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Introduction Générale

Les polymeéres amphiphiles se caractérisent par des propriétés physicochimiques trés différentes
comparées aux polymeres purement hydrophiles, dues au greffage de chainons hydrophobes sur leur
squelette hydrophile. En effet, en solution aqueuse, les groupements hydrophobes s’associent via
des interactions inter et/ou intramoléculaires au sein de microdomaines. De ce fait, les polyméres
amphiphiles appartiennent a la classe des polymeéres associatifs. Cette organisation particuliere de
leurs chaines en solution aqueuse se traduit par des propriétés viscosifiantes et épaississantes
inédites dées lors qu’ils sont introduits en quantité suffisante.

Du fait de leur caractere amphiphile, ces polymeéres modifiés présentent un fort potentiel en tant
gu’agent stabilisant dans le domaine de la formulation. Cette spécificité apparait d’autant plus
prometteuse que l'utilisation de tensioactifs de faible poids moléculaire, classiquement utilisés pour
disperser et stabiliser les gouttelettes d’huile, s’avere de plus en plus controversée due a des

considérations toxicologiques et environnementales.

La majorité des modifications visant a apporter un caractére amphiphile décrites dans la littérature
concernent des polymeres linéaires qui adoptent une conformation de type pelote flexible en
solution. Peu d’études s’intéressent a conférer ce type de propriétés a des polymeéres plus complexes
en termes de structure et/ou de conformation, comme le xanthane. Le xanthane est un
hétéropolysaccharide anionique hydrophile obtenu par fermentation de sucre en présence d’une
bactérie. Il est connu pour ses propriétés épaississantes importantes ainsi que pour son caractére
fortement rhéofluidifiant. De plus, le xanthane a la particularité d’adopter deux conformations
distinctes en solution : I'une sous forme ordonnée hélicoidale semi-rigide a basse température et
force ionique élevée, et I'autre sous forme désordonnée de type pelote flexible a haute température
et/ou trés faible force ionique. La transition conformationnelle ordre-désordre est réversible et

s’accompagne d’une modification des propriétés rhéologiques du polymere en solution.

L’objectif principal de cette thése consiste a déterminer I'impact de la conformation adoptée par le
xanthane pendant le processus de greffage des groupements alkyles, sur ses propriétés associatives

en solution aqueuse ainsi que sur ses propriétés stabilisantes en émulsion.

Les travaux présentés dans ce manuscrit de thése se sont articulés selon trois grands axes. Le
premier axe consiste a développer un protocole opératoire permettant de greffer des chaines
hydrophobes sur les fonctions acide carboxylique du xanthane sous forme désordonnée. Le
deuxieme se focalise sur la caractérisation des propriétés en solution de ces nouveaux polyméres,

notamment rhéologiques. Le but est de pouvoir les comparer a celles des polymeres modifiés sous
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forme ordonnée et de conclure sur linfluence de la rigidité de la chaine sur les propriétés
associatives. Puis, dans un troisieme axe, les xanthanes amphiphiles modifiés sous forme ordonnée
et sous forme désordonnée ont été utilisés pour la préparation d’émulsions Huile dans Eau (H/E) afin

de tester leur capacité a la stabilisation de celles-ci.

Ce manuscrit est composé de trois chapitres :
1- Etude bibliographique

Le premier chapitre est consacré a |’étude bibliographique et se compose de 3 parties. Tout d’abord,
la premiere partie présente le xanthane, le polysaccharide choisi pour cette étude, ses différentes
conformations ainsi que ses propriétés en solution aqueuse. Puis, une deuxiéme partie s’intéresse
aux polymeres amphiphiles, en se focalisant sur leur comportement rhéologique en solution
aqueuse. Différents exemples de modification chimique du xanthane ayant pour but de lui conférer
des propriétés amphiphiles sont décrits dans cette partie. Enfin, la derniére partie présente des
concepts généraux concernant les émulsions. Notre intérét sera focalisé sur les mécanismes de
déstabilisation des émulsions, sur les différentes techniques permettant de les mettre en évidence
ainsi que sur la description des différentes stratégies disponibles afin d’obtenir des émulsions stables

dans le temps.

2- Matériel et méthodes
Le deuxieme chapitre est dédié aux protocoles de modification chimique du xanthane sous forme
désordonnée et sous forme ordonnée ainsi qu’au protocole de formulation. Les différentes
techniques de caractérisation développées au cours de cette thése seront présentées que ce soit
pour le xanthane modifié hydrophobiquement en solution (RMN, dichroisme circulaire et rhéologie)

ou en émulsions (granulométrie, microscopie et rhéologie).

3- Résultats et discussion

Le troisieme chapitre décrit les principaux résultats obtenus et s’appuie notamment sur trois articles

publiés ou en cours d’évaluation.

La premiére partie compare le comportement des xanthane modifiés hydrophobiquement sous
forme ordonnée et désordonnée en solution. Plus particulierement, on cherche a mettre en évidence
la relation entre organisation des chaines amphiphiles en solutions et propriétés observées. Cette
partie s’appuie sur la publication intitulée « Chemical modification of xanthan in the ordered and
disordered states: an open route for tuning the physico-chemical properties » publiée dans le journal

Carbohydrate Polymers®.
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La deuxieme partie s’intéresse a l'application des xanthanes amphiphiles a la stabilisation des
émulsions. Dans un premier temps, nous avons étudié leur pouvoir émulsifiant et stabilisant, ainsi
que les phénomeénes régissant la stabilisation/déstabilisation des émulsions contenant du xanthane
modifié sous forme ordonnée. Les résultats obtenus dans cette partie sont présentés dans la
publication intitulée « Hydrophobically modified xanthan: thickening and surface active agent for

highly stable oil in water emulsions » acceptée dans Carbohydrate Polymers®.

Puis, dans un deuxieme temps et dans la continuité des travaux présentés dans cette thése, nous
avons déterminé I'impact de la rigidité du squelette ainsi que de la longueur de la chaine alkyle
greffée sur les propriétés stabilisantes en émulsion. Cette partie, intitulée «Qil in water emulsion
stabilized by hydrophobically modified xanthan: impact of the grafted chain length and the backbone

stiffness», a été soumise pour publication.

Une étude complémentaire regroupe des résultats préliminaires qui ont permis d’approfondir la
compréhension des phénomenes régissant la formation, la stabilisation et la déstabilisation des

émulsions contenant du xanthane modifié.

Pour finir, les conclusions principales de ces travaux de these seront présentées ainsi que quelques

perspectives.
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Chapitre 1 : Bibliographie

1. Xanthane : structure et propriétés

2. Polymeéres amphiphiles

3. Emulsions
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Introduction

L'objectif de ce premier chapitre est de rappeler quelques concepts généraux nécessaires a la
compréhension de cette étude et de positionner le sujet de these par rapport a la bibliographie

actuelle.

Les polysaccharides sont des polymeres constitués de sucre d’origine végétale ou biosynthétique.
Leurs propriétés épaississantes et gélifiantes attirent I'intérét scientifique et industriel dans de
nombreux domaines. Parmi ces polysaccharides, notre intérét s’est porté sur le xanthane. En effet, le
xanthane a la particularité d’adopter en solution aqueuse et selon les conditions opératoires deux
conformations distinctes. L'une sous forme ordonnée hélicoidale rigide et I'autre sous forme
désordonnée de type pelote flexible, se caractérisant notamment par des propriétés rhéologiques
différentes. La description de la structure du xanthane ainsi que de ses propriétés en solution fait

I'objet de cette premiére partie.

Depuis les années 1980, de nombreux auteurs se sont intéressés a la modification chimique des
polysaccharides dans le but de leur conférer un caractere amphiphile. Par la présence de parties
hydrophiles et hydrophobes, ces polymeéres ont tendance a s’auto-associer en solution, induisant de
ce fait des propriétés inédites. Cependant, ces études concernent principalement des
polysaccharides avec une structure linéaire et qui adoptent une conformation de type pelote flexible
en solution. Peu d’études s’intéressent a des polysaccharides plus complexes, que ce soit au niveau
de leur structure ou de leur conformation en solution. Ainsi, les propriétés du xanthane en font un
bon candidat pour I'étude de I'impact de la rigidité de la chaine sur les propriétés associatives en
solution aqueuse. Les caractéristiques des polysaccharides amphiphiles, ainsi que la modification
chimique du xanthane permettant d’obtenir des xanthanes modifiés hydrophobiquement sont

décrites dans la deuxiéme partie de ce chapitre.

De par leur caractére amphiphile, ces nouveaux polysaccharides offrent des applications potentielles
intéressantes a la stabilisation des émulsions. L’un des plus gros challenge lié aux émulsions concerne
leur stabilisation. En effet, les émulsions sont des systémes thermodynamiquement instables et
nécessitent I'ajout de molécules, souvent ampbhiphiles, pour stabiliser I'interface eau/huile mais
également d’agent épaississants dont le réle est de contréler la viscosité de la phase continue. La
troisieme et derniere partie de ce chapitre décrit les notions de bases concernant les émulsions ainsi
que les différentes techniques employées pour les stabiliser, notamment [utilisation des

polysaccharides amphiphiles.
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Partie 1 : Xanthane : structure et propriétés

1.1. Généralités sur le xanthane

Vers la fin des années 1950, Allene R. Jeanes® du département américain de I’Agriculture découvre
gu’en présence de sucre, une bactérie isolée des feuilles de chou, Xanthomonas campestris, est

capable de produire un polysaccharide extracellulaire, la gomme de xanthane.

L'intérét industriel de ce nouveau polysaccharide se dessine rapidement et repose notamment sur
ses propriétés rhéologiques exceptionnelles. Le xanthane posséde un important pouvoir épaississant
méme pour de faibles concentrations en polymere, ainsi qu’un caractere fortement rhéofluidifiant. Il
est soluble en solution aqueuse a chaud et a froid. Ces solutions sont stables pour une large gamme
de concentration (jusqu’a 150 g/L en NaCl), de température (jusqu’a 90°C) ainsi que de pH (entre 2 et
11)*. Une autre propriété intéressante du xanthane concerne sa capacité a interagir avec d’autres
polysaccharides comme les galactomannanes (caroube, guar ..). En effet, leur addition a des
solutions de xanthane entraine une augmentation synergique de la viscosité. C’'est-a-dire que les

mélanges possédent une viscosité bien supérieure a celles des solutions de polysaccharides seuls™®.

Dés 1964, le procédé de production permettant d’obtenir la gomme de xanthane est développé par
I'entreprise Kelco. Le xanthane est alors le 2°me polysaccharide microbien a étre exploité
industriellement aprés le dextrane. Brievement, le xanthane est obtenu par la fermentation aérobie
de la bactérie Xanthomonas campestris dans un milieu de culture contenant une source de carbone
(comme le glucose ou I'amidon), d’azote et différents sels (magnésium, calcium ...). La réaction se
déroule a une température comprise entre 28 et 32°C pour un pH situé entre 6.5 et 7.5, jusqu’a
consommation totale de la source de carbone. Le mo(t obtenu est alors stérilisé thermiquement afin
de tuer les bactéries restantes, puis purifié par précipitation dans I'isopropanol. Le xanthane est alors
récupéré par filtration ou centrifugation, séché, broyé et finalement conditionné sous forme de
poudre’. De nombreux paramétres peuvent affecter le procédé de production (nature des sources,
température, pH ..) ® et auront un impact sur le produit final (masse molaire, structure chimique ...).
De plus, le xanthane possede un colt de vente, lié au principalement a la production, relativement
élevé par rapport aux autres gommes. Pour ces différentes raisons, de nombreux auteurs se sont

. s 3 N . . . s s . —12
intéressés a I'optimisation du procédé de fermentation” .

Dans I'objectif d’'une application dans l'industrie alimentaire ou pharmaceutique, les propriétés
toxicologiques et d’innocuités du xanthane ont fait I'objet de recherches approfondies. Ces derniéres
attestent de son caractere non toxique et n’altérant pas la croissance. Il est également non
sensibilisant et ne provoque pas d’irritation de la peau ou des yeux™. Ainsi, en 1969, la gomme de

xanthane est approuvée pour son usage alimentaire aux Etats-Unis par la FDA (Food and Drug
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Administration). Puis, en 1980, la CEE (European Economic Community) inscrit le xanthane sous le

numéro E 415 en tant qu’additif alimentaire.

De nos jours, avec une production annuelle est estimée a 30000 tonnes par an'’, c’est le

polysaccharide le plus vendu.

Les propriétés du xanthane suggérent des applications intéressantes en tant qu'agent de contréle de
la viscosité dans les systéemes aqueux ou en tant que stabilisant pour les émulsions et les
suspensions. De plus, issu de ressources renouvelables, il présente I'avantage d’étre biodégradable et
biocompatible. Ainsi, ses domaines d'application couvrent un large spectre. L'une de ses applications
majeures est I'industrie alimentaire. Utilisé en faible quantité, le xanthane permet de contréler la
texture, la viscosité, I'aspect et les propriétés rhéologiques du produit final. Il est utilisé pour les
assaisonnements de salade, les sauces, les boissons ou encore les plats surgelés*’>. Le xanthane
trouve également des applications en cosmétique (creme, dentifrice...), en agroalimentaire
(amélioration de la capacité de pulvérisation des produits phytosanitaires et de leur adhérence®),
pour les produits détergents (tolérance élevée vis-a-vis des acides et des produits alcalins) ou encore

a la récupération assistée du pétrole™.

1.2. Structure du xanthane

Le xanthane est un hétéropolysaccharide anionique hydrophile. Comme la plupart des
polysaccharides naturels, le xanthane posseéde une masse molaire élevée (= 10° g/mol).

La structure chimique du xanthane est illustrée en Figure 1. Ce polymeére est constitué d’un
squelette cellulosique linéaire de B-1,4-D-glucose dont une unité sur deux est substituée en C3 par
une chaine triosidique comportant un a-D-mannose, un acide B D-glucuronique et un B-D-mannose

terminal®’.

OH
acide HO OH o
pyruvate glucuronique | O o
o} o
OH n
acide
pyruvique i
OH
acétate
Acide
B-D-mannose B-D-glucuronique a-D-mannose

Figure 1 : Structure chimique du xanthane

Le xanthane possede également des groupements acétate et pyruvate sur le carbone 6 du mannose
interne et sur les carbones 4 et 6 du mannose terminal, respectivement, et dont les proportions

. . Yo 1 ey e . 17,1
varient en fonction de la nature de la souche bactérienne®, des conditions de fermentation®'”*° ou
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encore des traitements de post-fermentation®. De plus, la proportion de ces deux groupements a un
impact sur les propriétés du polymere en solution (voir le paragraphe 1.3.1.).

Plus récemment, des travaux menés par Kool et al.?®** ont abouti a I'identification de motifs de

substitutions supplémentaires. Pour ces auteurs, la seule présence de |'acétate sur le a-D-mannose
ne permet pas une stabilisation suffisante de la structure hélicoidale. Ainsi, le mannose terminal peut

également étre substitué par un groupement acétate (voir la Figure 2). Ces résultats ont été

confirmés par Abbaszadeh et al.”.

CH,0H CH;O0H
[ A —\ 9\
Ry=H or COCH ) o
1 3 A M “n
R,R; = H OH | OH
or
coo” CH,0R
S - \; L__o o

R;R; = °C L
~ e Hs H QH o |
or — ]

R,=H; Ry = COCH,

CH,0R, o on

Figure 2 : Structure chimique du xanthane selon Kool et al.*!

Le xanthane doit son caractere anionique a la présence de deux acides carboxyliques le long de la
chaine latérale, a savoir un acide glucuronique et un acide pyruvique, situé sur le mannose terminal.
Leur proportion par unité de répétition, notamment pour l'acide pyruvique, est dépendante du degré

de substitution en pyruvate. Le xanthane possede donc des capacités d’échange de protons en

solution”*,
Dans les produits commerciaux, ces fonctions sont souvent sous forme carboxylate, et saponifiées

par des ions Na*, K* ou Ca®*. La forme neutralisée peut étre ensuite convertie en forme acide par

échange d’ions ou bien par dialyse contre une solution acide.

1.3. Conformation en solution

1.3.1 Transition conformationnelle ordre — désordre
Le xanthane adopte en solution aqueuse et selon les conditions opératoires, deux conformations
distinctes® : I'une sous forme ordonnée hélicoidale trés rigide et I’autre sous forme désordonnée de
type pelote flexible, se caractérisant par des propriétés rhéologiques différentes®. Cette transition
conformationnelle ordre - désordre réversible est définie par une température de transition Tm.
Plus particulierement, le xanthane issu directement du mo(t de fermentation sans aucun traitement

thermique est dit sous sa forme native. L'augmentation de la température du milieu au-dessus de Tm
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et/ou un milieu contenant une trés faible concentration en sel ([NaCl] < 10 M) entraine le passage

de cette forme native a une conformation désordonnée ou dite dénaturée. Le passage de I'état natif

27,28

a dénaturé est irréversible. Le xanthane est donc peu étudié sous sa forme native”". Si le milieu est

refroidi en dessous de Tm ou si la concentration en sel est suffisante ([NaCl] > 10™* M), le xanthane
adopte de nouveau une conformation ordonnée mais différente de la forme native, cette forme est

dite renaturée. Cette fois-ci, le passage de I'état dénaturé a renaturé est réversible®.

Outre la dénaturation thermique, la conformation désordonnée du xanthane est également observée
dans le cadoxen®®, un solvant fortement alcalin constitué d’hydroxyle de sodium, de cadmium et

d’ethylenediamine, et capable de dissoudre la cellulose.

Il existe de nombreuses techniques permettant de mettre en évidence les différentes conformations

31,32 31,33

adoptées par le xanthane en solution telles que la polarimétrie® ", le dichroisme circulaire®*, Ia

35-37 28,38,39 31,32 u

conductimétrie®®, la microscopie a force atomique®~’, la rhéologie ou encore la RMN n

exemple est présenté en Figure 3.
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Figure 3 : Mise en évidence des deux conformations du xanthane et de la Tm par polarimétrie et

RMN (issue de Foss et al.*)

La température de transition conformationnelle, Tm, dépend de différents paramétres comme le pH,
la concentration en sel mais également de la structure primaire, notamment le degré de substitution

en acétate et en pyruvate. La Tm est, néanmoins, indépendante de la concentration en polymere®>!.

- ’augmentation de la force ionique entraine un renforcement de la structure hélicoidale du

3240 En effet, la présence des cations

xanthane, permettant ainsi une meilleure stabilité thermique
permet d’écranter les charges négatives présentes sur les chaines latérales du xanthane, entrainant

une réduction des répulsions électrostatiques entre ces groupements. Il y a alors réduction du
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volume hydrodynamique et I'obtention d’une chaine plus rigide donc plus stable thermiquement. Cet

effet est encore plus marqué avec des cations divalents.

- De fagon similaire, la diminution du pH induit un décalage de la Tm vers de plus hautes

températures**.

- Des études ont été réalisées en retirant partiellement ou totalement les groupements
pyruvate et acétate afin de conclure quant a leur impact sur la stabilisation de la forme ordonnée et

donc sur la Tm*4%%3

. La présence des charges négatives des groupements pyruvate induit des
répulsions électrostatiques et des contraintes stériques qui déstabilisent I’'hélice. Ainsi, plus le
xanthane sera riche en pyruvate, plus sa Tm sera basse.

En revanche, les fonctions acétate permettent de stabiliser la structure hélicoidale, principalement
par des interactions apolaires ou par des liaisons hydrogéne entre ces groupements et le squelette

cellulosique®®**, entrainant une augmentation de la Tm lorsque leur proportion est plus importante.

Selon les conditions expérimentales et la nature de I’échantillon étudié, la Tm varie entre 40 et plus

de 100 oc32,45,46

1.3.2. Structure secondaire du xanthane

Si la structure primaire du xanthane est bien définie, sa structure secondaire fait encore I'objet d’un
débat controversé, notamment pour la forme native et la forme renaturée. Depuis des années, de
nombreuses études ont été menées dans le but de statuer sur la nature exacte de cette structure.
Néanmoins, les différents auteurs s’accordent sur la conformation désordonnée du xanthane sous

forme de pelote flexible.

o Alétatsolide
La diffraction des rayons X est la seule technique permettant de caractériser la structure ordonnée

des polysaccharides sous forme de fibres a I’échelle atomique.

Cette approche a été employée par Moorhouse et al.”’. Les résultats obtenus ont montré une hélice
droite a 5 unités de répétition par tour (notée 5,) et d’'une hauteur de 4,7 nm comme présentée en

Figure 4 a.

lIs en concluent que sous forme ordonnée le xanthane est constitué d’une hélice simple stabilisée par

I"alignement des chaines latérales le long du squelette cellulosique.

Cependant, ces résultats sont en opposition avec ceux reportés pour le xanthane sous sa forme
solide par Okuyama et al.”®. En effet, pour ces auteurs, il s’agit d’'une double hélice 5, composée de
deux brins antiparalléles d’une hauteur de 4,7 nm et stabilisée via des liaisons hydrogénes

intermoléculaires, comme illustrée par la Figure 4 b.
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. . Antiparallel 5,
5, single helix double helix

Figure 4 : Structures ordonnées du xanthane proposées a partir de la modélisation informatique des

données de diffraction des rayons X : (a) une simple hélice*’ (b) une double hélice antiparalléle *.

Les données expérimentales obtenues sont en accord avec les deux modeles proposés : simple ou
double hélice. Ainsi, la diffraction des rayons X ne donne pas de preuve concluante sur la

conformation ordonnée du xanthane a I’état solide.

o Ensolution aqueuse
En solution, deux conformations ordonnées du xanthane ont également été observées : une simple
et une double hélice, sans pour autant pouvoir valider 'un des modeles avec certitude. Il est
important de rappeler que l'étude de la conformation du xanthane dépend des facteurs
expérimentaux mais également de [I'historique de [I'échantillon considéré (conditions de
fermentation, traitements post fermentation ...), 'étude de chaines isolées ou bien d’agrégats,

pouvant ainsi expliquer les différences observées dans les données de la littérature.

Tout d’abord, certains auteurs sont en faveur d’'un modele d’une structure secondaire du xanthane
constituée d’une simple hélice. Cette théorie est basée sur des études attestant que les

changements de conformation sont dus a des réarrangements intramoléculaires.
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Tout d’abord, en 1977, Morris et al.>* observent par différentes techniques (polarimétrie et
dichroisme circulaire) que la transition conformationnelle est indépendante de la concentration en
polymeére et en concluent que le xanthane sous sa forme ordonnée est constitué d’un seul brin.

Puis, Norton et al.** ont montré que la transition conformationnelle ordre - désordre induite par
I"augmentation de la concentration en sel, suit une cinétique d’ordre 1, suggérant également une
hélice simple constituée d’un seul brin et un processus de dénaturation intramoléculaire. Ces
résultats ont été confirmés par Jones et al.>* lors d’une étude de la conductivité de solutions
aqueuses de xanthane.

Cependant, ces auteurs ont étudié des polymeres apres traitement thermique. Or, le passage de
I’état natif a renaturé par augmentation de la température étant irréversible, leurs observations
concernent probablement la forme renaturée du xanthane.

1.2%°° se sont

Afin de déterminer la conformation native puis renaturée du xanthane, Milas et a
intéressés a un modt de fermentation n’ayant subi aucun traitement thermique et n’ayant pas été
exposé a de faibles forces ioniques. lls démontrent que les deux conformations ordonnées (native et
renaturée) sont des hélices mais qu’elles ne sont pas identiques. En effet, en solution, la forme
renaturée est plus visqueuse, plus rigide et posséde une masse molaire doublée par rapport a la
forme native®. De plus, ils observent qu’il n'y a pas de différence dans le nombre de brins par
molécule dans les deux états.

lls en concluent qu’a I'état natif, le xanthane est une hélice a seul brin. La transition de |'état natif a
dénaturée est principalement liée a un processus intramoléculaire. Finalement, lors de la

renaturation, les chaines du xanthane se replient sur elles-mémes pour former une double hélice

toujours composée d’un seul brin.

A l'inverse, d’autres auteurs supportent la théorie d’'une structure secondaire du xanthane composée

d’une double hélice constituée de deux brins.

Différentes techniques ont été utilisées pour caractériser les conformations ordonnées du xanthane.

Liu et al.>*

ont étudié la transition ordre — désordre par polarimétrie et diffusion de la lumiére lors de
I"augmentation de la température pour des échantillons de xanthane soniqués. A 20°C et 0,01 M de
NaCl, le xanthane est ordonné et plus particulierement sous la forme d’une double hélice.
L'augmentation de la température entraine généralement une diminution de la viscosité sans pour
autant observer de modification de la masse molaire. En revanche, dans le cadoxen, solvant dans

lequel le xanthane est sous sa forme désordonnée, la masse molaire®® est divisée par deux.
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Ainsi, ils proposent le modele présenté en Figure 5, selon lequel la double hélice constituée de deux
brins se défait progressivement par ses extrémités, a cause des répulsions entre les groupements

chargés, lors de la dénaturation qui n’est alors que partielle.

Subchain 1
Subchain 3
¢
¢
Double-helical
section 2(2’)
Subchain 1’ Subchain 3*

Figure 5 : Modéle de la double partiellement fondue proposé par Liu et al.*?

Par ailleurs, des études menées par Muller et al.”* et Capron et al.>* sur des xanthanes avant et aprés
traitement thermique ont permis de caractériser la forme native et la forme renaturée. Cette fois-ci
par diffusion de la lumiére, ces auteurs ont confirmé cette structure native en double hélice
compacte. La dénaturation est alors un mécanisme en deux étapes. Tout d’abord, ils observent une
étape rapide avec une augmentation de la viscosité sans modification de la masse molaire qu’ils
attribuent a I'extension de la double I’'hélice. Puis, il y a dissociation compléte de la double hélice en
deux chaines simples par un processus intramoléculaire accompagnée de la division par deux de la
masse molaire. Cette seconde étape est un processus long, ainsi le temps du traitement thermique et

>335%¢_ i les conditions ne sont pas suffisantes pour assurer

la technique utilisée ont leur importance
une dissociation totale de la double hélice, un état intermédiaire est observé avec des zones
partiellement ordonnées et désordonnées.

En utilisant la méme technique, Lecourtier et al.”® ont étudié la dénaturation du xanthane par
dilution a de trés faibles forces ioniques ([NaCl] < 10° M), ou encore Stokke et al.>” par microscopie
électronique, ont reporté des résultats similaires.

Afin de se rapprocher des conditions réelles de fermentation, Capron et al.** se sont intéressés a
I'impact de la concentration sur la dénaturation de la double hélice. Pour des concentrations
inférieures a 10 g/L, ils observent une dissociation totale. En revanche, pour des concentrations

supérieures, celle-ci n’est que partielle du fait des contraintes stériques générées par les chaines de

xanthanes.
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Matsuda et al.** ont étudié des échantillons de xanthane préparés dans différentes conditions de
dénaturation et de renaturation notamment par dichroisme circulaire et diffusion de la lumiéere et
ont confirmé le réle important de la concentration en polymeére lors du processus de dénaturation.

Les résultats obtenus sont illustrés par la Figure 6. En milieu dilué ( C < 10 g/L ) et pour des conditions
expérimentales spécifiques (traitement thermique suffisant, trés faible concentration en sel ou
encore dans le cadoxen), la double hélice du xanthane natif se dissocie totalement en deux brins

395353 antrainant une diminution de la masse molaire ainsi que de

selon un processus en deux étapes
la viscosité. Lors de la renaturation, les chaines se replient sur elles méme pour former une double

hélice constituée d’un seul brin.

— [ —

\ in dilute solution \

in concentrated

solution

Figure 6 : Représentation schématique du processus de dénaturation en fonction de la concentration

(issue de Matsuda et al.*®)

En milieu concentré, la double hélice fond par ses extrémités lors de la dénaturation® mais la
dissociation n’est que partielle. Des zones partiellement ordonnées et désordonnées sont alors
observées. Lors de la renaturation, les chaines ont alors tendance a s’agréger mais sont toujours
constituées de doubles hélices a deux brins, moins ordonnées que dans la forme native. Ce dernier
mécanisme permet d’expliquer pourquoi certains auteurs n’ont pas observé de modification de la

masse molaire de leurs échantillons lors de sa dénaturation.

Des auteurs se sont également intéressés a la détermination de la conformation ordonnée par des

36,37,56

mesures de microscopie a force atomique . Cette technique présente I'avantage d’'une meilleure

sensibilité comparée aux techniques précédentes.
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l.

Notamment, Moffat et al.>” ont étudié la conformation d’une solution de xanthane adsorbée sur un

substrat chargé, ici le mica.
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Figure 7 : Mise en évidence par AFM de la structure secondaire du xanthane (a) image AFM (b)
évolution de la topographie mesurée le long de la ligne blanche en haut a droite de I'image (a) (issue

de Moffat et al.”’)

L'AFM permet de visualiser les chaines en solution et la Figure 7 confirme la présence de longues
structures étendues. De plus, I'analyse de la topographie a permis de déterminer une hauteur de
chaine de 4,7 nm, correspondant aux données reportées en diffraction des rayons X pour le

xanthane*’*®

. Sur la Figure 7 a, la fleche blanche indique une courte partie de la chaine pour laquelle
les deux brins des chaines sont visibles. Il est également possible d’observer en haut a droite de
I'image la séparation de la chaine principale en deux chaines moins rigides. Ces résultats sont
confirmés par la différence de hauteur de chaine entre les zones ordonnées et désordonnées (voir la
Figure 7 b). D’autres images obtenues dans cette étude montrent des structures en « épingle a
cheveux » en extrémités de chaines.

Moffat et al.*’ confirment ainsi la théorie selon la laquelle la structure secondaire du xanthane est

une double hélice formée par des associations intramoléculaires qui se dissocie partiellement en

deux brins simples lors de la dénaturation.
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Les études précédentes indiquent que la dénaturation et la renaturation du xanthane en solution
aqueuse sont des phénomeénes complexes dépendant de diverses conditions expérimentales comme
la concentration, la force ionique, la température et le temps d’exposition a celle-ci ou encore la

structure primaire du polysaccharide.

Certaines études montrent que la transition ordre — désordre est un processus intramoléculaire, régi
par une cinétique du premier ordre, et affirment que la structure ordonnée du xanthane est une
seule hélice stabilisée par I'alignement des chaines latérales le long du squelette du polymére.
D’autres études sont en faveur d’une structure ordonnée sous la forme d’une double hélice dont la
formation, par un processus intramoléculaire, entraine un doublement de la masse molaire.

Plus récemment, Morris®® a proposé un nouveau modele basé sur le fait que les deux interprétations
précédentes sont correctes. En effet, la controverse autour de la structure ordonnée du xanthane
repose sur I'hypothése implicite que les polyméres n’adoptent qu’un seul type de conformation
ordonnée, et cela n'est pas forcement correct. Selon Morris®®, la transition conformationnelle du

xanthane est un processus en deux étapes comme illustré par la Figure 8.

Step 1 Step 2
- s DIMER
probably antiparallel
A\ 5, double helix
Coil Single helix

Figure 8 : Schéma du mécanisme proposé par Morris®® pour la transition ordre — désordre du

xanthane

La premiere étape correspond au passage de la forme désordonnée de type pelote flexible a une
hélice simple par un processus intermoléculaire. Puis, au cours de la deuxieme étape, il y a
dimérisation de deux hélices simples entrainant I'obtention d’une double hélice 5; composée de deux
brins antiparalléles (voir la Figure 4 b) justifiant le doublement de la masse moléculaire.

En fonction des conditions expérimentales, la transition conformationnelle peut s’arréter a I'étape 1,
expliquant pourquoi certaines études ont attesté d’'une seule hélice sans modification du poids

moléculaire.
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1.4. Propriétés en solution

1.3.1 Régime de concentration

o Cas général des polymeres
En solution, le comportement des polymeres dépend de nombreux parameétres, notamment de leur
concentration et de leur masse molaire. On distingue principalement trois régimes de concentration

différents, représentés en Figure 9.

Régime dilué Régime semi - dilué Régime concentré

Cc=C* C* < C< C**
| I - &
1™ 1 —>€

Non enchevétré Enchevétré

v

Figure 9 : Régimes de concentration des polyméres en solution (adaptée de Bertola®)

En régime dilué, les chaines macromoléculaires sont considérées comme isolées ou les interactions
entre les chaines sont minimisées. Avec I'augmentation de la concentration, la distance entre les
chaines diminue. La concentration de recouvrement C* correspond a une concentration pour
laquelle les volumes hydrodynamiques des chaines sont en contact et les chaines commencent a
interagir entre elles. Elle marque le passage du régime dilué au régime semi — dilué et se traduit par
une augmentation de la viscosité plus importante.

Dans le régime semi — dilué, les interactions entre les chaines sont prépondérantes. Ce régime est
partagé en deux selon que les chaines sont enchevétrées ou non. La transition entre ces deux sous
régimes est définie par la concentration C**, appelée concentration d’enchevétrement.

Si la concentration en polymeére continue d’augmenter, les chaines sont d’autant plus enchevétrées

et le régime concentré est alors atteint.

Chaque régime de concentration se traduit par des propriétés viscosimétriques et viscoélastiques qui

lui sont propres.

o Cas duxanthane
La détermination des régimes de concentration du xanthane représente un aspect important de
I’étude de ce polysaccharide du fait que |‘organisation des chaines en solution et donc le

comportement rhéologique varient selon le régime de concentration.
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Les techniques les plus courantes pour déterminer les valeurs des deux concentrations critiques C* et

61-63 64-66

C** sont principalement la rhéologie mais aussi la diffusion de la lumiere

Par exemple, la Figure 10 présente les résultats obtenus par Wyatt et al.”® pour des solutions de

xanthane sous forme ordonnée et sous forme désordonnée a différentes concentrations.
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Figure 10 : Détermination des régimes de concentration (issue de Wyatt et al.”) pour le xanthane (A)

sous forme ordonnée (B) sous forme désordonnée

En rhéologie, les régimes de concentration sont déterminés a partir des courbes d’écoulement et
plus particulierement en tracant I'évolution de la viscosité newtonienne a gradient de vitesse nul ou
trés faible en fonction de la concentration.

Si pour de faibles concentrations (< 2 g/L), il est possible d’obtenir la viscosité newtonienne ng au
niveau du plateau newtonien, en revanche, pour des concentrations plus élevées, il est nécessaire
d’appliquer un modele de loi de puissance comme par exemple le modele de Carreau ou de Cross
afin d’obtenir une approximation de cette viscosité.

Comme illustré par la Figure 10, chaque rupture de pente correspond a une concentration critique et
donc a un changement de régime de concentration, caractérisé par une valeur de pente. Dans le cas
des polysaccharides neutres flexibles, cette pente est généralement de 1 dans le régime dilué, entre
2 et 3 en régime semi - dilué et entre 3 et 5 pour le régime semi — dilué enchevetré®. Les résultats
obtenus pour le xanthane, bien que sous sa forme ordonnée donc rigide, sont en accords avec ces

valeurs de la littérature.

De nombreux auteurs se sont intéressés a la détermination des concentrations critiques du
xanthane. Il est important de souligner que la plupart de ces études sont réalisées en présence de

sel, soit pour des xanthanes sous forme ordonnée. Des exemples sont présentés dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Exemples de valeurs des concentrations critiques C* et C** du xanthane en solution.

Technique Auteurs Condition C* (g/L) C** (g/L)
Cuvelier et al.*! 0,1 M Nacl 0,3 1,1
Rhéologie Milas et al.®? 0,1 M NacCl 0,1 0,6
Wyatt et al.® 0,05 M NaCl 0,2 0,8
Southwick et al.®* 0,03 NaN3 0,15 0,7
D'ffllijsr:noigr‘ie 2 1 inland et al.® 0,1 M NaCl 0,4 -
Rodd et al.® 0,1 M Nacl 0,2 0,7

On remarque que les valeurs obtenues dans la littérature peuvent varier d’'une étude a l'autre. Ces
résultats peuvent s’expliquer par les différentes techniques utilisées, les conditions de I’analyse mais
également la nature de I'échantillon (teneur en pyruvate, polydispersité, masse molaire), comme

précédemment établi.

Cependant, ces valeurs restent du méme ordre de grandeur et il est possible d’approximer que C* =

0,2g/LetC**=1g/L.

Wyatt et al.®® sont les seuls, & notre connaissance, a avoir étudié les régimes de concentration du

xanthane en absence de sel, soit sous sa forme désordonnée.

Comme illustré par la Figure 10 B, on observe différents régime de concentration : le régime dilué,
caractérisé par une pente de 1,6, le régime semi dilué avec une pente de 0,5 et le régime semi — dilué
enchevétré avec une pente de 1,5. Dans ce cas, on remarque également un quatrieme régime de
concentration caractérisé par une pente de 2.

Ce dernier peut s’expliquer par le caractere polyelectrolyte du xanthane. Selon la théorie de

1.8, les polyelectrolyte peuvent étre décrits comme une succession de blobs

Dobrynin et a
électrostatiques. En I'absence de sel, les charges négatives ne sont pas écrantées ce qui entraine un
étirement de la chaine sous I'effet des répulsions électrostatiques. Ainsi, le volume hydrodynamique
est plus important pour de faibles concentrations et favorise les interactions entre les chaines.

lIs définissent cette derniére concentration critique, C4, comme la concentration a partir de laquelle
les blobs commencent a s’enchevétrer entrainant le passage d’un comportement de polymeére
chargé a celui d’'un polymere neutre dans un bon solvant.

Pour des concentrations supérieures a C4, les blobs électrostatiques ne se font plus ressentir en

solution et le comportement rhéologique de la solution est principalement di a la nature du

polymeére.
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Tableau 2: Comparaison des valeurs de concentration critique pour le xanthane sous forme

ordonnée et sous forme désordonnée

C* (/L) C** (g/L) Ca(g/L)
Forme ordonnée 0,2 0,9 -
Forme désordonnée 0,07 0,4 2

L'étude de solution de xanthane en présence de sel, soit sous sa forme ordonnée, a permis
d’identifier trois régimes de concentration et deux concentrations critiques (C* et C**). En absence
de sel, soit pour le xanthane sous sa forme désordonnée, quatre régimes de concentration et donc
trois concentrations critiques (C*, C** et Cy) ont été observés. De plus, les concentrations critiques
C* et C** sont plus faibles pour le xanthane sous forme désordonnée que sous forme ordonnée (voir
le Tableau 2). Ainsi, le comportement du xanthane en solution dépend du régime de concentration

mais également de la conformation de la chaine et donc de la concentration en sel du milieu.

1.3.2. Propriétés viscosimétriques

o Viscosité
Par la nature anionique des chaines latérales, le xanthane possede une bonne solubilité en solution

aqueuse et entraine des viscosités élevées dés de faibles concentrations en polymére®.

Dans le régime dilué, on définit la viscosité intrinseque [n], qui est une mesure indirecte du volume
hydrodynamique de la chaine polymére et dépend de la masse molaire, du solvant et plus
particulierement de la concentration en sel et de la température.

Conformément aux polyelectrolytes en solution, la viscosité intrinseque du xanthane diminue

2982 Ce résultat s’explique par I’écrantage des charges

lorsque la concentration en sel augmente
négatives en présence de sel entrainant un repliement des chaines latérales et donc une réduction
du volume hydrodynamique. A partir d’'une certaine force ionique et du fait de la forte rigidité de

I’hélice, la viscosité devient indépendante de la force ionique, comme reporté par Capron et al.>.

Comme dans la partie précédente, la nature de I'échantillon impacte trés fortement sa viscosité
intrinséque. Ainsi, Liu et al.>> ou encore Arendt et al.*’ ont constaté une augmentation de cette
viscosité avec I'augmentation de la masse molaire, ce phénoméne ayant également été mis en

70
l.

évidence par Callet et al.” dans le cas de xanthane a haute teneur en pyruvate.

Pour rappel, le xanthane peut présenter trois conformations différentes en solution (native,
dénaturée et renaturée) caractérisées par une organisation différente de la chaine. Cependant, les

conditions de dénaturation (température et temps de chauffage) peuvent influencer la conformation
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de la forme renaturée et donc sa viscosité intrinséque. Muller et al.>® ont dénaturé le xanthane sous
différentes conditions. Dans un premier cas, ils observent une viscosité intrinséque supérieure a la
forme native et en déduisent que la dénaturation n’est alors que partielle. La forme renaturée est
une double hélice moins ordonnée que la forme native et donc son volume hydrodynamique est plus

.. Dans un autre cas et pour des conditions plus

important, comme observé par Lecourtier et a
drastiques, la viscosité intrinseéque de la forme renaturée diminue. Ces auteurs expliquent ce résultat
par une dissociation totale de la double hélice et une renaturation sous la forme d’une hélice a un

seul brin possédant un volume hydrodynamique plus faible.

Il est donc possible de contrbler la viscosité intrinseque du xanthane sous forme renaturée en

ajustant les conditions de dénaturation.

Ces différents parametres permettent entre autres d’expliquer les différences de viscosités

intrinséques observées dans la littérature.

Sous forme désordonnée, le xanthane présente une conformation de type pelote statistique
constituée d’une seule chaine de polymére. Cependant, en raison de I'absence totale d’écrantage des
charges du polymere, le volume hydrodynamique est plus important. La viscosité intrinséque de la

forme désordonnée est donc plus élevée que pour les conformations ordonnées®’*.

o Courbe d’écoulement
En solution et des de faibles concentrations, le xanthane est également connu pour son caractere

fortement rhéofluidifiant. Un exemple de ce comportement est présenté en Figure 11.
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Figure 11 : Courbes d’écoulement de solutions de xanthane a différentes concentration dans 0,1 M

NaCl (issue de Cuvelier et al.®*)
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On observe sur la Figure 11 que le xanthane présente un caractére rhéofluidifiant pour toutes les
concentrations étudiées. Celui-ci est d’autant plus marqué que la concentration en polymeére est
élevée. Toutes les courbes montrent un plateau newtonien pour de faibles cisaillements et que la
viscosité newtonienne n, est atteignable expérimentalement jusqu’a 2 g/L.

Lorsque la concentration diminue, le début de la zone rhéofluidification, caractérisée par la vitesse

de cisaillement critique Y, est décalée vers de plus hautes vitesses de cisaillement.

Ce régime obéit a une loi de puissance de type n =k " , avec lI'indice d’écoulement n < 1 pour les
fluides rhéofluidifiant. Par extension de cette loi de puissance, il est possible d’approximer la valeur

de la viscosité au niveau du plateau newtonien en appliquant par exemple la loi de Carreau — Yasuda.

Dans la littérature, certains auteurs se sont intéressés a la nature des mécanismes responsables de
ces propriétés en écoulement. Notamment, ils ont étudié le principe de superposition de Cox — Merz
qui est basé sur une corrélation empirique entre la viscosité de cisaillement (n) en fonction du taux
de cisaillent et la viscosité complexe n* en fonction de la fréquence w et selon lequel ces deux

courbes se superposent si le polymére en solution est soumis seulement a des enchevétrements.

En I'absence de sel, Wyatt et al.® observent que la loi de Cox — Merz s’applique dans le cas du
xanthane mais pas pour de faibles concentrations (C < C*). Ainsi, dans le régime semi-dilué
enchevétré, les chaines du xanthane ne sont pas soumises a d’autres interactions que des
enchevétrements.

En opposition, d’autres auteurs comme Ross — Murphy et al.”” remarquent que la loi de Cox — Merz
n’est pas applicable et ils en concluent I'existence d’interactions non covalentes en solution.

Choppe et al.”® constatent que la loi de Cox — Merz s’applique uniquement pour de faibles vitesses de
cisaillement. Pour des valeurs plus importantes, la viscosité de cisaillement est plus faible que la
viscosité complexe. Ces auteurs expliquent ce comportement par la formation d’un réseau transitoire
gouverné par des interactions particulieres. Milas et al.”> observent des résultats similaires mais en

déduisent que le comportement du xanthane est di a de simples enchevétrements.

La force ionique du milieu ainsi que la température ou encore la conformation des chaines en

solution ont un impact sur le comportement en écoulement du xanthane.

Selon le régime de concentration du polymeére, I'effet de la force ionique n’est pas le méme®. En
effet, en régime dilué ou semi — dilué non enchevétré, la viscosité diminue avec I'augmentation de la
concentration en sel. Comme vu précédemment, ce phénomene peut s’expliquer par I'écrantage des
charges négatives qui entraine une réduction du volume hydrodynamique. A partir d’une certaine
concentration en sel, I'écrantage des charges est total et le comportement en écoulement n’évolue
plus. Néanmoins, dans le régime semi — dilué enchevétré, Whitcom et al.” observent I'effet inverse

avec une augmentation de la viscosité avec la force ionique. lls en concluent que du fait de
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I’écrantage des charges, des interactions non covalentes sont favorisées et le réseau intermoléculaire

renforcé.

1.3.3. Propriétés viscoélastiques

De fagon similaire aux parties précédentes, les propriétés viscoélastiques du xanthane dépendent de

nombreux parameétres, notamment la température, la force ionique et la concentration en polymere.

o Impact de la température
Choppe et al.”® ont étudié le comportement rhéologique d’une solution de xanthane en appliquant
une sollicitation sinusoidale. La Figure 12 a représente I'évolution des modules élastiques G’ et
visqueux G” en fonction de la fréquence f pour une solution de xanthane a 10 g/L et pour des

températures allant de 5 a 90 °C.
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Figure 12 : (a) Evolution des modules élastiques G’ (symboles pleins) et visqueux (symboles ouverts)
en fonction de la fréquence pour une solution de xanthane a 10 g/L a différentes températures. (b)

Courbe maitresse fréquence —température correspondante (T, = 20°C) (issue de Choppe et al.*®)

A basse température, la solution de xanthane présente un comportement de type solide avec G’
supérieur a G’ sur toute la gamme de fréquence étudiée. Les valeurs des deux modules diminuent
avec I'augmentation de la température. Pour une température de 50 °C, la relaxation a lieu dans le
domaine de fréquence étudiée, on nomme f,, fréquence pour laquelle les deux modules G’ et G” se
croisent. En dessous de f;, le xanthane se comporte comme un liquide viscoélastique avec G’ < G”. La
fréquence de relaxation augmente avec la température. A partir de 70 °C, G’ est inférieur a G” sur
toute la gamme de fréquence étudiée, ce qui est caractéristique d’'un comporte de type liquide de

Maxwell.
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A partir des données de la Figure 12 a, il est possible d’appliquer le principe d’équivalence temps —
température pour construire une courbe maitresse fréquence — température, présentée en Figure 12
b. Cette technique permet de déterminer si les mécanismes de relaxation d’une solution de
polymeére sont identiques en fonction de la température. Le principe est le suivant : tout d’abord, il
faut fixer une température de référence, notée T, Puis, un facteur de décalage horizontal a; et un
facteur de décalage vertical by sont appliqués aux valeurs de fréquences et de modules obtenues
pour les autres températures afin d’obtenir une superposition de toutes les courbes. Grace a la
construction de la courbe maitresse, il est possible d’avoir accés a une plus large gamme de

fréquence que celle obtenue expérimentalement.

Comme illustré par la Figure 12 b, a haute fréquence et basse température, le xanthane possede un
comportement de type gel faible avec G’ supérieur a G”’ et une faible dépendance en fréquence des
modules. A basse fréquence et haute température, G’ est inférieur a G” ce qui est caractéristique
d’un liquide viscoélastique.

D’autres auteurs comme Pelletier et al.®® ou Rochefort et al.* ont étudié les propriétés
viscoélastiques du xanthane en présence de sel et ont obtenu des courbes maitresses similaires a

celle obtenue par Choppe et al.”®.

En I'absence de sel, Rochefort et al.** ont constaté que les courbes ne se superposent plus a partir de
60°C. lls expliquent ces observations par la transition ordre — désordre qui entraine une modification
de la structure en solution et donc des mécanismes de relaxation. Néanmoins, ces auteurs ont fait
varier by selon la température absolue, en accord avec le modeéle de I'élasticité caoutchoutique, une
hypothese peu probable dans le cas du xanthane.

A l'inverse, Pelletier et al.*®, Choppe et al.”® ou encore Renou et al.”* sont capables de construire la
courbe maitresse sur toute la gamme de température étudiée que le xanthane soit ordonné ou
désordonné. Pour ces auteurs, les deux conformations sont donc régies par les mémes mécanismes

de relaxation.

o Impact de la concentration en polymére
La concentration de la solution de xanthane, et notamment les régimes de concentration, impacte

fortement les propriétés viscoélastiques, comme illustré par la Figure 13.
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Figure 13 : Evolution des modules G’ et G” pour des solutions de xanthanes a différentes

concentrations (issue de Cuvelier et al.®")

Pour des concentrations inférieures a C*, le xanthane se comporte comme un liquide viscoélastique
(G’ < G”) sur toute la gamme de fréquence étudiée. Lorsque la concentration augmente, la fréquence

de relaxation se décale progressivement vers de plus basses fréquences.

Pour ces études, il est possible de construire des courbes maitresses fréquence — concentration
comme présenté en Figure 14. Notamment, Cuvelier et al.’ observent une dépendance en

concentration de la fréquence de relaxation différente selon les régimes de concentration.
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Figure 14 : Courbe maitresse fréquence — concentration du xanthane (a) pour C < C** et C,s = 0,8 g/L

(b) pour C > C** et C,.s = 4 g/L (issue de Cuvelier et al.*")

Sur la Figure 14 a, on observe pour C < C** soit pour le régime dilué et semi — dilué enchevétré que
G’ est inférieur a G” sur presque toute la gamme de fréquence étudiée. Des résultats similaires ont

été obtenus par Wyatt et al.®.
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Pour C > C** et comme illustré par la Figure 14 b, le comportement de la solution de xanthane passe

de gel faible aux hautes fréquences a liquide viscoélastique aux basses fréquences.

o Courbe maitresse fréquence — température - concentration

A partir des deux parties précédentes, il est possible de construire une courbe maitresse fréquence —

température — concentration®®, comme illustré par la Figure 15.
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Figure 15 : Courbe maitresse fréquence-température-concentration avec Cref = 10 g/L et Tref = 20°C

(issue de Renou et al.”®)

Dans le cas du xanthane, une trés bonne superposition est obtenue et on retrouve le comportement
de type gel faible a haute fréquences et de liquide visqueux a basse fréquences.
Ainsi, il est possible de conclure que les mécanismes de relaxation sont indépendants de la

température et de la concentration de la solution de xanthane.
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Conclusion de la partie

Le xanthane est un hétéropolysaccharide hydrophile dont la particularité est de pouvoir adopter
deux conformations différentes en solution aqueuse. Ainsi, les chaines passent d’une forme
hélicoidale rigide a basse température et haute force ionique, a une conformation de type pelote
statistique a haute température et/ou faible force ionique.

La transition ordre — désordre est réversible et dépend de nombreux paramétres tels que la nature
I’échantillon utilisé (condition de fermentation et traitement de post fermentation, structure
chimique notamment la masse molaire ou le taux d’acétate et de pyruvate) ou encore des conditions

opératoires (température, force ionique, pH et concentration).

A ce jour et du fait des nombreuses données contradictoires de la littérature, il n’est pas possible de
d’affirmer si les formes ordonnées du xanthane (native et renaturée) consistent en une simple ou
une double hélice. Selon Morris®®, ces deux possibilités sont envisageables. Ainsi, la structure

secondaire du xanthane dépend des conditions expérimentales lors de la renaturation.

Tout comme pour la conformation, les propriétés rhéologiques du xanthane dépendent de Ia

concentration, de la température ainsi que de force ionique.

Le xanthane est caractérisé par une viscosité intrinseque élevée et un comportement fortement
rhéofluidifiant, ce qui explique ses nombreuses applications industrielles en tant qu’agent

épaississant ou encore de texture.

Les propriétés viscoélastiques du xanthane évoluent en fonction de la température. En effet, le
xanthane passe d’un comportement de gel faible a liquide viscoélastique avec 'augmentation de la
température. La construction de courbe maitresse, reposant sur le principe de superposition temps-
température, est alors possible. Une telle construction indique que les processus de relaxation au
sein des chaines sont identiques d’une température a l'autre mais également pour les deux

conformations.

Du fait de ces nombreux parametres influengant sa structure chimique et donc sa conformation et
ses propriétés en solution, les études sur le xanthane présentent un inconvénient majeur lié au

manque de reproductibilité d’'un échantillon a I'autre.
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Partie 2 : Polymeéres amphiphiles

2.1. Définition, structure et application

Les polymeres amphiphiles se définissent comme I'association, au sein d'une méme macromolécule,
d’une partie hydrophile et d’'une partie hydrophobe, possédant la capacité de s’auto-organiser
spontanément en milieux aqueux par des interactions inter et/ou intramoléculaires entre les
groupements hydrophobes. En effet, en solution aqueuse, les groupements hydrophobes se
rassemblent pour diminuer leur surface de contact avec le solvant via des interactions physiques
telles que des liaisons hydrogenes, hydrophobes ou encore ioniques. De ce fait, les polymeres
amphiphiles appartiennent a la classe des polymeres associatifs. La Figure 16 présente un exemple
d’association des polyméres amphiphiles en solution et notamment dans ce cas, la formation de

microdomaines hydrophobes.

Groupement
/ hydrophobe

Polysaccharide ——
_—

\ Microdomaine

Figure 16 : Exemple d’association des polyméres amphiphiles en solution

Ces polymeéres possedent en solution une organisation de leurs chaines bien différentes des
polyméres non associatifs et cela se traduit par des propriétés viscosifiantes et épaississantes
supérieures au-deld d’une certaine concentration seuil””. Ces propriétés seront détaillées dans le
paragraphe 2.2. de cette partie.

Les polymeres amphiphiles sont le plus souvent des copolyméres, obtenus a partir de la combinaison

76,77

de blocs de polymeéres hydrophiles et hydrophobes soit par polymérisation (en chaine ou par

I’%7° La synthése de copolyméres

étapes) soit par modification chimique d’un squelette initia
amphiphiles, possédant des architectures variables en fonction notamment de la nature des
polymeéres et de leur masse molaire, permet de moduler les propriétés physico-chimiques finales en

solution.

L’architecture macromoléculaire de cette classe de polymeres est trés diversifiée. Néanmoins, il est

possible de les classer en deux catégories, comme illustré par la Figure 17.

o Les copolymeres a blocs®® qui sont des polymeéres constitués de blocs hydrophiles et de blocs

hydrophobes. Plus particulierement, on distingue les polymeéres téléchéliques qui sont composés
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d’une chaine principale hydrophile qui est fonctionnalisée a chacune de ses extrémités par des
groupements hydrophobes, ou inversement avec une chaine hydrophobe possédant deux
groupements hydrophiles aux extrémités. Il s’agit principalement de dérivés du polyoxyéthylene®’.

o Les polymeéres associatifs de type « peigne » qui comportent un squelette hydrophile
porteur de groupements hydrophobes latéraux répartis plus ou moins statistiquement le long du
squelette®. On parle également de copolyméres greffés. La répartition des groupements
hydrophobes peut étre statistique, en blocs ou encore séparés de la chaine principale par des

espaceurs (voir la Figure 17).

Polymere diblocs

Polymere a blocs

Polymere téléchélique

Polymére de type peighe

Statistique

En blocs

Avec espaceur

555 5es

Figure 17 : Représentation schématique des différents types de polymeres associatifs (adaptée de

Winnik®)

Dans le cadre de cette these, nous nous intéressons aux polymeéres amphiphiles de type « peigne ».
Dans ce qui suit, nous utiliserons la notion de densité (ou taux) de greffage ou encore degré de
substitution (Ds) indiquant le nombre de greffons hydrophobes fixés sur la chaine, par unité de
répétition, ainsi que de précurseur pour désigner le polymeére initial sans les groupements

hydrophobes.

Pour ces derniers, les groupements hydrophobes sont le plus souvent des chaines carbonées

(hydrogénées® ou fluorées®) sous la forme ramifiée, linéaire, cyclique ou aromatique.
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Le squelette hydrophile est constitué d’un polymere hydrosoluble, pouvant étre d’origine naturelle
ou synthétique. De plus, certains ont un caractere neutre®, anionique87 ou encore cationiquess. La
présence de groupements fonctionnels tels que des groupements acide carboxylique ou hydroxyle

fait de ces polymeres de bons candidats pour obtenir des polyméres amphiphiles.

Du fait de leur grande diversité de structure et d’architecture, les polymeéres amphiphiles suscitent
I'intérét pour de nombreuses applications a visée industrielle. Cet intérét s’avere d’autant plus
marqué pour les polysaccharides qui offrent I'avantage d’étre biocompatibles, biodégradables et
issus de ressources renouvelables.

Dans les années 1980, Landoll*® fut le premier auteur a étudier les propriétés d’une série de dérivés
de polysaccharides neutres obtenus par greffage des chaines époxyde alkylées sur un squelette

90,91

cellulosique. A la suite de ce travail pionner, la cellulose mais également d’autres polysaccharides

ont été modifiés chimiquement afin de leur conférer des propriétés amphiphiles tels que

I’alginate’®°>**, le chitosan’>**, le pullulane®*®® ou encore le dextrane®*®.

Les principales applications des polysaccharides amphiphiles concernent le domaine pharmaceutique
et biomédical. En effet, ils sont largement utilisés pour I'encapsulation et la libération contrélée de

93,96,97

substances actives . Ces polysaccharides trouvent également des applications en formulation,

notamment pour leurs propriétés épaississantes, émulsifiantes et de stabilisation des interfaces

86,98,99

eau/huile Enfin, ils peuvent étre utilisés pour le traitement des eaux polluées par

concentration des substances organiques hydrophobes'® ou encore pour la récupération assistée du

pétrole'®.

2.2. Propriétés en solution

1.3.1 Régime de concentration

Tout comme décrit précédemment dans le cas du xanthane, le comportement en solution des
polyméres amphiphiles est régi par leur concentration ainsi que leur masse molaire. En effet, les
polyméres amphiphiles de masse molaire élevée présentent trois régimes de concentration: un
régime dilué, un régime semi-dilué non enchevétré et enchevétré puis un régime concentré.
Néanmoins, la présence des groupements hydrophobes, qui induisent des interactions intra et/ou
intermoléculaires, impacte fortement I'organisation des chaines en solution.

#1292 ont montré que la viscosité intrinséque d’un polymére modifié

En régime dilué, des études
hydrophobiquement peut étre inférieure a celle du précurseur en raison de la présence d’agrégats

constitués majoritairement d’une seule chaine repliée sur elle-méme. Ainsi, cela met en évidence
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que les associations entre les groupements hydrophobes se font au sein d’'une méme chaine, soit par
des interactions intramoléculaires.

L'augmentation de la concentration en polymeére induit une diminution de la distance entre les
chaines. Cette diminution est alors en faveur des interactions intermoléculaires qui deviennent
prépondérantes par rapport aux interactions intramoléculaires. Le passage du régime dilué au régime
semi-dilué non enchevétré est alors définit par la concentration critique d’agrégation critique, notée
CAC, correspondant a la concentration pour laquelle on constate la formation d’agrégats formés de
plusieurs chaines reliées entre elles par des microdomaines hydrophobes. La valeur de la CAC est
généralement inférieure a celle de C* pour des polymeéres similaires non amphiphiles.

A partir de la CAC, la viscosité de la solution de polymére amphiphile est généralement supérieure a

celle du précurseur'®'*

. Ce phénomeéne peut s’expliquer du fait des interactions intermoléculaires
qui agissent comme des nceuds de réticulation temporaires et ralentissent le mouvement des

chaines.

Guo et al.'® ont étudié I'évolution de la viscosité newtonienne n, de solutions de poly(acide
acrylique) en fonction de la concentration et plus particulierement en fonction de I’hydrophobie de la
chaine modifiée. Les résultats sont présentés en Figure 18. Ces auteurs montrent que la CAC diminue
avec l'augmentation de la longueur de la chaine greffée. En effet, plus la chaine greffée sur le
polymeére est longue, plus le volume hydrodynamique sera important. Par conséquent, les

interactions intermoléculaires apparaissent a de plus faibles concentrations.
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Figure 18 : Evolution de la viscosité newtonienne en fonction de la concentration pour des poly(acide

acrylique) greffés avec différentes longueurs de chaines alkyles (issue de Guo et al.'®)

Si la concentration continue d’augmenter, les polyméres amphiphiles présentent également un

régime semi-dilué enchevétré puis un régime concentré, pour lesquels les associations sont
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principalement intermoléculaires. La viscosité augmente fortement avec la concentration mais avec

une dépendance en concentration plus faible que le régime précédent.

1.3.2. Propriétés viscosimétriques

o Courbe d’écoulement

En fonction du régime de concentration, la contribution des interactions entre les chaines, qu’elles
soient inter et/ou intramoléculaires, est différente. Ainsi, les polyméres amphiphiles peuvent

présenter deux comportements distincts.

Pour une concentration inférieure a la concentration d’agrégation critique CAC, soit en régime dilué,
le comportement du polymeére associatif est de type newtonien, c’est-a-dire que la viscosité est
indépendante du cisaillement.

En revanche, lorsque la concentration est supérieure a la CAC, les interactions entre les greffons
hydrophobes ne sont plus négligeables et la viscosité n’est plus indépendante de la vitesse de
cisaillement.

1. ont mis en évidence ce phénoméne en étudiant I'effet de 'augmentation de la

Sinquin et a
concentration sur les propriétés en écoulement de solutions de dérivés d’alginate greffés par des

chaines dodécyles (C;,), comme illustré par la Figure 19.
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Figure 19 : Influence de la concentration sur les propriétés en écoulement d’un polymere amphiphile

(issue de Sinquin et al.'®)

Pour des concentrations comprises entre 0,05*107 et 0,4*10 g/mL, les solutions d’alginate modifié

présentent un comportement newtonien sur toute la gamme de vitesse de cisaillement étudiée.
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Lorsque la concentration atteint 0,5%107 g/mL, on observe toujours le plateau newtonien aux faibles
cisaillements mais celui-ci est suivi d’'une zone légerement rhéofluidifiante a plus haut cisaillement.
Ce phénomene peut s’expliquer par la rupture des associations hydrophobes sous |'effet du
cisaillement, induisant l'alignement des chaines dans le sens de |'écoulement. Le caractere
rhéofluidifiant s’accentue avec I'augmentation de la concentration.

Pour 0,01 g/mL, une zone de rhéoépaississement est observée entre le plateau newtonien et la zone
de rhéofluidification, c’est-a-dire que la viscosité augmente avec le cisaillement. Cette augmentation
est généralement expliquée par une réorganisation des groupements hydrophobes au sein des

agrégats en faveur des interactions intermoléculaires'® %,

o Parametres influengant les propriétés viscosimétriques

Outre la concentration, le comportement en solution des polymeéres amphiphiles peut dépendre de
divers parametres comme la nature et le degré de substitution en groupements hydrophobes, la
force ionique et la température. L'impact de ces différents parameétres va étre discuté dans ce
paragraphe.

109

103 95
l. l.

Plusieurs auteurs comme Desbriéres -, Colinet et a ou encore Durand et al.”™ se sont intéressés a

I’étude des propriétés viscosimétriques des polysaccharides amphiphiles.

Dans la littérature, il est admis que la concentration d’agrégation critique CAC diminue lorsque la
longueur de la chaine greffée ou la densité de greffage augmente, comme observé sur la Figure 18.

En effet, une hydrophobie importante sera en faveur des interactions intermoléculaires.

Les polymeres amphiphiles présentent un comportement rhéologique particulier a partir d’une
densité de greffage minimale, celle-ci étant dépendante de la longueur de la chaine hydrophobe.

Dans le cas du chitosane, Desbrieres et al.”

ont montré qu’une chaine alkyle linéaire possédant au
minimum 6 carbones est nécessaire pour observer des propriétés associatives. En revanche, il existe
également une densité de greffage maximale au-dessus de laquelle le polymére amphiphile est

insoluble dans I'eau.

La concentration en sel impacte également fortement les propriétés viscosimétriques des polymeres
amphiphiles en solution. On distingue alors le cas des polymeres amphiphiles non chargés des
polyelectrolytes associatifs.

Pour les polyméres amphiphiles non chargés, I'augmentation de la force ionique favorise les

MO est-a-dire que cette augmentation

interactions hydrophobes par une effet de « salting out »
diminue la solubilité du polymére dans l'eau, entrainant ainsi un renforcement des propriétés
associatives. Néanmoins, en fonction du régime de concentration, cette augmentation ne favorise

pas le méme type d’interaction. En effet, pour C < CAC, on observe un renforcement des interactions
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intramoléculaires. Par conséquent, les chaines se replient sur elles-mémes ce qui se traduit par une

réduction du volume hydrodynamique et donc de la viscosité intrinseque®*’. Pour C > CAC, ce sont les

interactions intermoléculaires qui sont favorisées. Cette fois ci, une augmentation de la viscosité de
. - 110

la solution est alors observée ™.

Une concentration trop élevée en sel peut également rendre le polymeére insoluble et donc entrainer

une séparation de phase.

Dans le cas des polyelectrolytes associatifs, une augmentation ou une diminution de la viscosité est

constatée en fonction de la concentration en sel dans le milieu™®***?

. Pour de faibles concentrations,
la présence de sel induit un écrantage des sites chargés, ce qui conduit a une contraction des chaines
polymeéres et donc une diminution de la viscosité. A l'inverse, pour de fortes forces ioniques, les
interactions hydrophobes sont renforcées ce qui entraine la formation d’enchevétrement

intermoléculaire et donc une augmentation de la viscosité.

Un autre parameétre ayant un impact important sur les propriétés viscosimétriques est la

température. Dans la littérature, I'effet de la température sur ces derniéres est encore sujet a débat.

95,110 104,113-115 de

En effet, les polymeres amphiphiles présentent soit une hausse , soit une diminution

leur viscosité avec 'augmentation de la température.

95,110

Pour certains auteurs , l'augmentation de la température est favorable aux interactions

| 110

hydrophobes. McCormick et a ont étudié le comportement de solutions de polyacrylamide greffé
par des chaines alkyles lors que la température passe de 25 a 55°C et concluent a un renforcement
des associations intermoléculaires di a la nature entropique des interactions hydrophobes. Pour
Durand®, 'augmentation de la température affaiblit les liaisons hydrogénes responsables de la

solubilisation du polymere, renforcant ainsi les interactions hydrophobes. L’évolution de la viscosité

est alors fonction du régime de concentration et donc du caractére intra et/ou intermoléculaire des
interactions. Si les interactions sont majoritairement intramoléculaires, I'augmentation de la
température entraine une viscosité intrinseque plus faible, et inversement pour les interactions
intermoléculaires.

A Vinverse, d’autres auteurs'®***

considerent que I'augmentation de la température n’est pas en
faveur des interactions hydrophobes. Biggs et al.”™* ont étudié des solutions de polyacrylamides
amphiphiles et ont constaté une diminution de la viscosité avec I'augmentation de la température.
Ces auteurs attribuent cette diminution a la rupture des liaisons hydrophobes sous I'effet de la
chaleur et ont confirmé cette hypothése par des analyses de fluorescence.

104
l.

Kujawa et a ont obtenu des résultats similaires pour leurs dérivés d’acrylamides mais ces auteurs

I'associent a une diminution de la durée de vie des nceuds de réticulation. L'augmentation de la
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température augmente la vitesse de sortie des groupements hors de leurs microdomaines (temps de

relaxation).

1.3.3. Propriétés viscoélastiques

Les polymeéres amphiphiles présentent également des propriétés viscoélastiques différentes de leurs
homologues non greffés.

Par exemple, Vallée et al.'*® ont étudié I'évolution des modules élastiques G’ et visqueux G’ en
fonction de la fréquence pour des dérivés d’alginates porteurs de chaines dodécyles avec différents

degrés de substitution allant de 3 a 20 % (voir la Figure 20).
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Figure 20 : Evolution de G’ (symboles pleins) et de G’ (symboles ouverts) en fonction de la fréquence

pour des alginates amphiphiles avec différents degré de substitution (issue de Vallée et al.'°)

Pour un faible degré de substitution (3 %), I'alginate modifié hydrophobiquement présente un
comportement de type liquide viscoélastique avec G’ inférieur a G sur toute la gamme de fréquence
étudiée.

L'augmentation de la densité de greffage entraine une augmentation de plus en plus marquée de la
valeur des modules. Plus particulierement, dés que I'on atteint un degré de substitution de 9 %, on
observe que G’ est supérieur a G”’ et que les deux modules ont une faible dépendance en fréquence.
Les alginates les plus greffés ont donc un comportement rhéologique typique d’un gel et aucune

1.1 ont

relaxation de la chaine n’est observée dans la gamme de fréquences étudiée. Hourdet et a
observé un comportent similaire avec I'augmentation de la température pour des polyacrylates

modifiés hydrophobiquement par des chaines alkyles.

Ces propriétés viscoélastiques particulieres peuvent s’expliquer du fait de la formation d’un réseau

transitoire régit par des interactions intermoléculaires et dont les microdomaines hydrophobes
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résultant agissent comme des nceuds de réticulation temporaire. En effet, si la durée de vie des
nceuds de réticulation est supérieure au temps de |'analyse, un comportement de gel sera observé.
La transition du comportement de liquide a solide peut alors étre décrite par un mécanisme de

percolation™*%,

Deux modeles existent pour décrire des propriétés rhéologiques des polymeéres associatifs pour des
concentrations supérieures a la concentration d’agrégation critique selon la présence ou non
d’enchevétrements.

Dans le cas des polymeres amphiphiles flexibles en régime non enchevétré, c’est le modeéle de Rouse

collant!**1°

(ou «sticky Rouse model ») qui s’applique. Celui-ci repose sur le principe que les
groupements hydrophobes sont équivalents a des « points collants » ou « stickers » équidistants les
uns des autres le long de la chaine polymeére et s’associant uniquement par paire. Dans le cadre de ce

manuscrit, ce modeéle ne sera pas détaillé.

Le modeéle de Rouse collant n’est pas applicable dans le régime enchevétré du fait que dans ce
régime la dynamique du systeme est régie par la présence des microdomaines hydrophobes ainsi que
par des enchevétrements topologiques. Ainsi, un modéle combinant la théorie de la reptation,
utilisée dans le cas des polymeres enchevétrés non associatifs, et celle de Rouse collant a été

121
l.

développé par Leibler et a : le modeéle de la reptation collante.

Le modéle de la reptation, développé par De Gennes'?, propose que les chaines de polyméres sont
confinées dans un tube dont le diamétre est délimité par les enchevétrements de la chaine avec les
chaines voisines, comme illustré par la Figure 21. Afin de se déplacer, les mouvements latéraux étant

limités par les parois du tube, la chaine réalise un mouvement de reptation a l'intérieur du tube.

Figure 21 : Représentation schématique du tube de reptation (issue de Covin'®)

Pour les polymeéres associatifs en régime enchevétré, la chaine obéit a une dynamique de type Rouse
collante mais dans un tube limité par des enchevétrements. La présence des stickers ralentit la

reptation de la chaine hors du tube.
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Le processus de relaxation est alors défini par trois temps caractéristiques : T, le temps de relaxation
des segments de chaine entre enchevétrements (dynamique de Rouse), T la durée des interactions
entre les stickers et 14 le temps de reptation, correspondant au temps nécessaire a la chaine pour

sortir du tube. T% correspond au temps de reptation pour des polyméres non associatifs.

En fonction du temps t, quatre régimes différents sont alors observés'?* et présentés en Figure 22.
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Figure 22 : Comportement viscoélastique des polymeéres associatifs (trait plein) et non associatifs

(trait pointillé) (issue de Leibler et al.'*)

Pour t < T, il y a relaxation des segments de chaine entre enchevétrements uniquement, sans

influence des stickers. La dynamique de relaxation est donc similaire au précurseur.

Pour t.< t <T, le temps n’est pas suffisamment long pour permettre aux stickers de se libérer des
microdomaines hydrophobes. La relaxation des chaines polymeéres est alors caractérisée par un
plateau caoutchoutique, comparable au précurseur. Néanmoins, du fait de la contribution des
microdomaines et des enchevétrements, les valeurs des modules sont plus élevées.

Pour t< t < 14, un second plateau caoutchoutique est observé et les modules sont identiques pour
des polyméres associatifs ou non. Cependant, ce plateau est plus court dans le cas de ces derniers.
Ce comportement est di a la relaxation des stickers dans les microdomaines. A ce stade, seuls les
enchevétrements continuent de ralentir la dynamique de la chaine.

Et enfin, pour t > 14, les chaines du polymeére sont libérées du tube et glissent les unes par rapport

aux autres, cela se traduit par un comportement de liquide visqueux.

Ainsi, en raison de ces propriétés particulieres et inédites en solution, les polyméres amphiphiles
associatifs se distinguent de leurs homologues non greffés. De plus, leur caractere amphiphile
permet également d’obtenir des propriétés intéressantes aux interfaces. Ce point sera détaillé dans

la Partie 3.
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3.3. Madification chimique du xanthane

Dans le cadre de cette these, nous nous intéressons plus particulierement au cas du xanthane. Ainsi,

cette sous partie présente quelques exemples de modifications chimique du xanthane.

Comme vu dans la Partie 1, le xanthane posséde en solution aqueuse des propriétés rhéologiques
inédites, notamment un important pouvoir épaississant et un caractére fortement rhéofluidifiant.
Plusieurs auteurs se sont intéressés a la modification chimique du xanthane dans I'objectif de
pouvoir améliorer ses propriétés en solution ou de lui en conférer de nouvelles, permettant ainsi
d’élargir la gamme de ses applications.

Afin de modifier chimiquement le xanthane, différentes voies sont envisageables et peuvent

43,124

consister a faire varier les taux en acétate et pyruvate , supprimer une partie de la chaine latérale

125-127 128,129

ou greffer d’autres composés sur les fonctions hydroxyle ou acide carboxylique afin de

moduler ses propriétés, principalement rhéologiques. Par exemple, Su et al.'*

ont fait réagir le
xanthane avec du formaldéhyde afin de réduire les interactions intermoléculaires et ainsi améliorer

le temps de dissolution en solution aqueuse.

Ici, nous nous intéressons a la modification du xanthane par greffage de nouvelles fonctions qui, de

par leur nature particuliére, permettent d’apporter directement de nouvelles propriétés.

La majorité des publications sur la modification chimique du xanthane ciblent comme site de
greffage les fonctions hydroxyle du polymeére, notamment pour réticuler le polymere et créer des
hydrogels "%,

Peu de travaux concernent la modification chimique du xanthane au niveau de ses fonctions acide
carboxylique. Etant moins nombreuses que les fonctions hydroxyle, ces fonctions permettent un
meilleur contrdle de la regioselectivité de la réaction. De plus, selon la fonction résultante de la

modification, le nombre de liaisons hydrogenes potentielles n’est pas affecté permettant ainsi de

maintenir la capacité du xanthane a s’ordonner.

Dans la littérature, quelques auteurs se sont intéressés 3 ces sites de greffage'. Tout d’abord,
Bejenariu et al.”*®> ont modifié le xanthane par couplage peptidique dans des conditions de synthése
telles que le polymeére soit sous sa forme ordonnée pour obtenir un hydrogel qui pourrait avoir des
applications thérapeutiques.

Puis, Arimura et al.”*

ont décrit une synthése chimio-enzymatique du xanthane permettant de
greffer de I'amylose. Le polymeére ainsi obtenu présente la capacité de former un gel physique dans
un liquide ionique et dans I'eau avec une amélioration du caractére élastique.

129
l.

Mendes et a se sont aussi assurés du maintien de la conformation hélicoidale du xanthane, par

dichroisme circulaire, avant et apres modification. lls ont obtenu un polymére amphiphile par
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couplage peptidique en présence de carbodiimide, capable de s’auto-assembler en conditions
aqueuses douces.

Plus récemment, Roy et al.”*® ont développé un protocole permettant de greffer I’octylamine sur les
fonctions acide carboxylique du xanthane sous forme ordonnée via une réaction de couplage
peptique. L'agent de couplage utilisé est un carbodiimide, le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDAC) couplé d’un co-agent de couplage, le N-Hydroxysuccinimide (NHS). La
conformation hélicoidale de ces dérivés, stabilisée par liaisons hydrogene, s’avere renforcée par la
modification chimique et de plus, la dynamique de relaxation est fortement ralentie par la présence
des chainons hydrophobes. Contrairement aux polysaccharides amphiphiles flexibles, la rigidité de la
chaine empéche son repliement sur elle-méme pour former des microdomaines hydrophobes. Par
cette méthode de modification, les xanthanes amphiphiles obtenus ne présentent pas de caractere
associatif.

1.3 ont

Par une réaction de couplage peptique utilisant les méme agents de couplage, Laffleur et a
greffé la L-cysteine via la formation d’une liaison amide. Les dérivés obtenus sont non toxiques et

attestent de propriétés intéressantes pour des applications pharmaceutiques.

Quelques auteurs se sont donc intéressés a la modification chimique du xanthane sous sa forme
ordonnée en ciblant les fonctions acide carboxyligue comme site de greffage. En revanche, a notre
connaissance, la modification du xanthane sous forme désordonnée ainsi que lI'impact de la
conformation sur I’accessibilité des deux fonctions acide carboxylique du xanthane n’ont pas été
étudiés. De plus, les caractérisations des dérivés obtenus au niveau de leur conformation et de leurs

propriétés en solution n’ont, a ce jour, pas été décrites dans la littérature.

Conclusion de la partie

Depuis les années 1980 et les travaux de Landoll®, les polysaccharides amphiphiles ont été
largement étudiés du fait de leur abondance, de leur caractere biocompatible et souvent
biodégradable mais également pour leurs propriétés en solution. En effet, grace a la modification
chimique, ces dérivés sont composés d'un squelette hydrophile sur lequel sont greffés des
groupements hydrophobes. Ce caractére amphiphile leur apporte des propriétés physico-chimiques
particuliéres qui sont dues d’un c6té a leur capacité d’auto-organisation en solution aqueuse et de
I'autre coté a leurs propriétés d’adsorption aux interfaces eau/huile. Cet aspect sera discuté dans la

partie suivante.
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Partie 3 : Emulsions

3.1. Définition

Une émulsion est définie comme une dispersion d’un liquide en fines gouttelettes (phase dispersée)
dans un autre liquide (phase continue), les deux liquides étant non miscibles. Les émulsions
appartiennent aux systemes dispersés. Généralement, 'une des phases posséde un caractére
hydrophobe ou lipophile, c’est la phase huileuse ou grasse. L’autre est hydrophile, on parle alors de
phase aqueuse. Il peut également s’agir de deux phases grasses ou inversement, de deux phases
aqueuses.

Selon les propriétés finales recherchées, chaque phase de I'émulsion peut étre complétée par

d’autres composés (conservateurs, colorants, substance active ...).

3.1.1 Classification des émulsions

Les émulsions peuvent étre classées en deux groupes: les émulsions simples et les émulsions

multiples. Ces différentes émulsions sont représentées en Figure 23.

Emulsions simples Emulsions multiples

H E

H E £ E oo

Figure 23 : Représentation des différents types d’émulsions : de gauche a droite : huile dans eau

(H/E), eau dans huile (E/H), eau dans huile dans eau (E/H/E) et huile dans eau dans huile (H/E/H)

Parmi les émulsions simples, il est possible de distinguer deux types :
- Les émulsions huile dans eau, notée H/E pour lesquelles la phase grasse est dispersée dans
la phase aqueuse.
- Les émulsions eau dans huile, notée E/H pour lesquelles la phase aqueuse est dispersée
dans la phase grasse continue. Elles sont également appelées émulsions inverses.
L'aspect de ces émulsions est souvent similaire. Elles different cependant par leurs propriétés

sensorielles (brillance, toucher gras ...).

Les émulsions multiples sont des systémes plus complexes de type H/E/H ou E/H/E. Pour cette
derniere, I'émulsion est composée de gouttelettes de phase aqueuse, contenues dans des

A~ . , . 1
gouttelettes de phase grasse, elles-mémes dispersées dans une phase aqueuse continue'*®. Chaque
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phase peut contenir des composants différents. Ce type d’émulsion permet par exemple de
combiner deux principes actifs incompatibles. Elles sont principalement utilisées pour des

applications cosmétiques ou pharmaceutiques.

Les émulsions peuvent également étre classées en sous-catégories en fonction de la taille des
gouttelettes : les macroémulsions (0,1 a 100 um, de couleur blanche) et les nanoémulsions (20 a 200
nm, transparente a trouble). Les microémulsions (10 a 100 nm, transparente) appartiennent a une

autre catégorie puisque ces émulsions sont thermodynamiquement stables.

Dans le cadre de cette thése, nous nous intéressons uniguement a des macroémulsions simples de

type H/E.

De nombreux produits finis utilisés dans nos vies quotidiennes sont des émulsions, notamment pour
des applications pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires ou encore dans le domaine des
produits phytosanitaires. Certaines émulsions sont naturelles comme le lait, ou peuvent résulter d’'un

procédé comme les émulsions E/H produites lors de I'exploitation des gisements pétroliers**’.

3.1.2. Préparation d’un systéme dispersé
Afin de réaliser la dispersion des deux phases non miscibles, un apport d’énergie est nécessaire.

Les émulsions sont formées par un apport d’énergie mécanique fourni généralement par un systeme
d’agitation. Cette énergie est indispensable pour déformer et rompre les gouttelettes pour en former
des plus petites*®. Le processus d’émulsification est gouverné par les forces interfaciales. L’énergie

libre de formation de gouttelettes a partir du liquide AG; s’exprime de la fagon suivante.

AGs = YAA — TAS,

Avec Y, la tension interfaciale
AA, 'augmentation de de I'aire interfaciale

TAS,, la contribution de d’entropie liée a I'augmentation du nombre de gouttelettes

De fagon générale, YAA >> TAS, et par conséquent, I'émulsification n’est pas un processus spontané.

Il est possible de différencier deux types de forces : les contraintes mécaniques liées au mouvement
de la phase continue entrainant la dissipation d’'une grande partie de I'énergie sous forme de
chaleur, et les forces capillaires qui induisent une différence de pression entre l'intérieur et

I’extérieur des gouttelettes pour maintenir la forme de celles-ci.
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Cette différence de pression AP s’exprime par la pression de Laplace pour les systemes sphériques.

Avec AP, la différence de pression entre l'intérieur et I'extérieur de la gouttelette (en Pa)
Y, la tension interfaciale (en N.m)

r, le rayon de la gouttelette (en m)

D’aprés cette équation, on remarque que plus la taille des gouttelettes est faible, plus la quantité
d’énergie nécessaire pour les scinder en plusieurs gouttelettes plus petites est élevée. De plus, elle

met également en évidence I'intérét d’abaisser la tension interfaciale entre les deux liquides.

Il existe différents procédés d’émulsification. Il peut s’agir une simple agitation mécanique produite
par la rotation d’'un mobile (hélice, rotor stator ...), d’'une émulsification par membrane®, sous haute

142,143

pression ou encore par ultrasons™*.

3.2. Stabilité des émulsions

La stabilité d’'une émulsion repose sur trois aspects : la stabilité chimique (absence de réaction
chimique entre les différents composants), la stabilité microbiologique (pas de développement de
microorganisme) et la stabilité physique (absence de changement de structure, telle la séparation de

phase). Dans le cadre de cette étude, nous nous intéressons a cette derniere catégorie.

Les émulsions sont des systemes thermodynamiquement instables. La notion de stabilité se limite
donc a des aspects cinétiques, le but étant de retarder au maximum I'apparition des instabilités.
Pendant le processus d’émulsification, I'aire interfaciale entre la phase continue et la phase dispersée
est fortement augmentée par rapport au systeme initial. En accord avec la thermodynamique, un
systeme tend toujours vers son état le plus stable. Dans le cas des émulsions, cet état correspond a
un systeme ou les deux phases non miscibles sont séparées car correspondant a une aire totale

d’interface minimale.

L’évolution spontanée des émulsions se manifeste selon différents mécanismes comme illustrés en
Figure 24.

La floculation est le résultat du mouvement brownien et de forces attractives entre les
gouttelettes entrainant leur agrégation sous forme de flocs sans pour autant entrainer la rupture du
film interfacial. L'intégrité individuelle des gouttelettes est préservée. Outre les interactions de type
Van der Waals, d’autres phénomenes peuvent induire cette attractivité. Il est alors possible de

distinguer deux types de floculation®.
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o La floculation par pontage est due a I'adsorption d’'une méme chaine polymére de
haute masse molaire sur plusieurs gouttelettes. La jonction ainsi formée est responsable de
I'agrégation.

o) La floculation par déplétion'*® est due a la présence de micelles ou de polymére dans
la phase continue. Lorsque deux gouttelettes se rapprochent, la taille des autres molécules est trop
importante pour accéder a I'espace séparant les gouttelettes. On observe alors le phénomene de
déplétion, c’est-a-dire I'appauvrissement en polymere ou particules sans propriétés de surface entre
deux gouttelettes, induisant une différence de pression osmotique entre cette zone et le reste de la
phase continue. Ainsi, le solvant est exclu hors de cette région, entrainant |’agrégation des

gouttelettes.

coalescence

7

coalescence
and
phase
separation

Figure 24 : Mécanismes de déstabilisation des émulsions H/E (issue de Bouyer et al. **’)

Le crémage ou la sédimentation résultent d’une différence de densité entre la phase continue
et la phase dispersée menant a une séparation gravitationnelle. Si la densité de la phase dispersée
est inférieure a celle de la phase continue, il y a crémage. Dans le cas inverse, c'est de la

sédimentation.
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Il est possible de prédire la vitesse de crémage v d’'une émulsion mono disperse (Equation 1) ou poly

disperse (Equation 2) a partir de la loi de Stockes™*.

2r¥(p,—p1)g

= — 1
Y on (1)
2, 2 _
v = (d“+0°)(p2—p1)g 2)
181,

Avec r,le rayon des gouttelettes (en m)
d et o, le diamétre moyen des gouttelettes (en m) et I'écart type, respectivement
g, la constante gravitationnelle (= 9.807 m/s?)
Ny, la viscosité de la phase continue (en Pa.s)

p1 et p, la densité de la phase grasse et de la phase aqueuse (kg/m?), respectivement

Sur la base de I'’équation de Stokes, plusieurs leviers sont envisageables pour ralentir le processus de
crémage : la viscosité de la phase continue, la différence de densité entre les deux phases ou encore
la taille des gouttelettes.

La floculation et le crémage (ou sédimentation) sont des processus réversibles. En effet, une
agitation méme modérée suffit a redisperser le systeme. Néanmoins, ces processus correspondent a

une premiére étape favorisant des processus irréversibles détaillés ci-dessous.

La coalescence consiste en la fusion entre plusieurs gouttelettes pour en former une plus
grosse et ainsi réduire l'aire interfaciale. Ce phénomeéne résulte du mouvement brownien des
gouttelettes qui ainsi peuvent se rapprocher, puis entrer en collision. Le film interfacial entre les deux
gouttelettes s’amincie peu a peu jusqu’a sa rupture. Ce film se reforme ensuite au niveau de la

nouvelle interface.

Le miirissement d’Ostwald est un phénomeéne de diffusion moléculaire de I'huile (dans le cas
des émulsions H/E) contenue dans les petites gouttelettes vers des gouttelettes plus grosses, sans
contact entre elles, a travers la phase continue. Ce phénomene est possible s’il existe une solubilité,
méme faible, de la phase dispersée dans la phase continue. En raison d’une différence de pression de
Laplace AP entre deux gouttelettes (supérieure pour les gouttelettes de faible rayon), la matiere

diffuse spontanément des plus petites gouttes vers les plus grosses, jusqu’a leur disparition™®.

Chacun de ces deux processus peut, par la suite, conduire a une séparation de phase macroscopique

de I'’émulsion.

De nombreuses méthodes sont proposées pour suivre la déstabilisation d’émulsions, parmi

s 1 . ey 2151 . 152
lesquelles des mesures de conductivités™®, de turbidité™" ou encore des techniques ultrasonores™>.
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D’autres méthodes, telles que la microscopie optique et la granulométrie, sont disponibles et seront

décrites plus loin.

Les émulsions sont donc des systemes complexes qui subissent une déstabilisation spontanée et
progressive au cours du temps. Les phénomenes régissant le comportement de ces systemes sont

nombreux et nécessitent des approches et méthodes de caractérisation adaptées.

Cependant, il est important de noter que la déstabilisation des émulsions n’est pas toujours
indésirable. En effet, pour certaines applications cosmétiques ou pharmaceutiques, celle-ci peut étre

153
s

voulue dans le but de libérer un principe acti Cet aspect ne sera pas détaillé dans le cadre de ce

manuscrit de these.

3.3 Caractérisation des émulsions

Le développement d’émulsions robustes repose sur la connaissance de leurs propriétés physico-
chimiques d’une part, et de leur stabilité d’autre part. Les émulsions présentent une diversité de
propriétés en termes de microstructure comme de macrostructure en fonction notamment du
procédé d’émulsification (appareillage, temps, vitesse, température ...) et de la composition (nature
et fraction volumique de la phase dispersée, nature et concentration de I'émulsifiant ...).

Ainsi, une grande variété de techniques a été développée pour caractériser ces émulsions et leurs

mécanismes de déstabilisation. Les principales seront détaillées dans cette partie, afin d’établir un
lien entre la microstructure de I'émulsion, les propriétés observées et leur évolution au cours du

temps.

3.3.1 Analyse de la macrostructure

La macrostructure permet de caractériser les propriétés de I'émulsion a une échelle d’observation

macroscopique notamment 'aspect de I’émulsion ou ses propriétés rhéologiques.

o Observations visuelles
Les différents phénomeénes de déstabilisation se traduisent par des modifications de la
microstructure (taille et nombre de gouttelettes) mais également par des modifications de I"aspect
macroscopique des émulsions.
En effet, si certains systemes restent parfaitement uniformes, d’autres subissent des mécanismes de
déstabilisation plus ou moins rapides comme la coalescence et/ou le crémage (sédimentation) qui

conduisent, a terme, a une séparation de phase macroscopique de I'émulsion.
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|24 ont caractérisé la stabilité des émulsions avec un indice de

Keowmaneechai et a et Sun et a

crémage IC (en %).
Hg
IC=100* —
Hg
Avec Hg et H,, la hauteur totale de I'émulsion et la hauteur du sérum ou de la phase
crémée, respectivement.

1."*® ont développé une technique rapide et non invasive par analyse

Sur ce principe, Novales et a
d’image permettant de déterminer la stabilité des émulsions et plus particulierement les cinétiques

de déstabilisation selon différentes conditions de stockage.

o Caractérisations rhéologiques
Le comportement physique des émulsions peut également étre caractérisé par rhéologie. Cette
technique permet d’obtenir des informations sur le comportement des émulsions et leur structure

mais également de suivre leur stabilité au cours du vieillissement.
On distingue I'analyse des propriétés en écoulement et les propriétés viscoélastiques.

Différents facteurs peuvent influencer la rhéologie des émulsions comme la fraction volumique et la
viscosité de la phase dispersée, la granulométrie des gouttelettes, la nature et les propriétés de la

phase continue (viscosité, polarité, pH) ou encore la concentration en electrolytes™’.

Parmi ces parametres, la fraction volumique @ de la phase dispersée est un facteur clé. En effet, les
émulsions peuvent se comporter de deux facons différentes :

- Les émulsions diluées (O < 0,01) se comportent généralement comme des fluides
newtoniens, c’est-a-dire que la viscosité reste constante quelle que soit la contrainte
appliquée. Ce comportement est d au fait que les gouttelettes sont trop éloignées les
unes des autres pour interagir entre elles. L’évolution de leur viscosité en fonction de ®

obéit alors a la loi d’Einstein ci-apres :

n=1np*(1+25)

- Les émulsions intermédiaires ou concentrées sont des fluides non newtoniens. Le
comportement le plus fréquemment rencontré pour les émulsions est celui du fluide
rhéofluidifiant, c’est-a-dire que la viscosité diminue avec l'augmentation du taux de
cisaillement. Dans ce cas, les interactions entre les gouttelettes ne sont plus négligeables,

le comportement ne répond plus a la loi d’Einstein.
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Certains auteurs comme Barnes et a et Pal™ ont étudié l'influence de la taille des gouttelettes

sur les propriétés en écoulement des émulsions.
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Figure 25 : Evolution des courbes d’écoulement en fonction de la taille des gouttelettes de I'émulsion
(issue de Pal™®)

Ils constatent qu’avec la diminution de la taille des gouttelettes, la viscosité tend a augmenter
considérablement. De plus, comme illustré par la Figure 25, le caractére rhéofluidifiant est renforcé
dans le cas des émulsions possédant de plus petites gouttelettes. Ces phénomenes s’accentuent avec

I’augmentation de la fraction volumique en phase grasse'* .

Ces auteurs concluent que ce phénoméne peut étre di au fait que lorsque la taille des gouttelettes
diminue, I'émulsion tend a devenir mono disperse. La distance entre les gouttelettes diminue et ainsi
les interactions entres elles sont favorisées ce qui entraine une augmentation de la viscosité du

systeme étudié.

Ainsi, Sherman™" a étudié les phénomeénes de déstabilisation des émulsions par suivi dans le temps
des propriétés en écoulement. Il observe dans un premier temps une augmentation de la viscosité,
gu’il attribue a la structuration de le I'émulsion, puis une diminution de celle-ci due essentiellement
au phénomene de coalescence des gouttelettes. Cette diminution de la viscosité due a la coalescence

des gouttelettes a également été observée par Tadros'®.

Outre leurs propriétés d’écoulement, les émulsions présentent le plus souvent des propriétés

viscoélastiques marquées.

Les propriétés viscoélastiques étudiées en régime dynamique permettent l'identification de la
structure de I'’émulsion au repos. Il est nécessaire de travailler dans le domaine linéaire de
viscoélasticité, correspondant au domaine de déformation pour lequel le produit peut étre déformé
sans modification de sa structure microscopique, ni des interactions responsables du caractere

élastique.
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La Figure 26 présente le comportement type de deux émulsions possédant des fractions volumiques

en phase dispersée O différentes.
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Figure 26 : Evolution de G’ et G” en fonction de la fréquence pour les émulsions (issue de Barnes**®)

En contrélant la fraction volumique @, I'émulsion passe d’un comportement de type liquide
viscoélastique avec G’ < G” sur toute la gamme de fréquences étudiée a un comportement de type

solide avec G’ > G” pour les émulsions concentrées™*'®.

Outre la fraction volumique, la granulométrie de I'émulsion peut également affecter les propriétés
viscoélastiques. Ainsi, la déstabilisation des émulsions peut étre détectée en suivant I'évolution des

propriétés viscoélastiques d’une émulsion en fonction du temps et de la température™®'® p

ar
exemple, I'augmentation de la taille des gouttelettes due a de la coalescence se traduit par une

augmentation du module élastique G’.

Tadros™ a montré que la floculation (sans coalescence) se traduit par une augmentation du temps

de relaxation ainsi que de G’ et une diminution du domaine linéaire.

Néanmoins, si plusieurs phénomeénes se produisent simultanément, I'analyse des données

rhéologiques au cours du temps devient malheureusement tres complexe.

3.3.2. Analyse de la microstructure

Les parametres principaux étudiés pour décrire la microstructure d’une émulsion sont la taille, la

distribution de taille des gouttelettes et leur organisation les unes par rapport aux autres.

o Microscopie optique
La microscopie optique est une technique relativement simple et rapide, qui permet de déterminer
la taille et la distribution de taille des gouttelettes de I'émulsion, ainsi que leur évolution au cours du

temps.
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Par exemple, Glizey et al.™" ont montré I'impact de facteurs environnementaux sur la microstructure

de différentes émulsions en s’appuyant notamment sur des photographies obtenues par microscopie
optique. Ces auteurs ont ainsi observé que I'augmentation de la température ou de la concentration
en sel entraine une agrégation des gouttelettes de certaines de leurs émulsions, comme illustrée par

la Figure 27.
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Figure 27 : Evolution de la microstructure de trois émulsions en fonction de la température observée

par microscopie optique (issue de Giizey et al.'**)

Cette technique a également permis & Huang et al.'® d’étudier la morphologie ainsi que la

distribution de taille des gouttelettes d’émulsions préparées avec différents polysaccharides.

Néanmoins, la microscopie optique présente certains inconvénients, notamment parce qu’elle
permet seulement une analyse relativement subjective concernant la taille et la distribution des
gouttelettes. La présence de gouttelettes les plus petites est généralement sous - estimée. De plus,
les grosses gouttelettes peuvent étre aplaties entre la plaque et la lamelle et donc apparaitre
déformées, leur diametre apparent étant alors sur - estimé.

Une alternative permettant de s’affranchir de ce biais, lié a I'écrasement des gouttelettes, est

155
I

I'utilisation d’'un microscope confoncal a balayage laser. Sun et al. |16

et Ye et al.”™” ont utilisé cette
technique apres marquage fluorescent de bio polymeéres afin de caractériser la taille des gouttelettes

et leur organisation dans I'émulsion.

Finalement, il s’avere nécessaire de corréler et compléter les données obtenues par microscopie

optique avec une autre technique d’analyse de taille des dispersions, telle que la granulométrie laser.
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o Granulométrie laser

La granulométrie laser est l'une des techniques les plus utilisées permettant d’obtenir des
informations sur la taille et la distribution de taille des gouttelettes d’un systéeme dispersé. En suivant
I’évolution de ces deux parametres au cours du temps, cette technique met en évidence certains
phénomeénes de déstabilisation. En revanche, la préparation de I’échantillon nécessitant le plus
souvent sa dilution préalable, cette technique ne permet pas de caractériser I'organisation originale

des gouttelettes au sein de I'émulsion.

La taille des gouttelettes d’une émulsion a un impact important sur sa stabilité'®’ (séparation
. . e . 168 ey s
gravitationnelle, coalescence ...), sur ses propriétés optiques™ " (aspect et couleur), sur ses propriétés

rhéologiques (viscosité, évolution des modules ...) et sur ses propriétés sensorielles*®’.

Comme décrit dans le paragraphe précédent, Giizey et al.'® ont étudié I'évolution de la
microstructure des émulsions en fonction de différents parameétres, notamment de la température.
Pour certaines émulsions, ces auteurs ont constaté une augmentation du diameétre moyen ds, (aussi

15179 des gouttelettes avec la température (voir la Figure 28). La

appelé diameétre de Sauter
corrélation de ces données avec la microscopie (voir la Figure 27) leur permet de conclure a un

phénoméne d’agrégation des gouttelettes, ainsi que de discriminer les émulsions.
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Figure 28 : Evolution du diamétre moyen ds, en fonction de la température (issue de Giizey et al."*)

Généralement, les émulsions sont constituées d’une population de gouttelettes de différentes tailles.
Une distribution étroite de tailles de gouttelettes caractérise une émulsion dite monodisperse. En
opposition a une émulsion polydisperse pour laquelle la distribution de taille de gouttelettes est
large. On distingue également les distributions monomodales (un seul pic) et les distributions
plurimodales (plusieurs pics) comme cela est souvent observé pour les systemes complexes. Ces

informations sur la microstructure de I'émulsion permettent d’avoir des indications sur ses
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propriétés ou sa stabilité. En effet, a une fraction volumique donnée, une émulsion polydisperse sera
plus visqueuse qu’une émulsion monodisperse. Aussi, une émulsion monomodale sera plus stable

gu’une émulsion plurimodale.

Les distributions en nombre ou en volume sont les plus couramment utilisées et illustrées par la

Figure 29.

Volume
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Figure 29 : Exemple de distributions granulométriques en nombre et en volume d’une émulsion

La représentation en nombre fait ressortir les gouttelettes les plus petites mais aussi les plus
nombreuses de I'émulsion. Ce sont également les plus stables dans le temps. Ainsi, cette
représentation est moins adaptée a un suivi de la stabilité des tailles de gouttelettes.

Au contraire, la représentation en volume met en évidence les gouttelettes les plus grosses, qui sont
souvent les moins nombreuses. Cette représentation apparait donc souvent la plus pertinente pour
suivre la stabilité d’'une émulsion. En effet, 'augmentation de la taille des gouttelettes d’une

émulsion apres une période de stockage atteste des phénomeénes de floculation et ou coalescence.

Par exemple, Roesch et al."”* n’ont pas observé de différences majeures dans la distribution de taille
de particules des émulsions avant et apres chauffage et concluent que le chauffage n’a pas affecté la

microstructure de leurs émulsions, celles-ci sont donc stable thermiquement.

La finesse des émulsions est une caractéristique importante puisqu’une émulsion possédant des

tailles de gouttelettes les plus petites a une meilleure stabilité physique face au déphasage™®’.

Chantrapornchai et al.'®® ont étudié I'impact de la taille et de la concentration des gouttelettes sur les
propriétés optiques de I'’émulsion. Ces auteurs constatent que I'opacité des émulsions augmente

avec 'augmentation de la concentration en gouttelettes mais diminue avec la taille des gouttelettes.
Ces résultats confirment I'impact de la microstructure de I’émulsion sur ses propriétés et sa stabilité.

Au final, les analyses granulométriques permettent de déterminer rapidement la taille et Ila

distribution de taille des gouttelettes d'un systeme dispersé. Cependant, les méthodes
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d’échantillonnage perturbent fortement I'émulsion, ce qui s’avere souvent problématique puisque
pouvant aboutir a des résultats biaisés. Ainsi, tester différentes méthodes d’échantillonnage, étudier
les émulsions concentrées ou sans aucune dilution, ou encore recouper les données obtenues avec
d’autres techniques (comme la microscopie) s’avere généralement nécessaire afin de caractériser

I’organisation des gouttelettes au sein de I'émulsion.

Ainsi, différentes techniques permettent de caractériser les émulsions en termes de microstructure
et de macrostructure, ainsi que de mettre en évidence les phénomenes de déstabilisation.

Néanmoins, les processus de déstabilisation spontanée des émulsions s’observent parfois sur des
durées relativement longues (plusieurs mois). Afin de réduire le temps de suivi et d’essayer prédire la
stabilité des émulsions, il est possible de mettre en place des protocoles de vieillissement en
conditions accélérées telles que le stockage dans des enceintes climatiques ou la centrifugation. Ces
techniques n’étant pas utilisées dans le cadre de nos travaux, celles-ci ne seront pas détaillées dans

ce manuscrit.

3.4. Stratégies de stabilisation des émulsions

Rappelons que les émulsions sont des systémes thermodynamiquement instables et qu’elles tendent
spontanément vers leur état le plus stable : la séparation de phase. Les cinétiques qui gouvernent les
différents mécanismes de déstabilisation des émulsions sont plus ou moins rapides et sont
gouvernées par de nombreux paramétres tels que le pH, la force ionique, le ratio phase aqueuse/
phase grasse, la viscosité ou encore la température.

Selon Dickinson et al.}’?

, une émulsion est considérée comme stable si aucun changement
perceptible de la distribution de taille de particules, de leur état d’agrégation ou de leur agencement
spatial n’est observé sur I'échelle de temps d’observation considérée, celle-ci pouvant aller de

guelques jours a plusieurs mois.

Dans l'objectif de limiter les phénoménes de déstabilisation et ainsi obtenir des émulsions stables sur
le long terme, différentes techniques peuvent étre employées comme I'utilisation d’émulsifiants
(formation et stabilisation de I'interface eau/huile) tels que les tensioactifs ou les polysaccharides
amphiphiles, et/ou d’agents épaississants (contréle de la viscosité de la phase continue) tels que les

polysaccharides.
3.4.1. Tensioactif
o Définition
Les tensioactifs sont des molécules de faible poids moléculaire composées de deux parties de

polarités différentes : une partie apolaire et hydrophobe, souvent composée d’'une ou plusieurs
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chaines hydrocarbonées présentant une affinité pour la phase grasse, et d'une partie polaire et

hydrophile ayant une affinité pour la phase aqueuse (voir la Figure 30).

Phase aqueuse (polaire)

Téte hydrophile

Interface eau/huile

Queue hydrophobe

Phase grasse (apolaire)

Figure 30 : Schéma de I'organisation de I’émulsifiant a I'interface eau/huile

lIs jouent un réle indispensable lors du procédé d’émulsification mais également pour le maintien de
la dispersion dans le temps. En effet, de par leur caractere amphiphile, ils ont la capacité de
s’adsorber a l'interface eau/huile et ainsi de diminuer la différence de pression entre les deux
liguides (pression de Laplace AP). De telles molécules permettent de réduire la quantité d’énergie a
apporter au systéme pour rompre les gouttelettes et favorisant ainsi la mise en émulsion.

L'utilisation de tensioactifs, seuls ou en mélanges, permet d’obtenir des gouttelettes plus fines avec
une interface eau/huile stable afin de retarder les phénoménes de déstabilisation, notamment la

coalescence.

Il existe des tensioactifs neutres ou chargés (anioniques, cationiques ou zwitterioniques). Ces
derniers peuvent également contribuer a la stabilisation des émulsions en jouant sur les forces
électrostatiques d’apres la théorie de Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek (ou encore DLVO).
Selon cette théorie'”, la stabilité des émulsions est principalement liée & la compétition entre les
interactions attractives et répulsives entre les gouttelettes. Celle-ci ne sera pas détaillée dans le

cadre de ce manuscrit.

Ainsi, les tensioactifs influencent la granulométrie et la stabilité des émulsions en fonction de leur

nature, leur concentration ou encore leur rapidité d’adsorption a I'interface””.

o Criteres de choix du tensioactif
Le choix du tensioactif est principalement régi par ses caractéristiques physico-chimiques. En effet,
afin de stabiliser de facon efficace une émulsion, le tensioactif doit présenter une bonne affinité pour
la phase continue. On définit la régle de Brancroft'” (ou aussi la théorie de I’émulsification) qui relie
la solubilité préférentielle du tensioactif vis-a-vis de I'une des phases de I'émulsion au type
d’émulsion. Ainsi, 'obtention d’une émulsion H/E nécessite I'utilisation d’un tensioactif a caractére
plutét hydrophile et inversement, pour obtenir une émulsion E/H, les tensioactifs a caractére

lipophile seront privilégiés.

66



Il existe différents concepts permettant de classer les tensioactifs selon leur affinité avec la phase
continue. L’un des plus utilisés est le HLB ou balance hydrophile — lipophile, défini par Griffin'’® et qui
permet de classer les tensioactifs selon leur nature hydrophile ou lipophile. Il s’agit d’'une échelle

semi-empirique allant de 0 a 20, soit des tensioactifs les plus hydrophobes au plus hydrophiles (voir

la Figure 31).

v

] : Echelle HLB
Emulsion E/H Emulsion H/E

Figure 31 : Echelle des HLB pour les émulsions

Davies et al.'”” proposent la formule suivante permettant de calculer le HLB d’une molécule a partir
de la nature chimique de ses différents groupements constitutifs et de leurs incréments associés,

présentés dans le Tableau 3.
HLB =7+ Z incréments des groupes hydrophiles — Z incréments des groupes hydrophobes

Tableau 3 : Incréments associés aux différents groupes chimiques d’une molécule

Groupes hydrophiles Groupes hydrophobes
- S0, Na* 38,7 >CH -
-Co, K 21,1 -CH2 -
m—— 0,475

-CO; Na 19,1 -CH3 -

Amine tertiaire 9,4 =CH -
Ester (sorbitan) 6,8
Ester 2,4
- COOH 2,1
-OH 1,9
- 0 — (éther) 1,3
- OH (sorbitan) 0,5

Dans le cas, d’'un mélange de tensioactif, les valeurs des HLB sont additives et le HLB d’'un mélange

peut étre calculé a partir du HLB de chacun des composés et de leurs pourcentages massiques

respectifs.

Néanmoins, le HLB reste une valeur théorique permettant de prédire et de sélectionner les

compositions optimales de tensioactif pour une phase grasse donnée.

Outre leur efficacité pour émulsionner et stabiliser les interfaces, I'utilisation des tensioactifs est de

plus en plus controversée pour des raisons toxicologiques (caractére irritant) et environnementales
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(impact sur la faune et la flore)’®*”°. Ainsi, d’autres stratégies alternatives sont envisageables pour

assurer I’émulsification comme I'utilisation des polyméres amphiphiles®®***® ou encore des particules

solides™®! (émulsion de Pickering).

3.4.2. Polysaccharide
Les polysaccharides sont largement employés en tant qu’agents stabilisants naturels des émulsions

pour des applications dans de nombreux domaines comme l'industrie alimentaire, cosmétique ou

pharmaceutique.

En raison de leur caractére hydrophile et de leur haut poids moléculaire, les polysaccharides sont
reconnus notamment pour leurs propriétés épaississante ou gélifiante en solution. En émulsion, ils
permettent de contrbler les propriétés rhéologiques ainsi que la texture. Ainsi, leur mécanisme

d’action pour la stabilisation des émulsions H/E repose principalement sur 'augmentation de la

viscosité de la phase continue'®'®® permettant de ralentir les mouvements des gouttelettes et donc

la probabilité de chocs entre elles'®*.

Ce phénomene a été illustré par une étude menée par Krstonosic et al.’® et présentée en Figure 32.
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Figure 32 : Influence de la concentration en xanthane sur l'indice de crémage (issue de Krstonosic et
185
al.™)

Ces auteurs confirment que I'augmentation de la concentration en xanthane induit une diminution

de la vitesse de crémage et méme une inhibition totale du crémage pour les plus hautes

concentrations, sur I'échelle de temps étudiée. Cette amélioration de la stabilité de I'émulsion

résulte de 'augmentation de la viscosité de la phase continue.
Cependant, la plupart des polysaccharides ont peu de propriétés de surface a quelques exceptions

. 172,1 , . e s . . . .
telles que la gomme arabique’>®®, I’émulsifiant naturel le plus utilisé dans I'industrie alimentaire, ou
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encore de certains galactomannanes®*®, dont le pouvoir émulsifiant dépend de leur structure
chimique. Pour ces deux derniers, l'activité de surface et les propriétés émulsifiantes sont
principalement attribuées a la présence d’une fraction protéique soit en tant que contaminant soit

liée de fagon covalente ou physique dans un complexe protéine - polysaccharide’?.

Ainsi, les polysaccharides peuvent étre classés en deux groupes : les polysaccharides adsorbants et
les polysaccharides non-adsorbants. Ici, nous nous intéresserons plus particulierement a cette

deuxieme catégorie de polysaccharide.

Du fait de leur caractére non adsorbant, ces polysaccharides ne sont pas capables de stabiliser
I'interface eau/huile et il est nécessaire d’ajouter un émulsifiant. Ainsi, les émulsions H/E sont
généralement composées d’un tensioactif, responsable de I'émulsification et de la stabilisation de
I'interface, et d’un polysaccharide afin de contréler la viscosité de la phase aqueuse continue.

| 188

Néanmoins, il a été montré par plusieurs auteurs comme McClements'*®, Jenkins et a ou Cao et

al."™® que les polysaccharides peuvent induire une accélération de la déstabilisation de I’émulsion par
un mécanisme de floculation par déplétion. Ce phénoméne a été mis en évidence par Asakura et
Oosawa'® et résulte de la présence, entre des gouttelettes, de régions appauvries en polymeére

induisant une attraction entre celles-ci, comme illustré par la Figure 33.

polymer depletion zones

polymer chains

Figure 33 : Mécanisme de floculation par déplétion (issue de Fan et al."*")

La déplétion est principalement régie par la concentration en polysaccharide. Pour de faibles
concentrations, la floculation par déplétion des gouttelettes entraine une augmentation de leur taille
favorisant ainsi le crémage, qui n’est pas toujours suffisamment compensé par une augmentation de
la viscosité de la phase continue. En revanche, pour des concentrations plus élevées, le crémage est
ralenti, car méme si les gouttelettes sont agrégées, elles sont incapables de se déplacer en raison de

la viscosité élevée induite par les polysaccharides.

Ainsi, pour contrbler les propriétés rhéologiques des émulsions, de nombreux polysaccharides

peuvent étre utilisés. On notera l'utilisation des alginates, et plus particulierement de I’alginate de
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sodium ou de calcium, des polysaccharides hydrosolubles extraits d’algues et connus en raison de
leurs propriétés uniques telles que des propriétés épaississantes, de mise en suspension, de
formation de film ou encore de gélification'®. Plus particulierement, les ions divalents (tels que Ca®*)
sont capables de former des liaisons ioniques avec des fonctions carboxylate appartenant a

différentes chaines, conduisant ainsi a la formation de gels physiques*®****.

Il est également possible d’utiliser les carraghénanes, des polysaccharides d’origine marine, pour

1% Ce sont des polysaccharides linéaires sulfatés dont le

leurs propriétés épaississantes et gélifiantes
nombre de groupement sulfate par unité disacharidique détermine le type de carraghénanes : 1, 2 et
3 groupements pour le type kappa, iota et lambda, respectivement. Chacun de ces types possédant
des propriétés notamment gélifiante différentes'®®. Pour la stabilisation des émulsions, ils sont

souvent utilisés en combinaison avec d’autres biopolymeres'®’.

Néanmoins, le polysaccharide le plus employé en formulation reste le xanthane du fait de ses
propriétés épaississantes accrues et de son fort caractére rhéofluidifiant, méme a de tres faibles

concentrations'®®. Dans le cas particulier de ce polysaccharide, le phénoméne de déplétion a été

[ 155 [ 199

reporté par Sun et a et Parker et a

Ainsi, dans le but de limiter I'utilisation des tensioactifs moléculaires tout en s’appuyant sur les
propriétés rhéologiques des polysaccharides, la synthése de polysaccharides amphiphiles apparait

comme une voie particulierement intéressante pour la stabilisation des émulsions.

3.4.3. Polysaccharide modifié hydrophobiquement

Depuis les travaux précurseurs de Landoll®, les polymeéres modifiés hydrophobiquement dans le but
de leur conférer un caractére amphiphile, ont été largement étudiés. Cette stratégie vise a substituer
les tensioactifs moléculaires, souvent problématiques vis-a-vis de I'environnement et irritants en

application cutanée, par des molécules non toxiques.

Les polysaccharides naturels posseédent de nombreux groupements réactifs fonctionnalisables
comme des fonctions hydroxyle, acide carboxylique ou encore amine. Ainsi, leur fonctionnalisation

par modification chimique permet de modifier leurs propriétés ou d’en obtenir de nouvelles.

De ce fait, de nombreux auteurs se sont intéressés a la modification de polysaccharides pour des

utilisations a la stabilisation des émulsions, dont quelques exemples majeurs sont listés ci-apres.

o La cellulose est le polymére naturel le plus abondant dont les chaines sont composées
d’unités d’anhydroglucopyranoses liées en B-(1->4). La cellulose, du fait de sa forte cristallinité, est
insoluble dans l'eau. Cependant, la modification chimique permet d’obtenir des dérivés

hydrosolubles comme I’hydroxyéthylcellulose (HEC) ou I’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC).

70



200
l.

Wollenweber et a ont constaté que I'HPMC permet de stabiliser des émulsions de triglycérine

dans I'eau et que la stabilité de I'’émulsion dépend du type de substitution.

Un autre exemple est celui de Sun et al.***

. Ces auteurs ont greffé des chaines hydrocarbonées de 16
carbones sur HEC. lls constatent que cette nouvelle modification apporte un comportement
associatif au systéeme permettant une augmentation significative de la viscosité de la phase continue.
De plus, I'adsorption des chaines alkyles a I'interface permet de former un film élastique évitant les
phénomeénes de coalescences. La combinaison de ces deux propriétés permet I'obtention d’'une

émulsion stable.

o L’amidon est une matiere premiére issue de ressources renouvelables abondantes (pomme
de terre, céréale ...), et est composé de deux polysaccharides : 'amylose et I'amylopectine, qui sont
constitués principalement d’enchainements d’unités glucopyranoses liées en a-(1->4). La plupart des
modifications chimiques de I'amidon concernent I'amylose et permettent d’obtenir des esters
d’amylose, notamment I'amylose greffée par des groupements alkyles succinates.

Wang et al.”? et Ye et al.® ont étudié I'influence du degré de substitution (Ds) sur les propriétés en
émulsion. lls montrent que la tension interfaciale eau/huile diminue avec I'laugmentation du Ds, alors
gue dans le méme temps la viscosité de la phase continue augmente. Ainsi, ces dérivés d’amylose
posseédent de bonnes propriétés émulsifiantes et stabilisantes, ces derniéres s’améliorant avec

|"augmentation du Ds.

o Lachitine, issue de la carapace des crustacés et des insectes ou encore des champignons, est

le 2°™ polysaccharide le plus abondant sur la Terre. Le chitosane en est le principal dérivé et est
obtenu par déacétylation de la chitine en milieu alcalin. Il est constitué d’un enchainement de p-1,4
d’unités de glucosamine et de N-acétyl-D-glucosamine dont le taux dépend des conditions de
déacétylation.
Le chitosane modifié hydrophobiquement par greffage de chaines alkyles, est un polymere
associatif®’. Babak et al.?® ont étudié ses propriétés tensioactives et plus particulierement I'impact
de la longueur de la chaine et du degré de substitution. Comme pour I'amylose, le Ds joue un réle
important sur |'abaissement de la tension superficielle. Ainsi, ces auteurs concluent que
I"augmentation du Ds permet une meilleure adsorption a I'interface et que celle-ci joue un role plus
important que la longueur de la chaine greffée.

Enfin, d’autres polysaccharides modifiés hydrophobiquement ont été développés afin d’obtenir des

propriétés amphiphiles et éventuellement émulsifiantes comme par exemple le dextrane®?®,

I'inuline®®, le pullulane®®” ou le hyaluronate®®.
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Conclusion de la partie

Cette partie sur les émulsions montre toute la complexité de I’élaboration de ces systemes en ce qui
concerne les mécanismes qui gouvernent leur formation et leur stabilisation. En effet, les émulsions
sont thermodynamiquement instables et subissent des phénomeénes de déstabilisation variés
(crémage, coalescence, floculation ou murissement d’Ostwald). De nombreux parameétres physico —
chimiques (pH, force ionique, nature et fraction volumique de la phase dispersée, nature et
concentration de I'’émulsifiant ...) et physiques (procédé de formulation, température, condition de
stockage ...) sont a prendre en compte afin de comprendre les phénomenes régissant la stabilisation

des émulsions.

Dans l'objectif d’obtenir des émulsions stables, différentes stratégies sont envisagées et reposent
principalement, d’une part, sur l'utilisation de tensioactifs moléculaires, réputés efficaces pour
former I"émulsion et stabiliser I'interface eau/huile et d’autre part sur 'emploi de polysaccharides
pour contréler la viscosité de la phase continue. Plus récemment, plusieurs exemples de
polysaccharides amphiphiles synthétisés et étudiés pour des applications a la stabilisation des
émulsions ont été décrits. Ces travaux illustrent clairement le potentiel de tels systéemes pour se

substituer aux tensioactifs de faible poids moléculaire.

Néanmoins, dans la grande majorité des cas, les polysaccharides concernés par la modification
chimique possedent un squelette linéaire et adoptent une conformation de type pelote flexible en
solution. A notre connaissance, il n’existe aucune étude s’intéressant a I'influence de la conformation
du squelette hydrophile sur le comportement stabilisant en émulsion. Cet aspect est situé au coeur

des travaux proposés dans le cadre de cette thése.
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Conclusion du chapitre

Le xanthane est un hétéropolysaccharide hydrophile naturel capable d’adopter en solution aqueuse
et selon les conditions expérimentales (température, solvant, force ionique, pH) deux conformations
distinctes : I'une sous forme ordonnée hélicoidale rigide et I'autre sous forme désordonnée de type
pelote flexible, chacune se caractérisant par des propriétés rhéologiques différentes.

Le xanthane posséde un pouvoir épaississant tres élevé méme pour de faibles concentrations en
polymére ainsi qu’un caractere fortement rhéofluidifiant, ce qui explique ses nombreuses
applications industrielles en tant qu'agent de contrdle de la viscosité dans les systéemes aqueux ou en

tant que stabilisant pour les émulsions et les suspensions.

Les polymeéres amphiphiles sont des macromolécules comportant une partie hydrophile et une partie
hydrophobe. Par I'existence d’interactions intra et/ou intermoléculaires entre les groupements
hydrophobes, ces polymeres présentent des propriétés rhéologiques en solution bien supérieures

aux polymeres hydrophiles précurseurs.

Dans la littérature, il existe de nombreux exemples de polymeres amphiphiles d’origine synthétique
ou naturelle. Ces derniers, qui offrent I'avantage d’étre biocompatibles, biodégradables et issus de

ressources renouvelables, suscitent un intérét particulier pour des applications a visée industrielle.

La plupart des polysaccharides amphiphiles étudiés dans la littérature adoptent des conformations
de type pelote flexible en solution. Peu d’études concernent la modification de polyméres adoptant
deux conformations différentes en solution, comme le xanthane. Méme si certains auteurs se sont
intéressés a la modification chimique du xanthane afin de lui conférer des propriétés amphiphiles,
aucune étude ne décrit I'influence de la conformation du xanthane lors de sa modification chimique
sur ses propriétés associatives en solution.

Ce point est justement I'un des objectifs de ces travaux de these et repose sur la modification
chimique du xanthane sous ses deux conformations (ordonnée et désordonnée) ainsi que I'étude des

propriétés physicochimiques des dérivés obtenus en solution.

Les émulsions sont des systémes thermodynamiquement instables qui ont tendance a subir des
mécanismes de déstabilisation spontanée au cours du temps tels que la floculation, la coalescence, le
crémage ou la sédimentation et le murissement d’Ostwald. Ainsi, de nombreuses études ont été
consacrées a assurer leur stabilité en ajoutant des agents épaississants, principalement des
polysaccharides, et/ou des émulsifiants tels que les tensioactifs ou les polyméres amphiphiles.

Dans le cadre de cette thése, nous nous intéressons principalement a cette derniére catégorie.
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

1. Modification chimique du xanthane

2. Propriétés des xanthanes modifiés en solution

3. Application a la stabilisation des émulsions
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Dans un premier temps, I'objectif de cette partie est de décrire les protocoles de modification
chimique du xanthane sous forme désordonnée et sous forme ordonnée. Dans un deuxiéme temps,
les différentes techniques de caractérisation de ces xanthanes modifiés en solution puis en émulsion

seront détaillées : la RMN du proton, le dichroisme circulaire, la rhéologie et la granulométrie laser.

Partie 1 : Modification chimique du xanthane

1.1. Réactifs utilisés

Le xanthane utilisé dans cette étude a été fourni par Danisco (France). Les degrés de substitution en
acétate et pyruvate ont été déterminés par RMN 1H et sont respectivement de 0,87 et 0,49. Le taux
d’humidité, déterminé par analyse thermogravimétrique, est de 11,1 % et le taux en protéine,

déterminé par la procédure Bradford, est de 0,1 %.

Pour la modification chimique du xanthane sous ses deux conformations, les réactifs employés sont
les suivants : de I'hexafluorophosphate de O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium
(HBTU, Alfa Aesar, 99%), de la triéthylamine (Et3N, Sigma Aldrich, 99%), du 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDAC, Alfa Aesar, 98 %), du N-hydroxysuccinimide (NHS, Acros
Organics, 98 %), ainsi que la n-octylamine (Sigma Aldrich, 97 %), la n-dodécylamine (Acros, 98%) et la
n-hexadecylamine(Sigma Aldrich, 98 %). Ces produits n‘ont pas fait I'objet de purification

préliminaire avant leur utilisation.

Les solvants utilisés pour les réactions sont I'eau ultra pure (grade 1, résistivité de 18,2 MQ.cm a
25°C), le diméthylsulfoxyde (DMSO, Carlo Erba, 99,8 %) et pour la purification I'isopropanol (Hauguel,

98 %). Ces deux derniers ont été employés sans purification préalable.

Pour la purification du milieu réactionnel, des membranes de dialyse CelluSep T2, en cellulose

régénérée, avec un diameétre de 25,5 mm et un cut-off de 6 000 a 8 000 Da ont été utilisées.
1.2. Modification chimique sous forme désordonnée

La modification chimique du xanthane sous forme désordonnée s’effectue dans le DMSO, grace a
une réaction de couplage peptidique entre les fonctions acide carboxylique du polymere et les
groupements amine porteurs des chainons hydrophobes, ici principalement I'octylamine. Au
préalable, des analyses de dichroisme circulaire ont permis de confirmer que le xanthane est bien
sous forme désordonnée dans le DMSO (voir Figure 39 dans la section 2.1.). La réaction se fait en une

étape 3 température ambiante. L’agent de couplage utilisé est un uronium?*?,
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I’hexafluorophosphate de O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetraméthyluronium (HBTU) et Ila

triéthylamine (Et;N) est utilisée en tant que base pour déprotonner I’acide carboxylique.

Les quantités (en mole) des réactifs (HBTU et Et;N) sont calculées par rapport au nombre de moles
de fonctions acide carboxylique du xanthane, sachant que le xanthane utilisé pour la réaction
possede un acide glucuronique et 0,49 acide pyruvique par unité de répétition. Ces deux réactifs sont
ajoutés dans les méme proportions avec :

n
0> nHﬂ <1 Avec Nysty = Nesn, Nustu €t Ney le nombre de moles en HBTU et en
COOOH

Et;N respectivement et ngoon Nombre de moles de fonctions acide

carboxylique.

L'octylamine est ajoutée en exces et la stcechiométrie reste constante avec :

Noctyl i .
m =11 AVEC Noctylamine NOMbre de moles d’octylamine.
COOH

La présence de charges négatives sur le squelette du polysaccharide peut expliquer son absence de
solubilité dans le DMSO. Une étape préalable de protonation du xanthane, par dialyse contre de
I’eau acide a pH = 3, est donc indispensable pour permettre la solubilisation dans ce solvant. Le
polymére obtenu est solubilisé a 5 g/L sous agitation dans du DMSO (environ 500 mg dans 100 mL) a
80 °C pendant 4h. Le milieu est ramené a température ambiante pour la réaction. Le procédé
consiste en l'ajout, en goutte a goutte rapide, de l'octylamine puis de Et;N et enfin de HBTU

précédemment dissous dans quelques millilitres de DMSO, dans le milieu.

Apres 18h de réaction, le milieu réactionnel est purifié par différentes étapes de dialyse : contre du
DMSO pendant 24h pour éliminer une partie de I'octylamine non greffée, puis une dialyse contre un
mélange 70/30 eau acide (pH=3)/isopropanol pendant 24h pour protoner le xanthane et 'amine
restante en ammonium, puis une dialyse contre un mélange 70/30 eau salée (0,1M
NaCl)/isopropanol pendant 24h pour réaliser des échanges de contre-ions, notamment pour
remplacer 'ammonium par Na+ et enfin une dialyse contre de I'eau distillée et de I'eau ultra pure
pendant 5 jours pour éliminer Na+ et diminuer la salinité. Le polymeére en solution est alors lyophilisé

pendant 24h pour obtenir un produit sous la forme d’un solide blanc, qui sera stocké a 4°C.

Lors de l'étape de purification, la précipitation du polymére est observée pour des quantités
introduites en HBTU et Et;N supérieures a 0,5 eq, ce qui suggére que celui-ci serait trop greffé pour
rester soluble dans I'eau. Ainsi, pour que le polymere obtenu reste soluble, le taux de greffage

maximal est d’environ 50 %.
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Selon ce méme protocole de modification dans le DMSO, il a été possible de solubiliser et de greffer
des chaines dodécyles (Cy,) et hexadécyles (Ci5). Des problemes de solubilisation dans I'eau des
polyméres obtenus ont également été observés. En effet, pour que le polymeére greffé avec des
chaines C;, et Cys reste soluble, le taux de greffage maximal ne doit pas dépasser 30 %. En
augmentant la longueur de la chaine, il est cohérent que la limite de solubilité soit atteinte pour des

taux de greffage plus faibles.

1.3. Modification chimique sous forme ordonnée

Un protocole de modification du xanthane sous sa forme ordonnée a été mis au point par Roy et
al®®. La réaction se fait dans I'eau et 'agent de couplage utilisé est un carbodiimide®**", le 1-éthyl-
3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDAC) couplé d'un co-agent de couplage, le N-
hydroxysuccinimide (NHS). Ce protocole permet d’obtenir des dérivés amphiphiles du xanthane
présentant des densités de greffage pouvant atteindre au maximum 40 %. Il n’est cependant pas
possible de greffer des chaines plus longues avec cette méthode puisque I'octylamine est la chaine

alkyle linéaire la plus longue encore soluble dans I'eau.

Le précurseur correspond a un xanthane non modifié ayant subi toutes les conditions de synthése et

de dialyse, mais sans ajout des agents de couplage, afin de servir de référence non greffée.

La nomenclature appliquée dans ce manuscrit pour les polyméres modifiés est XACB,ou A correspond
a la densité de greffage et B correspond au nombre d’atomes de carbone de la chaine alkyle greffée.
X"Caorg €t X*Caaes cOrrespondent & un polymere modifié respectivement sous formes ordonnée et

désordonnée.

1.4. Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN *H)

La Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique spectroscopique qui permet de
déterminer, notamment, la structure moléculaire et la pureté d’'un échantillon homogéne. Dans le
cadre de cette thése, cette technique est utilisée pour déterminer de fagon quantitative la densité de

greffage des xanthanes modifiés.

1.4.1. Principe

Il est possible d’assimiler le noyau d’un atome a une particule sphérique chargée positivement en
rotation autour d’un axe, entrainant un champ magnétique appelé moment magnétique nucléaire H.

Il est définit par la relation suivante :

0= Y1 Avec I le moment cinétique de spin.
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Y le rapport gyromagnétique, dépendant du noyau étudié***.
Le noyau d’un atome est observable par RMN seulement s’il posséde un spin nucléaire | non nul. Il
existe alors différents cas :

, 1
- Pour les nucléons, | = 7

1 - _—
- Pour les noyaux, | = 0 ou | 25, selon la combinaison de I'ensemble des contributions des
nucléons qui le constituent.

Lors d’une analyse RMN, I'échantillon est soumis a un champ magnétique externe B_O). C'est le spin |

qui détermine le nombre d’orientations possibles de .
1. .
Par exemple, dans le cas d’un proton (1H) pour lequel | = 7 il y a deux cas possibles pour le nombre
guantique magnétique m :
1 <
- m=l= > correspondant a I'état a.
1 s
- m=Il-1= -5 =" |, correspondant a I'état B.

Ces deux états, illustrés en Figure 34, présentent des énergies différentes.

Y'B . . . .
En=—-m*xY xh*By=—m=*hx*y|, Avec L = Z—T[O, I'’équation de précession de
Larmor.

h la constante de Planck.

m=-%_ b ‘u =Y
y B Q)
7/
/
m==£Y /
AE = Y-h-BO
\\
\
\
\ =1
LU e 8 R J‘“Z = +%
B,=0 B,>0

Figure 34 : Représentation des deux orientations de spin % dans un champ B_O) (issue de Akoka™™).

Un noyau est capable de passer du niveau a au niveau B en absorbant AE, qui correspond a I'énergie
a fournir au systéme pour obtenir le phénomene de résonnance.
L'état le plus stable est celui possédant la plus faible énergie (état a) et correspond a des noyaux

orientés dans la direction du champ magnétique.
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En I'absence de ce champ magnétique (By = 0), les noyaux s’orientent de facon aléatoire. lls

présentent alors la méme énergie et leur état est dit dégénéré.

-
L'aimantation nucléaire M correspond a la somme vectorielle de tous les moments magnétiques

nucléaires. Celle-ci est non nulle puisqu’un plus grand nombre de noyau est a I'état a (le plus stable),
dirigée dans la direction du champB_o) (voir Figure 35 A). Or, M nest pas observable lorsqu’elle est
orientée dans le sens de B_(,). Il est donc nécessaire de la basculer de 90° via 'application d’'un champ

magnétique B_1> perpendiculaire a B_O) (voir Figure 35 B).

Figure 35 : Représentation de M (A) en présence de B_O) (B) en présence de B_l) (C) lorsque B_l) n’est

plus appliqué (issue de Akoka")

—
Lorsque B; n'est plus appliqué, le systéme retourne a I'équilibre en émettant de I'énergie, c’est le

P —
phénomeéne de relaxation. Les moments magnétiques sont de nouveau gouvernés par B, mais

I"aimantation nucléaire reste dans le plan transversal (voir Figure 35 C).

La technique utilisée pour analyser les échantillons en RMN est dite impulsionnelle. Elle est
composée d’une phase d’excitation puis d’'une phase de détection, permettant d’enregistrer le signal
dans le temps lors de la relaxation des noyaux. Une transformation de Fourier est appliquée au signal

afin d’obtenir le spectre RMN.

Le choix du solvant doit étre judicieux afin que celui-ci n’émette pas un signal dans le méme domaine

de fréquence que I'échantillon étudié.

1.4.2. Appareillage et préparation des échantillons

Les spectres RMN *H ont été enregistrés a 80°C (353 K) par un appareil Briker Avance 300 MHz
(Bruker Biospin, Wissembourg, France) équipé d’une sonde 5mm ATM "broad band" multi noyaux a

accord de sonde automatique et avec un contréle de la température possible entre 123 et 423K.
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Afin de pouvoir exploiter les spectres de fagon quantitative, il est nécessaire que les analyses
enregistrées respectent les propriétés de relaxation magnétique des noyaux étudiés. Ainsi dans le
protocole développé pour les polyméres étudiés®, le délai inter-impulsion d1 est de 6 secondes soit
5 fois supérieur au temps de relaxation longitudinal T1. De plus, le nombre d’itérations est de 256,
permettant d’acquérir un spectre avec un rapport signal/bruit (210) compatible avec une

exploitation quantitative®'®.

Les déplacements chimiques (6) sont indiqués en parties par million (ppm) par rapport au 2.2.3.3-
d(4)-3-(trimethylsilyl)propanoate de sodium (TSP), utilisé comme référence interne (6 = 0 ppm). Le

logiciel MestReNova est utilisé pour le traitement des données.

Les échantillons de xanthane ont été préparés selon le protocole suivant. Afin de diminuer la
viscosité de la solution aqueuse de xanthane avant I’'analyse RMN, une depolymerization par ajout de
peroxyde d’hydrogéne en milieu alcalin a 80°C est nécessaire, en accord avec le processus développé
par Wu et al*"’. 7,4 uL de NaOH (1M) et 25 pL de H,0, sont ajoutés a 1.5 mL d’une solution de
xanthane a 6 g/L dans du D,0. La solution est laissée sous agitation a 80°C pendant 1h, avant d’étre
refroidie pendant 30 minutes dans un bain de glace et enfin lyophilisée. La poudre obtenue est alors

dissoute a température ambiante pendant une nuit dans 1 mL de D,0 contenant 5*¥10-3 M de TSP.

1.4.3. Détermination de la densité de greffage des xanthanes modifiés

La densité de greffage correspond au nombre d’amines greffées par unité de répétition. La méthode
permettant de la déterminer a été mise au point par A. Roy“.

Elle se présente de la fagon suivante :

Noctylami . ,

(1) Y%octyle = % AVEC Noctylamine 1€ NOoMbre de moles d’octylamine greffée
UR

et nyr le nombre de moles de l'unité de répétition du

xanthane modifié.

A partir des intégrations du pic des protons du méthyl terminal de I'amine a 0.88 ppm et du pic du

TSP a 0 ppm, il est possible de déterminer le nombre de moles de I'octylamine greffée.

3*loctylamine *NTSP

(2) noctylamine -

. Avec ngsple nombre de moles de TPS dans le tube.
TSP

m
(3) nyr = %ha’w Avec Myanthane 1@ Masse de xanthane dans le tube
UR
et Myg la masse molaire de l'unité de répétition du

xanthane modifié.
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! j—
(4) MUR - MUR + %octyle * Moctyle - 0A)octyle * 1V[HZO

D’apres la réaction chimique mise en jeu, une molécule d’eau est éliminée pour chaque chaine

d’octylamine greffée. De plus, Mg augmente avec la densité de greffage.

Ainsi, pour déterminer la densité de greffage, il est nécessaire de connaitre Myg. Or, Mg dépend
également de la densité de greffage. Afin de résoudre ce systéme, la méthode itérative suivante est
utilisée :

- Fixer une valeur de %ty

- Injecter cette valeur dans I'équation (4) pour avoir une estimation de M.

Résoudre I'’équation (3) pour obtenir nyg.
- Réinjecter la valeur obtenue dans I’équation (1) pour déterminer %ctyle-
Ce cycle d’itération est répété jusqu’a obtenir une valeur constante de %,c,e. POur notre systeme, Il a

été observé que la densité de greffage n’évolue plus a partir de 3 itérations.

La méme méthode a été appliquée afin de déterminer la densité de greffage en dodécylamine et en

hexadécylamine.
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Partie 2 : Propriétés des xanthanes modifiés en solution

Les xanthanes modifiés obtenus vont ensuite étre caractérisés en solution aqueuse afin de
déterminer I'impact de la rigidité de la chaine sur leur conformation par dichroisme circulaire ou

leurs propriétés rhéologiques.

2.1. Dichroisme Circulaire

Le dichroisme circulaire (DC) est une technique spectroscopique non destructive qui permet la
caractérisation structurale de composés moléculaires chiraux. C’'est un outil puissant notamment

218,219

utilisé pour étudier la structure des protéines . Cette technique nous permettra de déterminer la

conformation adoptée par le xanthane.

2.1.1. Principe

La lumiére est une onde électromagnétique composée d’un champ électrique E et d’'un champ

magnétique B perpendiculaire I'un a l'autre et tous les deux perpendiculaires a la direction de
propagation de la lumiere. Pour la lumiére naturelle, les ondes lumineuses ne sont pas émises en
méme temps et oscillent de facon aléatoire. Afin de contréler I'orientation du champ électrique, une

onde doit donc étre polarisée. Les différents états de polarisation sont présentés en Figure 36. Cette
-

polarisation est soit rectiligne (E décrit un segment et conserve une direction fixe au cours du

temps), soit circulaire (E dessine un cercle pouvant aller vers la droite ou vers la gauche) ou encore

elliptique (E dessine une ellipse pouvant aller vers la droite ou vers la gauche).

cmmmeem>
--->

] ]
Rectiligne Circulaire droite et gauche Elliptique droite et gauche

Figure 36 : Différents états de polarisation

Le dichroisme circulaire repose sur la capacité d’un échantillon possédant une structure optiquement

active (c’est-a-dire si elle est non racémique et ne posséde pas de plan ni de centre de symétrie),

o
d’absorber différemment la lumiere polarisée circulairement droite E4 et la lumiere polarisée
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N
circulairement gauche E,. L'absorption préférentielle de 'une de ces deux polarisations entraine une
déviation de la résultante puisque les cercles décrits par les projections des vecteurs n‘ont plus le
méme rayon. L'onde résultante donne une ellipse dont le grand axe fait un angle © par rapport a la

direction de polarisation de la lumiére incidente. (Voir Figure 37).

c rtant

Figure 37 : Représentation graphique de (A) I'absorption inégale de la lumiére polarisée
circulairement droite E4 et gauche Eg ainsi que 'onde résultante Eo.nt (B) la polarisation elliptique de

la résultante.

L'ellipticité W peut alors s’exprimer de la fagon suivante :

A . . . .
tan¥ = - avec A et a les amplitudes du champ électrique selon le grand et le petit axe.

Les valeurs pour tan ¥ étant faibles, on considereraque :tan¥ = ¥

L'ellipticité W varie en fonction de la longueur d’onde et permet donc d’avoir acces au spectre de

dichroisme circulaire.

La Figure 38 donne une représentation schématique de ce type d’appareil.

PEM M PMTV
A N
LD %( <' M:srrc:s:;ihromator
M

PEM: photoelastic modular
Sample PMT: photomultiplier (detector)

) eepéorcn

circularly differentially-
polarized light absorbed CP
(alternating L&R)

Figure 38 : Schéma du principe d'un appareil de dichroisme circulaire (issue de Smidlehner et al.”®)

L'appareil se compose d’une source de lumiére qui va étre polarisée de fagon rectiligne par un filtre

monochromatique. Elle va ensuite passer par un modulateur qui la va décomposer en deux ondes :
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une polarisée circulairement a droite et une autre polarisée circulairement a gauche, avant

d’atteindre I'échantillon a analyser. Les ondes résultantes sont alors captées par le détecteur.

Cette méthode est adaptée pour caractériser le xanthane puisque celui-ci possede une activité
optique du fait de sa cristallinité. La Figure 39 présente les spectres de dichroisme circulaire du

xanthane dans I'eau et dans du DMSO.

—e— Eau

200 210 220 230 240 250 260 270
A (nm)

Figure 39 : Evolution de I'ellipticité W en fonction de la longueur A pour une solution de xanthane a 1

g/L dans I'eau (pH = 4.3 et force ionique de 1mS/cm) et dans du DMSO (issue de la thése de A. Roy*®)

Sous forme ordonnée, le xanthane présente un spectre caractéristique déja décrit par plusieurs

auteu r525'54'58

. En effet, on observe une bande positive a 210 nm, correspondant aux fonctions acide
carboxylique, et une bande négative a 225 nm, correspondant aux groupements acétates du
polymeére. Dans le cas du xanthane dans le DMSO, ces deux bandes ne sont pas observées ce qui

confirme que les chaines sont bien sous forme désordonnée dans le DMSO.

2.1.2. Appareil utilisé et préparation des échantillons

Les spectres de dichroisme circulaire ont été enregistrés a température ambiante avec un spectro-
polarimétre (Jobin-Yvon, France) dans une gamme UV allant de 200 a 270 nm. La cellule de mesure

utilisée est une cellule de quartz avec un chemin optique de 0,2 cm.

Des solutions aqueuses de xanthane (modifié ou non) ont été préparées a 1 g/L par dissolution du
polymeére dans de I'eau ultra pure sous agitation a température ambiante pendant une nuit. Le pH et
la conductivité ionique des solutions obtenues sont alors respectivement ajustés a 4,3 (par ajout de
HCl 0,1M et/ou NaOH 0,1M) et a 1 mS/cm par du NaCl (conditions dans lesquelles le xanthane natif

est ordonné). 300 ppm de NaNj; sont ajoutés pour empécher le développement de bactéries. Afin de
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pouvoir déterminer les conditions expérimentales pour lesquelles le xanthane est sous sa forme
désordonnée, des échantillons ont également été préparés a 1 g/L dans du DMSO. Les solutions sont

ensuite centrifugées 3 minutes a 416 g pour éliminer les bulles d’air.

2.2. Rhéologie

2.2.1. Définition

Le terme « rhéologie » a été inventé par le Professeur Bingham dans les années 1920 et concerne

221 son domaine

I’étude de la déformation et de I'’écoulement de la matiére soumis a une contrainte
d’application couvre différents matériaux tels que les suspensions de particules, les polyméres ou
encore d’autres fluides complexes comme les émulsions, les mousses ou les gels.

La rhéologie permet de décrire le comportement d’'un matériau étudié en donnant acces a des
grandeurs physiques comme la viscosité par des mesures d’écoulement ou les modules

viscoélastiques par des mesures dynamiques.

2.2.2. Mesures en écoulement

Lorsqu’un matériau est soumis a un mouvement de cisaillement entre deux surfaces, celui-ci se
déforme plus ou moins selon la contrainte appliquée.
Dans le cas particulier d’'un écoulement laminaire, le systéme peut étre modélisé comme un

empilement de couches les unes paralléles aux autres (voir Figure 40).
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Figure 40 : Représentation de I'’écoulement laminaire d’un matériau

On considére les grandeurs suivantes : S 'aire de la surface (en m?), F la force de cisaillement qui est
parallele a la surface de la couche (en Pa), dy la distance entre deux couches voisines et dx le

déplacement d’une couche par rapport a l'autre.
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La contrainte de cisaillement T (en Pa/m?) est définie de la facon suivante :

F
=3

La déformation du matériau Y (en %) issue de de I'application de cette contrainte est :
v dx
=%

La vitesse de cisaillement Y (en s?) correspond a la variation de la déformation par rapport au

temps :

L_dx
T dt

Ces grandeurs une fois déterminées, il est possible d’obtenir la viscosité du fluide n (en Pa.s).

TI=)7

Ces mesures doivent étre réalisées dans un régime pour lequel la viscosité est indépendante du
temps, soit dans le régime stationnaire d’écoulement.

2.2.3. Mesures dynamiques

Les mesures rhéologiques peuvent également étre effectuées en appliquant une sollicitation
sinusoidale.

Pour un échantillon soumis a une déformation sinusoidale évoluant au cours du temps, on a :

Y () = Y, * sinwt Avec w la fréquence angulaire (en rad/s)

Ainsi, la contrainte résultante t(t) dans le domaine linéaire est également une fonction sinusoidale du
temps :

T(t) = 1o * sin(wt + 8)

L’angle de déphasage & donne des informations sur le caractere viscoélastique de I’échantillon.
- 6 =0pour unsolide élastique idéal.
Vi

- A= > pour un liquide visqueux idéal.

Vi o . 7 .
- 0= 655 pour un matériau viscoélastique.

Soit : T (t) = 19 sin(wt) cos § + 1y cos(wt) sind

. , . T
Avec le module de conservation (ou module élastique) : G’ = 70 cos o
0

Et le module de perte (ou module visqueux) : G'' = ;—Osiné
0
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En étudiant I'évolution de G’ et G”, notamment en fonction de la fréquence, il est possible de

déterminer le comportement rhéologique du matériau étudié.

2.2.4. Appareillage et préparation des échantillons

Le rhéometre utilisé est un DHR2 (TA Instrument) a contrainte imposée avec un systéme de

régulation de température a effet Peltier.

Les solutions de polyméres ont été caractérisées a I'aide d’'une géométrie a cylindre concentrique,
aussi appelée géométrie Couette (diametre du rotor de 27,98 mm, longueur de 42,11 mm et entrefer
de 1,2 mm) ou avec une géométrie cone-plan (diamétre de 60mm, angle de 2°00°43" et gap de 59
pum). Afin de limiter I’évaporation de I'eau lors des analyses en température, de I'huile de silicone de

faible viscosité est ajoutée sur I’échantillon.

Le comportement viscoélastique des solutions de xanthane est étudié en sollicitations harmoniques
pour une gamme de fréquence allant de 100 a 0.1 rad/s dans le domaine linéaire de déformation
pour des températures allant de 5 a 80 °C. Pour chaque température et avant chaque mesure,

I’échantillon est conditionné a la température requise pendant 10 minutes.

Les courbes d’écoulement sont obtenues en fonction du taux de cisaillement lors d’une rampe

décroissante allant de 100 to 0.01 s-1 en 300 s a 20°C.

Les mesures ont été réalisées sur des solutions aqueuses de xanthane (modifié ou non) a différentes

concentrations préparées selon le protocole décrit précédemment.
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Partie 3 : Application a la stabilisation des émulsions

Cette derniere partie décrit le protocole de formulation développé dans le but spécifique d’étudier le
pouvoir émulsifiant et stabilisant des xanthanes amphiphiles dans des émulsions huile dans eau de

composition simple, ainsi que les différentes caractérisations des émulsions obtenues.

3.1. Préparation des émulsions

3.1.1 Matiéres premiéres

Pour la phase aqueuse des émulsions, du xanthane natif ainsi que des xanthanes modifiés sous forme
ordonnée et désordonnée avec une densité de greffage allant de 0 a 35 % sont utilisés a différentes
concentrations. La phase grasse est composée d’isononanoate d’isononyle, fourni par la Stéarinerie

Dubois (Boulogne Billancourt, FRANCE).

Pour I'étude complémentaire, un tensioactif non ionique a été sélectionné : un Alkyl Poly Glucoside
(APG) (SEPPIC, France). Le degré moyen de polymérisation m et le rapport de longueur de chaine
alkyle Cg/Cyo n ont été déterminés par spectrométrie de masse (Agilent Q-TOF 6530, Agilent
Technologies, Waldbronn, Allemagne) et sont de 1.6 et 63/37, respectivement. Le choix de ce

tensioactif sera détaillé dans la Partie 3 du Chapitre 3 : Résultats & Discussion.

Les différentes structures chimiques des composés utilisés sont présentées dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Structure chimique des différents composants de I'émulsion

Nom Structure chimique
Isononanoate d’isononyle >_\—\_\;0>_/—/_>7
O
OH
H o]
; 0]
Alkyl Poly Glucoside o O/(CHz)nCHa
OH |

3.1.2 Protocole de formulation

Le protocole de formulation a été optimisé en prenant en compte différents paramétres (faible
volume de mélange, température de chauffage des deux phases, vitesse et temps d’agitation ...), afin

de garantir la fiabilité et la répétabilité des émulsions. Les travaux préliminaires ayant permis de
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développer le protocole de formulation sont détaillés dans la Partie 2 du Chapitre 3 : Résultats &

Discussion.

Pour la phase aqueuse, le xanthane (modifié ou non) a été dissous dans I'eau ultra pure sous
agitation a température ambiante pendant une nuit, pour des concentrations allant de 0. 1253 0.9 %
m/m. Le pH et la conductivité ionique des solutions obtenues sont alors respectivement ajustés a 4,3
(par ajout de HCI 0,1M et/ou NaOH 0,1M) et a 1 mS/cm par du NaCl. 300 ppm de NaNj; sont ajoutés
pour éviter toute contamination bactérienne. Le cas échéant, I'ajout des tensioactifs dans la formule
est réalisé par dissolution préalable de ces derniers dans I'eau ultra pure. La phase grasse est

composée uniquement d’isononanoate d’isononyle.

Afin de pouvoir contréler parfaitement la température du procédé de formulation, chaque phase est
préchauffée séparément a 30 °C pendant 30 minutes. La phase grasse est versée dans la phase
aqueuse, puis le mélange est homogénéisé a 20 000 tr / min pendant 3 minutes a l'aide d'un Ultra-
turrax numérique T25 (IKA, Fribourg, Allemagne) équipé de la téte de dispersion S25N-10G. La

formule est immédiatement dégazée sous vide pour éliminer I'air incorporé pendant I'émulsification.

Dans ce travail, la teneur en phase grasse de toutes les émulsions est fixée a 20 % m/m. Ce
pourcentage correspond a une quantité classique en formulation. La phase aqueuse varie a travers la
teneur en xanthane (natif ou modifié sous forme ordonnée ou désordonnée) ainsi que la densité de
greffage de ces derniers. Dans la derniere partie, I'impact de I'ajout de tensioactif a également été
étudié. La quantité disponible de chacun des grades de xanthane modifié étant limitée, les
formulations sont préparées sur un total de 20 g. La composition des émulsions est détaillée dans le

Tableau 5 ci-apres.

Tableau 5 : Composition des formulations

Phase % massique
Isononyl isononanoate Phase grasse 20
Xanthane (natif ou modifié) 0.0120.32
APG (C8-C10) Phase 0a0.15
Conservateur aqueuse 0.025
Eau Ultra pure QsP

Chaque émulsion a été préparée en double pour s’assurer de la fiabilité du processus de préparation,
ainsi que de la répétabilité des résultats obtenus en termes de caractérisation et suivi des émulsions

dans le temps.
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Des émulsions contenant le xanthane non modifié ont été préparées en suivant la méme procédure,

dans le but de les utiliser comme références.

3.1.3. Méthodologie d’étude de la stabilité des émulsions

BN

Une fois préparées, les émulsions sont stockées a température ambiante, afin de suivre leur

comportement dans des conditions normales de vieillissement.

Dans ce manuscrit, nous considérerons deux approches distinctes pour caractériser les émulsions :

- L’aspect macroscopique, observé visuellement, selon que I'émulsion est d’apparence
homogene ou hétérogéne (1 ou plusieurs phases visibles).

- Les phénomenes microscopiques de crémage, floculation et/ou coalescence, permettant
de caractériser la qualité de l'interface huile-eau. A titre d’exemple, une émulsion peut
présenter du crémage sans pour autant subir de modification la taille des gouttelettes.
L'interface de celle-ci reste donc stable.

Dans le but de pouvoir suivre et comprendre les phénoménes mis en jeu dans la stabilisation/
déstabilisation de ces émulsions, des analyses sont réalisées aprés formulation (JO) puis pendant un
mois de stockage a température ambiante. Les émulsions sont caractérisées a J+1, J+2, J+3, J+7, J+14,

J+30 par les différentes techniques qui seront détaillées dans la partie suivante :

- Observations macroscopiques (photographie).

- Caractérisations microscopiques qualitative (microscopie optique) et quantitative
(granulométrie laser) : suivi de la forme et de la taille des gouttelettes ainsi que leur
distribution dans le temps.

- Rhéologique : étude la viscosité de I'émulsion. Les mesures rhéologiques sont seulement
réalisées a JO.

Aprés un mois de stockage, les émulsions toujours macroscopiquement homogenes ont continué a

étre analysées pendant plusieurs mois jusqu’a une éventuelle déstabilisation.

3.2. Granulométrie laser

La granulométrie laser est une technique facile d’utilisation et présentant une bonne reproductibilité
qui permet de décrire la microstructure des systemes formulées, notamment la taille des
gouttelettes dans une large gamme de mesure. Elle est adaptée a I’analyse de suspensions de divers

types de particules comme des poudres ou les gouttelettes d’'une phase dispersée d’'une émulsion.
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3.3.1. Principe

Cette technique est basée sur la diffusion de la lumiére par des particules dans un systeme dispersé.
En effet, lorsqu’une particule est éclairée par un faisceau lumineux, celle-ci réémet la lumiere dans
plusieurs directions par un processus de diffusion/absorption fonction de la longueur d’onde de la
lumiére incidente et des propriétés optiques des deux phases, dispersée et continue. Le principe
consiste donc a exposer les particules dispersées par une onde monochromatique et a en déduire la
variation angulaire de 'intensité lumineuse diffusée.

Il est alors possible de déterminer un paramétre de taille a :
2mr . .
a= —— avecr le rayon de la particule et A la longueur d’onde de I'onde incidente.

Le modeéle de diffusion de la lumiére dépend de la taille et de la forme de la particule, et notamment
du rapport taille/longueur d’onde de la lumiére incidente®**. Ainsi, plusieurs modéles peuvent étre
proposés :
- Pour a << 1, c’est le model de Rayleigh, il correspond a des particules plus petites que la
longueur d’onde incidente.
- Pour 1 >> a, c'est le modele de Fraunhofer, il correspond a des particules plus grandes
que la longueur d’onde.
- Pour a =1, c'est le modele de Mie, pour lequel il y a une équivalence entre la taille des
particules et la longueur d’onde.
Dans le cadre de cette étude, le modele de Mie est applicable. Ainsi, il sera considéré que les
particules analysées sont sphériques, que le systéeme est homogene et que I'indice de réfraction des
particules est connu. De plus, il est nécessaire que les échantillons analysés soient dilués a de tres

faibles concentrations de gouttelettes afin de ne pas saturer les détecteurs'®®.

La Figure 41 donne une représentation schématique de ce type d’appareil.

optical Fourierlens  detector

system )

laser

computer

Figure 41 : Schéma du principe de la granulométrie laser (issue de Keck et al.*?).

L'appareil se compose d’un laser émettant a une longueur d’onde spécifique, un systéme optique en

sortie du laser permettant d’augmenter la largeur du faisceau. Lors de son passage a travers la cellule
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de mesure contenant les gouttelettes de I'émulsion diluée, le faisceau lumineux est diffusé dans
différentes directions selon la taille et la forme des particules, ainsi que la longueur du chemin
optique.La lumiere diffusée rencontre ensuite une lentille de focalisation avant d’étre captée par le

détecteur, lui-méme relié au logiciel de traitement de données.

3.3.2 Appareillage et préparation des échantillons

La distribution et la taille des gouttelettes ont été mesurées par diffusion statique de la lumiere (SLS)
utilisant un diffractometre SALD -7500 nano (Shimadzu, Kyoto, Japon). Celui-ci est équipé d’un laser

semi-conducteur violet (405 nm) et d’un systeme optique a transformation inverse de Fourier.

La connaissance de l'indice de réfraction de la phase grasse est indispensable pour déterminer la
taille des gouttelettes de I’'émulsion sur la base de la théorie de la diffusion de Mie. La partie réelle
de l'indice de réfraction a été fixée a 1,45 et correspond a I'huile utilisée pour préparer les émulsions
(isononanoate d’isononyl). La valeur de la partie imaginaire s’appuie sur des phénomenes
d’absorption et de réflexion de la matiere. Dans le cas de nos émulsions et en accord avec les
observations faites au microscope sur I'apparence des gouttelettes, ce paramétre a été fixé a 0,00i.

Ainsi, 'indice de réfraction utilisé pour I'analyse granulométrique est de 1,45-0,00i.

Afin de mettre en évidence les phénoménes de déstabilisation, un protocole de prélevement des
échantillons a été mis en place (voir Figure 42 A). Celui-ci consiste a prélever distinctement deux
zones de chaque échantillon, nommées respectivement fraction haute (a 5 mm de la surface) et
fraction basse (a 5 mm du fond du récipient) de I'émulsion. La hauteur totale de I'émulsion est de 40
mm. Chaque fraction est ensuite pré-diluée dans I'eau ultra pure (environ 0.2 mL d’émulsion dans 2
mL d’eau) avant d’étre introduite dans la cellule de mesure SALD BC 75 (7 cm?) jusqu’a I'obtention
d’une valeur d’absorbance comprise entre 0,140 et 0,160. Une agitation mécanique est maintenue

pendant toute la durée de la mesure afin d’assurer ’homogénéité et la bonne dispersion du milieu.
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Figure 42 : (A) Protocole de prélévement des échantillons (B) Représentation graphique des

distributions en volume du haut (trait plein) et du bas (trait pointillé) d’une émulsion.
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Deux répétitions sont réalisées pour chaque mesure. Les données sont exploitées a I'aide du logiciel
Wing SALD Il et sont représentées sous la forme d’une courbe de distributions en volume (voir Figure

42 B).

Cette représentation graphique a été sélectionnée car contrairement a la distribution en nombre,
elle permet de visualiser les gouttelettes ou agrégats de gouttelettes plus volumineux, y compris s’ils
sont peu nombreux. Elle semble donc particulierement adaptée pour suivre les processus

d’instabilité des émulsions.

Les mesures de granulométrie sont corrélées avec les analyses de microscopie optique réalisées au
méme temps et suivant le méme protocole de prélevement de I'échantillon (partie haute et partie

basse) décrit précédemment.
3.5. Caractérisation rhéologique

Le rhéomeétre DHR2 présenté précédemment est également utilisé pour les analyses des émulsions.

Les émulsions sont caractérisées a I'aide d’une géométrie de type plan — plan ayant un diamétre de
60 mm et un gap fixé a 200 um. Ces analyses sont réalisées sur toutes les émulsions immédiatement

apres formulation (JO) afin d’étudier des systémes homogeénes.

3.5.1. En écoulement

Les propriétés d'écoulement des émulsions ont été obtenues en fonction du taux de cisaillement
pendant une rampe décroissante (en mode logarithmique) de 100 4 0,01 s™ pendant 300 s & 20 °C. La
procédure comprend une étape de conditionnement qui consiste a appliquer un pré-cisaillement a

50 s pendant 60 s, puis les échantillons sont laissés au repos pendant 2 min avant la mesure.

3.5.2. Balayage en fréquence

Les modules élastique G’ et visqueux G’ ont été mesurés dans le domaine viscoélastique linéaire a
20°C sur une plage de fréquences allant de 100 a 0.1 rad/s. L’étape de conditionnement

précédemment décrite a été appliquée avant la mesure.
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Chapitre 3 : Résultats et Discussion

1. Synthese et caractérisation des xanthanes modifiés

hydrophobiquement en solution

2. Application des xanthanes amphiphiles a la stabilisation des émulsions

3. Etude complémentaire
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Introduction

De facon générale, cette étude vise a modifier chimiquement le xanthane sous ses deux
conformations par greffage de chaines alkyle linéaires, de caractériser les propriétés en solution des
polymeéres amphiphiles obtenus afin de pouvoir déterminer I'influence de la rigidité du squelette sur

les propriétés en solution mais également sur les propriétés stabilisantes en émulsion.

Dans un premier temps, I'objectif est de conférer au xanthane un caractére amphiphile par greffage
de chainons hydrophobes via une réaction de couplage peptidique entre une alkylamine et les
fonctions acide carboxylique situées sur les chaines latérales du polysaccharide. Etant moins
nombreuses que les fonctions hydroxyles, ces fonctions (les acides glucuronique et les acides
pyruvique) permettent un meilleur contréle de la regioselectivité de la réaction. De plus, la
substitution des fonctions acide carboxylique par des amides ne modifie pas le nombre de liaisons
hydrogenes. Il est néanmoins possible que cette derniére ait un impact sur la conformation du

polymére en solution.

Pour rappel, le xanthane adopte en solution aqueuse et selon les conditions opératoires
(température, solvant, force ionique, pH) deux conformations distinctes. L’une sous forme ordonnée
hélicoidale semi-rigide et I'autre sous forme désordonnée de type pelote flexible, se caractérisant par
des propriétés rhéologiques différentes. Ces propriétés font donc du xanthane un bon candidat pour
I’étude de I'influence de la rigidité des chaines sur les propriétés associatives induites par le greffage

de chainons alkyle sur la chaine polysaccharidique, jamais étudié auparavant.

1. Syntheése et caractérisation des xanthanes modifiés hydrophobiquement en solution

Dans le but d’appréhender l'influence de la rigidité de la chaine principale sur ses propriétés
associatives, un protocole de modification par I'octylamine du xanthane sous sa forme ordonnée a
été mis au point par Audrey Roy pendant sa thése™® a 'URCOM. La réaction se fait en deux étapes
dans 'eau en utilisant la chimie des carbodiimides comme agent de couplage. Afin de modifier le
xanthane sous forme désordonnée, il a fallu mettre au point une méthode différente. Ainsi, un
protocole efficace et répétable a été développé. Celui-ci se fait en une étape dans le DMSO en
utilisant la chimie des uroniums. Grace a ces deux protocoles de modification, il a donc été possible
de greffer I'octylamine sur ce polysaccharide sous ses deux conformations. De plus, la modification

chimique du xanthane dans le DMSO permet de pouvoir greffer des chaines alkyles plus longues.

La détermination du taux de greffage en chaines alkyles s’effectue par analyse RMN *H. Tout comme
il a été démontré pour la forme ordonnée™, il est possible de moduler la densité de greffage en

ajustant la stoechiométrie des agents de couplage pour la forme désordonnée. De plus, la
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caractérisation par RMN a permis d’estimer la proportion d’acides pyruvique modifiés par rapport
aux acides glucuronique. Nous verrons dans la partie suivante, que I'accessibilité de ces deux sites de

greffage est un facteur primordial dans cette étude.

Dans un deuxiéme temps, nous avons caractérisé et comparé ces xanthanes modifiés sous forme
ordonnée et sous forme désordonnée en solution aqueuse. Il est important de souligner que tous les
xanthanes amphiphiles étudiés restent solubles dans I'eau, et ce, pour de densité de greffage allant
jusqu’a 25 % voire jusqu’a 50 % pour les chainons alkyles les plus courts étudiés. Tout d’abord, la
conformation adoptée par les chaines dans I'eau apres modification a été déterminée par dichroisme
circulaire. Ces différentes observations ont confirmé I'intérét de ces deux méthodes de modification
qui ont un impact opposé sur I'organisation de la chaine polymére en solution aqueuse. Puis, grace
aux analyses rhéologiques effectuées sur les différents xanthanes modifiés obtenus, il a été possible
de montrer que la conformation adoptée par le polymére pendant le processus de greffage a un
impact majeur sur les propriétés rhéologiques observées. Ces résultats seront présentés dans la
publication® ci-aprés, publiée dans Carbohydrate Polymers : « Chemical modification of xanthan in

the ordered and disordered states: an open route for tuning the physico-chemical properties».

2. Application des xanthanes amphiphiles a la stabilisation des émulsions

Une étude précédente a permis de montrer, grace a des mesures des propriétés viscoélastiques
interfaciales, que les groupements hydrophobes influencent le comportement des xanthanes

22 _Cela se traduit par une nette augmentation

modifiés sous forme ordonnée a I'interface eau/huile
du caractere élastique de celle-ci, ce qui permet d’envisager des applications potentielles
prometteuses, en particulier en formulation en tant qu’agent stabilisant. Ainsi, dans la troisieme et
derniere partie de cette these, nous nous sommes intéressés a I'application des xanthanes modifiés

hydrophobiquement a la stabilisation d’émulsions.

Si le xanthane seul n’est pas capable d’émulsionner le mélange eau/huile sélectionné dans le cadre
de notre travail, nous avons pu démontrer que certaines émulsions contenant des xanthanes
modifiés, sans ajout supplémentaire de tensioactifs, restent stables pendant des mois. Afin de
comprendre les phénoménes mis en jeux dans la stabilisation/déstabilisation de ces émulsions, leur
microstructure a été caractérisée au cours du temps par microscopie optique et granulométrie laser.
Les propriétés rhéologiques des solutions et des émulsions correspondantes ont également été
étudiées.

Dans une premiére partie, du xanthane modifié sous forme ordonnée a été utilisé en émulsion en
tant qu’agent stabilisant. Plus particulierement, I'impact de la concentration en polymere ainsi que

de la densité de greffage ont été investigués. Cette étude a permis de conclure sur le réle primordial
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de ces deux parametres pour la formation et stabilisation des émulsions. Cette partie a fait 'objet de
la publication? suivante, publiée dans Carbohydrate Polymers : « Hydrophobically Modified Xanthan:
thickening and surface active agent for highly stable Qil in Water Emulsions».

Puisque les xanthanes modifiés sous forme ordonnée et désordonnée présentent des propriétés
rhéologiques en solution trés distinctes, nous nous sommes donc ensuite intéressés a 'influence de
la rigidité de la chaine sur le pouvoir stabilisant en émulsion. Pour finir, nous avons également étudié
I'impact de la longueur de la chaine hydrophobe greffée pour les xanthanes modifiés sous forme
désordonnée. L'ensemble des résultats obtenus ont permis d’émettre une hypothese sur le
comportement des xanthanes modifiés en émulsion. Ces résultats seront détaillés dans la partie
intitulée « Impact of backbone stiffness and hydrophobic chain length of modified xanthan on oil in

water emulsion stabilization » soumise pour publication dans Carbohydrate Polymers.

3. Etude complémentaire

Dans une étude complémentaire et dans le but d’aller encore plus loin dans la compréhension des
phénoménes régissant la stabilisation de nos émulsions, nous avons étudié différents systemes :
o Tout d’abord, nous avons formulé des émulsions composées de xanthane non modifié et
d’un tensioactif. L’objectif était de comparer le pouvoir stabilisant de ce systeme et des
émulsions contenant du xanthane modifié. Pour cette étude, un alkyl polyglucoside (APG) Cs-

C,o a été sélectionné et ce choix sera détaillé dans la Partie 3.

o Puis, nous avons voulu étudier le comportement des xanthanes modifiés en émulsion en
présence de tensioactif. Pour cela, I’APG Cs-Cyo a été rajouté dans le systéme. Le but était de
pouvoir étudier I'impact de I'ajout de ce tensioactif sur la stabilité des émulsions.

o Enfin, nous avons travaillé avec un systeme mixte constitué de xanthane non modifié et de
xanthane modifié, I'objectif étant d’améliorer la stabilité des émulsions contenant du

xanthane modifié en ajoutant du xanthane non modifié dans la phase continue.

Ces résultats, encore préliminaires, seront présentés dans la dernieére partie de ce chapitre.
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Partie 1 : Synthése et caractérisation des xanthanes modifiés en solution

Cette premiere partie décrit le protocole de modification chimique du xanthane sous forme
désordonnée ainsi que les caractérisations en solution des polymeres modifiés qui ont permis de
conclure sur I'impact de la rigidité de la chaine du xanthane sur ses propriétés associatives. Ce travail
a fait I'objet de la publication suivante : « Chemical modification of xanthan in the ordered and
disordered states: an open route for tuning the physico-chemical properties», acceptée dans

Carbohydrate Polymers.

A notre connaissance, la modification chimique du xanthane sous forme désordonnée n’a, a ce jour,
pas été étudiée dans la littérature. Ainsi, dans un premier temps, nous avons cherché a développer
un protocole similaire a celui mis au point par Audrey Roy, en I'adaptant de facon a ce qu'il soit
efficace pour la forme désordonnée du xanthane. Par dichroisme circulaire, nous avons pu vérifier
gue le xanthane est bien sous forme désordonnée dans le DMSO. Le couple d’agents de couplage
EDAC/HOBt (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide/Hydroxybenzotriazole) a été
sélectionné. Cependant l'analyse RMN a mis en évidence des impuretés en proportions non
négligeables qui semblent correspondre a des dérivés de carbodiimides (O-acylsourée ou N-acylurée
notamment). Ces impuretés sont toujours présentes aprés les différentes étapes de dialyse, ce qui
suggére que celles-ci sont greffées sur le polymeére. Nous avons essayé d’optimiser le protocole afin

d’éliminer ces impuretés et de s’affranchir de leur impact sur les propriétés observées.

Pour atteindre cet objectif, plusieurs stratégies ont alors été envisagées :

o Tout d’abord, nous avons réalisé la réaction dans un mélange eau/DMSO. En supposant que
ces impuretés soient des O-acylisourées qui n’auraient pas réagi, la présence d’eau
permettrait une hydrolyse réversible vers I'acide carboxylique. Cependant, des analyses de
dichroisme circulaire ont montré que le xanthane n’est pas sous forme désordonnée quels

gue soit les ratios eau/DMSO étudiés allant de 99/1 a 10/90.

o Afin de limiter cette réaction secondaire, d’autres facteurs ont été étudiés comme le temps
de réaction (réduit a 2 h au lieu de 24 h), ou l'ordre d’ajout des réactifs (réaction en une ou
deux étapes). L'ajout des réactifs en une seule étape favoriserait la réaction entre I'O-

acylsourée intermédiaire et 'HOBt limitant ainsi la formation irréversible de N-acylurée.

o La purification du milieu réactionnel est réalisée par différentes étapes de dialyse qui
constituent un cycle de dialyse (Voir Fantou et al.'). Dans I'hypothése ou ces impuretés ne

seraient pas greffées sur les polymeres, des étapes de purification supplémentaires telles
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qgue la précipitation du polymeére dans l'isopropanol en fin de réaction ou la réalisation de

plusieurs cycles de dialyse successifs, ont été réalisées afin de pouvoir les éliminer.

Ces méthodes ont permis de diminuer le taux d’impuretés dans le produit final mais celles-ci étaient

toujours en proportions non négligeables (environ 10 % d’impuretés greffées).

Une derniére option a été de changer la chimie des agents de couplage, notamment en utilisant la
chimie des uroniums, tels que ['hexafluorophosphate de O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N'N"-
tetramethyluronium (HBTU). En effet, cet agent de couplage, compatible avec I'utilisation du DMSO,

21 La réaction

est connu pour ses conditions d’activation douces et un fort rendement de réaction
est réalisée en une seule étape et la triéthylamine est utilisée en tant que base pour déprotonner
I'acide carboxylique. Aprés 18h de réaction a température ambiante, le milieu réactionnel est purifié
par différentes étapes de dialyse. Cette fois-ci, aucune trace d’impureté n’a été visible a la précision

de la RMN pres.

Les deux protocoles de modification une fois mis au point, une gamme de xanthane modifiés sous
forme ordonnée et désordonnée a été synthétisée avec des taux de greffage compris entre 7 et 50 %.
Les xanthanes modifiés obtenus ont ensuite été caractérisés en solution aqueuse que ce soit au
niveau de leur conformation ou leurs propriétés rhéologiques. L'objectif étant de pouvoir conclure
sur l'impact de la conformation adoptée par le xanthane pendant sa modification sur 'organisation
de la chaine modifiée en solution afin de déterminer I'influence de la rigidité sur la relation structure-

propriété, notamment le caractére associatif.
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ordered conformation displayed a chemical gel-like behavior without any relaxation of the chain within the
studied frequency range nor with temperature, which is unexpected for this length of alkyl chains. These dif-
ferent viscoelastic properties can be correlated to the regioselectivity of the grafting; the latter can be controlled
by the conformation of xanthan during modification, thus by the synthesis conditions.
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e Abstract
The impact of the chain stiffness on physicochemical properties has been studied by chemical
modification of xanthan under both ordered and disordered conformations. Corresponding
rheological properties were studied and results showed that amphiphilic xanthan exhibited
completely different behaviors depending on its conformation during modification. Xanthan, when
modified under ordered conformation, exhibits similar behavior to non-modified one, only the chain
relaxation being strongly slowed down. Therefore, the high stiffness of xanthan helices does not
allow hydrophobic moieties to associate. Oppositely, xanthan modified under its disordered
conformation displayed a chemical gel-like behavior without any relaxation of the chain within the
studied frequency range nor with temperature, which is unexpected for this length of alkyl chains.
These different viscoelastic properties can be correlated to the regioselectivity of the grafting; the
latter can be controlled by the conformation of xanthan during modification, thus by the synthesis

conditions.

e Introduction

Polysaccharides are massively used in a wide range of industrial areas and thus the subject of
intensive researches™. In order to increase the physicochemical scopes and potentialities of such
polymers, many efforts have been devoted to their chemical modification®”. In this field, amphiphilic
polysaccharides, grafted with hydrophobic moieties being able to self-associate in solution, are well-
known for their viscosifying or gelling properties for instance. They are extensively used for
applications with industrial interest in several fields like cosmetic as emulsifier or thickener®”,
pharmaceutical or medicinal issues for drug delivery®® or even oil recovery'. Thanks to the flexibility
of the chains, the hydrophobic moieties are able to self-associate in solution, thus resulting in specific
properties.

In literature, most of the modifications leading to such systems concern polysaccharides with a

11,12

simple structure consisting of a linear backbone that form random coils in solution and only few

studies describe the chemical modification of heteropolysaccharides owning both a more complex
structure and a secondary organization, i.e., semi-rigid conformation™*.

Surprisingly, to the best of our knowledge no one ever reported the chemical modification of a
complex polysaccharide that can adopt different conformations in order to confer diverse properties
depending on the conformation starting from the same substrates. Such approach could open up a
new paradigm in the area of polysaccharide chemistry and should be of interest for both a

fundamental and an industrial point of view. For that purpose, we turned our attention to xanthan.

Indeed, xanthan is a natural bacterial heteropolysaccharide produced by fermentation from
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Xanthomonas campestris. Its structure consists of a cellulosic backbone of B-D-glucose substituted on
every two units with a charged trisaccharidique side chain containing a D-glucuronic acid between
two D-mannoses. Xanthan also possesses acetate and pyruvate groups on inner and terminal
mannoses of the side chain respectively. Their proportions vary according to the fermentation

process and the post-fermentation treatment and have an impact on the polymer properties*®™. |

n
aqueous media, xanthan can adopt two distinct conformations *°: an rigid ordered double-stranded
helical structure at low temperature and high ionic strength, and a disordered flexible coil at high
temperature and low total ionic strength'>?. The helix-coil transition is reversible with temperature
and is accompanied by a fall of the storage modulus. Both conformations exhibit distinct rheological
properties’™ due to the difference in rigidity between them. Thus xanthan is the perfect candidate
for studying the impact of chains rigidity on associative properties. The order-disorder transition,
which is traditionally monitored by optical rotation, DSC, NMR, or circular dichroism, does not
necessarily correspond directly to full dissociation. In fact, common techniques only give information
about the ordering of side chains, and are not strictly connected to strandedness but both are
intimately related®*>.

Chemical modifications of xanthan under its ordered conformation have been well described in

26,27

literature and most of them are carried out on the hydroxyl functions of xanthan®“’. Only few

authors were targeting the carboxylic functions of the polymer®**

, even though that undoubtedly
offers a better control of the regioselectivity. In order to provide amphiphilic properties, octyl
residues were grafted onto the carboxylic functions of the polysaccharide via an amidation reaction.
Among the different chemical grafting of xanthan polymer described in the literature, only Roy et al*°
succeeded in developing a method to modify xanthan under its ordered conformation via a
carbodiimide-mediated amidation reaction method in water; the corresponding amphiphilic

xanthans own original but non associative rheological properties. However, modification on

disordered xanthan is still lacking.

The aim of the present work is to determine the influence of the chain stiffness on both the
conformation and physicochemical properties of modified xanthan. In a first step, a protocol for
chemical grafting of xanthan under disordered conformation was developed. To our knowledge,
chemical modification of xanthan under disordered conformation has never been done so far. Then,
the conformation of the resulting modified xanthans was investigated using circular dichroism.
Finally, rheological analyses were performed and compared to modified xanthan under ordered
conformation, confirming our hypothesis. Moreover, the whole results indicated original associative
properties with high gelling properties at quite low concentrations, offering promising interest in

formulation as stabilizer and/or texturing agent.
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e Materials and Methods
o Materials
The xanthan was provided by Danisco (France). The substitution degrees of acetate and pyruvate
obtained by 'H NMR were respectively 0.87 and 0.49. The moisture content, measured by thermo
gravimetric analysis, was 10.1 % and the protein content, determined by the Bradford procedure was
0.1 %. 2,2,3,3-d(4)-3-(trimethylsilyl)propionic acid sodium salt (TSP) and O-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N',N'-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU) were purchased from Alfa Aesar,
triethylamine and sodium azide from Sigma Aldrich, octylamine, DMSO and sodium chloride from
Carlo Erba. All reagents were used without further purification and ultra-pure water was used as

solvent for all the characterizations.

o Synthesis
The modification process of xanthan under disordered conformation is described in detail in the
Results and Discussion section. Modified xanthan under ordered conformation has been obtained

following the procedure developed by Roy et al*°.

o Characterization methods

= 'H NMR Analysis

Prior to NMR analysis, chemical depolymerization using hydrogen peroxide in alkaline solution was
necessary to decrease the viscosity of xanthan aqueous solutions and was conducted according to
Wu et al*'. Briefly, 7.4 pL of NaOH (1 M) and 25 uL of H,0, were added to 1.5 mL of a solution of
xanthan at 6 g/L in D,0. The solution was heated at 80°C for 1h under stirring and then cooled down
in an ice bath for 30 minutes before freeze-drying. Then, polymer solutions were prepared in D,0 at
5 g/L in the presence of 5%¥10° M of TSP as chemical shift (in ppm) and internal quantification
reference. 300 MHz 'H NMR spectra were recorded at 80 °C, using a Bruker Avance 300
spectrometer. The determination of the grafting density of our samples was done using a procedure
described by Roy et al*°.
= Circular Dichroism

Circular dichroism (CD) spectra were recorded with a CD spectropolarimeter (Jobin-Yvon, France) in
the UV range of 200-270 nm with a quartz cell with an optical path of 0.2 cm at room temperature.
Xanthan solutions at 1 g/L in water were prepared and stirred at room temperature overnight. The
pH was adjusted to 4.3 with 0.1 M HCI and the ionic strength to 1000 uS/cm with NaCl. 300 ppm of

NaN; were added to the samples to prevent bacterial growth. Solutions were centrifuged for 3

minutes to get rid of air bubbles. Spectra were averaged over 5 scans with a bandwidth of 2 nm then
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smoothed and corrected with the subtraction of the CD spectrum of solvent measured within the

same conditions.

=  Rheology
Oscillatory shear studies were carried out with a stress controlled rheometer HR2 (TA Instruments)
using concentric cylinder geometry (bob diameter, 27.98 mm; length, 42.11 mm; gap, 1.2 mm)
equipped with a Peltier temperature control device. Water evaporation was avoided by covering the
geometry with low viscosity silicon oil. The storage (G’) and loss (G”’) moduli were measured within
the linear viscoelasticity domain at different temperature, from 5 to 80 °C. Polymer solutions ranging
from 0.05 g/L to 2 g/L were prepared as mentioned above. The pH was adjusted to 4.3 with 0.1 M
HCl and the ionic strength to 1000 uS/cm with NaCl. 300 ppm of NaN; were added to the samples to

prevent bacterial growth.

e Results and Discussion
o Chemical modification of xanthan
Modification of xanthan under its disordered conformation in water would require low ionic strength
conditions (salt concentration below 10® M), or working at temperature above the xanthan
conformational transition temperature (T,,). However, the addition of the reagents makes the ionic
strength high enough to stabilize the ordered conformation of xanthan, and increasing the
temperature could strongly affect the coupling efficiency. We proved by circular dichroism that acidic
form of xanthan adopts a disordered conformation in DMSO (see Figure 3A). Similar approach as for
xanthan modification under its ordered conformation, using carbodiimide chemistry, has been
conducted. Nevertheless, in spite of intensive purification, the modified xanthan in DMSO still
contain impurities in quite important amount, impurities that we believe to be covalently bounded to
the xanthan backbone. Therefore, a novel methodology was investigated to better control the final
polymer characteristics. Among the methods described in the literature, uroniums salts, such as O-
(benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU), are versatile

reagents for an acid-amine coupling®>*

, compatible with DMSO and characterized by their mildness
and the high yields obtained®. On the basis of this information, we decided to modify xanthan under

its disordered conformation using uronium chemistry.

Due to the presence of negative charges on its backbone, xanthan is not soluble in DMSO. A
preceding acidification step is thus necessary to make xanthan soluble. To this aim, a solution of
xanthan at 5 g/L was dialyzed for 24h against ultrapure water buffered at pH = 3 with HCIl. Once the
product freeze-dried, a solution of xanthan at 1 g/L in DMSO was prepared and stirred at 80°C during

4h for complete dissolution; then cooled down to room temperature. Then HBTU, triethylamine and
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octylamine were introduced. The reaction is a one-pot process with two chemical steps as described
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in Scheme 1.

Scheme 1: Grafting reaction of octylamine onto disordered xanthan.

Triethylamine is used as a base to deprotonate the carboxylic acid functions. The quantity of each
reagent is calculated with respect to the number of carboxylic acid on the polymer knowing that the
xanthan used in this study possesses one glucuronic acid and 0.49 pyruvate groups per repeating
unit. For octylamine, the stoichiometry remains constant with nOctylamine / nCOOH = 1.1. All
reagents were added at the same time under stirring for 18h at room temperature.

Modified polymers were purified by successive dialysis steps: (1) against DMSO for 24h to remove
most of ungrafted octylamine, then (2) against a mixture of water buffered at pH=3 / isopropanol
with a ratio 70/30 (v/v) for 24h to protonate xanthan and protonate the remaining amine into
ammonium, (3) then against a mixture of water containing 0.1 M NaCl / isopropanol with a ratio
70/30 v/v for 24h for counterion exchanges especially ammonium into Na® and finally (4) against
distilled and ultrapure water for 7 days to remove Na® and to decrease the salinity. Samples were
then freeze-dried. It is important to note that all modified polymers remained fully water soluble

thus allowing pouring back in water for characterizations.

Precursor refers to a xanthan that went through all the synthesis and purification steps except the
addition of the coupling agents. Therefore, precursor is the reference corresponding to an
unmodified xanthan that endured the same treatment as the modified one. The nomenclature
applied for the modified polysaccharides is X"Cg, where A is the grafting density (as defined by Roy et
al*®) and Cg the number of carbon atoms in the alkyl chain. In addition, X*Cgorq and X*Cggis correspond

to a polymer modified under its ordered and its disordered conformation, respectively.

Figure 1 represents "H NMR spectra for the precursor (top) and X°Cggis (bottom). For the precursor,
the spectrum obtained is characteristic of xanthan®® with a peak at 1.46 ppm attributed to the
pyruvate groups, a peak at 1.90 ppm corresponding to free acetate due to the depolymerization

procedure and a peak at 2.16 ppm attributed to the acetate groups. No impurity or remaining
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reagents are observed. Thus, the purification procedure is proved to be efficient to remove all the

unreacting octylamine and byproducts of the reaction.
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Figure 1: 'H NMR spectra of the precursor (top) and X°Cgg; (bottom) in D,O at 80 °C.

On the other hand, after modification, additional peaks are detected. The ones at 0.88 ppm are
attributed to the three terminal methyl protons of the grafted octyl chain, the peak at 1.59 ppm for
the two non-chemically equivalent CH, protons in B-position compared to the amide function and the
peak at 1.31 ppm attributed to the six others CH, protons. The pyruvate peak was split into two

peaks: the first one at 1.46 ppm corresponding to pyruvate groups that were not affected by the
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modification and the second one at 1.51 ppm corresponding to pyruvate groups bonded to an amide
function. Therefore, it is possible to roughly estimate the proportions of modified pyruvic acid and

glucuronic acid by integration of these two peaks.

All the data obtained for modification under both disordered and ordered conformations were
analyzed and compared. Results, presented in Figure 2A, show that, for the modification in DMSO,

the pyruvic and glucuronic functions are grafted within the same proportions. Hence, under this
disordered conformation both pyruvic and glucuronic acid functions have the same reactivity as a
consequence of identical accessibility. For the modification under helical conformation, most of the
modified functions are located on the pyruvic acid (between 80 and 100%). This could be explained
by a better accessibility of the pyruvic acid functions that are located at the chain extremity while the
glucuronic acids are much less accessible to react due to their involvement in hydrogen bonds that

stabilize the helix**?’.
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Figure 2: (A) Evolution of the relative pyruvic acid grafting density as a function of the overall grafting
density. (B) Evolution of the overall grafting density as a function of the coupling reagents quantity.

Figure 2B presents the overall octyl groups grafting density as a function of the conditions of
modification, for both ordered and disordered conformations. As clearly visible on Figure 2B,
adjusting the stoichiometry of the coupling reagents allows controlling the grafting density for both

conformations, thus giving access to a wide range of hydrophobically modified xanthan derivatives.

In addition, results indicate that the modification performed in DMSO is also more efficient and the
grafting density increases linearly with the coupling agents’ quantity. This can be explained by the
better accessibility of glucuronic acid groups under disordered conformation as mentioned above.
Precipitation of the modified polymer in water was observed when HBTU and triethylamine were

added in quantity higher than 0.5 equivalents. In that case, we assumed that the polymer was too
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much grafted with hydrophobic moieties to remain soluble in water. So in order to keep the

derivatives water-soluble, the maximum grafting density is here around 50%.

In water, the reaction reached a maximum of grafting density around 40%. Since the pyruvate
density is 50% for the present xanthan, this is consistent with the previous results on the poor

accessibility of the glucuronic groups.

o Derivative conformation
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Figure 3: (A) Circular dichroism spectra of the precursor in water and in DMSO, X’Cggi, X**Cgais and
X*Cgqsin water at 1 g/L. (B) Evolution of ellipticity at 210nm as function of the grafting density for
modified xanthan under ordered (black symbols), and disordered conformations (grey symbols). The
black triangle corresponds to xanthan modified under ordered conformation and then disordered in
DMSO.

Prior to rheological characterization of the amphiphilic xanthan, chain’s conformation in aqueous
solution after modification was characterized by circular dichroism. Figure 3A shows circular
dichroism spectra for precursor and derivatives modified in DMSO at different grafting densities in
buffered water. Note that both precursor in DMSO and in water exhibited the same CD spectra once
poured in water, we plot only the precursor obtained in DMSO for clarity. All spectra display a
positive band at 210 nm, corresponding to the carboxylic functions, and a negative band at 225 nm,
attributed to the acetyl groups of the polymer side chain. These bands are characteristic features of

193833 These results show that after modification under

xanthan chain under ordered conformation
disordered conformation, amphiphilic derivatives are able to adopt a reordered conformation when
poured back in buffered water. Nevertheless, the absolute intensity of the band at 210 nm is
decreasing with increasing grafting density while the amplitude of the band at 225 nm is increasing.
The degree of xanthan chain ordering can be characterized by the intensity of the band at 210 nm,

38,39

the higher the intensity the more ordered the xanthan is® . In figure 3B, the intensity of the band at
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210 nm is plotted as a function of the grafting density for derivatives modified under both ordered
and disordered conformation. For xanthan modified under ordered conformation, the presence of
hydrophobic moieties reinforces the chain ordering as already stated in a previous study®. On the
other hand, for xanthan modified under disordered conformation, these moieties cause a
progressive decrease in the chain rigidity. The decrease of the band at 225 nm confirms the
disordering as the grafting density increases®®. These observations suggest that the two methods of
modification have opposite impacts on the organization of xanthan chains in solution and,

consequently, on the rheological properties as well (see next part).

So here, we demonstrate that after disordering xanthan in DMSO, the latter is able to reorder once
poured in water. On the one hand, precursor owns the same degree of ordering before and after
being disordered in DMSO. On the other hand, modified xanthans in DMSO have their degree of
ordering decreasing when grafting density increases. For instance, X*°Cqyi is about 2.4 times less
ordered than the precursor. Finally, as already mentioned above, glucuronic acid functions are
known to stabilize the ordered conformation by H-bonding. In DMSO, these functions are
significantly modified through grafting, thus the modified groups are no more able to contribute to
the helix stabilization. This probably explains the chains disordering with increasing grafting density

in the case of xanthan modified in DMSO.

o Rheology
First of all, the viscoelastic properties of precursors, for both ordered and disordered modification
procedures, have been studied over a wide range of temperatures. From the frequency dependence
curves of G’ and G” as a function of the temperature, it is possible to build a master curve by the

214142 - As shown in figure 4, both precursors exhibit

means of frequency-temperature superposition
the typical features of a xanthan solution®’. At high frequencies and low temperatures, the
precursors behave like a weak gel due to intermolecular hydrogen bonds, with G’ higher than G”” and
a low frequency dependence for both moduli. On the other hand, at low frequencies and high
temperatures, the latter exhibit a liquid-like behavior. Moreover, the temperature dependence of
the viscoelastic properties of xanthan can be described by an Arrhenius’ law (see the inset of Figure
4). The activation energies of both precursors are nearly the same: 68 kJ/mol for the one prepared
under its disordered conformation and 60 kJ/mol for the one under its ordered conformation, both

214 As shown in Figure 4, both

being within the order usually reported for unmodified xanthan
curves superimpose very well for G’ and G” over the entire temperature and frequency range
investigated. Hence both precursors have the same behavior thus indicating that no degradation of

the polymer occurs during dissolution and purification process; otherwise, it shows that the
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precursor obtained in DMSO is able to reorder the same way when poured back in water which
confirms the results gathered from circular dichroism analysis.

The same approach was applied to xanthan modified under its disordered conformation. As an
example, Figure 5A represents the frequency dependence of G’ and G” at different temperatures for
X°Cggic. From 20 °C to 40 °C, the modified polymer behaves as a visco-elastic liquid similar to that

observed for the precusor®. Above 50 °C, a dramatic change in viscoelastic properties occurs (see

Figure 5B).
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Figure 4: Frequency-temperature master curves of the frequency dependence of the storage G'
(filled symbols) and loss G" (open symbols) modulus for the ordered and disordered precursor at 2
g/L (Tref=20°C). Inset: Horizontal shift factors (a) as a function of the inverse absolute temperature.

Indeed, the system displays a chemical gel-like behavior with G’ higher than G’ within the whole
range of frequencies with both moduli frequency independent. Construction of a master-curve then
becomes no more possible. This is most likely due to the strong hydrophobic interactions which are
allowed thanks to chains flexibility. Moreover, no relaxation of the chain is observed within the
studied frequency range nor with temperature, which is unexpected for this length of alkyl chains.
The system remains gelified after cooling but it can be broken down by applying a strong shear and
then goes back to the liquid behavior (data not shown). Similar results were observed with modified
polymers with higher grafting density.

The frequency dependence of the shear moduli as a function of time at 20°C has also been
investigated. The previous section has shown that the modified polymers, once in aqueous media,
behave as gels increasing temperature; nevertheless this phenomenon also occurs with time as

visible on Figure 5C. For this sample, the system behaves as a liquid with G”>G’ until 6120 seconds;
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then both moduli strongly raise and an abrupt transition occurs thus the system exhibits a gel-like
behavior. This sudden transition from liquid to solid behavior with both temperature and time could
be related to a percolation mechanism® (see Figure 5B and 5C). Frequency sweep after gelation
demonstrates that both moduli were frequency independent with G’ about 20 times higher than G”
(result not shown). Similar results were observed at lower concentrations. Of course, the final values
of both moduli decrease with decreasing the concentration but gelation of the system still occurs at
concentration as low as 0.05 g/L. These results suggest a promising application for such xanthan

derivative as a gelling agent since it can form a gel even at very low concentrations.
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Figure 5: A) Frequency dependence of the storage G' (filled symbols) and loss G" (open symbols)
shear moduli at different temperatures for X°Cggq;, at 2 g/L. B) Temperature dependence of G' and G"
shear moduli at w = 0.1 rad/s. C) Time dependence of G' (filled symbols) and G" (open symbols) shear
moduli at 20°C and w = 0.1 rad/s for X°Cag; at 2 g/L.

The conformation adopted by the polymer during the grafting procedure has a major impact on the
rheological properties (see Figure 6). On the one hand, xanthan modified under ordered
conformation exhibits similar behavior as pristine xanthan. Results show that the helical
conformation, stabilized via hydrogen bonds, is lowly affected by the chemical modification, only the
chain relaxation is strongly slowed down, up to 30 000 times slower for the most grafted compared
to the precursor®®. The high stiffness of xanthan helices does not allow hydrophobic moieties to self-
associate as usually observed for flexible amphiphilic polymers. Hydrophobically modified xanthan
under its ordered conformation are amphiphilic but not associative polymers®. On the other hand,
xanthan modified under its disordered conformation is able to partially reorder in aqueous solution
as shown by circular dichroism. Increasing the grafting density leads to a progressive increase in the
chain flexibility. The latter is in favor of the hydrophobic interactions which dominate the
organization of the chains in solution, leading to a chemical gel-like behavior with G’ and G”
frequency independent and no relaxation of the chain in the studied frequency and temperature

range.
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These different behaviors could be explained by the conformation adopted by the polymer during
the modification. Indeed, depending on the conformation, the two grafting sites (pyruvic and
glucuronic acids) do not have the same accessibility. For the modification under ordered
conformation, we previously evidenced that most of the modified functions are located on the
pyruvic acids. Thus, glucuronic acids remain unmodified and, therefore, able to form hydrogen bonds

to stabilize the helix, leading to the typical rheological behavior of ordered xanthan.
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Figure 6: Frequency dependence of the storage G' (filled symbols) and loss G" (open symbols) shear
moduli at 20°C for precursor, X®Cgorq and X Caqis at 2 g/L.

On the contrary, due to their better accessibility in DMSO, glucuronic acids are more grafted in these
conditions and, consequently, no more available to maintain the hydrogen bonds. This induces the
helix destabilization, leading to a decrease in the backbone rigidity and promotes the association of
hydrophobic moieties. Hence glucuronic acids play an essential role in the conformation adopted by
the modified polymer once poured back in water, depending on whether they are affected or not by

the modification.

To confirm this hypothesis and to better understand the impact of the chains conformation on the
rheological properties, we decided to compare the re-organization of a xanthan modified under its
ordered conformation then disordered in DMSO with another one directly grafted under its
disordered conformation. To this aim, a xanthan derivative prepared under its ordered conformation
was poured in DMSO, stirred at 80 °C during 4h for complete dissolution and then at room
temperature overnight. Afterwards, the solution went through successive dialysis steps against
DMSO for 24h in order to complete the disordering of the derivative chains and then against distilled

and ultrapure water for 7 days.

Circular dichroism measurements were conducted in water for X3Cg.q before and after dialysis

against DMSO. CD measurement in DMSO was also done to confirm that the modified chain can be

119




disordered. As expected, X8Csorq before dialysis exhibits a highly ordered conformation as illustrated
by the intense band at 210 nm (see figure 3B). On the other hand, after being disordered in DMSO
and then poured back in water, the very same sample still exhibits an ordered conformation.
Nevertheless, the band at 210 nm appears less intense than before dialysis but still more intense
than X®Cgq;s (see the black triangle in Figure 3B). Hence, this proves that xanthan modified under its
ordered conformation then disordered is able to reorder but in a lesser extend compared to its initial
state (data not shown). Yet, modified xanthan under its ordered conformation is still able to adopt a
more rigid conformation after the disordering treatment in DMSO than the one modified under its
disordered conformation, because the former has more non modified glucuronic functions available
for stabilizing the helix than the latter. Hence, these results tend to confirm the major role of the

glucuronic acids on xanthan conformation.

The viscoelastic properties of both systems, before disordering and after reordering, were studied
and Figure 7 presents the resulting master curves for X®Cg,q. From a general point of view,
frequency-temperature superposition was possible after dialysis in DMSO while it was not possible
for derivative directly modified in DMSO. X®Cg,q after dialysis exhibits the typical rheological behavior
of xanthan modified under its ordered conformation. However, after the dialysis in DMSO, the
relaxation time of the system decreases showing a rise of the chains dynamics, characteristic of a less
rigid helix. This result is consistent with circular dichroism that proves that chains ordering decreases

after dialysis.
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Figure 7: Frequency-temperature master curves of the frequency dependence of the storage G'
(filled symbols) and loss G" (open symbols) shear moduli at different temperatures (Tref=20°C) for
X8Cgorq before and after dialysis in DMSO at 2 g/L. Inset: Horizontal shift factors (a;) as a function of
the inverse absolute temperature.
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Because they do not have the same behavior, it is important to distinguish xanthan modified under
disordered conformation to the one modified under its ordered form, then disordered in DMSO and
finally let reordering in water. This study demonstrates that gelation of the system only occurs when
the polymer is modified under its disordered conformation and confirms that the chain stiffness
during modification has a strong impact on associative and physicochemical properties of amphiphilic

xanthan which is undoubtedly related to the grafting sites.

e Conclusion
The objective of the current work was to study the impact of the backbone stiffness on both
conformation and viscoelastic properties of hydrophobically modified xanthan. To that purpose, two
modification protocols of xanthan on both ordered and disordered conformation are required.
Xanthan modification under ordered conformation and its characterization have already been
reported®®. Herein we developed an efficient protocol to modify xanthan under its disordered

conformation in a controlled manner which has never been done so far to the best of our knowledge.

We demonstrated that after modification under its disordered conformation xanthan can readopt an
ordered conformation once poured back in water. However, xanthan ordering is much less than for
pristine xanthan and the order decreases with increasing grafting density. The opposite tendency
was observed when modified under ordered conformation. As a consequence, viscoelastic properties
are also completely different. On the one hand, xanthan modified under ordered conformation
behave similarly to pristine xanthan with a relaxation time that increases with increasing grafting
density by a sticky relaxation process, which is attributed to the increase in backbone rigidity. On the
other hand, xanthan modified under disordered conformation forms a gel with increasing
temperature or with time most likely akin to a percolation mechanism. The gel formation was
observed for concentration as low as 0.05 g/L that we attribute to intermolecular hydrophobic
interactions which are possible thanks to the gain in backbone flexibility. In addition, we
demonstrated that depending on the chains conformation during modification, the grafting
distribution between pyruvic acid and glucuronic acid dramatically changes which is responsible of
the observed results: a great thickening ability when the backbone is highly rigid or a gelling property
if the chains are more flexible. This proves the intimate relation between the polymer structure and
its macroscopic properties. These properties are of important interest for both academic and

industrial application as texturing agent.
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En résumé :

Le protocole développé dans le DMSO permet de greffer des chaines hydrophobes sur les fonctions
acide carboxylique du xanthane sous forme désordonnée. A notre connaissance, il s’agit du premier
exemple décrit de modification chimique du xanthane sous cette forme. Des xanthanes modifiés sous
forme ordonnée ont également été obtenus grace a un protocole développé par A. Roy. Nous avons
donc acces a une large gamme de dérivés amphiphiles du xanthane. Ainsi, il est possible d’étudier
I'impact de la rigidité de la chaine lors de la modification sur les propriétés en solution.

Il avait été démontré auparavant que le xanthane modifié sous forme ordonnée présente un
comportement similaire au précurseur. La conformation hélicoidale, stabilisée par liaisons
hydrogene, s’avere peu affectée par la modification chimique. Néanmoins, les greffons hydrophobes
ralentissent tres fortement la dynamique de relaxation des chaines amphiphiles, selon un processus
qualifié de « relaxation collante ». Ce phénomene est d’autant plus marqué que la densité de
greffage est élevée. La rigidité de la chaine empéche son repliement sur elle-méme pour former des
microdomaines hydrophobes. Par conséquent, les xanthanes modifiés sous forme ordonnée sont des

polymeéres amphiphiles mais non associatifs.

A l'inverse, les xanthanes modifiés sous forme désordonnée sont capables de se réordonner
partiellement en solution aqueuse. L'augmentation du taux de greffage entraine une diminution de
la rigidité de la chaine. Cette flexibilité de la chaine est favorable aux interactions hydrophobes entre
les greffons, interactions qui dictent I'organisation des chaines en solution et sont responsables du
comportement de gel. De plus, nous avons montré que les conditions de modification chimique sont
déterminantes puisqu’un xanthane modifié sous forme ordonnée puis désordonné dans le DMSO ne
présente absolument pas ce type de comportement. Ainsi, les xanthanes modifiés sous forme

désordonnée sont donc des polyméres amphiphiles associatifs.

De ce fait, nous avons pu établir a I'aide d’analyses en RMN que selon la conformation adoptée par le
polymeére pendant la modification, les sites de greffage notamment les acides glucuronique sont plus
ou moins accessibles. Or, ces acides sont responsables de la stabilisation de I'hélice via des liaisons
hydrogéne, expliquant que leur modification impacte de fagon majeure la conformation du polymere

modifié et de la méme facon ses propriétés en solution.

Ces résultats nous permettent donc de conclure qu’il y a bien un impact de la rigidité de la chaine
polymeére lors de la modification chimique sur les propriétés associatives en solution et confirmant
ainsi, dans le cas du xanthane, qu’il existe une relation entre I'organisation de la chaine polymeére et

les propriétés qui en découlent.
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Ouverture : Greffage de la benzylamine

Les résultats obtenus précédemment suggerent la possibilité d’un greffage régioselectif selon la

conformation adoptée par le polymeére dans le milieu réactionnel.

L'objectif de cette étude est de parvenir a greffer deux amines différentes d’une part sur les acides
pyruvique et d’autre part sur les fonctions acide glucuronique. Pour la deuxieme amine, nous avons
sélectionné la benzylamine. Ce choix se justifie par le fait qu’en RMN, les protons aromatiques
sortent entre 6 et 9 ppm et sont ainsi facilement reconnaissables et distinguables des autres protons
présents sur le polymere.
Pour parvenir a cet objectif, la réaction se fait en deux étapes successives.
- Tout d’abord, I'octylamine est greffée sur le xanthane sous sa forme ordonnée. En effet, le
protocole de modification dans I’eau permet de cibler majoritairement les acides pyruvique
du fait de leur meilleure accessibilité sous cette conformation. Ainsi, afin de greffer un

maximum d’acides pyruvique, la quantité d’octylamine introduite est :

Noctylamine

=27
NcooH

Le polymére obtenu est alors purifié par différentes étapes de dialyse avant d’étre
lyophilisé.

- Le polymére obtenu lors de la premiéere étape est alors dissous dans du DMSO. Cette fois ci,
on cherche a greffer la benzylamine préférentiellement sur les fonctions acide glucuronique
du xanthane sous sa forme désordonnée. Le protocole de modification du xanthane dans le
DMSO permet de greffer de fagcon équivalente les deux acides (méme accessibilité), or du
fait de la premiére partie de la réaction, les acides pyruviques ne sont peu disponibles (voir

le Tableau 6). La quantité de matiere de benzylamine testée est de :

Npenzylamine
_pbenzylaminé _ 0,2

NcooH
La purification du milieu réactionnel est de nouveau réalisée par dialyses.
zéme

La Figure 43 présente les spectres RMN obtenus lors de la 1% et de la étape de modification.

Aprés la 1%® étape (voir la Figure 43A), on constate bien la présente des pics correspondant aux
protons de la chaine alkyle de I'octylamine : les trois protons du groupement méthyle terminal a 0,88
ppm, les protons CH, de la chaine alkyle a 1,31 ppm et les deux protons du CH, situé en position B de
la fonction amide & 1,59 ppm. La densité de greffage en octylamine est de 30 %. Aprés la 2°™ étape
(voir Figure 43B), on observe I'apparition d’un pic supplémentaire vers 7,4 ppm caractéristique d’'un

cycle aromatique. La densité de greffage en benzylamine est de 14 %.
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Nous avons vu que la densité de greffage maximale pour que le polymeére reste soluble en solution
aqueuse apres greffage des chaines octyles est d’environ 50 %. Il ne faut donc pas dépasser ce taux

de greffage en densité de greffage d’octyle et de benzyle cumulé, ici on obtient 44 %.
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Figure 43 : Spectre RMN 'H du xanthane modifié (A) dans I'eau avec une densité de greffage en

octylamine de 30 % puis (B) dans le DMSO avec une densité de greffage en benzylamine de 14 %.

Par ailleurs, sur les spectres RMN, on observe un dédoublement du pic des pyruvates : un pic a 1,46
ppm correspondant aux pyruvates qui n’ont pas été modifiés et un deuxieme a 1,51 ppm pour les
pyruvates qui ont formé une liaison amide (Voir la Figure 43). Ainsi, par intégration de ces deux pics,

il est possible d’estimer la proportion de groupements pyruvate modifiés a chaque étape. Les
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ére

données obtenues sont présentées dans le Tableau 6. Comme prévu, pour la 17" étape, la grande
majorité des octyles greffés est située sur les pyruvates. Le xanthane étudié possédant 0,49
groupements pyruvate par unité de répétition et la densité de greffage en octyle étant de 30 %, une

plus faible proportion des fonctions acides pyruvique restent disponibles pour la suite de la réaction.

Tableau 6 : Répartition de la densité de greffage a chaque étape entre les acides pyruvique et les
acides glucuronique.

Taux de greffage

% relatif d’acide
pyruvique modifié

% relatif d’acide
glucuronique modifié

1ére

7

étape

% octyl =30 %

80

20

Zéme

étape

% benzyl =14 %

55

45

Néanmoins, apres la

étape, on constate que le greffage des benzylamine est quasi statistique,

comme observé précédemment dans le cas du greffage de I'octylamine sur le xanthane sous forme

désordonnée.

L'ensemble de ces observations démontre qu’il n’est pas possible de greffer regioselectivement deux
amines sur les fonctions acide carboxylique du xanthane en utilisant un protocole en deux étapes.
Afin d’obtenir cette regioselectivité, il faudrait fonctionnaliser la totalité des acides pyruvique lors de

la 1° étape.

Il serait pertinent de déterminer I'impact du greffage de la benzylamine sur I'organisation de la
chaine polymeére en solution ainsi que sur ses propriétés rhéologiques. Cette étude n’a pas été

réalisée dans le cadre de cette these.

Ces résultats ne sont que préliminaires puisque seulement deux syntheses ont été réalisées. lls
offrent cependant des perspectives intéressantes, notamment sur la possibilité de greffer deux

groupements apportant des fonctions spécifiques différentes (anti bactérienne, anti fongique ...).

128



Partie 2 : Application des xanthanes amphiphiles a la stabilisation des

émulsions

Cette deuxieme partie présente les principaux résultats obtenus lors de I'application des xanthanes
modifiés hydrophobiquement soit sous forme ordonnée, soit sous forme désordonnée a la
stabilisation des émulsions. L’intérét de cette partie consiste en la compréhension du comportement

des xanthanes amphiphiles en émulsion. Elle s’articule autour de deux publications.

Afin de pouvoir comparer les différentes émulsions, il nous a fallu tout d’abord développer un
protocole de formulation reproductible. Différents parametres ont été étudiés :

- Composition: les émulsions étudiées ont une composition simple. Une phase grasse
composée d’isononyl isononanoate (20 % m/m) et une phase aqueuse contenant le xanthane
modifié (80 % m/m). En effet, |'objectif est de comprendre les phénoménes mis en jeux pour
un systéme modele. Les proportions de chaque phase ont été choisies de facon a se
rapprocher des systemes réels.

- Température : le contrble de la température des deux phases est un parametre important
afin d’assurer la répétabilité du protocole. Ainsi, nous avons choisi de travailler a 30 °C ce qui
permet de controler la température sans affecter la conformation du xanthane.

- Vitesse et temps d’homogénéisation: nous avons di nous assurer que les xanthanes
modifiés n’étaient pas dégradés pendant le processus d’émulsification. Dans ce but, nous
avons testé différents couples vitesse/temps d’homogénéisation qui permettraient a la fois
d’émulsionner le systeme sans détériorer les propriétés du xanthane. Ces dernieres ont été
étudiées avant et aprés homogénéisation par rhéologie. Le couple sélectionné pour notre

protocole est 20 000 tour/min pendant 3 minutes.

Le protocole de formulation une fois fixé, des émulsions contenant du xanthane modifié sous forme
ordonnée ont été préparées, sans ajout supplémentaire de tensioactif. L'objectif était de pouvoir
conclure sur I'impact de la concentration en polymeére ainsi que de la densité de greffage sur la
microstructure et les propriétés des émulsions, afin de comprendre les phénoménes mis en jeux
dans la stabilisation/déstabilisation de ces émulsions.

Ces travaux ont été valorisés par la publication suivante : « Hydrophobically modified xanthan:
thickening and surface active agent for highly stable oil in water emulsion », acceptée dans

Carbohydrate Polymers.
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Publication 2: Hydrophobically Modified Xanthan: thickening and surface active agent for

highly stable Oil in Water Emulsions

Carbohydrate Polymers 205 (2019) 362-370

Contents lists available at ScienceDirect

Carbohydrate Polymers 00

journal homepage: www.elsevier.com/locate/carbpol

Hydrophobically modified xanthan: Thickening and surface active agent for
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highly stable oil in water emulsions |
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ABSTRACT

Oil-in-water (0/W) emulsions were prepared using exclusively a hydrophobically modified xanthan (HMX)
under ordered conformation without any surfactant. A series of HMX differing in grafting density were utilized at
different concentrations. It was demonstrated that HMX stabilizes O/W emulsions where pristine xanthan do not.
Indeed, in some cases, emulsions with HMX proved to be homogeneous and stable over months. Emulsions
microstructure and rheological properties were investigated over time as a function of HMX concentration and
grafting density in order to determine the mechanisms governing this efficient stability. The higher the HMX
concentration is, the better the emulsions stability. However, unexpectedly, increasing the HMX grafting density
leads to faster destabilization. The whole set of results demonstrate that the stability of the emulsions against
coalescence and creaming is explained by partirioning of HMX molecules between bulk and interface, thus split
between viscosifying the aqueous phase and stabilizing the interface.

https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2018.10.052
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e Abstract
Oil-in-water (O/W) emulsions were prepared using exclusively a hydrophobically modified xanthan
(HMX) under ordered conformation without any surfactant. A series of HMX differing in grafting
density were utilized at different concentrations. It was demonstrated that HMX stabilizes O/W
emulsions where pristine xanthan (PX) do not. Indeed, in some cases, emulsions with HMX proved to
be homogeneous and stable over months. Emulsions microstructure and rheological properties were
investigated over time as a function of HMX concentration and grafting density in order to determine
the mechanisms governing this efficient stability. On the one hand, the higher the HMX
concentration the better is the emulsions stability. On the other hand, unexpectedly, increasing the
HMX grafting density leads to faster destabilization. The whole results demonstrate that the stability
of the emulsions against coalescence and creaming is explained by partitioning of HMX molecules
between bulk and interface, thus split between viscosifying the aqueous phase and stabilizing the

interface.

1. Introduction

Oil-in-water (O/W) emulsions are widely employed for industrial applications including foods,
cosmetics, pharmaceuticals or agrochemicals. Since the contact between oil and water molecules is
energetically unfavorable, emulsions are thermodynamically unstable®. Indeed, they tend to undergo
destabilization processes such as flocculation, coalescence, creaming or sedimentation and Ostwald
ripening’. However, kinetically metastable emulsions can be obtained by adding emulsifiers and
thickening agent for instance®. Emulsifiers display surface activity and may adsorb at the O/W
interface, thus favoring dispersion and stabilization of the oil droplets’. Among other thickening
agents, polysaccharides are widely used for their great ability to increase the aqueous phase
viscosity, leading to slow down droplets motion’; nevertheless such molecules usually own non-
adsorbing character so they do not favor the interface stability. Among them, xanthan is the most
used due to its outstanding thickening properties®’. Xanthan is an anionic bacterial polysaccharide
whose structure is composed of a cellulosic backbone of B-D-glucose substituted on every two units
with a charged trisaccharide side chain that includes a D-glucuronic acid between two D-mannoses®.
Acetate and pyruvates groups can be present on inner and terminal mannoses of the side chain
respectively’. Xanthan can adopt two different conformations™ in an aqueous solution: an ordered,
rigid double-helix strand structure at low temperature and high ionic strength and a disordered,
flexible coil state at high temperature and low ionic strength. The impact of xanthan concentration

711,12
d

on O/W emulsions physicochemical properties has been intensively studie . In all cases, due to

xanthan molecules poor interfacial properties, addition of low molecular emulsifiers remains
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necessary to reach O/W emulsions stability. It has also been established that the presence of low
amount of xanthan increases the rate of emulsion creaming due to depletion flocculation effect™ ™.
Nevertheless, the use of low molecular weight surfactants has been recently denounced due to

1617 On this basis, among other strategies the use of

toxicological and environmental considerations
amphiphilic polysaccharides, such as hydrophobically modified starch'®or dextran', has been
extensively studied during the last decades in order to stabilize emulsions.

In a previous study, a series of amphiphilic xanthan derivatives was obtained by grafting alkyl
residues onto their backbones under their ordered conformations®. The study of the rheological
properties of these derivatives at the O/W interface shows that the presence of grafted moieties
strongly favors the interfacial adsorption of amphiphilic chains®, hence confirming the potential
stabilizing properties for O/W dispersions. Based on these preliminary results, it was anticipated that

such modified xanthan may combine both powerful thickening and emulsifying properties, thus

preventing the use of additional surfactants.

The present study focuses on the investigation of hydrophobically modified xanthan derivatives
(HMX) stabilizing properties of O/W emulsions. The strategy consists of reaching dispersions stability
by taking profit of both thickening and interfacial properties of HMX, without further any addition of
a low molecular weight surfactant. For this purpose, emulsions were prepared using amphiphilic
xanthans at different concentrations and with grafting densities comprised between 8 and 32 %. All
the emulsions properties and stability were studied over time with varying HMX content in order to

understand the mechanisms governing emulsions stability.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

The xanthan was provided by Danisco (France). Depending on the fermentation process®’ or post
fermentation treatment’, substitution degree of acetate and pyruvate on the trisaccharidic side chain
varies and have an impact on the polymer properties®. These substitution degrees can be
determined by "H NMR **; the xanthan used in this study owns substitution degrees of acetate and
pyruvate are 0.87 and 0.49, respectively. In others words, this xanthan owns in average 0.87 acetate
and 0.49 pyruvate functions per repeating unit’?®*. The moisture content determined by thermo
gravimetric analysis and the protein content, determined by the Bradford procedure were 11.1 %
and 0.1 %, respectively. Ultra-pure grade water was used for all the preparations. Hydrochloric acid
(HCI) and sodium hydroxide (NaOH) were purchased from Acros Organics; sodium chloride (NaCl) and

sodium azide (NaNs;) used as preservative were from Sigma Aldrich. Isononyl isononanoate used as
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the oil phase for all the emulsions was kindly given by Stearinerie Dubois (Boulogne Billancourt,

France).

2.2. Synthesis and characterization of hydrophobically modified xanthan

HMX under ordered conformation were obtained based on a procedure described by A. Roy et al.,
2014. Indeed, octyl residues were grafted onto the carboxylic functions of the polysaccharide via a
peptidic coupling reaction between acidic moieties of xanthan and octylamine. On HMX NMR spectra
in comparison with the one of xanthan, additional peak corresponding to octyl grafted moieties are

detected and the grafting density was adjusted as previously described?.

The nomenclature applied for the corresponding polysaccharides is X"Cs, where A is the grafting

density and 8 corresponds to the number of carbon atoms in the alkyl chain.

2.3. Protocol for emulsion preparation

Aqueous solutions of xanthan (pristine xanthan PX or hydrophobic derivative HMX) at concentration
ranging from 0.0125 to 1.125 % w/w in water were prepared and stirred using a magnetic stirrer at
room temperature (20 to 25°C) overnight. The pH was adjusted to 4.3 with 0.1 M HCI and the ionic
strength to 1000 pS/cm with NaCl. 300 ppm of NaN; was added to the aqueous solution to prevent
bacterial growth. All emulsions were O/W containing 20% oil (w/w) as presented in Table 1. This

percentage was fixed since it corresponds to a common emulsions composition.

The overall content (100 % w/w) is adjusted by the quantity of water (Quantum Satis).

Table 1: Composition of the formulated system

Content % (w/w) Phase
Isononyl isononanoate 20 Oil phase
Xanthan (PX or HMX) 0.01t0 0.9
Preservative 0.025 Agueous
phase
Ultrapure water QS

Due to the limited quantities of xanthan derivatives available, a formulation protocol adapted for
emulsifying small quantity (20g) was developed based on both the literature (Kuhn & Cunha, 2012;
Saharudi et al., 2016) combined with a preliminary study. Before mixing, each phase was pre-heated
separately at 30 °C for 30 min. Phases were then mixed together and homogenized at 20 000 rpm for
3 min using a T25 digital ultra-turrax (IKA, Freiburg, Germany) equipped with the dispersing head

S25N-10G. Each emulsion was prepared in duplicate to check preparation process reliability.
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Emulsion with non-modified xanthan was prepared following the same procedure and used as

reference.

Once prepared, all emulsions were stored at room temperature. Ageing was assessed by visual
observations, optical microscopy and particle size distribution through granulometry measurements.
In addition, rheological properties were analyzed on both solutions and emulsions using flow and

oscillatory modes.

2.4, Methods

2.4.1. Visual observations

The macroscopic aspect of the emulsions was evaluated visually by means of photographs just after
formulation and over time. Thus, it is possible to observe whether the entire oil phase was initially

emulsified but also to follow the macroscopic destabilization phenomena during aging.

2.4.2. Droplet size distribution

Emulsion droplets size was measured by static light scattering using a laser diffraction particle size
analyzer SALD-7500 nano (Shimadzu Co., Ltd, Japan) equipped with a violet semi-conductor laser
(405 nm) and a reverse Fourier optical system. Emulsions were first diluted in deionized water prior
to measurement in order to achieve absorption parameter equal to 0.15. Then, the dispersion
introduced in the batch cell (7 cm®) and stirred during the measurement to assure dispersion
homogeneity. A refractive index of 1.45, corresponding to the oil dispersed phase, was used. Each

measurement was performed twice. Data were analyzed using software Wing SALD II.

In order to highlight creaming process a specific test protocol was developed; it consists in sampling
separately 0.2 mL of the top and the bottom of the emulsion container at specific height of the tube
using a graduated pipette, directly after emulsification and then over time (after 1, 2, 3, 7, 14 and 30
days). The total emulsion height was 40 mm. The analysis of the emulsion top refers to a sampling at
5 mm below the upper surface, in order to avoid sampling of the oil phase if any. For the bottom,

sampling was performed 5 mm from the bottom of the container.

Characterizations after one day will be referred as D+1; the same designation applies to other

periods. Additionally, most stable emulsions were monitored over months.

2.4.3. Optical Microscopy

Emulsions microstructure (top and bottom, according to the sampling procedure described in the
previous paragraph) was observed, at room temperature, by means of an optical microscope at a

maghnification of x20 (DMLP/DC 300, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) equipped with a camera
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and controlled by the Leica Application Suite software. Leica IM 1000 software was used to analyze

the micrograph.

2.44. Rheology

Oscillatory shear studies were carried out with a stress controlled rheometer HR3 (TA Instruments)
with a Peltier temperature control device using a cone-plate aluminium geometry (diameter, 60 mm;
cone angle, 2°00°43"’; gap, 59 um) for the pristine xanthan and xanthan derivatives solutions. Solvent
evaporation was prevented by covering the geometry with low viscosity silicon oil. The storage (G’)
and loss (G”’) moduli were measured within the linear viscoelasticity domain at different temperature

from 5 to 80 °C in order to build the viscosity master curve®**’

. Polymer solutions from 0.0125 to 0.4
% w/w were prepared as mentioned above and centrifuged for 3 min to get rid of air bubbles.

Aluminum parallel plate geometry (diameter, 60 mm; gap, 200 um) was used to study emulsions.

Emulsions flow properties were obtained as a function of shear rate during a decreasing ramp from
100 to 0.01s during 300s at 20°C. The procedure included a conditioning step that consisted in
applying a pre-shear at 50s™ for 60s, and then samples were left relaxing for 2 min prior to
measurement. Emulsions were measured immediately after formulation in order to avoid the
potential effects of emulsion’s destabilization. Indeed, no destabilization is observed within the first
few hours after formulation. Therefore, there no significant evolution of the system within the

measurement, hence the rheological data correspond to a undisturbed emulsion.

2.4.5. Thermogravimetric analysis

In order to determine the xanthan concentration in the aqueous phase, emulsions were first
centrifuged at 8 000 g for 20 min. Then the aqueous phase was analyzed by thermogravimetry. These
measurement were performed using a Setsys apparatus (Setaram Instrumentation, Caluire-et-Cuire,
France), equipped with the Calisto software (version 1.54a, Setaram Instrumentation, Caluire-et-
Curie, France). About 80 mg of xanthan solution are weighted in an alumina crucible. Heating

procedure is performed under air as follow:

- Equilibration at 110°C during 45 min
- Temperature ramp from 110°C to 550°C at a rate of 20°C/min
- Isotherm at 550°C during 10 min

2.4.6. Homogeneity and Stability criteria for emulsions
The emulsions were characterized with considering two criteria, namely homogeneity and stability.

On the one hand, emulsions were considered as homogeneous a far as both droplet size and

distribution were identical over the entire volume (from top to bottom) of the sample.
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This criterion was evaluated from initial state (24h after emulsion preparation) over the whole period
of ageing.

On the other hand, the different phenomenon involved in emulsions ageing, namely creaming,
flocculation and coalescence, were carefully considered by mean of particle size analyses in order to

understand the mechanisms implicated in the stabilization / destabilization phenomenon.

3. Results and Discussion

Without any surfactant, preliminary results demonstrated that PX, as expected, does not stabilize
emulsion at all as phase separation occurred immediately or within only few hours after emulsion
preparation for PX concentration up to 0.9 % w/w despite its very good suspending ability. These
results clearly confirmed that native xanthan is a non-adsorbing polysaccharide and therefore does

328 Therefore, the first part of this paper focuses on

not exhibit any interfacial stabilizing properties
the utilization of HMX in emulsion to evaluate its stabilizing properties compared to PX. At this stage,
it is important pointing out that both PX and its amphiphilic derivatives were studied within the same
concentration regime. Indeed, both PX and HMX polymers own an overlap concentration C* around
0.2 g/L as determined by rheology. This is consistent with the values were earlier reported in the

literature for native xanthan polysaccharide®*°.

First of all, the impact of the polymer concentration on emulsion stabilization has been investigated,
using XCg at five concentrations ranging from 0.01 to 0.32 % w/w. Droplet size distributions of these
systems after 24h are presented in Figure 1, with superimposing both bottom and top samplings.
Thus, the closer the bottom and top particle size distributions the more homogeneous the mixture.
For clarity, results obtained for emulsion with 0.32 % w/w of X8Cg are not presented as the

corresponding data are similar to the one with 0.2 %w/w.
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Figure 1: Emulsion particle size distribution at different X°Cs concentrations after 24 h. Solid and
dashed lines refer to sampling at the top and the bottom of the emulsion respectively.

For the lower HMX contents, it is obvious that destabilization occurs quickly after formulation.

Indeed, as shown in Figure 1, the emulsion bottom is only composed of small droplets when the top
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part presents a huge distribution of larger droplets. This can be explained by the oil droplets
migration from the bottom to the top of the emulsion corresponding to an inhomogeneity thought
creaming phenomenon. Additionally, an oil layer on the emulsion top was observed which was
attributed either to a non-emulsified oil portion due to insufficient HMX content and/or to the
occurrence of coalescence, proving that the emulsion is not stable at all. For emulsions with 0.05 and
0.1 % w/w of X2Cs, the emulsion bottom still shows droplets smaller than the top. However, the
difference in the droplet size between the bottom and the top is strongly reduced with increasing the
polymer concentration. The oil layer on the top is no longer observed, thus confirming that
emulsifying character is improved as HMX concentration increases. Finally, when the HMX
concentration reaches 0.2 % w/w, the emulsion initially appears homogeneous as the droplet size

distribution is identical on the whole sample height as visible on Figure 1.

In addition, the latter emulsion was monitored over time either from microstructure and
macroscopic aspects in order to investigate the ability for HMX to get long term stable emulsions
without adding any low molecular weight surfactant. As presented in Figure 2, both top and bottom
droplet distribution after 1 and 120 days superimpose perfectly. Indeed, neither creaming nor

coalescence was observed within 4 months. Thus, such an emulsion with 0.2 % w/w HMX can be

considered as very stable.

Top D+1

€ 6 {| === Bottom D+1 /\

8 Top D+120 !

£ Bottom D+120 i ‘\

< | \

Q@ ' |

L 44 ! \

= ] \‘

[ [ !

o i §

‘ \

3 ‘ \

N f !
= 2 " \I

e ‘ \

S / \
Z . “‘,/ \

0=~ ha
0.1 1 10 100

Particle Diameter (um)

Figure 2: Emulsion particle size distribution at 0.2 % w/w in modified X’Cs polymer. Solid line and dash
line refer to the top and the bottom of the emulsion, respectively.

As stipulated above, similar results were observed at higher polymer concentrations. In fact a HMX
concentration of 0.2 % w/w clearly appears efficient enough to get stable emulsion in spite of fairly
low amphiphilic polymer content. Thus, when compared to PX and as far as it is used at a sufficient
concentration (above C*), amphiphilic X8C8 undoubtedly allows getting homogeneous and stable

O/W dispersions over months. It is important to point out that the HMX content necessary for
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Chapitre 3 : Partie 2 : Application des xanthanes amphiphiles a la stabilisation des émulsions

reaching such stable emulsion remains quite low, at most similar to the level usually employed when
utilizing unmodified xanthan as a thickener combined with surfactants18. Indeed, it is important to
stress that HMX appears much more efficient than any combination of xanthan with classical
surfactants. In this latter case the level of surfactant necessary for reaching emulsion stability is

8,31

above several % as described for Tween 201%*" or whey protein isolate’, thus much more than the

lonely HMX content in the present study.

Based on these first promising results and in order to better understand the mechanisms responsible
for the stabilizing ability of HMX, a series of further investigations were performed with considering
“fairly but not too stable” O/W emulsions in order to follow the evolution of the dispersions within a
reasonable time scale. Different parameters will then be simultaneously investigated such as the

effect of HMX concentration and the influence of HMX alkyl grafting density.
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Figure 3: (A) Emulsion particle size distribution at 0.1 % w/w X®Csat different time after preparation.
Solid line and dash line refer to the top and the bottom of the emulsion, respectively. (B) Optical
microscopy image of the corresponding emulsion at D +1 and D+60, respectively. (C) Particle size
distribution of the top of the emulsion (left: non normalized; right: normalized) at 0.1% w/w X°Csat
different time after preparation.
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In a first step, emulsions’ ageing was investigated for a system prepared with 0.1 % w/w X8C8 HMX.
Figure 3 shows the evolution of this emulsion over 2 months through both droplet size measurement
and optical microscopy. Results presented in Figure 3 A clearly show that the top and the bottom
emulsions microstructure, which appears initially fairly similar, becomes more and more different
with time. First, one can notice that the bottom droplet size distribution is progressively shifted to
lower values with time due to the impoverishment in larger droplets. These results issued from

granulometric data are obviously confirmed by microscopic observations as visible in Figure 3 B.

Initially no significant difference can be perceived between the emulsion top and bottom parts. On
the contrary after two months, the emulsion bottom only presents few small droplets while more
numerous large droplets are observed on the top as a consequence of creaming. Nevertheless, it is
noticeable that once migrated to the top part of the emulsion, the droplets size does not evolve
significantly with time. In order to confirm these observations, the emulsion particle size distribution
corresponding to the emulsion top were superimposed as illustrated in Figure 3 C (left). Over time,
result shows that the size distribution becomes thinner and higher. Two hypotheses are possible to
explain this increase: either the small droplets remain at the bottom since they cream more slowly,
or there is coalescence. In the Figure 3 C (right), droplet size distribution have been normalized by
the curve maximum height. One can clearly observe that the maximum position does not evolve
much with storage time thus proving that no significant coalescence occurred within a period of 60

days.

Based on these observations, it appears that the main phenomenon responsible for emulsions
destabilization is creaming, coalescence remaining quite limited. This also clearly allows establishing
that the HMX molecules are extremely efficient for stabilizing the O/W interface. The droplets are

mainly subject to creaming but highly resistant to coalescence over months.

To summarize, emulsion with 0.1 % w/w of X%Cs undergoes a destabilization process through
creaming that actually intervenes quite rapidly as it starts no later than the day after emulsion
preparation but no coalescence was observed. Nevertheless, creaming can be strongly slowed down
or even stopped for periods of months by increasing X*Cg concentration as exposed earlier in the

paper (See Figure 2).

The same approach was applied to investigate the impact of the grafting density on emulsion
stability. Emulsions at different concentrations were prepared using HMX owning an octyl grafting
density comprised between 8 % and 32 %. The photographs of the corresponding emulsions 24 h
after preparation are presented in Figure 4. One day after preparation, all the emulsions at a low

concentration (0.01 % w/w) present three phases: a thin oil layer on the top, then a creamed layer of
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oil droplet and finally the continuous phase at the bottom. As visible in Figure 4, when increasing the
HMX concentration to 0.05 % w/w and 0.1 % w/w, the emulsions with X®Cgand X*3C, appear stable

since they look homogeneous from a macroscopic point of view.

0.01 % w/w 0.05 % w/w 0.1 % w/w 0.2 % w/w 0.32 % w/w
- D
- D

Figure 4: Photographs of the different emulsions after 24h as a function for HMX grafting density and
concentration in the emulsion.

However, still for the same polymer content, emulsions prepared with HMX of higher grafting
densities show a marked creaming, which seems to be more and more pronounced as the grafting
density rises. This clearly evidences that the extent of the phase separation (or instability) is strongly
influenced by the HMX concentration as well as the octyl grafting density of HMX. For 0.2 % w/w and
0.32 % w/w, emulsions appear macroscopically stable whatever the grafting density. Thus, in
accordance with the previous section, whatever the amphiphilic xanthan grade used, emulsion

homogeneity can be improved by increasing the HMX concentration.
Similarly to the previous section focusing on X3Cs, the droplet size distribution was monitored over

time for series of emulsions prepared with HMX of different grafting densities.

Firstly, emulsions were characterized as homogeneous and stable over months whatever the HMX
grafting density as far as the polymer content was above 0.2% (results not shown); this being in good

accordance with previous observations. Thus, experiments for investigating stability focused on

140




emulsions prepared with a total HMX content of 0.1% (w/w) as corresponding to emulsions with
apparent homogeneity and sufficient stability for monitoring over time, for the four grafting densities

investigated.

Figure 5 reports the evolution of the droplet size distributions for both the bottom and the top part

of the emulsions, for a total period of 1 month.
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Figure 5: Emulsion particle size distribution at 0.1 % w/w in HMX with different grafting densities.
Solid line and dash refer to the top and the bottom of the emulsion respectively.

Only three sets of data are represented, corresponding to 1, 7 and 30 days of aging to keep the figure
clear. Firstly, after one-day emulsions with X3Cg and X"*Cg behave similarly, both emulsion top and
bottom part droplet distributions being nearly superimposed. However, emulsions with X*°Cg clearly
behave differently as the emulsion bottom part initially presents a smaller droplet size distribution

compared to the top. This difference is even more pronounced for X*’Cs. Indeed, for the emulsion
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prepared with X**Cg, two very distinct droplet size distributions are initially observed, the bottom part
containing small droplets, and the top owning larger ones. These results are consistent with creaming
process as evidenced through macroscopic observations. After one month, the emulsion top and
bottom presented a completely different profile, especially for the highest grafting density.
Nevertheless, the droplet size distribution does not evolve with time on the top of the emulsion for
all the grafting density. Thus, all the emulsions could be considered as stable as no coalescence
occurred (no phase separation) but non homogeneous since presenting markedly different

microstructures if comparing top and bottom parts (creaming).

To sum up, the way the emulsions evolved over time remains the same whatever the polymer
grafting density, only the kinetic being accelerated with increasing grafting density. As an illustration
the emulsions profiles for the one with X8Cg after 1 month, the one with X*Cg after 7 days and,
finally, to the one with X*°Cg after one day look quite similarly (the corresponding graphs are marked

with * on Figure 5.

Such a result is of primary importance as increasing the polymer grafting density unexpectedly leads
to a faster emulsion destabilization at 0.1%. This surprising behavior has been investigated and

discussed in the next section.

To better understand the phenomenon involved in creaming processes of emulsions prepared with

HMX, viscosity of the emulsions and the corresponding aqueous phases were investigated.

A —e— 0.063 % wiw

o 0.125 % wiw B —— X8C8
10t —v—- 0.125 % wiw

- bottom phase

—— X13C8

10

—— x20cg
x32cg
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0.01 01 1 10 100 0.01 01 1 10 100
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Figure 6: (A) Master curves of the dynamic viscosity (n’) of the solutions as a function of w-aT with T,
=20 °C at 0.125 % w/w. Inset: Flow curves of the solutions for X?°Cg at 20°C at 0.125% w/w and
0.063% w/w and the bottom phase of the emulsion prepared with 0.125% w/w of X*°Cs. (B) Viscosity
of the emulsions with 0.1 % w/w of modified polymer as a function of shear rate at 20°C.
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Figure 6A shows the master curves of dynamic viscosity (n’) for HMX solutions at 0.125 % (w/w), for
different grafting densities. This polymer concentration was chosen as corresponding to the actual
xanthan concentration in the aqueous phase for emulsions prepared at 0.1 % w/w. As already
reported for amphiphilic xanthan by A. Roy et al., 2014, at high shear rates, all modified xanthans
behave similarly whatever the grafting density. Indeed, whatever the grafting density HMX exhibits a
shear-thinning behavior and flow curves perfectly superimpose for shear rates higher than 1 s™.
However, at low frequencies, the different HMX tend to a Newtonian plateau (e.g. no= 1.5 Pa.s for w

=0.01 rad/s for X2Cg). The higher the grafting density the higher the plateau viscosity becomes.

Thus, consistently with the works done by Roy et al. °, the presence of grafted moieties onto the
xanthan backbone affects only the flow behavior of the solutions at low shear rate by slowing down

the chains relaxation due to sticky relaxation®®*.

On the other hand, Figure 6B reports the flow curves of emulsions prepared with the series of HMX
corresponding to one studied on Figure 6A at 0.1 % w/w (thus the same polymer concentration as in
the aqueous phase). All emulsions clearly display a shear thinning behavior at a shear rate between
100 and 0.01s™. Surprisingly at first glance, inversely to the corresponding solutions, emulsions
viscosity sharply decreases with increasing grafting density. In addition, it is interesting to point out
that emulsions viscosity is higher than the one of the corresponding solutions for low grafting density

HMX while the opposite is observed when grafting density increase.

Such a bewildering behavior may be explained by two distinct characters of xanthan amphiphilic
derivatives: on the one hand the octyl moieties tend to adsorb at the O/W interface thus allows
forming and stabilizing the oil droplets. On the other hand, xanthan acts as a viscosifyer that
increases the suspending properties of the aqueous phase, hence slows down creaming. In other
words, with increasing grafting density, more moieties tend to adsorb at the O/W interface;
nevertheless, alkyl group being grafted onto the polymer backbone, the latter is also pulled away
from bulk to the interface, thus, leading to impoverish the aqueous phase in xanthan molecules.
Consequently, the aqueous phase viscosity is lowered thus favoring droplets creaming. This
phenomenon is reinforced when the grafting density increases as HMX — oil affinity increases when

grafting density rises.

In order to confirm these hypotheses, the different emulsions with 0.1 % (w/w) of HMX were
centrifuged in order to accelerate creaming and to remove all droplets from the aqueous phase. The
viscosity of the bottom phase was then analyzed (as illustrated for X*°Cgin the inset of Figure 6). As
expected, the corresponding viscosity is much lower (about 1 decade) than the HMX solution at

0.125 % (w/w). For comparison, the viscosity of the same HMX at half the concentration (0.063 %) is
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also plotted. One can observe that the viscosity of the latter is pretty close to the one of the bottom
phase. Hence the HMX concentration in the bottom phase is close to half its initial value

(Cini=0.125%). Therefore, the rest of the HMX has likely migrated to the interface.

In order to emphasize this observation, the actual HMX concentration present in the bulk was
determined as follow: first emulsions were centrifuged according to the procedure detailed in the
experimental section. Then the HMX content in the aqueous lower phase (Cy,) was estimated by
TGA (see experimental section). Corresponding results are reported in Table 2, the estimated ratio of
HMX concentration between bulk and interface is also mentioned. One can observe that the
concentration in the bottom phase is less than its initial concentration whatever the HMX grafting
density. For instance, the bulk concentration for X*2Cg is only 35% of its initial value (thus almost
divided by 3). Hence this clearly demonstrates that HMX is actually portioned between bulk of the
aqueous phase and droplet interface. Moreover, it is striking that the higher the grafting density the
more the HMX is adsorbed at the oil/water interfaces. These data undoubtedly confirmed our
hypothesis on the partitioning of HMX between bulk and interface. These results are crucial in

explaining the way emulsions behave initially and age depending on the HMX grafting density.

Table 2: HMX concentration in the emulsion bulk phase and estimation of the HMX distribution
between the Bulk and the Interface. Reference value is Cy,; = 0.125 % (w/w).

sample Coutc (% W/w) EStima:iilerraf-:i:eBulk vs
X"Ca 0.11 88/12
X"Cy 0.099 79/21
X7 0.072 58/42
X*Cq 0.044 35/65

It is important reminding that whatever the HMX grafting density, the total amount of polymer used
to prepare the emulsions here (0.1% w/w) is not sufficient to reach high stability. Based on the
results for the HMX partition between both the bulk and the interface, the emulsions aqueous
continuous phase viscosity appears too low to prevent efficiently creaming. Indeed, as suggested by
our hypothesis, when increasing the polymer grafting density, HMX molecules being more and more
adsorbed at the oil/water interface so that oil droplets are more stabilized while the aqueous phase

viscosity decreases thus favoring creaming but without any coalescence.

Noteworthy, concerning emulsions with HMX at 0.2 % (w/w), the same phenomenon may occur but

the polymer concentration is high enough to both stabilize the interface and to maintain the viscosity
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sufficiently high to limit creaming. Thus, this explains why emulsions prepared with at least 0.2 %

(w/w) of modified polymer are homogeneous and stable over months whatever the grafting density.

To sum up, all these observations confirm the essential role of HMX concentration on emulsion
stabilization. A compromise exists between thickening properties and interface stabilization by
amphiphilic xanthan derivative that governs either stabilization or destabilization of the emulsions

due to HMX chains partitioning between bulk and interface that depends on the grafting density.

4. Conclusion

In this work, the potential of HMX to stabilize O/W emulsions was investigated. Xanthan was
chemically modified under its ordered conformation by grafting octyl moieties from 8% up to 32%.
The effects of both the polymer concentration and grafting density were investigated in such a way
that it was possible to determine the mechanisms responsible for the ability of HMX to get stable
emulsions.

First, it was demonstrated that HMX alone, without additional surfactant, is a highly efficient
emulsion stabilizer since it allows getting homogeneous emulsions with long term stability without
any creaming, coalescence or phase separation where PX does not produce any emulsion. Such a
remarkable ability for HMX to stabilize O/W emulsions was observed whatever the grafting density
(ranging from 8 to 32%) as far as the polymer content was above a polymer concentration close to
the critical overlap concentration (0.2% w/w).

In addition, “fairly but not too stable” O/W emulsions obtained at low HMX concentration with
various grafting density were studied. Both the homogeneity and microscopic properties evaluated
at initial state and during ageing overy several weeks allowed understanding the mechanisms
involved in the emulsions formation and the stabilization/destabilization phenomena. Indeed, it was
unambiguously established that the HMX molecules are actually partitioned between the bulk (water
continuous phase) and the O/W interface. The lower the HMX grafting density the higher the HMX
portion dispersed within the bulk, while the higher the HMX grafting density the more polymer
molecules condensed at the oil-water interface. Obviously, such a result is explained by the
difference of polymer hydrophilic / lipophilic character, this balance depending on the polymer
grafting density. So the homogeneity evolution over time for the corresponding emulsions is
governed by the HMX partitioning between both bulk and the interface. On the one hand,
amphiphilic molecules do adsorb at the oil droplet interface, therefore allowing its formation, its
stabilization and preventing coalescence. On the other hand, the polymer molecules dispersed in the
aqueous continuous phase induce viscosity enhancement, the latter limits droplets creaming. Here it

was demonstrated that very stable O/W emulsions can be obtained in the presence of
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hydrophobically modified xanthan without any addition of conventional surfactant. This finding may
open up promising applications in formulations that require little or no surfactant in order to limit
their toxicological and environmental impact. Finally, a controlled modification protocol was
developed and allowed the formulation of stable emulsions whose stability can be tuned by both

HMX concentration and grafting density.
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En résumé :

Du xanthane modifié sous forme ordonnée a été utilisé en tant qu’agent stabilisant pour les
émulsions H/E. Nous avons fait varier la concentration en polymere modifié (de 0.01 % a 0.32 %
m/m) ainsi que la densité de greffage (de 8 % a 32 %), afin de déterminer I'impact de ces deux
parametres sur le comportement des émulsions.

Contrairement au xanthane seul, nous avons pu démontrer que certaines émulsions contenant du
xanthane modifié restent macroscopiquement homogénes et stables pendant plusieurs mois, la
concentration en polymere jouant clairement un role primordial. En effet, les émulsions contenant
0.1 % m/m de xanthanes modifiés subissent des phénomeénes de déstabilisation au cours du temps,
notamment du crémage, alors que celles avec 0.2 % m/m sont stables pendant plusieurs mois.

Il a été observé, de facon surprenante, que l'augmentation du taux de greffage entraine une
déstabilisation plus rapide des émulsions. La rhéologie comparée des solutions et des émulsions des
différents grades de xanthanes modifiés a permis d’élucider cette particularité. D’'un c6té, dans le cas
des solutions de polymeres, il a été montré que les interactions hydrophobes entre les chainons
greffés sont a I'origine du pouvoir suspensif accru des dérivés ; celui-ci est d’autant plus accentué
gue la densité de greffage est élevée. A I'inverse, les courbes d’écoulement des émulsions montrent
que la viscosité diminue avec I'augmentation du taux de greffage. Ces résultats peuvent étre
expliqués par I'adsorption des groupements octyles a l'interface eau/huile pour former et stabiliser
les gouttelettes d'huile. Plus le polymere est greffé, plus il va avoir tendance a s’adsorber a
I'interface, ce qui conduit a appauvrir sa teneur dans la phase aqueuse. La viscosité de celle-ci n’est
alors plus suffisante pour ralentir le crémage, ce qui explique la perte de stabilité des émulsions avec

I"augmentation du taux de greffage.

Le comportement des xanthanes modifiés en émulsion se traduit ainsi par un partitionnement

compétitif entre la stabilisation de I'interface H/E et le maintien de la viscosité de la phase continue.
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Publication 3: « Impact of backbone stiffness and hydrophobic chain length of modified xanthan on

oil in water emulsion stabilization »

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons vu qu’il possible, grace a deux protocoles
distincts, de greffer des chaines octyles (Cg) sur le squelette du xanthane sous forme ordonnée™® et
sous forme desordonée’, permettant ainsi d’avoir accés a une large gamme de dérivés amphiphiles
du xanthane. De plus, le protocole de modification développé dans le cas du xanthane sous forme
désordonnée dans le DMSO s’est avéré particulierement efficace et a également permis de greffer

des chaines dodécyles (Cy,) et hexadécyles (Cyg).

Il s"avére que la conformation adoptée par le polymeére pendant le processus de greffage a un impact
majeur sur ses propriétés rhéologiques en solution : le xanthane modifié hydrophobiquement sous
forme désordonnée (XMHD) posséde un caractére associatif, contrairement au xanthane modifié

sous forme ordonnée (XMHO).

Compte tenu des propriétés rhéologiques en solution différentes des xanthane modifiés
hydrophobiquement, nous nous sommes intéressés a leur impact dans le cas des émulsions. Ainsi
des émulsions contenant du XMHD ont été préparées et dans un premier temps, nous avons étudié
I'impact de la longueur de la chaine ainsi que du taux de greffage sur les propriétés stabilisantes en
émulsion. Dans un deuxieme temps, nous avons comparé ces résultats avec ceux obtenus
précédemment pour des émulsions contenant XMHO afin de conclure sur I'influence éventuelle de la

rigidité du squelette du xanthane sur les propriétés en émulsion.

Les résultats obtenus dans cette étude sont présentés ci-aprés et ont été soumis pour publication

dans Carbohydrate Polymers.
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e Abstract

The impact of xanthan chemical modification under both ordered and disordered conformations on
oil-in-water (O/W) emulsion stabilization was investigated. While both hydrophobically modified
xanthan (HMX) are able to stabilize the O/W interface, a dramatic difference was observed
macroscopically.

When HMX,4 (ordered conformation) could produce stable emulsions at concentrations equal or
higher than 0.2 % w/w, HMXgs (disordered conformation) led mostly by creaming to unstable
systems whatever the concentration studied.

Moreover, in the case of HMXg;, the role of the grafted chain length was investigated and two
different behaviors were observed depending on the grafting unit. It was demonstrated that the
cornerstone of these emulsion stability was the rheological properties of the continuous phase and
that this one was governed by two main factors: the partitioning of HMXg;s between the interface and
the continuous phase and the viscosifying ability of the polymer, the latter being directly linked to

the backbone stiffness.
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1. Introduction

Due to energetically unfavorable contact between oil and water, emulsions tend to undergo
destabilization processes over time such as flocculation, coalescence, creaming or sedimentation and
Ostwald ripening’, which can lead to a macroscopic phase separation. Therefore many studies have
been devoted to insure emulsion stability by adding thickening agents, mainly polysaccharides?,
and/or emulsifiers such as surfactant®*, solid particle5 or polymeric surfactants®’. Indeed, since the
pioneering work of Landoll® on interfacial properties of hydrophobically modified cellulose, polymeric
surfactants based on polysaccharides have been intensively studied because of the abundance of raw
material, water solubility, biocompatibility and biodegradability. Moreover, due to amphiphilic
character, these polysaccharides display unusual physicochemical properties which are related, on
the one hand, to their capacity to self-associate in aqueous solution”'® and on the other hand to their

11,12

ability to adsorb at the O/W interface™". These properties suggest potential applications for

amphiphilic polysaccharides as stabilizing agents for O/W emulsions.

Xanthan is one of the most used polysaccharide for stabilizing emulsions, especially thanks to its

1314 Unfortunately the poor interfacial properties of xanthan make

outstanding thickening properties
it unable to stabilize O/W interfaces unless combined with molecular surfactants to form and
stabilize the emulsion. Xanthan is an anionic extracellular polysaccharide produced by Xanthomonas
campestris. Its main chain is composed of B-D-glucose substituted on every two units with a charged
trisaccharidic side chain containing a D-glucuronic acid between 2 D-mannoses. In aqueous media,
xanthan can adopt two distinct conformations™. One is a rigid ordered double-stranded helical
structure at low temperature and high ionic strength while the other one is a disordered flexible coil
at high temperature and low ionic strength'®. The helix to coil transition is reversible and is
accompanied by a sharp decrease of the storage modulus leading to distinct rheological properties as

a consequence of very different backbone rigidity*’*%.

In previous works, xanthan was modified under both ordered™ and disordered® conformations in
order to investigate the impact of the chain stiffness on associative properties®®. It has been
demonstrated that depending on the conformation during chemical modification, amphiphilic
xanthan exhibited completely different behaviors in aqueous solution. Moreover, hydrophobically
modified xanthan under ordered conformation (HMX,q4) is able, under specific conditions, to

efficiently stabilize emulsions over months without any addition of surfactant®’.

The present study focuses first on the ability for HMXy, to stabilize O/W emulsions in order to
conclude on the impact of the backbone stiffness (HMXgis vs HMX,,4) on the stabilizing properties in

emulsions at the same concentration and grafting density. Then, the influence of HMXgy;, grafting
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density was studied to further understand the mechanisms involved in the
stabilization/destabilization phenomena.
In addition, as the modification protocol in DMSO allows to solubilize and so to graft longer alkyl

chains, the impact of the grafted chain length at various grafting densities was investigated.

2. Materials and Methods

1.1.Materials

The xanthan was supplied by Danisco (France). Xanthan was characterized by *H NMR in order to
determine the substitution degrees of pyruvate and acetate, which were respectively 0.49 and 0.87.
The moisture content, measured by thermo gravimetric analysis, was 10.1 % and the protein content,
determined by the Bradford procedure was 0.1 %. O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N'N"-
tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU) was purchased from Alfa Aesar, triethylamine
(EtsN), n-hexadecylamine and sodium azide (NaN3) from Sigma Aldrich, n-octylamine, n-
dodecylamine, DMSO and sodium chloride (NaCl) from Carlo Erba. All reagents were used without
further purification and ultra-pure water was used as solvent for all the characterizations. Emulsions
were prepared using isononyl isononanoate as oil phase, provided by Stearinerie Dubois (Boulogne

Billancourt, FRANCE).

1.2.Synthesis of hydrophobically modified xanthan

Amphiphilic properties were conferred to xanthan under both ordered and disordered conformation
thanks to two distinct protocols. Whatever the polymer backbone conformation, alkyl residues were
grafted onto the polysaccharide carboxylic groups via a peptidic coupling reaction between acidic
moieties of xanthan and amine function of the alkylamine. Chemically modified xanthan derivatives
under ordered conformation were obtained following the procedure developed by Roy et al. °. The
modification process of xanthan under disordered conformation was described in a previous study?’.
Moreover, the latter which takes place in DMSO enables to solubilize and graft amines bearing longer

alkyl chains.

All xanthan derivatives obtained either under ordered and disordered conformation and described in
the present paper kept water soluble at the level studied.

The nomenclature applied for the modified polysaccharides is X*Cg, where A is the grafting density (i.
e., the number of alkyl groups per 100 repeating units) and B is the number of carbon atoms in the
alkyl chain. In addition, X*Caorg and X*Cagic correspond to a polymer modified under its ordered and its

disordered conformation, respectively.
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1.3.Emulsion preparation

1.3.1. Xanthan solutions

Amphiphilic xanthan aqueous solutions were prepared at concentrations ranging from 0.0125 to 0.4
% w/w. For that purpose, HMX powder was first dispersed in ultrapure water and stirred overnight at
room temperature using magnetic stirrer. The pH was then adjusted to 4.3 with 0.1 M HCl and the

ionic strength to 1 mS/cm using NaCl. 300 ppm of NaN; were added to avoid bacterial growth.

1.3.2. Formulation protocol

All emulsions were O/W containing 20% oil (w/w) oil phase and the overall content (100 % w/w) is

adjusted by the quantity of water (Quantum Satis).

As reported in another study®, a formulation protocol adapted for emulsifying small quantity (20 g)
was developed. Each phase was first prepared and pre-heated separately at 30 °C for 30 minutes.
Then, the oil phase was poured into the aqueous phase. Both were mixed together and homogenized
at 20 000 rpm for 3 minutes using a T25 digital ultra-turrax (IKA, Freiburg,Germany) equipped with
the dispersing head S25N-10G. Each emulsion was prepared in duplicate to check preparation

process and results reliability.

Once prepared, emulsions were stored at room temperature and their aging was studied over time
through visual observations and particle size distribution by mean of granulometry measurements. In
addition, both solutions and emulsions rheological properties were analyzed using flow and

oscillatory modes.

1.4.Characterization methods

1.4.1. Characterization of hydrophobically modified xanthan

In order to determine the HMX grafting density, 300 MHz 'H NMR spectra were recorded at 80 °C,

using a Bruker Avance 300 spectrometer and a procedure described by Roy et al. *°.

Prior to NMR analysis, chemical depolymerization using hydrogen peroxide in alkaline solution was
necessary to decrease the viscosity of xanthan aqueous solutions and was conducted according to
Wu et al. 2. Then, polymer solutions were prepared in D,O at 5 g/L in the presence of 5.10>M of TSP

as chemical shift (in ppm) and internal quantification reference.

1.4.2. Visual observations

The macroscopic aspect of the emulsions was visually assessed just after formulation and then
monitored over time. Thereby, it is possible to evaluate the HMX initial ability to emulsify the mixture

and to follow the macroscopic destabilization phenomena during aging.
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1.4.3. Droplets size distribution

Emulsions droplets size were analyzed by static light scattering using a laser diffraction particle size
analyzer SALD-7500 nano (Shimadzu Co., Ltd, Japan) equipped with a violet semi-conductor laser
(405 nm) and a reverse Fourier optical system. Prior to analysis, emulsions were diluted in deionized
water to achieve absorption parameter equal to 0.15. Once introduced in the batch cell, dispersions
were stirred continuously during the measurement to assure homogeneity. According to the oil
dispersed phase, a refractive index of 1.45 was used. Each measurement was performed in duplicate.
Data were analyzed using the software Wing SALD II. In order to highlight destabilization processes,
especially creaming, a specific test protocol was developed which consists in sampling separately 0.2
mL of the top and the bottom of the emulsion container at specific height of the tube using a
graduated pipette, directly after emulsification and then over time (after 1, 2, 3, 7, 14 and 30 days).
The total emulsion height was 40 mm. The analysis of the emulsion top refers to a sampling at 5 mm
below the upper surface, in order to avoid sampling in the oil phase if any. For the bottom, sampling

was performed 5 mm from the bottom of the container.

1.4.4. Rheology

Xanthan derivatives solutions ranging from 0.0125 % w/w to 0.4 % w/w were prepared as mentioned
above and centrifuged for 3 minutes to remove air bubbles. Oscillatory shear studies were carried
out with a stress controlled rheometer HR3 (TA Instruments) with a Peltier temperature control
device using a cone-plate aluminium geometry (diameter, 60 mm; cone angle, 2°00°43"’; gap, 59 um).
Solvent evaporation was avoided by covering the geometry with low viscosity silicon oil. The storage
(G") and loss (G””) moduli were measured as a function of the frequency (from 0.1 to 100 rad/s)
within the linear viscoelasticity domain. Flow properties as a function of shear rate were obtained
during a decreasing ramp from 100 to 0.01 s for 300 s at 20°C. Prior to measurement, a pre-shear
was applied at 50 s™ for 60 s, and then samples were left relaxing for 2 min. For the emulsions, a
parallel plate aluminum geometry (diameter, 60 mm; gap, 200 um) was used. Emulsions were
measured immediately after formulation in order to ensure analyzing homogeneous system. It is
important to point out that no destabilization was detected within the first hours after formulation.

Thus, the rheological data correspond to a homogeneous emulsion.
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3. Results and Discussion

3.1. Impact of the chain stiffness

In a previous study %, it was reported that amphiphilic xanthan exhibits completely different
behaviors in solution depending on its conformation during modification due to a difference in
backbone stiffness once poured back in water. Moreover, thanks to their amphiphilic character,
xanthan derivatives can be utilized to form and stabilize O/W emulsions. HMX,4 behavior in emulsion
was previously studied®’. Thus, this section aims to determine HMXg; ability to stabilize O/W
emulsions and then to compare its behavior with that of HMX4 in order to conclude on the impact

of the chain stiffness on their stabilizing properties in emulsion.

First of all, the effect of polymer concentration on emulsion stabilization was investigated. X’Cgyis Was
used at five distinct concentrations ranging from 0.01 to 0.32 % w/w. Results show that as far as the
HMX contents remains lower than or equal to 0.1 % w/w, destabilization occurs quickly after
formulation. Indeed, no later than 24 h after preparation, creaming is already macroscopically
observed and even macroscopic phase separation (data not shown). Thus, these systems clearly
destabilize too quickly to allow any extensive study. By increasing the HMX concentration to 0.2 %
w/w and above, the emulsions remained macroscopically homogenous after one day thus allowing

studying the evolution of the dispersions within a reasonable time scale.

On this basis and to investigate the impact of HMX stiffness, two emulsions containing 0.2 % of
xanthan owning similar low grafting density (X’Csgis and X®Cgorg) Were prepared following the same
protocol and then monitored over one month by means of droplets size measurement. For clarity,

only the results corresponding to 1, 7 and 30 days of aging are presented in this paper.

As reported in Figure 1 A for X®Cgorq, both top and bottom droplet distribution after 1 and 30 days
superimpose perfectly. Indeed, neither creaming nor coalescence was observed even for a much
longer period. Thus, such an emulsion with 0.2 % w/w HMX,4 can be considered as highly stable.

Oppositely, for the emulsion containing X’Cagis, NO later than after one day, the bottom droplet size
distribution appears slightly shifted to lower values compared to the one for the top of the emulsion,
this exhibiting signs of early destabilization. This difference is strongly accentuated over time as the
emulsion bottom droplet size becomes smaller as it more and more impoverishes in large oil
droplets, while the top phase did not evolve much. Indeed, once migrated to the top part of the
emulsion, the droplets size does not evolve significantly with time. Moreover, no oil layer on the
emulsion top was detected. Thus, the emulsion destabilization mechanism is mainly creaming, the

coalescence being limited.
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Figure 1: Variations of normalized particle amount as a function of emulsion droplet size with time at
0.2 % w/w in (A) X’Cgorq and (B) X'Csqi. Solid line and dash refer to the top and the bottom of the

emulsion respectively.

Hence, data from Figure 1 clearly demonstrate that X?Cgoq is much more efficient than X’Cgq; to avoid

creaming.

In order to explain this difference in stability, the evolution of the low shear viscosity as a function of
HMX concentration for both X®Cg,.q and X7C8disaqueous solutions has been measured (see Figure 2).
Flow curves, obtained over a wide polymer concentration range, illustrate that all solutions display a
shear thinning behavior. Low shear rate viscosity is experimentally determined either corresponding
to the value at the Newtonian plateau or by fitting the curve with Carreau-Yasuda model for
intermediate concentration where the Newtonian plateau was not directly accessible within the

shear rate range studied. For the most concentrated solutions, viscosity at 10s™ was plotted.

One can observe that the HMX,,q4 viscosity is markedly higher than the one for HMXgs on the whole
range of concentrations and is about 1 decade higher above C* (which is about 0.007 % and 0.03 %
for X3Cgorg and X’ Cagis, respectively). Therefore, in this study, all emulsions were compared far above
C* thus within the same concentration regime. An example of flow curves is presented in the inset of
Figure 2 for the polymer solutions at 0.25 % w/w, that corresponds to the concentration employed in

the emulsions studied in Figure 1.
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Figure 2: Evolution of the solution viscosity as a function of the HMX concentration for X*Cg,,q and
X'Csys. Filled symbols correspond to low shear viscosity obtained with Carreau-Yasuda model, open
symbols correspond to the viscosity at low shear rate (107 s) Solid lines are guides to the eye. Inset:

Flow curve at 0.25 % w/w and 20°C.

In a previous study?®’, it has been established that emulsion stabilization with HMX is a compromise
between thickening properties and interface stabilization. Indeed, octyl moieties grafted onto the
polymer backbone tend to adsorb at the O/W interface thus allows forming and stabilizing the oil
droplets but, consequently, leading to impoverish the HMX content in the aqueous phase.

Consequently, the aqueous phase viscosity is decreased thus favoring droplets creaming.

In this case, in addition to HMX partitioning between the bulk and the interface, the significant
difference in viscosity evidenced between X®Cgoq and X’Cagis may explain, at least partially, the

difference for their ability to prevent creaming.

3.2, Impact of the grafting density

The same approach was applied to investigate the impact of the grafting density on emulsion
stability. To this end, emulsions at different concentrations were prepared using HMX,,4 and HMXg;s

owning a Cg grafting density comprised between 7 % and 35 %.

On the one hand, for emulsion containing HMX,4, Whatever the grafting density neither creaming
nor coalescence was observed within 3 months. Such an emulsion stability can be explained by the
fact that in the case of HMX,,q4, the solutions viscosity increases with the grafting density*>**. Thus,
despite partitioning which more and more favors the interface stabilization with increasing grafting

density, the viscosity of the continuous phase remains sufficiently high to retard creaming.
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On the other hand, it was previously established in this paper that emulsions containing 0.2 % w/w of
X’ Cgqis destabilized mainly through creaming (See Figure 1 B). It was anticipated that the higher the
grafting density the more the amphiphilic polymer migrates to the interface as observed with HMX,4
at 0.1 % w/w’". To confirm this hypothesis, the droplet size distributions changings for both the
bottom and the top part of the emulsions containing 0.2 % w/w of X®Caqic and X*Cgyie were

investigated over one month (see Figure 3).
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Figure 3: Variations of normalized particle amount as a function of emulsion droplet size at 0.2 % w/w
in HMX ;s with different grafting densities after one day and one month. Solid line and dash refer to

the top and the bottom of the emulsion respectively.

One can notice that, as expected, the creaming rate is accelerated with increasing grafting density.
Indeed, for the emulsions prepared with X™Cggs and X>°Caqi, two distinct droplet populations are
already observed no later than one day after preparation. After one month, phase separation is
macroscopically detected with a top creamed layer composed of large oil droplets and an aqueous
phase with no more large droplets but only containing a low quantity of small droplets in the bottom
phase. Nevertheless, even though oil droplets are highly concentrated at the emulsion top due to
creaming, the corresponding size does not evolve over time, thus proving that coalescence is absent
or very limited. In addition, it is important to note that no creamed oily phase was observed

whatever the HMXg;; used thus illustrating the HMX efficiency to stabilize O/W interphases.
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Thus for HMXy;, increasing grafting density leads to a faster emulsion destabilization, that may be
attributed to an increase of HMX partitioning in favor of the O/W interface with increasing grafting
density, thus strongly decreases the HMXg;s concentration in the bulk, and therefore its viscosity.
Consequently, the creaming is much faster within increasing grafting density. A quite similar

phenomenon has been demonstrated for emulsion stabilized with HMX,q 2.

So, following the same methodology, rheological measurements were performed in order to
understand emulsion behavior with increasing HMX grafting density. To this aim, flow behavior of

the solutions and the corresponding emulsions was analyzed and results are reported in Figure 4.
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Figure 4: Viscosity as a function of shear rate for (A) the solutions at 0.25 % w/w and (B) the

emulsions after emulsification at 0.2 % w/w in HXM ;.

As clearly visible in Figure 4 A, increasing the grafting density leads to a sharp decrease of the
solution viscosity. These results can be explained by the progressive decrease in the chain rigidity due
to the higher quantity of octyl moieties; this was proved elsewhere through circular dichroism
analysis®. In addition, one can notice a dramatic decrease of there is more than 2 decades difference

in viscosity between unmodified xanthan and X**Cgg; at the same concentration at low shear rate.

As expected, the same behavior is observed in emulsion (see Figure 4 B), as a decrease of the
viscosity with increasing grafting density is evidenced. For the emulsion prepared with X’Cggs, the
viscosity is higher than the corresponding solution due to the contribution of the dispersed phase.
However, both the solutions and the emulsions viscosity measured for XCgyis and X**Cgyis behave
almost similarly. As previously established, this result can be explained by the migration of HMX to

the O/W interface to the detriment of the bulk. As a consequence, the aqueous continuous phase is
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impoverished in HMX so its viscosity becomes less and less sufficient to retard creaming. This

phenomenon is more and more pronounced as the grafting density increases.

To summarize, on the one hand, HMX,,q at concentration as low as 0.2 % is efficient to stabilize the
O/W interface and to maintain the oil droplets dispersion homogeneous thanks to its high viscosity of

the continuous phase; oppositely this is not the case for HMXg;.

Indeed, emulsion stabilization with HMX; is governed by two phenomena: i) increasing the grafting
density leads to a decrease in backbone rigidity and as a consequence, a decrease of the solution
viscosity; ii) adsorption of octyl moieties at the O/W interface leading to impoverish the aqueous
phase in HMX molecules and thus a decrease of the aqueous phase viscosity. Thereby, both
phenomena do contribute to decrease the emulsion stability containing HMXy, as the grafting

density increases.

Finally, one can considere that emulsion stabilization using HMX,,q4 and HMXg; is mainly governed by
the viscosity of the aqueous continuous phase which is related to the polymer backbone stiffness.

Another way to impact the chain stiffness is, at the same grafting density, to increase the alkyl chain
length. Since the modification protocol under the disordered conformation was performed in DMSO,
it made it possible to solubilize and so to graft longer alkyl chains. Thus, a series of HMXys owning
different alkyl chain lengths with different grafting rate was prepared, and studied for its ability to

form and stabilize emulsions. This study will be the subject of the next section.

3.3. Impact of the grafted chain length

Controlled grafting of octylamine on xanthan under its disordered conformation has been fully
described in a previous study®. Briefly, the reaction takes place in one step in DMSO using uronium

2% and a preliminary acidification step is necessary to render xanthan soluble. A solution

chemistry
of acidified xanthan at 1 g/L in DMSO was prepared and stirred at 80°C for 4 h to assure complete
dissolution. Then, it was cooled down to room temperature, O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N’N"-
tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU), triethylamine and octylamine were added at the
same time and the reaction was left under stirring for 18h. Obtained modified polymers were

purified by successive dialysis against distilled then ultrapure water and finally freeze-dried.

The very same method was applied to graft longer alkyl chains namely n-dodecylamine (C;,) or n-
hexadecylamine (Cy5), which are soluble in DMSO. The medium was left under stirring until complete
solubilization of these amines before the addition of triethylamine and HBTU. All the reactions were
performed keeping the polymer concentration at 1 g/L in order to avoid a too high viscosity of the

medium.
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Figure 5: Evolution of the overall grafting density as a function of the coupling reagents quantity for
the chemical modification of xanthan under its disordered conformation in DMSO (determined by 'H

NMR,).

Figure 5 presents the overall amine groups grafting density as a function of the coupling reagent
stoichiometry with respect to xanthan repeating unit as determined by *H NMR. This reaction shows
a good and very similar efficiency whatever the length of the alkylamine since the conversion is
around 80 %, moreover, adjusting the coupling reagents stoichiometry enables a precise control of
the grafting density. These observations can be explained by the good accessibly of both xanthan
grafting sites (pyruvic and glucuronic acids) under disordered conformation, as already established in
a previous publication®®. However, chemically modified polymers were no more water soluble above
a certain grafting density that depends on the grafted chain length. Hence, in order to keep the
derivatives water-soluble, the maximum grafting density was estimated and found to be around 50 %
for octylamine while for dodecylamine and for hexadecylamine, this maximum was around 20 %. As

expected, the longer the amine chain length, the less the HMXy;; water soluble.

The last part of the present study focuses on the use of a series of HMXg;; in emulsion, all differing by
the alkyl chains length but similar substitution degrees (X7C8di5, X’Ciogis and X1°C16di5); this
methodology was envisaged in order to evaluate the alkyl chain length impact on the O/W stabilizing
properties.

Figure 6 shows the evolution of the droplet size distributions for both the bottom and the top part of

the emulsions, each HMX;, grade being monitored over a period of one month.
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Figure 6: Variations of normalized particle amount as a function of emulsion droplet size with time for
HMXg4s at 0.2 % w/w with different alkyl chain length. Solid line and dash refer to the top and the

bottom of the emulsion, respectively.

On the one hand, as previously established in this study, the emulsion containing 0.2 % w/w of X’ Cgg
destabilized quite fast mainly through creaming.

When compared to emulsion prepared with X'Cgqs, Over the entire period, the difference between
the emulsion top and bottom is initially and then over the whole period of time more and more
pronounced for emulsions containing X7C12dis, as a result of creaming acceleration. However, no
marked coalescence is detected as the top distribution superimposes well over time thus

demonstrating that X'Cy,4;s efficiently stabilizes the oil/water interface.
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In addition, similar results are obtained for emulsions with X’Cagi; and X'Cyz4:s at 0.32 % w/w (data not
shown). Therefore, these fist results clearly indicate that increasing the polymer concentration simply

slows down the destabilization but still remains insufficient to produce stable emulsions.

Oppositely, emulsions prepared with X'°Cyeqi, can be considered as highly stable as both the top and
bottom droplet distribution perfectly superimpose for each tested period. In this later case, neither
creaming or coalescence is observed within one month and even after 4 months of storage (data not
shown). This result clearly illustrates that once a sufficient alkyl chain length attained, the HMXg;

becomes efficient for reaching high emulsions stability.

To sum up, this work evidences that increasing the grafted chain length from Cg to Cy,is not in favor
of emulsion stabilization as creaming rate is enhanced, while HMXy;; with grafted with C;s produces
highly stable emulsions. This behavior was investigated and discussed in the next section aiming to

understand the phenomena involved.

To this end, the flow properties of each derivative in aqueous solution and the corresponding

emulsion were studied and reported in Figure 7.

As evidenced on the flow curve presented in Figure 7 A, both X"Caais and X"Ciagis display a shear
thinning behavior within the whole shear rate range investigated. Both tend to a Newtonian plateau
at low shear but, the longer the grafted chain the lower the plateau viscosity. On the contrary,
X™Cieqis €xhibits a completely different behavior corresponding to a weak gel. These results are
confirmed by oscillatory measurements (see the inset of Figure 7 A). Indeed, X’Cagis and X’Cyois
behave as visco-elastic liquids. In addition, increasing the grafted chain length leads to a decrease of
the relaxation time. This appears surprising compared to the literature for flexible amphiphilic
polymers. Usually, with increasing the grafted chain length, the relaxation phenomenon is slowed
down. However for amphiphilic xanthan, the relaxation is not only related to the residing time of the
hydrophobic moieties within the nodes of the network but mainly due to a gain in the backbone
flexibility which accelerates the chain relaxation. Such a flexible characteristic explains the lower
viscosity observed for X’Cy4is. Furthermore, the inset of Figure 7 A clearly indicates that X™Ciis
displays a gel-like behavior with G’ higher than G” within the whole range of frequencies, both
moduli being nearly frequency independent at low frequency as already described for flexible
amphiphilic associative polysaccharides®. Indeed, this property could be attributed to hydrophobic
interactions between the grafted moieties which dominate the chain organization and thus the

rheological properties in solution.
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Figure 7: (A) Viscosity as a function of shear rate for xanthane derivatives solutions with different
chain length at 0.25 % w/w and 20°C. Inset: Frequency dependence of the storage G' (filled symbols)
and loss G" (open symbols) shear moduli of the solutions. (B) Viscosity as a function of shear rate for

the corresponding emulsions.

Corresponding emulsions, containing the same polymer content, were characterized through the
same rheological experiment as depicted in Figure 7 B. Like the solutions, emulsions present two
different behaviors. On the one hand, emulsions containing X'Cgyis and X’Ci,qi display a shear
thinning behavior, with viscosity decreasing with increasing chain length; this appears consistent with
the behavior evidenced for corresponding solutions, but the chain length impact appears more
pronounced for emulsions. Indeed, in solution the viscosity of X’Cypqis is 3 times lower than X’Cggi
while it is almost two decades lower in emulsion. In addition, for emulsion containing X7ngi5, the
viscosity is higher than the one of the corresponding solution while the opposite is observed for
X’C1ags. Usually, emulsion viscosity is significantly higher than the one of the corresponding solution
due to the O/W interface contribution, as it is for X'Cgyis. Nevertheless, the contradictory behavior
reported for X’Cy,4is may be explained once again by HMXgy; partitioning between the bulk and the
interface. With increasing the grafted chain length, the concentration of HMXg;; adsorbed at the O/W
interface may be increased to the detriment of the continuous phase as was observed for HXMq
with increasing grafting density®* and HMXgy; in this paper. On the other hand, the gel behavior
reported for X™Cye4is solutionis also observed for the corresponding emulsion, as confirmed by the
marked viscoelastic properties (see the inset of Figure 7 B). Consequently, the emulsion stability may

be easily explained by droplets entrapment within the gel structure. Similar results have been
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obtained for an emulsion containing Ciagis but with a higher grafting density, namely X''Cy,qi (data

not shown), thus clearly confirming this statement.

4. Conclusion

The present work demonstrated that, under the same conditions (the same chain length,
grafting density and concentration) HMX,,q and HMXg;s are both able to emulsify an oil phase
thus forming an emulsion. However, these two octyl grafted xanthan derivatives do not own
the same efficiency to stabilize the dispersion. Indeed, emulsions containing HMX,4 are
highly stable as no creaming or coalescence is observed over 4 months, even at low
concentration (down to 0.1%). On the contrary, whatever the concentration, emulsions
containing HMXyis undergoes destabilization mainly through creaming. In addition, the latter
phenomenon is more and more pronounced with increasing grafting density. It was
demonstrated that HMXg;s split between bulk and O/W interface; the more grafted, the
more the polymer at the interface to the detriment of the bulk. The decrease in HMXg;s
concentration in the bulk leads to a drop in emulsion viscosity that accelerates the creaming.
Thus the emulsion stabilization with HMXy;s is a compromise between thickening properties
and interface stabilization. Moreover, increasing the grafting density and/or increasing the
grafted chain length induced a loss in backbone rigidity that also diminishes solution
viscosity, for the grafting density studied.

Finally, totally different behavior | observed when increasing the HMXy;s grafted chain length
to Cy6 as it induces the formation of a gel in the continuous phase, and the corresponding
emulsions therefore show a very high stability.

To conclude, this work allowed demonstrating that more than the O/W interface
stabilization, the rheological property of the continuous aqueous phase appears as the key

parameter in the emulsion stabilization containing HMX.
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En résumé :

Du xanthane modifié sous forme désordonnée (XMHD) a été utilisé en tant qu’agent stabilisant pour
les émulsions. Afin d’étudier des systemes « stables mais pas trop », la concentration en polymere
modifié a été fixée a 0,2 % m/m et nous avons fait varier la longueur de la chaine greffée (Cg, C1, et

C,6) ainsi que la densité de greffage (de 7 % a 35 %).

A cette concentration, XMHD est capable d’émulsionner la totalité de la phase grasse. Néanmoins,
les émulsions obtenues subissent des phénomeénes de déstabilisation au cours du temps, notamment
du crémage. Ce phénomene est accentué par augmentation de la longueur de la chaine (C;,) ou du
taux de greffage. Cependant, lorsque la longueur de la chaine greffée atteint 16 carbones ou un taux
de greffage suffisant, le xanthane modifié présente un comportement de gel en solution aqueuse et
les émulsions correspondantes restent macroscopiquement homogenes et stables pendant plusieurs

mois.

Ainsi, pour des taux de greffage similaires, XMHD et XMHO sont tous les deux capable de former
I’émulsion mais ils n"ont pas la méme aptitude a la stabilisation de celle-ci. D’une part, XMHO est un
stabilisant trés efficace car I'’émulsion reste stable pendant plusieurs mois, et cette stabilité est
observée quel que soit le taux de greffage. D’autre part, les émulsions contenant XMHD se
déstabilisaient au cours du temps par crémage. Méme en augmentant la concentration en HMX,

aucune émulsion homogéne n'a été obtenue.

Ces observations démontrent que I'augmentation de la flexibilité de la chaine polymére ne permet

pas d’améliorer les propriétés stabilisantes en émulsion.

En effet, des analyses rhéologiques ont montré que XMHD présente une plus faible viscosité que
XMHO sur toute la gamme de concentration étudiée. Or, les résultats présentés dans la partie
précédente ont permis d’établir que pour stabiliser les émulsions H/E, le XMH se répartit entre la
stabilisation de I'interface H/E (pour éviter la coalescence) et le maintien de la viscosité de la phase
continue (pour retarder le crémage). Ainsi, les XMH sont capables de stabiliser efficacement
I'interface (H/E) puisque la coalescence est limitée voire inexistante, mais la viscosité de la phase
continue n’est pas suffisante pour empécher le crémage. Ces résultats peuvent expliquer en partie la

meilleure stabilité des émulsions contenant du XMHO.
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Partie 3 : Etude complémentaire et perspectives

L'objectif de cette troisieme partie est I'étude de trois systemes complémentaires, d’une part afin de
mettre en évidence l'intérét de la modification chimique du xanthane pour des applications en
formulation et d’autre part pour approfondir davantage la compréhension des phénoménes

régissant la formation et la stabilisation/déstabilisation des émulsions.

Les résultats présentés dans cette partie sont préliminaires et une étude plus poussée reste

nécessaire pour pouvoir conclure sur les différents phénoménes mis en jeu.

Cette étude complémentaire est constituée de 3 sous parties comme illustrée par la Figure 44. Par
souci de clarté, le xanthane modifié sous forme désordonnée est représenté schématiquement sous
la forme d’une pelote statistique, bien que nous ayons montré dans notre premiére publication que
celui-ci a la capacité de se réordonner plus ou moins partiellement, différemment de la forme

ordonnée, en solution.

Xanthane modifié hydrophobiquement

Xanthane non Tensioactif
Sous forme Sous forme Alkyl PolyGlucoside

ordonnée (XMHO) désordonnée (XMHD) modifié (Xn) (APG)

Figure 44 : Représentation schématique des trois études de cette partie

1- Dans une premiere étude, des émulsions ont été préparées avec du xanthane non modifié
(Xn) et un tensioactif moléculaire (émulsion conventionnelle) afin de comparer le pouvoir stabilisant
de ce dernier a celui du xanthane modifié hydrophobiquement sous ses deux conformations (XMHO

et XMHD).
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2- Puis, le méme tensioactif a été ajouté a une émulsion contenant XMHO dans le but de
pouvoir déterminer I'impact de ce tensioactif sur la stabilité des émulsions et |'existence éventuelle
d’interactions ou de compétition entre ces deux composés amphiphiles.

3- Dans une derniére partie et a partir des résultats obtenus dans la partie précédente, les
caractéristiques et la stabilité d’émulsions préparées a partir d’'un mélange de Xn et XMHO ont été

étudiées, pour tenter de mettre en évidence les effets combinés de chacune des gommes.

3.1. Comparaison du pouvoir stabilisant des émulsions contenant du xanthane

modifié et des émulsions conventionnelles

De par leur caractere amphiphile, les xanthanes modifiés hydrophobiquement présentent des
applications potentielles en tant qu’agent stabilisant notamment pour les émulsions. En effet dans la
partie précédente, nous avons démontré, sous certaines conditions notamment de concentration, la
capacité des xanthanes modifiés a émulsionner la totalité de la phase grasse et a stabiliser les
gouttelettes d’huile, permettant d’obtenir des émulsions macroscopiquement homogenes et stables

pendant plusieurs mois.

A ce stade, I'apport du greffage des chaines alkyles sur la molécule de xanthane demeure incertain,
en particulier par rapport a des émulsions conventionnelles stabilisées par des tensioactifs
moléculaires. Il apparaissait donc nécessaire de vérifier si un simple mélange de tensioactifs
moléculaires avec du xanthane non modifié chimiquement, comme souvent utilisé dans la littérature,
apporterait ou non des propriétés équivalentes aux émulsions. Ainsi, nous nous sommes intéressés a
comparer le pouvoir stabilisant des émulsions avec du xanthane modifié hydrophobiquement sous
forme ordonnée ou sous forme désordonnée (XMHO et XMHD respectivement) et des émulsions

conventionnelles contenant du xanthane non modifié (Xn) et un tensioactif moléculaire.

Un alkyl polyglucoside Cg-Ciy (APG), a été sélectionné pour cette étude en raison de sa structure
chimique proche de celle des XMH synthétisés au cours de ce travail. En effet, les APG sont des
tensioactifs non ioniques produits & partir d’huile végétale et d’amidon®** et sont composés d’une
partie hydrophile dérivée d’un sucre et d’une partie hydrophobe composée d’une chaine alkyle. Du
fait du processus industriel impliquant une réaction de condensation entre des sucres et des alcools
hydrophiles ou encore des alcools gras, le produit final est souvent composé d’'un mélange, appelé
PolyGlucoside. L'APG est alors caractérisé par la longueur de sa chaine alkyle et le nombre moyen
d’unités de glucose de sa molécule’”. Dans notre cas, 'APG utilisé posséde une degré de
polymérisation moyen de 1,6 et des chaines alkyles Cg et C;, dans le ratio 63/37. Ainsi, la structure de

la partie hydrophobe de ce tensioactif est donc tres similaire a celle du xanthane modifié. Les
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similitudes structurales entre le xanthane modifié hydrophobiquement et le mélange xanthane natif
+ APG font de ces deux systemes distincts de bons candidats en vue de comparer leur pouvoir

stabilisant d’émulsion.

Afin de confronter les résultats de cette partie avec I'ensemble des données de la thése, la
composition de base et le protocole de formulation des émulsions sont identiques a ce qui a été

décrit précédemment.

Pour rappel, la phase grasse représente 20 % m/m de I’émulsion et est composée exclusivement
d’isononanoate d’isononyle.

La phase aqueuse (80 % m/m) est constituée de xanthane et d’APG. Les solutions aqueuses
contenant ces deux constituants sont préparées séparément. De par sa structure chimique, 'APG
présente une meilleure solubilité dans la phase aqueuse. Sur la base d’essais préliminaires réalisés
pour optimiser le processus de préparation des mélanges et émulsions, I'ajout du tensioactif est donc

réalisé avant émulsification a partir d'un pré — mélange concentré.

L'objectif de cette étude est de pouvoir comparer le pouvoir stabilisant des deux systémes : XMH et
Xn + APG. Ainsi, 'APG a été introduit dans les émulsions de fagon a ce qu’il y ait la méme proportion
de chaines hydrophobes que pour des xanthanes modifiés avec des densités de greffage comprises

entre 8 % et 35 %.
A partir du calcul suivant, il est possible de déterminer la masse d’APG a introduire dans I’émulsion.

Soit pour le xanthane modifié, ona:

nCg

% Cg = * 100

Nyr

Avec % Cg, le taux de greffage
nCg et nyg, la quantité de matiére de chaine octyle et de l'unité de répétition,

respectivement

Pour rappel, la partie hydrophobe de I’APG est constituée d’'un mélange de chaine alkyle Cg et Cy.

Ainsi, pour I'APG, on fait I'approximation suivante :
nCg = nCg/Cyp = Nppg

Avec npps et nCg — Cyp, la quantité de matiere en APG et en chaine octyle et dodécyle de

I’APG, respectivement
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Finalement, on obtient mapg, la masse d’APG a introduire :

mXMH) . pCg * Mcg «M
APG

m = (% Cg *
APG 8 Mxn pCio * Mcyo

Avec Mywn, la masse introduite en XMH
My, MCyo, MCg et Mppg, les masses molaires de I'unité de répétition du xanthane, des
chaines décyle et octyle et de I’APG, respectivement

pCg et pCy, les proportions molaires en Cg et C,o de I'APG

A partir de I'équation précédente, on constate bien que la quantité a introduire en APG est

directement reliée au taux de greffage ainsi qu’a la concentration en XMH.

Les masses d’APG correspondantes sont répertoriées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Quantité d’APG a introduire en fonction du taux de greffage et de la concentration en

XMH.
Goneenttonen Quantité d’APG (en mg / % m/m)
XMH Taux de greffage
(% m/m) 8 15 20 35
0,1 0,7 (0,004 1,3 | 0,007 1,6 |0008] 29 |0,015
0,2 1,3 | 0,007] 25 (0,013 3,3 |0,017] 58 |0,029
0,32 2,1 | 0,011 4 0,02 53 |0,027] 93 |0,047

Sur la base des résultats obtenus dans la partie précédente, trois concentrations en Xn ont été
étudiées: 0,1, 0,2 et 0,32 % m/m. La quantité d’APG introduite est donc ajustée de facon a
correspondre a chacun des taux de greffage et concentrations des XMH. A partir du Tableau 7, 12
émulsions ont ainsi été préparées. Nous avons choisi de ne présenter ici que les résultats
correspondant a des émulsions contenant du xanthane modifié avec des densités de greffage

extrémes, soit 8 % et 35 %, cela sous les deux conformations (ordonnée et désordonnée).

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés a des quantités d’APG correspondant a des densités de
greffage d’environ 8 %, noté X?APG. Les photographies des émulsions correspondantes 24h apres

leur préparation sont présentées en Figure 45.

On peut remarquer, sur la Figure 45, que quelle que soit la concentration en APG, une importante
couche huileuse transparente est observée a la surface de I'émulsion. Ces résultats suggerent que la

guantité introduite en APG n’est pas suffisante pour émulsionner la totalité de la phase grasse.
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0,1% m/m 0,2% m/m 0,32 % m/m

Xscsord

X7 CSdes

Xn +
XEAPG

Figure 45 : Photographie des émulsions contenant du X3Cgorq, du X’ Csges €t UN systéme composé de

Xn et d’APG a différentes concentration a J+1.

A l'inverse, le xanthane modifié sous forme ordonnée comme sous forme désordonnée permet
d’obtenir des émulsions macroscopiquement homogenes apres 24h pour toutes les concentrations
étudiées.

Une série homologue d’essais de formulation a été menée en utilisant des quantités d’APG

équivalentes aux xanthanes étudiés les plus greffés, noté X>>APG. Les résultats sont présentés en

Figure 46.

0,1 % m/m 0,2% m/m 0,32 % m/m

32
X c80rd

35
X c8des

Xn +
X*APG

Figure 46 : Photographie des émulsions contenant du X*2Cgorg, du X**Cgges €t UN systeme composé de

Xn et d’APG a différentes concentration a J+1.

Comme attendu, I'augmentation de concentration en APG permet d’émulsionner une proportion
plus élevée de phase grasse. Cependant, méme pour les quantités les plus importantes d’APG, une

fine couche d’huile est toujours observée en haut de I’'émulsion.
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Les résultats obtenus ne sont pas surprenants. En effet, les émulsions conventionnelles contiennent
généralement une quantité de tensioactif nettement supérieure aux essais réalisés ici, au minimum 1

% m/m de tensioactif pour assurer I’émulsification®%.

Pour les émulsions contenant du xanthane modifié, et pour chacune des concentrations testées
I’émulsification est initialement totale, démontrant ainsi I'importante capacité d’émulsification du
xanthane amphiphile. Néanmoins, du crémage est visible un jour seulement aprés émulsification
lorsque la concentration en XMH n’est que de 0,1 % m/m. Cette observation est conforme aux

résultats décrits dans la Partie 2.

Ainsi, nous avons comparé des émulsions contenant soit XMH soit Xn + APG avec une quantité de
segments hydrophobes égale aux différents taux de greffage. Cette étude permet de constater que
I’APG ne permet pas d’obtenir des émulsions macroscopiquement homogénes apres 24h,

contrairement a XMH. Les phénomeénes de stabilisation mis en jeu semblent donc différents.

A partir des résultats obtenus dans le paragraphe précédent, nous avons augmenté la quantité d’APG

dans le but d’obtenir un systeme totalement émulsifié a J +1 pour chaque concentration étudiée.

Pour cette partie, le choix de X®Cgorg Se justifie encore une fois par le fait que c’est le polymére
modifié qui permet d’obtenir les émulsions les plus homogénes et stables dans le temps (voir le

Partie 2).

Le Tableau 8 présente les quantités de matiére de chaine alkyle nécessaires pour émulsionner la
totalité de la phase grasse dans le cas de I'APG et de X®Cgorg. Ces quantités ont été déterminées

expérimentalement.

Tableau 8 : Quantité de matiére de chaine alkyle (en mol) pour I'APG et pour X®Cgorg

Concentration en . nCg/C10APG
xanthane (Xn ou XMH) | nC;.C;,0APG (mol) nCg X"Cgorg (Mol) S —
(% m/m) “csx c80rd

0,1 8,0 10° 1,8 10° 45

0,2 6,7 10° 3,6 10° 19

0,32 4,3 10° 5,7 10° 7,5

Prenons le cas d’une émulsion contenant 0,1 % m/m en xanthane (natif ou modifié). Afin
d’émulsionner totalement la phase grasse, il est nécessaire d’introduire 45 fois plus d’APG que de
chaines Cg apportées par le X3Cgoq. Par conséquent, il est possible de conclure que le xanthane

modifié possede donc un pouvoir émulsifiant tres nettement supérieur au systéme Xn + APG.
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On remarque également que le rapport diminue avec I'augmentation de la concentration en
xanthane. Ce résultat peut s’expliquer par I'action viscosifiante de la phase continue du xanthane qui
permet de ralentir la migration des gouttelettes au sein de I'émulsion et donc de retarder leur

coalescence immédiatement aprés émulsification.

La Figure 47 présente des photographies des émulsions correspondantes ont été prises apres 24 h et

apres 1 mois.

o | apo | oo | x| o
0, (V) 0,
(% m/m) | (% m/m) ot IS (% m/m) T+ 1430
0,1 0,15 0,1
0,2 0,1 0,2
0,32 0,08 0,32

Figure 47 : Photographies des émulsions contenant différentes concentrations en Xn et en APG, ainsi

que des émulsions contenant différentes concentrations en X®Cgorg 3 J +1.

Comme le montre la Figure 47, la totalité de la phase grasse a bien été initialement émulsionnée.
Aprés un mois de stockage a température ambiante, des différences d’évolution trés marquées sont
observées entre les deux systémes. En effet, pour une concentration en xanthane de 0,1 % m/m, les
émulsions contenant de I'APG présentent une séparation de phase trés prononcée. La phase
supérieure est composée de la phase crémée riche en gouttelettes d’huile alors que la partie
inférieure est constituée d’une phase aqueuse, limpide. La déstabilisation de cette émulsion est tres
rapide puisque le début du crémage était déja observable a J +1. Comme présenté dans la
publication 2, I'émulsion contenant X8Ceorg @ 0,1 % m/m présente également du crémage mais le
phénomeéne est beaucoup plus lent puisqu’un mois I’émulsion semble toujours macroscopiqguement

homogeéne.

Pour rappel, les émulsions contenant une concentration en xanthane modifié sous forme ordonnée

supérieure ou égale a 0.2 % m/m restent homogeénes et stables pendant plusieurs mois.
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A l'inverse, les émulsions contenant de Xn + APG présentées sur la Figure 47 subissent un
phénoméne de crémage, celui-ci étant d’autant plus marqué et rapide que la concentration en
xanthane est faible.

Afin d’étudier et de comparer les différentes émulsions, des analyses de granulométrie ont été
réalisées. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I'impact de I'ajout du tensioactif
sur la taille des gouttelettes 24 h aprés émulsification, comparé a des émulsions contenant X8Caora-
Par soucis de clarté, seuls les résultats des analyses granulométriques de la partie supérieure des
émulsions sont représentés en Figure 48.

En effet, les résultats des analyses réalisées sur la partie inférieure sont en effet parfaitement
cohérents avec les observations réalisées sur la partie supérieure, sans pour autant apporter

d’éléments de compréhension supplémentaires.
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Figure 48 : (A) Comparaison de la distribution de la taille des gouttelettes du haut de I'émulsion
contenant soit du xanthane non modifié et de I'APG soit X®Cg,q pour différentes concentrations a J

+1. (B) Evolution de la taille des gouttes pour les émulsions contenant Xn + APG ou X®Cgorc.

La Figure 48 A montre que quelle que soit la concentration en polymére, les émulsions contenant de

I’APG présentent des gouttelettes plus petites que celles contenant X®Cgo.q. On observe également
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sur la Figure 48 B que la taille des gouttelettes augmente avec la diminution de la quantité d’APG,
bien que la concentration en xanthane augmente. Tout ceci est cohérent avec le fait que le xanthane
étant un polysaccharide non adsorbant, il n’a pas d’effet sur la taille des gouttelettes™.

La présence d’APG permet donc de contréler la taille des gouttelettes de I'émulsion et, logiquement,

cette derniere augmente lorsque la concentration en APG diminue.

Dans le cas des émulsions préparées avec XBCgorg, ON remarque que la taille des gouttelettes est
minimale pour une concentration de 0,2 % m/m, puis la taille des gouttelettes augmente de nouveau
avec la concentration (voir la Figure 48 B). Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que dans le
cas du xanthane modifié, des interactions inter et/ou intramoléculaires entre les groupements
hydrophobes peuvent se produire et ainsi entrainer une compétition entre ces interactions et la
stabilisation de l'interface. Afin de conclure sur ce point, une étude plus approfondie reste

nécessaire.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié I'évolution de la taille des gouttelettes dans le temps.

L'objectif étant d’observer les phénomeénes mis en jeu lors du vieillissement des émulsions.

Tout comme précédemment, les photographies suffisent a mettre clairement en évidence les
phénoménes de crémage. Ainsi, seuls les résultats correspondant a la partie supérieure de I'’émulsion
sont présentés en Figure 49.

En premier lieu, pour I'’émulsion contenant 0,1 % m/m en Xn et 0,15 % m/m en APG, les distributions
de taille des gouttelettes aprés un jour et un mois se superposent parfaitement, il n’y a donc pas de
coalescence. Des résultats similaires sont observés pour I’émulsion contenant 0,2 et 0,1 % m/m en
Xn et en APG, respectivement. Mais lorsque la quantité en APG diminue a 0,08 %, on observe aprés
un mois que la distribution de taille des gouttelettes se décale trés légerement vers des tailles plus
élevées, ce qui peut correspondre a un début de phénoméne de coalescence.

Cette analyse permet donc de constater que malgré le crémage important, aprées plusieurs semaines
de vieillissement les gouttelettes ont majoritairement gardé leur intégrité, sans a ce stade observer

de déstructuration irréversible de I’émulsion.

A l'inverse, une légére coalescence est observée pour les émulsions contenant 0,1 % m/m X*Cgora,

coalescence qui disparait lorsque la concentration en polymére augmente.

L'augmentation de la stabilité de I'émulsion avec la concentration en xanthane modifié peut
s’expliquer dans ce cas par les effets combinés de I'augmentation de la viscosité de la phase continue
et du nombre de fonctions hydrophobes présentes sur le squelette du polysaccharide, permettant de

stabiliser davantage I'interface eau-huile, et ainsi empécher la coalescence.
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Figure 49 : Evolution dans le temps de la distribution de la taille des gouttelettes du haut de

I’émulsion contenant soit du xanthane non modifié et de I’APG soit X3Cgorq 3 différentes

concentrations.

Pour résumer, les résultats obtenus dans cette étude montrent que les deux systémes (XMH et Xn +
APG) permettent chacun, dans des conditions bien définies, de préparer des émulsions. Néanmoins,
ces derniéres ne présentent pas la méme stabilité, majoritairement vis-a-vis du phénomene de
crémage.

Nos résultats démontrent que les mécanismes mis en jeu dans les processus de stabilisation des

émulsions sont clairement différents.

Tout d’abord, nous avons pu mettre en évidence que le xanthane modifié a un pouvoir émulsifiant
trés nettement supérieur a 'APG. En effet, contrairement aux émulsions contenant I'APG (en
proportions équivalentes en termes de chaines alkyles), les émulsions contenant XMH sont
macroscopiquement homogénes aprés un jour, malgré de trés faibles quantités de fonctions

hydrophobes disponibles pour stabiliser I'interface eau-huile.

En augmentant la quantité d’APG, il est possible d’émulsifier la totalité de la phase grasse, mais un
crémage important reste observable. Ce résultat est cohérent avec la littérature, en particulier il peut

s’expliquer par le phénomene de floculation par déplétion bien connu dans le cas des émulsions
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contenant du xanthane™’. Ainsi, 'augmentation de la concentration en xanthane, pour une quantité

fixe d’APG, permet de limiter le crémage par augmentation de la viscosité de la phase continue.

De plus, les analyses granulométriques ont montré que le principal phénoméne responsable de la
déstabilisation des émulsions est le crémage, la coalescence restant dans tous les cas tres limitée.
Cela permet également d’établir que les deux systémes sont efficaces pour stabiliser les interfaces

eau/huile en les rendant résistantes a la coalescence sur la période étudiée.

Pour conclure, le xanthane modifié ne se comporte pas uniqguement comme la combinaison d’un
xanthane natif et d’un tensioactif. Ces résultats confirment donc I'intérét de la modification chimique

du xanthane pour des applications a la stabilisation des émulsions.

3.2. Impact de I'ajout d’un tensioactif sur la stabilité des émulsions contenant du

xanthane modifié

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu étudier I'impact de I'ajout d’un tensioactif (APG) sur les
caractéristiques et la stabilité d’émulsions préparées a partir de xanthane modifié. Pour les mémes
raisons que dans le paragraphe précédent, nous avons choisi pour cette étude d’utiliser le xanthane
modifié sous forme ordonnée.

L'objectif était ici de déterminer si I'ajout du tensioactif permet d’améliorer la stabilité des émulsions
ou au contraire entraine une compétition entre 'APG et XMHO qui pourrait étre due a des

interactions, ou encore a une adsorption préférentielle de I'un de ces deux composants a l'interface.

Une émulsion contenant X®Cgorg @ Une concentration de 0,1 % m/m a été utilisée comme référence.
X®Cgorg €St issu d’un nouveau lot de synthése et, nous avons pu vérifier que X°Cgorg €t X*Caorg
présentent des comportements similaires en émulsion.

Comme déja évoqué précédemment, cette émulsion subit un phénoméne de crémage, mais dans
une échelle de temps permettant d’étudier I'influence du tensioactif ajouté sur les caractéristiques

initiales et le vieillissement des émulsions.

Des émulsions contenant X°Cg,.q €t deux concentrations en APG ont été préparées en utilisant un
protocole de formulation identique a celui décrit précédemment.

Nous avons choisi de travailler avec une concentration faible en APG de 0,05 % m/m, correspondant
a une quantité de chaines alkyles introduites ne permettant pas I'émulsification complete du
systéeme. Une concentration en APG de 0,15 % m/m a également été sélectionnée puisqu’elle
correspond a la quantité maximale de tensioactif introduite dans I'étude précédente afin

d’émulsionner la totalité de la phase grasse.
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Les photographies des émulsions contenant X®Cqorg seul et avec différentes concentrations d’APG
apres préparation (J +1) et apres 30 jours de stockage a température ambiante (J +30) sont
présentées en Figure 50. Ainsi, il sera possible de faire un lien avec I'étude précédente en comparant

une émulsion contenant 0,15 % m/m d’APG et soit du xanthane modifié X®Cg,.q soit du xanthane non

modifié, Xn.
X°Cgora (0,1 % m/m) Xn (0,1 % m/m) +
Sans APG 0,05 % m/m APG 0,15 % m/m APG 0,15 % m/m APG

J+1 J+30 J+1 J+30 J+1 J+30 J+1 J+30

Figure 50 : Photographie a différents temps des émulsions contenant 0,1 % m/m en polymeéres

(X®Cgorg OU Xn) et différentes concentrations en APG.

A partir de la Figure 50, on constate que seules deux émulsions apparaissent macroscopiquement
homogeéne aprées 1 mois : X®Cgorg seul et avec 0,05 % m/m d’APG. Des analyses granulométriques,
selon le protocole de prélévement du haut et du bas des échantillons, ont permis de montrer que ces
deux émulsions présentent un crémage équivalent (résultats non présentés). Ce crémage n’est pas
visible macroscopiquement a ce stade de I'étude. Il apparait donc que I'ajout du tensioactif a faible
concentration n’a pas d’impact significatif sur la microstructure initiale de I'émulsion tout comme il

ne modifie pas son évolution au cours du vieillissement.

En revanche, lorsque la quantité d’APG est de 0,15 % m/m, on observe un crémage trés marqué
aprés 1 mois. Le comportement de cette émulsion est ainsi trés comparable a I’émulsion contenant
Xn et 0,15 % m/m d’APG. Ainsi, I'ajout de tensioactif est défavorable a la stabilisation de I’émulsion
puisqu’il a, en quelque sorte, pour effet d’inhiber le pouvoir stabilisant du xanthane amphiphile en

entrainant un crémage plus rapide de I'émulsion.

Afin de comprendre les phénoménes mis en jeu, nous avons étudié I|’évolution du profil
granulométrique des gouttelettes des émulsions présentées ci-dessus au cours du temps. La Figure
51 représente la distribution de taille de gouttelettes de la partie supérieure de chaque émulsion 24

h apres leur préparation et aprés un mois.

Dans tous les cas, les profils de distribution de taille apparaissent identiques, démontrant ainsi

I"absence de coalescence au cours du temps.
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Figure 51 : Evolution dans le temps de la distribution de la taille des gouttelettes du haut de

I’émulsion contenant 0,1 % m/m de X®Cgoq OU Xn et différentes concentrations en APG.

L’ajout du tensioactif a cependant un impact sur la taille des gouttelettes. En effet, comme on peut le
voir sur la Figure 52, I'’émulsion contenant X®Cgord présente des tailles de gouttelettes sensiblement
plus grosses comparée aux autres émulsions. L'augmentation de la quantité d’APG entraine ainsi une

diminution significative de la taille des gouttelettes.
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Figure 52 : Comparaison de la distribution de la taille des gouttelettes du haut de I'émulsion

contenant 0,1 % m/m en polymere (X°Cgorq 0U Xn) et différentes concentrations en APG aJ +1.
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De plus, on observe que les émulsions contenant 0,15 % m/m en APG en présence de X°Cgorq OU de
Xn présentent des profils granulométriques trés similaires. Ainsi, en plus de se comporter de maniere
identique d’un point de vue macroscopique au cours du vieillissement comme souligné
précédemment, la présence d’APG en quantité suffisante (0,15% dans cet exemple) conditionne tres
majoritairement la structure initiale de I'émulsion, et également son évolution au cours du temps,

gue ce soit en présence de xanthane natif ou amphiphile.

Les résultats présentés dans cette étude montrent qu’il y a une compétition entre 'APG et XMH.

Quoiqu'’il en soit, si ’APG permet d’obtenir des émulsions plus fines, son ajout dans les émulsions en

présence de xanthane (modifié ou non) ne permet pas d’améliorer leur stabilité. Nous avons méme
observé le phénomene inverse avec I'augmentation du phénomeéne de crémage. En revanche,
I'interface eau/huile reste stable puisqu’il n’y a pas de coalescence.

Une des hypotheses probable pour expliquer ces résultats est que la présence du tensioactif entraine
une accentuation du phénomene de déstabilisation de I'émulsion. En effet, du fait de sa petite taille,
le tensioactif peut s’adsorber de facon préférentielle a l'interface eau-huile en comparaison au
xanthane amphiphile. En raison d’une saturation de cette interface, le xanthane modifié ne peut plus
(partiellement ou totalement) s’adsorber a l'interface huile/eau et est alors relargué en phase

aqueuse. Ce phénomene est été illustré par la Figure 50 dans le cas des émulsions contenant 0,15 %

m/m d’APG.

En outre, il ne faut pas exclure que des interactions, par exemple de type hydrophobe, peuvent tout

a fait se produire entre I’'APG et XMHO.

Ces résultats demeurent a ce stade préliminaires et soulevent de nombreuses questions. Plusieurs
études complémentaires s’averent nécessaires afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu

dans les phénomeénes observés.

En premier lieu, il serait pertinent d’analyser la composition de la phase inférieure de I'émulsion, par
ATG ou rhéologie. En effet, nous avons reporté dans la publication 2 que les XMH se partitionnent
entre la phase continue (« bulk ») et I'interface.

L’extrait sec réalisé par ATG permettrait de déterminer précisément la masse de XMH contenue dans
un échantillon de la phase inférieure de I"’émulsion et donc la concentration en XMH de celle-ci.
Connaissant la concentration initiale en polymeére, I'autre partie est donc adsorbée a l'interface
eau/huile.

Par rhéologie, la technique est un peu différente et consiste a comparer la courbe d’écoulement de

la phase inférieure de I'émulsion dont la concentration en XMH est inconnue avec des courbes
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d’écoulement obtenue pour des solutions dont la concentration est cette fois connue. On obtient
ainsi un ordre de grandeur de la concentration en XMH de cette solution.

Il est ensuite possible de corréler les données obtenues par les deux techniques.

Pour X8Cgorq seul, le ratio bulk/interface est d’environ 90/10. Pour confirmer I’hypothése exposée ci-

dessus, il faudrait montrer que ce rapport évolue en faveur du bulk en présence de I'APG.

Pour aller plus loin, il serait également pertinent d’étudier d’autres parametres afin de mieux
comprendre I'impact du tensioactif sur la formation initiale de I'émulsion et son mécanisme d’action
dans la stabilisation des émulsions contenant du xanthane modifié. Parmi les pistes d’études et dans
la continuité des travaux de cette thése, il serait pertinent d’étudier I'impact de la concentration en
polymeére, du taux de greffage ainsi que de la rigidité de la chaine en réalisant la méme étude avec
XMHD. Enfin, I'effet de la nature méme du tensioactif serait intéressant a investiguer, en étudiant

par exemple I'addition d’un tensioactif fréquemment utilisé en formulation comme le Tween 20.

3.3. Etude d’émulsions contenant du xanthane modifié et du xanthane natif

Nous avons vu dans les parties précédentes de ce manuscrit, et plus particulierement dans la
publication 2, que le phénomeéne de déstabilisation régissant les émulsions contenant du xanthane
modifié est quasi exclusivement le résultat d’un processus de crémage. En effet, I'adsorption des
chainons hydrophobes a l'interface eau/huile entraine un appauvrissement de la phase aqueuse
continue en xanthane. La viscosité de celle-ci n’est alors plus suffisante pour empécher les
gouttelettes de migrer, provoquant le crémage. Comme cela a pu étre établi, ce phénomeéne est
amplifié avec I'augmentation du taux de greffage sans pour autant qu’un phénomene significatif de

coalescence ne soit observé.

Ainsi, pour compléter les résultats précédents, nous nous sommes intéressés dans cette derniére
partie a élaborer et étudier des émulsions combinant du xanthane et du xanthane modifié sous
forme ordonnée. L’hypothése ici est que le xanthane modifié servirait principalement a stabiliser
I'interface tandis que le xanthane natif apporterait une augmentation de viscosité de la phase
continue, améliorant ainsi la stabilité des émulsions. Ainsi, il serait également possible de limiter la
qguantité de matiére nécessaire en XMH. Parmi les résultats escomptés, cette partie devrait
permettre de mettre en évidence la complémentarité potentielle de chacun des deux types de

xanthane, modifié et non modifié, dans le processus de formation et de stabilisation des émulsions.

Pour cette partie, nous avons choisi d’étudier deux grades de xanthane modifiés sous forme

ordonnée X®Cgorg €t X*°Cgorq. Parmi les différentes stratégies d’étude envisageables, ce choix se justifie
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du fait que les dérivés amphiphiles XMHO du xanthane apparaissent étre les dérivés amphiphiles les

ére

plus prometteurs pour la stabilisation des émulsions (voir la 1 étude de ce chapitre).

Les comportements en émulsion de XBCaorg €t X*2Cgorg ONt 6té reportés dans la Partie 2 et nous avons
constaté que ces deux dérivés induisent des stabilités bien différentes du fait d’'une partition

distincte entre les deux phases.

Les émulsions ont été préparées en suivant le méme protocole de formulation que décrit
précédemment, en prenant comme référence une concentration totale en polymére de 0,1 % m/m.
Nous avons préparé des émulsions contenant 0,05 % m/m de polymére modifié, complétées par 0,05

% m/m de Xn, correspondant ainsi a une concentration totale en polymére identique a la référence.

Les émulsions obtenues ont été observées a J +1 puis stockées a température ambiante. Dans le but
d’étudier et de comparer les deux systemes, leur évolution au cours du temps a été évaluée par des
observations visuelles et des mesures de granulométrie. De plus, des analyses des propriétés
rhéologiques ont été réalisées a la fois sur les émulsions et les solutions aqueuses des polymeéres et
mélanges de polymeéres correspondant, cela dans le but de comprendre les phénomeénes

responsables de la stabilisation ou déstabilisation des émulsions.

La Figure 53 présente les émulsions obtenues avec X®Cgorq €t le mélange X°Cgora/Xn & différents temps

de stockage.

XGCBord XGCBOrd (0,05 % m/m)
(0,1 % m/m) + Xn (0,05 %m/m)
J+1 J+30 J+1 J+30

Figure 53 : Photographie a différents temps des émulsions contenant soit 0,1 % m/m de X°Cgorq SOit

0,05 % m/m de X°Cg,.q €t 0,05 % m/m de Xn.

Si pour les deux émulsions I'essentiel du mélange apparait émulsionné, un léger relargage d’huile est
observé apres formulation pour I'émulsion contenant le mélange de polymeéres, contrairement a
I’émulsion contenant le xanthane modifié seul. Celui-ci peut étre attribué a la faible concentration en
xanthane modifié, insuffisante pour émulsionner correctement la totalité de la phase grasse. Dans les
deux cas, on observe que les émulsions ne semblent pas évoluer macroscopiquement au bout de 1

mois de stockage.

La Figure 54 montre les photographies des émulsions préparées selon la méme méthodologie, en

utilisant cette fois le grade de xanthane fortement modifié, X*?Cgorg. Contrairement aux observations
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faites précédemment, des différences sont notables entre les 2 systémes contenant X*’Cgorq seul ou
en mélange. Comme vu dans la Partie 2, 'émulsion contenant X*2Cgorq S€ déstabilise rapidement
puisqu’un crémage marqué est visible dés 24 h aprés formulation, instabilité qui s’accentue au cours
du temps.

A l'inverse, on observe une nette amélioration pour les émulsions contenant le mélange de
polymeéres puisque celle-ci apparait macroscopiquement homogene, y compris au terme d’'un mois
de stockage. De plus, la totalité de la phase grasse a été cette fois émulsifiée. Les résultats obtenus
dans la Partie 2 permettent d’expliquer ce phénomene. En effet, I'augmentation du taux de greffage
et donc du nombre de fonctions hydrophobes, induit une concentration plus importante du
polymére modifié a I'interface eau/huile, a défaut de la phase continue.

Une faible quantité de xanthane a fort taux de greffage suffit ainsi a la formation des gouttelettes

d’huile, la présence du xanthane non modifié jouant ici le réle de stabilisant de la dispersion.

X32C80rd stcsord (0,05 % m/m)
(0,1 % m/m) + Xn (0,05 %$m/m)
J+1 J+30 J+1 J+30

Figure 54 : Photographie a différents temps des émulsions contenant soit 0,1 % m/m de X**Cgorq SOt

0,05 % m/m de X**Cgqrq €t 0,05 % m/m de Xn.

Ces observations macroscopiques ont été complétées par des analyses granulométriques du haut et
du bas de chacune des émulsions décrites ci-dessus, afin de connaitre la structure et les phénomeénes

éventuels de vieillissement de ces émulsions. Les résultats sont donnés sur la Figure 55.
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Figure 55 : Distribution de la taille des gouttelettes du haut (trait plein) et du bas (trait pointillé) des
émulsions contenant soit 0,1 % m/m de polymére modifié (XGCgord ou X32C80rd) soit un mélange de

0,05 % m/m polymeére modifié (X°Cgorq OU X**Cgorg) €t 0,05 % m/m de Xn.

Pour I'émulsion contenant 0,1 % m/m de X®Cgorq, le phénoméne de crémage semble étre perceptible
des 24h. En effet, on constate que la distribution de la taille des gouttelettes du bas de I'émulsion est
tres légerement décalée vers des tailles de gouttelettes plus petites, ce phénomene s’accentuant
avec le temps. Pour I'émulsion contenant le mélange X°Cso.a/Xn, les distributions du haut et du bas
de I"’émulsion sont initialement parfaitement superposées. Cependant, la distribution mesurée apreés
un mois atteste d’'un phénoméne de crémage. Néanmoins, comparée a I'’émulsion préparée
uniquement avec X°Cg,q, ON peut remarquer que la différence de distribution entre le haut et le bas
de I'émulsion aprés un mois est moins marquée pour I’émulsion composée du mélange X®Cgora/Xn.
Pour cette derniere, la cinétique de déstabilisation par crémage semble donc ralentie, confirmant
I'effet stabilisant du xanthane non modifié. Cependant, aprés un mois de stockage, un trés léger
début de coalescence semble étre observé et peut étre attribué a la faible concentration en
xanthane modifié. La comparaison entre les deux systémes reste difficile, notamment du fait que les

deux émulsions ne présentent pas le méme état initial.

Pour I’émulsion contenant X*’Cg,,4 seul, les distributions de taille des gouttelettes du haut et du bas
sont bien distinctes dés I'analyse a J +1, contrairement a I’émulsion contenant le mélange X**Cgora/Xn
pour laguelle on constate une parfaite superposition des distributions de taille. Aprés un mois de
stockage, les deux émulsions présentent du crémage, celui-ci étant plus prononcé pour I'émulsion
contenant seulement X*’Cg,q. ONn constate notamment que les distributions de taille des gouttelettes
de I'émulsion préparées avec X*’Cgorq @ J +1 semblent similaires & celles contenant le mélange

2 by . . s N e
X3*2Cgora/Xn & J +30. De plus, cette fois-ci, aucun phénomeéne de coalescence n’est observé.
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Ces résultats confirment que I'ajout de xanthane non modifié dans I’émulsion contenant du xanthane
modifié permet de ralentir significativement le phénomene de crémage, conformément a ce qui est
classiguement décrit dans la littérature comme une propriété caractéristique du xanthane a stabiliser

des dispersions'®**%.

Afin de mieux comprendre les phénoménes responsables du ralentissement du crémage, nous nous
sommes intéressés aux propriétés en écoulement des émulsions (mesurées a J +1) et des solutions

de polymeres préparées pour leur obtention. Les courbes correspondantes sont reportées en Figure

56.
- | —— XDant - 0.125 % m/m —=— XBCgorg - 0.1 % m/m
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Figure 56 : Courbe d’écoulement (A) des solutions contenant soit 0,125 % m/m de polymére modifié
ou non (Xn, X®Cgorg 0U X*’Cgorq) SOIt UN systéme composé de 0,063 % m/m polymeére modifié (X°Cgor

0U X**Cgorg) €t 0,063 % m/m de Xn et (B) des émulsions correspondantes.

D’une part, les courbes d’écoulement des solutions de polymeéres pour un taux de cisaillement allant
de 0,01 4 100 s™ ont été étudiées (Voir la Figure 56A). Que ce soit pour les polyméres seuls ou les
mélanges, les courbes d’écoulement apparaissent toutes trés similaires, quasi-superposées dans

toute la gamme de taux de cisaillement étudiée.

D’autre part, les courbes d’écoulement des émulsions correspondantes ont été réalisées dans la
méme gamme de cisaillement et représentées en Figure 56B. On observe que pour les deux taux de
greffage étudiés, la viscosité de I’émulsion contenant le mélange est nettement supérieure (presque
d’une décade pour le xanthane le plus greffé) a la viscosité de I'émulsion contenant le polymére

modifié seul.
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Ces différentes de viscosité peuvent s’expliquer par le fait que XMHO se partitionne entre le bulk et
I'interface. La concentration effective en polymeére dans la phase continue est donc plus importante

dans le cas du mélange, ainsi la viscosité de I’émulsion est également plus élevée.

Ces résultats sont en parfaite cohérence avec les observations tant macroscopiques que
microscopiques faites précédemment, et expliquent I'amélioration de la stabilité des émulsions

contenant le mélange des deux polymeres.

Dans une derniére étape, afin de compléter les résultats précédents, la phase aqueuse de I'émulsion
a été analysée afin de déterminer la concentration effective en polymere. En effet, nous avons vu
dans la Partie 2 que XMHO se partitionne entre la phase continue (« bulk ») et lI'interface. En
particulier, nous avons pu établir que plus la densité de greffage du polymere est élevée, plus il
s’adsorbe a I'interface eau-huile. L'exemple le plus significatif est celui de X*’Cgqrq pour lequel le ratio
bulk/interface est de 35/65. Il s’agit donc ici d’établir pour ces systémes, la partition en polymeéres

(modifié ou non) entre le bulk et I'interface.

Pour cela, afin d’isoler efficacement la phase aqueuse de la phase grasse, les émulsions contenant
0.05 % m/m en XMH et 0.05 % m/m en Xn ont été centrifugées a 8000 g pendant 20 minutes, puis

caractérisées en écoulement. Les résultats obtenus sont représentés en Figure 57.

—a— Solution : X°Cy, + Xn —a— Solution : X*C,,, + Xn
102 A 0.063 + 0.063 % w/w 102 0.063 + 0.063 % wiw
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A . .
10t 4 ‘a2, —-a— Emulsion bottom 10% jaa,, —-a— Emulsion bottom
Ap
Q) Q)
E 100 E 100
= =
107 | 107 |
102 L T T . T 102 L T T . .
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
Shear rate (1/s) Shear rate (1/s)

Figure 57 : Comparaison des courbes d’écoulement des solutions, des émulsions correspondantes et

. ;. , . . . . 2
de la phase inférieure de I'émulsion aprés centrifugation, dans le cas de X®Corg €t X**Caorg-

Comme établi précédemment, la viscosité du mélange XMH/Xn en solution est inférieure a la
viscosité de I'’émulsion correspondante. On observe également que la viscosité de la partie basse

apparait supérieure a la viscosité du mélange en solution. Ces résultats peuvent paraitre surprenants

188



puisque si la totalité des polymeéres se retrouve dans la phase continue, la viscosité de cette derniéere
devrait étre au maximum égale a la viscosité de la solution initiale.

Cette observation a été confirmée apres de nouvelles mesures réalisées a I'issu d’une nouvelle
période de centrifugation a 12 000 g pendant 4 h, ceci afin de s’assurer que I'intégralité du xanthane
présent en phase aqueuse a bien été débarrassée de la phase émulsionnée. En effet, les courbes
d’écoulement obtenues sont exactement les mémes.

Pour expliquer ces résultats, plusieurs hypothéses ont été envisagées.

Tout d’abord, méme si cela est peu probable, on peut supposer que la séparation effectuée lors de la
centrifugation ne soit pas totale et qu'’il subsiste de gouttelettes d’huile dans la phase aqueuse, ces
dernieres pouvant étre responsables de la viscosité mesurée. Egalement, aprés une telle
accélération, il est également probable que le xanthane ait partiellement sédimenté entrainant ainsi
un gradient de concentration dans la phase inférieure. Enfin, des interactions synergiques entre le Xn
et XHMO sont possibles et celles — ci pourraient s’accentuer au cours du temps entrainant une
augmentation de la viscosité de la solution aprés un mois. Il serait donc pertinent d’étudier

I’évolution de la viscosité des deux systémes (solution et émulsion) au cours du temps.

Il apparait que les analyses rhéologiques réalisées ne permettent donc pas, a ce stade, de
comprendre la stabilisation des émulsions par les mélanges xanthane modifié / xanthane non
modifié. Des analyses complémentaires s’avéreraient donc nécessaires. Par exemple, une analyse par

ATG de cette phase inférieure pourrait permettre d’éliminer certaines de ces hypothéses.

Les différents résultats obtenus dans cette étude nous ont permis de montrer qu'’il est possible
d’améliorer la stabilité de nos émulsions en combinant xanthane modifié et xanthane non modifié.
Ce dernier permet en effet d’augmenter la viscosité de I'émulsion et ainsi de ralentir le phénomeéne

de crémage, validant ainsi I’hypothése de départ.

Pour les émulsions contenant XMHO seul, I'augmentation du taux de greffage n’est pas favorable
puisqu’elle entraine une accélération de la déstabilisation par crémage. En revanche, les XMHO avec
un fort taux de greffage présentent un intérét dans le cadre des mélanges Xn/XMHO pour la
stabilisation des émulsions. Dans ce cas, une quantité plus faible de xanthane modifié s’avere
suffisante pour former et stabiliser efficacement l'interface eau/huile. La consommation en XMH est

donc réduite permettant ainsi d’avoir un systéme plus rentable.

Cependant, une étude plus approfondie s’avere indispensable afin de comprendre la formation et la
stabilisation des émulsions par le mélange des deux xanthanes. Enfin, il pourrait également étre
intéressant d’étudier I'effet du ratio Xn/XMHO sur les caractéristiques des émulsions, et ainsi

conclure sur les mécanismes de stabilisation mis en jeux pour ces émulsions.
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Conclusion de la partie

Cette étude a permis d’obtenir des résultats complémentaires permettant d’approfondir la
compréhension des phénomeénes régissant la formation et la stabilisation/déstabilisation des

émulsions contenant du xanthane modifié hydrophobiquement.

La Figure 58 résume les différents systemes étudiés et les résultats obtenus en termes de
stabilisation des émulsions dans ces trois études. Pour chaque comparaison, le systeme permettant

d’obtenir la formulation la plus stable est représenté sur un fond vert.

Figure 58 : Schéma bilan des trois études de cette partie
Tout d’abord, nous avons montré que les XMH ont un pouvoir émulsifiant nettement supérieur a un
tensioactif moléculaire (ici, I’APG). Sous certaines conditions, les émulsions contenant XMHO sont
stables pendant des mois. Contrairement aux émulsions contenant I'APG, pour lesquelles une
accentuation importante du phénoméne de crémage a été observée. Ainsi, ces résultats mettent
clairement en évidence I'intérét de la modification chimique du xanthane pour des applications en

formulation et plus particulierement pour la stabilisation des émulsions.

Puis, nous avons observé que I'ajout du tensioactif en complément de XMH n’est pas favorable a la
stabilisation des émulsions. En effet, une fois encore, la présence de I'APG entraine un crémage
important des gouttelettes d’huile. Les phénomenes mis en jeu restent encore a étre clairement
identifiés.

Pour finir, nous nous sommes intéressés a une émulsion combinant Xn et XMHO. Les résultats
obtenus sont trés prometteurs. Une faible quantité de XMHO a fort taux de greffage est suffisante
pour émulsionner la phase grasse et stabiliser I'interface eau/huile alors que le contréle de la

viscosité de la phase aqueuse continue est assuré par Xn.

Le ratio Xn/XMHO idéal reste encore a étre déterminé mais cette piste offre des perceptives trés
intéressantes pour la stabilisation des émulsions, tout en s’affranchissant de I'utilisation de

tensioactif moléculaire.
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Conclusion Générale

L'objectif de ces travaux de thése était de déterminer I'impact de la rigidité du squelette hydrophile
d’un polysaccharide lors de sa modification chimique visant a le rendre amphiphile, sur les propriétés

associatives en solution ainsi que sur les propriétés stabilisantes en émulsion.

A cette fin, le xanthane a été sélectionné pour cette étude car ce polysaccharide peut adopter, selon
les conditions expérimentales, deux conformations différentes en solution: I'une sous forme
ordonnée hélicoidale rigide a basse température et force ionique élevée et I'autre sous forme

désordonnée de type pelote flexible a haute température et/ou faible force ionique.

Les travaux se sont articulés selon 3 grands axes. Tout d’abord, un protocole de modification
chimique permettant de greffer des chaines alkyles hydrophobes sur le xanthane sous forme
désordonnée a été développé. Puis, les propriétés en solution de ces dérivés amphiphiles ont été
étudiées et comparées a celles des polymeres modifiés sous forme ordonnée. Enfin, les différents
xanthanes amphiphiles ont été appliqués a la stabilisation des émulsions. Le but était de pouvoir
comprendre la relation entre la conformation adoptée par les chaines modifiées et les propriétés

observées que ce soit en solution ou en émulsion.

Nous avons pu mettre au point un protocole permettant de greffer efficacement des chaines
hydrophobes sur les fonctions acide carboxylique du xanthane sous forme désordonnée via une
réaction de couplage peptidique en une étape dans le DMSO. A notre connaissance, il s’agit du
premier exemple décrit dans la littérature de modification chimique du xanthane sous cette forme.

Si nous nous sommes principalement intéressés au greffage de chaines octyles (Cs), ce protocole de
modification a également permis de greffer des chaines dodécyles (Cy,) et hexadécyles (Cy6). Ainsi,

nous avons pu accéder a une large gamme de dérivés amphiphiles du xanthane.

Il a été démontré que la conformation adoptée par le polymere pendant le processus de greffage a
un impact majeur sur la regioselectivité du greffage ainsi que sur les propriétés observées en
solution.

Il apparait que le xanthane modifié sous forme ordonnée (XMHO) présente un comportement
similaire au précurseur. La conformation hélicoidale, stabilisée par liaisons hydrogene, s’avere
renforcée par la modification chimique. La présence des greffons hydrophobes ne modifie pas les
mécanismes de relaxation des chaines amphiphiles, mais ralentit tres fortement la dynamique de
relaxation des chaines amphiphiles, selon un processus qualifié de « relaxation collante ». Ce
phénomeéne est d’autant plus marqué que la densité de greffage est élevée. La rigidité de la chaine

empéche son repliement sur elle-méme pour former des microdomaines hydrophobes. Par
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conséquent, les xanthanes modifiés sous forme ordonnée sont des polymeres amphiphiles mais non

associatifs.

Les xanthanes modifiés sous forme désordonnée (XMHD) sont capables de se réordonner
partiellement en solution aqueuse. Cette fois-ci, 'augmentation du taux de greffage tend a
déstabiliser la conformation hélicoidale, ce qui entraine une diminution de la rigidité de la chaine.
Cette flexibilité est favorable aux interactions hydrophobes qui gouvernent I'organisation des chaines
en solution et sont responsables du comportement de gel. Ainsi, il s'avere que les xanthanes

modifiés sous forme désordonnée sont des polymeres amphiphiles associatifs.

Ces observations nous permettent de conclure qu’il y a donc un impact majeur de la rigidité de la

chaine polymére sur les propriétés associatives en solution.

Cette différence de comportement peut s’expliquer par la conformation adoptée par le polymére
pendant la modification qui impacte la regioselectivité du greffage. En effet, selon si le xanthane est
sous forme ordonnée ou désordonnée, les sites de greffage notamment les acides glucuronique sont
plus ou moins accessibles. Si le greffage sous forme ordonnée se fait principalement sur les acides
pyruvique, le greffage sous forme désordonnée se fait de fagon quasi statistique sur les acides
pyruvique et glucuronique. Or, ces derniers contribuent a la stabilisation de I'hélice via des liaisons
hydrogéene, expliquant que leur modification chimique impacte de fagcon majeure la conformation du

polymére.

Le caractere amphiphile des xanthanes modifiés permet d’envisager des applications potentielles, en

particulier en tant qu’agent stabilisant notamment pour les émulsions.

Contrairement au xanthane seul, les xanthanes amphiphiles sont capables d’émulsionner les
systémes H/E sélectionné dans le cadre de notre travail, sans ajout de tensioactifs moléculaires. De

plus, sous certaines conditions notamment des que la concentration en polymere devient suffisante,

les émulsions contenant des XMHO sont particulierement stables. En effet, pour une concentration
de 0,1 % m/m, les émulsions subissent des phénomeénes de déstabilisation au cours du temps,
principalement du crémage, alors que celles avec 0,2 % m/m sont stables pendant plusieurs mois. La
concentration minimale nécessaire pour former et stabiliser les émulsions s’avere donc relativement
faible comparée aux émulsions plus conventionnelles contenant un agent épaississant ainsi qu’un

tensioactif moléculaire, généralement en quantité supérieure ou égale a 1 % m/m.

L'augmentation du taux de greffage entraine une déstabilisation plus rapide des émulsions. Afin de
comprendre les phénoménes mis en jeu, des mesures rhéologiques sur les solutions et sur les
émulsions ont été réalisées. D’un c6té, les interactions hydrophobes entre les chainons greffés sont a

I’origine du pouvoir suspensif accru des dérivés en solution, celui-ci étant d’autant plus marqué que
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le taux de greffage est élevé. D’un autre c6té, la viscosité des émulsions diminue avec I'augmentation
du taux de greffage.

Ces résultats au premier abord surprenants peuvent néanmoins s’expliquer par la capacité des
groupements octyles a s’adsorber a I'interface H/E. Ainsi, plus le polymeére est greffé, plus il va avoir
tendance a s’adsorber a l'interface H/E au détriment de la phase continue. La viscosité de celle-ci
n’est, alors, plus suffisante pour ralentir efficacement le crémage. En effet, des analyses de la phase
inférieure de I'émulsion ont montré que plus le taux de greffage est élevé, plus la teneur en xanthane
dans celle-ci est faible, ce qui explique la perte de stabilité des émulsions avec I'augmentation du
taux de greffage.

Néanmoins, il est important de souligner que l'interface H/E reste trés stable puisqu’aucun

phénoméne de coalescence n’est observé.

Les XMHD sont également capables de former des émulsions. Pour autant, ces derniéres présentent
des phénoménes de déstabilisation par crémage quelle que soit la concentration en polymere et le
taux de greffage. Afin d’obtenir des émulsions parfaitement stables dans le temps (ni coalescence ou
crémage), il est nécessaire d’augmenter la longueur de la chaine greffée a 16 carbones. En effet, dans
ce cas, le xanthane modifié présente un comportement de gel en solution aqueuse, comportement

qui est retrouvé en émulsion et qui, par conséquent, stoppe tout crémage et coalescence.

Les émulsions contenant du XMHO sont donc plus stables que celles avec du XMHD. Une explication
de ce comportement repose sur la plus faible viscosité des XMHD sur toute la gamme de

concentration par rapport aux XMHO.

Pour conclure, le comportement des xanthanes modifiés en émulsion se traduit par une répartition
compétitive entre la stabilisation de I'interface H/E, pour éviter la coalescence, et le maintien de la

viscosité de la phase continue afin de retarder le crémage.

Une étude complémentaire nous a également permis de montrer que le xanthane modifié ne se
comporte pas seulement comme la combinaison d’un xanthane natif et d’un tensioactif. En effet, un
systeme composé de xanthane non modifié et d’un tensioactif moléculaire, introduit de facon a ce
gu’il y ait la méme proportion de chaines hydrophobes que pour des xanthanes modifiés, possede un
pouvoir émulsifiant nettement inférieur aux XMH. De plus, les émulsions obtenues présentent une
accentuation importante du phénomene de crémage. Ces résultats confirment donc l'intérét de la

modification chimique du xanthane pour des applications a la stabilisation des émulsions.

Pour conclure, les différents objectifs initiaux de ce travail ont donc été pleinement atteints. Grace au
développement d’un protocole de modification chimique du xanthane sous forme désordonnée,

nous avons pu démontrer I'impact majeur de la regioselectivité du greffage sur la conformation des

195



xanthanes modifiés en solutions et donc sur leur caractére associatif mais également les propriétés

stabilisantes en émulsion.

Sur cette base, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées. Afin de mieux comprendre les
différentes stabilités des émulsions contenant XMHO et XMHD, on pourrait s’interroger sur la
concentration du polymére modifié a I'interface H/E, notamment en fonction de la rigidité de la

chaine.

De plus, les résultats présentés dans I'étude complémentaire sont, a ce jour, préliminaires. Des
analyses supplémentaires restent nécessaires pour confirmer les observations faites. En particulier,
nous avons observé que l'ajout d’un tensioactif en complément de XMH n’est pas favorable a la
stabilisation des émulsions. Il serait donc intéressant de déterminer les phénomeénes liés a cette
déstabilisation et peut étre mettre en évidence des interactions spécifiques entre les XMH et le

tensioactif.

Par ailleurs, nous avons pu démontrer le potentiel prometteur de combiner du xanthane natif et du
xanthane modifié pour la stabilisation des émulsions. En effet, une faible quantité de xanthane
modifié s’avére suffisante pour stabiliser I'interface H/E et le xanthane natif permet de maintenir la
viscosité de la phase continue. Néanmoins, une étude plus approfondie s’avére indispensable afin de
comprendre les phénomenes mis en jeu et de mettre au point un systéme optimal qui permettait de
stabiliser efficacement les émulsions tout en s’affranchissant de [utilisation de tensioactif

moléculaire.
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Synthése et caractérisation de dérivés amphiphiles du xanthane : application a la
stabilisation d'émulsions

Les polysaccharides amphiphiles sont constitués d’un squelette hydrophile sur lequel sont greffés des
groupements hydrophobes. lls possédent des propriétés rhéologiques accrues dues a leur capacité
d’auto-organisation en solution aqueuse mais également interfaciales dues a leurs propriétés
d’adsorption a l'interface huile/eau (H/E). Néanmoins, peu d’études s’intéressent a conférer ce type
de propriétés a des polysaccharides complexes en termes de structure ou de conformation, comme
le xanthane. En effet, ce polymére adopte en solution deux conformations distinctes selon les
conditions expérimentales : une forme ordonnée hélicoidale rigide et une forme désordonnée de
type pelote flexible.

Partant de ce constat, I'objectif de ce travail de theése est de déterminer I'impact de la rigidité du
squelette du xanthane modifié hydrophobiquement sur les propriétés amphiphiles en solution mais
également sur les propriétés stabilisantes en émulsion.

Il s"avére que la conformation adoptée par le polymére pendant le processus de greffage a un impact
majeur sur ses propriétés rhéologiques : le xanthane modifié sous forme désordonnée posséde un
caractere associatif, contrairement au xanthane modifié sous forme ordonnée.

De plus, le xanthane modifié hydrophobiquement est capable, sous certaines conditions, de former
et de stabiliser des émulsions H/E, sans ajout de tensioactif moléculaire, en se partitionnant entre
stabilisation de I'interface H/E et maintien de la viscosité de la phase aqueuse continue.
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Synthesis and characterization of amphiphilic xanthan derivatives: application as
emulsions stabilizers

Amphiphilic polysaccharides are composed of a hydrophilic backbone grafted with hydrophobic
moieties. They show specific rheological properties due to their capacity to self-associate in solution,
but also interfacial properties due to their ability to adsorb at the oil/water (O/W) interface.
However, only few studies describe the chemical modification of complex heteropolysaccharides
regarding their structure or their conformation, such as xanthan. Indeed, this polysaccharide can
adopt in solution two distinct conformations depending on experimental conditions: an ordered rigid
helix or a disordered flexible coil.

The objective of this work is to determine the impact of the chain stiffness of hydrophobically
modified xanthan on associative properties in solution, but also on stabilizing properties in emulsion.

The conformation adopted by the polymer during the grafting procedure has a major impact on the
rheological properties: xanthan modified under disordered conformation is an associative
polysaccharide, contrary to xanthan modified under its ordered conformation.

In addition, hydrophobically modified xanthan is able, under certain conditions, to form and stabilize
O/W emulsion, without further addition of molecular surfactant, by partitioning between
stabilization of the O/W interface and viscosifying the continuous aqueous phase.

Key words: xanthan, amphiphilic polysaccharide, chemical modification, conformation, rheology,
emulsion.



