont représentés les corrélogrammes et les distributions des

tailles des solutions préparées par dilution de la solution mére a 10 g/L.

Solution meérea 10 g/L
Solutiona1g/L
Solutiona 0,1 g/L

Dissolution directe Dilution

T e e mwm Intensité

10

Size (d.nm) Size (d.nm)

Figure 7. Analyses en DLS du systéme XOS-Ol en solution dans I'eau a différentes concentrations (10 g/L en bleu,
1g/Lenvertet0,1g/L en rouge) et préparé soit par dissolution directe (corrélogramme en A et taille en fonction
de l'intensité du signal en A’) soit par dilution de la solution mére a 10 g/L (corrélogramme en B et taille en
fonction de lintensité du signal en B’)
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Solution mérea 10 g/L
A B .
. . Solutiona1g/L
- g ﬁ Solution a 0,1 g/L

Dissolution directe Dilution

Gormben Ceemnt

N Intensité

10 100 1000 10000 10
Size (d.nm) Size (d.nm)

Figure 8. Analyses en DLS du systéme XOS-Ric en solution dans I'eau a différentes concentrations (10 g/L en bleu,
1g/Lenvertet0,1g/L enrouge) et préparé soit par dissolution directe (corrélogramme en A et taille en fonction
de l'intensité du signal en A’) soit par dilution de la solution mére & 10 g/L (corrélogramme en B et taille en
fonction de lintensité du signal en B’)

Ces résultats montrent que, pour les deux systémes étudiés, quelle que soit la méthode de
préparation des solutions a 0,1 g/L et a 1g/L, les objets présentent des distributions de tailles
trés similaires. Comme dans le chloroforme, il apparait que la taille des objets augmente avec la
concentration. lls ont une taille d’environ 250 nm a 0,1 g/L, de 400 nm a 1 g/L et de 800 nm a

10 g/L.

Par ailleurs, pour la concentration a 10 g/L (en bleu), une population d’objets a environ 100 nm
est également observée pour les deux systémes. L'imagerie par TEM (XOS-Ric en exemple sur la
Figure 9, avec en A la solution a 1 g/L préparée par dissolution directe et en B celle préparée par
dilution) confirme la coexistence de plusieurs populations en solution quel que soit le mode de
préparation : la présence de ‘gros’ objets a 750 nm, celle d’objets ‘moyens’ a 200 nm et la
présence d’objets sphériques de taille micellaire a 20 nm. Ces derniers sont petits et leur signal
en diffusion est « écrasé » par celui des plus gros objets qui eux sont confondus sous un méme

signal (signal vert pour les solutions a 1 g/L).
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A -1 g/L par dissolution B -1 g/L par dilution

Figure 9. Images obtenues par TEM du systéme XOS-Ric en solution dans I'eau a 1 g/L préparé soit par dissolution
directe (A) soit par dilution de la solution mére & 10 g/L (B)

Cette partie de I'étude dans I'eau a permis de montrer que les deux systémes s’auto-assemblent
dans 'eau a 10, 1 et 0,1 g/L pour former des objets entre 0,1 et 1 um. Ces objets sont alors régis
par des associations assez faibles pour étre observés quelle que soit la méthode de préparation
des solutions. Ces objets sont donc en équilibre dynamique. L'imagerie par TEM (Figure 9)

montre que des objets de taille micellaire sont également formés.

Pour étudier plus en détail ce phénomene, les solutions a 1 g/L d’oligoméres a segment ‘oléate’
et ‘ricinoléate’ ont été filtrées puis analysées par DLS et TEM. La Figure 10 pour XOS-Ol et la
Figure 11 pour XOS-Ric montrent les résultats des analyses en DLS (en | pour la distribution des
tailles en intensité et en N pour la distribution en nombre) ainsi que les images obtenues par

TEM (en D pour les solutions faites par dilution et non filtrées et en F apreés filtration).
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Pour les deux systemes étudiés, la filtration permet de laisser apparaitre le signal en diffusion

des objets micellaires d’environ 35 nm (Figure 10-N pour XOS-Ol et Figure 11-N pour XOS-Ric).

1g/L par dilution Intensite e

1g/Lfiltré20,45um I N

................................................................

e

10

Size (d.nm)

Figure 10. Analyses en DLS du systéme X0S-Ol a 1 g/L dans I'eau avant (en vert) et apreés (en rouge) filtration a
0,45 um avec la distribution en intensité (I) et en nombre (N) ; Images obtenues par TEM du systeme XOS-Ol a 1
g/L dans I’eau avant (D) apreés (F) filtration & 0,45 um
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1 g/L par dilution »
1 g/Lfiltré a 0,45 pm . Intensite »

Figure 11. Analyses en DLS du systéme XOS-Ric a 1 g/L dans I’eau avant (en vert) et aprés (en rouge) filtration a
0,45 um avec la distribution en intensité (I) et en nombre (N) ; Images obtenues par TEM du systéme XOS-Ric a 1
g/L dans I’eau avant (D) apreés (F) filtration a 0,45 um

X0S-0l

Pour le systétme avec le segment ‘oléate’, il est difficile de discerner par TEM les objets
micellaires avant filtration (Figure 10-D). Présents en grands nombres, ils forment un épais tapis.
Il est néanmoins possible de voir la présence d’agrégats dont la taille d’environ 300 nm
correspond au signal observé en DLS pour les objets ‘moyens’. Apres filtration, les images TEM
montrent nettement les objets sphériques d’environ 30 nm (Figure 10-F) et ceux d’environ 300

nm ne sont plus observés.

XOS-Ric

Pour le systeme avec le segment ‘ricinoléate’, que ce soit avant ou apres filtration, I'imagerie
par TEM révele la présence d’objets sphériques d’environ 30 nm. L'échantillon semble
néanmoins plus homogene apres filtration. Les objets d’environ 300 nm ne sont que tres

rarement observés par TEM, ils doivent donc étre peu nombreux. Les micelles sont donc
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beaucoup mieux définies dans le cas des XOS-Ric. Il est d’ailleurs étonnant que I'analyse en

diffusion de ce systéeme ne soit pas meilleure.

Finalement, les deux systemes étudiés en solution dans I’eau conduisent a la formation d’objets
de taille micellaire qui peuvent s’associer en objets plus gros par des interactions assez faibles
pour que le systeme soit en équilibre dynamique. Il y a coexistence de structures multi-échelle.
Il apparait néanmoins que dans le cas du systéme avec le segment ‘ricinoléate’ les associations

de micelles se font plus rares que dans le cas du systéme avec le segment ‘oléate’.

11.3. Discussion

Les deux systemes, obtenus par couplage des XOS soit avec un segment ‘oléate’ (XOS-Ol)
soit avec un segment ‘ricinoléate’ (XOS-Ric), peuvent s’auto-assembler aussi bien dans le
chloroforme que dans I'’eau. Quel que soit le solvant, leurs assemblages présentent de
grandes similitudes : des objets de tailles micellaires (d = 50 nm) sont formés. A Ia
différence prés que dans lI'eau, il y a formation de micelles directes (cceur hydrophobe
formé des chaines grasses et couronne hydrophile formée des XOS) et que dans le
chloroforme, il y a formation de micelles inverses. Ces objets vont s’associer entre eux pour
former des agrégats dont la taille varie avec la concentration (Tableau 1). Ces agrégats sont
régis par des associations assez faibles pour étre en équilibre dynamique puisque les
mémes objets sont obtenus quelle que soit la méthode de préparation des
solutions utilisées : dissolution directe ou dilution. L’agrégation est néanmoins moins
marquée dans I'eau car il existe moins d’interaction entre les différents objets : ce sont les
XOS, tres solubles dans I’eau, qui sont a la surface des objets. Les systémes sont alors plus

proches de leur état d’équilibre.
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Tableau 1. Récapitulatif des tailles obtenues par DLS des agrégats (‘gros’ objets) formés a différentes

concentrations dans le chloroforme et dans I'eau

Taille par DLS (nm)

Concentration (g/L)

10 2500 800
1 1500 400
0,1 700 250

Dans les deux solvants, les micelles coexistent avec des agrégats de micelles. Deux

possibilités existent pour expliquer ce phénomene [3]:

e Cette coexistence reléve d’un réel phénoméne thermodynamique et les différentes

morphologies observées se forment en fonction des différences d’énergie libre

entre elles.

o Cette coexistence refléete la dispersité de longueurs d’un des deux blocs, ici les XOS.

La présence d’oligomeres amphiphiles ayant le bloc XOS de longueurs de chaines

différentes génere différentes morphologies dans une méme solution.

De plus, dans le chloroforme, une différence de comportement est observée entre les XOS-

Ol et les XOS-Ric, en raison du groupement hydroxyle présent uniquement sur le segment

‘ricinoléate’. Or, dans I’eau, aucune différence de comportement entre les deux systemes

n’est observée puisque ce groupement hydroxyle est alors dans le coeur des objets et il ne

‘s’exprime’ pas.
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Partie B.

Propriétés tensioactives des oligomeres amphiphiles

Dans la partie A, il a été montré que les oligoméres amphiphiles synthétisés lors de ce travail de
thése s’organisent dans l'eau pour former des objets micellaires sphériques de diamétre

inférieur a 50 nm. Leurs propriétés tensioactives ont alors été étudiées.

Les tensioactifs sont des composés amphiphiles de tailles variables, définis par leur capacité a
diminuer les tensions interfaciales. Les deux propriétés importantes des tensioactifs
sont [12,13]:

e Leur capacité d’adsorption aux interfaces (air/liquide, liquide/liquide, solide/liquide, etc.)
qui détermine notamment leurs propriétés de mouillage et de dispersion (émulsions,
suspensions ou mousses). Les tensioactifs ont tendance a s’orienter et a se concentrer
aux interfaces afin d’accroitre les interactions attractives (partie hydrophile/eau, partie
hydrophobe/solvant organique). Or, le phénoméne d’adsorption conduit a la diminution
de la tension interfaciale. Par conséquent, I'énergie a apporter pour augmenter l'aire de
I'interface est plus faible donc la dispersion est favorisée. De méme, la tension
interfaciale entre un solide et un liquide est diminuée, I'étalement du liquide est
favorisée d’ou la propriété de mouillage.

e Leur capacité a former des micelles a partir d’'une certaine concentration, la CMC. Au-
dela de la CMC, l'interface liquide/air (solide/liquide, etc.) est saturée ; les molécules de
tensioactif en excés ont alors tendance a s’auto-assembler en micelles. Selon la polarité
du solvant, les chaines hydrophobes se retrouvent soit au coeur de la micelle, solvant
polaire, soit au contact du solvant s’il est apolaire : les uniméres et les micelles sont alors
en équilibre dynamique.

A la CMC, un changement de comportement du tensioactif est trés souvent observé : la tension
superficielle diminue trés fortement [12,14] et le pouvoir moussant augmente [15]. Plusieurs
méthodes existent pour déterminer la CMC, parmi elles la fluorimétrie et la méthode de la

goutte pendante.
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La CMC est donc un parametre important a déterminer pour caractériser les tensioactifs, I'autre
parametre important est la HLB (balance hydrophile-lipophile). En effet, la HLB permet de
chiffrer I'équilibre existant entre la partie hydrophile et la partie lipophile de la molécule de
tensioactif. Deux méthodes de calculs existent pour estimer la HLB d’une molécule. La premiére,
introduite par Griffin en 1954, est adaptée aux tensioactifs non-ioniques et est décrite par [16] :
HLB =20 * M,/M
Ou, My, est la masse molaire de la partie hydrophile
Et M est la masse molaire de la molécule.
D’aprés cette méthode de calcul, la HLB est comprise entre 0 et 20 et peut servir a prédire les
propriétés tensioactives de la molécule [16,17]:

e <10:insoluble dans I'eau

e >10:soluble dansl'eau

e 1,5a3:agentanti-mousse

e 3 a6 :émulsifiant eau dans huile (W/0)

e 7a9:agent mouillant

e 133 15: agent détergent

e 12316 : émulsifiant huile dans eau (O/W)

e 152 18: agent solubilisant

En 1957, Davies a développé une autre méthode de calcul basée sur les différents groupements
chimiques de la molécule [18]. Chaque groupement chimique se voit alors attribué une valeur
gu'’il est possible de retrouver dans des tables. Elle est décrite comme suit :

HLB=7+);mi * Hhi—zjnj * Hy

Avec mi, le nombre de groupes hydrophiles i

Hhi la valeur attribuée au groupement i

Et nj, le nombre de groupes lipophiles j

Hj la valeur attribuée au groupement j.

Les HLB de XOS-Ol et XOS-Ric ont été calculées comme environ égale a 15 selon la méthode de
Griffin. Toujours selon Griffin, ces molécules tensio-actives pourraient donc avoir des propriétés

en détergence, en solubilisation d’agents hydrophobes dans I'eau ou encore comme émulsifiant
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d’huile dans eau. Il est difficile de calculer leur HLB selon la méthode de Davies car toutes les
valeurs pour les fonctions présentent dans les systémes étudiés ne sont pas disponibles dans les

tables, ces derniéres ont néanmoins été estimées a environ 50.

Afin de mettre en perspective les résultats obtenus, les expériences réalisées sur le XOS-Ol et
XOS-Ric ont également été faites sur le Tween®80. En effet, leurs HLB équivalentes et les
caractéristiques moléculaires du Tween®80 sont proches de celles des systéemes étudiés : leurs
masses molaires sont proches (1310 g/mol pour le Tween®80 contre environ 2000 g/mol pour

les systemes étudiés) et leurs blocs hydrophobes sont en C18 (Figure 12).
0

O\//%p
0 o OH

HOf//\OZ O/\\%oﬁ

wHx+y+z=20

Figure 12. Structure du Tween®80

En revanche, la structure des blocs hydrophiles est différente. En effet, dans le cas du
Tween®80, la téte polaire est relativement mobile, déformable et de masse molaire moins
importante que celle des XOS-OI et XOS-Ric. La téte polaire du Tween®80 est plutdt sphérique
alors celle du XOS-Ric est plutét rectangulaire, linéaire et rigide (Figure 13). Notons que ce
tensioactif commercial est utilisé comme émulsifiant dans les produits alimentaires et

pharmaceutiques [14], ainsi que comme agent mouillant [12].

AW

Figure 13. Schéma du systéme XOS-Ric (a) et du Tween® 80 (b)
Les propriétés tensioactives des XOS-Ol et XOS-Ric ont alors été étudiées suivant quatre grandes

caractéristiques :

e détermination de la CMC par fluorimétrie,
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e mesures des tensions de surface a l'interface air/liquide en fonction de la
concentration en tensioactif par la méthode de la goutte pendante,

e mesures des angles de contact statique en fonction de la concentration en
tensioactif, ainsi qu’en fonction du substrat,

e détermination du pouvoir moussant par un protocole adapté du test de Ross-

Miles.

La CMC a été déterminée par fluorimétrie avec |'utilisation d’'une sonde, le pyrene [13,19,20].
Cette méthode s’appuie sur la dépendance de l'intensité des bandes du spectre d’émission a la
polarité du solvant (spectre représenté Figure 14). En effet, le pyréne posséde cing vibrations
vibroniques majoritaires dont la vibration | vers 370-375 nm (vibration interdite 0-0) qui est tres
sensible a I’'environnement et la vibration Ill vers 380-385 nm (vibration autorisée 0-2) qui est
quasi insensible. Dans un environnement apolaire, I'intensité de la vibration I (I;) va fortement
diminuer, permettant de mesurer la CMC. En effet, a faible concentration en tensioactifs il
n’existe pas de micelles, le pyréne est alors en milieu hydrophile. Puis, a partir d’'une certaine
concentration, il y a formation de micelles, le pyréne qui est hydrophobe va alors se loger au
centre des micelles, son environnement devient hydrophobe et le rapport I}/l diminue

brutalement.
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Figure 14. Spectre d'émission du pyréne dans I'eau a 2 uM (concentration faible et excitation a 334 nm pour
obtenir le spectre moléculaire du pyréne)

Les valeurs du rapport I)/l; sont donc tracées en fonction des concentrations étudiées afin de

déterminer la CMC, celle-ci correspondant au point d’inflexion de la courbe [20] (Figure 15 pour
le Tween®80, Figure 16 pour XOS-Ol et Figure 17 pour XOS-Ric). La CMC du Tween®80 a
également été mesurée car, en plus d’offrir un premier point de comparaison avec les systéemes

étudiés, cette mesure permet d’évaluer la fiabilité de la méthode choisie en comparant la CMC

obtenue a la CMC donnée par le fournisseur (entre 13 et 15 mg/L).
1,60
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i X
1,59 T
1,58 |
157 +

1,56

W/l
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1,55 |
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Figure 15. Evolution du rapport 1/l en fonction de la concentration de Tween®80
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Figure 16. Evolution du rapport 1,/1,,en fonction de la concentration de XOS-Ol
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Figure 17. Evolution du rapport 1/l en fonction de la concentration de XOS-Ric

100 mg/L pour le XOS-Ric.

Pour le La CMC Tween®80, la courbe en S caractéristique de cette méthode est retrouvée et la
CMC expérimentale est d’environ 10 mg/L, soit légerement inférieure donc a celle donnée par le
fournisseur. Concernant les oligomeéres amphiphiles synthétisés lors de ce travail de thése, la
courbe en S est moins bien définie et la plage de concentrations auxquelles I’équilibre unimeére-
micelle est observé est trés étendue, ce qui pourrait traduire un systéme trés dynamique. La

CMC expérimentale a tout de méme était déterminée a environ 260 mg/L pour le XOS-Ol et a
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La CMC massique des systemes XOS-0l et XOS-Ric est donc 10 a 26 fois plus élevée que celle du
Tween®80. Cet écart entre les CMC est d( au fait que, a blocs hydrophobes identiques, le bloc
hydrophile est plus grand dans le cas des oligomeres amphiphiles a base de xylane. En effet,
lorsque la taille du bloc hydrophile augmente, le nombre de liaisons hydrogene entre le
tensioactif et I'eau augmente et la solubilité du tensioactif dans I’eau augmente, de fait, la CMC
augmente [14,21]. La CMC massique du XOS-Ol est elle-méme 2,6 fois plus élevée que la CMC
de XOS-Ric. XOS-Ric présente donc une CMC bien inférieure a celle de XOS-0lI, ce qui pourrait
d’expliquer par la présence de ‘dimeére ricinoléate’ couplés a des oligomeres de xylane dans le

cas du XOS-Ric.

Les tensions de surface air/liquide ont été estimées par la méthode de la goutte pendante. Ces
mesures vont a la fois permettre d’observer un éventuel effet tensioactif des systemes étudiés

sur la surface air/liquide mais aussi de confirmer les CMC obtenues par fluorimétrie.

La gravité ainsi que la tension de surface déterminent la géométrie d’'une goutte. Hors de
I’équilibre physique de la goutte, ces forces dépendent respectivement du volume et de la
surface de la goutte, ce qui conduit le plus souvent a des gouttes sphériques. A I'équilibre, en
revanche, les forces s’annulent et la géométrie de la goutte dépend uniqguement de sa taille, de
la différence de densité entre le liquide et le fluide environnant — le plus souvent I'air —, et de la
tension de surface [13,22]. Ainsi, en faisant pendre une goutte d’une fine aiguille a I'aide d’une
seringue, il est possible, a partir de ses dimensions, de déterminer sa tension de surface. Les
valeurs de tension de surface sont tracées en fonction des concentrations étudiées afin de
déterminer la CMC, celle-ci correspondant au premier changement de pente important de la
courbe (Figure 18). Les CMC expérimentales déterminées par la méthode de la goutte pendante

correlent tout a fait a celles obtenues par fluorimétrie.
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Figure 18. Courbes exprimant la tension de surface en fonction de la concentration pour le Tween®80 (en
orange), le XOS-Ol (en bleu) et le XOS-Ric (en violet)

Quelque soit le tensioactif étudié, la Figure 18 montre que l'ajout de tensioactif permet
d’abaisser la tension de surface de l'eau. Afin de comparer les différents tensioactifs, la
différence de tension de surface entre I'eau pure et une solution a 10 g/L a été calculée. Ces
résultats montrent que le systéme XOS-Ric semble étre aussi performant que le Tween®80 alors
gue le systeme XOS-Ol le serait moins. Notons néanmoins que les courbes obtenues n’ont pas
I'allure attendue (diminution de la tension de surface puis pallier). Cela pourrait s’expliquer par
le fait que lors de la mesure des tensions de surface les molécules de tensioactifs n’étaient pas a

la surface de la goutte, I’équilibre n’était pas atteint [23].

Tableau 2. Tableau récapitulatif des différences de tension de surface (y) entre 'eau pure et une solution a 10 g/L
en tensioactif pour le Tween®80, XOS-0l et XOS-Ric

XOS-Ric XOS-Ol Tween®80

y eau pure (mN/m) 70 70 70
ya10g/L(mN/m) 38 52 43
Ay (mN/m) 32 18 27
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Des applications dans le domaine du traitement de surface sont envisagées pour les XOS-0l et
XOS-Ric, il est donc essentiel d’étudier leur capacité a mouiller différentes surfaces. Pour ce
faire, il a été choisi de mesurer les angles de contact entre une goutte de solution aqueuse de
tensioactif et un substrat sur laquelle elle a été déposée. Quatre substrats différents ont été
étudiés, a savoir, par ordre d’hydrophobicité croissant, du verre, du poly(téréphtalate
d’éthylene) (PET), du ruban adhésif de grande distribution type ‘scotch’ ainsi que du

polytétrafluoroéthyléne (PTFE).

Il se trouve que les solutions aqueuses de Tween®80 ainsi que de X0OS-0l et XOS-Ric mouillent
totalement le verre comme le montre la Figure 19. En effet, 'angle de contact étant inférieur a
10° le mouillage est considéré comme total : aucune mesure fiable ne peut étre réalisée. Seuls
les trois autres substrats feront donc I'objet d’une discussion. Les mesures d’angle de contact
ont été tracées en fonction de la concentration en XOS-0l, XOS-Ric et en Tween®80 pour les

trois substrats étudiés : PET en Figure 20, ruban adhésif en Figure 21 et PTFE en Figure 22.

Figure 19. Dépét d’une goutte de solution aqueuse de XOS-Ric a 2,5 g/L dans I'eau sur substrat verre
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Figure 20. Angles de contact entre le PET et une goutte des solutions aqueuses de tensioactif en fonction de la
concentration (Tween®80 en orange, XOS-Ol en bleu et XOS-Ric en violet).
L’angle de contact de I'eau pure est mesuré égal a 59,3°
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Figure 21. Angles de contact entre le ruban adhésif et une goutte des solutions aqueuses de tensioactif en
fonction de la concentration (Tween®80 en orange, XOS-Ol en bleu et XOS-Ric en violet).
L’angle de contact de I’eau pure est mesuré égal a 90,7°
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Figure 22. Angles de contact entre la surface de PTFE et une goutte des solutions aqueuses de tensioactif en
fonction de la concentration (Tween®80 en orange, XOS-Ol en bleu et XOS-Ric en violet).
L’angle de contact de I’eau pure est mesuré égal a 106,8°

Quel que soit le substrat étudié, le Tween®80 ou le XOS-Ric ont des effets similaires sur le
mouillage : la différence entre les angles de contact a chaque concentration est inférieure a 5°.
Ce qui indigque que I'ajout de XOS-Ric permet de mouiller aussi bien les différents substrats que
I'ajout de Tween®80. Le XOS-Ric est donc compétitif par rapport au Tween®80 en ce qui
concerne le mouillage de surface. De plus, I'ajout de tensioactifs entraine une diminution de
I'angle de contact et donc améliore le mouillage. Le XOS-Ol semble quant a lui moins
performant, ce qui est cohérent avec les observations réalisées sur la tension de surface

liquide/air.

La diminution de I'angle de contact observée peut s’expliquer par le phénomeéne d’adsorption.
En effet, a faible concentration, il y a peu de molécules de tensioactif a linterface
substrat/liquide, I'affinité entre le substrat, d’une certaine hydrophobicité, et le liquide est alors
relativement faible. L'étalement de la goutte n’est pas favorisé, d’ol une interface peu
développée : I'angle de contact est donc maximal. En revanche, lorsque la concentration en

tensioactif augmente, de plus en plus de molécules tensioactives se trouvent a la surface de la
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goutte et s’adsorbent a I'interface substrat/liquide, augmentant ainsi I’affinité entre le solide et
le liquide. Ainsi, I’énergie de surface du solide est diminuée, favorisant I'étalement de la goutte
et donc la surface de contact solide/liquide augmente, d’ou un angle de contact de plus en plus

faible [12].

Selon les substrats étudiés, deux comportements différents sont observés :

e Avec le PET (d’hydrophilie la plus élevée) et le PTFE (d’hydrophilie la plus basse), I'angle
de contact entame une diminution a une certaine concentration puis un plateau est
observé : comportement typique qui ne décrit que la modification de la tension de
surface

e Avec le ruban adhésif (d’hydrophilie intermédiaire), I'angle de contact diminue
régulierement a partir d'une certaine concentration sans atteindre de plateau:
comportement qui, en sus de la modification de la tension de surface, montre une

adsorption du tensioactif sur le substrat.

Le XOS-Ric pourrait donc potentiellement étre utilisé comme agent mouillant pour des
revétements de surface. Or, pour ce type d’application, des solutions concentrées en tensioactif
sont généralement utilisées, et il est nécessaire que ces solutions moussent le moins possible
afin d’assurer un contact optimal avec le substrat [24]. Le pouvoir moussant du XOS-Ric a donc
été évalué. Il est intéressant de comparer le pouvoir moussant de ces deux tensioactifs puisque

le Tween®80 est d’ores et déja utilisé comme agent mouillant [12].

Lors de la mise en solution du XOS-Ric dans I'eau, une mousse se forme a la surface du liquide.
Le XOS-Ric posséde donc une certaine capacité a mousser : un pouvoir moussant. Ce dernier
peut étre déterminé par le test de Ross-Miles, test normé [25], utilisé en industrie pour
caractériser les composés tensioactifs. La hauteur de mousse formée par le XOS-Ric dans I'eau
ainsi que sa stabilité ont été étudiées et comparées a la mousse formée par le Tween® 80

(Tableau 3).
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Tableau 3. Résultats de stabilité des mousses obtenues avec le XOS-Ric et le Tween®80 dans I’eau

Temps
(min) Hauteur (mm) Stabilité (%) Hauteur (mm) Stabilité (%)
0 23 100 10 100
1 20 84+5 3 303
2,5 19 78 £3 0 0
167 0 0 X X

Au temps initial, la hauteur de la mousse formée par le Tween®80 est plus importante que celle
formée par le XOS-Ric. De plus, aprés 2,5 minutes, la mousse obtenue avec le XOS-Ric a
totalement disparu alors que celle du Tween®80 est encore a 78% de sa hauteur initiale. Cette
derniere ne disparait qu’au bout de 167 minutes. La mousse obtenue avec le XOS-Ric apparait

donc plus fine et moins stable que celle formée avec le Tween®80.

Une mousse se forme lorsque des bulles d’air sont générées dans un liquide, augmentant la
tension superficielle a I'interface air/liquide. Les molécules tensioactives vont alors s’adsorber
aux interfaces air/liquide pour diminuer la tension de surface et ainsi stabiliser la mousse. La
vitesse d’adsorption dépend de la taille des molécules, ainsi plus les molécules sont petites plus
la vitesse d’adsorption est grande et plus vite I’équilibre est atteint.

Les bulles d’air se déplacent rapidement sous |'effet de la poussée d’Archimede et s"accumulent
a la surface libre du liquide, induisant un étirement des films de liquide qui se forment entre la
surface libre et les bulles, ainsi qu’entre les bulles elles-mémes. Ces films doivent alors résister a
I’étirement pour que la mousse soit stable : c’est |'effet Gibbs-Marangoni (Figure 23).
L’étirement du film liquide engendre une augmentation locale de la tension de surface. Il existe
alors un gradient de tension superficielle entre la zone étirée du film et la zone adjacente. Ce
gradient provoque la migration de molécules tensioactives de la couche adsorbée adjacente

vers la zone étirée du film, moins peuplée [15,24].

Le XOS-Ric, possédant une téte polaire plus importante et plus rigide que le Tween®80, est

moins mobile. Par conséquent la mousse formée par celui-ci est plus fine et moins stable.
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zone adjacente i zone étirée i zone adjacente

avec Vy le gradient de tension superficielle

Figure 23. Effet Gibbs-Marangoni : le gradient de tension superficielle entraine la migration des molécules
tensioactives. Adapté de Salager et Choplin (2008) [24]
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Conclusion

Les oligoméres amphiphiles, XOS-Ol et XOS-Ric, présentent des propriétés d’auto-assemblage
a la fois dans le chloroforme et dans I’eau. Quel que soit le solvant, ces systémes forment
des objets de tailles micellaires (d = 50 nm) qui vont s’associer entre eux pour former des
agrégats dont la taille varie avec la concentration. Ces agrégats sont régis par des
associations assez faibles pour étre en équilibre dynamique puisque les mémes objets sont
obtenus quelle que soit la méthode de préparation des solutions utilisées : dissolution
directe ou dilution. Ills peuvent étre éliminés par dilution ou filtration

Ce phénomene d’agrégation est d’autant plus marqué dans le chloroforme, spécialement
pour le systéme avec le segment ‘ricinoléate’ puisque les groupements hydroxyle présents
en surface des micelles inverses vont créer des interactions hydrogene entre les différents
objets et ainsi favoriser I'agrégation.

Dans l'eau, il y a formation de micelles directes et I'agrégation est moins marquée car il
existe peu d’interaction entre les différents objets : ce sont les XOS, trés solubles dans
I’eau, qui sont a la surface des objets. Les systéemes sont alors plus proches de leur état

d’équilibre.

La CMC des systemes XOS-Ol et XOS-Ric ont été déterminées a 260 mg/L et 100 mg/L,
respectivement. Ces valeurs de CMC assez élevées qui peuvent s’expliquer par la rigidité du bloc
XOS. Les propriétés tensioactives des oligomeres amphiphile ont été étudiées par la mesure de
la tension de surface liquide/air en fonction de la concentration et par la mesure de I’évolution
des angles de contact en fonction de la concentration sur trois substrats plus ou moins
hydrophiles. Le XOS-Ric est aussi performant que le Tween®80 en ce qui concerne I'abaissement
de la tension de surface liquide/air et le mouillage, sans compter que son pouvoir moussant est
moindre ce qui est un atout non négligeable dans le domaine des revétements de surface. De
plus, le bloc hydrophile du XOS-Ric est bio-sourcé, a contrario du Tween®80. LE systeme XOS-0lI

semble quant a lui moins performant.
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L'objectif de cette these était de trouver une nouvelle voie de valorisation des xylanes du bois,
coproduits potentiels de l'industrie papetiere, par la synthése de nouveaux polyméres
amphiphiles. La conception de nouveaux matériaux polymeres issus d’hémicelluloses présente

un fort intérét en raison du caractere biocompatible et biodégradable de ce polysaccharide.

Dans ce contexte, la premiére partie du travail a été consacrée aux xylanes.

Tout d’abord, des xylanes de hétre ont été completement caractérisés par des techniques
d’analyse classiques telles que la chromatographie d’exclusion stérique ou encore Ia
spectroscopie RMN. Différents lots de xylanes de hétre ainsi que des xylanes de bouleau ont
ainsi pu étre caractérisés et comparés. Les xylanes que nous avons utilisés, ou plus précisément
les 4-O-méthyleglucuronoxylanes, sont extraits en milieu alcalin, et sont par conséquent
désacétylés. Tous les xylanes étudiés sont trés similaires et se différencient par leur degré de

polymérisation et leur nombre de motifs acide méthylglucuronique (MeGIcA).

Ces xylanes ont ensuite été hydrolysés en milieu acide dilué pour obtenir des xylo-
oligosaccharides (XOS) bien définis. Dans une approche en faveur d’une industrialisation,
I’'hydrolyse acide a été privilégiée par rapport a I’'hydrolyse enzymatique, en raison de sa
simplicité de mise en ceuvre et de son faible co(t. La mise en place d’un plan d’expériences pour
I'optimisation des conditions d’hydrolyse a permis de mettre en évidence la présence de deux
fractions : les xylanes solubilisés, faciles a hydrolyser, et les xylanes agrégés. Parmi tous les
paramétres étudiés, concentration en xylanes, concentration en acide, température et durée de
réaction, la température est le parametre le plus influant. Conjointement a I'optimisation des
conditions d’hydrolyse (0,7 M d’acide sulfurique, pendant 45 minutes a 90°C), les conditions de
purification du produit d’hydrolyse I'ont également été. Toujours en vue d’une industrialisation
potentielle, une méthode simple et économique de purification par précipitation sélective a

I’éthanol a été privilégiée.

L'étude de I'hydrolyse des xylanes en milieu acide dilué a révélé, de maniére surprenante,
I’obtention de XOS, de masse molaire d’environ 3000 g/mol (calibration pullulane), stables dans
la gamme des conditions d’hydrolyse utilisée. En réalisant I’"hydrolyse sur différents lots de

xylanes, il a aussi été démontré que I'obtention de ces XOS, particulierement stables dans ces
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conditions douces, est reproductible. Une caractérisation compléte de ses XOS, par RMN et
MALDI-TOF, montre que ces oligomeres ont principalement 6 unités xylose par chaine, avec une
seule unité MeGIcA positionnée a I'extrémité non-réductrice. Malgré les efforts entrepris a la
compréhension de ce phénomene, le mécanisme permettant I'obtention de ces XOS particuliers
reste non élucidé.

Les XOS ont été fonctionnalisés sur leur extrémité réductrice par amination réductrice. Cette
réaction, réalisée dans I'eau, a permis d’apporter deux nouvelles fonctionnalités aux XOS, i.e. un
groupement azoture et une fonction allyle. L'amination réductrice, déja beaucoup étudiée, en
particulier au laboratoire avec des dextranes et hyaluronanes, est quantitative sur les XOS
comme il a été démontré par les analyses RMN DOSY. Ces fonctionnalités, azoture et allyle, sont
réactives par chimie ‘click’ et ont permis d’entreprendre le couplage de ces XOS fonctionnels a
d’autres blocs par cyclo-addition de Huisgen et couplage thiol-éne respectivement. Le choix de

blocs hydrophobes conduira a des composés amphiphiles.

Parallélement, les xylanes extraits de hétre ont aussi été modifiés par oxydation au periodate de
sodium dans le but d’amener, de maniére contrélée, un certain nombre de fonctions aldéhyde
le long de la chaine. L"étude de I'oxydation a montré qu’il était possible d’oxyder les xylanes
sans dépolymérisation en utilisant 5 mol.% et 20 mol.% de periodate. De méme, aucune
dépolymérisation n’a été observée jusqu’a 80°C permettant ainsi d’augmenter la cinétique de la
réaction. Enfin, en réalisant I'oxydation sur différents lots de xylanes, il a aussi été démontré
gue la réaction est reproductible. Les fonctions aldéhyde ainsi introduites pourront permettre
I'introduction de nouveaux groupements fonctionnels, analogues a ceux introduits sur les XOS,
par amination réductrice. Un couplage de ces xylanes fonctionnels a d’autres blocs, porteurs de

la fonction antagoniste, permettrait d’accéder a des copolyméres de morphologie en ‘peigne’.

La seconde partie du travail a donc consisté a synthétiser les blocs a fonctions

antagonistes aux XOS fonctionnalisés azoture et allyle, puis a réaliser les couplages.

Des dérivés d’acide gras ont été choisis comme blocs a coupler aux XOS fonctionnels. Ces
derniers présentent les avantages d’étre hydrophobes et bio-sourcés. De plus, leur valorisation
comme monomeres fonctionnels a déja été étudiée, notamment au sein de notre équipe. Des

esters méthyliques d’oléate et de ricinoléate ont alors été modifiés soit par thiol-eéne avec
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I’éthanedithiol soit par transestérification avec le butyn-1-ol, pour apporter une fonctionnalité

thiol ou alcyne respectivement.

Ces dérivés d’acide gras ont ainsi pu étre couplés aux XOS fonctionnels. Le couplage thiol-ene a
été employé pour lier les XOS fonctionnalisés allyle aux dérivés d’acide gras fonctionnalisés
thiol. Les conditions opératoires de ce dernier ont été optimisées jusqu’a atteindre une
conversion satisfaisante mais non totale. Il pourrait néanmoins étre intéressant d’étudier les

propriétés physico-chimiques de ce mélange oligomére amphiphile/XOS.

Le couplage azoture-alcyne ou cycloaddition de Huisgen a été employé pour lier les XOS
fonctionnalisés azoture aux dérivés d’acide gras fonctionnalisés alcyne. Cette réaction, déja
employée dans beaucoup d’études sur les polysaccharides, en particulier au laboratoire, a
permis d’obtenir de maniere rapide les oligomeres amphiphiles, soit avec le segment ‘oléate’
soit avec le segment ‘ricinoléate’. Les propriétés physico-chimiques de ces derniers ont ainsi pu

étre étudiées.

Les copolymeéres obtenus par couplage azoture-alcyne s’auto-assemblent en solution, a la fois
dans I'eau et dans le chloroforme, et forment des micelles homogenes. Leur auto-assemblage se
fait spontanément par dissolution directe sans étape préalable, notamment sans |'utilisation
d’un co-solvant nécessitant une étape de dialyse, trés chronophage. Ce phénomene est
probablement favorisé par la mobilité des chaines grasses. Ces micelles ont tendance a
s’associer pour former des agrégats. Néanmoins, les associations régissant cette agrégation sont
assez faibles pour permettre un équilibre dynamique et ainsi éliminer les agrégats par simple
dilution ou filtration. Il est envisageable d’extruder les solutions pour obtenir des micelles bien
homogenes, sans agrégat. Des analyses complémentaires, type SLS ou AFM, pourraient étre
effectuées afin de caractériser plus finement les objets obtenus. De plus, il serait opportun

d’étudier la ségrégation de ces objets en masse.
Enfin, les propriétés tensioactives de ces copolymeres ont été étudiées par mesure de tension

de surface, mesure d’angles de contact et estimation du pouvoir moussant. Les CMC des

oligomeéres amphiphiles XOS-Ol et XOS-Ric ont été mesurées a 260 mg/L et 100 mg/L,

234



respectivement par fluorimétrie avec le pyrene. Ces oligomeres amphiphiles sont comparables
au Tween® 80 en termes de HLB et de masses molaires. XOS-Ric semble posséder des propriétés
tensioactives similaires a ce dernier et pourrait donc potentiellement le concurrencer de par son

caractére bio-sourcé. XOS-Ol semble quant a lui étre moins performant que le Tween® 80.

Sur le plan fondamental, quelques questions restent en suspens dont la plus importante
concerne I'obtention de XOS. Il serait intéressant d’élucider par quel mécanisme il est possible
de former des XOS stables dans des conditions douces d’hydrolyse dont la structure est
contrélée, avec une seule unité MeGIcA positionnée a I'extrémité réductrice. Pour cela, il serait
intéressant d’isoler les différents produits de I’'hydrolyse, mais aussi ceux issus de la réaction de

peeling, afin de les caractériser finement.

Sur le plan appliqué, I'étude physico-chimique des polyméres devra aussi étre approfondie pour
envisager certaines applications précises telles que I’'encapsulation de principes actifs. L'étude
de la biodégradabilité, ainsi que celle de la biocompatibilité, des copolyméres doivent aussi étre
effectuées. Il semble également opportun de faire une étude des propriétés nutritionnelles et

biomédicales des XOS afin de les valoriser autrement.

Outre ses perspectives, il est aussi important de s’intéresser a la conception d’autres
copolymeres. D’un c6té, il est possible d’étudier I'influence de la longueur du bloc hydrophobe
sur les propriétés physico-chimiques des copolymeéres a blocs, et ainsi élargir le champ des
applications possibles. De I'autre, la voie ‘oxydation au periodate de sodium’ devrait conduire a
des copolymeres en peigne. Les propriétés de ces polymeéres seraient alors tres différentes de

celles des copolymeéres a blocs et ils pourraient étre utilisés pour le revétement de surfaces.

En conclusion, ce travail propose une réponse originale aux questions concernant la valorisation
des coproduits potentiels de l'industrie papetiére et de la bioraffinerie forestiere. Le
développement d’un tel projet nécessite une approche pluridisciplinaire basée sur la chimie du
bois et plus particulierement des polysaccharides, la chimie des matériaux et la physico-chimie

des systémes auto-assemblés.
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Partie A.
Matériels et Méthodes

L’éthanedithiol (95%), le 3-butyn-1-ol (97%) et le sulfate de magnésium sont fournis par Acros

Organics.

L'oléate de méthyle (MeOl, 96%), la benzyle amine (98%), I'allyle amine (98+%), le sulfate de

sodium, I'ascorbate de sodium, et le sodium tetrahydridoborate sont fournis par Alfa Aesar.

Le lot 8 de xylanes de bouleau est fourni par le FCBA.

Le ricinoléate de méthyle (MeRic, 99%) est fourni par Nu-Chek Prep.

L'anhydride acétique, le thiodéne, le sulfate de cuivre, ainsi que les hydroxydes de baryum, de

potassium et de sodium sont fournis par Prolabo.

Les lots 1 a 4 de xylanes de hétre (X-4252, 290%), le lot 7 de xylanes de bouleau (X-0502, >290%),
le furfural (298%), I'acide chlorhydrique, I'acide acétique, 'azoture de sodium, le chlorure de
sodium, le periodate de sodium (299,8%), le tétrahydruroborate de sodium, le cyanoborohydrure de
sodium, le phosphate de sodium dibasique, le bromure de potassium, le Tween® 80, le pyrene
(99%), I'’hydroxylamine chlorhydrate, le 2-chloroéthylamine hydrochlorate, le 1-
methylimidazole, le 2,2-dimethoxy-2-phenylacetophenone (DMPA, 99%), le 1,5,7-
triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene (TBD, 98%), ainsi que le chloroforme, le cyclohexane, I'acétonitrile,
I'acétate d’éthyle, le diéthyle éther, le méthanol (MeOH), I'isopropanol (iPrOH), le diméthyle
sulfoxide (DMSO), le dichlorométhane (DCM), le tétrahydrofurane (THF), sont fournis par Sigma
Aldrich.
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Symrise

Les lots 5 et 6 de xylanes de hétre sont fournis par Symrise.

TAAB

L'acétate d’uranyle dibasique est fourni par TAAB.

VWR International

L’éthanol (96%, EtOH), I'acide sulfurique (95%), I'acétone, I'iodure de potassium, le thiosulfate
de sodium, I'éthyléne glycol, le nitrate de sodium et I'acide éthylene diamine tétraacétique

(EDTA) sont fournis par VWR International.

Tous les réactifs sont utilisés sans purification supplémentaire. Les solvants utilisés sont de

qualité ‘réactif’ sauf ceux utilisés pour la GC et HPLC qui sont de qualité chromatographique.

Il. Spectroscopies

I.1. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)
Toutes les analyses (excepté la DOSY) sont réalisées a 298 K sur un appareil Bruker AVANCE |
équipé d’une sonde directe 5 mm qui opéere a 400.20 MHz et 100.63 MHz respectivement pour
'H et *C. Les déplacements chimiques sont calibrés grace au signal du TMS a 298 K. Les spectres

sont ensuite traités par le logiciel Bruker Topspin.

1.L1.1.  Des xylanes et leurs dérivés
Pour chaque analyse RMN, 20 mg d’échantillon bien sec sont solubilisés dans 0,5 mL de D,0
(Eurisotop ; 99,9 atom%D). Les différents parametres d’acquisition pour la RMN 1D sont

résumés dans le Tableau 1.

Tableau 1. Parameétres d'acquisition RMN Het ®c pour les xylanes et dérivés des xylanes

Impulsions | Temps acquisition Nombre de Fenétre Nombre de
(°) + relaxation (s) scans spectrale (Hz) points
Proton 30 4+20 128 8 000 65 000
Carbone 30 1,5+2 4096 20 000 65 000
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Les spectres obtenus par HSQC éditée (proton-detected Heteronuclear Single-Quantum
Correlation) sont acquis sur une largeur spectrale de 20 000 Hz pour le carbone et 4000 Hz pour
le proton avec 1024 points de données; 256 incréments collectés et un délai entre deux
impulsions de 1,5 s. L’acquisition est faite avec le programme d’impulsion hsqcedetgpsisp2.3 de
la base de données Bruker Topspin. La valeur de constante de couplage pour le transfert de

polarisation correspond a la valeur moyenne *Jc.; de 145 Hz.

Pour les mesures de diffusion, des analyses de type DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) sont
réalisées a 298 K sur un spectrometre Bruker AVANCE IIl HD 400 équipé d’une cryosonde
Prodigy fonctionnant a 400.33 MHz. Cette sonde de 5 mm est capable de produire des gradients
dans la direction z d’une force de 53,5 G.cm™. L’acquisition est faite avec le programme
d’impulsion ledbpgp2s de la base de données Bruker Topspin. La force des gradients est
linéairement incrémentée en 32 étapes de 5 % a 95 %. Les durées maximales du gradient de 1,5
ms et 100 ms, sont utilisées pour le temps de diffusion. Un temps de relaxation de 3 secondes
entre deux impulsions est utilisé. Le traitement des données est effectué avec 8192 points dans
la dimension F2 et 64 points dans la dimension F1 avec le logiciel Topspin. Sur la carte DOSY la
premiere dimension (axe horizontal) correspond aux déplacements chimiques et la deuxieme
dimension (axe vertical), au coefficient de diffusion. Deux molécules de taille et de mobilité
différentes, sont alors séparées sur la carte DOSY selon leur coefficient de diffusion D. La
calibration du champ est réalisée a 25°C en utilisant le coefficient de diffusion du solvant:

H,0+D,0 4 19,0 x 10° m?.s™[1,2].

1.L1.2.  Des dérivés d’acide gras
Pour chaque analyse RMN, environ 20 mg du dérivé d’acide gras est solubilisé dans 0,5 mL de
CDCl; (Eurisotop ; 99,5 atom%D). Les différents paramétres d’acquisition pour la RMN 'H sont

résumés dans le Tableau 2.
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Tableau 2. Parametres d'acquisition RMN H pour les dérivés d’acide gras

Impulsions | Temps acquisition Nombre de Fenétre Nombre de

(°) + relaxation (s) scans spectrale (Hz) points

Proton 65 000

I.2.  Spectrométrie d’absorption UV-Visible

Les spectres UV-visible sont enregistrés sur un spectrometre PERKIN ELMER (modele Lambda

18) en utilisant des cuves en quartz de 10 mm d’épaisseur (100-QS, Hellma® Analytics).

I.3.  Spectrométrie Infra-Rouge

Les spectres IR sont enregistrés sur un spectrométre FTIR Thermo Nicolet (modéle Avatar 370

FT-IR). Les spectres sont acquis en mode transmission a partir de pastilles KBr.

11.4. Désorption-ionisation laser assistée par matrice

a analyseur a temps de vol (MALDI-TOF)
Les analyses de masse MALDI-TOF sont réalisées au CESAMO (ISM, Université de Bordeaux) sur
un appareil Voyager (Applied Biosystems). L’appareil est équipé d’un laser pulsé N, (337 nm) et
d’une source d’ionisation assistée par une matrice avec un analyseur a temps de vol. Les
spectres sont enregistrés en mode positif grace a un réflectron avec un voltage d’accélération
de 20 kV. Les échantillons et la matrice acide 2,5-dihydroxybenzoique (Fluka Chemika ; 2,5-DHB
>98,5%) sont solubilisés dans I'eau a 10 g/L. Les solutions sont ensuite préparées a un ratio
volumique matrice: échantillon de 10:1. Finalement, 1 a 2 pL de la solution sont déposés sur

plague qui est séchée sous vide.

I1.5. lonisation par électronébulisation (ESI)

Les analyses de masse ESI sont réalisées au CESAMO (ISM, Université de Bordeaux) sur un
appareil QStar Elite (Applied Biosystems). Le spectromeétre est équipé d’une source ESI et les

spectres sont enregistrés en mode positif. Laiguille pour I'électrospray est maintenue a 4500 V
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et opéere a température ambiante. Les échantillons sont introduits par injection par une boucle

d'échantillonnage de 20 ml dans un flux de méthanol réglé a 400 mL/min.

lll.L1. En phase liquide a haute performance (HPLC)
Les analyses HPLC sont réalisées a température ambiante sur un appareil Thermo équipé de
colonnes Grace Prevail Carbohydrate ES 5 um (250 mm x 4,6 mm) et d’un détecteur LT-ELSD
(Sedere, Sedex 85), dont la nébulisation est réglée a 45°C (gain 8, filtre 8 secondes). Les analyses
sont réalisées avec un gradient acétonitrile/eau (de 80 :20 a 75 :25 en 30 minutes) a un débit de

1 mL/min. Le volume d’injection est fixé a 10 pL.

lll.2.  En phase liquide flash (FC)
Les analyses FC sont réalisées sur un appareil Grace Reveleris® équipé de colonnes Grace
Reveleris® Silica 40 um (4 g) et de détecteurs ELSD et UV (254 et 280 nm). Les analyses sont
réalisées avec un gradient DCM/méthanol (de 100 :0 pendant 5 minutes a 20 :80 en 2 minutes

puis 20 :80 pendant 3 minutes). Le volume d’injection est fixé a 5 mL.

lll.3. En phase gazeuse (GC)
I.3.1.  GC-FID des xylanes
Pour les analyses en GC-FID, environ 2 ulL de sucres acétylés sont injectés en mode ‘splitless’
dans I'appareil de GC (GC 8000, Fisons Instruments) équipé d’une colonne Rtx-2330 (Restek). Le
programme du four utilisé est : 195°C pendant 4 min puis montée en température a 2,5°C/min
jusqu’a 225°C puis maintien de la température pendant 2 min. Le gaz vecteur utilisé est I'azote.
Les standards utilisés pour la calibration de la GC, i.e. glucose, xylose, arabinose, galactose, et

mannose sont fournis par Fluka Chemika et le myo-inositol par Sigma Aldrich.
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11.3.2.  GC-FID des dérivés d’acide gras

Les analyses en GC des corps gras sont réalisées a I'lTERG sur un appareil Shimadzu (GC-2010
plus) équipé d’une colonne capillaire ZB-5HT (INFERNO, 15 m x 0,25 mm ID, 0,1 um d’épaisseur)
et d’un détecteur a ionisation de flamme (FID a 380°C). Un volume de 1 pL est injecté en mode
‘spitless’ et le gaz vecteur utilisé est I'hydrogene (débit de 1,17 mL/min). Le programme utilisé
est : 60°C pendant 3 min puis montée en température a 10°C/min jusqu’a 370°C et maintien de
la température pendant 12 min.

Les échantillons bruts a analyser sont préalablement silylés par un mélange N,O-
bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide/trimethylchlorosilane, dilués dans l'isooctane et injectés

dans les conditions précédentes.

ll.4. Par exclusion stérique (SEC)

I1.4.1.  SEC-RI des xylanes
e Caractérisation des MGX natifs (chapitre 1) et optimisation des conditions d’hydrolyse
(chapitre Il) :

L’appareil (Spectra-Physics Analytical) est équipé de trois colonnes TSK gel G3000PW G4000PW
G3000PW (TOSOH BIOSCIENCE) et d’'un détecteur Rl (model RID-10A, Shimadzu). La calibration
est effectuée avec des standards de calibration pullulane (pullulanes fournis par Polymer
Standards Service pour les masses molaires les plus faibles (M,, = 342-22800 g/mol) et par
Showa Denko pour les masses molaires les plus élevées (M,, = 5900-375000 g/mol)). Les

échantillons sont solubilisés dans I'éluent (H,0, pH 12) a 6 g/L et le débit est réglé a 0,7 mL/min.

e Reproductibilité de I’hydrolyse (chapitre Il) et chapitre lll :
Le méme appareil (Spectra-Physics Analytical) est équipé de deux colonnes TSK gel G3000PW
G2000PW (TOSOH BIOSCIENCE) avec le détecteur Rl (model RID-10A, Shimadzu). La calibration
est effectuée avec les mémes standards de calibration pullulane. Les échantillons sont cette
fois-ci solubilisés dans un tampon phosphate (NaNO3 0,2M, Na,HPO,4 0,01M, pH 9) a 6 g/L et le

débit est réglé a 0,5 mL/min.
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111.4.2.  SEC-RI/MALLS des xylanes

L’appareil (PU-980, Jasco) est équipé de trois colonnes PL aquagel-OH (aquagel-OH guard 8um,
aquagel-OH 30 8um, aquagel-OH 40 8um) fournies par Polymer Laboratories. Les détecteurs
utilisés sont un détecteur RI (Optilab rEX, Wyatt Technology) et un détecteur par diffusion de la
lumiere laser multi angles (MALLS) (658 nm, DAWN HELEOS-Il, Wyatt Technology). Les
échantillons sont solubilisés dans un tampon phosphate (NaNOs 0,2M, Na,HPO,4 0,01M, pH 9) a
6 g/L et le débit est réglé a 0,6 mL/min.

Les équations impliquées en diffusion de la lumiére font apparaitre un incrément spécifique
d'indice de réfraction, dn/dc, qui dépend de I'espéce analysée et du solvant. Ce dernier a été
déterminé expérimentalement pour les MGX en tampon phosphate, en utilisant une gamme de
concentrations allant de 1 a 10 g/L, au moyen d’un réfractomeétre différentiel (Optilab rEX,

Wyatt Technology) opérant a 658 nm et a 25 °C.

I11.4.3.  SEC-RI/UV des dérivés d’acide gras
L'appareil (PL-GPC 50, Polymer laboratories — Varian) posséde un détecteur Rl intégré et est
équipé de quatre colonnes TSK gel HXL-L (guard column, 6.0 mm ID x 4.0 cm L) G4000HXL (7.8
mm ID x 30.0 cm L) G3000HXL (7.8 mm ID x 30.0 cm L) G2000HXL (7.8 mm ID x 30.0 cm L) de
chez TOSOH BIOSCIENCE ainsi que d’un détecteur UV (K-2501, Knauer). Les échantillons sont
solubilisés dans le THF (avec 0,2 vol.% de 1,2,4-trichlorobenzéne, Sigma Aldrich, comme
marqueur de débit) a 10 g/L et le débit est réglé a 1 mL/min (THF comme éluant). L’analyse est
réalisée a 40 °C. La calibration est effectuée avec des polystyrénes sulfonés (EasiVial PS-M 2mL

tri-pack, Agilent technologies).

IV.1. Analyse thermogravimétrique (TGA)
Les analyses TGA sont réalisées sur un appareil TGA-Q50 (TA Instruments) de 30 a 800°C a une
vitesse de 10°C/min sous atmosphére inerte (azote). Pour le xylane natif (chapitre 1) et les XOS
(chapitre II), en fin de montée, a 800 °C, le gaz vecteur inerte est changé pour passer sous

oxygene et obtenir le taux de cendres.
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IV.2. Calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Les analyses DSC sont réalisées sur un appareil Q100 (TA Instruments). Pour chaque échantillon,
deux montées et une descente en température ont été réalisées a 10°C/min. Les températures
de transition vitreuse et/ou de fusion ont été calculées a partir du thermogramme obtenu lors
de la seconde montée. Tous les échantillons ont été analysés entre -80°C et 130°C pour

s’assurer de la non-dégradation de la partie xylane.

Les analyses en DLS sont réalisées sur un appareil Malvern Nano ZS ZetaSizer équipé d’un laser
HeNe standard a 632,8 nm. Les mesures sont effectuées a 25°C, sous un angle de 90°. Les tailles
des particules ainsi que les distributions en taille sont déterminées par la méthode des

cumulants (second ordre).

Les images TEM sont acquises au BIC (Bordeaux Imaging Center) sur un microscope FEI TECNAI
12 travaillant a 120kV et équipé d’'une caméra GATAN Orius 11 MP. Les échantillons sont
préparés par dépot direct d’une goutte de solution a 1 g/L sur des grilles en carbone (maille de
200). Pour le chloroforme, la goutte est laissée sécher entierement alors que pour I'eau, le reste
de liquide est enlevé par absorption sur papier filtre aprés 1 minute 30. Aprés séchage, une
goutte de solution d’acétate d’uranyle (pureté, fournisseur) dans I'eau (10 g/L) a été déposée.

Apres 1 minute 30, le reste de liquide est enlevé par absorption sur papier filtre.

Les mesures d’intensité de fluorescence du pyréne sont réalisées sur un fluorimetre Fluoromax-
4 (Horiba Scientific). Les solutions aqueuses étudiées, contenant du pyréene, sont excites a 334
nm et le spectre d’émission est enregistré entre 365-400 nm avec un point tous les 0,5 nm. Les
ouvertures de fente sont résumées dans le Tableau 3.
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Partie expérimentale

Tableau 3. Réglages des ouvertures de fente du fluorimétre

Excitation 3,0 3,0
Emission 1,5 1,5

VIIl. Goniometre

Les mesures de tension de surface et d’angles de contact sont réalisées sur un goniometre Kriss

DSA100 équipé d’une caméra (J1H High Speed Camera) munie d’un capteur CCD type 8420. Le

logiciel Drop Shape Analysis V.1.90.1.14 est utilisé pour traiter les données.
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Partie expérimentale

Partie B.
Modes opératoires

I Chapitre |

I.1. Ultrafiltration

Une solution de xylanes a 50 g/L est préparée la veille pour s’assurer que les xylanes soient bien
solubilisés. La solution est gardée la nuit sous agitation magnétique.

L'ultrafiltration est ensuite réalisée par filtration tangentielle avec le systeme de filtration
Tandem 1082, de Sartorius Stedim Biotech. La premiére membrane utilisée est une membrane
hydrosart 0,45 um (Sartocon Slice 200, 3081860602W—SW, Sartorius Stedim Biotech). La
solution est récupérée, puis filtrée par une membrane polyéthersulfone de 300 kDa (Sartocon
Slice 200, 3081467902E—SW, Sartorius Stedim Biotech). En fin de filtration, les perméat et

rétentat sont récupérés (Figure 1), pesés, et séchés.

Figure 1. Photo illustrant les rétentat et perméat aprés passage sur la deuxieme membrane a 300 kDa

1.2 Hydrolyse totale
Les xylanes sont hydrolysés selon un protocole adapté de la norme Tappi T249 cm-85 [3]. Le
xylane (1 g) est solubilisé dans 10 mL d’acide sulfurique concentré (72%) et gardé a température
ambiante sous agitation magnétique pendant 4 heures. Ensuite 300 mL d’eau distillée sont
ajoutés et le mélange est chauffé a reflux pendant 4 heures supplémentaires. Le mélange est

alors laissé au repos pour son refroidissement puis filtré sur un verre fritté n°4. Le filtrat est
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neutralisé par une solution d’hydroxyde de baryum saturée et la solution est centrifugée pour
précipiter BaSO4 (a 2600 g soit 4500 rpm, pendant 10 min a 10°C; modele CR4-12, Jouan). Le

surnageant est alors récupéré et lyophilisé.

1.3. Acétylation

Une fois secs, les monomeres obtenus par hydrolyse totale sont solubilisés dans I'eau distillée a
5 g/L. Une solution (40 pL) de myo-inositol dans I'eau a 11,3 g/L est ajoutée a 200 pL de cette
solution sont ajoutés a 40 pL. Puis, 1 mL d’une solution de NaBH; dans le DMSO a 20 g/L est
finalement ajouté et le mélange est agité pendant 90 minutes a 40°C. Puis, 210 ulL d’acide
acétique, 2 mL d’anhydride acétique et 200 uL de 1-méthylimidazole sont ajoutés et le tout est
agité encore 10 minutes. Finalement 5 mL d’eau distillée sont ajoutés [4]. Les monomeres

acétylés sont ensuite extraits par 2 mL de dichlorométhane, et directement injectés en GC.

I.1. Synthése des XOS

Les xylanes (500 mg ou 1 g) sont solubilisés dans 10 mL d’une solution diluée d’acide sulfurique
(entre 0,2-2,0 M selon les expériences). La solution est placée a agiter a température modérée
(70-90°C) et pour un certain temps qui varie en fonction de I'expérience (entre 10 et 420
minutes). La solution est mise a refroidir dans un bain de glace puis neutralisée avec une
solution d’hydroxyde de baryum saturée. Aprés centrifugation (2600 g, 4500 rpm, 10 min, 10°C;
modele CR4-12, Jouan), pour enlever le sulfate de baryum, le surnageant est lyophilisé. Les

conditions utilisées pour I'’étude de I'hydrolyse ont été inspirées de la littérature [5-8].

Pour purifier les XOS, le lyophilisat est remis en solution dans I'eau a 100 g/L et de I'éthanol est
ajouté au milieu pour atteindre 90 vol.% d’éthanol dans la solution finale [9,10]. La solution est
laissée sous agitation magnétique environ 20h puis centrifugée (2600 g, 4500 rpm, 15 min, 5°C;
modele CR4-12, Jouan). Le précipité est récupéré et la purification est réitérée a l'identique.

Finalement, le précipité est séché sous vide. La concentration de la solution initiale dans I'eau
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Partie expérimentale

ainsi que la fraction volumique d’éthanol ont été modifiées pour optimiser la purification

(chapitre I1.B.II).

1.2. Dosage du furfural
La concentration en furfural est estimée par la mesure de I'absorbance a 277 nm a 'aide d’un
spectrometre UV tel que le décrit la norme NF T 12-008 [11]. Une courbe de calibration est mise
au point pour des solutions de furfural avec des concentrations allant de 4,0 a 12,0 pug/mL.
Brievement, 110 mg du produit d’hydrolyse est dissous dans 2mL d’eau déionisée pour

atteindre une concentration comprise dans la gamme de la calibration.
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Figure 2. Courbe de calibration pour la détermination de la quantité de furfural

I.3. Réaction de peeling
Les XOS sont solubilisés dans une solution d’hydroxyde de sodium (18%) a une concentration de
6 g/L. La réaction est réalisée sous agitation magnétique a 43°C pendant 420 minutes [12], puis

neutralisée par de I'acide chlorhydrique diluée a 0,6 M pour finalement étre lyophilisée.
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lni.1. Oxydation au periodate de sodium

L’'oxydation au periodate des xylanes est effectuée selon une méthode adaptée de Gomez et al.
(2007) [13]. Le xylane ultrafiltré (250 mg) est dissous dans 15 mL d’eau distillée, puis sont alors
ajoutés 2,5 mL de solution de periodate de sodium. Des concentrations en periodate allant de
0,03 M a 0,59 M sont utilisées afin d’atteindre un taux de periodate de 5, 20 ou 100 mol.% par
rapport aux unités xylose. De I'eau déionisée est ensuite ajoutée jusqu’a ce que la solution
atteigne un volume total de 25 mL. La solution est agitée dans le noir pendant 6h dans un bain
thermostaté a 25°C. Le periodate n’ayant pas réagi est alors détruit avec 250 pL d’éthyléne
glycol. Des fractions de solution sont collectées périodiquement pour suivre la consommation
du periodate.

Le xylane oxydé est ensuite purifié par précipitation. Le produit est précipité par I'addition de 38
mg de chlorure de sodium et de 63 mL d’éthanol. Le précipité est collecté par centrifugation,
puis re-dissous dans 13 mL d’eau déionisée. Du NaCl (25 mg) et de I’éthanol (38 mL) sont
ajoutés, et la solution est centrifugée. Le procédé est finalement répété en utilisant 25 mg de
NaCl et 25 mL d’acétone. Le précipité est lavé dans 13 mL d’éthanol sous agitation pendant 20

minutes, centrifugé, et séché sous vide a température ambiante.

Le protocole est adapté lors des études de la température et de la concentration en xylane, ainsi

que lors de I'oxydation des oligomeres de xylane (chapitre llIl.A.ll et 111).

ln.2. Suivi de la consommation du periodate
I.2.1.  Titrage iodométrique
A 1 mL d’aliquot sont ajoutés 5 mL d’une solution d’iodure de potassium (0,2 g/mL) et trois
gouttes d’acide sulfurique concentré (95%). Le diiode généré est ensuite titré avec une solution
standard de thiosulfate de sodium, en employant le thiodéne comme indicateur coloré. La
méme procédure est répétée sur une fraction d’l mL de solution quenchée avec 1 mL
d’éthylene glycol. La quantité de periodate de sodium consommée est donnée par [14]: Ngiioge —

Ndiiode (quenchée) OU N est le nombre de moles.
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I.2.2.  Suivi par absorbance
La concentration en periodate de sodium est directement estimée par mesure de I'absorbance a
225 nm [15] avec un spectrométre UV Lambda 18 (Perkin Elmer). Une courbe de calibration est
préalablement construite a partir de solution de periodate de concentrations allant de 1,0.10”
M a 2,5.10® M (Figure 3). Des fractions de la solution sont collectées a des temps précis puis
diluées pour atteindre une valeur de concentration comprise dans la gamme de calibration. La

solution est placée dans une cellule de quartz de 3 mL.

3,0
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2,0

Absorbance a 225nm
&

0,54

0,0 T T T T T
0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020 0,00025 0,00030

Concentration en périodate de sodium (mol/L)
Figure 3. Courbe de calibration pour la méthode spectrométrique a 225 nm

11.3. Titrage des aldéhydes a I’hydroxylamine chlorhydrate
La détermination du nombre d’aldéhyde peut étre réalisée selon la méthode de I’hydroxylamine
chlorhydrate [16]. Les xylanes oxydés (30 mg) sont dissous dans 25 mL d’une solution
d’hydroxylamine chlorhydrate a 0,25 M. La solution est agitée a 50°C pendant 6 heures. Le
mélange est ensuite titré a I'aide d’une solution d’hydroxyde de sodium 0,01 M par suivi pH
métrique. Le volume équivalent est alors estimé grace aux calculs des dérivées premieres

(maximum) et seconde (valeur nulle). Le degré d’oxydation est alors donné par la relation :

DO = n xylose oxydé - n aldéhyde extrémité réductrice

n xylose initial

, n aldéhyde total n HCl Veq*[NaOH]
avec: n xylose oxydé = . =—== .
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m introduite

et: n aldéhyde extrémité réductrice = T . ,
DP*(M anhydroxylose+ M acide glucuronique)

avec x : le nombre d’unités xylose pour un MeGIcA, soit 10 pour les xylanes du lot 4, 8 pour les

xylanes du lot 6 et 4 pour les oligoméres,

m introduite

et: n xylose initial = . , .
M anhydroxylose+ p M acide glucuronique

11.4. Synthése de I’azoture d’aminoéthyle
L'azoture d’aminoéthyle n’étant pas disponible commercialement, il est synthétisé par
substitution nucléophile de I'azoture de sodium sur le 2-chloroéthylamine hydrochlorate [17].
L’hydrochlorate est solubilisé dans I'eau (133 g/L) a 80°C puis 3 équivalents d’azoture sont
ajoutés au mélange laissé sous agitation a 80°C sous reflux pour la nuit. Le mélange est ensuite
ramené a température ambiante puis a 0°C par |'utilisation d’un bain de glace. De I'hydroxyde
de potassium (masse identique a celle de chlorate utilisée) est ajouté. Aprés totale dissolution
des sels, l'azoture d’aminoéthyle est récupéré par extraction au diéthyléther. La phase
organique est ensuite récupérée, séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et évaporée pour

récupérer I'azoture (rendement d’environ 20 mol.%).

lI.5. Amination réductrice
Les xylanes et oligomeéres oxydés sont solubilisés dans de I'eau déionisée a 10 g/L. Pour les
oligomeres non oxydés, ils sont préparés a 100 g/L au regard de leur meilleure solubilité dans
I’eau. L'amine (benzylamine, azoture d’aminoéthyle ou allylamine a 7,5 équivalents) est ajouté,
suivie par I'addition de cyanoborohydrure de sodium (NaBHsCN, 7,5 équivalents). La solution est
agitée a 50°C pendant 3 jours. Le mélange est ensuite purifié par trois précipitations a I’éthanol
(1 :10) successives. Une fois centrifugé, le produit est séché sous vide a température ambiante.

Le protocole a été optimisé d’aprés celui utilisé au laboratoire [18].

IV.1. Réaction de thiol-ene
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Les esters gras (MeOl ou MeRic) sont solubilisés dans le méthanol a 50 g/L. L’éthanedithiol (5,
10 ou 20 équivalents) est ajouté au mélange sous agitation magnétique, suivi de la DMPA (0,1
équivalent). Le tout est laissé agiter 15 minutes dans le réacteur UV (365 nm, UV-F400, Panacol-
Elosol). La solution est séchée sous vide puis le mélange est purifié par chromatographie flash

(rendement de 88 %).

IvV.2. Réaction de transestérification
Les esters gras (MeOl ou MeRic) sont mis a réagir en masse avec le butynol (10 équivalents) et le
catalyseur (TBD, 0,1 équivalent). Le mélange est placé a 100°C sous agitation magnétique et
sous atmospheére inerte (flux d’azote) pendant 4h. Le mélange est ensuite placé sous vide
dynamique puis laissé a 100°C pour 4h de plus. Il est ensuite purifié par extraction
liquide/liquide (éthyle acétate/eau, 4:1). La phase organique est finalement séchée sur Na,SO,,

filtrée puis séchée (rendement de 75 %).

IV.3. Couplage thiol-éne
Il s’agit du protocole final, apres optimisation des conditions détaillées dans le chapitre IV.B.1).
Les XOS fonctionnalisés par le groupement allyle sont mis en solution a agiter dans le méthanol
a 50 g/L la veille. Le mélange est placé dans le réacteur UV (365 nm, UV-F400, Panacol-Elosol) et
les esters gras fonctionnalisés thiol (15 équivalents) ainsi que le catalyseur (DMPA, 0,75
équivalent) sont ajoutés au mélange en 5 fois toutes les heures. Le mélange est agité dans le
réacteur UV 19h de plus. La solution est séchée sous vide, le produit est ensuite lavé a I’éthanol

(2X) puis au cyclohexane (72 % de rendement).

IvV.4. Couplage azoture-alcyne
Les XOS fonctionnalisés par un groupement azoture sont mis en solution a agiter dans le DMSO
a 100 g/L a 30°C la veille. Les esters gras fonctionnalisés alcyne (1 équivalent) sont mélangés a
un volume minimum de DMSO puis ajoutés au mélange. Aprés 15 min, le sodium ascorbate (3,5
équivalents) est ajouté suivi du CuSO,4 (3,5 équivalents) 10 min aprés. La solution est laissée

agiter pendant 20-25 heures a 30°C. Le mélange est ensuite dialysé (MWCO : 100-500 D,
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Spectra/Por®Biotech) 4-5 jours dans l'eau, avec de I'EDTA les deux premiers jours, puis

lyophilisé (= 30% de rendement).

V.1. Détermination de la CMC par fluorimétrie

Les solutions de tensioactifs en présence de pyrene sont préparées comme suit. Tout d’abord
une solution de pyréne dans I'éthanol 3 5.10° M (Mpyrene=202,25 g/mol) est préparée en agitant
la solution au moins 24 heures a I'abri de la lumiére. La solution mére eau/éthanol, pyréne a
1.10° M (10 pL de la solution dans I’éthanol ajoutée a 490 mL d’eau déminéralisée) est ensuite
préparée, toujours a I'abri de la lumiere, en agitant au moins 48 heures de plus. Enfin, les
solutions de concentration voulue sont obtenues par simple dilution en agitant au moins 48
heures de plus a I'abri de la lumiere. Les spectres d’émission de fluorescence du pyréne sont
enregistrés a différentes concentrations a 'aide d’un fluorimétre (voir Partie A-VII) et le rapport

I/l peut étre mesuré.

V.2. Mesure des tensions de surface

Des solutions aqueuses de Tween® 80 et XOS-AA-Ric sont préparées par dilution d’'une solution
meére a 10 g/L. Les solutions sont agitées au moins une nuit pour que I'équilibre soit atteint.

Les mesures de tension de surface sont réalisées par la méthode de la goutte pendante. La
goutte est obtenue par une micro seringue équipée d’une aiguille de diamétre 1,8 mm (Kriss
NE45), directement fixée au goniometre. Le goniometre, équipé d’une caméra, permet de
prendre un cliché au moment ou la goutte est sur le point de tomber, puis la goutte est analysée
a I'aide du logiciel ‘Drop Shape Analysis v.1.90.1.14’. L'opérateur décide du meilleur moment
pour prendre le cliché.

Les mesures sont réalisées au moins cinq fois afin de s’affranchir d’éventuelles erreurs
d’observation. Pour s’assurer de la répétabilité de la mesure, certains points choisis

aléatoirement sont refaits a plusieurs jours d’écart.

256



V.3. Mesure des angles de contact
Des solutions aqueuses de Tween® 80 et de XOS-AA-Ric a différentes concentrations ont été
préparées par dilution d’'une solution mére a 10 g/L. Les solutions sont agitées au moins une
nuit pour que I'équilibre soit atteint.
Les mesures d’angles de contact sont réalisées sur le goniometre sur lequel une micro seringue
équipée d’une aiguille de diametre 0,5 mm (Kriiss NE44) est fixée. Une goutte de 5 pL de la
solution est alors déposée sur le substrat et la caméra permet de filmer la goutte. Les angles de
contacts, entre le liquide et le substrat, sont alors calculés par le logiciel ‘Drop Shape Analysis
v.1.90.1.14’. Quatre types de substrats ont été choisis :

e lames de verre de microscope

e PET, découpé en salle blanche, ne présentant aucun défaut de surface

e ruban adhésif « Invisible Tape —184.835 » de la marque LYRECO

e PTFE norme BS 7786 :1995 grade L, préalablement fixé sur des lames de verre, lavé a

I’acétone puis séché a Iair libre dans le but de garantir la propreté de la surface

Le choix s’est fait selon trois critéres : I’hydrophobie du substrat, sa simplicité d’utilisation et sa
disponibilité.
Au moins cing mesures ont été réalisées pour chaque point afin de s’affranchir d’éventuelles
erreurs d’appréciation de la part de I'opérateur ou de défauts de surface ponctuels invisibles a

I’écran.

V.4. Test de Ross-Miles
Le test de Ross-Miles est un test dérivé de la norme ASTM D1173-53 [19]. Ce protocole est
adapté aux quantités disponibles. Ainsi, 100 mL d’une solution agueuse de Tween® 80 et de
XOS-AA-Ric a 0,1% massique sont versés dans 25 mL de cette méme solution d’une hauteur de
45 cm. La hauteur de mousse formée est ensuite suivie au cours du temps. La stabilité de
mousse correspond au rapport entre la hauteur de mousse au temps t et la hauteur au temps

initial.
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