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Introduction

De nombreuses études s’intéressent actuellement aux macromolécules végétales pour le développement
de nouveaux matériaux durables. Principaux constituants de la paroi cellulaire végétale, les
polysaccharides sont des polymeres particuliérement intéressant pour développer des matériaux a partir
de ressources abondantes de la biomasse et biodégradables. En effet, la paroi cellulaire végétale a des
propriétés élastiques et plastiques remarquables qu’il serait avantageux de pouvoir reproduire. De plus,
ce type de matériaux répond a des enjeux environnementaux de plus en plus importants. Le sujet de
cette thése s’intégre dans cette optique et vise a développer des matériaux mimant la paroi cellulaire
végétale a partir des principaux polysaccharides la constituant : la cellulose, les pectines et les
hémicelluloses. Il fait partie du projet ANR « Wallmime », en partenariat avec les équipes de Jérdme
Pelloux a I'université Picardie Jules Verne et d’ Arezki Boudaoud a ’ENS.

La paroi cellulaire végétale est un matériau complexe constitué de plusieurs polysaccharides et
protéines. Elle joue un réle important dans la croissance végétale et donc dans la production de biomasse.
Au cours de la croissance cellulaire, la paroi primaire est modifiée par des enzymes de remodelages. Les
pectines, un de ses composants principal, sont particulierement ciblées par ces modifications. Ces
réactions enzymatiques sont finement régulées et il est parfois difficile d’observer, in planta, les
conséquences d’une seule de ces réactions en raison de nombreux mécanismes de compensation. Le lien
entre ces modifications et la morphogenése de la paroi végétale est alors difficile a résoudre.

Des matériaux biomimétiques constitueraient donc dans un premier temps un outil pour la recherche sur
la structure et la morphogeneése de la paroi végétale. Réaliser ces réactions enzymatiques sur un matériau
mimétique, devrait permettre de s’affranchir des mécanismes de compensation de la cellule végétale, ce
qui rendrait plus aisée I’interprétation des phénoménes de restructuration de la paroi. De plus, ces
matériaux répondant a des stimuli enzymatiques et dont les propriétés peuvent évoluer au cours du temps
seraient particuliérement innovants. Ce genre de matériaux constitue un intérét pour des domaines tels
que I’encapsulation de principes actifs car des stratégies de relargage pourraient étre réalisées grace a
cette particularité.

Le 1* chapitre de cette these vise a établir un état de I’art des connaissances actuelles de la paroi végétale
en lien avec sa croissance. Ses constituants principaux sont d’abord décrits. Les pectines étant
actuellement sources de nombreuses interrogations concernant la morphogenése de la paroi, une
description plus détaillées de leur structure et de leurs propriétés est réalisée. L’architecture et les
propriétés mécaniques résultant de I’interaction des différents polysaccharides sont ensuite expliquées.
Celles-ci peuvent étre modifiées, notamment par des enzymes de remodelage des pectines. Ces
modifications semblent liées a la croissance de la paroi et les principales hypothéses concernant ce
phénomene sont détaillées. Enfin, une derniére partie de ce chapitre formule les objectifs du projet.

Le 2°™ chapitre rassemble les méthodes utilisées pour cette étude. Une caractérisation détaillée des
pectines utilisées est d’abord réalisée car ce sont des €léments majeurs de cette étude. La fabrication des
matériaux biomimétiques est expliquée et les méthodes utilisées pour caractériser leurs propriétés et les
modifier par voie enzymatique sont présentées.

Dans le 3°™ chapitre, les matériaux biomimétiques sont étudiés a I’état humide, par analogie avec une
paroi végétale composée en grande partie d’eau. Ce premier chapitre de résultats a pour objectif
d’apporter une meilleure compréhension du comportement des matériaux hydratés en étudiant leur
gonflement et leurs propriétés mécaniques. L’évolution de ces propriétés en fonction des caractéristiques
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de la phase aqueuse ou de la composition en polysaccharides des matériaux est analysée. Les parametres
d’hydratation les plus adaptés pour la suite du projet sont aussi déterminés grace a ces résultats.

Des modifications des matériaux biomimétiques par voie enzymatique sont ensuite réalisées dans le
chapitre 4. La capacité d’une enzyme de déméthylation des pectines (PME) a agir sur des matériaux est
d’abord étudiée. L’influence de paramétres physico-chimique du milieu réactif sur I’activité de la PME
est ensuite évaluée. Finalement, des enzymes supplémentaires, et notamment d’origine végétale, sont
appliquées sur les matériaux. Ces essais permettent de comparer les conséquences de ces modifications
sur les matériaux avec celles qui peuvent étre observées sur des végétaux.

Enfin un dernier chapitre cherche a préciser les propriétés mécaniques de ces matériaux. Les
comportements viscoélastiques et plastique des matériaux hydratés sont d’abord caractérisés et des
comparaisons selon leur composition sont effectuées. Des modélisations de ces essais sont réalisées afin
d’essayer de relier ces propriétés viscoélastiques a des parameétres structuraux des matériaux.



Chapitre 1 : Contexte et objectifs




Les végétaux sont constitués de cellules de formes et de fonctions variées. Une cellule végétale
se distingue des cellules animales par la présence d’une paroi 1’entourant et qui permet de fournir une
résistance mécanique élevée aux tissus veégétaux. La paroi assure aussi un role de protection et de
signalétique (McCann et al., 2001; Burton et al., 2010). Une paroi primaire est formée au moment de la
division cellulaire au niveau de la membrane plasmique. Elle est séparée de la paroi des cellules
adjacentes par la lamelle moyenne (Figure 1.1). La paroi primaire évolue au court de la croissance
végétale. La croissance des cellules végétales correspond a leur allongement jusqu’a un stade de
maturation, a partir duquel la paroi va se rigidifier et laisser place a une paroi secondaire, de composition
différente (Albersheim et al., 2011).

A 5. Cellule 2

Cellule végétale
Lamelle moyenne

Paroi primaire”

Cellule 1

Figure 1.1 : représentation schématique de cellules végétales et de leurs parois (A) et interface entre deux cellules végétales
observées au microscope (B) (adapté de GLYCOPEDIA).

La paroi primaire est un matériau composite hydraté principalement constitué de microfibrilles de
cellulose, d’hémicelluloses, de pectines et de protéines. Bien qu’elle ait été étudiée depuis de
nombreuses années, son architecture, les interactions entre ses constituants et leurs réles, ses propriétés
mécaniques et surtout son développement et sa croissance sont des thématiques qui soulévent toujours
des questions.

Au cours de la croissance, la paroi primaire, va subir des changements structuraux et une évolution de
sa composition. Ces parametres vont moduler les propriétés de la paroi, notamment ses propriétés
mécaniques, et permettre a la cellule de contréler sa croissance. Les contributions de plusieurs familles
de protéines ont été identifiées comme particuliérement active lors de la croissance vegeétale. Parmi ces
protéines, les enzymes agissant sur les pectines, un des constituants majeurs de la paroi primaire,
semblent avoir un role capital (Sénéchal et al., 2014).

Les pectines sont des polysaccharides complexes, constitués majoritairement d’un enchainement
d’acides galacturoniques. Ces sucres peuvent étre sous forme méthylestérifiée ou non. Les pectines sont
particulierement connues pour former des gels en présence d’ions divalents tel que le calcium. En plus
de la paroi primaire, elles sont présentes dans la lamelle moyenne et assurent un réle de cohésion entre
les cellules. Des enzymes présentes dans la paroi végétale peuvent modifier spécifiquement les pectines,
en les dépolymérisant ou en modifiant leurs motifs d’estérification.

Les relations entre ces modifications structurelles, les propriétés de la paroi végétale et son élongation
restent encore mal comprises. Des modéles de croissance végétale existent mais restent difficile a
verifier in planta car des effets de compensation entre les enzymes et entre les polysaccharides ont lieu
(Bidhendi et Geitmann, 2016). La reconstitution de parois modéles a partir des constituants majeurs de
la paroi végétale primaire pourrait permettre de compléter la compréhension des phénomenes observés.
Une paroi artificielle biomimétique serait un support contrélable avec un environnement également
contrdlable. L’influence de la composition de la paroi, de la concentration en ions ou du pH du milieu
hydratant la paroi sont des exemples de paramétres dont I’impact sur les réactions enzymatiques pourrait
étre plus facilement évalué avec ces modeéles.
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De plus, ces parois modeles dont les propriétés peuvent étre modifiées grace a des enzymes sont
également des matériaux innovants. Tous les constituants sont biocompatibles et dégradables ce qui en
fait un matériau intéressant concernant les enjeux environnementaux et de santé actuels. La modification
des propriétés mécaniques par voie enzymatique pourrait permettre la création de matériaux aux formes
contrdlées ou de développer des stratégies d’encapsulation.

Ce chapitre s’intéresse dans un premier temps a décrire la paroi végétale, sa composition et les
connaissances actuelles sur les interactions entre ses constituants principaux. Une description plus
détaillée des pectines et de leur propriété de gélification est réalisée dans la deuxieme partie. Une
troisieme partie présente, dans un premier temps, les modeles d’architecture de la paroi primaire. Cette
structure complexe lui confére une résistance importante et les propriétés mécaniques de la paroi sont
donc ensuite décrites. Les enzymes de remodelage des pectines et leurs modes d’action sont également
présentés dans cette partie. Ces enzymes modifient les propriétés mécaniques de la paroi végétale au
cours de la croissance et ont un role essentiel dans ce phénoméne. Un résumé des hypothéses sur les
mécanismes d’élongation de la paroi conclue cette troisiéme partie. Enfin, une derniere partie résume
les problématiques et explique les objectifs de ce projet.

. La paroi primaire d’une cellule végétale

La paroi primaire de la cellule végétale est un matériau hydraté et composite, de 50 nm a 1 pum
d’¢épaisseur formé a la surface des cellules végétales en croissance (Rose, 2003; Albersheim et al., 2011;
Bidhendi et Geitmann, 2019). Malgré la grande diversité des cellules végétales, leur paroi primaire a
souvent en commun la présence de trois types de polysaccharides : la cellulose, les hémicelluloses et les
pectines (Dick-Pérez et al., 2011).

Une description de ces constituants principaux est réalisée dans cette partie. Une étude bibliographique
des interactions entre les constituants de la paroi est aussi développée.

1.1 Composition

La paroi végétale fait I’objet d’études depuis de nombreuses années. Principalement constituée de
polysaccharides : la cellulose, les hémicelluloses et les pectines (Figure 1.2) ; et de protéines, elle est
produite au cours de la croissance de la cellule. Ces trois familles de polysaccharides se retrouvent dans
les parois primaires de nombreuses espéces mais on s’intéresse ici a décrire celles de cellules de
dicotylédones.

Paroi primaire <

; i Pectines
' ]

Membrane plasmique {A \\-1:/\ Microfibrilles de cellulose
M/ N Hémicelluloses

Figure 1.2 : représentation schématique d’une paroi primaire de cellule végétale (d’aprés Navon, 2020; adapté de
McCann et Roberts, 1994).

Ce sont ces polysaccharides qui apportent des propriétés structurales a la paroi et régissent plusieurs de
ses propriétés.
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I.1.a Cellulose

La cellulose est le constituant le plus abondant des végétaux. On considere en général que la paroi
primaire contient 20% a 30% de cellulose. C’est un homopolysaccharide constitué d’un enchainement
linéaire de motifs glucoses reliés par des liaisons glycosidiques -1,4.

OH
OH OH .
HO 0 HO (}ae
.0, o 0.
P HO
. e} (6]
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Figure 1.3 : structure de la cellulose.

La cellulose est synthétisée au niveau de la membrane plasmique par des complexes de cellulose
synthases (CESA) (Somerville, 2006; Lampugnani et al., 2018). Plusieurs chaines synthétisées au méme
moment s’assemblent en microfibrilles, qui elles-mémes s’assemblent en fibres, grace a des interactions
hydrogéne et de Van der Waals (Nishiyama, 2009) (Figure 1.4). Grace a la structure répétitive du
polymeére, ces interactions sont particuliérement favorables et des régions cristallines sont formées.

ol

T

A :
matériau cellulosique

A"
Fi
Microfibrille: b’f‘ ’(a"

Chaines de cellulose

g A

Zone amorphe

Figure 1.4 : schéma de [’organisation hiérarchique d’une fibre cellulosique (d’aprés Marchessault et Sundararajan, 1983) (A)
et schématisation des zones amorphes dans une microfibrille (d’aprés Rowland et Roberts, 1972) (B).

Les microfibrilles comportent a la fois des régions cristallines, qui les rendent rigides, et des régions
amorphes plus souples. La taille, le taux de cristallinité et la structure cristalline des microfibrilles
varient selon ’origine de la cellulose. Cependant au sein de la paroi primaire, la cellulose est peu
cristalline (Cosgrove, 2014). La longueur des microfibrilles est estimée étre de 1’ordre du micrométre et
leur diametre peut aller de 2 & 20 nm (Rongpipi et al., 2019).

L’extraction de la cellulose est bien connue des procédés papetiers et permet d’obtenir des fibres de
plusieurs dizaines de micrometres de diametre et millimetres de longueurs. Des procédes de
microfibrillation permettent de réduire la taille des objets et de se rapprocher des dimensions des
microfibrilles produites au niveau de la paroi primaire. De cette microfibrillation résulte une suspension
gélifiée par les interactions entre les microfibrilles et leurs enchevétrements (Turbak et al., 1983) (Figure
1.5). Les suspensions de MFC contiennent des fibrilles de dimensions trés hétérogeénes : leurs diamétres
sont de I’ordre de 10 nm a 100 nm et les longueurs micrométriques (Siqueira et al., 2010).
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Figure 1.5 : image TEM de suspensions de MFC. MFC de betterave (A) (Dinand et al., 1996) et MFC de bois de feuillus (a)
(Guigo et al., 2014).

I.1.b

Les hémicelluloses font partie d’une famille de polysaccharides dont les plus connus sont les xylanes,
les xyloglucanes, les mannanes et les glucomannanes. Contrairement a la cellulose, ils sont produits
dans ’appareil de Golgi et sont structurellement plus complexes. La plus commune dans la paroi
primaire est le xyloglucane et dans les dicotylédones, son ratio peut atteindre 20 a 30% de 1I’ensemble
des polysaccharides de la paroi (Fry, 1989; Scheller et Ulvskov, 2010). Ce polysaccharide a une chaine
principale identique a la chaine de cellulose, un enchainement -1,4 de glucoses, a laquelle sont reliés
des branchements d’unités xyloses, galactoses et parfois fucoses (Fry, 1989) (Figure 1.6).

Hémicelluloses et xyloglucane
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Figure 1.6 : exemple de structure moléculaire du xyloglucane.

La structure des branchements et leur quantité dépendent de la source du xyloglucane. 1l est difficile de
connaitre précisément la masse molaire des chaines de xyloglucane dans la paroi primaire. Park et
Cosgrove (2015) ont recueilli des valeurs allant de 9 kDa a 900 kDa mais beaucoup de résultats la situe
entre 100 kDa et 300 kDa (Muller et al., 2011).

En raison de ces branchements présents sur la chaine principale, le xyloglucane ne forme pas de structure
cristalline. Il interagit cependant fortement avec la cellulose, grace aux proximité structurelles existant
avec une chaine de cellulose (Bauer et al., 1973; Pauly et al., 1999). Cette caractéristique est discutée
plus loin dans le chapitre.

l.1.c Pectines

Les autres polysaccharides présents dans les parois primaires des cellules végétales sont les pectines. Ce
sont des polysaccharides complexes qui peuvent étre composés d’une dizaine de monosaccharides
différents. Plusieurs groupes polymériques coexistent : 1’homogalacturonane (HG), les
rhamnogalacturonanes I et Il (RG | et RG Il) et le xylogalacturonane (XGal) (Figure 1.7).
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Figure 1.7 : représentation moléculaire schématique des 4 groupes des pectines et des sucres les composant (adapté de Harholt
et al., 2010).

I.1.c.i  Structure des pectines

Un des constituants principaux des pectines est I’acide a-1,4-D-galacturonique dont 1’enchainement
polymérique donne 1’homogalacturonane.
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Figure 1.8 : structure d’un enchainement d’acides galacturoniques méthylés et non méthylés
schématisant la structure d 'une chaine d’homogalacturonane.

RG I, le groupement le plus souvent trouvé dans la paroi primaire aprés HG, est constitué d’une chaine
alternant une unité rhamnose liée a une unité acide galacturonique, ramifiée par des chaines
polymériques de galactoses ou d’arabinoses. XGal est une chaine HG ramifiée par des xyloses. RG |1
est un groupement d’une grande complexité. Il est constitué d une chaine HG ramifiée par de nombreux
sucres. XGal et RG Il sont généralement trés minoritaires dans la structure des pectines de la paroi
primaire des cellules de dicotylédones (Voragen et al., 2009; Harholt et al., 2010).

La fagon dont ces groupes sont liés n’est pas totalement établie. Des méthodes d’extraction et de
dégradations enzymatiques ont permis d’obtenir des fragments représentatifs. 1l a été montré que pour
des pectines de diverses sources, I’homogalacturonane se présente sous forme d’un enchainement
d’environ 70 a 100 acides galacturoniques et que seulement 5% de ceux-Ci sont reliés a d’autres sucres
(De Vries et al., 1981; Thibault et al., 1993). L’hypothése la plus admise considere donc les pectines
comme un copolymere a bloc, constitué de régions dites « lisses » (HG) et de régions branchées (RG)
(Voragen et al., 2009). Vincken et al. (2003) émettent I’hypothése qu’au contraire les longues régions
d’HG sont des branchements d’un squelette RGI.

I.1.c.ii  Substitution des acides galacturoniques

Une caractéristique majeure des pectines est que certains acides galacturoniques peuvent étre sous forme
méthylestérifiée (Figure 1.8) et/ou étre substitués d’un groupement acétyle au niveau de 1’hydroxyle en
C2 ou C3. Le degré d’acétylation est le pourcentage de sucres acétylés sur ’ensemble des acides
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galacturoniques. 1l dépend de I’origine des pectines mais est généralement inférieur a 10% (Gou et al.,
2012).

Le degré de méthylestérification (DM) représente le pourcentage d’acides galacturoniques méthylés par
rapport au total des acides galacturoniques (méthylés et non méthylés). C’est un paramétre clé dans la
fonction des pectines car la forme pectate a la capacité de former des liaisons avec des ions,
principalement divalents, comme le calcium. Les pectines sont initialement synthétisées dans I’appareil
de Golgi avec un DM élevé (O’neill et al., 1990; Mohnen, 2008) mais des enzymes vont modifier ce
DM au cours de la croissance cellulaire. Ces enzymes sont présentées dans la partie I11.3 Enzymes de
remodelage des homogalacturonanes.

I.1.c.iii Motifs d’estérification

Des motifs aléatoires ou groupés, plus ou moins longs, d’acides galacturonique déméthylés résultent de
différentes conditions de déméthylestérification. Le caractere bloc ou « degree of blockiness » (DB) des
zones déméthylées et plus particulierement le DB absolu si le DM du systéme évolue, donnent une
indication sur leur distribution (Daas et al., 2000; Guillotin et al., 2005; Ralet et al., 2012).

Le DB est donné par le pourcentage d’acides galacturoniques non méthylés présents dans un
enchainement, un « bloc », par rapport au total des acides galacturoniques non méthylés. Le DB absolu
est défini par le pourcentage d’acides galacturoniques non méthylés bloc par rapport au total de tous les
acides galacturoniques (méthylés ou non).

Plusieurs méthodes permettent de les estimer. Les plus répandues consistent a dégrader les pectines par
une endo-polygalacturonase (endo-PG) et a identifier les oligoméres en résultant. Le mécanisme de
réactivité des endo-PG nécessite un enchainement d’au moins 4 acides galacturoniques non-méthylés
pour pouvoir couper la liaison glycosidique. Les pectines structurées de fagon bloc libéreront donc plus
d’oligomeres non méthylés.

I.1.c.iv Caractéristiques en milieu aqueux

Une fois extraites, les pectines sont solubles en milieu aqueux pour des concentrations massiques de
I’ordre de quelques pourcents. Leur solubilité dépend de leurs caractéristiques structurelles.

Leur pKa se situe entre 3,5 et 4,5, il augmente lorsque le DM diminue (Plaschina et al., 1978). A pH
inférieur au pKa, les chaines ont tendance a se regrouper et a former des agrégats de 100 a 200 nm de
diamétre, stabilisés grace a des liaisons hydrogénes. A pH supérieur a pKa, les groupes non méthylés se
déprotonnent et les charges créées induisent des répulsions entre les chaines comme pour un
polyélectrolyte (Alba et al., 2018).

Plus de détails sur le comportement des pectines sont donnés dans la partie Il Gels de pectines.
.1.d Phase aqueuse de la paroi

La paroi primaire est avant tout un milieu aqueux, pouvant étre définie comme un gel. Un gel est un
réseau de macromolécules, insolubles, gonflé par un solvant. La masse d’eau dans une paroi est estimée
a environ 70% de sa masse totale (Albersheim et al., 2011).

Cette phase aqueuse appelée apoplasme permet, entre autres, d’assurer des échanges moléculaires avec
la cellule et le milieu extérieur. Elle contient des protéines, qui peuvent représenter jusqu’a 10% de la
composition de la paroi. Des enzymes sont responsables de nombreuses fonctions au sein de la paroi.
Certaines peuvent, par exemple, modifier la structure des polysaccharides et on s’intéressera
particulierement a celles agissant sur les pectines plus loin dans le chapitre.

Son pH est considéré étre compris entre 4,5 et 7 (Hocq et al., 2017). D’autres éléments sont également
présents : des especes inorganiques ou des petites molécules organiques. Ces derniéres peuvent avoir un
réle de signalétique pour la cellule. Parmi les ions inorganiques, on peut citer le calcium comme le plus
mentionné dans ce contexte mais tous les ions présents dans 1’environnement de la plante peuvent se
retrouver dans la paroi primaire et avoir un effet local sur les propriétés de la paroi.
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Cette paroi agit donc comme une membrane supplémentaire entre la cellule et son environnement
extérieur. Elle est capable de résister a la pression osmotique de la cellule qui peut aller de 0,1 a quelques
MPa (Rose, 2003; Somerville et al., 2004; Zsivanovits et al., 2004). Cette compétence semble étre
assurée par un complexe arrangement des polysaccharides.

I.2 Interactions entre les polysaccharides

La paroi primaire végétale est construite grace a I’assemblage de ces trois familles de polysaccharides.
Elle est déposée a la surface de la membrane plasmique et est séparée de celle des autres cellules par la
lamelle moyenne. La lamelle moyenne est constituée de pectines peu méthylestérifiées (Carpita et
Gibeaut, 1993).

Selon I’espece et ’origine de la plante, les quantités des différents polysaccharides peuvent varier. Chez
les dicotylédones, la composition massique de la paroi séche est généralement de 20-30% en cellulose,
10-30% en hémicelluloses et 20-35% en pectines. La cellulose est directement synthétisée au niveau de
la membrane plasmique de la cellule tandis que les hémicelluloses et les pectines sont synthétisées a
I’intérieur de la cellule puis transportées au niveau de la membrane par divers mécanismes biologiques
(Burton et al., 2010).

Plusieurs études se sont intéressées aux interactions entre les polysaccharides mais cette thématique
reste I’objet de nombreuses interrogations. Un état de I’art sur le sujet est présenté dans cette partie.

.2.a Interactions entre cellulose et xyloglucane

La cellulose et le xyloglucane sont connus pour interagir entre eux dans la paroi primaire végétale (Bauer
et al., 1973; Pauly et al., 1999). Ces interactions particulierement favorables conduisent au phénoméne
d’adsorption du xyloglucane sur les surfaces des microfibrilles de cellulose. Dans des études récentes,
il est suggéré que le xyloglucane interagit plus particuliérement avec la surface hydrophobe de la
cellulose (Zhao et al., 2014).

Des études d’interactions in vitro entre surfaces de cellulose et xyloglucane ont montré que les
interactions sont dépendantes du ratio de chacun des polysaccharides. Par exemple, Navon (2020) a
déterminé un ratio pour lequel des nano-cristaux de celluloses (CNC) sont complétement recouvert de
xyloglucane. Il a observé qu’au-dela d’environ 10% de xyloglucane, les CNC sont complétement
recouvertes et stabilisées stériqguement par le xyloglucane.

Une autre étude a montré, en mesurant des cinétiques d’adsorption et de dégradation par des
xyloglucanases, que selon sa concentration, le xyloglucane adopte une conformation d’adsorption
différente (Villares et al., 2017). A faible concentration, la conformation du xyloglucane serait étendue
a la surface des cristaux de cellulose, tandis qu’a concentration élevée, plus de boucles et de bouts de
chaines mobiles seraient formés (Figure 1.9). Les mémes observations ont été faites selon la masse
molaire du xyloglucane (Dammak et al., 2015) : a faible masse molaire, le xyloglucane s’adsorbe de
facon étendue sur le cristal tandis qu’a plus haute masse molaire et ratio, il a tendance a s’adsorber
partiellement en laissant des boucles et bouts de chaines libres. Ces conformations avaient déja été
schématisées par Vincken (1995).

Cette représentation modélise 1’adsorption du xyloglucane par la formation de trains a la surface de la
microfibrille.
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Figure 1.9 : schéma des conformations d’adsorption des molécules de xyloglucane & la surface de la
cellulose (d’aprés Vincken et al., 1995).

Dans les parois primaires la masse molaire du xyloglucane est estimée entre 100 et 300 kDa dans la
plupart des cas (Park et Cosgrove, 2015) et le ratio de xyloglucane par rapport a la cellulose est d’environ
1. D’apres les considérations discutées précédemment, le modele de Vincken (1995) semble donc adapté
pour schématiser les interactions entre cellulose et xyloglucane dans le contexte d’une paroi.

Ainsi, les interactions entre xyloglucane et cellulose étant trés favorables, elles ont depuis longtemps été
étudiées. Mais la contribution des pectines dans I’architecture de la paroi et leurs interactions avec les
autres polysaccharides posent plus de questions.

.2.b  Interactions des pectines avec les autres polysaccharides

Les pectines sont capables de s’assembler entre elles en présence de cations divalents comme le calcium.
Cette spécificité conduit a la formation d’un gel qui est discutée plus en détails dans la partie 11 Gels de
pectines.

In vitro, les pectines n’interagissent pas ou trés peu avec la cellulose (Zykwinska et al., 2008). Les
branchements d’arabinoses et de galactoses des RG1 de pectines semblent plus capables de se lier a la
cellulose que les groupements homogalacturonanes (Zykwinska et al., 2005; Jarvis, 2009).

Des analyses RMN multidimensionnelles a 1’état solide de parois d’Arabidopsis ont cependant révelé
gue les pectines seraient beaucoup plus en contact avec la surface des microfibrilles que ne le sont les
molécules de xyloglucane (Dick-Pérez et al., 2011; Wang et Hong, 2016). Ces analyses montrent aussi
la présence de deux fractions de pectines, I’une trés mobile et 1’autre plus rigide au contact des autres
polysaccharides, comme c’est le cas pour le xyloglucane. Les pectines interagiraient donc avec la
cellulose dans la paroi, de fagon non covalente. Wang et al. (Wang et al., 2015) excluent I’hypothése
d’une proximité liée a la densité de la paroi. lls observent en effet ces interactions méme aprés une
extraction partielle d’homogalacturonanes.

Des liaisons entre xyloglucane et pectines ont été évoquées par Thompson et Fry (2000) mais ces
interactions semblent anecdotiques (Abasolo et al., 2009). Ces derniers montrent que les pectines
peuvent cependant avoir un impact sur le réarrangement du xyloglucane aprés sollicitations mécaniques.

Les analyses des interactions entre polysaccharides, a la fois in vitro et in planta, ont permis d’établir
des modeles d’architecture de la paroi. Ils seront présentés dans la partie 1.1 Modéles d’architecture
de la paroi primaire. L’aptitude des pectines a former des gels a aussi un role dans 1’architecture et les
propriétés de la paroi. Il est par exemple suggéré que ce gel est impliqué dans le contréle de sa porosité
(Voragen et al., 2009). Une description détaillée de la formation des gels de pectines et de leurs
propriétés est donc donnée dans la partie suivante.
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1. Gels de pectines

Les gels de pectines permettraient de contrdler la porosité de la paroi végétale et son hydratation (Ryden
et al., 2000). Mais leur réle structural dans la paroi est encore controversé. Cette étude s’intéresse ainsi
a la contribution aux propriétés mécaniques de ce polysaccharide complexe dans des matériaux
biomimétiques.

Différents mécanismes peuvent conduire a la gélification des pectines mais on s’intéressera plus
particulierement a celui résultant des interactions des pectines avec le calcium. Les caractérisations du
gonflement et de 1’¢lasticité de gels permettent de comparer les propriétés des gels et de les relier a une
structure de polymeére réticulé. Les propriétés des gels vont étre fortement dépendantes de la composition
des pectines et des conditions physico-chimiques du milieu de gélification.

I1.1 Structure et formation des gels de pectines

Un gel est un réseau 3D de molécules connectées gonflées par un fluide. Les connections peuvent étre
des liaisons covalentes ou des interactions physiques (Kavanagh et Ross-Murphy, 1998). Dans le cas
d’un hydrogel, le réseau de molécules hydrophiles est gonflé par un milieu aqueux. La paroi primaire
végétale est un exemple d’hydrogel composite complexe, les polysaccharides formant un ou plusieurs
réseaux tridimensionnels gonflés par un milieu aqueux.

I1.1.a Mécanismes de gelification des pectines

Plusieurs mécanismes d’association des pectines ont été identifiés. Les pectines, et particulierement les
pectines faiblement méthylées, ont la capacité d’interagir fortement avec plusieurs cations métalliques
divalents (Kohn, 1975; Dronnet et al., 1996; Huynh et al., 2016; Kyomugasho et al., 2016). On
s’intéressera ici plus particuliérement a la gélification par le calcium.

Les pectines fortement méthylées gélifient in vitro dans des conditions acides en présence d’un co-soluté
(Oakenfull et Scott, 1984). D’autres mécanismes d’interactions entre pectines dans certaines cellules
végétales sont connus : les groupements RG Il peuvent interagir via des atomes de bores et les chaines
d’arabinoses dans RG I peuvent s’associer par le biais d’acides féruliques (Silaet al., 2009). Les pectines
évoquées dans cette partie sont principalement des pectines issues d’agrumes ou de pommes et
majoritairement constituées d’homogalacturonanes. RG | et RG Il étant largement minoritaires dans les
pectines utilisées dans ce projet, ces interactions ne sont pas discutées ici.

I1.1.o  Gels pectines — calcium

La gélification des pectines par I’interaction des pectines faiblement méthylées (DM < 50%) avec du
calcium est une méthode largement utilisée dans 1’industrie agroalimentaire. Ces gels sont souvent
comparés aux gels d’alginates mais les branchements et la distribution parfois aléatoire des acides
galacturoniques non-méthylés rendent les structures des gels de pectines difficiles a identifier et les
propriétés plus difficiles & controler.

Dans les tissus de dicotylédones, les gels de pectines faiblement estérifiées constituent la lamelle
moyenne qui assure la jonction entre les cellules en croissance (Carpita et Gibeaut, 1993). Ils sont
également présents dans la paroi primaire des cellules et pourraient jouer un réle dans ses propriétés
mécaniques et dans les mécanismes de croissance cellulaire (Peaucelle et al., 2012).

I1.1.b.i Interactions impliquées

En présence de cations métalliques divalents, comme notamment le calcium, les acides galacturoniques
non méthylestérifiés vont créer des jonctions ioniques centrées sur le cation (Figure 1.10). Ces jonctions
sont stabilisées par les interactions électrostatiques fortes des complexes carboxyles-ions, mais aussi par
des interactions de Van der Waals et hydrogene grdce aux groupements hydroxyles a proximité
(Kyomugasho et al., 2016; Maire du Poset et al., 2019).
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I1.1.b.ii Description des jonctions

La formation des jonctions nécessiterait un enchainement de 6 a 20 acides galacturoniques (Ralet et al.,
2001; Fraeye et al., 2010b). Deux blocs d’enchainements d’acides galacturoniques, paralléles ou
antiparall¢les, s’associent par dimérisation centrée sur les ions calcium. Elles sont souvent décrites
comme des jonctions sous forme de « boite a ceufs » en comparaison avec les alginates mais Braccini et
Pérez (2001) ont montré par modélisation que ces jonctions ont une configuration en hélice 2; qui est
décalée par rapport a celle des alginates. Comme les alginates, la formation des jonctions semble
coopérative, les premiéres interactions favorisant la formation des suivantes (Demarty et al., 1984;
Ventura et al., 2013).

Contrairement aux alginates pour lesquelles une agrégation des dimeres a lieu (Wolnik, 2014), formant
de larges jonctions, les jonctions des pectines semblent constituées de seulement 2 chaines comme le
montrent Fang et al. (2008) et Ventura et al. (2013). Cependant Schuster et al. (2011) observent des
agrégats et déterminent le nombre de chaines impliquées par modélisation. Ces gels sont peu concentrés
en pectines ce qui pose la question de I’agrégation des jonctions sur des systémes plus denses.

I1.1.b.iii Parametres influengant la formation des jonctions

L’obtention d’un gel continu dépend de la taille des enchainements d’acides galacturoniques non
méthylés et du degré de polymérisation des homogalacturonanes (Yapo et Koffi, 2013). Les chaines
courtes ne participant pas au réseau neutralisent des sites de jonctions des chaines longues (Capel et al.,
2005; Kyomugasho et al., 2018).

Les interactions physiques peuvent se réarranger et évoluer. Slavov et al. (2009) et Agoda-Tandjawa et
al. (2012a) reportent une augmentation de 1’¢lasticité des gels pendant au moins 20h apres la formation
des premieres interactions (Figure 1.11), ce qui suggere une dynamique de réarrangement des
interactions. Les possibilités de réarrangements diminuent avec I’augmentation de la concentration en
pectine et une cinétique rapide de gélification est aussi reportée pour des pectines faiblement méthylées
(Lofgren et Hermansson, 2004). La formation des jonctions dépend aussi de la température (Figure
1.11). Elles sont moins stables a haute température (Garnier et al., 1993; Cardoso et al., 2003).
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Figure 1.11 : évolution du module de conservation G’ lors de la formation de gels de pectines avec des ions
calcium dans différentes conditions. Influence de la concentration en pectines (% m/m) : 0,25% o, 0,5% o,
0,75% ¢ et 1% A. [Ca?*] = 3 mmol/L (Agoda-Tandjawa et al., 2012a) (A). Role des PME : ajout d 'une PME
avant gélification A ou au cours de la gélification m de pectines de DM initial égal a 71% (Slavov et al., 2009)
(B). Role de la température de gélification : 5°C ¢, 12,5°C o, 20°C m et 27,5°C o. [pectines] = 1% et [Ca?*]
= 4,41 mmol/L (Cardoso et al., 2003) (C).

Pour ces réseaux pectiques, les nceuds de réticulation « boite a ceufs » sont des jonctions physiques qui
peuvent évoluer et se réarranger (Kavanagh et Ross-Murphy, 1998). Il est donc difficile de définir une
structure précise du réseau. On peut cependant estimer le nombre de jonctions en analysant ses propriétés
de gonflement et ses propriétés mécaniques, tel un réseau d’élastomere.

[1.2 Propriétés des gels

Une des caractéristiques des gels est de pouvoir absorber de grande quantité de solvant. Cela lui confére
des propriétés a la fois de solide et de liquide visqueux. Connaitre le taux de gonflement et 1’élasticité
des gels permet d’établir des relations avec leur structure.

I1.2.a Gonflement des gels

D’aprés Flory et Rehner (1943a), un réseau polymere covalent dans un bon solvant gonfle jusqu’a ce
gue son extension soit contrebalancée par la résistance due a la réticulation. L’affinité du solvant avec
le polymere permet ce gonflement et la réticulation évite la solvatation compléte du polymeére. Ainsi, le
réseau gonflé garde une forme proche du réseau non gonflé (Figure 1.12).
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Figure 1.12 : schéma représentant le gonflement réversible d’un hydrogel
(adapté de Li et Tanaka, 1992).

Ce comportement est valable dans le cas de liaisons covalentes entre les polyméres qui assurent un degré
de réticulation fixe. Lorsque le gel est formé par des interactions physiques, le gonflement est aussi
dépendant de la réversibilité de ces interactions.

I1.2.a.i Gonflement des gels polyélectrolytes

Dans le cas de polyélectrolytes, le gonflement va aussi étre dépendant des charges présentes sur le
polymére et dans le solvant. Afin d’assurer la neutralité, une différence de pression osmotique se crée
entre le polymeére et le solvant en raison de 1’accumulation de contre-ions au sein du gel, a proximité
des macromolécules chargées. Ce dernier gonfle jusqu’a ce que la résistance du réseau contrebalance
cette différence de pression osmotique (Kavanagh et Ross-Murphy, 1998; Rose, 2003; Zsivanovits et
al., 2005; Vervoort, 2006). Le gonflement est issu d’une pression osmotique au sein du réseau de
polyélectrolyte, m;, qui est décrite par ces trois contributions :

Ty = Mmer + Mjon T Mgy [1.1]

AVeC mmel, la pression osmotique résultant de I’interaction entre le solvant et le polymere ; ion, la
pression osmotique due a ’accumulation d’ions mobiles dans le réseau polyélectrolyte ; et me, la
pression exercée par 1’¢élasticité du réseau.

RT 1 1 1
Tmet = ;- (In (1 —5) +5+X?) [1.2]
Tion = RTZ(Ci?)iI - Cisoorb [1.3]
ion
e = -G [14]

Avec R, la constante des gaz parfaits (8,314 J.mol1.K™?) ; T, la température ; V, le volume molaire du
solvant ; g, le degré de gonflement g = M; ¥, le parameétre d’interaction de Flory entre le solvant et

Vinitial
le polymére ; C{Zfll et Clso",f les concentrations d’ions mobiles dans le gel et dans le solvant; et G, le

module di a I’élasticité du réseau.

Le gonflement atteint I’équilibre quand la pression osmotique dans le réseau est €quivalente a la pression
osmotique de la solution environnante.

Le terme de pression osmotique du polyélectrolyte, mion, a été développé plus précisément par
Zsivanovits (2005) concernant des gels de pectines :

_ RT(ic)®

, = 1.5
Tion 2C,wv tel

Avec : i, le degré d’ionisation du polymeére ; c, la concentration des unités de répétitions du polymere
chargées ; Cs, la concentration ionique issue du sel ; v, le nombre d’ions issus de la dissociation du sel ;
o, la valence de I’¢électrolyte fort issu du sel. On peut observer qu’en théorie, plus le polymere est chargé
et moins la force ionique est forte, plus la pression générée sera forte et plus le réseau gonflera.
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Cependant, dans le cas de fortes concentrations en charges, un phénomene de condensation des contre-
ions peut mener a un effondrement du réseau dont le gonflement est alors limité (Manning et Ray, 1998;
Ryden et al., 2000).

I1.2.a.ii Gonflement des gels de pectines

Le gonflement de gel de polyélectrolyte est donc complexe. De plus, dans le cas des gels de pectines
réticulés par des ions calcium, la concentration en calcium joue un double role dans 1’équilibre
osmotigue : elle modifie la force ionique et contribue aux réticulations. Dans le cas ou des ions
participent a la réticulation physique des macromolécules, les charges sont neutralisées et ne contribuent
plus a pression osmotique ionique. De plus, dans le cas d’un gonflement dans un milieu aqueux, les
interactions de type « boite a ceuf » doivent étre suffisamment stables pour éviter la solubilisation des
pectines.

Le taux de gonflement des gels de pectines dans différents solvants a été déterminé dans quelques études.
Ventura et al. (2013) observent une diminution du gonflement avec I’augmentation du ratio en calcium.
Zsivanovits et al. (2004; 2005) observent les mémes effets pour des matériaux réhydratés dans une
solution de PEG permettant de controler la pression osmotique a 5 MPa (Figure 1.13). Ces matériaux
sont moins gonflés et donc plus concentrés en pectines, et dans des conditions de pression osmotique
proches de celle d’une paroi primaire.
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Figure 1.13 : pourcentage de gonflement de films de pectines de différents degré et motifs d’estérification en fonction de la
concentration en calcium de la solution d’immersion a une pression osmotique de 5 MPa. (o) Haut DM, motif bloc ; (o) haut
DM, motif aléatoire ; (A) bas DM, motif bloc ; et (triangle inversé) bas DM, motif aléatoire (Zsivanovits et al., 2005).

Le gonflement des gels réticulés par des ions calcium diminue lorsque la concentration en calcium du
milieu de réhydratation augmente. Ce comportement peut résulter soit de la formation de nouvelles
jonctions, changeant le taux de réticulation du gel, soit de la pression osmotique générée par les ions
calcium.

La force ionique, générée par d’autres ions que le calcium, a aussi un impact sur le gonflement de ces
gels (Ryden et al., 2000; Zsivanovits et al., 2004; Sriamornsak et Kennedy, 2008). La réticulation avec
le calcium ne neutralise pas 1I’ensemble des charges du polymere qui agit toujours comme un
polyélectrolyte. Dans les études de Ryden et al. (2000) et de Zsivanovits et al. (2004), les taux de
gonflement de gels de pectines diminuent avec 1’augmentation de la force ionique (Figure 1.14), en
accord avec 1’équation [1.5].
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Figure 1.14 : gonflement de pectines de graines de lupin en fonction de la concentration en sel a une pression osmotique
constante de 0,4 MPa (Ryden et al., 2000).

Dans I’étude de Sriamornsak et Kennedy (2008), le taux de gonflement est supérieur lorsque les gels de
pectines, préalablement réticulées par le calcium, sont immergés dans une solution de NaCl comparé a
lorsqu’ils sont immergés dans une solution d’eau pure. L’étude suggére qu’en présence de NaCl, le
calcium se libére davantage des interactions avec les pectines. 1l en résulte un polymeére plus chargé,
générant une plus grande pression osmotique dans le gel.

Dans le cas des gels de pectines, leur structure macromoléculaire étant complexe, il est difficile d’établir
une relation entre leur gonflement et leurs caractéristiques structurales. Le taux de gonflement aide a
comparer qualitativement les gels mais ne permet pas de déterminer un degré de réticulation de facon
simple.

11.2.b  Elasticité des gels

Les propriétés mécaniques sont aussi dépendantes de la structure du matériau et le taux de réticulation
d’un réseau peut étre aussi déterminé en mesurant son élasticité.

11.2.b.i  Théorie de [élasticité caoutchoutique

Les gels peuvent subir des grandes déformations sous contrainte et retrouver leur état initial lorsque la
contrainte est annulée. Cette propriété macroscopique les rend analogues a un matériau élastomere. On
peut alors décrire le comportement mécanique des gels par le biais de la théorie de 1’élasticité
caoutchoutique (Flory et Rehner, 1943b). Dans le cas idéal le plus simple, on suppose que la déformation
est affine (cas des petites déformations), que le volume du gel est constant et que le réseau est parfait,
ce qui donne I’expression du module de cisaillement en fonction de la densité de réticulation :

RT
GO =VkT =p

[1.6]

c
Avec Gy, le module de cisaillement (en Pa) ; k, la constante de Boltzmann (k = 1,3801.10 2 J/K) ; v, la
densité de réticulation (en m®) :

Ny*p
V=—

M, [1.7]

Na, le nombre d’ Avogadro (Na = 6,022.10% mol?) ; p, la masse volumique du polymeére (g/m?) ; et M,
la masse molaire moyenne entre deux noeuds de réticulation (g/mol).

L’évaluation des propriétés mécaniques du matériau permettent alors d’estimer indirectement la
structure du réseau (Halary et Lauprétre, 2015) ou inversement. Entre deux systémes équivalents, le
module sera plus €leve pour celui ayant une densité de réticulation plus grande.
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Lorsque le réseau est gonflé, la densité de réticulation est diluée. Le module du gel décroit avec
I’augmentation du taux de gonflement. En supposant le gonflement isotrope, Flory et Rehner (1943a)
définissent, toujours dans le cas idéal, une relation théorique du module en fonction du taux de
gonflement par :

1
G = 60(6)1/3 [1.8]

Cette relation est valable pour des chaines peu étirées. Cependant, expérimentalement, des relations avec
une puissance de g supérieure a -1/3 sont souvent observées (Dubrovskii et Rakova, 1997). Vervoort
(2006) précise que I’impact de la déformation au niveau moléculaire sera différent pour un gel fortement
ou faiblement gonflé. En effet, la déformation du gel résulte de la combinaison de la déformation des
chaines macromoléculaires due a la déformation mécanique imposée et de leur déformation résultant du
gonflement. Dubrovskii et Rakova (1997) 1’ont observé pour des gels de polyacrylamide (Figure 1.15).
Le module diminue avec 1’augmentation du taux de gonflement puis une inflexion de la tendance se
produit et le module augmente avec le taux gonflement lorsque celui-ci devient trés élevé.

0.1 T T T

Figure 1.15 : module d'élasticité en fonction du degré de gonflement pour des gels de polyacrylamide avec différentes densités
de réticulation et dans différents solvants (Dubrovskii et Rakova, 1997).

Les gels de polyélectrolytes peuvent dévier du cas idéal de Flory et Rehner et le module dépendra alors
aussi du degré d’ionisation du réseau.

11.2.b.ii  Elasticité des gels de pectines

La plupart des travaux présentés dans la partie concernant le gonflement des gels de pectines se sont
aussi intéressés a 1’¢lasticité des gels. Ils ont mesuré les différences de module selon le taux de
gonflement et le solvant d’immersion.

11.2.b.ii.1 Gels faiblement concentrés

Les gels de pectines faiblement concentrés ont des modules de 1’ordre de quelques pascals, méme a
faible taux de méthylestérification (Figure 1.11).

La force ionique ayant un impact sur les caractéristiques physico-chimique du gel, elle modifie aussi ses
propriétés €lastiques. Dans I’étude d’ Agoda-Tandjawa et al. (2012a), le module de conservation des gels
de pectines réticulées par le calcium est multiplié par 10 en présence de 0,1 mol/L de NaCl dans la
milieu de gélification (Figure 1.16).
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Figure 1.16 : module de conservation G’ (e) et de perte G~ (o) de gels pectines — calcium (0,5% (m/m), [Ca?*] = 3 mmol/L)
dans [’eau (4) ou dans 0,1 mol/L de NaCl (B) (Agoda-Tandjawa et al., 2012a).

Les études sur la physico-chimie des pectines sont souvent réalisées sur des solutions peu concentrées
en pectines. Les gels formés sont donc peu représentatifs du comportement des pectines dans une paroi
végétale, qui est un milieu trés concentré en polysaccharides.

11.2.b.ii.2 Gels concentrés

Zsivanovits et al. (2004) ont étudié des gels concentrés a au moins 25% en pectines de DM élevé (=
70%). Leurs matériaux sont réhydratés dans une solution de PEG permettant de contrdler la pression
osmotique a 5 MPa. Grace a ce controle, les taux de gonflements sont peu élevés et permettent de
solliciter les échantillons en traction uniaxiale.

Malgré leur faible taux de réticulation, ils présentent de modules entre 15 et 166 MPa qui augmentent
avec la concentration en calcium dans le milieu de réhydratation (Figure 1.17). On observe un
comportement différent selon 1’origine des pectines, malgré un DM comparable. Les gels formés
auraient une structure différente, comme le montre les 3 gammes de modules obtenues pour chaque
groupe de pectines. Ces pectines ont probablement une distribution des motifs d’estérification différente.
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Figure 1.17 : module de traction en fonction du taux de gonflement pour des gels de pectines immergés dans des solutions a
différentes concentrations en ions calcium et a une pression osmotique de 5 MPa. Pectines issues d ‘une déméthylation chimique
(®) ; pectines issues d ‘une déméthylation enzymatique (m) ; pectines de pommes (A) (Zsivanovits et al., 2004).

Dans cette étude, le module de traction (E) est inversement proportionnel au taux de gonflement. Dans
le cas d’un solide incompressible, hypothése qui peut étre faite pour un gel constitué de 90% d’eau, le
module de cisaillement G peut étre déterminé par 1’équation G = E/3. Ici, on obtient des relations de G
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en fonction du taux de gonflement g avec des puissances largement supérieures a -1/3 (Tableau 1.1),
contrairement a 1’équation théorique [1.8].

Tableau 1.1 : relations des modules de cisaillement en fonction des taux de gonflement, déterminées a partir des données
extraites de la Figure 1.17.

Série Pectines Relation
Démethylation _ 9
chimique G =Goq
Demethyl'atlon G = Go.q %
enzymatique
A Pectines de G = Go.q%"
pommes

L’origine des pectines semble avoir un r6le majeur sur le comportement électrolytique du gel. La
distribution des motifs d’estérification, et donc des charges, des polysaccharides en est probablement la
raison.

Il est difficile de relier le gonflement des gels de pectines aux caractéristiques du réseau
macromoléculaire. La mesure de modules d’élasticité en plus du taux de gonflement peut cependant
permettre d’estimer ses caractéristiques et de déduire une relation entre les structures des gels et leurs
propriétés. Les caractéristiques du polyélectrolyte, ici les pectines, vont avoir un effet important a la fois
sur la formation des jonctions avec le calcium et sur les propriétés du gel a 1’équilibre.

11.3 Parameétres influencant les propriétés des gels pectines-calcium

La revue de Fraeye et al. (2010b) résume les paramétres impactant les interactions entre pectines et
calcium. Les principaux, discutés ici, sont d’ordres structuraux ou bien issus du milieu de gélification.
On peut citer la concentration des pectines, leur DM, la distribution des blocs déméthylés, le degré de
polymérisation des chaines, la quantité de calcium ainsi que les propriétés physico-chimiques du milieu
de gélification comme étant les principaux parametres régissant les propriétés des gels. Plusieurs de ces
paramétres peuvent étre modulés par I’action des enzymes de remodelage des homogalacturonanes.

I1.3.a Structure des pectines

La structure des chaines de pectines assure un role fondamental dans la formation des zones de jonctions
et donc les propriétés mécaniques des gels. Des structures trés variées existent selon les sources de
pectines et les modifications enzymatiques et chimiques subies par le polysaccharide.

Le DM est bien slr un des paramétres les plus influents car il régit le nombre de jonctions maximales
possibles dans le réseau. Cependant, quel que soit le DM, la distribution des acides galacturoniques sur
la chaine est plus spécifiqguement le paramétre qui va influencer les propriétés des gels (Figure 1.13,
Figure 1.18) (Willats et al., 2001; Lofgren et al., 2005; Zsivanovits et al., 2005; Strém et al., 2007; Yapo
et Koffi, 2013). La nature plus ou moins bloc des pectines va avoir un effet sur la densité de réticulation
et la résistance des jonctions formées. Il a été reporté que les gels sont plus élastiques pour des pectines
dont le motif d’estérification est plus bloc, en particulier pour des pectines de DM élevé (Zsivanovits et
al., 2005; Yapo et Koffi, 2013).
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Figure 1.18 : module d’Young de films de pectines de différents degré et motifs d’estérification en fonction de la concentration
en calcium de la solution de réhydratation a une pression osmotique de 5 MPa. (o) Haut DM, motif bloc ; (o) haut DM, motif
aléatoire ; (A) bas DM, motif bloc ; et (triangle inversé) bas DM, motif aléatoire (Zsivanovits et al., 2005).

Ainsi Slavov et al.(2009) reportent des modules plus élevés pour des gels formés par réaction avec une
PME d’orange par rapport aux gels formés avec une PME fongique dont le mode d’action est aléatoire.

La gélification de pectines aux motifs d’estérification aléatoires devient favorable a partir des DM de
40% et inférieurs (Ralet et al., 2003).

Il est aussi nécessaire que le degré de polymeérisation (DP) soit suffisamment élevé car au moins deux
sites d’interactions par chaines seraient nécessaires pour obtenir un réseau continu. Kyomugasho et al.
(2018) forment des gels avec des chaines d’acide polygalacturonique de minimum 25 kDa de masse
molaire en nombre moyenne.

Enfin, les branchements de chaines de sucres neutres ou les groupements acétyles peuvent induire des
défauts de conformation des chaines de pectines et restreindre les interactions avec les cations. Leur
présence semble donc limiter la formation de zones de jonctions (Renard et Jarvis, 1999; Gou et al.,
2012). Cependant, les branchements RG sont aussi connus pour interagir entre eux, ce qui crée des
connections inter-chaines supplémentaires dans le gel (Agoda-Tandjawa et al., 2012a). De ce fait,
I’impact des branchements sur les propriétés des gels est variable.

La connaissance de la structure des pectines est donc essentielle pour comprendre la structure des gels
formés et les propriétés en résultant.

11.3.b  Milieu de gelification
Plusieurs parametres du solvant du gel rentrent en jeu dans les propriétés des gels.

La formation d’un réseau pectines-calcium dépend dans un premier temps de la concentration en
pectines et de la concentration en calcium. A basse concentration en pectines, les interactions ont plus
de probabilit¢ de se former au sein d’une méme chaine qu’entre plusieurs chaines. Un ratio, R,
correspondant au rapport de deux fois la concentration en calcium sur la concentration en sucres non-
méthylés est défini :
R=2LC0] [1.9]
-~ " [-C007] '

En raison de la conformation théorique des chaines d’acides galacturoniques en hélice 21, un ratio R =
0,5 serait suffisant pour une jonction entre deux chaines d’acides galacturoniques (Braccini et Pérez,
2001). Ce ratio s’appuie cependant sur un modeéle théorique d’interactions entre les chaines d’acides
galacturoniques et Fraeye et al. (2010b) reportent une augmentation de la résistance de gels jusqu’a R
= 1. Le calcium peut aussi étre impliqué dans d’autres interactions et contribuer a la condensation des
contre-ions. Ventura et al. (2013) ont par exemple reporté une diminution de la concentration en
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jonctions rigides relativement a la concentration en chaines flexibles lorsque R augmente de 0,75 a 3.
Une représentation schématique de leur conclusion est donnée en Figure 1.19.

Figure 1.19 : & faible concentration en calcium (A), des jonctions rigides avec le calcium sont formées. A concentration en
calcium élevée (B), les ions condensent sur les chaines de polyélectrolyte et ne participent pas a la formation de jonctions entre
chaines. (Ventura et al., 2013).

Un autre parameétre important de la formation de gels de pectines est le pH. Le pKa des pectines dépend
du DM et du DP mais est généralement compris entre 3,5 et 4,1 (Plaschina et al., 1978). A un pH
supérieur au pKa, les acides carboxyliques sont sous forme carboxylate ionisée ce qui permet leurs
interactions avec les ions calcium (Kyomugasho et al., 2016). Les propriétés des gels de pectines
faiblement méthylées reportées ne dépendent pas du pH lorsqu’il est supérieur au pKa. Cependant, selon
la concentration ionique du milieu, des pectines faiblement méthylées peuvent adopter une conformation
repliée quand le pH augmente (Alba et al., 2018) car les interactions intramoléculaires seront favorisées
par rapport aux interactions intermoléculaires.

La force ionique du milieu a une influence majeure sur la gélification. Les ions monovalents ne
permettent pas de former des gels forts mais peuvent modifier la gélification ou les propriétés des gels
formés avec le calcium. Par exemple, un écrantage des charges des fonctions carboxylates par des ions
sodium permet une gélification plus rapide et des gels avec des propriétés élastiques supérieures (Agoda-
Tandjawa et al., 2012a) (Figure 1.16).

La caractéristique des pectines de former des gels est trés connue mais la présence de ces gels et leur
role dans ’architecture de la paroi et ses propriétés mécaniques est plus difficile a évaluer. La paroi est
en effet un matériau dont la composition est complexe. Les connaissances actuelles sur son architecture
et ses propriétés mécaniques et de croissance sont détaillées dans la partie suivante.
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I11. Architecture, propriétés mécaniques et croissance de la paroi
végétale

Les pectines peuvent avoir plusieurs rdles dans la paroi végétale selon leur structure. La modulation de
leur gonflement permet d’obtenir des structures plus ou moins denses ce qui modifie a la fois les
propriétés mécaniques et la perméabilité de la membrane.

L’architecture exacte de la paroi primaire reste imprécise car les interactions entre fibres et la matrice
restent encore peu résolues. Pour simplifier, elle peut étre comparée a un composite renforcé par des
fibres. Les pectines et le xyloglucane représentent la matrice et les microfibrilles de cellulose des fibres
beaucoup plus rigides que la matrice (Burgert et Fratzl, 2009). Différents modeles représentatifs de la
paroi sont détaillés dans un premier temps.

Cette structure lui confére une résistance mécanique importante. La paroi végétale est ainsi garante de
la résistance des tissus végétaux et donc de la plante. En effet, une plante est soumise a de nombreuses
forces et ¢’est I’addition de la résistance de I’ensemble des parois cellulaires qui lui assure sa tenue
mécanique (Burton et al., 2010). La mesure des propriétés mécaniques de paroi est complexe mais
certaines des études ayant relevé ce défi sont présentées.

Les modifications enzymatiques rencontrées par les pectines dans la paroi vont moduler cette
architecture et ses propriétés mécaniques. Les enzymes de remodelages des pectines et leurs modes
d’action sont donc ensuite décrites. Il existe 4 familles d’enzymes agissant sur la structure des pectines :
les pectines-méthylestérases (PME), les pectines-acétylestérases (PAE), les polygalacturonases (PG) et
les pectines-lyases (PL). Certaines enzymes de ces familles ont été étudiées in planta ou sur des solutions
de pectines. Leurs caractéristiques, spécificités et modes d’action sont discutés et mis en relation avec
la modification des propriétés des pectines.

Il est admis que ces bouleversements structuraux ont un lien avec la croissance de la paroi. Une paroi
primaire croit par ajout de nouveaux polysaccharides mais aussi par extension. Le lien entre les
propriétés de la paroi et sa croissance sont encore difficiles a comprendre mais différentes études ont
proposé des modélisations de ces phénoménes. Celle-ci seront discutées a la fin de cette partie.

I11.1 Mode¢les d’architecture de la paroi primaire

Un modéle permet d’expliquer visuellement un systéme complexe. Pour la paroi végétale, plusieurs
représentations ont été proposées afin de mieux comprendre les interactions entre ses constituants ainsi
que le lien entre la structure de la paroi et ses mécanismes d’¢longation. Les premiers modéles résultent
des caractérisations des polysaccharides extraits des parois et d’observations en microscopie. Les
avancées techniques en RMN de 1’état solide ont depuis contribué a remettre en cause certains principes
de ces premiers modéles.

I11.1.a Modeles issus de caractérisations biochimiques

Un des premiers modeles, proposé par Albersheim, considére que les pectines sont liées de fagon
covalente au xyloglucane par les chaines d’arabinoses (Keegstra et al., 1973) (Figure 1.20). Le
xyloglucane est lui complétement adsorbé sur les microfibrilles. Des protéines, considérées comme
ayant un role dans la croissance de la paroi, comme par exemple les expansines, sont également intégrées
dans le modeéle.
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Figure 1.20 : représentation schématique d’Albersheim d’une paroi primaire (d’aprés Keegstra et al., 1973).

Une meilleure connaissance de la structure des polysaccharides et I’observation de parois a I’aide de la
microscopie électronique ont permis a Carpita et Gibeaut (1993) et a McCann et Roberts (1994) de
proposer un modéle plus évolué (Figure 1.21).

Xyloglucane

Pectines et ses interactions
avec le calcium

RG1 et ses groupements
arabinogalactanes

Figure 1.21 : représentation schématique d’une paroi primaire (d’aprés Carpita et Gibeaut, 1993).

IIs rapportent qu’au moment de leur dépdt, les microfibrilles sont alignées aléatoirement mais qu’elles
ont tendance a s’orienter dans 1’axe de 1’¢longation ensuite. Dans ce modele, I’espacement entre les
microfibrilles est maintenu grace au réseau formé avec le xyloglucane, qui n’est pas complétement
adsorbé sur les microfibrilles et permet d’éviter une agglomération des fibrilles. Le réseau pectique est
ici indépendant du réseau cellulose-xyloglucane. Ce dernier est vu comme le garant de la résistance de
la paroi tandis que le réseau pectique assure le contrble de la porosité. Cosgrove (2000) nuance ce
modele en considérant les pectines comme assurant des jonctions entre différentes couches de fibrilles
de celluloses, celles-ci étant recouvertes de xyloglucane.

Des études immunologiques ont localisé les différents groupes de pectines dans des zones spécifiques
de parois primaire de cellules de d’érable sycomore (Somerville et al., 2004). Prés de la membrane
plasmique, des pectines plutét riches en RG |1 seraient présentes tandis que les pectines riches en HG se
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trouveraient plut6t aux abords de la lamelle moyenne (Figure 1.22). Les pectines riches en RG1 semblent
étre réparties dans 1’ensemble de la paroi. Un modé¢le prenant en compte ces considérations est réalisé
par Somerville (2004). 1l traduit la complexité de ce systeme.
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Membrane plasmique
Microfibrille de cellulose

Figure 1.22 : représentation schématique d’une paroi primaire (d aprés Somerville et al., 2004).

I11.1.b Modeéles issus de caractérisations structurales par RMN

En raison de ses capacités d’adsorption avec la cellulose in vitro, le xyloglucane a longtemps été
considéré comme garant de la structure de la paroi végétale. Dans les modeéles précédents, le xyloglucane
espace les microfibrilles tout en les reliant. Plus récemment, Cosgrove (2014) a proposé un modele
prenant en compte de nouvelles connaissances sur les interactions entre les polysaccharides de la paroi.

Plusieurs avancées en RMN ont révélé que seulement une petite portion de xyloglucane est en contact
avec la cellulose alors qu’environ 50% de la cellulose est au contact proche des pectines, pour des parois
d’Arabidopsis (Dick-Pérez et al., 2011; Wang et Hong, 2016). Les pectines restent cependant les
polysaccharides ayant le plus de mobilité dans la paroi. Aussi, des études sur des plants mutants ont
montré le maintien d’une structure pariétale en 1’absence d’un réseau cellulose-xyloglucane (Peaucelle
et al., 2012). Cela montre la capacité des pectines a contribuer aux propriétés mécaniques de support de
la paroi.

En parallele, des observations par microscopie a champ proche (AFM) de parois végétales ont permis
de montrer la présence de zones de contact nombreuses entre microfibrilles de cellulose (Zhang et al.,
2014). Cela met en avant les limites des modéles précédents qui affirmaient que le xyloglucane
empéchait le contact entre des microfibrilles. Le concept de « biomechanical hot spot » est introduit
pour définir les zones d’interactions des microfibrilles de cellulose, zones qui pourraient jouer un role
dans les propriétés de la paroi. Un mod¢le permettant de visualiser ces zones d’interactions est réalisé a
partir des images AFM de paroi primaire de cellules d’oignon permettant de visualiser les microfibrilles
(Zhang et al., 2014).
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Figure 1.23 : schématisation d’une paroi primaire a partir d’une image issue de microscopie AFM de Zhang et al. (2014)
permettant de visualiser les microfibrilles de cellulose. Celles-ci sont représentées en bleu avec en rouge leurs zones de contact
(« biomechanical hot spot »), les xyloglucanes sont représentés en vert et les pectines en jaunes (Cosgrove, 2014).

Dans la Figure 1.23, les microfibrilles de celluloses sont représentées en bleu, les « hot spot » en rouge,
le xyloglucane en vert et les pectines en jaune. Dans ce modele, le xyloglucane adopte une conformation
de pelote aléatoire qui s’adsorbe seulement sur une petite zone de microfibrille. Les pectines, occupant
le reste de I’espace, ont donc plus de zones de contact disponibles avec la cellulose.

L’architecture de la paroi joue un réle majeur dans le contréle et la modulation de ses propriétés
mécaniques. Comme décrit plus haut, le xyloglucane est connu pour s’adsorber sur la cellulose. Ce
phénoméne a longtemps été supposé étre a 1’origine du peu d’agrégation des microfibrilles. Le
xyloglucane était aussi vu comme le polysaccharide contribuant a créer un réseau interconnecté entre
les microfibrilles. Ces hypothéses ont été remises en cause depuis quelques années par des analyses
RMN et AFM montrant peu de contact entre la cellulose et le xyloglucane et au contraire beaucoup de
contacts entre les microfibrilles.

La place des pectines dans ces modeles n’est pas certaine. Sa proximité avec la cellulose peut &tre
expliquée par la présence d’interactions physiques réelles, plus probablement avec les groupes RG1
(Wang et Hong, 2016). De récentes études ont montré la possibilité d’organisation des pectines sous
forme de nanofilaments au sein de la paroi (Haas et al., 2020). Le comportement des pectines est
beaucoup étudié car leurs propriétés complexes sont intéressantes pour de nombreux domaines.

I11.2 Propriétés mécaniques de la paroi

Les parois cellulaires doivent étre suffisamment rigides pour assurer un maintien face a la pression de
turgescence et autres contraintes et a la fois flexibles pour permettre I’allongement de la cellule. Le
module d’élasticité permet de comparer facilement les propriétés de matériaux entre eux.

I11.2.a Module d’élasticité des parois primaires

La paroi est un réseau polymere de trois types de polysaccharides contribuant difféeremment aux
propriétés. Individuellement, la cellulose est le composant le plus rigide grace & sa structure semi-
cristalline. Le module des microfibrilles est de 1’ordre de 100 Gpa (Favier, 1995) tandis que le
xyloglucane et les pectines ont des modules de I’ordre de quelques dizaines de mégapascals. Ces derniers
apporteraient donc plut6t une contribution visqueuse. Mais les propriétés de la paroi, et en particulier
son élasticité, sont majoritairement dépendantes des interactions entre ces trois composants.
L’architecture exacte de la paroi n’étant pas complétement résolue, son comportement visco-élasto-
plastique n’est pas connu théoriquement (Cosgrove, 2018).

Des mesures de modules ont été réalisées sur différents types de parois végétales. Une revue
bibliographique rassemble 1’ensemble des études sur le sujet (Bidhendi et Geitmann, 2019). Avec des
essais de traction ou de fluage, des modules de 10 MPa a quelques gigapascals ont été reportés (Mirabet
et al., 2011; Bidhendi et Geitmann, 2019). Les modules les plus élevés proviennent de parois qui ont
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d’abord été séchées avant d’étre réhydratées, et on peut donc supposer que le séchage implique des
modifications structurales irréversibles impactant les propriétés mécaniques.

Concernant les matériaux caractérisés sans étape de séchage (Tableau 1.2), les modules sont de 1’ordre
de quelques dizaines de mégapascals pour des tissus entiers mais semblent plus élevés pour des parois
isolées. Une des explications suggere que lors de la mesure sur des tissus entiers, la cohésion entre les
cellules impacte les performances mécaniques du tissu. Ces valeurs reflétent donc moins les propriétés
de la paroi en elle-méme. Cependant, la mesure d’un module de traction d’une seule paroi requiert une
grande précision et peu d’études ont pour I’instant relevé ce défi.

Tableau 1.2 : exemples de modules mesurés par essai de traction uniaxiale sur des tissus ou des parois végétales a [’état
hydraté (d’aprés Bidhendi et Geitmann, 2019).

Vitesse de traction

E (MPa) Type de tissus (mm/s) Référence
L. s . (Vanstreels et al.,
17,5 Epiderme d’oignon 1 2005)
L. , . (Bidhendi et
15 Epiderme d’oignon 0,02 Geitmann, 2019)
20 Hypocotyle 0,01-0,015 (Abasolo et al., 2009)
25 Hypocotyle 0,03 (Ryden et al., 2003)
10 - 47 Hypocotyle 0,01 (Saxe et al., 2016)
16 Hypocotyle 0,015 (Cavalier et al., 2008)
374,6 Paroi d’¢piderme NC (Zamil et al., 2015)
d’oignon
311 Paroi de cellule de NC (Wei et al., 2006)
Chara

Cette disparité entre les résultats peut aussi étre issue des différences dans les types de tissus utilisés et
les techniques expérimentales mais aussi des difficultés liées a la manipulation de parois ou de tissus.

L’AFM et d’autres techniques de nano-indentation sont aussi utilisées depuis plusieurs années pour
essayer d’évaluer les propriétés mécaniques de la paroi plus facilement. Les modules obtenus varient de
0,01 MPa a 10 MPa selon le type de cellule et la sonde utilisée (Bidhendi et Geitmann, 2019; Navon,
2020). Le module mesuré en indentation est différent du module de traction car la paroi est un matériau
anisotrope (Bidhendi et Geitmann, 2019). La rigidité dépend aussi de I’orientation des microfibrilles et
celle-ci impligue une anisotropie entre le module longitudinal et les modules transversaux. Lors d’essai
de traction, les microfibrilles sont sollicité en traction également alors que lors d’essais en
nanoindentation, les microfibrilles sont sollicitées en flexion.

Des études montrent que pour des parois de cellules d’épidermes d’oignon, les mesures par nano-
indentation refleteraient plus les propriétés de la matrice de pectines (Cosgrove, 2018; Zhang et al.,
2019) tandis les propriétés en traction résulteraient du réseau de microfibrilles (Zhang et al., 2019). On
peut aussi supposer que les connections entre microfibrilles de cellulose, observées dans des parois
jamais séchées (Zhang et al., 2014), apportent de la rigidité a la structure lors de sollicitation en traction.

Les contributions des différentes interactions restent cependant difficiles a estimer. Abasolo et al. (2009)
ont observé que le réseau pectique influengait la déformation plastique des parois en limitant le
déploiement des macromolécules de xyloglucane.

Comme le montre la variété des études référencées par Bidhendi et Geitmann (2019), il est difficile
d’estimer précisément le module d’élasticité des parois. L'architecture de la paroi primaire a une
influence majeure sur les propriétés mécaniques des cellules et des tissus, bien que le role des différentes
interactions moléculaires dans le comportement de la paroi soit encore peu compris. De plus, la paroi
primaire présente différentes propriétés méecaniques. Elle doit se comporter comme un solide élastique
pour résister aux forces de turgescence mais pendant la croissance cellulaire, la paroi doit étre
suffisamment plastique pour permettre I'extension de la cellule.
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I11.2.b Modélisation du comportement mécanique d’une paroi

Leurs propriétés sont difficiles a évaluer avec les outils de caractérisation des matériaux et une simple
mesure de module ne permet pas de décrire le comportement du matériau en détails. En effet, la paroi
est un matériau a la fois élastique, visqueux et plastique (Taiz, 1984; Kaplan et al., 2019). Afin de mieux
comprendre le comportement mécanique de la paroi, plusieurs études ont tenté de le modéliser.

Une approche simplifiée de la réponse a la pression de turgescence, reprenant ces trois concepts, a été
initialement proposée par Lockhart (1965) et par Ortega (1985). Dans ce modele (Figure 1.24), une
pression seuil va induire une déformation plastique irréversible correspondant a 1’allongement de la
paroi. En dessous de cette pression seuil, la paroi se comporte seulement comme un solide
viscoélastique.

tdl_ P +1dPP>P [1.10]
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Avec Py, la pression seuil, m un facteur d’extensibilité de la paroi prenant en compte sa vitesse de
croissance et E le module d’¢lasticité de la paroi.

Direction de
croissance

Figure 1.24 : représentation schématique du modéle d’Ortega (1985) des éléments mécaniques permettant de décrire
simplement une paroi soumise a la pression de turgescence. Le ressort représente la contribution élastique, le piston, la
contribution visqueuse et le patin, le seuil de plasticité (Ali et al., 2014).

La modélisation du comportement viscoélastique des parois est complexe. Les mesures de relaxation de
contrainte ou de fluage sont des méthodes communes pour évaluer la viscoélasticité des matériaux et
ont été utilisées sur des parois végétales (Hansen et al., 2011). La premiere consiste a appliquer et a
maintenir une déformation et a mesurer 1’évolution de la contrainte au court du temps, tandis que la
deuxiéme consiste a appliquer et maintenir une contrainte et mesurer 1’évolution de la déformation. Pour
un matériau dont la viscoélasticité est linéaire, la grandeur mesurée sera uniquement dépendante du
temps. Un temps caractéristique de relaxation ou de fluage permet de caractériser la composante
visqueuse du matériau. Les parois primaires ne se comportent pas comme des matériaux viscoélastiques
linéaires car différentes natures d’interaction sont responsables de la résistance de ce matériau.

Des mesures de relaxation de parois végétales ont mené a une expression empirique de 1’évolution de la
contrainte (Taiz, 1984).

t+T,
o(t)=blog(—H) +¢ [12]
t+T,
Avec b, une vitesse de relaxation ; To, le temps de relaxation minimum ; T, le temps de relaxation
maximum ; et ¢, la contrainte résiduelle & la fin de la relaxation. Ces paramétres sont dépendants des
propriétés des réseaux macromoléculaires impliqués.
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Des essais de relaxation sur des films composés uniquement de pectines ont permis de montrer une
dispersion des temps de relaxation, pouvant s’exprimer sous la forme :

B
o (t) = exp(— (%) ) [1.12]

Avec o(t), la contrainte a I’instant t; to, un temps de relaxation ; et B, le paramétre traduisant la
dispersion des temps de relaxation (Zsivanovits et al., 2004). Cette dispersion laisse penser que des
phénomeénes de réarrangement du réseau pectique ont lieu lors de la sollicitation. Le réle que pourrait
avoir les autres composants pariétaux dans ces phénomeénes n’est cependant pas évalué.

De plus, les propriétés mécaniques de la paroi évoluent au cours de la croissance et peuvent étre
modulées par des modifications architecturales. L’évolution de la structure des pectines par réactions
enzymatiques est une des modifications majeures au cours de la croissance.

[11.3 Enzymes de remodelage des homogalacturonanes

Les pectines sont initialement synthétisées dans les vésicules de Golgi avec un DM élevée (Mohnen,
2008). Des enzymes présentes dans la paroi assurent leurs modifications au cours de la croissance de la
cellule. On s’intéresse ici en particulier aux enzymes agissant sur la partie homogalacturonane, la partie
la plus abondante des pectines chez les dicotylédones. Ces modifications structurales semblent jouer un
r6le important dans la croissance de la cellule végétale, en modulant les propriétés mécaniques de la
paroi.

Les plus étudiées sont les méthylestérases (PME), enzymes qui réduisent le degré de méthylation (DM)
des pectines. On peut aussi parler des acétylestérases (PAE) qui éliminent les groupements acétyles, et
des polygalacturonases (PG) et pectines lyases (PL) qui réduisent leur degré de polymérisation (DP).
Ces enzymes appartiennent toutes, dans de nombreuses especes, a de larges familles multigéniques.
C’est-a-dire que des enzymes catalysant la méme réaction mais issues de génes différents co-existent et
ont des caractéristiques différentes.

I11.3.a Enzymes de modifications structurelles

Deux types d’enzymes agissent sur les groupements fonctionnels acétyles ou esters des
homogalacturonanes. Les déacétylations et déméthylations peuvent conduire a des changements
d’interactions entre les macromolécules de pectines ou bien a rendre le substrat plus attractif pour des
enzymes de dégradation.

I11.3.a.i Acétylestérases de pectines (PAE)

Les homogalacturonanes peuvent étre acétylés sur les oxygenes en position C2 ou C3 du cycle mais ce
groupement est présent sur moins de 10% des sucres et n’est pas réparti de fagon homogene. Les
acétylestérases de pectines (PAE) (EC 3.1.1.6) catalysent I’hydrolyse de la liaison de ce groupement
(Sénéchal et al., 2014). L’acétylation des pectines peut influencer les autres activités enzymatiques et il
est supposé que les PAE agissent en synergie avec les autres enzymes. Il a été montré que la
déacétylation contribuait a I’amélioration des réactions de dégradation enzymatique des pectines.

I11.3.a.ii Méthylestérases de pectines (PME)

Les méthylestérases de pectines (PME) (EC 3.1.1.11) catalysent I’hydrolyse de la liaison méthylester
du C6 d’un sucre galacturonane, produisant un acide galacturonique et du méthanol (Jolie et al., 2010)
(Figure 1.25). Un mécanisme d’attaque nucléophile sur le carbonyle a été proposeé en se basant sur la
structure cristalline de quelques PME.
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Figure 1.25 : schéma de réaction de déméthylation d’un monomeére galacturonane par une PME.

OH

On retrouve les PME dans les plantes mais aussi dans des micro-organismes bactériens et fongiques.
Les PME sont nombreuses dans les parois de dicotylédones. Dans Arabidopsis thaliana par exemple,
66 isoformes de PME ont éte identifiés (Pelloux et al., 2007; Sénéchal et al., 2014). 1l existe des PME
acides, basiques ou neutres selon la structure de la protéine et le point isoélectrique en résultant. Le pH
d’activité optimale varie donc de 1 a 10 selon I’enzyme (Jolie et al., 2010).

I1.3.a.ii.1 Modes d’action des PME

Plusieurs modes d’action ont été identifiés. Deux mécanismes conduisent a une déméthylestérification
processive, formant de larges zones déméthylés appelées « blocs» : un mécanisme monochaine
(« single-chain ») et un mécanisme d’attaques multiples (« multiple-attack »). Dans le premier cas,
I’enzyme déméthyle tous les esters consécutifs d’une chaine d’homogalacturonane avant de s’en
dissocier. Dans le deuxieme cas, la PME catalyse la réaction de fagon processive sur un nombre limité
d’ester avant de s’en dissocier (Salas-Tovar et al., 2017). Les PME basiques (végétales et bactériennes)
agiraient plut6t selon ce mode d’action.

Un troisiéme mode d’action existe, le mécanisme a chaines multiples (« multiple-chain »). Il est plut6t
associé aux PME acides (fongiques principalement et quelques PME végétales). Dans ce cas, I’enzyme
déméthyle un seul ester avant dissociation, ce qui conduit a un motif de déméthylation aléatoire.

I1.3.a.i.2 Impact des conditions de réactions sur le mode d’action

Ces modes d’actions peuvent cependant évoluer pour une méme enzyme selon les conditions de
réaction. Il a été reporté pour des PME de Vigna radiata (Catoire et al., 1998), de pommes (Denés et al.,
2000) et d’Arabidopsis thaliana (Hocq et al., 2021) que le mode d’action de I’enzyme passe de processif
a aléatoire selon le pH de la solution.

La concentration en cations de 1I’environnement (Ca2*, Mg?*, Na*, K*, Fe®", AI**) semble aussi avoir un
role sur I’activité et le mode d’action des PME (Christgau et al., 1996; Goldberg et al., 1992; Jolie et al.,
2010; Nari et al., 1991). Les charges présentes au sein des protéines et sur les pectines peuvent
défavoriser I’interaction entre les deux molécules. Certains cations, jusqu’a une concentration optimale,
semblent alors faciliter la réaction.

Le motif d’estérification est aussi un paramétre important dans la réactivité de I’enzyme a la fois
directement et indirectement lorsque des jonctions calciques sont formées. La présence d’un acide
carboxylique libre dans le site actif de I’enzyme semble nécessaire a la réaction car les PME réagissent
préférentiellement avec des pectines partiellement méthylées (Jolie et al., 2010). Aussi Videcoq et al.
(2011) ont montré que la présence de jonctions calcium diminuait la processivité d’une PME d’orange.
Cela n’avait cependant pas d’impact sur I’activité d’'une PME fongique montrant une fois de plus les
différences de comportement entre différents isoformes.

Aussi, Iactivité des PME est généralement étudiée sur des solutions de pectines. Or la composition de
la paroi peut jouer un role dans la modulation du mode d’action des PME. Slavov et al. (2009) ont
montré que deux types de PME, une fongique et une d’orange, avaient un mode d’action plus processif
sur des gels de pectines qu’en solution. Une modification de la processivité d’une PME fongique a aussi
été observée en présence de 1,5% de microfibrilles de cellulose dans un gel de pectines (Bonnin et al.,
2015, 2019). La diffusion de la PME est aussi plus rapide comparé aux gels sans cellulose. Celle-ci
permettrait d’obtenir un gel avec une plus grande porosité, favorisant la diffusion de I’enzyme. La
diffusion peut aussi étre dépendante de ’enzyme (Videcoqg et al., 2013).
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I11.3.a.ii.3 Régulation de I’activité des PME au sein de la paroi

Différentes PME sont sollicitées dans différents organes de la plante et il est probable que différentes
PME soient impliquées selon les caractéristiques physico-chimiques de I’environnement des pectines et
selon les caractéristiques structurelles des homogalacturonanes. Leur activité peut aussi étre régulée par
des inhibiteurs protéiques appelés PMEI ou par d’autres molécules (acide polygalacturonique, sucrose,
glycérol, tannin,...) (Jolie et al., 2010).

Les PME semblent particulierement impliquées dans la croissance des cellules de différents organes,
comme par exemple dans I’¢longation des cellules d’hypocotyles (Pelletier et al., 2010). Le contréle du
degré de méthylation (DM) par la plante peut avoir pour but de rigidifier la paroi par la création
d’interactions avec le calcium. Dans d’autres références, la réactivité des PME a aussi été associée a un
affaiblissement de la paroi car une fois déméthylestérifiées, les pectines deviennent des substrats
privilégiés par les polygalacturonases et les lyases.

111.3.b Enzymes de dégradations

Les polygalacturonases (PG) et les lyases de pectines (PL) sont également présentes dans des micro-
organismes en plus des plantes. Elles sont aussi issues de grandes familles multigéniques. Leur r6le
consiste a réduire les macromolécules de pectines en monosaccharides et/ou en oligoméres. Ces derniers
peuvent avoir un role signalétique permettant a la cellule d’actionner des mécanismes de réaction face
a ces changements structuraux.

[11.3.b.i Polygalacturonases

Les polygalacturonases (PG) catalysent I’hydrolyse de la liaison a-1,4 entre deux monosaccharides de
la chaine d’homogalacturonane (Sénéchal et al., 2014). Deux types de PG existent : les endo-PG (EC
3.2.1.15) et les exo-PG (EC 3.2.1.67).

Les endo-PG agissent de fagon aléatoire ce qui conduit a des oligomeres de tailles variées. Elles coupent
la liaison entre deux sucres non-méthylés et nécessitent la présence d’au moins 4 monosaccharides non
méthylés. Son activité est donc dépendante des motifs d’estérification des pectines. Les exo-PG
hydrolysent seulement la liaison du sucre terminal de la chaine d’homogalacturonane. Elles libérent
donc uniquement des monosaccharides.

Leur activité augmente quand le DM des pectines diminue. Le pH et la présence d’ions ont également
un impact sur leur activité.

I11.3.b.ii Lyases

On distingue les lyases de pectines (PNL) (EC 4.2.2.10) et les lyases de pectates (PL). Les PNL ont un
mode d’action uniquement de type endo. Mais il existe des endo-PL (EC 4.2.2.2) et des exo-PL (EC
4.2.2.9). Ces enzymes catalysent la rupture par B-élimination de la liaison o-1,4 entre les acides
galacturoniques (méthylés ou non) d’une chaine d’homogalacturonane. 1l en résulte une insaturation
entre le C4 et le C5 du sucre terminal de I’oligomére formé.

Les PNL dégradent plutét les pectines de DM élevé et les PL dégradent plutdt les pectines de faible DM.
Ces derniéres ont aussi la particularité de nécessiter la présence d’ions calcium et d’étre actives de fagon
optimale a un pH basique (8,5), contrairement au PNL qui ont une activité optimale a un pH de 5,5
(Sénéchal et al., 2014).

Le controle et la régulation fine de la structure des pectines impliquent la participation de plusieurs
enzymes mais le mécanisme de cette régulation reste encore peu compris. De plus, I’activité de ces
enzymes est modulée par de nombreux facteurs tels que des hormones, des inhibiteurs et les
caractéristiques physico-chimique de la paroi. Plusieurs hypothéses concernant 1’élongation de la paroi
s’intéressent aux réles de ces modifications enzymatiques.
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111.4 Elongation de la paroi végétale

Une cellule végétale croit par extension de sa paroi. En simultané, un apport continu de polysaccharides
permet de maintenir 1’épaisseur de la paroi au cours de la croissance.

Les modulations de propriétés mécaniques sont étroitement liées & son processus de croissance
(Boudaoud, 2010; Bidhendi et Geitmann, 2018). Par exemple, une hypothése atteste qu’elles peuvent
étre a I’origine des processus d’insertion de nouveaux composants dans la paroi (Ali et Traas, 2016).

L’extension de la paroi nécessite la modification de ses propriétés mécaniques qui passe par une
évolution de I’architecture pariétale. Chaque polysaccharide et leurs interactions jouent différents roles
dans son évolution. L’extension résulte en grande partie de processus de relachement de la paroi face a
la pression de turgescence, schématisé dans la Figure 1.26.

®)

Extension
de la paroi

# Relachement
}\ de la paroi /
P 4

s---_—————-—--———‘

Rétablissement de Pt

Figure 1.26 : schéma simplifié du processus d’extension suite a la contrainte induite par la
pression de turgescence Pt (d’aprés Cosgrove, 2016).

I11.4.a Direction de croissance

La pression de turgescence est isotrope mais la croissance en réponse est anisotrope (Baskin, 2005).
Cette réponse anisotrope est en partie liée a I’orientation des microfibrilles de cellulose (Mirabet et al.,
2011; Haas et al., 2020). Des microtubules permettent de contréler la position des CESA et I’orientation
de la cellulose au moment de sa synthése (Burgert et Fratzl, 2009).

Kafle et al. (2014) ont ainsi montré 1’évolution de 1’orientation des microfibrilles de cellulose a
différents stade de croissance (Figure 1.27). Les cellules les plus récemment formées montrent une
orientation désorganisée des fibrilles (image d). Les histogrammes montrent la distribution angulaire
des fibrilles évoluant au cours de leur vieillissement, la 2°™ couche étant constituée des cellules les plus
vieilles. Ces observations ont aussi été réalisées au sein d’une méme paroi (Yilmaz et al., 2020).
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Figure 1.27 : topographie AFM permettant de visualiser [’orientation des microfibrilles de cellules d’oignon de la 2éme
couche (a), 5éme couche (b), 8eme couche (c) et 11éme couche (d) (bar d’échelle = 0,5 pm) (Kafle et al., 2014).

I11.4.b  Hypotheses du role des modifications structurales du xyloglucane

D’aprés les premiers modéles de parois végétales (Figure 1.20, Figure 1.21), le xyloglucane forme un
réseau par interactions avec les microfibrilles de cellulose. L’allongement de la paroi nécessiterait donc
la modification de ce réseau et plusieurs molécules ont été identifiées comme agissant soit sur le
xyloglucane soit sur ses interactions avec les microfibrilles.

Des expériences ont montré une relation entre croissance et des protéines d’expansines, de
xyloglucanases ou encore d’endotransglycosylases (Chanliaud et al., 2004; Cosgrove, 2005). Les
expansines sont des protéines non enzymatiques qui agiraient sur les interactions entre les microfibrilles
de cellulose et les molécules de xyloglucane, a pH acide (McQueen-Mason et al., 1992). Les deux autres
familles d’enzymes modifieraient la structure des molécules de xyloglucane conduisant au relachement
de la paroi.

Cependant, ce modele d’architecture a depuis été remis en question, notamment par la présence de peu
d’interactions supposées entre le xyloglucane et les microfibrilles dans la paroi (Dick-Pérez et al., 2011).
Aussi des expériences ont prouvé la croissance pariétale en absence de réseau xyloglucane-cellulose
(Peaucelle et al., 2012).

I11.4.c Hypothéses du réle des modifications structurales des pectines

D’autres mécanismes de modification de la paroi semblent donc impliqués dans 1’extension et
notamment des mécanismes liés a la déméthylation des pectines.

I11.4.c.i Influence sur les propriétés mécaniques de la paroi

Plusieurs études ont identifié une corrélation entre la déméthylation des pectines et des changements
d’élasticité de la paroi, mesurés par nanoindentation. Par exemple, au niveau de la pointe de tubes
polliniques, le degré de méthylation est maintenu élevé grace a une protéine inhibitrice de PME. Cette
zone est 1,5 a 2 fois moins rigide que le reste du tube ou la déméthylation des pectines est observée
(Zerzour et al., 2009; Wolf et Greiner, 2012; VVogler et al., 2013).

Au contraire, au niveau de méristémes d’Arabidopsis thaliana, une diminution par 2 de la rigidité des
parois est mesurée dans les endroits ou des pectines déméthylestérifées ont été localisées par rapport
aux parois ne contenant pas de pectines faiblement méthylées (Braybrook et Peaucelle, 2013). Toujours
au niveau des méristémes d’Arabidopsis thaliana, le module mesuré sur des plants non transgéniques
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est 3 fois supérieur a celui mesuré sur des plants transgéniques, ol une PME est surexprimée et les
pectines moins méthylées (Peaucelle et al., 2011).

La formation de jonctions calciques supplémentaires peut étre a 1’origine d’une augmentation de la
rigidité lors de la déméthylation. Une diminution de la rigidité peut étre quant a elle issue d une meilleure
attractivité des pectines faiblement méthylées pour les PG. La prévalence d’un de ses effets sur ’autre
est probablement liée aux conditions biochimiques et physico-chimiques locales de la paroi (Bidhendi
et Geitmann, 2016).

I11.4.c.ii Lien avec la croissance pariétale

Ces modifications d’¢lasticité semblent impliquées dans le processus de croissance de la paroi. Mais le
lien entre déméthylation et croissance est aussi difficile a comprendre car la déméthylation est parfois
liée a une augmentation de la croissance ou a sa réduction (Derbyshire et al., 2007; Levesgque-Tremblay
et al., 2015; Bidhendi et Geitmann, 2016).

On retrouve par exemple des pectines de faible DM dans des parois a croissance rapide qui nécessitent
des parois relachées (Bosch et Hepler, 2005; Peaucelle et al., 2015; Haas et al., 2020). Un modéle
d’¢élongation de la paroi végétale, incluant la déméthylation des pectines, est proposé par Boyer (2009)
pour des cellules d’algue (Chara corallina) et considéré par Peaucelle et al. (2012) pour les plantes
terrestres. Dans ce modele, un réseau cellulose-pectines assure le support mécanique de la paroi. La
formation de pectates par déméthylation de pectines permettrait un relachement de la paroi par transfert
des interactions pectates-calcium des chaines étirées vers les nouvelles chaines de pectates déposées et
relachées (Figure 1.28).

——» Microfibrille de cellulose

» Nouvelles chaines de pectate

Figure 1.28 : modéle d’extension d’un réseau cellulose-pectines. Les ions calcium (points
rouges) sont transférés des jonctions en extensions (jonctions arrondies) vers les nouvelles
chaines de pectate formées par déposition de pectines et déméthylation. Cela conduit a
augmenter [’espacement entre deux microfibrilles de cellulose. (D apres Boyer, 2009, adapté
de Peaucelle et al., 2012).

Dans ce modele, la nature des interactions entre cellulose et pectines n’est pas précisée. Ce modéle de
croissance pourrait étre combiné aux autres mécanismes proposes.
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I11.4.c.iii Boucle de rétroaction

Il est trés probable que la déméthylation des pectines fasse partie d’une boucle de rétroaction permettant
de controler la vitesse d’élongation.

Une diminution de pH peut conduire a la réduction du nombre de jonctions calciques, rendant le réseau
plus flexible et plus accessible aux PG et PL. De plus, les enzymes de dépolymérisations et les
expansines sont plus actives a pH acide (Willats et al., 2001; Hocq et al., 2017). Les activités des PG et
PL sont aussi dépendantes des motifs d’estérification (processif ou aléatoire). Le contréle de la structure
des pectines grace aux enzymes de remodelage permettrait de réguler finement la vitesse d’allongement.
La déméthylation non uniforme de la paroi pourrait aussi étre a 1’origine de la croissance anisotrope en
raison de la présence de zones de rigidité différentes (Peaucelle et al., 2015).

L’¢longation de la paroi est donc un phénomeéne complexe. Plusieurs parametres biologiques et physico-
chimiques sont impliqués dans ces processus qui sont rapides et semblent s’autoréguler. Beaucoup de
preuves récentes considerent les enzymes de remodelage des pectines comme essentielles a ces
processus mais les mécanismes exacts restent encore a déterminer. Au cours de la croissance, les
propriétés intrinseques de la paroi sont donc modifiées.
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V. Objectifs

Les parties précédentes ont permis de décrire le contexte global de ce projet et les enjeux actuels. Cette
derniére partie s’attache a décrire plus précisément les objectifs auxquels cette thése souhaite répondre.

IV.1 Reproduction d’une paroi modele

Une problématique de ce projet est de pouvoir recréer a partir de trois constituants majeurs de la paroi
(la cellulose, les hémicelluloses et les pectines) les interactions nécessaires a I’obtention d’un matériau
reproduisant le comportement mécanique d’une paroi hydratée.

L’intérét d’un matériau modéle réside dans sa facilité de manipulation. Or ces trois composants étant
des polysaccharides, leur affinité avec I’eau rend difficile leur cohésion dans ce milieu. Au Cermav,
I’¢étude des interactions entre la cellulose et les hémicelluloses a déja permis de développer des premiers
modéles biomimétiques (Jean et al., 2009; Radavidson, 2016; Navon, 2020). Des films puis des capsules
biomimétiques ont été réalisés par adsorption couche par couche de xyloglucane sur des cristaux de
nanocellulose (CNC). Cependant, I’un des principaux constituants, les pectines, reste a intégrer a ces
modeéles. Or les pectines semblent étre des éléments au r6le majeur dans la morphogenése de la cellule
végétale (Peaucelle et al., 2012) et intéressent particulierement les recherches en biologie végétale
actuelle.

/////

réalisés a partir de cellulose bactérienne en croissance dans une solution de xyloglucane et pectines
(Chanliaud et al., 2002). Ils ont observé une différence de croissance de ce réseau cellulosique en
présence de pectines et de xyloglucane. Les propriétés mécaniques des films ont été mesurées par tests
de traction. Ce modéle montre I’impact de la composition d’un modele de la paroi végétale sur les
propriétés mécaniques. Il s’éloigne cependant de la paroi végétale car la cellulose bactérienne a la
particularité de croitre en formant un réseau unique et continu, avec de nombreuses connexions, différent
du réseau de microfibrilles de la paroi végétale. De plus, sa biosynthése peut aussi étre modifiée en
présence d’autres composants. La cristallinité de la cellulose bactérienne est aussi différente de celle des
microfibrilles de paroi primaire.

La stratégie adoptée dans cette these consiste a former des matériaux par coulage et séchage d’une
suspension de microfibrilles de cellulose dans laquelle sont solubilisés les pectines et le xyloglucane. La
difficulté réside dans le fait qu’in vitro, il n’existe pas d’interaction entre la cellulose et les pectines. Il
semble nécessaire de passer par les propriétés de gélification des pectines pour obtenir un matériau auto-
supporté a 1’état hydraté. Une premiére étape consiste alors a réhydrater les matériaux et a caractériser
leurs propriétés selon le milieu de réhydratation et leur composition. L’influence de nombreux
paramétres physico-chimiques, tels que le pH, la force ionique, la pression osmotique ou encore la
composition, sur ces propriétés peut étre facilement évaluée avec un tel modéle. Ces résultats sont décrits
et discutés dans le chapitre 3.

L’influence de la concentration en calcium et de la force ionique a déja été évalué sur des gels mimant
la paroi. Des gels de pectines incluant des MFC ont été étudiés par Agoda-Tandjawa et al. (2012a,
2012b). Cette étude montre que les propriétés de ces gels sont gouvernées par les propriétés des
microfibrilles de cellulose. Cependant ces gels sont trés peu denses en polysaccharides contrairement a
une paroi végeétale. Aussi des gels de pectines ne sont pas auto-supportés et ne peuvent pas étre
caractérisés par essai de traction. Or cette méthode de caractérisation permet d’étre au plus proche des
sollicitations subies par la paroi avec la pression de turgescence et des données expérimentales in planta.
La paroi est en effet principalement contrainte par tension.

Une fois ces premiéres caractérisations réalisées, il est alors intéressant d’étudier I’effet d’enzymes de
remodelage des pectines sur les matériaux.
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V.2 Comportement d’enzymes sur des parois modeles

Le premier objectif de cette thése est d’obtenir des parois modéles intégrant les pectines et d’établir des
relations structure-propriétés. Un deuxiéme objectif, qui fait I’objet du chapitre 4, consiste a étudier le
comportement d’enzymes identifiées comme actrices du remodelage de la paroi, les méthylesterases de
pectines (PME) et les polygalacturonases (PG), sur ces modéles.

Il est difficile de comprendre 1’activité de ces enzymes sur des substrats végétaux car les plantes
s’adaptent facilement a tout changement grace a la présence de nombreux isoformes de ces protéines
d’intérét. Les enzymes sont alors souvent étudiées sur des substrats solubilisés. Or leurs caractéristiques
dépendent certainement de I’environnement dans lequel elles évoluent. Un matériau biomimétique de la
paroi permettrait d’étudier le comportement des enzymes de fagon plus simple et plus réaliste. Les
réactions enzymatiques ayant lieu en milieu aqueux, il est donc essentiel de développer un matériau
ayant une tenue mécanique dans cet environnement.

Dans le chapitre 4, les activités enzymatiques sur les matériaux biomimétiques sont comparées aux
activités sur des substrats solubilisés. Les évolutions des structures et des propriétés mécaniques des
matériaux apres réactions enzymatiques sont analysées et comparées aux phénotypes observés sur des
végétaux.

Dans les chapitres 3 et 4, on considére principalement le module de traction pour pouvoir comparer les
modifications de propriétés mécaniques facilement. Mais ce paramétre n’est pas suffisant pour décrire
avec précision le comportement des matériaux biomimétiques. Ces derniers peuvent en effet présenter
des caractéristiques plastiques et visqueuse qui ne sont pas retranscrites par le module d’Young.

V.3 Analyses mécaniques de la relation structure-propriétés d’un modéle de
paroi

Les parois végétales ont une résistance mécanique importante face a la pression de turgescence.
Comprendre leur comportement mécanique est essentiel pour étudier leur architecture et la
morphogenése. De plus, les parois végétales représentent un intérét en tant que matériaux dans les
secteurs de I’agroalimentaire mais aussi pharmaceutiques et médicaux (Bidhendi et Geitmann, 2019).
Dans ces domaines, la connaissance de ses propriétés mécaniques est également essentielle.

Dans le chapitre 5, une paroi modele constituée de microfibrilles de cellulose et de pectines de faibles
degré de méthylestérification est utilisée afin d’évaluer les différents comportements mécaniques et de
mieux comprendre les relations entre structure et propriétés de ce matériau. L’objectif est d’identifier
quelles sont ses propriétés viscoélastiques et plastiques et de les relier a la composition du matériau.

Plusieurs méthodes de caractérisations des matériaux polymeres sont utilisées pour évaluer le
comportement du matériau biomimétique en immersion. Des essais de tractions cycliques permettent de
quantifier les propriétés viscoélastiques et plastiques tandis que des essais de relaxation de contrainte et
de fluage permettent de préciser les temps de relaxation concernés. Les principaux parametres sont
dissociés grace a des modéles mécaniques appliqués a ces essais et la pertinence des modeles présentés
dans cette partie est analysée pour les matériaux biomimétiques.
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes
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Dans ce chapitre, une premiére partie évoque les techniques utilisées pour les caractérisations
structurales des pectines. Les résultats de ces caractérisations sont décrits et analysés en deuxieme partie.
L’étude des interactions entre les microfibrilles de cellulose (MFC) et le xyloglucane (XG) est présentée
en partie 3.

Les parties suivantes s’intéressent aux méthodes en rapport avec les films biomimétiques.
Premierement, le protocole de fabrication des films est donné. La partie suivante traite des méthodes
employées pour réaliser des réactions enzymatiques sur des pectines en solutions ou incluses dans les
films. Et enfin la derniere partie explique les méthodes de caractérisation des matériaux employées pour
étudier les propriétés des films biomimétiques.

I. Techniques de caractérisation structurales

Différentes techniques utilisées pour caractériser structurellement les pectines et les matériaux sont
détaillées dans cette partie.

1.1 Résonnance magnétique nucléaire (RMN)
I.1.a  RMN H liquide

5 a 10 mg d’échantillons sont solubilisés dans 500 uL. d’eau deutérée. Les spectres sont acquis a 1’aide
d’un spectrométre Avance IIT 4 400 MHz (Bruker, Billerica, Etats-Unis). Les acquisitions sont réalisées
a353 K. Les paramétres utilisés correspondent a une séquence d’impulsion a 90°, un temps de relaxation
D1 de 10 set un TD de 32 k. 64 scans sont accumulés par acquisitions.

Les déplacements chimiques sont calibrés grace au pic de I’eau résiduelle a 4,25 ppm.
.L1.o RMN de I’état solide

Les acquisitions sont réalisées sur les échantillons secs avec un spectrométre Bruker Avance |11 DSX a
400 MHz en utilisant la méthode CP-MAS (cross-polarization and magical angle spinning). Une
accumulation d’au moins 3000 scans par échantillon est réalisée a une vitesse de rotation de 12 kHz.
Les déplacements chimiques des carbones **C sont calibrés grace a un spectre de la glycine et au
déplacement de son carboxyle (176 ppm). Avec la méthode CP-MAS, les carbones quaternaires sont
moins excités donc leur intégration est toujours corrigée par un facteur de réponse. Celui-ci est déterminé
grace a I’intégration du carboxyle de la glycine par rapport a son carbone aliphatique est généralement
compris entre 1,03 et 1,1.

Les spectres sont analysés grace au logiciel MestReNova (MestreLab, Espagne). L’intensité des spectres
est calibrée sur le C1 des pectines et/ou de la cellulose selon les échantillons.

1.2 Chromatographies

Ces chromatographies sont réalisées par ou avec I’aide du plateau de chromatographie et d’analyses des
sucres (PCANS).

.2.a  Détermination des masses molaires par SEC

La masse molaire des polysaccharides solubles est déterminées par chromatographie d’exclusion
stérique (SEC), selon une méthode de routine. Le systéme est équipé d’une pré-colonne et de deux
colonnes SB 806 M HQ ainsi que de détecteurs UV, a indice de réfraction (RI) et a diffusion de lumiére
(MALS). 100 pL d’échantillon & une concentration de 1 mg/mL sont injectés et élués par une solution
de nitrate de sodium a 0,1 mol/L, a un débit de 0,5 mL/min.
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.2.b  Chromatographie échangeuse d’anion (HPAEC)

Des techniques de chromatographie peuvent étre utilisées pour déterminer la composition osidique de
polysaccharides. Une premiere méthode consiste a hydrolyser les polysaccharides par un acide fort et a
quantifier les monosaccharides libérés par chromatographie échangeuse d’ion.

5 a 10 mg d’échantillon sont solubilisés dans 180 pL d’acide sulfurique H2SOsa 72% pendant 45 min &
température ambiante. La solution est ensuite diluée pour atteindre une concentration de 1 mol/L
d’H.SO; et placée pendant 4h a 110°C. Des dilutions 1/10 et 1/70 sont ensuite réalisées et chaque
¢échantillon est filtré sur 0,2 um avant injection dans le systéeme d’HPLC.

Les hydrolysats sont analysés par chromatographie ionique sur un systéme Dionex ICS-6000 (Thermo
Fisher, Waltham, Etats-Unis). Le systéme est équipé d’une pré-colonne et d’une colonne CarboPAC
PA1 (250 x 2 mm) thermostatée a 28°C. 5 pL d’échantillon sont injectés. L’¢lution est réalisée a un
débit de 0,25 mL/min. De 0 & 18 min, une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,018 mol/L est
utilisée ; puis, entre 18 et 20 min, un gradient linéaire d’acétate de sodium (NaOAc) de 0 a 0,02 mol/L
est ajouté ; et de 20 a 25 min, des gradients linéaires en NaOH de 0,018 mol/L a 0,1 mol/L et en NaOAc
de 0,02 mol/L a 0,5 mol/L sont effectués. Les espéces sont détectées par un détecteur a ampérométrie
pulsée (PAD).

Les chromatogrammes sont analysés a 1’aide du logiciel Chromeleon (Thermo Fisher) et les intégrations
et quantifications sont réalisées a 1’aide des gammes d’étalonnage préalablement réalisées pour chaque
monosaccharide.

.2.c  Méthanolyse et chromatographie en phase gazeuse

Une deuxiéme méthode de caractérisation de la composition osidique consiste a méthanolyser les
polysaccharides et a quantifier les monosaccharides libérés par chromatographie gazeuse. Cette méthode
se base sur les travaux de Kamerling et al. (1975) modifiée par Montreuil et al. (1986), et permet
d’obtenir des monosaccharides de fagon plus contrdlée. L’identification et le dosage des
monosaccharides nécessitent une hydrolyse par méthanolyse des pectines. Les résidus méthyl-
glycosides sont ensuite triméthylsilylés afin de les rendre volatils. Ils sont ainsi identifiés et dosés par
chromatographie en phase gazeuse sous forme de méthylglycosides O-triméthylsilylés.

Environ 400 pg d’échantillon lyophilisé et 50 pug de pentaerythritol et 50 pg de myo-inositol (références
internes) sont placés dans un bain a sec en présence de 500 pL. d’un mélange méthanol/acide
chlorhydrique 3 N pendant 4 heures a 110°C. Apres refroidissement a température ambiante, le
méthanolysat est neutralisé a 1’aide de carbonate d’argent, puis 20 uL d’anhydride acétique sont ajoutés
afin de réacétyler les osamines présentes. Aprés une nuit a I’obscurité et a température ambiante, les
échantillons sont centrifugés 15 minutes a 3000 tr/min et le surnageant est évaporé sous jet d’azote. Les
composés sont ensuite dissouts dans 70 puL de pyridine et incubés la nuit a température ambiante avec
70 uL de sylon (BSTFA : TMCS, 99 : 1).

Apres évaporation douce des réactifs en excés sous jet d’azote, les méthylglycosides triméthylsilylés
sont repris par 650 pL de dichlorométhane puis injectés en chromatographie en phase gazeuse (Systeme
GC-6850 AGILENT, injection in-colonne, détecteur FID : ionisation de flamme). Le gaz vecteur est
I’hydrogene. La colonne de type HP-5MS (30 m, 0,25 mm de diamétre interne) est apolaire. Le
programme de montée en température est le suivant : début & 120°C et gradient de 3°C/min jusqu’a
180°C suivi d’un gradient de 2°C/min jusqu’a 200°C.

Chaque monosaccharide est identifié par comparaison de ses temps de rétention relatifs par rapport a
1’étalon interne avec ceux des monosaccharides purs traités dans les mémes conditions. Un coefficient
de réponse est calculé pour chaque monosaccharide par rapport a I’étalon interne afin de définir la
proportion de chaque monosaccharide au sein du polysaccharide. Les analyses sont réalisées en triplicat.

L'étalon interne retenu ici est le pentaErythritol en raison d’une meilleure reproductibilité des résultats.
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.2.d  Séparation et quantification des oligomeéres de pectines

Les méthyles des pectines peuvent étre distribués de facon aléatoire ou par blocs sur les chaines
pectiques. Plusieurs études se sont intéressées a 1’identification de ces motifs structuraux en découpant,
par voie enzymatique, des fragments des chaines homogalacturoniques (Daas et al., 1999; Fraeye et al.,
2010b; Ralet et al., 2012; Strém et al., 2007; Tanhatan-Nasseri et al., 2011). Aucune de ces méthodes
n’étant entiérement réalisable dans notre laboratoire, une nouvelle méthode de quantification de ces
fragments par chromatographie liquide, adaptée de la méthode de Daas (1999), a été développée pour
ce projet.

Environ précisément 10 mg de pectines sont dissous dans 2 mL de tampon NaOAc a 50 mmol/L a pH
5,1. L’endo-PG M2 E-PGALUSP (Megazyme, Wicklow, Irlande) est utilisée pour la dégradation. 10
pL d’une solution de PG 4 0,08 U/uL sont ajoutés a la solution de pectines.

La préparation est placée a 1I’étuve pendant 24h a 30°C. L’enzyme est ensuite désactivée par ébullition
de I’échantillon pendant 5 min. L’échantillon est centrifugé pendant 10 min a 12000 x g puis filtré sur
20 um avant d’étre injecté dans le systeme d’HPLC. Des triplicats de chaque type d’échantillon sont
réalisés.

Un systeme HPLC UltiMate 3000 (Thermo Fisher) est utilisé pour la séparation des oligoméres. 1l est
équipé d’une colonne C18 Nucleodur Gravity SB (Macherey Nagel, Diiren, Allemagne), une colonne
phase inverse hydrophobe a sélectivité polaire (4,6 x 250 mm). 10 pL d’échantillon sont injectés a
température ambiante. L’élution est réalisée a un débit de 0,8 mL/min. De 0 & 7 min, une solution
aqueuse a 0,05% en acide formique est utilisée puis un gradient linéaire a 30% en acétonitrile et 0,05%
en acide formique est effectué entre 7 min et 35 min. Les espéces sont détectées par un détecteur
évaporatif a diffusion de lumiére (DEDL) LC-380 (Varian, Palo Alto, Etats-Unis). Un flux d’azote a 1,0
slm est imposé et les températures d’évaporation et de nébulisation sont fixées a 80°C et a 40°C
respectivement.

Les chromatogrammes sont analysés grace au logiciel Chromeleon. Les pics d’intérét sont intégrés selon
des gammes étalons allant de 0,02 & 0,8 g/L de standard d’acide galacturonique (AGal) (Sigma Aldrich,
St Quentin Fallavier, France) et allant de 0,1 a 1,0 g/L de standards d’acide digalacturonique (diAGal)
et d’acide trigalacturonique (triAGal) (Megazyme). La pureté des standards est indiquée dans le tableau
suivant.

Tableau 2.1 : puretés des oligomeéres d’acides galacturoniques données par les fournisseurs.

Standard Pureté
AGal, H20 (Sigma Aldrich) 98%
DiAGal (Megazyme) 97%
TriAGal (Megazyme) 92%

Il. Caractérisation des pectines

Les pectines sont des polyméres complexes. Les sources et les conditions d’extraction ameénent a des
polymeéres de structures variées. Quatre échantillons fournis commercialement (P35, P52, P61 et P71)
et un échantillon déméthylé au laboratoire a partir des pectines P35 sont analysés.

I1.1 Préparation des pectines

Les pectines ont été extraites de peau d'agrumes. Deux grades sont principalement utilisés et nommés
selon leur degré de méthylestérification (DM) : P52 (P9135, Sigma Aldrich) et P35 (Cargill, Malchin,
Allemagne). Deux autres grades, P61 et P71 (Cargill), ont été parfois utilisés.

Ces pectines sont purifiées pour éliminer d'éventuelles traces d’ions calcium ou magnésium. 5 a 10 g de
pectines sont solubilisés a 1% dans 1’eau distillée. Une solution d’acide éthylénediaminetétraacétique
(EDTA) (0,5 mol/L, pH 8) est ajoutée une fois les pectines solubilisées. Le volume est adapté pour avoir
une concentration d'EDTA d'au moins 0,035 mol/L dans la solution de pectines. Le pH de la solution de
pectines est ajusté a 8 avec une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 1 mol/L. Elle est ensuite
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dialysée, avec une membrane de seuil de rétention de 14000 Da, contre I’eau distillée pendant 10 jours
jusgu'a atteindre une conductivité faible et stable. La solution est filtrée sur filtre de nitrate de cellulose
de porosité 5 um avant d’étre lyophilisée.

Des pectines de DM 0% (P0) sont obtenues a partir de P35 par hydrolyse des esters en milieu basique.
Les pectines sont dissoutes a 0.6% dans de I’eau distillée et le pH est amené a 12 avec une solution de
NaOH a 8 mol/L. L’agitation est maintenue 30 min puis la solution est neutralisée a 1’aide d’acide
chlorhydrique. La solution est dialysée pendant 5 jours puis lyophilisée.

11.2 Degré de méthylestérification

Un des paramétres majeurs a prendre en compte lorsqu’on s’intéresse aux propriétés des pectines est le
degré de méthylestérification (DM). L’acide galacturonique est présent a la fois sous la forme acide et
sous la forme méthylestérifiée (Figure 2.1).

Figure 2.1: Structure schématique d’une chaine

(0] . .

: o d’homogalacturonane contenant des acides galacturoniques

i IL—0OH , , B R .

e\ 0 méthylés ou non. Les atomes d’hydrogenes observés en RMN
1o du proton sont labellisés en noir. Les atomes de carbone

observés en RMN de |’état solide sont labellisés en rouge.
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.22 RMN1H

Le DM est mesuré par RMN du proton sur les pectines solubilisées. Les échantillons sont caractérisés
apreés purification a ’EDTA.

oo e S oo o 0w = o=
528585538 angrassgrees a5
M A T S e enen e e —_—
e R e ~
|
Il
w
i
T
S q
E
s 7
)5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Figure 2.2 : spectre RMN *H de I’échantillon P35.

Les pics sont attribués et les DM calculés grace aux travaux de Grasdalen et al. (1988) et Rosenbohm et
al. (2003).

Tableau 2.2 : attribution des déplacements chimiques aux hydrogénes des pectines.
Label hydrogene Déplacement chimique (ppm)

Meéthyle du rhamnose! 1,2
2 3,7
6 3,8
3 3,9-4,0
DOH 4,25
4 44-45
5 46— 4,8
5 48-50
1 50-5,1

Les pics d’intéréts pour le calcul du DM se trouvent entre 4.5 et 5,3 ppm (Figure 2.3) et I’intégration
des zones A et B permettent de le calculer a 1’aide de I’équation [2.1].

Iy —1Ip [2.1]

DM = 100 *
4+ 1

1 Attribué selon An et al. (1994) et Vidal et al. (2000)
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Figure 2.3 : zoom du spectre précédent et identification des intégrales de calcul du DM.

Pour les échantillons dont le DM est donné par le fournisseur, on observe que les degrés de méthylation
mesurés sont assez proches de celui donné mais tous inférieurs (Tableau 2.3). L’intensité des pics
observés dépend de la mobilité des molécules dans le solvant. 1l est nécessaire de comparer cette mesure
avec une autre méthode.

Tableau 2.3 : valeurs de DM obtenues par RMN *H.

Pectines PO P35 P52 P61 P71
DM (%) 0,2 28,8 53,9 58,3 54,8
DM (%) fournisseurs / 35 / 61 71

La déméthylation du P35 semble bien conduire a un polymére complétement déméthylé.
11.2.b  RMN de I’état solide

On peut analyser des échantillons a 1’état solide grace a la méthode de RMN CP-MAS. Cette méthode
sera utilisée pour caractériser les matériaux biomimétiques, il est donc pertinent de 1’utiliser également
pour déterminer les DM des pectines seules et les comparer a ceux obtenus pour les matériaux. Les pics
sont attribués d’apres les travaux de Sinitsya et al. (1998) et Zhu et al. (2014) (Tableau 2.4).

Tableau 2.4 : attribution des déplacements chimiques de la RMN CP-MAS aux carbones des pectines.

Label carbone Déplacement chimique (ppm)
Méthyle du rhamnose 17,5-18
7 53,5
2,3et 5 68 — 71

4 79

1 101
6 171
6’ 175

Les pectines utilisées pour cette caractérisation sont a pH 6, pH supérieur au pKa des pectines (3,5 —
4,5). Les acides carboxyliques sont donc sous la forme déprotonnée et sont attribués au pic a 175 ppm
(Figure 2.4). On peut aussi noter que les pectines ne sont pas acétylées car un signal apparaitrait a 20

ppm.
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Figure 2.4 : spectre RMN CP-MAS de I’échantillon P52. Facteur de correction des carbones quaternaires - 1,08.

Le degré de méthylation est déterminé de deux maniéres différentes (Figure 2.5). La premiére consiste
a faire le rapport de I’intégration du pic du carbone des méthyls des esters (53 ppm)? sur la somme des
intégrations des pics du carbone des acides carboxyliques et des esters (171-175 ppm)3. La deuxieme
méthode consiste a faire le rapport de 1’intégration du pic du carbone des esters (171 ppm), apres
déconvolution, sur la somme des intégrations des pics du carbone des acides carboxyliques et des esters
(171-175 ppm).
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Les valeurs reportées sont les moyennes et écart-types de ces calculs (Tableau 2.5).

Tableau 2.5 : valeurs de DM obtenues par RMN CP-MAS.

Pectines PO P35 P52 P61 P71
DM (%) 1,6 31,1 52,5 61,5 65,8
Ecart-type 23 57 0,8 1,2 1,5

Pour les PO et les P35, la méthode de comparaison des deux pics carboxyles est moins précise et mene
donc a des plus grandes incertitudes. Avec cette méthode, on identifie quelques méthyls résiduels sur

2 Ligne de base de ce pic corrigée
3 Corrigée du facteur de réponse des carbones quaternaires
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les PO. Pour les échantillons dont le DM est donné par le fournisseur (Tableau 2.3), on remarque que
par analyse RMN de 1’état solide, les valeurs de DM mesurées sont plus proches des valeurs données.

A Tétat solubilisé, les pectines peuvent former des agrégats moins mobiles que des molécules
complétement solubilisées. Cela peut étre responsable d’une erreur de mesure en RMN du proton des
solutions de pectines. On peut supposer que les agrégats formés en solution contiennent plutot des
fractions fortement méthylées car le DM mesuré en RMN H est inférieur a celui mesuré en RMN de
1’¢état solide. La RMN de I’état solide semble donc plus appropriée pour caractériser ces polysaccharides.
Ces valeurs seront conservées comme référence pour la suite du manuscrit.

1.3 Distribution des motifs d’estérification

La distribution des motifs d’estérification est déterminée grace a la méthode développée en s’adaptant
de I’étude de Dass et al. (1999).

Les blocs non-estérifiés, c’est-a-dire les zones contenant un enchainement d’au moins 4 acides
galacturoniques, sont spécifiguement dégradées par une endo-polygalacturonase (endo-PG). Les
oligosaccharides sont ensuite séparés par HPLC a pH acide et détectés par un détecteur évaporatif a
diffusion de lumiére (DEDL). La quantification des monomeéres, diméres et triméres d’acides
galacturoniques et le ratio de ces composants par rapport a la quantité initiale en pectines permet de
déterminer un DB.

On différentie le DB qui est le ratio des monomeres (AGal), dimeéres (DiAGal) et triméres (TriAGal)
d’acides galacturoniques par rapport au total d’acides galacturoniques présents dans les pectines
initialement ; et le DB absolu (DBass) qui lui considere la quantité des AGal, DiAGal et TriAGal par
rapport a la quantité totale de pectines (incluant acides galacturoniques et galacturonanes
méthylestérifiés).

DB = [AGal] + [DiAGal] + [TriAGal] [2.4]
~ [acides galacturoniques]
[AGal] + [DiAGal] + [TriAGal] [2.5]
DBgps = ;
[pectines]

Les résultats de cette caractérisation sont détaillés dans le chapitre 4.

I1.4 Composition osidique

Les pectines sont majoritairement composées de groupes homogalacturoniques (HG) mais des parties
peuvent étre constituées de groupes rhamnogalacturoniques (RG | et RG 1) et xylogalacturoniques
(XGal) (Harholt et al., 2010). Ces groupes sont composés d’acides galacturoniques (méthyléstérifiés ou
non) et d’autres sucres caractéristiques. Leurs structures sont rappelées dans le tableau suivant.

Tableau 2.6 : structure des sucres identifiés dans les pectines des parois primaires de dicotylédones.

Sucre Acide . Rhamnose Arabinose Galactose Xylose
Galacturonigue

OH OH

OH OH
oH OH
o lo] o HO —o0 Lo} HO- ’m—‘v
HO OH HO
Structure 50 '—ﬁ/o}' o on
OH
OH
on B oy OH
OH OH

Groupe Squelette principal RGI/RG I RGI/RG I RGI/RG I XGal

Les groupements RG 1II sont trés complexes et peuvent étre constitués d’une variété de sucres, en plus
de ceux mentionnés dans le tableau, tels que le fucose, I’apiose, I’acide acérique ou 1’acide glucuronique.

L’étude de la composition osidique des échantillons permet d’évaluer les proportions de chaque groupe.
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Il.4a Chromatographie échangeuse d’anions (HPAEC)

Cette méthode consiste a hydrolyser les pectines et identifier et quantifier les monosaccharides libérés
par chromatographie ionique. En plus de I’acide galacturonique (AGal), elle permet de quantifier le
rhamnose, le fucose, I’arabinose, le galactose, le glucose, le mannose, le xylose et I’acide glucuronique
avec une limite de quantification de 2.10* g/L.

Le role de la purification par ’EDTA est d’abord vérifié en comparant un échantillon de pectines P52
avant et aprés purification (Figure 2.6).
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Lorsqu’on compare les analyses des échantillons commerciaux non modifiés et celles des échantillons
traités a ’EDTA et dialysés, on remarque une augmentation du taux d’acides galacturoniques (% AGal)
et une diminution des proportions des autres sucres. Cela suggére que les groupes
rhamnogalacturoniques (et éventuellement xylogalacturoniques) sont plutét présents dans des chaines
pectiques de faibles masses molaires. Cette étape permet donc une purification des substrats et seuls les
échantillons purifiés sont présentés dans la suite de ce paragraphe.

Les compositions osidiques des différents lots de pectines sont ensuite comparées (Figure 2.8).
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Figure 2.7 : pourcentages d’acides galacturoniques dans Figure 2.8 :  pourcentages de [’'ensemble  des
les différents échantillons de pectines monosaccharides dans les différents échantillons de
pectines

Avec cette méthode de quantification, les pourcentages d’unité galacturoniques sont d’environ 80%,
sauf pour les pectines P61 (87%). Ces pourcentages sont cohérents avec ce qui est généralement reporté
pour des pectines d’agrumes (Zhan et al., 1998).

Les autres sucres majoritairement présents dans tous les échantillons sont le rhamnose, I’arabinose et le
galactose. Ces trois sucres peuvent étre issus de groupements rhamnogalacturoniques. La présence de
galactose et arabinose en proportion équivalente voire supérieure au rhamnose ainsi que 1’absence de
sucres spécifiques des RG Il suggerent des groupes RG | plutét que des RG 1. Le plus fort pourcentage
en galactose laisse penser que ce sont des zones courtes fortement ramifiées en galactoses.
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Le xylose peut étre issu de groupes xylogalacturoniques mais les faibles pourcentages en glucose et
mannose dans certains échantillons laissent plutdt penser que des résidus cellulosiques et/ou
hémicellulosiques, comme le xyloglucane, sont restés en interaction avec les pectines lors de leur
extraction.

I1.4.b Chromatographie en phase gazeuse

L’hydrolyse des pectines a 1’acide sulfurique peut conduire a la formation de produits de dégradation
non identifiable en chromatographie ionique. Ces produits conduisent a sous-estimer le pourcentage
d’acides galacturoniques (Francillon, 2021).

Une autre méthode d’analyse, la méthanolyse des polysaccharides et 1’analyse des monosaccharides
libérés par chromatographie gazeuse a été réalisée sur deux échantillons de pectines purifiées, P35 et
P52. L’ensemble des sucres identifiables par chromatographie HPAEC peuvent étre quantifié par cette
méthode.

100 Figure 29: pourcentages des
mP35 P52 93,21 90,33 monosaccharides identifiés apres
méthanolyse des échantillons P35 et P52
80
3
T 60
[%2]
g
40
S
20
0 [ ] T

Galactose Rhamnose A Gal

Avec cette méthode d’hydrolyse, 71% pour P35 et 76.5% pour P52 des masses initiales sont hydrolysées
en sucres identifiables. Les échantillons sont des aérogels qui ont un fort pouvoir hygroscopique et, en
général, 10% de la masse de I’échantillon correspond a de 1’eau. L’analyse du taux de cendres de ses
¢chantillons permet aussi d’identifier environ 10% de matiéres minérales. Il reste donc environ 10% de
la masse initiale qui n’est pas analysée.

Dans ces 2 échantillons, ’acide galacturonique est quantifié a environ 90% des sucres présents. Ces
proportions sont largement supérieures a celles identifiées par la méthode précédente (82% pour P35,
80% pour P52). Elles peuvent s’expliquer par la diminution de la formation de produits de dégradation
lors de la méthanolyse, comparé a I’hydrolyse a I’acide sulfurique. Il est intéressant de noter que
I’arabinose, le glucose, le mannose et le xylose ne sont pas présents. Leur absence contribue aussi a
I’augmentation des ratios des autres sucres. Soit leurs quantités sont sous la limite de détection de cette
méthode soit ces espéces sont moins réactives lors des étapes de méthanolyse et de triméthylsilylation.

Les autres sucres présents sont le galactose et le rhamnose et sont quantifiés en proportions légérement
inférieures a celles obtenues par la chromatographie ionique.

Les deux méthodes de chromatographie permettent d’identifier I’homogalacturonane comme étant
largement majoritaire. Les échantillons semblent ensuite étre constitués de quelques pourcents de
groupement RG 1. L’analyse HPAEC met aussi en avant la complexité des pectines en détectant
plusieurs especes osidiques.

Cependant, ces méthodes nécessitent de passer par des étapes de transformation afin d’obtenir les
monosaccharides analysables. Les monosaccharides que 1’on souhaite quantifier ont des structures
variées et n’ont donc sans doute pas le méme degré de réactivité face a ces étapes. On peut alors étre
amené a sous-estimer certains ratios alors que certains sucres seront sur-représentés.
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I1.4c RMN de I’état solide

En RMN de I’état solide, 1’échantillon n’est pas transformé avant sa caractérisation. On analyse donc la
structure complete des pectines.

D’apres les résultats de chromatographie précédent, parmi les sucres identifiés dans la structure de nos
échantillons de pectines, seuls les galacturoniques possédent des carboxyles. Le rapport de I’intégration
de ces pics (171 ppm et 175 ppm)* avec celle de la région correspondant aux C; des sucres (95 ppm et
101 ppm) permet d’estimer un pourcentage molaire d’unités galacturoniques (Figure 2.10).
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Tableau 2.7 : résultats des pourcentages d’acides galacturoniques obtenus par RMN CP-MAS.
Pectines PO P35 P52 P61 P71
AGal (%) 78,6 75,9 73,9 83,3 73,7

Tous les échantillons semblent constitués d’environ 75% d’acides galacturoniques (Tableau 2.7). Les
pectines P61 ont un pourcentage plus ¢élevé a 83%. On peut encore une fois noter que 1’étape de
déméthylation des P35 en PO a un effet sur la structure des pectines.

Les pourcentages d’acides galacturoniques obtenus avec cette technique sont inférieurs a ceux obtenus
précédemment. Il semblerait que les techniques de chromatographies surestiment le taux d’acides
galacturoniques.

Cependant, avec la RMN, les autres sucres supposés présents dans la structure des pectines ne sont pas
identifiables. Les déplacements chimiques de leurs carbones sont généralement confondus avec ceux
des pectines. Seul le carbone du groupement méthyle caractéristique du rhamnose est facilement
identifiable a 17,5 ppm (Sinitsya et al., 1998) (Figure 2.4) mais il est difficile a intégrer précisément,
suggérant de trés faible taux en rhamnose, inférieurs a 5%. Ce résultat est cohérent avec les taux de
rhamnose identifiés par chromatographies.

Les spectres RMN permettent aussi de vérifier qu’aucun acide galacturonique n’est sous forme acétylé
car le méthyle de ce groupe apparaitrait @ 21 ppm sinon (Renard et Jarvis, 1999).

En conclusion, les caractérisations des compositions osidiques des pectines montrent que celles utilisées
dans ce projet sont des pectines principalement composées d’HG et peu branchées.

4 Intégration corrigée par le facteur de réponse des carbones quaternaires (généralement entre 1,03 et 1,1).
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1.5 Masses molaires

Les masses molaires moyennes sont déterminées par SEC (Tableau 2.8). Le degré de polymérisation est
calculé par le rapport de la masse molaire moyenne en nombre et de la masse molaire d’une unité
galacturonane. Cette derniére est estimée en tenant compte du degré de méthylation (DM) des pectines
(Tableau 2.5).
— [27]
My, = DM % 208 4+ (1 — DM) * 194

Tableau 2.8 : masses molaires moyennes, indice de polydispersité et degré de polymérisation moyen des échantillons de
pectines.

Pectines PO P35 P52 P61 P71

Mw (kDa) 1024 +5,8 1156 =*2,1 1791 =114 1493 =*=17 1420 0,2
Mhn (kDa) 551 =*6,1 380 %11 89,2 *88 738 *10 43,4 0,5
Ip 190 0,10 3,05 +0,03 2,00 0,10 2,02 0,01 3,28 +0,02
DPn 284 192 443 364 214

Les différents échantillons fournissent une variété de masses molaires. Les pectines P35 sont celles de
masses et de degré de polymérisation les plus faibles tandis que les pectines P52 possédent les valeurs
les plus élevées. Avec des masses molaires de cet ordre de grandeur, on peut supposer la présence
d’enchevétrements dans des milieux concentrés en pectines.

Tous les échantillons sont polydispersés mais on peut noter que la déméthylation des P35 en PO conduit
a une réduction de la dispersité.

I11. Fabrication des matériaux
I11.1 Caracteéristiques et préparation des composants initiaux

I11.1.a Microfibrilles de cellulose

La suspension de MFC est issue du Centre Technique du Papier (CTP) (Grenoble, France). La micro-
fibrillation est réalisée par homogénéisation de pulpe de cellulose.

Pour cette suspension de MFC, la pulpe de cellulose a été obtenue a partir de fibres de bouleau traitées
par un procédé de type kraft, permettant d'extraire la lignine et une majorité d'hémicelluloses. 16%
d'hémicelluloses, principalement des xylanes adsorbés sur la cellulose, sont toujours présents dans la
pulpe (Falcoz, 2016).

Pour obtenir de la cellulose microfibrillée, c'est-a-dire une suspension contenant des microfibrilles de
cellulose de diametre inférieur & 100 nm, un traitement mécanique a forte pression et a température
élevée a été réalisé sur la pulpe (homogénéisation). La suspension qui en résulte contient aussi d'autres
résidus cellulosiques de tailles variées (Falcoz, 2016).

Un séchage de quelques grammes de suspension de MFC a 60°C pendant au moins 24h est réalisé afin
de déterminer le taux de masse seche. Celui-ci est de 3,3% + 0,2%.

I11.1.b Pectines

Les pectines ont été extraites de peau d'agrumes. Deux grades sont principalement utilisés et nommés
selon leur DM : P52 (P9135, Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) et P35 (Cargill, Malchin,
Allemagne). Deux autres grades, P61 et P71 (Cargill), ont été parfois utilisés. L’acide
polygalacturonique est obtenue a partir de P35 par hydrolyse des esters en milieu basique.

Ces pectines sont purifiées pour éliminer d'éventuelles traces d’ions calcium ou magnésium.
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I1.1.c XG

Le xyloglucane a été extrait de graines de tamarinier (Dainippon Pharmaceutical Co, Osaka, Japon) et a
été purifié selon le protocole décrit par Muller et al. (2011). Sa masse molaire moyenne en nombre est
d’environ 500 kDa (Navon, 2020).

Le xyloglucane purifié est dissout & 1% dans I'eau distillée puis la solution est lyophilisée afin d'obtenir
un aérogel facile & solubiliser. Il est conservé dans les conditions atmosphériques.

I11.1.d Solution de calcium

Une solution de calcium est préparée a partir de CaCl, (Carl Roth Gmbh, Karlsruhe, Allemagne). Sa
concentration est ajustée selon le DM des pectines et le ratio R souhaité. R est défini par :

[Ca?*] [2.8]

R=2s—1 1
*1=C007]

I11.2 Protocole

Les matériaux biomimétiques sont réalisés par assemblage des éléments principaux d'une paroi primaire
végétale : la cellulose, sous forme d'une suspension de MFC ; les pectines et le xyloglucane, sous forme
d'aérogels. Ces derniers sont solubilisés dans la suspension de MFC, en présence de calcium, et ce
mélange est ensuite coulé et séché afin d’obtenir un film manipulable.
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Figure 2.11 : schéma des étapes de fabrication des films (vert = MFC ; bleu = pectines ou pectines + xyloglucane).

La viscosité de la suspension doit étre suffisamment fluide pour pouvoir la couler dans un moule mais
également visqueuse afin d'éviter la sédimentation des MFC lors des premiéres heures de séchage. Une
concentration massique, avant coulage, d'environ 2,5% en polysaccharides permet d'atteindre ces
caractéristiques.

Le mélange des aérogels avec la suspension de MFC est d’abord dilué a une concentration massique de
3,3% en polysaccharides et agité dans un ballon, a température ambiante, pendant minimum 15h afin de
complétement solubiliser les aérogels (1). Typiquement, un mélange d’environ 30 g est obtenu a cette
étape.

La dissolution des aérogels mene a I'incorporation d'air dans la suspension. Pour éviter la présence de
bulles dans le film sec, plusieurs étapes de dégazage sont nécessaires. Une cloche a vide, reliée a une
pompe a membrane, est utilisée. Un premier dégazage de 30 min est réalisé avant I'étape suivante (2).
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Celle-ci consiste a ajouter une solution de calcium de concentration adaptée au ratio R souhaité et de
volume permettant d'atteindre la concentration massique finale de 2,5% en polysaccharides.
Typiquement, 10 mL d’une solution de calcium sont ajoutés aux 30 g du mélange de polysaccharides.
Pour éviter la formation d'agrégats gélifiés, il est nécessaire de chauffer le milieu a 80°C (Agoda-
Tandjawa et al., 2012a).

Le mélange de polysaccharides est homogénéisé pendant 30 min a 80°C (3). Un dégazage d'environ 1
min est ensuite réalisé enfin d’¢éliminer 1’air tout en limitant la vaporisation de 1’eau (4). Puis, la solution
de calcium, préalablement chauffée a 80°C (5), est ajoutée goutte a goutte dans le mélange (6). La
suspension est laissée sous agitation a 80°C pendant 10 a 30 min supplémentaire (7).

Environ 40 g de suspension sont ensuite coulés dans un pétri en polystyrene de diamétre 9 cm. La
gélification compléte des pectines avec le calcium prend plusieurs heures (Cardoso et al., 2003), la boite
de pétri est donc placée au moins 15h a 4°C (8). Un dégazage de 30 min du gel est ensuite réalisé (9)
puis la boite de pétri, ouverte, est placée dans une étuve, non ventilée, a 40°C pendant 48h (10). Ces
conditions de séchage permettent d'obtenir un film d'environ 1 g, sans fissure, d'épaisseur homogene
d'environ 120 um.

Figure 2.12 : photo d’un film sec.

Les films sont conservés dans les conditions atmosphériques avant utilisation.

IVV. Réactions enzymatiques

IV.1 Réactifs
IV.l1.a Enzymes

Une pectine-méthylestérase (PME) d’origine fongique, Novoshape (Novozymes, Bagsvard,
Danemark), est principalement utilisée. Elle est issue d’Aspergillus aculeatus et ne contient pas de
polygalacturonases. Elle est active entre 10°C et 60°C a un pH optimum de 4,8. La solution est conservée
a 4°C. Un dessalage sur Sephadex G-25M en milieu tampon MOPS (acide 4-
Morpholinopropanesulphonique) a 0,1 mol/L et a pH 6 est réalisé et une migration sur gel SDS-PAGE
(SDS PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) permet d’estimer une concentration a environ 1 pug/uL en
protéines.

Une pectine-méthylestérase issue d’écorce d’orange est acheté chez Sigma Aldrich (P5400). Elle est
conservée sous forme de poudre a 4°C. Une solution & 4 pg/uL en protéine est préparée dans du tampon
MOPS & 20 mmol/L et a pH 6 avant utilisation.

Une endo-polygalacturonase (endo-PG), M2 E-PGALUSP, est achetée chez Megazyme. Elle est issue
d’aspergillus aculeatus et est conservée dans une solution de sulfate d’ammonium a 3,2 mol/L, a 4°C.
La protéine a une masse moléculaire de 42000 g/mol. Son activité optimale est obtenue a 50°C et a pH
5,5. Une migration sur gel SDS-PAGE est réalisé et permet de confirmer sa pureté. Sa concentration est
estimée entre 3 et 6 pg/uL.
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Des PME et PG fournies par I’équipe BIOPI (Biologie des plantes et innovation) de I’Université Picardie
Jules Verne (UPJV) sont utilisées. Les protéines sont produites par expression en milieu hétérologue
(pichia pastoris).

IV.1.b Autres réactifs
IV.1.b.i MOPS (acide 4-Morpholinopropanesulphonique)

Un milieu tampon MOPS (Carl Roth) est utilisé pour contréler le pH des solutions. Le réactif provient
de Selon les conditions, la concentration en MOPS est ajustée entre 20 et 200 mmol/L, et le pH entre 6
et 8. Le pH est ajusté a I’aide du solution NaOH a 1 mol/L. Les solutions MOPS sont conservées a 1’abri
de la lumiere et a 4°C.

IV.1.b.ii MBTH (N-methylbenzothiazolinone-2-hydrazone)
Le MBTH est issue de Sigma Aldrich. Une solution a 3 mg/mL est préparée dans 1’eau distillée.
IV.1.b.iii Solution ferrique

Une solution de sulfate d’ammonium ferrique FeNH4(SO4)2) (Sigma Aldrich) & 5 mg/mL est préparée
en présence de 5 mg/mL d’acide sulfamique (HsNSOs3) (Fluka).

IV.1.b.iv Alcool oxydase

Une solution commerciale d’alcool oxydase (Sigma Aldrich) issue de Pichia pastoris est utilisée. Une
dilution & 0,1 U/pL est réalisée dans le tampon MOPS avant utilisation.

V.2 Réactions en solution homogéne

Les PME sont ajoutées dans des solutions de pectines en milieu tamponné et 1’activité enzymatique est
quantifiée selon le protocole d’ Anthon et Barrett (2004). Ce protocole consiste a doser le méthanol libéré
par la réaction. Pour cela, le méthanol est oxydé par I’alcool oxydase en présence de MBTH. Le produit
de cette réaction forme un complexe bleu (bleu formazan) en milieu acide et en présence de fer (l11),
détectable par absorbance UV a 620 nm a 1’aide d’un spectrométre UV Cary 50 (Varian).

Le milieu réactionnel est constitué de 50 uL. d’une solution de pectines a 8 mg/mL, 200 pL. de MBTH a
3 mg/mL, 25 pL d’AO a 0,1 U/uL, d’un volume de PME allant de 0,5 a 10 pL et du volume de milieu
tampon MOPS a 100 mmol/L et a pH 6 permettant de compléter le milieu réactionnel a 1 mL. La réaction
est réalisée a 30°C et sa cinétique est suivie en effectuant des prélévements de 100 pL du milieu
réactionnel. Chaque prélévement est mis en présence de 100 pL de la solution ferrique. Cette réaction
de complexation est réalisée pendant 30 min a température ambiante et permet de stopper la réaction
enzymatique. 800 uL d’eau sont ensuite ajoutés pour stopper la réaction de complexation et I’absorbance
UV de ce dernier milieu est mesurée a 620 nm dans une cuve de 1 cm. La détermination de la
concentration en méthanol est réalisée grace a une gamme étalon allant de 0,5 a 5 umol/L de méthanol
en présence de P35 & 8 mg/mL.

V.3 Réactions sur matériaux
IV.3.a Echantillonnage

Les films de polysaccharides sont placés dans une cloche humide contenant un bain d’eau pendant au
moins 2h afin d’étre assouplis pour éviter la création de fissures lors de la découpe des échantillons. Des
bandes de dimensions 40 x 5 mm sont découpés dans le centre du film puis sont séchées pendant au
moins 2h a 60°C avant utilisation.

Il est intéressant de connaitre la quantité de calcium présente dans chague bande avant immersion pour
pouvoir la comparer au réservoir de calcium de la solution d’immersion. Selon le DM des pectines et le
ratio R en calcium ajouté a la fabrication, les échantillons ne contiennent pas tous initialement la méme
quantité en calcium. Quelques exemples d’échantillons souvent utilisés, composés de 30% de MFC et
de 70% de pectines, sont donnés dans le Tableau 2.9.
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Tableau 2.9 : quantité de calcium présent dans les films selon le DM des pectines et le R visé.
Pectines | R | n(Ca*) (.10 mol)

0,25 0,7
P35 0,5 1,4
0,25 0,5
PS2 0,5 0,9

La quantité de calcium par échantillon est d’en moyenne 1.10° mol.
IV.3.b Conditions expérimentales

Les réactions sur les matériaux biomimétiques sont réalisées dans un milieu tampon MOPS a 50
mmol/L. Du chlorure de calcium CaCl, (Carl Roth) est ajouté au milieu.

Chague échantillon de dimensions 40x5 mm est préalablement pesé sec. Il est ensuite immergé dans le
milieu tampon pendant une nuit avant d’ajouter I’enzyme. La réaction est réalisée a 30°C sans agitation.

De fagon générale, si ce n’est pas précisé autrement, le volume de solution est de 0,6 mL, la
concentration en CaCl, est de 0,1 mol/L, le pH du milieu est de 6, la pression osmotique est de 0 MPa,
la concentration en enzyme PME Novoshape est de 0,5 pL/mL et la durée de réaction est de 2h.

Le pH peut étre modifié a 8 en utilisant le méme milieu tampon ou a 5 en utilisant un milieu tampon
acétate de sodium (NaOAc) a 50 mmol/L. La pression osmotique peut étre contrélée par ajout de
polyéthylene glycol (PEG) (Sigma Aldrich) de masse molaire moyenne en masse de 20000 g/mol. La
relation entre la pression osmotique et la concentration massique en PEG20000 est déterminée grace
aux travaux de Parsegian et al. (1986) (voir annexe 11.2).

La réaction enzymatique est stoppée par ajout de quelques microlitres de solution ferrique puis
1’échantillon est rincé dans une solution a 0,1 mol/L de CaCl.. Il est ensuite stocké dans cette solution
pendant une nuit a 4°C avant d’étre analysé afin de stabilisé une éventuelle variation de gonflement.

IV.3.c Meéthodes d'analyses
IV.3.c.i Dosage du méthanol

Le dosage du méthanol lors de la réaction de PME sur un film est adapté du protocole décrit pour les
réactions sur solutions de pectines. Les quantités de réactifs sont adaptés a la quantité en pectines qui
peut varier selon la taille du film utilisé ou le ratio des constituants du film. La cinétique de réaction est
suivie en prélevant a un temps t, 10 a 100 uL de milieu réactionnel et en le mettant dans le milieu
d’oxydation du méthanol. Ce dernier est composé de 2,5 U d’alcool oxydase, 100 uL. de MBTH a 3
mg/mL et de solution tampon MOPS complétant le volume de ce milieu & 500 pL. La réaction
d’oxydation est effectuée a 30°C pendant 30 min. 200 uL de ce milieu sont alors mis en présence de 200
puL de la solution ferrique pendant 30 min a température ambiante. 600 pL d’eau sont ajoutés et
I’absorbance UV mesurée a 620 nm. La détermination de la concentration en méthanol est réalisée grace
a une gamme étalon sans substrat allant de 0,5 a 5 umol/L de méthanol.

IV.3.c.ii Caractérisations
Dans un premier temps, les propriétés de gonflement et mécaniques sont évaluées sur les films humides.

Apres ces essais, 1’échantillon est séché pendant environ 48h a 40°C. Les caractérisations structurales
tels que la RMN de I’état solide et la détermination du degré de distribution des blocs non-estérifiés sont
réalisés a partir des échantillons séchés.
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V. Caractérisation des matériaux
V.1 RMN de I’état solide

La structure des matériaux ainsi que les modifications structurales apres réaction enzymatigque sont
caractérisées par RMN de 1’état solide.
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Figure 2.13 : spectre RMN CP-MAS dun film composé de 30% de MFC et de 70% de P52.

Les déplacements chimiques de la cellulose sont compris entre 60 ppm et 110 ppm (Foster et al., 2018).
Le signal a 105 ppm est attribué aux C; et le signal a 89 ppm est attribué aux C, des régions cristallines.
Les signaux des autres carbones sont confondus avec ceux des pectines.

Le ratio massique en pectines des films composés de pectines et de cellulose est vérifié par le calcul de
la somme des intégrations des pics du carbone des acides carboxyliques et des esters (171-175 ppm)®
corrigée du pourcentage d’homogalacturonanes divisée par la somme des intégrations des pics des
carbones C; de la cellulose et des pectines. Les masses molaires des unités galacturonanes, prenant en
compte le degré de méthylation (équation [2.7]), et des unités glucoses (M = 162 g/mol) sont intégrées
au calcul.

Pour le spectre donné en exemple (Figure 2.13),on a:

Iy % 1,08 x Mps,
%AGal [2.9]
T, * 1,08 * Mpe, 1, + 1,08
%AGal T (1s %AGal )+ 162

%P52 =

V.2 Gonflement

Le taux de gonflement est déterminé aprés immersion d’un échantillon dans une solution. La
concentration de calcium du milieu d’immersion est controlée par ajout de CaCly. Selon sa concentration
et le volume d’immersion, la quantité de calcium varie et quelques exemples sont donnés dans le tableau
suivant.

° Corrigée du facteur de réponse des carbones quaternaires.
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Tableau 2.10 : quantité de calcium dans les différents milieux d’immersion.

[Ca*] (mol/L) | V (mL) | n(Ca?) (.10 mol)

0,001 10 1,0
0,6 6,0
0.1 10 100

La quantité de calcium présent dans le film initialement varie entre 0,5.10° mol et 1,5.10° mol. Pour les
solutions d’immersion trés faiblement concentrées en calcium, un volume minimal entre 5 mL et 15 mL,
selon la composition de I’échantillon, est requis pour fournir un réservoir de calcium équivalent a celui
amené par le film. A 0,1 mol/L de calcium, le volume minimal utilisé, 0,6 mL, est suffisant pour avoir
un réservoir de calcium supérieur a celui apporté par le film.

Le pH des solutions a 0,1 mol/L ou plus est Vérifié et ajusté a 7. Du polyéthyléne glycol (PEG), de masse
molaire moyenne en masse de 20000 g/mol, est parfois ajouté dans le milieu d’immersion.

Le taux de gonflement (q) des matériaux est déterminé grace au ratio de la masse du matériau gonflé
avec la masse du matériau sec, selon le ratio :

— Mhumide [2.10]

Msec

q

Lamasse de I’échantillon sec est mesurée aprés séchage pendant 2h a 60°C afin d’éliminer d’éventuelles
traces d’humidité. La masse de 1’échantillon humide est mesurée aprés immersion dans la solution
d’intérét et aprés avoir essoré ’excédent de solution a la surface de I’échantillon avec du papier
absorbant.

Les équilibres de gonflement sont vérifiés pour les matériaux de composition 70% pectines (P35 ou
P52) et 30% MFC apres immersion dans 10 mL a 0,1 mol/L de Ca?*. L’équilibre est atteint aprés 1h
pour les films a base de P52 et aprés 30 min pour les films a base de P35.

Les échantillons sont immergés pendant au moins la durée minimale pour atteindre cet équilibre de
gonflement (sauf indication contraire).

V.3 Essai de traction uniaxiale
Les propriétés mécaniques élémentaires des échantillons sont mesurées par essais de traction uniaxiale.

Une machine de traction AGS-X (Shimadzu, Kyoto, Japon) est utilisée. Elle est équipée d’un capteur
de force de 20 N et de mors plats en caoutchouc a serrage manuel. L’ essai est conduit sur échantillon
humide de dimensions d’environ 45 x 5 x 0,5 mm mesurées précisément a I’aide d’un pied a coulisse et
d’un micrometre. L’excédent de solution sur I’échantillon est essoré avant I’essai. L’échantillon est
placé dans un cadre papier afin d’étre manipulé facilement lors de sa mise en place dans les mors, et
d’éviter son glissement au cours de 1’essai. La longueur utile de 1’échantillon est fixée a 20 mm et la
vitesse de traction a 0,5 %/s. Dans ces conditions, la durée de 1’essai est inférieure a 3 min, limitant
I’impact du séchage de I’échantillon. Les données sont acquises a 1’aide du logiciel Trapezium
(Shimadzu). La température de la piece varie entre 20°C et 25°C.

La déformation est calculée a partir du déplacement de la course transverse du bras de traction. Pour
calculer la contrainte, 1’aire initiale de la section de 1’échantillon humide est utilisée. Le module d’Young
E est déterminé comme la pente maximale comprenant 200 points consecutifs de la courbe contrainte-
déformation. Cette pente est équivalente & la régression linéaire entre 0,05 MPa et 0,1 MPa de contrainte
ou entre 0,2 MPa et 0,6 MPa de contrainte pour les échantillons dont la contrainte maximale a la rupture
dépasse 2 MPa (échantillons contenant des pectines P35). 5 échantillons sont testés par conditions et les
moyennes de module E (MPa), de déformation a la rupture (%) et de contrainte a la rupture (MPa) sont
données. Les barres d’erreurs correspondent a 1’ écart-type entre les 5 échantillons.
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V.4 Essai cyclique et relaxation de contrainte

Les essais de traction uniaxiale cyclique et de relaxation sont effectués par Antoine Dartois, stagiaire,
au laboratoire TIMC (Recherche Translationnelle et Innovation en Médecine et Complexité, Grenoble,
France). lls sont réalisés sur des matériaux a base de pectines P35.

Une machine de traction MTS Criterion 40 (MTS Systems Corporation, Eden Prairie, Etats-Unis) est
utilisée et les données sont acquises a 1’aide du logiciel TW Elite (MTS). Cette machine est équipée
d’un capteur de force de 25 N et d’un bac d’immersion (non-thermostaté). Les essais sont conduits sur
échantillons immergés dans une solution a 0,1 mol/L en CaCl..

L’homogénéité¢ du champ de déformation d’un échantillon est vérifiée a 1’aide d’une caméra, par
application d’un mouchetis sur 1’échantillon et par suivi des points (voir annexe 1V.2). Cette méthode
permet également de vérifier I’absence de glissement.

Pour le cas des sollicitations cycliques, 10 cycles de traction consécutifs, a 6% de déformation, sont
appliqués. Aprés 30 min de repos, un 11°™ cycle de traction a 6% de déformation est réalisé.
L’échantillon n’ayant pas de risque de sécher, la vitesse de traction est fixée a 0,158 %/s, une vitesse
inférieure aux essais de tractions sur échantillons non immergés.

o

5
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Figure 2.14 : cycles de déformation en fonction du temps appliqués a [’échantillon.

La déformation et la contrainte sont déterminées de la méme fagon que dans V.3. Le module est
déterminé par régression linéaire entre 0,2 MPa et 0,6 MPa de contrainte.

Pour les essais de relaxation de contrainte, une déformation instantanée de 6% est appliquée a
I’échantillon. Elle est maintenue constante pendant au moins 12h et la contrainte est mesurée.
L’évolution avec le temps de la contrainte normalisée par la contrainte initiale est analysée.

V.5 Fluage

Les essais de fluage sont réalisés par Antoine Dartois sur un banc de fluage WP 600 (Gunt, Hambourg,
Allemagne), adapté avec un levier plus court et une cuve étanche. L’essai est réalisé sur I’échantillon
immergé dans une solution a 0,1 mol/L de Ca?". Des poids sont accrochés au levier afin d’appliquer une
contrainte a I’échantillon maintenu par des mors plats.

La déformation de 1’échantillon au cours du temps est suivie a I’aide d’un appareil photo. Des photos
sont prises a intervalle de temps régulier pendant toute la durée de 1’essai. Elles sont ensuite analysées
a I’aide du logiciel Imagel.

Les résultats de ces réactions et caractérisations sont présentés et analysés dans les trois chapitres
suivants.
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Chapitre 3 : Modeles de paroi cellulaire
vegetale et comportement physico-chimique
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Une des premieres ambitions de ce projet est de pouvoir reproduire des matériaux analogues a
la paroi primaire d’une cellule végétale. Une paroi primaire est une paroi en croissance qui est composée
en majorité de pectines, de cellulose et de xyloglucane chez les dicotylédones (Caffall et Mohnen, 2009).
Il est intéressant de mimer ce type de paroi car les dicotylédones sont tres étudiées en biologie végétale,
et notamment dans la recherche sur la morphogenese.

Dans ce chapitre, on s’intéressera a la caractérisation des matériaux biomimétiques. Ces matériaux de
composition similaire a une paroi primaire sont réalisés par une méthode de casting. lls sont ensuite
étudiés a I’état humide, par analogie avec une paroi végétale composée en grande partie d’eau. Les
matériaux sont donc réhydratés, le défi principal étant d’obtenir des matériaux hydratés auto-supportes
et homogeénes a 1’échelle de plusieurs centimétres. Ces aspects sont essentiels pour pouvoir les
caracteriser ensuite.

Tout comme la paroi primaire, ces matériaux peuvent étre définis comme des hydrogels. Cela signifie
que leur comportement sera a la fois dépendant des macromolécules les constituant et de la phase
aqueuse entourant ces macromolécules. Il s’agit, dans un premier temps, de comprendre le role des
parameétres physico-chimiques de cette phase aqueuse sur le comportement du matériau et sa structure.
L’évolution du gonflement des matériaux lors de leur réhydratation dans différents milieux est d’abord
mesurée. L’analyse de leurs performances mécaniques permet ensuite d’établir une relation entre leur
structure et leurs propriétés.

On s’intéresse ensuite a la nature des macromolécules constituant les matériaux biomimétiques. Ces
derniers acquiérent une structure de gel grace a la réticulation physique des pectines via des interactions
avec des ions calcium. La réticulation du réseau peut étre initiée lors de la réhydratation du matériau
mais également au moment de sa formation par casting. L’influence de ce facteur sur les propriétés
finales du matériau hydraté est d’abord évalué. Les paramétres structuraux des pectines, et notamment
leur degré de méthylation (DM), ont aussi un rdle majeur sur les propriétés du matériau en modulant le
taux de réticulation du gel. Des matériaux constitués de pectines de DM différents sont comparés pour
évaluer ce paramétre.

Les proportions des polysaccharides constituant ces matériaux jouent également un r6le dans la structure
et les propriétés du matériau final. Afin de simplifier la mise au point du matériau et I’analyse de son
comportement dans différentes phases aqueuses, le xyloglucane n’est pas présent dans les compositions
¢tudiées dans les deux premieres parties. Or, c’est aussi un élément majeur de la paroi qui a, de plus, de
fortes affinités avec la cellulose. L’influence de la composition du matériau est donc analysée.
Finalement, le renforcement apporté par les MFC, qui jouent un rdle de charge dans le gel de pectines,
est évalué et vérifié par I’application de modeéles mécaniques aux données expérimentales.

Cette premicre étude a pour objectif d’apporter une meilleure compréhension du comportement des
matériaux hydratés et de son évolution en fonction des propriétés de la phase aqueuse ou de la
composition en polysaccharides. Elle permet également d’évaluer quels seront les paramétres de la
solution de réhydratation les plus adaptés pour la suite du projet.

60
Chapitre 3



I. Comportement de matériaux cellulose/pectines hydrates

Une premiére paroi modele simplifiée, constituée de cellulose et pectines, est réalisée. On étudie dans
un premier temps des matériaux constitués, secs, de 30% de microfibrilles de cellulose (MFC) et de 70%
de pectines méthylées a 52% car ce sont des matériaux d’intérét pour I’étude des réactions enzymatiques
du chapitre 4. Ces compositions sont nommées MFC/P52.

L’influence des paramétres physico-chimiques de la solution de réhydratation sur le gonflement des
matériaux MFC/P52 est analysée dans cette partie. En milieu aqueux, les pectines sont des
polyélectrolytes en raison des groupements carboxylates présents sur les sucres les constituant. Leur
comportement en solution est donc dépendant de nombreux paramétres tels que la présence d’ions
chélateurs comme le calcium, la force ionique et le pH (Fraeye et al., 2010b). On cherche d’abord a
¢valuer le comportement et la structure d’un matériau hydrogel, constitué de pectines, en fonction de
son milieu de réhydratation.

Afin d’obtenir des échantillons plus homogénes, le calcium est intégré a la composition initiale du
matériau et les pectines sont gélifiées avant séchage (voir annexe 1.2). Le taux de réticulation de ces
systémes avant réhydratation est contrélé par le ratio de calcium intégré a la composition :
R =216 [3.1]
~ "[-C007] '

En théorie, pour R = 0,25, les ions calcium interagissent avec la moitié des acides galacturoniques
seulement alors que pour R = 0,5, les ions calcium sont en interaction avec 1I’ensemble des carboxylates
et le taux de réticulation est maximal. Ces deux ratios sont utilisés dans cette partie.

1.1 Préambule : gonflement d’un gel polyélectrolyte

Le gonflement d’un gel de polyélectrolytes dépend des paramétres de I’hydrogel et du milieu
d’immersion. Il est issu d’une pression osmotique au sein du réseau de polyélectrolyte, 7, qui est décrite
par ces trois contributions :

Ty = Mper + Mion T Mgy [3.2]

AVeC mmel, la pression osmotique résultant de 1’interaction entre le solvant et le polymére ; ion, la
pression osmotique due a I’accumulation d’ions mobiles dans le réseau polyélectrolyte ; et mel, la
pression exercée par 1’élasticité du réseau. Le gonflement atteint 1’équilibre quand la pression osmotique
dans le réseau est équivalente a la pression osmotique de la solution environnante.

RT 1 1 1
Tmer = =~ (In (1 _5) +5+X?) [3.3]
I RT(ic)? [34]
o 2C,wv
T = -G [3.5]

Avec R, la constante des gaz parfaits (8,314 J.mol1.K) ; T, la température ; V, le volume molaire du
solvant ; q, le taux de gonflement ; y, le paramétre d’interaction de Flory entre le solvant et le polymeére
; i, le degré d’ionisation du polymeére ; ¢, la concentration des unités de répétitions du polymeére chargées
; Cs, la concentration ionique du sel de la solution environnante ; v, le nombre d’ions issus de la
dissociation du sel ; o, la valence de 1’¢lectrolyte fort issu du sel; et G, le module di a ’¢lasticité du
réseau. Il faut noter que 1’¢lasticité du réseau est ici dépendante de la réticulation des pectines mais aussi
de la fraction de MFC présente dans le matériau comme démontré dans la partie Il de ce chapitre. On
a donc G =f(q).
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La cinétique de gonflement des matériaux est tout d’abord évaluée. On s’intéresse ensuite a I’effet de la
concentration en calcium de la solution de réhydratation, a sa force ionique et a son pH sur le gonflement
des matériaux. Ces différents paramétres physico-chimiques vont modifier la composante mion. Afin de
maintenir la pression osmotique au sein du réseau, i, équivalente a celle de la solution de réhydratation,
le matériau gonflera plus ou moins afin de moduler la composante Tmel.

L’intérét du contrdle de la pression osmotique du milieu de réhydratation a 1’aide d’un soluté est aussi
évalué. Cette pression osmotique sera dépendante de la concentration du soluté. Le gonflement du
matériau permet également dans ce cas d’équilibrer la pression osmotique au sein du réseau, 7w, avec
celle de la solution de réhydratation.

1.2 Cinétique de gonflement

Un premier paramétre a connaitre est la cinétique de gonflement des matériaux afin de les réhydrater
suffisamment longtemps pour étre a 1’équilibre. Les matériaux utilisés dans cette partie ont été composés
avec un ratio R = 0,25 en calcium. La cinétique est réalisée dans une solution de réhydratation a 0,1
mol/L de Ca?*. On peut supposer qu’a cette concentration, des jonctions supplémentaires possibles sont
formées lors de la réhydratation.

Le taux de gonflement aprés réhydratation est déterminé par le ratio massique :

m -
gonflé
q=——— [3.6]
msec
Pour prendre en compte les éventuelles pertes de matiére lors de la réhydratation, la masse du matériau

sec est mesurée aprés réhydratation.

L’évolution du taux de gonflement au cours du temps des matériaux MFC/P52 est donnée en Figure 3.1.
A une concentration de 0,1 mol/L de Ca?*, I’équilibre de gonflement est atteint rapidement.

Figure 3.1: cinétique de gonflement des
matériaux MFC/P52 (R = 0,25) dans :
V =10 mL (noir) ou 0,6 mL (gris).
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Le volume d’immersion influence la cinétique car pour un trempage dans 0,6 mL, le film met environ
4h pour atteindre un taux de gonflement maximal contrairement a 1h lors d’un trempage dans 10 mL.

Le film gonfle également plus lorsqu’il est immergé dans le volume le plus faible. Pour une solution de
10 mL a 0,1 mol/L de calcium, le nombre de moles de calcium dans la solution (1,0.10- mol) est 100
fois supérieur au nombre de moles de calcium nécessaires pour réticuler complétement les sites
déméthylés (1.10° mol). Pour une solution de 0,6 mL, il est de 6.10°%, soit 6 fois la quantité suffisante
pour une réticulation compléte. Dans les deux cas, le calcium est en excés par rapport aux sites de
jonctions possibles. Un taux de gonflement supérieur aprés rehydratation dans 0,6 mL ne semble donc
pas lié a une différence du taux de réticulation des pectines.

Ce phénomeéne peut cependant s’expliquer par 1’augmentation de la concentration des charges du
matériau quand le volume d’immersion est plus faible. En effet, les pectines ont une structure complexe
et bien que réticulées, certains acides carboxyliques isolés ne peuvent pas former de jonctions calciques.
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Ces charges engendrent une pression osmotique, mion, au sein du matériau. Plus ces charges seront
concentrées et plus cette pression sera élevée et contribuera au gonflement du matériau (voir équation

[1.3]).
.3 Effet de la concentration en calcium

Le calcium est un élément clé dans 1’étude de ces matériaux. Beaucoup de leurs caractéristiques
structurelles et de leurs propriétés reposent sur la présence d’un réseau pectines-calcium. Ici, on
s’intéresse & comprendre quel role va jouer la concentration en Ca?* de la solution d’immersion sur des
matériaux déja composés de jonctions pectines-calcium. Les matériaux utilisés pour cette partie ont été
composes avec un ratio R = 0,25 en calcium et réhydratés pendant 2h. Dans une solution de 10 mL a
0,001 mol/L, la concentration minimale utilisée, le nombre de mole de calcium est supérieur & celui
présent initialement dans le film. Le taux de réticulation ne peut donc pas diminuer lors de la
réhydratation mais il peut augmenter.

L’évolution du taux de gonflement des matériaux MFC/P52 en fonction de la concentration en calcium
de la solution de réhydratation est donnée en Figure 3.2. L’influence de la concentration en calcium sur
le gonflement des matériaux est notable : plus la concentration en calcium est élevée et moins le matériau
est gonflé.

2,0 Figure 3.2: évolution du taux de
gonflement avec la concentration en
e calcium de la phase aqueuse.
15 Réhydratation 2h dans 10 mL.
e = MFC/P52 (R = 0,25).
10 &
o
g
0,5
0,0
-3,5 -3,0 -2,5 -2,0 -15 -1,0 -0,5 0,0

log [Ca?*] (mol/L)

Le logarithme du taux de gonflement varie linéairement avec le logarithme de la concentration en
calcium. On obtient donc une relation du type :

Avec a =0,52 et b = 1,4 pour ces matériaux.

La réduction du taux de gonflement avec I’augmentation de la concentration en calcium peut avoir deux
origines. Premiérement, il est possible que de nouvelles jonctions pectines-calcium se forment étant
donné que le R est initialement égal a 0,25. L’augmentation du taux de réticulation des matériaux
engendre une diminution de la contribution 7 de I’équation [1.1] ce qui nécessite une diminution du
taux de gonflement afin d’équilibrer la pression osmotique du réseau via mmel (équation [1.2]).

Deuxieémement, I’augmentation de la concentration en ions entraine une diminution de la pression
osmotique ionique mion (équation [1.3]) ce qui contribue de la méme facon a la diminution du taux de
gonflement.
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1.4 ROle de la force ionique

Comme le calcium contribue & la fois & augmenter la force ionique du milieu, diminuant la pression
ionique du réseau polyélectrolyte, et participe activement a des jonctions, il est difficile d’interpréter la
contribution de chacun de ces facteurs sur le gonflement du matériau.

Afin de décorréler ces deux effets, un autre sel, le chlorure de sodium NaCl, est utilisé pour contrdler la
force ionique du milieu d’immersion. Les interactions entre ions monovalents et pectines suivent la
théorie de Manning sur les interactions électrostatiques des polyélectrolytes et ne forment probablement
pas de jonctions du types « egg-box » (Ralet et al., 2001; Agoda-Tandjawa et al., 2012a).

Les matériaux MFC/P52 utilisés dans cette partie sont initialement composés avec un ratio en calcium
R =0,5 afin de réticuler complétement le matériau avant séchage et réhydratation. La durée d’immersion
est fixée a 4h pour prendre en compte une éventuelle modification de la cinétique de réhydratation avec
la modification de la concentration ionique.

I.4.a  Force ionique constante et variation de la concentration en calcium

Dans un premier temps, on étudie le gonflement des matériaux aprés réhydratation dans des solutions
de force ionique constante mais de concentrations en calcium différentes (Tableau 3.1). Une force
ionique de 0,3 mol/L, correspondant a celle d’une solution a 0,1 mol/L de CaCly, est fixée. La force
ionique est calculée gréace a 1’équation [3.8].

Tableau 3.1 : concentrations en CaClz et NaCl des solutions de
réhydratation a force ionique constante.

[ = 1 C.72 [CaClz] (mol/L) | [NaCl] (mol/L) I (mol/L)
2L [38] 0,001 0,3 03
L
Ci étant la concentration de I’ion i et Z; sa 0,01 0,27 03
0,05 0,15 03
charge. 01 0 0.3

La Figure 3.3 montre I’évolution du taux de gonflement avec la concentration en calcium a force ionique
constante. Les pertes massiques suite a ces différentes réhydratations sont équivalentes.

12 Figure 3.3 : évolution du taux de gonflement
avec la concentration en calcium de la
- 10 phase aqueuse a force ionique 1 = 0,3 mol/L.
- ' Réhydratation 4h dans 10 mL.
0.8 MFC/P52 (R =0,5).
B 06 &
o]
0,4
0,2
0,0
-3,5 -3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0

log [Ca?*] (mol/L)

On observe que, malgré une force ionique fixe, le taux de gonflement augmente lorsque la concentration
en calcium diminue. Les ions calcium semblent donc avoir un réle majeur dans la modulation du
gonflement du film, méme a force ionique élevée. Or, d’aprés I’équation [1.3], a force ionique constante,
la contribution de la pression ionique mion au sein du gel sur le taux de gonflement est moindre. On peut
donc émettre I’hypothése que le taux de gonflement est contr6lé par une modification du taux de
réticulation avec la variation de la concentration en calcium.

Cependant, la concentration minimale de 0,001 mol/L de Ca?" est théoriquement suffisante pour
maintenir un ratio molaire en calcium R = 0,5 dans le film MFC/P52 et donc un taux de réticulation
maximal. Mais, ici, les ions sodium migrent également dans le film par équilibre osmotique. On peut
supposer que les ions sodium et les ions calcium sont alors en compétition pour interagir avec les charges
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des pectines, comme observé par Sriamornsak et Kennedy (2008). Comme les ions monovalents ne
conduisent pas a la formation de jonctions entre pectines, le taux de réticulation diminue lorsque la
concentration en ions sodium augmente, ce qui entraine un gonflement plus important. En revanche a
partir de 0,05 mol/L de CaCl,, les ions calcium semblent limiter le gonflement du gel gréce aux jonctions
pectines-calcium.

En raison de cet échange d’ions, le contréle de la force ionique par un autre sel non réticulant ne permet
pas de confirmer ou exclure la premiére hypothése de la partie 1.3 Effet de la concentration en calcium
et de différencier les contributions ioniques et réticulantes des ions calcium lors de la réhydratation.

I.4.b  Variation de la force ionique et concentration en calcium constante

L’effet de la force ionique, contrblée par NaCl, sur le degré de gonflement des matériaux est veérifiée.
Dans ces essais, la concentration en calcium du milieu d’immersion est maintenue constante a 0,05
mol/L et la force ionique est modifiée par ajout de NaCl a des concentrations variées (Tableau 3.2). Les
matériaux MFC/P52, R = 0,5, sont utilisés.

Tableau 3.2 : concentration en NaCl et force ionique des solutions de
réhydratation a concentration en CaCl2 constante.

[NaCl] (mol/L) | [CaCl;] (mol/L) I (mol/L)
0 0,05 0,15
0,025 0,05 0,175
0,05 0,05 0,2
0,1 0,05 0,25
0,3 0,05 0,45

D’apres I’équation [1.3], le terme de la pression ionique du gel, mion, diminue avec I’augmentation de la
concentration en sels et donc de la force ionique. Cette diminution de pression osmotique au sein du gel
devrait contribuer a limiter son gonflement.

L’évolution du taux de gonflement avec la force ionique, a concentration en calcium constante, est
représentée dans la Figure 3.4.

Figure 3.4 : évolution du taux de gonflement

10 . N

avec la force ionique de la phase aqueuse a
[Ca?*] = 0,05 mol/L.

8 % Réhydratation 4h dans 10 mL.
MFC/P52 (R = 0,5).

6

o oo L3

4 .

2

0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

I (mol/L)

On remarque que le taux de gonflement diminue bien quand la force ionique augmente jusqu’a 0,2
mol/L. Cependant une inflexion de la tendance apparait lorsque la force ionique continue d’augmenter
avec une augmentation importante du taux de gonflement.

Ce comportement confirme 1’hypothése émise dans le paragraphe précédent 1.4.a : une compétition
d’interactions avec les pectines entre les ions sodium et les ions calcium se produit. Lorsque la
concentration en ions Na* dépasse celle des ions Ca?", les ions Na* prennent la place des Ca?* ce qui
cause une diminution du nombre de jonctions dans le réseau pectique et donc une augmentation de son
gonflement.
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1.5 ROle du pH

Les pectines présentent des groupements acides carboxyliques qui sont sensibles aux variations de pH.
Le pKa des pectines est entre 3,5 et 4,5 (Plaschina et al., 1978). Les enzymes étudiées par la suite sont
actives entre pH 4 et pH 8. Le comportement des films MFC/P52 réhydratés est donc étudié dans cette
gamme de pH, tout en veillant a rester au-dessus du pKa (Figure 3.5). De cette maniére on s’assure que
les acides carboxyliques sont majoritairement déprotonés. La concentration en calcium de la solution de
réhydratation est maintenue a 0,1 mol/L.

Figure 3.5 : évolution du taux de gonflement
avec le pH.
Réhydratation 2h dans 10 mL a

[} s s [Ca?*] = 0,1 mol/L.

4 MFC/P52 (R =0,5).

6

pH

On observe qu’il n’y a pas d’effet du pH sur le gonflement entre pH 6 et pH 8. Néanmoins, a pH 5 on
peut remarquer une légére augmentation du taux gonflement, qui passe d’environ 3,7 a 4,0. Ce pH est
proche du pKa des pectines et certains sites carboxyliques peuvent se protonner au détriment des
jonctions avec les ions calcium. Cela conduit a un réseau moins réticulé qui peut donc plus facilement
gonfler.

1.6 Contréle de la pression osmotique

Il peut étre intéressant de pouvoir controler le taux de gonflement des matériaux. Une partie du projet
vise a étudier les propriétés mécaniques de ces matériaux et, dans le cas d’hydrogels, celles-Ci vont étre
fortement influencées par 1’état d’hydratation (Dubrovskii et Rakova, 1997). Pouvoir controler le taux
de gonflement permet de s’affranchir de I’effet de ce parameétre lorsque 1’on souhaite interpréter
I’influence d’autres facteurs. On peut également vouloir réduire le taux de gonflement et permettre d’€tre
dans des conditions auto-supportées pour manipuler des matériaux gonflant beaucoup, comme ¢’est le
cas des films immergés dans des solutions faiblement concentrées en calcium. On peut aussi supposer
qu’un moindre gonflement, diminuant la distance entre les polysaccharides, pourrait promouvoir des
interactions entre eux. L’utilisation de ce controle est aussi intéressante pour évaluer 1’impact du taux
de gonflement des matériaux sur la réactivité enzymatique®.

Pour cela, il est possible d’utiliser un co-soluté tel que le polyéthyléne glycol (PEG) (Parsegian et al.,
1986). La relation entre la concentration massique de PEG, de masse molaire 20000 g/mol, et la pression
osmotique de la solution est détaillée en annexe 11.2. Dans une solution de PEG, I’activité de 1’eau est
réduite ce qui engendre une pression osmotique dans le milieu. Un moindre gonflement du matériau est
nécessaire pour atteindre 1’équilibre entre la pression osmotique du réseau, 7, avec celle de la solution
de réhydratation contenant du PEG (voir équations [1.1] et [1.2]).

I.6.a  Evolution du taux de gonflement avec la pression osmotique de la solution
de réhydratation

Les matériaux MFC/P52 sont immergés dans des solutions de différentes concentrations en PEG afin
d’identifier I’effet de la pression osmotique sur leur gonflement. La solution contient également 0,1
mol/L de Ca?*. Une gamme de solutions de concentration massique entre 10% et 45% en PEG sont

& Voir chapitre 4.
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utilisées. A partir de 45% la solution de PEG devient trés fortement visqueuse et difficile a utiliser dans
ce contexte. La Figure 3.6 montre 1’évolution du taux de gonflement des matériaux en fonction de la
concentration massique en PEG.

Figure 3.6 : évolution du taux de gonflement
avec la concentration massique en PEG.

¢ Réhydratation 4h dans 10 mL a

4 [Ca?*] = 0,1 mol/L.

MFC/P52 (R = 0,25 ou 0,5).

5

0 10 20 30 40 50
% massique PEG

Le taux de gonflement semble diminuer de fagcon quasiment linéaire aprés trempage dans des solutions
entre 0% et 30% de PEG. Au-dessus d’une concentration de 30%, ce qui équivaut a une pression
osmotique dans le milieu de réhydratation d’environ 1,5 MPa, le taux de gonflement semble converger
vers 1,5.

Une concentration en PEG de 10%, correspondant a une pression osmotique de seulement 0,1 MPa dans
le milieu de réhydratation, permet déja de réduire considérablement le taux de gonflement des matériaux.
Cette concentration sera donc utilisé pour plusieurs analyses nécessitant le contréle du gonflement.

1.6.b  Réversibilité de la réhydratation dans une solution a pression osmotique
contrdlée

La réversibilité du gonflement di a une réhydratation dans une solution de PEG a été vérifiée. Une
premiére réhydratation est réalisée dans une solution de PEG, contenant aussi 0,1 mol/L de Ca?*. Les
matériaux sont ensuite rincés dans une solution contenant uniquement du calcium puis séchés. Une
deuxiéme réhydratation est alors réalisée dans une solution a 0,1 mol/L de calcium, sans PEG (Tableau
3.3).

Tableau 3.3 : réversibilité du taux de gonflement aprés 2 types de réhydratations.

A B C
sre . 0,1 mol/L Ca?* 0,1 mol/L Ca?*
ere ’ ’ 2+
1°" réhydratation + 45% PEG + 10% PEG 0,1 mol/L Ca
q 1,49 £ 0,05 2,86 £ 0,26 4,49+0,1

2" réhydratation | 0,1 mol/L Ca?* 0,1 mol/L Ca?* 0,1 mol/L Ca?*
o} 3,7+£0,07 3,8 £0,26 3,84 + 0,07

Deux concentrations en PEG, 45% (A) et 10% (B), sont testées et un contrdle négatif (C) est réalisé. On
observe que dans les 3 cas, le taux de gonflement final est identique. Les conséquences physico-
chimique d’une réhydratation dans une solution de PEG sont donc réversibles.

En comparant le taux de gonflement entre la premiére et la seconde réhydratation du contréle négatif
(C), on observe une diminution de celui-ci. Ce protocole comporte une étape de séchage qui peut étre
responsable de cet effet (Sriamornsak et Kennedy, 2006). Les interactions créées lors du séchage sont
seulement partiellement réversibles.
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I.6.c  Effet de la concentration en calcium dans une solution de réhydratation a
pression osmotique controlée

On s’est intéressé a faire varier les parametres étudiés précédemment, telle que la concentration en
calcium, & une pression osmotique contrdlée a 0,1 MPa (solution & 10% de PEG) (Figure 3.7).

12 Figure 3.7 : taux de gonflement pour trois
milieux de réhydratation de concentrations
10 en calcium différentes.
Réhydratation 4h dans 10 mL a
8 [PEG] = 10%. MFC/P52 (R = 0,5).
o 6
4
2 H B
0
0,001 0,01 0,1

[Ca?*] (mol/L)

Le taux de gonflement diminue avec I’augmentation de la concentration en calcium, comme dans le cas
des réhydratations sans PEG. L’effet est cependant de moins grande amplitude lorsque la pression
osmotique initiale est de 0,1 MPa. Cela permettra de mesurer plus facilement I’influence de la
concentration en calcium sur les propriétés mécaniques des films.

1.6.d Effet de la force ionique dans une solution de réhydratation a pression
osmotique controlee

L’évaluation du role la force ionique sur le gonflement des matériaux en présence d’une pression
osmotique initiale de 0,1 MPa est aussi réalisée. La Figure 3.8 compare les gonflements aprés
réhydratation sans PEG ou avec PEG, pour deux conditions de forces ionique : 0 et 0,3 mol/L.

Figure 3.8 : Influence de la force ionique en

20 présence de PEG.
- Réhydratation 4h dans 10 mL.
15 MFC/P52 (R =0,5).
o 10 ==
5
0 -

0,001 mol/L Ca2+ 0,001 mol/L Ca2+ - 10% PEG

0 mol/L NaCl = 0,3 mol/L NaCl

Sans pression osmotique instaurée par le PEG, I’effet de la force ionique est contrebalancé par la perte
de jonctions due a I’échange des interactions des ions Ca?* par les ions Na* (voir partie 1.4 Role de la
force ionique). En revanche, avec une pression osmotique apportée par 10% de PEG dans la solution de
réhydratation, la force ionique contribue a diminuer le taux de gonflement. Cela correspond a un
comportement classique d’un polyélectrolyte dont le taux de réticulation n’évolue pas. Ces conditions
de réhydratation semblent donc avoir un réle dans la stabilité des jonctions pectines-calcium.
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1.7 Synthése de la partie |

Ces différentes caractérisations du comportement de gonflement des matériaux MFC/P52 selon le milieu
de réhydratation montrent que ce dernier joue un réle capital dans le contréle de la physico-chimie du
gel de pectines. En raison de la nature polyélectrolyte de ce gel, différents paramétres d’hydratation
permettent de moduler les propriétés du matériau : le volume de solvant hydratant ; la concentration en
ions calcium (Figure 3.9) ; la présence d’autres ions, leur nature et leur concentration (Figure 3.10) ; le
pH ; et la concentration d’un co-soluté.

La réhydratation par une solution a 0,1 mol/L en Ca?* correspond & une teneur en eau de 1’ordre de 70%
dans le matériau ce qui est comparable a celle d’une paroi cellulaire végétale (Albersheim et al., 2011).
Mais cette concentration est potentiellement supérieure a la concentration ionique au sein d’une paroi
végétale. Cette derniére est cependant trés variable et difficile a estimer. Avec cette forte concentration
en calcium, on peut supposer des associations a la fois par des structures « egg-box » et par interactions
entre chaines de pectines favorisées par la force ionique importante.

o Ca2+
. Jonctions « egg-box »

Figure 3.9 : schéma représentant la réduction du gonflement du réseau pectique lorsque la concentration en ion calcium
augmente.

Instaurer une force ionique par du chlorure de sodium résulte en un échange des espéces ioniques
interagissant avec les charges pectiques. Ce sel ne contient pas d’ion permettant pas de former des
jonctions de types « egg-box », cela conduit donc a une diminution du taux de réticulation du réseau
pectique. Cette échange d’espéce ionique met en avant la nature réversible des jonctions pectines-
calcium.

7 Na

O Na

Figure 3.10 : schéma représentant I’ augmentation du gonflement du réseau pectique lors de [’ajout d’ions monovalents.

A pH supérieur a 6, le taux de gonflement n’est pas impacté par sa modification car les pectines sont
majoritairement déprotonnées.

Le taux de gonflement peut varier avec une grande amplitude selon les conditions de réhydratation des
matériaux. Pour les caractériser plus en détail, une étude de leurs propriétés mécaniques est ensuite
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réalisée par essais de traction. Or, il n’est pas possible de mesurer des gels trés gonflés (q supérieur a 6)
avec ce type d’essai. De plus des matériaux a des taux d’hydratation tres élevés sont moins représentatifs
d’une paroi végétale. Il peut alors €tre intéressant d’utiliser un soluté, comme le PEG, pour diminuer la
différence de pression osmotique entre la solution de réhydratation et le gel et ainsi limiter le gonflement
de ce dernier. Une concentration de 10% (m/m) en PEG, correspondant a une pression osmotique de 0,1
MPa, semble suffisante pour remplir ce role.

En conclusion, cette premicre partie a permis d’évaluer le comportement en milieu aqueux de matériaux
biomimétiques de la paroi, constitués de cellulose et de pectines de degré de méthylation de 52%. Ceux-
ci restent auto-supportés aprés réhydratation dans des solutions contenant du calcium. Leur
caractérisation suite a leur réhydratation dans différentes conditions a permis de mieux comprendre les
parametres controlant leurs propriétés. Celles-ci sont modulées par le degré d’ionisation des pectines,
dépendant de la concentration des espéces ioniques. Les jonctions pectines-calcium, assurant la
gélification de ce matériau, sont stabilisées par des interactions physiques qui sont elles aussi sensibles
aux caractéristiques ioniques du milieu de réhydratation. Enfin, une stratégie de controle de la pression
osmotigue du milieu de réhydratation peut permettre de moduler le gonflement du gel pectique.
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1. Conséquences des parameétres physico-chimiques sur les
propriétés mécaniques des matériaux MFC/pectines

Un deuxiéme axe d’étude de ces matériaux est présenté dans cette partie. Les matériaux semblent étre
structurés différemment selon le milieu de réhydratation, comme le montrent les caractéristiques de
gonflement variées obtenues. Il est alors intéressant d’essayer de relier ces caractéristiques structurelles
aux propriétés mécaniques macroscopiques du matériau.

On cherche dans un premier temps a établir une relation entre le taux de gonflement et les performances
mécaniques des matériaux, la composition initiale et le taux de réticulation étant constant. 1l est connu
que le module d’un gel décroit avec 1’augmentation de son gonflement. En théorie, dans un cas idéal et
en supposant le gonflement isotrope, la relation entre le module de cisaillement G et le taux de
gonflement est définie par (Flory et Rehner, 1943a) :

1
G =G, (3)1/3 [3.9]

Cependant, expérimentalement, des relations avec une puissance supérieure a 1/3 sont souvent observées
(Dubrovskii et Rakova, 1997). En supposant notre matériau incompressible, car majoritairement
composé d’eau, on peut définir pour le module d’Young :

1
E= 360(5)1/3 [3.10]

Le module Gy est directement relié aux parametres du réseau macromoléculaire et notamment a la
densité de réticulation, par :

Go = VKT [3.11]

Avec Go, le module de cisaillement (en Pa) ; k, la constante de Boltzmann (k = 1,38.10 2 J/K) ; v, la
densité de réticulation (en m=). On peut alors estimer une densité de réticulation de nos matériaux apres
réhydratation dans différentes conditions.

On s’intéresse ensuite a I’influence du taux de réticulation du gel pectique sur les propriétés des
matériaux. Un paramétre crucial dans le contrble de la réticulation des pectines est leur DM. Moins le
DM est élevé et plus il y a de sites carboxylates disponibles pour former des jonctions avec les ions
calcium. Des matériaux constitués de pectines faiblement méthylées (DM = 31%), nommés MFC/P35,
sont étudiés et comparés aux matériaux MFC/P52.

Globalement, les échantillons auto-supportés et dont le taux de gonflement est inférieur a 6 peuvent étre
testés par essai de traction. Cet essai permet d’extraire des propriétés mécaniques fondamentales telles
que le module d’Young (E), mesuré dans la zone d’élasticité linéaire, la contrainte maximale (Gmax),
correspondant ici a la contrainte a la rupture, et le pourcentage de déformation maximal (emax). Il permet
la caractérisation des matériaux biomimétiques dans des conditions analogues a I’extension que peut
subir une paroi végétale lors de sa croissance.

I1.1 Relation entre le gonflement et les propriétés mécaniques des matériaux
MFC/P52

Les performances mécaniques d’un gel étant liées a son taux gonflement (Flory et Rehner, 1943a), les
parameétres du milieu de réhydratation auront aussi un impact sur celles-ci. Des gels de pectines ont déja
¢été beaucoup étudiés mais dans des configurations éloignées de celles d’une paroi végétale. Des
comparaisons avec nos matériaux peuvent cependant étre réalisées.

Une synthése des propriétés des matériaux MFC/P52, réhydratés dans 10 mL de différentes solutions de
réhydratation et présentés dans la partie I, est présentée dans le Tableau 3.4.

Trois types de conditions sont conservées, correspondant aux situations ou le taux de réticulation des
matériaux est supposé constant.
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Il est difficile de mesurer des propriétés mécaniques de matériaux fortement gonflés. Dans le but de
quantifier 1’évolution des propriétés avec 1’évolution de la concentration en calcium du milieu
d’immersion, des essais sont réalisés par réhydratation dans une solution de PEG a 10%, en faisant varier
la concentration en calcium de 0,001 a 0,1 mol/L. La solution de PEG permet de diminuer 1I’amplitude
du gonflement (voir partie 1.6.c Effet de la concentration en calcium dans une solution de réhydratation
a pression osmotique controlée).

Tableau 3.4 : taux de gonflement et propriétés mécaniques des matériaux réhydratés dans différentes conditions.

Conditions de réhydratation Propriétés du matériau hydraté
wpeg | (€271 pH q E (MPa) omax (MPa) Emax (%)
(mol/L)
Variation de [PEG]
0 0,1 7 4,15+0,14 2,4+0,2 0,17 £ 0,05 11,1+31
10 0,1 7 2,85+ 0,04 13,7+0,8 0,89+0,11 14623
30 0,1 7 1,69 + 0,08 339,4+ 257 78+0,8 98+1,3
45 0,1 7 151+£0,12 1210°+ 25,11 £4,2 74+£05
’ ' ’ 0,2.10° ' ' ' '
Variation de [Ca*]
10 0,001 7 9,95+0,18 - - -

10 0,01 7 3,33+0,16 3601 0,27 £ 0,06 105+23
10 0,1 7 2,89+0,11 6,6 £0,5 0,55+ 0,07 135£2,0
Variation du pH
0 0,1 5 4,96 £ 0,04 1,9+£0,2 0,21 £ 0,06 155+4,6
0 0,1 6,2 4,68 + 0,05 19+0,1 0,17 £ 0,06 11,729
0 0,1 6,9 463+0,12 2,1+0,2 0,20 £ 0,07 13,1+4,6
0 0,1 8,2 4,67 £ 0,08 25+0,1 0,26 £ 0,04 134+23

On observe que les performances mécaniques sont dépendantes du taux de gonflement g : le module et
la contrainte a la rupture diminuent tandis que la déformation a la rupture a plut6t tendance a augmenter
avec I’augmentation du gonflement. La Figure 3.11 donne I’évolution, en logarithme, du module
élastique avec le taux de gonflement.

Figure 3.11: évolution logarithmique du

4 module avec le taux de gonflement des
matériaux MFC/P52 réhydratés.
3 e y =-5,21x + 3,67
’gz‘ o R2=0,93
2,
w
(=]
o
1 o
*.8e
0 =

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
log q

Cette représentation permet d’extraire une relation entre le module d’élasticité et le taux de gonflement
du matériau.
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On obtient pour les matériaux MFC/P52, réhydratés dans différentes conditions, une relation globale :
1
E (Pa) =3x1,6.10° * (5)52 [3.12]

Soit un taux de réticulation estimé a : v = 3,9.10%° m=, Le taux de réticulation permet de calculer une
masse molaire moyenne entre deux nceuds de réticulation M :

_Naxp [3.13]
- v

Avec Na, la constante d’Avogadro (Na = 6,022.10% mol™) et p, la masse volumique du réseau (en
kg/m?). En prenant la masse volumique du réseau égale a la masse volumique des polysaccharides
(environ 1500 kg/m?), on obtient une masse M, = 2 g/mol. L’ ordre de grandeur est 100000 fois plus
faible que la masse molaire moyenne en nombre des pectines P52 (voir chapitre 2), ce qui parait aberrant.

M,

De plus, on observe que ces gels s’éloignent du cas idéal décrit par Flory et Rehner et des gels reportés
dans la littérature (Dubrovskii et Rakova, 1997). Dans cette référence, des dépendances de module avec
I’inverse du gonflement a une puissance inférieure a 1 sont décrits, alors que dans le cas présent, le
module est proportionnel a I’inverse du gonflement a une puissance égale a 5,2.

Cela peut s’expliquer par la complexité des matériaux étudiés. Ces derniers sont effectivement des
composites constitués d’une matrice de pectines et de charges cellulosiques. En plus de diluer le taux de
réticulation, I’augmentation du taux de gonflement dilue également la concentration des charges dans le
matériau. Ce paramétre a aussi de I’influence sur les propriétés mécaniques des matériaux composites
et il sera étudié dans la partie 11l Comportement des matériaux biomimétiques en fonction de leur
composition en cellulose, pectines et xyloglucane.

Les parties suivantes décrivent plus en détails 1’effet de chaque parametre de la solution de réhydratation
sur les propriétés mécaniques des matériaux.

I1.1.a Contrdle de la pression osmotique

L’augmentation de la pression osmotique réduit fortement le taux de gonflement des matériaux (voir
partie 1.6.a Evolution du taux de gonflement avec la pression osmotique de la solution de réhydratation).
Cette réduction du taux de gonflement conduit & une modification des propriétés en traction des
matériaux (Figure 3.12).

Figure 3.12: courbes de tractions des

0%PEG ©10%PEG 30%PEG e45%PEG matériaux MFC/P52 (R = 0,25) hydratés
dans 0%, 10%, 30% ou 45% de PEG.
30 [Ca2"] = 0,1 mol/L, pH = 7.
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Le contrdle du taux de gonflement grace a la pression osmotique permet d’obtenir des caractéristiques
mécaniques variées (Tableau 3.4). En I’absence de pression osmotique, le module d’Young est de I’ordre
de 1 MPa. Il est multiplié par 10 dés lors que la pression osmotique de la solution de réhydratation est
élevée a 0,1 MPa et il atteint les gigapascals pour une pression de 4,5 MPa. A cette pression, le taux de
gonflement est de seulement de 0,5, on se rapproche donc des propriétés de ce type de matériaux a 1’état
sec (Stelte et Sanadi, 2009).
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I1.1.b Concentration en calcium

Méme dans une solution a 10% en PEG, le taux de gonflement des échantillons réhydratés dans 0,001
mol/L de Ca?* est trés élevé et il n’est pas possible d’effectuer les essais de traction. En comparant les
deux conditions restantes (Figure 3.13), on observe un doublement du module d’Young lorsque la
concentration en calcium de la solution est multiplié par 10.
Figure 3.13: courbes de tractions des
Ca2+ 0,01 mol/L  * Ca2+0,1 mol/L matériaux MFC/P52 (R = 0,5) hydratés
dans 0,01 mol/L ou 0,1 mol/L de Ca®*.
06 [PEG] = 10%, pH = 7.
05
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I1.1.c Ro6le du pH

Dans la partie précédente, un effet du pH sur le taux de gonflement était observable seulement a pH 5.
On s’attend a une diminution du module d’Young a ce pH, correspondant a la perte de jonction pectines-
calcium. Ce n’est cependant pas ce qui est mesuré (Figure 3.14). S’il y a une diminution de la densité
de réticulation physique, elle est trop minime pour avoir un réel impact sur le module. La différence du
taux de gonflement peut aussi étre dii & un biais de mesure.

Figure 3.14: courbes de tractions des

pH5 ¢pH62 epHE9 epHB2 matériaux MFC/P52 (R = 0,5) hydratés a
différents pH.
03 [Ca?*] = 0,1 mol/L et PEG = 0%.

¢ (MPa)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
€ (%)

A pH 8, il semble y avoir une légére augmentation du module d’Young malgré un taux de gonflement
équivalent aux autres conditions. Les propriétés a la rupture, déformation et contrainte, ne sont pas
significativement impactée par le pH. On peut en conclure que dans cette gamme de pH, I’impact de la
physico-chimie du milieu sur les propriétés mécaniques est négligeable.

Finalement, méme & un taux de réticulation constant, les propriétés mécaniques de ces matériaux
peuvent étre modulées grace a la variation de leur gonflement en fonction des caractéristiques de la
phase aqueuse.

On se pose ensuite la question de quel est I’impact d’une modification du taux de réticulation des
pectines sur les propriétés des matériaux.
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11.2 Influence du taux de réticulation du réseau pectique sur les propriétés des
matériaux MFC/pectines

Dans cette partie, les propriétés des matériaux cellulose/pectines, composé de 70% de pectines, sont
analysées selon le degré de réticulation du gel pectique formé initialement. Ce dernier est directement
lié au DM des pectines.

Comme vu dans la partie | Comportement de matériaux cellulose/pectines hydratés, le comportement
des gels polyélectrolytes dépend aussi de leur degré d’ionisation. On peut supposer que ce parametre est
également dépendant du DM des pectines car une différence de DM peut modifier la concentration de
charges isolées non réticulées.

Pour évaluer ces facteurs, deux types de matériaux sont comparés : ceux composés avec des pectines
méthylées a 52% (MFC/P52) et ceux composés avec des pectines faiblement méthylées (MFC/P35). Les
matériaux utilisés dans cette partie ont été composés avec un ratio initial R = 0,25 en calcium. Le taux
de gonflement et les propriétés mécaniques de ces différents matériaux sont caractérisées apres leur
réhydratation dans une solution contenant du calcium.

I1.2.a Impact sur le gonflement

Ala fois le DM et la distribution des motifs d’estérification des pectines va influer sur leur comportement
de polyélectrolyte. Comparer la variation du gonflement des matériaux MFC/P35 et MFC/P52 selon le
milieu de réhydratation permet de mettre en avant les conséquences de ces deux parametres propres aux
pectines sur les matériaux.

I.2.a.i Selon la concentration en calcium

Dans la partie précédente, il a été montré que le gonflement des matériaux MFC/P52 était dépendant de
la concentration en calcium de la solution de réhydratation. Le gonflement des matériaux MFC/P35
diminue aussi avec 1’augmentation de la concentration en calcium de la solution de réhydratation,
comme observé dans la Figure 3.15.

3 Figure 3.15: évolution du taux de
® MFC/P35  * MFC/P52 gonflement des matériaux MFC/P35 (noir)
et MFC/P52 (gris) avec la concentration en
calcium de la phase aqueuse.
LN 2 Réhydratation 2h dans 10 mL. R= 0,25.

b 6oj

-3,5 -3,0 -2,5 -2,0 -15 -1,0 -0,5 0,0
log [Ca2*] (mol/L)

L’amplitude de variation du taux de gonflement est cependant différente selon le type de pectines. Le
logarithme du taux de gonflement varie linéairement avec le logarithme de la concentration en calcium
(équation [3.7]). Les parameétres a et b de cette droite sont comparés pour chaque composition dans le
tableau suivant.

Tableau 3.5 : comparaison des paramétres issues de la relation Matériau a b
entre le taux de gonflement des matériaux et la concentration MEC/P35 0.84 0.3
en calcium du milieu de réhydratation. MFEC/P52 0,52 14

On remarque que la concentration en calcium a plus d’influence sur le taux de gonflement des matériaux
avec les pectines les moins méthylées. Ces derniéres ont plus de possibilités de former de nouvelles
jonctions lors de la réhydratation du matériau. Aussi, d’apres 1’équation [1.3], la pression osmotique
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ionique mion est fortement dépendante de la concentration de charges du polyélectrolyte. A faible
concentration en ions calcium, le matériau MFC/P35 gonfle plus que le matériau MFC/P52. On suppose
donc que malgré les jonctions pectines-Ca?", les pectines P35 restent plus ionisées que les pectines P52
a cette faible concentration en calcium. Mais a haute concentration en calcium, les charges du
polyélectrolytes sont écrantées a la fois par les jonctions et par le phénomeéne de condensation des contre-
ions (pour les charges ne participant pas a une jonction). Dans ce cas, la pression osmotique ionique,
Tion, €St équivalente dans les deux matériaux et le taux de gonflement est principalement contrélé par
I’¢élasticité du réseau. Le matériau MFC/P52 gonfle plus que le matériau MFC/P35 dans ces conditions
car son degré de réticulation est plus faible.

I1.2.a.ii Selon la force ionique

De la méme fagon que dans la partie concernant uniquement les matériaux MFC/P52, 1.1.c.ii Variation
de la force ionique et concentration en calcium constante, I’effet de la force ionique sur les matériaux
MFC/P35 est étudié. La force ionique est augmentée par ajout de NaCl dans le milieu de réhydratation
a concentration en calcium fixe (0,05 mol/L). L’évolution du taux de gonflement avec la force ionique
est représentée dans la Figure 3.16 et comparée a celle mesurée pour les matériaux MFC/P52.

Figure 3.16: évolution du taux de

8 | e MFC/P35 MFC/P52 gonflement des matériaux MFC/P35 (noir)
1 et MFC/P52 (gris) avec la force ionique de
la phase aqueuse.
6 Réhydratation 4h dans 10 mL. [Ca?*] = 0,05
7 mol/L. Lignes pointillées : guides d wil.

o -

4 1

o 3
? E‘”‘ """" e -
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
I (mol/L)

On peut observer une Iégére diminution du taux de gonflement, lorsque la force ionique passe de 0,175
a 0,6 mol/L, qui provient d’une diminution de la pression ionique du gel mion d’aprés 1’équation [1.3].
Cette faible dépendance avec la force ionique semble indiquer qu’a 0,05 mol/L de Ca?*, avec jusqu’a
environ 0,5 mol/L de Na*, les sites non méthylés sont majoritairement associés dans des jonctions
calciques et ne participent pas a la pression osmotique du réseau polyélectrolyte.

Cependant, lorsque la quantité de NaCl augmente et la force ionique dépasse 0,6 mol/L, on peut
remarquer une légere hausse du taux de gonflement. Comme expliqué pour les matériaux MFC/P52,
cela résulte probablement d’un échange des ions calcium par les ions sodium dans le réseau pectique
créant une diminution du taux de réticulation du gel. Cette augmentation est cependant de moins grande
ampleur et intervient pour des concentrations en sodium tres élevées par rapport & ce qui est observé
avec les matériaux MFC/P52. Les jonctions calciques des gels de pectines P35 sont plus nombreuses et
on peut supposer que I’enchainement de sites non méthylés meéne a des jonctions plus longues. Une
quantité d’ions sodium importante est alors nécessaire pour réduire le taux de réticulation.

Contrairement a I’effet de la concentration en calcium sur les matériaux MFC/P35, la force ionique
générée par le NaCl influe donc peu sur ces derniers en comparaison avec les matériaux contenant des
pectines plus méthylées.

I1.2.b  Impact sur les propriétés mécaniques

Le degré de méthylestérification a un réle majeur dans la formation des jonctions pectines-calcium.
L’¢tude du comportement physico-chimique de matériaux composés de pectines de DM différent a déja
montré une réponse distincte concernant le taux de gonflement. De ces observations on peut déduire que
la structure des matériaux est différente selon le DM.

76
Chapitre 3



[1.2.b.i Comparaison des matériaux avec des pectines de DM différent

Les propriétés mécaniques des matériaux sont comparées aprés réhydratation dans 0,1 mol/L de Ca?".
Deux courbes d’essai de traction, représentant la contrainte en fonction du pourcentage de déformation,
sont données pour comparer la réponse mécanique de ces deux types matériaux (Figure 3.17).

Figure 3.17 : comparaison des courbes de
traction des matériaux MFC/P35 (noir) et
MFC/P52 (gris) réhydratés.

R =0,25¢et [Ca?*] = 0,1 mol/L.

6

« MFC/P35 - MFC/P52

6 (MPa)

0 10 20 30 40
£ (%)

La différence de DM entre les pectines utilisées pour chaque composition, 31% et 52%, induit des
comportements tres différents. Le film a base de P52 est fragile et il a un module d’Young faible. Une
force faible est requise pour déformer de 20% I’échantillon. Le film a base de P35 est plus rigide, son
module d’Young est 30 fois supérieur. Il peut cependant se déformer 2 fois plus tout en résistant a une
force presque 20 fois supérieure a celle supportée par un échantillon a base de P52.

Tableau 3.6 : comparaison du taux de gonflement et des propriétés mécaniques des matériaux MFC/P35 et MFC/P52
réhydratés. R = 0,25 et [Ca?*] = 0,1 mol/L.

Matériau q omax (MPa) gmax (%0) E (MPa)
MFC/P35 2,4 56+04 42,3+23 84,8+ 7,2
MFC/P52 4,0 0,3+£0,0 18621 28+0,5

L’augmentation des propriétés des matériaux composés de pectines P35 s’explique par la différence de
taux de gonflement et par la présence de plus de jonctions pectines-calcium.

I1.2.b.ii  Estimation du taux de réticulation des matériaux MFC/P35

Comme pour les matériaux MFC/P52, on peut évaluer le taux de réticulation des matériaux MFC/P35
en analysant la relation entre leur module d’Young et leur taux de gonflement. Les données sont issues
de la caractérisation des matériaux de la partie I1.2.a.i, pour lesquels le taux de gonflement est modulé
par la concentration en calcium de la solution de réhydratation.

Figure 3.18 : comparaison de /’évolution

20 ® MFC/P35  © MFC/P52 logarithmique du module avec le taux de
' gonflement des matériaux MFC/P52 et
MFC/P35 réhydratés.
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Pour les matériaux MFC/P35, on obtient alors la relation suivante :
1
E (Pa) =3 %0,4.10° % (5)2'9 [3.14]

On remarque que comparé aux matériaux MFC/P52, le module des matériaux MFC/P35 est moins
fortement dépendant du gonflement des matériaux. La puissance n et le taux de réticulation v, calculé a
partir de la pente de la droite et de I’équation [3.11], des deux matériaux sont comparés dans le tableau
suivant.

Tableau 3.7 : comparaison des parametres issues de la relation Matériau v (m'3) n

entre le module et le taux de gonflement des matériaux MFEC/P 1028 2

MFC/P35 et MFC/P52. C/P35 9.9. 029 3
MFC/P52 3,9.10 5,2

D’apres cette relation, le taux de réticulation des matériaux MFC/P35 serait moins grand que celui des
matériaux MFC/P52. Or en raison du plus faible DM des pectines P35, ce résultat semble aberrant.
Comme mentionné dans la partie 11.1, Relation entre le gonflement et les propriétés mécaniques des
matériaux MFC/P52, la variation du taux de MFC avec la variation du gonflement du matériau entraine
probablement une modification du module des matériaux qui n’est pas pris en compte dans la relation
[1.6] décrite pour des gels non chargés.

11.3 Synthese de la partie 11

Cette partie s’est intéressée a analyser le réle de paramétres physico-chimiques tels que le milieu de
réhydratation et le taux de réticulation des pectines sur les propriétés mécaniques des matériaux.

On a pu voir qu’une variation de 20% du DM des pectines peut mener a des matériaux aux propriétés
trés différentes en raison de I’augmentation du degré de réticulation. Il sera alors intéressant de vérifier
si les mémes propriétés peuvent étre retrouvées en déméthylant les pectines par voie enzymatique (voir
chapitre 4).

Comme pour des gels classiques, les propriétés mécaniques des matériaux biomimétiques sont liées a
leur taux de gonflement. Cependant on a pu observer une dépendance du module avec le taux de
gonflement trés largement supérieure a ce qui est généralement reporté pour des gels (Dubrovskii et
Rakova, 1997). Ces matériaux sont en effet constitués de charges cellulosiques dont la fraction
volumique influe sur les propriétés mécaniques. Cette influence semble néanmoins moins importante
lorsque les matériaux sont constitués de pectines faiblement méthylées.

Une étude plus approfondie du réle des charges dans ce matériau est réalisée dans la partie suivante en
étudiant des matériaux de composition en polysaccharides variés.
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I11. Comportement des matériaux biomimétiques en fonction de
leur composition en cellulose, pectines et xyloglucane

Dans cette partie, on cherche a évaluer le comportement des matériaux selon leur composition en
polysaccharides. Cette étude a fait 1’objet d’un stage de Master 2, réalisé par Chaeryun Yeom.

Les objectifs sont d’une part : I'étude des comportements physico-chimique et mécanique de ces
matériaux, dans le but d’interpréter I’influence de chaque composant sur leurs propriétés ; et d’autre
part : la reproduction d’une paroi cellulaire végétale plus proche de la réalité en y intégrant le 3™
élément majeur, le xyloglucane.

En effet, la contribution du xyloglucane aux propriétés des parois primaires n’est pas tout a fait clair. Il
est souvent admis que ce polysaccharide assure un réle de structuration en connectant les microfibrilles
entre elles mais ce modeéle a aussi été remis en cause par des caractérisations RMN de la paroi (Cosgrove,
2014). Ce matériau biomimétique peut éventuellement étre décrit comme un réseau des pectines
interpénétré par un réseau cellulose/xyloglucane.

De plus, les MFC assurent aussi un réle de charges rigides dans ce matériau composite. Dans les parties
précédentes, on a vu que les propriétés des matériaux dépendent du taux de gonflement des gels de
pectines. Celui-ci modifie également la concentration de charges rigides.

Afin de simplifier I’étude, seules les pectines de DM égal a 52% sont utilisées dans les compositions
décrites dans cette partie. Les compositions sont nommées selon les pourcentages massiques de chacun
des polysaccharides dans le matériau initial sec. Les mémes stratégies expérimentales que dans les
parties précédentes sont appliquées : les taux de gonflement sont d’abord évalués et les propriétés
mécaniques sont ensuite déterminées par essai de traction. Comme le systéme est tri-composants,
l'augmentation de I'un des composants induit la réduction de la proportion des autres composants. On a
donc cherché a élaborer des séries d'échantillons en fixant le ratio massique d’un des composants tout
en faisant varier les deux autres.

I11.1 Comportement de gonflement selon la composition

Une quinzaine de matériaux de différentes compositions en pectines, MFC et xyloglucane (XG) ont été
réalisés. Le R initial est fixé a 0,5. Avant d’étre caractérisés, les matériaux sont réhydratés dans une
solution de PEG a 10% et a 0,1 mol/L de Ca?*.

I.1.a  Influence des proportions de pectines et de XG sur le gonflement des
matériaux

On sait que les pectines se lient aux cations calcium pour former un réseau de type « egg-box ». Le
modele suggere que ces liaisons non covalentes sont stabilisées par des interactions électrostatiques, de
van der Waals et des liaisons hydrogenes. Dans la partie précédente, il a été montré que le réseau
pectines-calcium joue un role majeur dans le comportement des matériaux biomimétiques a 1’état
humide.

D’un autre c6té, le XG est connu pour interagir trés favorablement avec la cellulose (Jean et al., 2009).
La formation de connexions entre MFC grace aux chaines de XG, comme proposé dans le modéle
d’architecture de la paroi primaire de McCann et Roberts (1994), est également possible dans ces
matériaux.

On s’intéresse donc a évaluer I’effet de la variation des pourcentages de ces deux composants. Des
matériaux dont les proportions de MFC sont fixées soit a 30% soit a 60% sont utiliseés pour cette analyse.

La Figure 3.19 illustre les taux de gonflement obtenus selon le pourcentage de pectines dans la
composition initiale.

79
Chapitre 3



5 Figure 3.19: évolution du taux de

®* MFC 30% © MFC 60% gonflement en fonction du pourcentage de
4 pectines P52 dans la composition du
s matériau.
. - ] Réhydratation 4h dans 10 mL a 10% en
3 . PEG et a [Ca?*] = 0,1 mol/L.
o * s = :
2
1
0
0 20 40 60 80
P52 (%)

On peut observer que le taux de gonflement est globalement indépendant du ratio de pectines, aux
proportions de MFC a la fois de 30% et de 60%. Il a été montré dans la partie I, qu’a cette concentration
en calcium, le gonflement du gel pectique est principalement lié au taux de réticulation. En effet, la
pression osmotique ionique, mion, du réseau est négligeable car les charges des pectines sont masquées
par la condensation des contre-ions. La variation de la concentration des pectines n’est donc pas un
facteur impactant le gonflement du réseau dans ces conditions de réhydratation.

Les pourcentages de xyloglucane varient également, en relation avec les pourcentages de pectines. On
en conclut alors la méme indépendance du taux de gonflement avec la composition en xyloglucane. Pour
faciliter 1’analyse, selon les ratios en XG, les mémes compositions que pour la Figure 3.19 sont
représentées dans le graphe suivant en fonction du pourcentage de XG.

5 Figure 3.20: évolution du taux de
® MFC 30% © MFC 60% gonflement en fonction du pourcentage de
XG dans la composition du matériau.
Réhydratation 4h dans 10 mL a 10% en
. s . PEG et a [Ca?*] = 0,1 mol/L.

0 5 10 15 20 25 30 35
XG (%)

Il a été montré, dans le cas de nanocristaux de cellulose (Navon, 2020) et veérifié pour ces MFC (voir
annexe 11.3) qu’entre 10% et 20% de xyloglucane par rapport a la cellulose s’y adsorbe effectivement.
A partir de ce ratio, les cristaux de cellulose sont recouverts de XG ce qui empéche la création
d’interactions supplémentaires et le XG additionnel est considéré libre. S’il y a formation de jonctions
entre MFC grace aux molécules de XG, leur nombre est donc indépendant du ratio de XG au-dela de
3% (ou de 6% selon les proportions de MFC) de XG dans la composition. On remarque bien que 1’ajout
de XG n’a pas ou trés peu d’influence sur le taux de gonflement, tout comme 1’augmentation du
pourcentage de XG libre.

Le gonflement des matériaux constitués de MFC, XG et de pectines méthylées a 52%, suite a une
réhydratation dans une solution de PEG a 10% et a 0,1 mol/L de Ca?*, semble donc étre indépendant des
proportions en XG et en pectines. Cela facilitera I’analyse des propriétés mécanique de ces séries.

On peut par contre déja observer, grice a ces deux séries de matériaux, qu’une modification des
proportions de MFC dans la composition des matériaux conduit a un changement significatif de leur
gonflement.
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I11.1.a Influence de la proportion en cellulose sur le gonflement des matériaux

Comme observé dans les figures précédentes, une variation de 30% des proportions initiales en MFC
semble avoir une grande influence sur le gonflement des matériaux. Afin d’évaluer plus précisément cet
effet, le taux de gonflement de I’ensemble des compositions réalisées est reporté dans la Figure 3.21 en
fonction du pourcentage de MFC.

Figure 3.21: évolution du taux de

gonflement en fonction du pourcentage de
MFC dans la composition du matériau.
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Il 'y a une corrélation qui semble étre linéaire entre le taux de gonflement et le ratio de MFC dans le
matériau. Les résultats de la partie précédente suggérent que les variations de proportions en pectines et
xyloglucane n’ont pas d’influence sur le gonflement des matériaux. On peut cependant vérifier si la
tendance de réduction du gonflement avec I’augmentation de la fraction de MFC est aussi observée
lorsque la proportion de pectines est invariante. Le taux de gonflement des matériaux dont la
composition en pectines est fixée a 70% et les taux de MFC et XG sont variables sont représentés dans
la Figure 3.22. Dans ce cas précis, le gonflement diminue aussi avec l'augmentation du pourcentage de
MFC dans la composition.

Figure 3.22: évolution du taux de

gonflement en fonction du pourcentage de
MFC pour des matériaux contenant 70% de
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La présence de ces nanoparticules rigides et allongées ont un réle conséquent sur le taux de gonflement
du matériau. Cette évolution peut résulter d’une modification de 1’¢lasticité de 1’hydrogel chargé (voir
équation [1.1] et [1.4]. Une description détaillée des performances mécaniques des gels en fonction du
taux de charges MFC est présentée plus loin dans cette partie.

I11.2 Comportement en traction selon la composition

Les propriétés mécaniques selon les proportions de XG et pectines, les proportions de MFC étant fixées
a 30% ou 60%, sont d’abord évaluées. Une analyse de 1’évolution du comportement mécanique selon le
taux de charges MFC est ensuite réalisée. Tous les essais sont réalises apreés réhydratation des matériaux
par immersion dans une solution a 10% de PEG et a 0,1 mol/L de Ca?".
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I11.2.a Influence des proportions en XG et pectines sur les propriétés mécaniques

Bien que le taux de gonflement des matériaux soit globalement indépendant des proportions de XG et
de pectines, ce comportement peut aussi résulter d’une compensation des différents paramétres
contrélant le gonflement. On cherche donc a étudier les implications que pourraient avoir ces
polysaccharides sur leurs performances mécaniques. Le xyloglucane interagissant tres favorablement
avec la cellulose, son insertion dans la composition des films peut mener a la formation d’un deuxiéme
réseau (en plus du réseau pectines-calcium). Il est alors intéressant d’évaluer a quel point ce nouveau
réseau ainsi que la présence de chaines de xyloglucane libres vont modifier les propriétés mécaniques
des matériaux biomimétiques. L’importante masse molaire du xyloglucane pourrait mener a plus
d’enchevétrements entre molécules et donc a un accroissement de la viscoélasticité du matériau. Le taux
de réticulation du réseau pectique étant constant, on suppose que la variation de ses proportions aura
peu d’influence sur les propriétés du matériau.

Les matériaux, étudiés dans la partie 1.1.a Influence des proportions de pectines et de XG sur le
gonflement des matériaux, dont les proportions de MFC sont fixées a 30% et a 60% sont analysés ici.
On s’intéresse principalement au module d’élasticité pour cette analyse. Le taux de gonflement de ces
compositions est indépendant des proportions en pectines et XG, les mesures de module d’Young sont
donc directement comparables. Leur évolution avec les proportions de xyloglucane est représentée dans
la figure suivante.

18 Figure 3.23 : évolution du module d’Young
16 Lk ® MFC 30% © MFC 60% en fonction du pourcentage de XG dans la
L composition du matériau.
14 T Réhydratation 4h dans 10 mL a 10% en PEG
12 ot et a [Ca2*] = 0,1 mol/L.
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Le module d’Young décroit Iégérement et de facon lin€aire avec 1’augmentation du ratio de xyloglucane.
La quantité de xyloglucane ajoutée est au moins égale a la quantité de xyloglucane se liant aux MFC, le
xyloglucane libre peut donc agir comme un plastifiant et impacter Iégerement le comportement élastique
des matériaux. La pente décroit cependant plus lorsque les proportions de MFC sont élevées. Cette
dépendance linéaire avec la fraction de XG est donc aussi dépendante de la fraction volumique de MFC.
La formation du réseau pectique peut aussi étre 1égérement impactée par la présence d’une concentration
de MFC plus importante, sans que cela ne soit suffisant pour modifier significativement le taux de
gonflement.

Il semble que, dans ces matériaux biomimétiques, la réticulation des pectines avec le calcium contribue
significativement plus a I’¢lasticité du matériau que les éventuelles interactions formées entre la
cellulose et le xyloglucane. En effet, le module des compositions ne contenant pas de xyloglucane est
supérieur (d’environ 30% pour les compositions MFC 60% et d’environ 80% pour les compositions
MFC 30%) a celui des autres compositions. La tendance observée semble d’ailleurs tendre vers un
module proche de 0 MPa si la proportion de XG était augmentée jusqu’a 100%, ce qui suggere que le
XG n’apporte aucune contribution aux propriétés élastiques.

La dépendance du module avec les proportions de XG et de pectines est cependant faible. Cette
observation est en accord avec la littérature. En effet, Agoda-Tandjawa et al. (2012a) ont observé que
les propriétés rhéologiques de gels pectines-MFC sont principalement contrélées par les MFC. Aussi, a
I’état humide, le xyloglucane n’apporte pas d’augmentation des performances mécaniques des
matériaux cellulosiques (Gaffiot, 2017).
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Il est alors plus intéressant d’analyser I’évolution globale des propriétés de ces matériaux en fonction de
la fraction volumique de MFC.

I11.2.b Influence de la fraction volumique de MFC sur les propriétés mécaniques

Comme observé lors de 1’analyse des taux de gonflement, la variation des proportions de MFC semble
avoir un effet majeur sur les caractéristiques des matériaux.

11.2.b.i Evolution de I’ensemble des propriétés

Afin de déterminer I’évolution des propriétés mécaniques avec les proportions de MFC des matériaux,
des essais de traction sont réalisés sur des compositions de teneur croissante en MFC. Afin d'éviter la
présence de molécule de XG libre, son ratio a été fixé a 10% du ratio de MFC. Par exemple, la
composition MFC 30% est composée de 30% de MFC, 3% de XG et de 67% de pectines.

Les courbes représentatives des essais de traction de chaque composition, montrant la contrainte (c) en
fonction de la déformation (g), sont données dans la figure suivante.

1,2
1,0
0,8
= ——MFC 30%
% 0,6 MFC 50%
) MFC 60%
0’4 //-]
——MFC 70%
0.2 ——MFC 83%
0,0
0 10 20 30 40 50

£ (%)

Figure 3.24 : courbes de traction de matériaux MFC/P52/XG constitués de différents ratio en
polysaccharides. Réhydratation 4h dans 10 mL & 10% en PEG et a [Ca?*] = 0,1 mol/L.

Il est clair que le module d’Young augmente avec 1’augmentation du pourcentage de MFC dans la
composition du matériau. Cette accroissement de module s'accompagne aussi d'une réduction de la
déformation a la rupture et d’une augmentation de la contrainte a la rupture lorsque la teneur en cellulose
augmente. Par conséquent, les MFC influencent & la fois la déformation, la résistance a la traction et la
rigidité des films et ont un effet de renforcement du matériau. Ce comportement est classique pour des
composites renforcés par des charges cellulosiques (Favier, 1995).

111.2.b.ii Evolution des propriétés a la rupture avec la quantité de MFC

On s’intéresse dans un premier temps aux propriétés a la rupture. La Figure 3.25 et la Figure 3.26
montrent les évolutions respectives de la contrainte et de la déformation a la rupture en fonction de la
fraction volumique de MFC dans la composition, pour I’ensemble des compositions réalisées et dont les
taux de gonflement ont été présentés dans la partie I11.1.a Influence de la proportion en cellulose sur le
gonflement des matériaux.

Pour évaluer les propriétés mécaniques de ces matériaux, il est nécessaire de s’affranchir de la variation
du gonflement car celui-ci diminue avec I’augmentation du pourcentage de MFC. Or, comme démontré
dans la partie I de ce chapitre, le comportement en traction des matériaux et leur taux de gonflement
sont dépendants. Pour s’affranchir du role du gonflement dans les analyses qui suivent, les différentes
propriétés mécaniques sont représentées en fonction de la fraction volumique de cellulose, calculée a
partir du volume du matériau gonflé.
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Figure 3.25 : évolution de la contrainte a la
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Les propriétés a la rupture semblent évoluer de facon linéaire avec la fraction volumique de MFC. A
faible fraction de MFC, les matériaux sont néanmoins plus fragiles ce qui entraine des résultats plus
hétérogénes.

Une étude du renforcement li¢ aux MFC est réalisée dans la partie suivante avec les modules d’¢élasticité.
111.2.b.iii Evolution du module d’élasticité avec la quantité de MFC

Le module d’¢lasticité permet de décrire plus précisément le renforcement apporté par les MFC. La
Figure 3.27 montre 1’évolution du module d'Young en fonction de la fraction volumique de MFC, pour
I’ensemble des compositions.

Figure 3.27 : évolution du module d’Young

70 en fonction de la fraction volumique de
60 MFC.
E Réhydratation 4h dans 10 mL a 10% en
50 PEG et a [Ca?*] = 0,1 mol/L.
gg 40 :
‘U'J’ 30
20 . -
10 « &
oLesc
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
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On observe que lorsque la proportion de cellulose est faible, le module d’Young du film augmente
presque linéairement avec la quantité de cellulose. Lorsque le taux de charges cellulosiques dépasse 0,1
(ce qui equivaut a environ 40% de cellulose dans le matériau sec), le module d"Young augmente
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rapidement. La tendance de renforcement des matériaux MFC/P52/XG n’est donc pas linéaire avec la
fraction volumique de MFC.

I11.2.b.iv Modélisation de I’évolution du module d’élasticité avec la fraction volumique de
MFC

La description du comportement élastique de matériaux renforcés par des MFC doit tenir compte de leur
géométrie particuliére. Les MFC sont des fibres et ont donc un facteur de forme important. De plus, lors
de la filmification du matériau, les fibrilles s’orientent de fagon aléatoire mais se disposent paralléelement
a la surface du film. Le matériau est donc orthotrope avec une orientation uniplanaire.

11.2.b.iv.1  Mod¢le d’Halpin-Kardos

Pour décrire ce type de composite, le modéle d’Halpin-Kardos (1976), prenant en compte 1’anisotropie
du renfort, a déja été utilisé. Dans 1’étude de Favier et al. (1995), il est envisagé en premier lieu pour
estimer le renforcement de composites constitués de nanocristaux de cellulose non orientés.

Le modéle d’Halpin-Kardos s’appuie sur la combinaison de plusieurs couches anisotropes, chaque
couche correspondant a une orientation des fibres, pour décrire un matériau quasi-isotrope. Ce modele
considére le cas de fibres courtes et n’inclue donc aucune contribution due a des interactions entre
charges.

Le module est alors calculé a partir des caractéristiques des fibres et de la matrice dans ces plans. Les
modules longitudinal, transversal et de cisaillement d’un cristal de cellulose, d’aprés Favier et al. (1995),
sont donnés dans le Tableau 3.8.

Tableau 3.8 : modules d'un cristal de cellulose selon la Tableau 3.9 : facteurs géométriques des MFC selon la
direction de sollicitation. direction de sollicitation.
Ewur (GPa) 150 Cu 100
E2r (GPa) 15 G2 2
Gt (GPa) 5 Gz 1

Des facteurs géométriques ¢, traduisant le renfort lié & la géométrie des charges, sont calculés en
considérant les fibres cylindriques avec un facteur de forme de 507 (Tableau 3.9).

Les facteurs de poisson vim et v sont défini a 0,5, la matrice étant principalement composée d’eau et les
fibrilles considérées incompressibles. Un module de cisaillement de la matrice, composée du gel de
pectines et du xyloglucane, Gm de 0,5 MPa permet d’ajuster au mieux le modéle aux valeurs
expérimentales pour des fractions volumiques de cellulose inférieures a 0,2 (Figure 3.28). Ce module
de cisaillement est cohérent pour un gel de pectines (Strém et al., 2007). Le détail des équations du
modéle d’Halpin-Kardos est donné en annexe 11.4.

Les modules calculés grace a ce modéle en fonction de la fraction volumique de cellulose sont
représentés et comparés aux valeurs expérimentales dans la figure suivante.

" Rapport L/d avec une longueur de 1 pm et un diamétre de 20 nm
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70 i - Figure 3.28: comparaison du modele
Halpin-Kardos Expérimental d’Halpin-Kardos (noir) avec les données
60 1 expérimentales (gris).
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Le modéle semble bien adapté pour décrire les résultats expérimentaux pour des fractions volumiques
de MFC inférieures a 0,2. Au-dela d’une fraction volumique de MFC de 0,2, les résultats expérimentaux
semblent dévier de ce modele. 1l est reporté dans la littérature que le modéle semi-empirique d’Halpin-
Kardos s’¢loigne des résultats expérimentaux pour des fortes concentrations en charges en raison de
I’accroissement des interactions entre les charges (Lewis et Nielsen, 1970; Favier, 1995). Dans le cas
des matériaux composites cellulosiques non hydratés, un phénoméne de percolation assuré par la
présence d’interactions hydrogenes fortes entre les fibres de cellulose est responsable de cette déviation
(Favier, 1995). Mais en milieu hydraté, ces interactions sont affaiblies voire absentes.

I11.2.b.iv.2  Modéle de Jones et Marques

Dans notre cas, I’augmentation du module avec la fraction volumique de MFC peut résulter de
I’augmentation des enchevétrements entre MFC. Les suspensions de MFC ont en effet un comportement
de gel élastique en raison de la longueur des fibrilles qui permet leur enchevétrement (Paakko et al.,
2007). Ce comportement est souvent décrit grace au modele de Jones et Marques (Jones et Marques,
1990; Nechyporchuk et al., 2016). Selon celui-ci, le module de solutions de fibres rigides varie selon
une loi de puissance avec la concentration en fibres :

G x C" [3.15]

Pour les MFC, des valeurs de n entre 2,25 et 5,2 sont reportées dans la littérature selon les
caractéristiques de la suspension. Une autre théorie prédit la modification de n de 11/3 a 7 lorsque la
concentration augmente (Hill, 2008).

On réalise alors une combinaison linéaire de cette loi avec le modele d’Halpin-Kardos (Exk) envisagé
préalablement :

E =Eykx + b * @ypc [3.16]

Les mémes parametres que précédemment sont utilisé pour Exk et les valeurs de b et n sont ajustées
pour faire correspondre le modéle aux données expérimentales. Des valeurs de n entre 2 et 7 sont testées.

La combinaison de paramétres suivante permet de décrire le comportement de b 13000
nos matériaux en fonction de la fraction volumique de MFC : n 5

Cette combinaison est représentée et comparée aux résultats expérimentaux dans la Figure 3.29.
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70 Figure 3.29 : comparaison des données
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Elle semble pouvoir décrire le comportement des matériaux sur I’ensemble des fractions volumiques
¢tudiées. Cependant, plusieurs combinaisons de ces paramétres permettent d’ajuster le modéle aux
points expérimentaux présents. Des données expérimentales supplémentaires pour des fractions entre
0,20 et 0,27 pourraient permettre d’affiner les valeurs de n et b. Aussi, la signification physique du
paramétre b reste peu évidente a interpréter.

En conclusion, I’évolution du module de nos matériaux en fonction de la fraction volumique de MFC
peut étre décrite de facon qualitative par la combinaison du renfort des charges anisotropes rigides dans
une matrice souple et de I’enchevétrement des charges fibrillaires entre elles a haute concentration de
charges.

[11.3 Synthese de la partie IlI

Dans cette partie, on s’est intéressé a ’influence de chaque polysaccharide sur les propriétés des
matériaux biomimétiques de la paroi végétale réhydratés. Dans des conditions de réhydratation
similaires pour chaque composition, les variations des fractions de pectines et de xyloglucane ont peu
de conséquences sur le gonflement et les propriétés mécaniques. On note tout de méme une légére
diminution du module d’Young avec I’ajout de xyloglucane dans la composition. Cela suggere que la
contribution du xyloglucane a I’élasticité des matériaux biomimétiques est négligeable.

Il semble que c’est principalement la variation de la fraction de MFC qui influence les propriétés des
matériaux. Pour illustrer ce résultat, un résumé des modules obtenus pour des matériaux MFC/P52
réhydratés dans une solution & 10% de PEG et 0,1 mol/L de Ca?" est présenté dans un diagramme ternaire
(Figure 3.30). Chaque c6té du triangle indique la proportion de chaque polysaccharide dans le film. La
couleur du point indique I’ordre de grandeur du module d’Young : plus le point est proche du rouge,
plus le module d"Young est élevé, et plus la couleur du point est proche du vert, plus le module d"Young
est faible.
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Figure 3.30 : diagramme ternaire des compositions présentées dans la partie Ill. L ’amplitude du module est
indiquée par un code couleur : du vert au rouge = du plus faible au plus élevé.

Ce diagramme ternaire met bien en évidence I’influence majeure des MFC sur les propriétés élastiques
des matériaux biomimétiques. Ce comportement peut étre expliqué en raison des caractéristiques des
MFC qui sont des fibres agissant comme des charges dans la matrice de ’hydrogel.

L’évolution du module d’Young des matériaux en fonction de la fraction volumique de MFC a pu étre
correctement modélisé grace a la combinaison de deux phénomeénes traduits par des modéles empiriques.
Le premier modele, Halpin-Kardos, permet de décrire le renfort apporté par des fibres courtes dans un
composite et le deuxiéme, Jones-Marques, traduit les conséquences de 1’enchevétrement de fibres
longues.
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IVV. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, on a pu mettre en avant le comportement hybride des matériaux biomimétiques de la
paroi végetale. Ce matériau se comporte comme un hydrogel renforcé par des fibres.

La premiére partie du chapitre s’est intéressée a la caractérisation de matériaux biomimétiques de la
paroi, constitués de cellulose et de pectines de degré de méthylation de 52%, dans différents milieux
d’hydratation.

Les matériaux sont en partie constitué de cette phase aqueuse qui contréle le gonflement du gel de
pectines. Des paramétres tels que la concentration en ions, leur nature, le volume de réhydratation ou la
présence d’un co-soluté influencent son gonflement en raison de la nature polyélectrolyte des pectines.
Au-dela du pKa des pectines, ¢’est-a-dire a pH supérieur a 4,5, le pH n’influence pas les propriétés du
matériau.

Les pectines forment un gel en présence de calcium en raison d’interactions physiques assurant la
formation de jonctions de type « egg-box ». La réhydratation par une solution a 0,1 mol/L en Ca?* permet
de maintenir cette réticulation apres plusieurs heures d’immersion. En raison de la force ionique
importante de ce milieu, les charges ne participant pas a des jonctions egg-box sont masquées par des
contre-ions ce qui favorise d’autant plus le maintien des interactions entre pectines. Cette concentration
en calcium n’est peut-€tre pas similaire a celle d’une paroi végétale mais elle permet cependant d’obtenir
des matériaux ayant une teneur en eau équivalente (Albersheim et al., 2011).

O Ca2+
%%, Jonctions « egg-box »

La formation du gel pectique est basée sur des interactions physiques. Sa réticulation est donc réversible
et la présence d’autres ions dans la phase aqueuse peut moduler le degré de réticulation du gel pectique
par échange des espéces ioniques au niveau des jonctions egg-box.

Un co-soluté, ne modifiant pas le taux de réticulation du gel, peut étre utilisé pour modifier la pression
osmotique de la phase aqueuse et donc le gonflement du gel. Le PEG permet de remplir cette fonction.
Cette stratégie est particulierement utile pour caractériser les propriétés mécaniques en traction de ces
gels.

En effet, dans la deuxiéme partie du chapitre, on a pu observer que les propriétés mécaniques de ces
matériaux sont liées a leur taux de gonflement. Ce comportement est classique pour des gels. En
revanche, pour ces matériaux, la dépendance du module d’¢lasticité avec le taux de gonflement est tres
largement supérieure a ce qui est généralement reporté pour des gels (Dubrovskii et Rakova, 1997). Ces
matériaux sont en effet constitués de charges cellulosiques dont la fraction volumique influe sur les
propriétés mécaniques.

On s’est aussi intéressé a la variation des propriétés des matériaux biomimétiques avec le degré de
réticulation du réseau pectique en modifiant le type de pectines intégrées a la composition initiale. Des
pectines faiblement méthylées (DM = 31%) ménent a des matériaux aux propriétés trés différentes en
raison de I’augmentation du degré de réticulation. Le matériau devient plus rigide et déformable et moins
fragile.

Enfin, dans une troisiéme partie, le role de la composition en polysaccharides sur les propriétés des
matériaux biomimétiques a été étudié. Le xyloglucane est introduit dans les compositions afin de
s’approcher au mieux d’une structure réelle de paroi végétale.
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Dans des conditions de réhydratation similaires pour chaque composition, les variations des fractions
de pectines (DM =52%) et de xyloglucane ont peu de conséquences sur le gonflement et les propriétés
mécaniques. On note tout de méme une légére diminution du module d’Young avec I’ajout de
Xyloglucane, montrant son réle négligeable dans I’¢lasticité des matériaux.

C’est principalement la variation de la fraction de MFC qui influence les propriétés des matériaux.
Celles-ci agissent en effet comme un renfort fibrillaire a I’hydrogel. Ce comportement a pu étre modélisé
grace a la combinaison du modeéle d’Halpin-Kardos, décrivant le renfort de fibres courtes, et le modéle
de Jones-Marques, traduisant les conséquences de 1’enchevétrement de fibres longues.

En conclusion, tout comme la paroi végétale, les matériaux biomimétiques développés dans ce projet
sont des matériaux composites complexes. Leurs propriétés varient en fonction de nombreux parametres
interdépendants. La phase agqueuse controle le gonflement et donc influe sur les propriétés mécaniques.
Des taux d’hydratation et des modules élastiques d’un ordre de grandeur a ce qui est généralement décrit
pour les parois végétales (Bidhendi et Geitmann, 2019) sont obtenus par réhydratation des matériaux
dans une solution a 0,1 mol/L de calcium. Les matériaux ont des propriétés qui varient selon les
conditions d’hydratation, les structures des pectines ou bien la composition en polysaccharides. La
fraction volumique de MFC est un paramétre particuliérement important car en tant qu’objets longs et
rigides, elles assurent un réle de charges renforgant I’hydrogel.

Dans la paroi végétale tous ces parametres peuvent étre également finement modulés par la cellule afin
d’adopter des propriétés adaptées a sa croissance. Un des aspects particulierement étudié¢ actuellement
est la modification structurelle des pectines par des enzymes. Le chapitre suivant s’intéresse donc a la
modification enzymatique des matériaux biomimétiques.
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Chapitre 4 : Activité enzymatique sur
matériaux biomimétiques
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Les pectines subissent de nombreuses modifications structurales au cours de la croissance de la paroi.
Les modifications les plus considérables et les plus étudiées actuellement concernent la réduction de
leur degré de méthylation (DM) par I’action d’enzymes méthylestérases (PME) et leur dégradation par
des polygalacturonases (PG). Ces deux types d’enzymes constituent de grandes familles multigéniques
(Sénéchal et al., 2014). L’étude de leur action sur la paroi végétale est complexe car la coexistence d’un
nombre important d’enzymes différentes caractérisant la méme réaction permet a la plante d’adopter des
mécanismes de compensation. De plus, le role du DM sur les propriétés mécaniques de la paroi n’est
pas clairement établi, un DM faible (inférieur a 50%) pouvant conduire a la fois a des parois rigides et
souples (Bidhendi et Geitmann, 2016). La caractérisation de 1’évolution des propriétés des matériaux
biomimétiques aprés réaction avec ces enzymes pourrait apporter un éclairage supplémentaire a ces
études et permettre de mieux comprendre les mécanismes d’élongation d’une paroi végétale.

Une premiére étape consiste a vérifier la capacité d’une enzyme a réagir avec un tel substrat. In vitro
I’activité des enzymes est déterminée dans des milieux liquides. Dans le cas des parois et des matériaux
biomimétiques, le gel pectique n’étant pas complétement soluble, la catalyse est réalisée dans un milieu
hétérogene et dense. Ce parameétre peut influer sur la réactivité et le mode d’action des enzymes.

On s’intéresse ensuite a vérifier I’influence de différents paramétres physico-chimiques, tels que le pH
et la concentration des différentes molécules en jeu, sur I’activité d’une enzyme. Ces parametres peuvent
a la fois modifier I’activité enzymatique directement mais aussi via la modification des propriétés du
substrat comme son taux de gonflement ou son élasticité initiale (voir chapitre 3).

Dans ces deux premiéres parties, on utilise une PME fongique (Aspergillus aculeatus) qui est une PME
de référence et qui permet de comparer les résultats avec la littérature et valider les différentes méthodes
d’analyse. Une troisiéme partie se concentre plus particulierement sur I’études de PME et de PG issues
de végétaux et étudiées sur Arabidopsis thaliana par 1’équipe BIOPI (université UPJV) dans le cadre de
ce projet ANR. Cette partie offre la possibilité de comparer 1’application enzymatique sur les végétaux
et sur les modeles biomimétiques.

I. Réactivité d’une PME sur film biomimétique

En paralléle des végétaux, les PME sont généralement étudiées sur des pectines solubilisées ou sur des
gels peu concentrés. L’étude de la réactivité de PME sur des matériaux contenant de la cellulose en plus
des pectines est quasiment absente de la littérature. Seules les études de Bonnin et al. (2015, 2019) se
sont intéressées a la différence de processivité d’'une PME dans des gels contenant de la cellulose.
L’intérét des matériaux biomimétiques développés et étudiés dans le chapitre précédent est que leur
structure et leurs propriétés sont proches d’une paroi végétale. L’activité des enzymes sur ces substrats
devrait permettre d’apporter des ¢léments de compréhension supplémentaires.

I1 est dans un premier temps nécessaire de vérifier le comportement d’une PME de référence, la PME
d’Aspergillus aculeatus (AaPME), sur les matériaux étudiés dans le chapitre 3. Cette PME fongique est
commercialisée et son comportement a déja été décrit dans différents contextes. Christgau et al. (1996)
I’ont caractérisée en détail : sa masse moléculaire se situe entre 35 kDa et 43 kDa, son pH et sa
température d’activité optimum sont de 4,5 et 45°C respectivement. Sur des pectines de pommes de DM
initial égal a 75%, son activité spécifique est de 5500 nmol de méthanol libérées par minute et par
microgramme de protéine. La présence de sels (MgCl,, CaCl, et NaCl) augmente son activité. Un mode
d’action non processif de type « multiple-chain » a été identifié, a la fois a pH acide et basique (4,5 et
8) (Duvetter et al., 2006).

L’activité d’AaPME est d’abord caractérisée classiquement avec des solutions de pectines en évaluant
I’évolution du DM. Ces réactions préliminaires permettent d’identifier des effets de AaPME sur les
pectines d’agrumes utilisées dans ce projet, constituées d’environ 80% d’homogalacturonanes et de les
comparer a la littérature.

Ces résultats sont ensuite comparés a ceux obtenus aprés application des enzymes sur les matériaux
biomimétiques. Les matériaux sont constitués de 30% de MFC et de 70% de pectines. Les proportions
importantes en pectines permettent de caractériser plus précisément les modifications structurales et
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I’évolution des propriétés des matériaux. Par simplification, le xyloglucane n’est dans un premier temps
pas intégré a la composition. Les réactions enzymatiques sont réalisées a 30°C par immersion de chaque
échantillon dans une solution tampon MOPS a pH 6 contenant 0,1 mol/L de Ca?*. Ces conditions de pH
et de température sont classiques pour 1’étude des PME (L’Enfant et al., 2015).

L’évolution des propriétés mécaniques des matériaux apres réaction enzymatique est également évaluée
et mise en relation avec les modifications structurelles.

1.1 Cinétique et modifications structurales

Une enzyme est une protéine agissant comme catalyseur d’une réaction. Etudier la cinétique de cette
réaction permet alors de caractériser 1’efficacité de I’enzyme. In planta, les PME assurent un contréle
fin du DM permettant de moduler les propriétés de la paroi et sa croissance.

l.1.a En solution

Le but de cette partie est de déterminer un comportement de référence de AaPME sur des pectines
d’agrumes aux caractéristiques variables. Pour rappel, leurs DM sont :

Tableau 4.1 : DM des pectines utilisées dans ce chapitre.

Pectines P35 P52
DM (%) 31,1 52,5
Ecart-type 57 0,8

Généralement, il est observé que les pectines les plus méthylées sont de meilleurs substrats pour les
PME. Celles-ci peuvent avoir différents modes d’action en présence de pectines aux motifs
d’estérification différents. Cet aspect est évalué pour la déméthylation par AaPME de pectines de DM
initial 31% (P35) et 52% (P52).

I.1.a.i  Cinétique par dosage du méthanol

Les cinétiques de déméthylation des pectines de DM initial 31% et 52%, a 30°C et en milieu tamponné
a pH 6, au cours du temps sont comparées. Une fagon rapide de connaitre la cinétique de réaction des
PME sur des pectines est de suivre la quantité de méthanol libérée par la réaction de déméthylation
(Figure 4.2).

OH H

OH H
(o] PME, H.0 0

- —_—
HO HO + CHsOH
CH
?} D_.f 3 OH

OH OH

Figure 4.1 : réaction de déméthylation de I’acide galacturonique.

Ce suivi peut étre réalisé par dosage colorimétrique (Anthon et Barrett, 2004). Le méthanol prélevé dans
le milieu réactif est oxydé a 1’aide de 1’alcool oxydase dans un milieu complexant. L’absorbance du
complexe est mesurée par spectrométrie a 620 nm. Il a été vérifié qu’en présence de I’enzyme dénaturée,
le milieu ne contient pas de méthanol.
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Figure 4.2: suivi de réaction de
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La majorité de la réaction se déroule dans la premiére heure, la vitesse de réaction diminue ensuite
considérablement.

AaPME est beaucoup plus réactive avec les pectines P52 car le méthanol est libéré plus rapidement. On
peut calculer I’activité spécifique dans ces conditions, correspondant a la vitesse initiale de la réaction.
Pour une solution a 0,04% en pectines de DM initial égal a 52%, 1 ug de AaPME libere 7,8 nmol de
méthanol par minute. Dans le cas de pectines de DM initialement égal a 31%, une activité de 2,7
nmol/min par pg de protéines est mesurée. La différence de DM conduit ici a une réduction de 1’activité
par 3. Il est aussi possible qu’un pH apparent plus acide a I’interface des pectines inhibe la PME lorsque
le DM devient faible (Pelmont, 1989). Au fur et a mesure de la réaction, le substrat est de moins en
moins méthylé et est donc de moins en moins favorable pour AaPME.

Il est reporté dans la littérature des activités largement supérieures mais aussi trés variables selon les
conditions. Christgau et al. (1996) ont mesuré une activité de 5500 nmol/min/ug pour la déméthylation
de pectines de pomme de DM initial 75% dans des conditions d’activité optimale (50°C, pH 4,5). Mais
une activité de 100 nmol/min/ug a été mesurée par Duvetter et al. (2006) pour la déméthylation de
pectines d’agrumes (DM = 94%) a 22°C et pH 6. Cette derniére valeur est plus proche de celles obtenues
ici car elle est issue d’une réaction réalisée dans des conditions semblables. D’autres parametres de
réaction different (présence de sels) et peuvent expliquer, en plus des DM initiaux des pectines
différents, I’écart d’activité avec notre résultat. Aussi, notre enzyme n’a pas été purifiée et il peut y avoir
une erreur sur sa concentration réelle.

AaPME est donc réactive sur les pectines utilisées dans ce projet et dans ces conditions de réaction
(30°C, pH 6). Grace a I’équation :

t
DM(t) = DM; — Mueon (£) [4.1]

Npg

La cinétique de relarguage de méthanol permet de calculer I’évolution du DM des pectines au cours de
la réaction (Figure 4.3).
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Figure 4.3 : évolution du DM au cours de la
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On remarque que la cinétique de réaction n’est pas seulement dépendante du DM des pectines car les
pectines de DM initial 52%, ayant atteint un DM d’environ 30%, continuent a étre déméthylées plus
rapidement que les pectines de DM initial 31%. Une différence de distribution des motifs de méthylation
peut également impacter ’affinité de I’enzyme avec le substrat et donc son activité. Ce parametre sera
étudié plus loin dans le chapitre.

La réaction étant plus efficace en partant des pectines méthylées a 52%, ces derniéres sont
majoritairement étudiées dans ce chapitre.

Aussi, la réaction semble tendre vers un plateau lorsque le DM atteint environ 20% ce qui serait en
accord avec la littérature. 1l est en effet reporté qu’AaPME laisse 15 a 25% de méthyles aprés une
dégradation prolongée (4-6h) sur des pectines d’agrumes de DM initial égal a 72% (Christgau et al.,
1996). Cependant, ici, la durée de réaction de 120 minutes ne permet d’observer de fagon certaine le
DM minimal pouvant étre atteint par déméthylation par AaPME des pectines solubilisées.

I.1.a.ii Déméthylation totale en solution

Pour connaitre le DM limite de réactivité de AaPME sur nos substrats, une réaction de 55h est réalisée
avec une concentration en AaPME de 5 pg/mL. Les pectines sont ensuite séchées et caractérisées par
RMN de I’état solide, ce qui permet de s’affranchir de 1’évaporation possible du méthanol lors du
dosage.
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Figure 4.4 : spectres RMN des pectines P52 initiales (orange) et aprés déméthylation (bleu).
Déméthylation : 55h, [AaPME] = 5 pg/mL.

Les pectines obtenues semblent complétement déméthylées (Figure 4.4). En effet, les pics a 53 ppm et
a 171 ppm, respectivement caractéristiques des carbones des méthyles et des méthylesters des pectines,
disparaissent aprés cette réaction prolongée. AaPME est donc réactive sur des homogalacturonanes trés
peu méthylés et la diminution de DM limite seulement la vitesse de réaction.

Les mémes méthodes sont ensuite utilisées pour comparer les activités des réactions de AaPME sur des
matériaux cellulose/pectines, constitués de 30% de MFC et de 70% de pectines P52.

I.1.b  Modification enzymatique des matériaux MFC/P52

Une étude de réaction de AaPME sur des matériaux cellulose/pectines est réalisée dans des conditions
expérimentales proches. Avant réaction, chaque échantillon est réhydraté pendant au moins 2h dans une
solution tampon a pH 6 contenant 0,1 mol/L de Ca?*.

I.1.b.i  Cinétique de réaction

Dans cette partie, les réactions sont réalisées sur des matériaux MFC/P52 (R = 0,25) immergés dans 10
mL de solution. La concentration en pectines rapportées au volume total est alors d’environ 2 g/L.
Cependant, la concentration en pectines est bien plus élevée dans le matériau et dépend de son taux de
gonflement®. Une fois I’équilibre de gonflement atteint, 5 pg/mL de AaPME sont ajoutés au milieu de
réhydratation de chaque échantillon. L’évolution du DM au cours du temps est suivie a la fois par dosage
du méthanol et par RMN des films séchés aprés réaction (Figure 4.5).

8 Pour un échantillon de 30 mg et un taux de gonflement de 5, la concentration en pectines dans le matériau est
d’environ 130 g/L.
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Figure 4.5 : comparaison de I’évolution du
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Comme en solution, la réaction est trés rapide pendant les 30 premiéres minutes et assez rapide jusqu’a
2h mais ralentit considérablement ensuite. La plupart des durées de réaction seront donc fixées a 2h dans
le reste du chapitre.

On observe que le calcul du DM a I’aide du dosage du méthanol méne a des valeurs surestimées par
rapport a celles mesurées par RMN. Cette erreur peut étre due au dosage en lui-méme ou a une mauvaise
diffusion du méthanol hors du matériau. Le dosage permet donc d’avoir une idée rapide de la cinétique
de réaction mais ne permet pas de calculer le DM de fagcon précise. La caractérisation par RMN sera
privilégiée dans la plupart des analyses.

L’activité d’une réaction de déméthylation sur des pectines solubilisées est recalculée a partir du DM
obtenu par analyse RMN aprés une réaction de 2h. Une comparaison est réalisée avec I’activité d’une
réaction de 2h sur matériau MFC/P52, avec la méme quantité d’enzyme. Cependant les concentrations
en AaPME et en pectines différent.

Tableau 4.2 : comparaison des activités de AaPME sur des pectines solubilisées ou sur des matériaux MFC/P52.

AaPME P52 %DM Activité
(Hg) (g/L) " (nmolmeon/min/pgaaeme)
Solution P52 50 10 9,9 5,0
Matériau MFC/P52 50 2 31,2 2,2

Avec une méme quantité d’AaPME, I’activité est seulement divisée par 2 lorsqu’elle est réalisée sur un
substrat hétérogene par rapport a un substrat solubilisé. Cependant le ratio de PME par rapport aux
pectines est en faveur de la réaction sur matériau. On peut donc imaginer une baisse plus importante de
I’activité sur les matériaux avec un ratio PME/P52 équivalent.

Une réaction similaire & celle de la partie 1.1.a.ii Déméthylation totale en solution, permettant de
déterminer la limite de réaction, a aussi été réalisée sur les matériaux (5 pg/mL de AaPME et durée de
réaction 55h). Le DM obtenu a la fin de la réaction est de 26,9% (z 3,4%) soit un DM équivalent & une
réaction de 24h.

Contrairement a la réaction en présence de pectines solubilisées, la réaction sur les matériaux atteint
donc une limite lorsque les pectines ont un DM moyen autour de 30%. Certains méthylesters peuvent
étre inaccessibles pour 1’enzyme. La diminution du DM entraine possiblement une augmentation du
nombre de jonctions pectines — calcium au cours de la réaction. La densification du réseau pourrait
limiter alors la diffusion de 1’enzyme.

La réactivité sur des matériaux contenant des pectines P35 a aussi été vérifiée. Contrairement aux
matériaux contenant initialement des pectines de DM 52%, les matériaux constitués de pectines P35 ne
sont pas modifiés par AaPME (annexe 111.1). Ce résultat confirme la limite de réaction sur les matériaux
lorsque le DM est d’environ 30%.
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I.1.b.ii  Effet de la concentration en enzyme

L’influence de la concentration en AaPME sur la réaction sur matériaux MFC/P52 est illustrée dans la
Figure 4.6. Des réactions a différentes concentrations en enzymes sont réalisées dans un volume de 0,6
mL pendant 2h. Dans ces conditions les pectines ont alors une concentration (rapportée au volume total)
d’environ 35 g/L soit presque 20 fois supérieure a celle des réactions dans 10 mL.

)
=
Q2
10
0
0 05 2 5

[PME] (ug/mL)

Figure 4.6 : effet de la concentration en
AaPME  sur  D’avancement de la
déméthylation.

Réaction : 2h,V =10,6 mL.

Les DM obtenus au bout de 2h de réaction a différentes concentrations enzymatiques sont peu différents.

La grandeur ADM :

DMinitiar — DMpina
DMinitiar

ADM = [4.2]

est introduite pour traduire I’avancement de réaction plus précisément. Lorsque I’on compare les valeurs
de ADM en fonction de la concentration en enzyme (Figure 4.7), la réaction avec 5 pg/mL d’AaPME
semble légerement plus efficace que celles réalisées avec des concentrations enzymatiques inférieures.

0,4 Figure 4.7 : comparaison de [’avancement
m06mL =10mL de la réaction selon la concentration en
AaPME.
0,3
Z 0.2
2
0,1
0,0
0,5 2 5
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Aussi, en comparaison, une réaction de méme durée réalisée avec une concentration en AaPME de
5pug/mL mais dans un volume de 10 mL méne a une réduction de DM plus importante que la réaction
réalisée dans 0,6 mL. Ces résultats mettent en avant que la concentration en enzyme peut jouer un réle
sur ’avancement de la réaction mais que c’est surtout le ratio de la quantité d’enzyme par rapport a la
quantité de pectines qui impacte le plus I’avancement de la réaction.

Les comparaisons de réactions réalisees avec le méme volume réactionnel sont donc ensuite
principalement étudiées. Afin de minimiser la quantité d’enzymes nécessaire, les réactions sont
majoritairement réalisées dans 0,6 mL.

Une autre fagon de caractériser les modifications structurales des pectines apres déméthylation consiste

a s’intéresser a la distribution des motifs d’estérification.
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I.1.c Comparaison des motifs de demethylation

Les méthylesters peuvent étre distribués de facon aléatoire ou par blocs sur les chaines pectiques. Cette
distribution évolue suite a I’action des PME et est dépendante de leur mode d’action, processif
(mécanismes « single-chain » et « multiple-attack ») ou aléatoire (mécanisme « multiple-chain »).

Il est intéressant de connaitre les motifs d’estérification car ils peuvent donner aux gels de pectines des
propriétés différentes pour un méme DM (Ralet et al., 2012; Strom et al., 2007). En effet, les jonctions
avec le calcium sont coopératives et des motifs blocs rendent plus probable la présence de suffisamment
de sites déméthylés consécutifs pour former ces jonctions.

Le degré de distribution des séquences non-estérifiées des pectines, « degree of blockiness » (DB), est
déterminé selon une méthode adaptée de Daas (1999). Les blocs non-estérifiés, c’est-a-dire les zones
contenant un enchainement d’au moins 4 acides galacturoniques, sont spécifiquement dégradées par une
endo-polygalacturonase (endo-PG).
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Majoritaires si PME processive
Figure 4.8 : schéma de la dégradation par une endo-PG permettant de déterminer le mode d’action de la PME.

On différencie le DB qui est le ratio des monoméres (AGal), diméres (DiAGal) et trimeres (TriAGal)
d’acides galacturoniques par rapport au total d’acides galacturoniques présents dans les pectines
initialement ; et le DB absolu (DBas) qui considere la quantité des AGal, DiAGal et TriAGal par rapport
a la quantité totale de pectines (incluant acides galacturoniques et galacturonanes méthylestérifiés).

Ces grandeurs permettent de différencier des pectines déméthylées de facon processive et formant des
motifs blocs ou déméthylées de fagon aléatoire. De plus, d’aprés Strom et al. (2007), le module G’ de
gels pectines — calcium est proportionnel au DBaps des pectines, cette grandeur servira donc lors de
I’analyse des propriétés mécaniques des matériaux.

I.1.c.i  Validation de la méthode de chromatographie

Les oligosaccharides sont séparés et quantifiés par chromatographie liquide. Une colonne C18 permet
de séparer les différents oligoméres selon leur polarité. 1ls sont ensuite détectés par un DEDL (détecteur
évaporatif a diffusion de lumiére). Des standards commerciaux d’acide mono-, di- et trigalacturonique
permettent de réaliser une courbe de calibration.
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Figure 4.9 : Chromatogramme des standards d’acide monogalacturonique (1°), d’ester monogalacturonive (1Y), d’acide
digalacturonique (2°) et d’acide trigalacturonique (3°).
Concentration : 0,5 g/L, notation : DPPM, 1¢ pic = sel du milieu tampon.

Les oligomeéres sont élués sous forme d’un double pic correspondant aux deux anoméres a et § des
sucres (Figure 4.9). Les trois oligomeéres d’intérét sont correctement séparés et le standard d’ester
galacturonique (1') est également élué a un temps différent.

Un échantillon de pectines P52 dégradées par I’endo-PG est analysée par LCMS avec le méme
programme d’élution. Cette analyse permet de vérifier dans un échantillon complexe 1’absence d’autres
molécules aux temps d’¢lutions d’intéréts. Quelques pics supplémentaires sont également identifiés
(voir partie 1.1.c.iii Impact de AaPME sur la distribution des motifs d’estérification).

La caractérisation des oligomeres libérés par les pectines de DM 0% (P0) dégradées par 1’endo-PG,
montre la présence uniquement des oligoméres d’intérét (1°, 2° 3% avec une majorité d’acide
trigalacturonique (Figure 4.10).
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Le DB calculé est de 115%, il est donc légerement surestimé. Une imprécision dans la pureté des
standards commerciaux peut en étre & 1’origine. Dans la littérature, une valeur de 90% est obtenu pour
I’acide polygalacturonique (PGA) (Tableau 4.3). Cependant, pour ces deux études, une PG différente
est utilisée et semble mener a la présence d’oligoméres de DP 4, non intégrés au calcul du DB.

La méthode modifiée permet donc de caractériser un DB. Elle n’a cependant pas été testée avec des
pectines modeéles dont la nature des motifs est connue. Or, dans la littérature, différentes valeurs de DB
et DBuans sont obtenues par différentes équipes pour des pectines aux motifs connus (Tableau 4.3).
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Tableau 4.3 : références rapportant la caractérisation du DB de pectines aux motifs d’estérification connus.
Aléatoire = déméthylation chimique ; bloc = déméthylation par PME de tomate (*ou d’orange).
** séparation par électrophorese capillaire.

Référence DM (%) Motif DB (%) DBabs (%0)
0 - 88 n.c.
30 aléatoire 17 n.c.
(Daas et al., 1999) -

52 aléatoire 5 n.c.
56 bloc 33 n.c.

30 aléatoire 50 35

(Strom et al., 2007) ** 50 aléatoire 25 13
30 bloc* 95 67

50 bloc* 91 45

5 - 89 85

30 aléatoire 17 12

(Fraeye et al., 2010a) 46 aléatoire 9 5
27 bloc 30 22

48 bloc 15 8

40 aléatoire 33 20

(Ralet et al., 2012; Tanhatan- 56 aléatoire 21 9
Nasseri et al., 2011) 36 bloc* 71 46
56 bloc* 73 32

Ces différences peuvent étre liées a 1’origine de I’endo-PG utilisée pour la dégradation (Strom et al.,
2007). On peut aussi supposer que l’origine des pectines et leurs caractéristiques initiales ; des
différences de préparation des échantillons et des méthodes de séparation des oligomeres peuvent mener
a des résultats divers. Il semble plus pertinent de comparer la différence de DB entre pectines, pour une
méme méthode.

I.1.c.ii  Distribution des motifs d estérification des pectines P52 et P35

Les pectines utilisées sont des pectines commerciales. Leurs conditions d’extraction et la fagon dont leur
DM est contr6lé ne sont pas connues. Il est donc nécessaire de déterminer de quelle maniére les
méthylesters sont initialement distribués sur ces pectines avant applications de PME.

Les DB et DBabs ont été mesurés apres dégradation par 1’endo-PG des pectines initiales et de matériaux
MFC/Pectines (30/70) n’ayant pas été modifiés par des PME. Pour les deux pectines, P52 et P35, les
valeurs de DB différent peu selon que les pectines soient libres ou au sein d’un matériau avec des MFC
lors de la dégradation par I’endo-PG (Figure 4.11).
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Figure 4.11 : comparaison des DB calculés apres dégradation des pectines solubilisées ou des films contenant les pectines
P35 (A) ou P52 (B).
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La PG semble donc diffuser correctement au sein des matériaux et attaquer 1’ensemble des pectines. Les
résultats donnés (Tableau 4.4) sont les moyennes des résultats obtenus pour les deux types de substrats.

Tableau 4.4 : valeurs moyennes de DB et DBans des pectines initiales.

Pectines DB (%) DBabs (%0)
P35 440+17 30,3+1,2
P52 17,6 £3,0 83x14

Pour P52, seulement environ 18% des acides galacturoniques non méthylés sont libérés par 1’endo-PG,
contre environ 44% chez P35. Les valeurs de DBaps traduisent qu’environ un tiers des pectines P35
correspond a des blocs non méthylés contre seulement 8% pour les pectines P52. Il y a donc une
différence de degré de « blockiness » entre P35 et P52, P35 contenant plus de blocs non méthyleés.

Nos résultats sont comparés a ceux de la littérature (Tableau 4.3). D’aprés 1’étude de Fraeye et al.
(2010a) qui utilise une méthode de quantification similaire, ces valeurs de DB et DBas Sont
représentatives de pectines aux motifs blocs.

I.1.c.iii Impact de AaPME sur la distribution des motifs d’estérification

L’effet de la déméthylation par AaPME sur la distribution des motifs d’estérification est vérifié apres
modification du matériau MFC/P52 par 5 pg/mL d’AaPME pendant 2h a pH 5.

Le profil d’élution des oligoméres issus de la dégradation par I’endo-PG du matériau modifié par
AaPME est comparé a celui obtenu pour les pectines initiales (Figure 4.12).
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Figure 4.12 : comparaison des profils d’élution des oligoméres des pectines initiales (gris) et aprés modification par AaPME
d’'un matériau MFC/P52 (rouge).

Aprés déméthylation par AaPME, les quantités d’oligomeéres observés s’éloignent de celles obtenues
avec les pectines P52 initiales. L’échantillon ayant été déméthylé il contient plus d’acides
galacturoniques non méthylés, il n’est donc pas surprenant d’observer que la dégradation par I’endo-PG
produise plus d’oligomeres.

L’analyse en LCMS réalisée sur 1’échantillon P52 initial permet d’identifier quelques pics
supplémentaires. L’échantillon issu de la réaction avec AaPME semble contenir beaucoup plus
d’oligoméres de faibles DP légérement méthylés (31, 4/52, 51/62) que 1’échantillon initial. Cela pourrait
aussi traduire la présence de plusieurs zones des pectines ayants des motifs d’estérification aléatoires,
méme apres modification par AaPME.
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Le DB calculé pour I’échantillon modifié par AaPME reste équivalent a celui des pectines non modifiées
(Tableau 4.5). Le DBabs augmente légérement en raison de la modification du DM.

Tableau 4.5 : DB et DBabs calculés & partir des aires du chromatogramme de la Figure 4.12.
DM (%) DB (%) DBabs (%0)

P35 31,1 44,0 30,3
P52 47,2 17,6 8,3
MFC/P52 + AaPME 28,5 16,8 12

Le DB reste cependant relativement faible comparé a ceux qui peuvent étre observés pour des pectines
aux motifs blocs dans la littérature (Tableau 4.3) et par rapport aux pectines commerciales P35.

On peut donc conclure que cette enzyme ne semble pas déméthyler de fagon processive les pectines du
matériau MFC/P52. Cela est en accord avec ce qui est généralement décrit pour la déméthylation par ce
type d’enzyme (fongique) de pectines solubilisées (Sénéchal et al., 2014).

On s’intéresse ensuite aux conséquences de cette modification du DM sur les propriétés des matériaux.

[.2 Conséquences sur les propriétés mécaniques des matériaux

L’activité sur film biomimétique peut aussi étre analysée grace a 1I’évolution des propriétés du matériau.
Il a été montré dans le chapitre 3 que le gonflement et les propriétés mécaniques dépendent du réseau
pectique. On s’intéresse donc a I’impact des modifications structurales dues aux réactions enzymatiques
sur le gonflement des matériaux MFC/P52 (R = 0,5) et leurs propriétés mécaniques.

I.2.a  Effets de la concentration et du temps

Des réactions de différentes durées, a différents pH et concentrations en AaPME sont réalisées® et
permettent d’obtenir des DM finaux de 27% a 42%.

Les courbes des contraintes en fonction de la déformation, permettant de visualiser 1’évolution des
propriétés mécaniques, sont représentées pour deux types de séries en Figure 4.13 et en Figure 4.14. La
premiére montre 1’évolution des propriétés pour des réactions de durée croissante et une concentration
en AaPME fixée a 0,5 pg/mL et la deuxieme montre des réactions de 2h mais pour lesquelles la
concentration en AaPME varie.

® Les matériaux sont d’abord réhydratés pendant 15h dans un milieu tampon de 0,6 mL et 4 0,1 mol/L
de Ca?*. Les réactions sont réalisées dans ce milieu une fois le gonflement initial ayant atteint I’équilibre.
Le taux de gonflement aprés réaction, grinai, €St mesuré apres équilibrage du matériau dans 0,1 mol/L de
Ca?* pendant plusieurs heures apres la fin de la réaction. Les essais de traction permettant de mesurer le
module d”Young (E) sont également réalisés suite a cet équilibrage. Le DM est mesuré par analyse RMN
des matériaux séches.
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Tableau 4.6 : DM des pectines des
e0h ©05h ©2h e5h e15h e24h matériaux modifiés par AaPME et
représentés en Figure 4.13.

2
durée (h) DM (%)
15 0 47,7
= 0,5 41,9
[a
=1 358
© 5 38,3
05 .
: 15 36,9
0 ¢ 24 36,7
0 20 40 60 80 100

£ (%)

Figure 4.13 : courbes de tractions des matériaux aprés modification par
AaPME de différentes durées.
[AaPME] = 0,5 pg/mL, V = 0,6 mL.

Tableau 4.7 : DM des pectines des
eOug/mL ©05pug/mL ©2ug/mL o5 pg/mL matériaux modifiés par AaPME et
représentés en Figure 4.14.

2
Concentration o
PME (ug/mL) ~ °PM(%0)
< 0 47,7
o
2 05 35,8
e 35,5
5 33,1
0 20 40 60 80 100
€ (%)

Figure 4.14 : courbes de tractions des matériaux aprés modification par
AaPME a différentes concentration.
Durée de réaction : 2h, V = 0,6 mL.

Ces courbes mettent en avant I’efficacité de la réaction méme pour une durée courte ou avec une
concentration en enzyme faible. En effet, en présence de PME, on observe une augmentation trés
significative de I’ensemble des propriétés : module d’élasticité, contrainte et déformation a la rupture.
Méme une faible diminution du DM permet d’observer des effets importants sur les propriétés
mécaniques des matériaux. L’évolution des propriétés avec les différents paramétres de réaction est
aussi notable mais moins significative.

La diminution du DM par réaction de AaPME sur les matériaux conduit en théorie une modification du
degré de réticulation du gel pectique car la réaction est réalisée dans un milieu riche en Ca?*. La
modulation des propriétés mécaniques découle principalement de cette diminution de DM car, comme
vu dans le chapitre 3, les paramétres de réhydratation du matériau, tels que la durée d’immersion et le
pH, n’ont pas d’influence sur leurs propriétés mécaniques. Le taux de réticulation est également
dépendant du motif d’estérification des pectines mais comme observé dans la partie précédente 1.1.c.iii,
le DB ne semble pas étre significative modifié avec cette enzyme.

Ces réactions ont été répétées et I’ensemble des résultats obtenus est rassemblé dans le Tableau 4.8. Les
couleurs permettent de distinguer les séries de réactions réalisées avec différentes concentrations en
AaPME et sont ensuite reprises dans les graphes pour nuancer les tendances.
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Tableau 4.8 : résumé des conditions de réactions et des propriétés principales des matériaux apres modification par AaPME.
pH 6 sauf * pH 5 et ** pH 8 ; volume réaction = 0,6 mL.

Conditions de réaction Résultats

[QZWI_E)] Durée () | DM (%)  ADM Gina E (MPa) E/Eo
0 0 47,7+ 4,6 - 42+0,5 23+04 1,0
0* 0 472+5,0 0,01 55%+0,3 1,3+£0,2 0,6
0,5 0,5 419+3,1 0,12 48+0,1 41+04 1,8
0,5 2 358+04 0,25 40+04 8,1+0,3 3,5
0,5 2 38,8+14 0,19 4,4+0,2 6,2+0,7 2,7
0,5 5 38,3+24 0,20 48+0,1 7,3+0,3 3,2
0,5* 2 36,135 0,24 40+0,2 73+04 3,2
0,5** 2 37,0£1,2 0,22 3,6+0,6 50+04 2,2
0,5 15 37,2+3,8 0,22 3,705 139+0,8 6,1
0,5 15 36,9+3,1 0,23 48+0,1 8,7+0,5 3,8
0,5 24 37,0£15 0,22 3,2+0,6 154+14 6,7
0,5 24 36,7 £3,4 0,23 4,7+0,1 9,8+0,3 4,2
0,5 2 384+1,8 0,19 45+0,1 55%+0,3 2,4
2 2 36,5+24 0,23 3,9+0,8 8817 3,8
2 2 355+21 0,26 4,1+0,6 10,6 £1,2 4,6
5 2 33,1+£1,9 0,31 3,5+0,3 11,3+£0,8 49
5 2 37,745 0,21 3,8+0,6 8,8+04 3,8
5* 2 285+28 0,40 43+0,3 9,7+1,0 4,2
5** 2 33,6 £0,9 0,30 49+0,1 6,1+0,2 2,7
5 55 26,9+34 0,44 3,3+0,2 292+1,1 12,7

Le comportement des matériaux, c’est-a-dire leur gonflement, module et propriétés a la rupture, apres
modification enzymatique est donc analysé plus en détail dans les parties suivantes. L’évolution des

propriétés en fonction des modifications structurales (modification du DM) est commentée.

1.2.b

Gonflement

Les taux de gonflement donnés dans le Tableau 4.8 sont représentés en fonction du DM et de ADM dans
la Figure 4.15.

La mesure du taux de gonflement n’est pas assez précise pour mettre en avant une tendance claire avec
la durée de réaction ou la concentration en enzyme. Les valeurs de taux de gonflement obtenues aprés
des réactions de différentes durées et a différentes concentrations en enzyme restent proches des valeurs
des échantillons témoins (valeurs en vert).

20

30
DM (%)

40 50

60

0,0

0,1

0,2

03
ADM

0,4

0,5 0,6

Figure 4.15 : évolution du taux de gonflement g en fonction du DM (A) ou de la modification de DM (B) des pectines.

Le gonflement des matériaux semble peu impacté par la modification de la structure des pectines. On
peut quand méme noter une légére diminution du taux de gonflement avec la diminution du DM (ou
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avec ’avancement de la réaction ADM). Cette tendance est en accord avec une augmentation du taux
de réticulation du gel pectique dans des conditions physico-chimiques similaires.

De maniére intéressante, les matériaux composés de P35 initialement ont un taux de gonflement de 2,5,
ce qui semble plus faible que ceux des matériaux dont le DM est équivalent aprés modification par
AaPME. La distribution des méthylesters peut mener a un réseau pectique différent (voir partie 1.1.c.iii
Impact de AaPME sur [a distribution des motifs d estérification) avec un comportement différent. Aussi,
les polysaccharides ont peu de mobilité au sein du matériau et les réarrangements moléculaires pouvant
mener a un réseau optimal sont limités.

1.2.c Module d’élasticité

Dans le tableau on remarque qu’en revanche le module d’élasticité varie significativement avec la
modification du DM. Plus précisément, il augmente avec la diminution du DM (Figure 4.16).

A B
30 3 30
i

S 20 & 20
= 3 3 ;
W —— w

10 e e 10 G ° s

x i o~
He i E—| = = *
. = %
0 10 20 30 40 50 0,0 01 02 03 04 05
DM (%) ADM

Figure 4.16 : évolution du module d’Young E en fonction du DM (4) ou de la modification de DM (B) des pectines.

Cette évolution est cohérente avec 1’augmentation du nombre de sites de réticulation. Cependant, on
peut observer qu’un méme DM peut mener a des modules différents. Cela peut étre lié a la variabilité
issue de la fabrication des matériaux.

Lorsque la réaction est maintenue sur une longue durée avec une concentration en PME importante, la
différence de DM reste proche de celles obtenues avec des réactions plus courtes. En revanche, le
module d’Young mesuré est largement supérieur. Il semble donc qu’a des faibles DM, une petite
variation du DM entraine une modification importante de la densité de réticulation.

Il est a noter aussi que le module des matériaux initialement constitués de pectines de DM 31% (P35)
est d’environ 80 MPa. Comme pour le taux de gonflement, cette valeur est largement supérieure a celles
mesurées pour des matériaux de DM équivalent obtenu aprés réaction avec AaPME. Cela peut
s’expliquer par I’existence d’une distribution des méthylesters différentes entre les pectines P35 et les
pectines P52 déméthylées, a un DM équivalent, avec AaPME.

Strom et al. (2007) se sont intéressés a 1’évolution du module de gel pectiques en fonction de leur DM
en réalisant des gels avec des pectines déméthylées par des PME de plantes (papaye ou orange) ou par
traitement alcalin. 1ls observent une relation linéaire entre le logarithme du module de cisaillement des
gels de pectines et leur DM mais avec une pente différente selon le type de déméthylation (Figure 4.17).
La pente est largement supérieure lorsque les pectines sont déméthylées par traitement chimique menant
a des motifs de méthylation aléatoires (Tableau 4.9).
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) ) Tableau 4.9 : coefficients des relations
° PME papaye © PME orange e Déméthylation alcaline e AaPME linéaires entre log G et %DM pour chaque

série de déméthylation (Figure 4.17).

8
. Déméthylation | coefficient

] s, . PME papaye -0,07
o, -0,02
2 Ry Alcaline -0,14

) T, . AaPME -0,05

“.
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
DM (%)

Figure 4.17 : évolution du module de cisaillement de gel de pectines issues de
déméthylations différentes en fonction de leur DM.

Données extraites de Strom et al. (2007), sauf AaPME : données calculées a
partir du module E (Tableau 4.8).

Le module G de nos matériaux (série AaPME) est comparé a ces données. L ensemble des modules de
nos matériaux est supérieur en raison de la présence de cellulose dans leur composition.

On obtient aussi une relation linéaire du logarithme de G avec le DM, avec une pente proche de celle
obtenue pour des séries de pectines déméthylées par des PME de papaye ou d’orange. Ce résultat est
¢tonnant étant donné que cette PME est connue pour avoir un mode d’action aléatoire, qui semble
d’ailleurs avoir été confirmé par 1’analyse du DB des pectines apreés modification des matériaux (partie
I.1.c.iii Impact de AaPME sur la distribution des motifs d’estérification). On s’attendrait donc a ce que
I’évolution du module suive plutdt celle obtenue par déméthylation alcaline.

La relation non linéaire entre le module et le DM des pectines ainsi que la variation de la relation selon
le type de déméthylation traduisent bien le fait que le taux de réticulation du gel pectique n’est pas
proportionnel au DM. La distribution des motifs de méthylation a un réle important dans la modification
du taux de réticulation du gel.

.2.d  Propriétés a la rupture

Comme observé sur les courbes de tractions, les propriétés a la rupture sont aussi modifiées par la
création de jonctions calciques supplémentaires. Les valeurs des contraintes et des déformations a la
rupture pour ’ensemble des réactions détaillées dans le Tableau 4.8 sont représentées dans les Figure
4.18 A et B en fonction du DM des pectines apres réaction avec AaPME.

A 35 B 120
3,0 100
2,5 * L ®
’ ., 9Le
E = 80 L 2 ..
2,0 ® S °
. @ < .
2 B o - 60 1 I
bg 15 e o " Y‘
10 . .
g " .
L ARA .
‘»
0,0 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
DM (%) DM (%)

Figure 4.18 : évolution de la contrainte a la rupture (A) et de la déformation a la rupture (B) en fonction du DM des pectines
des matériaux modifiés par AaPME.
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Malgré la dispersion des résultats liés a la difficulté de mesurer des propriétés a la rupture avec ce type
de matériaux, on observe une tendance claire d’augmentation a la fois de la contrainte maximale et de
la déformation avec la diminution du DM.

Généralement 1’augmentation de la rigidité d’un matériau conduit & diminuer sa capacité d’allongement.
Ici, au contraire, I’augmentation du nombre de jonctions dans le réseau pectique rend le matériau plus
déformable. Grace a ’action de AaPME, le matériau biomimétique devient a la fois plus rigide, moins
fragile et plus déformable.

1.3 Synthese partie |

L’application de la PME fongique, AaPME, dans le milieu d’immersion de matériaux biomimétiques
MFC/P52 permet de déméthyler les pectines de facon conséquente. En effet, avec seulement 0,5 pg/mL
de PME dans le milieu d’immersion, il est possible de diminuer de 25% le DM initial en 2h.

Comparé a une déméthylation de pectines solubilisées, la réaction sur les matériaux est plus lente, et est
probablement dépendante de la cinétique de diffusion de 1’enzyme au sein du matériau. La réaction
atteint également une limite lorsque le DM des pectines diminue jusqu’a une valeur d’environ 30%.
Certains méthylesters restent donc inaccessibles au sein du matériau. Il est possible que la diminution
du DM, entrainant une augmentation de la réticulation du gel, limite de plus en plus la diffusion de
I’enzyme.

On a pu ensuite observer que la déméthylation des pectines du matériau conduit a une modification de
ses propriétés. De fagon étonnante, le taux de gonflement n’est pas trés impacté par I’évolution du DM.
En revanche, les propriétés mécaniques en traction évoluent avec le DM. Les propriétés a la rupture sont
linéairement dépendantes du DM des pectines modifiées. Le module d’élasticité E semble avoir une
relation avec le DM en puissance comme cela a déja été observé avec des gels de pectines modifiés par
des PME végétales (Strom et al., 2007).

Les matériaux dont les pectines sont modifiées jusqu’a un DM d’environ 30% n’atteignent cependant
pas les mémes performances mécaniques que des matériaux constitués initialement de pectines d’un
DM équivalent (matériaux MFC/P35). Cela peut en partie s’expliquer par la différence des motifs de
déméthylation réalisés par AaPME sur les pectines P52 par rapport aux motifs des pectines P35.

Dans la partie suivante, on s’intéresse plus particulierement a I’impact des parameétres du milieu
d’immersion et de la composition en polysaccharides sur 1’activité de AaPME sur les matériaux
MFC/P52.
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1. ROle des parameétres physico-chimiques sur la réactivité d’une
PME

La paroi végétale est dans un environnement agueux constitué de nombreux solutés dont la concentration
peut varier. La concentration des enzymes dans la paroi est difficile & estimer mais on sait que leur
activité peut étre régulée, notamment grace a des protéines inhibitrices. Aussi, le pH et la composition
ionique de la paroi sont susceptibles d’évoluer au cours du temps.

On a vu dans le chapitre 3 que certains de ces parametres peuvent modifier le comportement physico-
chimique de la paroi. Mais ils peuvent aussi avoir des conséquences sur la réactivité des enzymes
(Catoire et al., 1998; Denés et al., 2000; Hocq et al., 2021). Enfin, il a été suggéré que la présence de
cellulose dans un gel de pectines modifierait la réactivit¢ d’'une PME (Bonnin et al., 2019). 1l est donc
intéressant d’étudier I’influence des modifications des ratios de polysaccharides sur I’activité des PME
dans des conditions d’hydratation identiques.

1.1 Milieu réactionnel

L’effet de trois parameétres physico-chimiques du milieu réactionnel sur 1’activité enzymatique est
¢valué en mesurant le DM et le module d’élasticité des matériaux aprés réaction. Des matériaux de
composition initiale MFC/P52 (30%/70%) sont utilisés dans cette partie.

Le pH ne modifie pas I’aspect du film qui garde le méme gonflement et les méme propriétés mécaniques
entre pH 5 et pH 8 (voir chapitre 3). Son réle sur ’activité enzymatique est donc vérifié.

Des réactions réalisées en milieu PEG, afin de limiter le gonflement des matériaux, permettent ensuite
de Vvérifier le role de ce parametre sur la réactivité de AaPME.

Enfin, ’impact de la concentration en calcium sur la réactivité est évalué. De la méme fagon que pour
la pression osmotique, ce parametre peut modifier a la fois le gonflement du matériau et les propriétés
structurales de la protéine.

Apres réaction, tous les échantillons sont rééquilibrés dans 0,1 mol/L de Ca?" afin de mesurer
uniquement les propriétés résultant de la réaction enzymatique. Il a ét¢ montré dans le chapitre 3 qu’une
réhydratation dans une solution de PEG est réversible.

Il.1.a Effet du pH

Les enzymes étant composées d’acides aminés, une variation de pH peut conduire a des modifications
d’activités des PME. Concernant les matériaux, le pH, entre 5 et 8, ne modifie pas leurs propriétés.

Les réactions sont réalisées en milieu tamponné dans 0,6 mL a 0,1 mol/L en Ca?" pendant 2h. Deux
séries avec différentes concentrations en AaPME sont compareées.

Figure 4.19: comparaison des DM des

0,5 pg/mL 5 pg/mL Initial pectines aprés réaction avec AaPME des
matériaux MFC/P52 a différents pH.
Réaction 2h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, V = 0,6
50 mL. Ligne verte = matériau non modifié.
40
< I
& 30 L .
=
0 20
10
0
pH 5 pH 6 pH 8
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Quelle que soit la concentration en AaPME, le pH ne semble pas modifier significativement le DM
mesuré apres réaction (Figure 4.19). Cependant, les références citées plus haut reportaient plutdt une
différence de processivité en fonction du pH. Deux modes de déméthylation différents pouvant mener
aux mémes DM, il est plus intéressant de comparer la distribution des blocs déméthylés aprées réaction.
Cet aspect sera abordé dans la partie 111 Etude d'enzymes de remodelage de différentes origines.

La constitution des jonctions pectines-calcium est dépendante du motif de distribution des sites non
méthylés. A DM équivalent, une distribution bloc est susceptible de former plus de jonctions pectiques
qu’une distribution aléatoire. En effet, la formation des jonctions nécessite un enchainement d’au moins
6 acides galacturoniques non méthylés. Une différence du nombre de jonctions (et donc du degré de
réticulation du réseau pectique) résulte en une différence d’élasticité du matériau. La Figure 4.20
représente les modules mesurés apres réaction enzymatique a différents pH.

Figure 4.20: comparaison des modules

0,5 pg/mL Spg/mL  =—Initial d’Young E des matériaux MFC/P52 aprés
réaction avec AaPME a différents pH.
15 Réaction 2h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, V = 0,6

mL. Ligne verte = matériau non modifié.

I
10 I

==
| '
0
pH 5 pH 6 pH 8

On observe que pour les deux réactions a pH 8, le module est inférieur a ceux des réactions a pH 5 et 6.
Comme le DM est équivalent, cette réduction peut résulter d’une différence de mode d’action a ce pH.
AaPME agirait de facon plus aléatoire & pH 8 qu’a pH5. L’évaluation des motifs d’estérification, en
partie I11, pourra permettre de vérifier cette hypothése.

E (MPa)

I1.1.b  Contréle du gonflement par la pression osmotique

La pression osmotique, contrdlée par I’ajout d’un soluté, le PEG, contribue a limiter le gonflement du
matériau. Un milieu plus contraint pourrait limiter la diffusion de I’enzyme et donc la modification des
pectines.

Aussi, la diminution du taux de gonflement conduit a une fraction volumique en MFC plus importante.
Or, d’aprés Bonnin et al. (2015), I’augmentation de la concentration en cellulose dans un gel de pectines
conduirait a I’accélération de la réaction et a une modification de la processivité.

On s’intéresse donc a évaluer I’effet du gonflement du matériau et de la fraction volumique de MFC sur
la réactivité de AaPME avec les matériaux biomimétiques. L’ensemble des conditions de réaction et des
résultats sont résumés dans le Tableau 4.10.
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Tableau 4.10 : résumé des conditions de réactions comparées dans cette partie et des propriétés des matériaux MFC/P52
mesurées apres réaction avec AaPME.
Réaction : 2h, [Ca?*]1 =0,1 mol/L, pH =6,V = 0,6 mL sauf *V = 10 mL.

Conditions de réaction Résultats

[QIZI/DI"T\]ALE)] PEG (%) Qréaction QMFC DMfinal (%) (final E (M Pa)
0 0 4,2 0,05 477+ 4,6 42+0,5 23+04

0,5 0 4,2 0,05 358+04 40+04 8,1+0,3
0,5 10 2,9 0,07 458+23 3,9+0,0 42+0,3
0,5 20 2,2 0,09 441+ 3,2 44+0,0 26+0,1
0,5 25 1,8 0,11 450+15 44+0,1 2,7+0,2

5* 0 4,2 0,05 31,2+24 43+0,2 149+1,3

5* 10 2,9 0,07 275+ - 3,2+0,1 15,0+ 25

Des DM entre 27% et 46% sont obtenus selon les conditions de réactions. Les taux de gonflement finaux
identiques quelques soient les concentrations en PEG utilisées dans le milieu de réaction confirment
I’élimination du PEG aprés rééquilibrage des films dans 0,1 mol/L de Ca?". Comme observé dans la
partie 1.2. Conséquences sur les propriétés mécaniques des matériaux, le taux de gonflement final ne
dépend pas notablement du DM final des pectines.

I1.1.b.i Variation de la pression osmotique

Les résultats de la premiére partie du Tableau 4.10 sont d’abord analysés. La concentration massique en
PEG du milieu réactionnel varie de 0% a 25% ce qui correspond a des pressions variant d’environ 0 a
0,91 MPa.

Figure 4.21: comparaison des DM des
pectines apres réaction avec AaPME des
matériaux MFC/P52 dans des milieux a

différentes concentration en PEG.

40 Réaction 2h, [AaPME] = 0,5 pg/mL,
< [Ca?*]1 = 0,1 mol/L, V=0,6 mL.
< 30 Ligne verte = matériau non modifié.
=
0 2

10

0

0% 10% 20% 25%
% PEG

Les DM obtenus apres réaction en présence de PEG ne sont pas significativement différents du DM de
référence (Figure 4.21). La présence de PEG semble donc inhiber la réaction.

Les modules d’élasticité mesurés ne sont également pas significativement différents de celui de
référence, aux concentrations en PEG de 20% et 25% dans le milieu réactionnel (Figure 4.22).
Cependant, il semble y avoir une modification du module pour la réaction dans 10% de PEG. Il est
possible qu’un début de réaction ait lieu mais que la modification de DM soit trop faible pour étre
mesurée.

111
Chapitre 4



Figure 4.22 : comparaison des modules
d’Young E des matériaux MFC/P52 apres
réaction avec AaPME dans des milieux a
différentes concentration en PEG.

Réaction 2h, [AaPME] = 0,5 pg/mL,
[Ca?*]1 = 0,1 mol/L, V =0,6 mL.

I Ligne verte = matériau non modifié.
0 i - .

0% 10% 20% 25%
% PEG

10
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N

La présence de PEG, si elle n’inhibe pas la réaction, semble la ralentir fortement. La contraction du
réseau pectique en présence de PEG, concentrant les MFC, semble limiter la diffusion de I’enzyme.

La faible concentration enzymatique utilisée pour ces essais n’est sans doute pas adaptée pour évaluer
une réaction ralentie. Des réactions avec une concentration supérieure en PME et en présence de 10%
de PEG ont aussi été réalisées.

I1.1.b.ii R6le de la concentration enzymatique

Les deux derniéres lignes du Tableau 4.10 correspondent a des réactions dans 10 mL et avec une
concentration de 5 pg/mL en AaPME. Ces résultats sont comparés aux précédents.

A 0% PEG 10% PEG Initial B mm 0% PEG 10% PEG Initial
20
50
-L ]
40 15
s =
2 30 o
— 10
S 2
o 20 L
5
10 =
0 0
0,5 5 0,5 5
[PME] (ug/mL) [PME] (ug/mL)

Figure 4.23 : comparaison des DM (A) et modules E (B) selon la concentration en AaPME dans des milieu sans ou avec 10%
de PEG. Réaction 2h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, V = 10 mL. Ligne verte = matériau non modifié.

Contrairement aux réactions a 0,5 pg/mL, a une concentration de 5 pg/mL de AaPME on observe un
DM et un module équivalent lorsque la réaction a lieu en présence de 10% de PEG ou sans PEG. Ces
résultats confirment que la présence du PEG et de la pression osmotique modifie seulement la vitesse
initiale de réaction.

I1.1.c Concentration en calcium

Dans le chapitre 3, il a été montré que le comportement du matériau était dépendant de la concentration
ionique du milieu de réhydratation. Son gonflement augmente avec la diminution de la force ionique, a
degré de réticulation équivalent.

Faire varier la concentration en calcium dans le milieu de réaction permet de vérifier une fois de plus si
le gonflement du matériau modifie I’activité enzymatique. Cependant, les ions peuvent aussi interférer
avec des enzymes et modifier leur réactivité (Christgau et al., 1996). Ces derniers ont mesuré une
augmentation de I’activité de AaPME en solution de 150% en présence de 0,01 mol/L de Ca?".

112
Chapitre 4



Ces essais ont d’abord été réalisés sans PEG puis dans un milieu contenant 10% de PEG en présence
d’une concentration en AaPME plus importante’®. Dans ce milieu, I’amplitude de variation du
gonflement est moindre mais la perte de matiére est limitée. Les conditions de réaction et les résultats
associés sont récapitulés dans le Tableau 4.11.

Tableau 4.11 : résumé des conditions de réactions comparées dans cette partie et des propriétés des matériaux MFC/P52

mesurées apres réaction avec AaPME.
Réaction : 2h, pH = 6.

Conditions de réaction Résultats
. [AaPME] o DMfinal _

[Cc’:i2 ] PEG (%) (Ug/m L) Qréaction PMFC (%l)na (final E (M Pa)
0,01 0 0,5 13,2 0,02 34,2 +10,4 - -
0,05 0 0,5 49 0,04 36,3+2,8 - -

0,1 0 0,5 4,2 0,05 358+0,4 40+04 8,1+0,3
0,01 10 5 3,9 0,05 23,2 + - 3,7+0,1 11,6 +2,0
0,05 10 5 3,3 0,06 279+ - 3,3+0,1 121+1,8
0,1 10 5 2,9 0,06 275+ - 32+0,1 150+25

La Figure 4.24 permet de comparer 1’évolution du DM en fonction de la concentration en calcium dans
le milieu de réaction. Il semble que la réduction du DM n’est pas dépendante de la concentration en
calcium. Dans cette gamme de concentration, de 0,01 mol/L a 0,1 mol/L, I’activité de AaPME n’est pas
impactée contrairement a ce qui a été mesuré en solution par Christgau et al. (1996).

Figure 4.24 : comparaison des DM des
pectines apres réaction avec AaPME des
matériaux MFC/P52 dans des milieux a
différentes concentration en Ca?*,

0% PEG mmmm10% PEG = Initial

50 Réaction 2h. 0% PEG : [AaPME] = 0,5

40 pg/mL, V =0,6 mL. 10% PEG : [AaPME] =
< I = 5 pg/mL, V = 10 mL.
£ 30 Ligne verte = matériau non modifié.
=
0 20

10

0
0,01 0,05 0,1

[CaZ*] (mol/L)

Seules les propriétés mecaniques de la série de réactions réalisée dans le milieu @ 10% de PEG sont
analysées en raison des pertes de matiéres plus importantes dans les milieux de réaction sans PEG
(diminution importante du module).

Figure 4.25 : comparaison des modules E

mmmm 10% PEG V = 10 mL PME =5 pg/mL = Initial des matériaux MFC/P52 aprés réaction
avec AaPME dans des milieux a différentes
20 concentration en Ca?*.
Réaction 2h, [AaPME] = 5 pg/mL, V = 10
15 mL. Ligne verte = matériau non modifié.
<
o
S 10
w
5
0
0,01 0,05 0,1

[CaZ*] (mol/L)

10 Les échantillons sont rééquilibrés aprés réaction dans 0,1 mol/L de Ca?" pour comparer uniquement des
évolutions de propriétés liées aux réactions enzymatiques.
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Dans tous les cas le module d’élasticité apres réaction est supérieur a celui du témoin négatif. La
diminution de la concentration en calcium conduit a une légére diminution de module. Les origines
possibles de cette diminution peuvent étre la perte de matiéres ou une réaction enzymatique Iégérement
moins efficace et non détectable au niveau du DM.

Globalement, la concentration ionique et I’augmentation du gonflement du matériau ne semblent pas
avoir d’effet sur la réactivité de I’enzyme. Aussi la diminution de 1a fraction volumique de MFC ne
semble pas modifier la réactivité. Il est possible que plusieurs facteurs se compensent. Une autre
hypothése est qu’a partir d’un certain pallier de taux de gonflement et/ou de fraction volumique de MFC,
ces parametres n’influencent plus la diffusion de I’enzyme dans le matériau.

[1.2 Composition du matériau

Il a été suggéré dans 1’étude de Bonnin et al. (2015) que I’activité de AaPME est modifiée selon la
composition de gels pectines/cellulose. Ils ont observé une augmentation de la cinétique et un mode
d’action plus processif lorsque la concentration de MFC dans les gels passe de 0% a 1,5%. Cependant,
I’impact éventuel du xyloglucane sur la réactivité des PME n’a pas été évalué.

Aussi il a été observé dans la partie précédente que la réduction du taux de gonflement semble ralentir
Iactivité enzymatique. Cela pourrait étre reli¢ a une densification du réseau pecto-cellulosique. Evaluer
I’impact de la variation de la fraction volumique de MFC sur la réactivité de AaPME pourrait permettre
de vérifier cette hypothése.

Pour comparer I’effet de la composition en polysaccharides des matériaux biomimétiques, 4
compositions différentes ont été mises en présence de 0,5 pg/mL de AaPME pendant 2h a pH 6. Les
évolutions du DM et des propriétés mécaniques apres réactions sont analysées. Les différences de
réactivité sont mises en relation avec la composition des matériaux.

Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 4.12. Les proportions de chaque polysaccharide sont
données sous la forme %MFC/%P52/%XG. Le DM de la derniére composition ne peut pas étre
caractérisé par RMN de 1’état solide car les proportions de pectines sont trop faibles.

Tableau 4.12 : résumé des propriétés initiales des matériaux de différentes compositions et apres réaction avec AaPME.
Réaction : 2h, [AaPME]= 0,5 pg/mL, [Ca®*] = 0,1 mol/L, pH = 6.

Conditions initiales Résultats
MRCIPEoNG | Gnin Omrc Dz\oﬂ/;')”a' Cfina (ﬁ,,g,;') (E/;Baa{) Ed/E;
30/70/0 43+0,0 0,046 358+04 | 4004 1,9+0,1 8,1+0,3 4,2
30/67/3 4,7+0,1 0,042 27,3+0,1  46%01 1,6+0,3 39+39 2,5
60/34/6 38+£0,0 0,104 219+02 | 3,7+01 | 32%0,.1 6,7+0,4 2,1
83,2/8,4/8,4 26+0,1 0,210 - 26+01 | 154+14 | 195+05 1,3

On remarque encore une fois que le taux de gonflement est trés peu ou pas du tout modifié par la réaction
enzymatique et la réduction du DM.

Comme vu dans le chapitre 3, le module d’élasticité est fortement dépendant des proportions de MFC
dans le matériau. Le module obtenu apreés réaction est donc normalisé par le module du matériau avant
réaction afin de comparer I’impact des réactions enzymatiques sur les propriétés mécaniques.

I.2.a Modifications structurales
On s’intéresse dans un premier temps a comparer 1’évolution du DM selon la composition du matériau.
I1.2.a.i Effet de 'introduction de xyloglucane a la composition

Pour vérifier si la présence de xyloglucane peut avoir un impact sur la réactivité de AaPME, des
réactions sur des compositions avec et sans XG mais avec des quantités proches de pectines (30/70/0 et
30/67/3) sont réalisées.
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Dans le Tableau 4.12, on peut observer que malgré une trés faible différence de gonflement et de fraction
volumique de MFC dans le matériau, la réaction semble plus efficace sur le matériau contenant du
xyloglucane car la diminution du DM est plus importante.

I1.2.a.ii Effet de la modification du taux de MFC

Plus globalement, si on analyse les DM des compositions apres réaction avec la méme quantité
d’AaPME, on remarque qu’il diminue davantage lorsque le ratio de pectines diminue (et le ratio de MFC
augmente).

Il est possible que comme pour 1’hypothése issue de 1’étude de Bonnin et al. (2015), I’augmentation du
taux de cellulose dans le matériau favorise la réaction. Mais cela peut également résulter du fait qu’a
quantité de PME constante, le ratio de PME par rapport aux pectines augmente lorsque ce dernier
diminue, ce qui pourrait modifier la cinétique de réaction. Cette hypothése est vérifiée dans le
paragraphe suivant.

I1.2.a.iii Réaction a ratio PME/pectines constant

Des réactions sur différents matériaux ont donc été réalisées en maintenant un ratio de la concentration
en PME par rapport a la concentration de pectines constant.

Tableau 4.13 : DM et taux de gonflement de matériaux de Composition

compositions différentes modifiés par AaPME avec un ratio MEC/P52/XG DMyinal (%) Qfinal

PME/pectines identique pour chaque réaction.

Réaction : 2h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH = 6. 0/100/0 33,2 51
50/45/5 32,7 3,9
60/34/6 33,4 3,7
70/23/7 24,3 3,1

Le DM semble étre dans ces conditions, et pour les trois premiéres compositions, indépendant du ratio
des polysaccharides. Le DM est équivalent également pour des matériaux dont le taux de gonflement
est significativement différent : celui constitué uniqguement de pectines (0/100/0) et ceux en contenant
34% (60/34/6) ou 45% (50/45/5). Ces résultats sont comparés, en fonction du ratio de pectines ou de la
fraction volumique de MFC, a ceux obtenus avec une concentration en AaPME constante.

A o [PME] =05 pg/mL = [PMEJ/[P52] = constant B «[PME]=05pug/mL  * [PME]/[P52] = constant
40 40
[ ] [ ]

30 30
— ) — [ ]
S S
2 ° 2 °
— 20 — 20
s s
()] [a)

10 10

0 0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Ratio P52 o(MFC)

Figure 4.26 : comparaison de I’évolution du DM avec la composition en pectines (4) ou en MEC (B) des matériaux apreés
modification par AaPME, soit & concentration en enzyme constante ou a ratio enzyme/pectines constant.
Réaction : 2h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH = 6.

Il semblerait donc que la réactivité de AaPME soit indépendante du ratio des polysaccharides dans la
composition. Mais la plus forte diminution de DM pour la composition contenant la plus forte proportion
de MFC (70/23/7) montre qu’il serait nécessaire de vérifier cette conclusion avec plus de compositions
différentes.
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On peut également s’intéresser a I’évolution des propriétés mécaniques des matériaux apres réactions
pour Vérifier les différentes hypothéses avancées avec I’analyse de 1’évolution du DM.

I1.2.b  Modification des propriétés mécaniques

Seuls les matériaux du Tableau 4.12, issus des réactions a concentration en AaPME constante, ont été
testés par essai de traction. Les courbes de tractions représentatives des matériaux avant et aprés
réactions sont données en Figure 4.27.

—230/70/0 30/67/3 60/34/6 ——283,2/8,4/8,4

15

6 (MPa)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
€ (%)

Figure 4.27 : courbes de traction des matériaux avant (tiret) et aprés modification par AaPME (trait plein).
Réaction : 2h, [AaPME]= 0,5 pg/mL, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH = 6.

L’ensemble des propriétés mécaniques des matériaux de chaque composition augmentent apres réaction
enzymatique. Cependant, en s’intéressant plus particuliérement au rapport E«/Ei, on remarque qu’une
diminution du DM plus considérable n’engendre pas un accroissement du module plus important,
lorsque le ratio de pectines diminue.

On peut aussi comparer les deux compositions ayant des ratios en polysaccharides proches, 30/70/0 et
30/67/3. Le module initial des deux matériaux est proche mais le module final est plus faible pour la
composition contenant du xyloglucane. Or, d’apres les analyses de DM, ce matériau devrait former plus
de nouveaux sites de jonction calcique, apres modification par AaPME, que le matériau ne contenant
pas de xyloglucane. Il est possible que le XG et les MFC limite la formation de nouvelles jonctions.

11.3 Synthese partie Il

Dans cette partie, on s’est d’abord intéressé¢ aux conséquences que pouvaient avoir les parameétres
d’immersion sur I’activité de AaPME.

Il semble y avoir peu d’effet du pH sur I’activité d’AaPME lorsqu’on compare 1’évolution du DM. On
peut cependant noter une diminution du module aprés modification a pH 8, comparé aux matériaux
modifiés a des pH plus acides. AaPME peut étre moins réactive ou mener a des motifs d’estérification
différents & pH 8.

Lorsqu’on réduit le gonflement du matériau par pression osmotique dans le milieu d’immersion
constitué de PEG, on observe un ralentissement important de la cinétique de réaction. La diffusion de
I’enzyme est trés probablement ralentie par ce phénomeéne.

La concentration en calcium du milieu d’immersion modifie ¢galement le gonflement du matériau.
Lorsque la concentration en calcium diminue, le matériau gonfle plus. Ce phénoméne ne semble pas
favoriser ’activité d’AaPME. Sur des pectines solubilisées, AaPME est plus active en présence de sels
((Christgau et al., 1996). Il est donc possible que la diminution de la concentration en calcium diminue
son activité et que ce phénomeéne soit compensé par une meilleure diffusion de ’enzyme dans le
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matériau. Mais il est aussi possible qu’au-dessus d’un gonflement limite, la diffusion de I’enzyme dans
le matériau ne soit pas améliorée.

Globalement, le fait que les pectines soient complexées par le calcium a plus de conséquences sur
I’activité d’AaPME que les paramétres physico-chimiques du milieu de réhydratation.

Enfin, I’'impact de la composition en polysaccharide du matériau sur la modification par AaPME a été
évaluée. L’enzyme est active sur des compositions allant de 8% a 100% de pectines P52 et donc sur des
matériaux contenant une fraction importante de cellulose.

Pour une méme concentration en PME, on observe des évolutions de DM et de propriétés mécaniques
différentes selon la composition. Il semblerait cependant qu’avec un ratio de PME par pectines
équivalent entre différentes compositions, le DM obtenu aprés 2h soit identique.

Dans la partie suivante, on s’intéresse a la modification des matériaux par d’autres PME pouvant
conduire a des modifications structurales différentes. L’effet d’enzymes de dépolymérisation des
pectines, les PG, est également étudié.
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I11. Etude d'enzymes de remodelage de différentes origines

Pour vérifier la réponse des matériaux biomimétiques au stimulus enzymatique, seule 1’action de la PME
d’Aspergillus aculeatus a été étudiée en détails dans les deux premieres parties. Dans cette derniere
partie, on s’intéresse a I’action d’enzymes fournies par le laboratoire BIOPI (Biologie des plantes et
innovation), partenaire de ce projet ANR.

Des PME ayant des modes d’actions différents en solution sont appliquées sur les matériaux
biomimétiques. Les structures et propriétés mécaniques de ces derniers sont ensuite caractérisées et
compareées.

La réactivité de polygalacturonases (PG) sur les films biomimétiques est également étudiée. L’équipe
du BIOPI s’intéresse aux conséquences sur la croissance de plants d’Arabidopsis thaliana lors de
I’application de PG dans le milieu de culture. Les résultats sur matériaux biomimétiques seront donc
mis en paralléle avec les phénotypes observés sur les végétaux.

I11.1 PME processives

Les PME fongiques peuvent avoir un mode d’action différent par rapport aux PME des plantes (Salas-
Tovar et al., 2017). Les PME fongiques, considérées acides, déméthyleraient les pectines de facon
aléatoire alors que les PME végétales basiques déméthyleraient les pectines par blocs.

Réaliser la comparaison de réactivité de différentes PME sur les matériaux biomimétiques pourrait
permettre de vérifier ces hypothéses issues de dégradation de pectines en solution. De plus, la
modification des matériaux selon différents mode d’action enzymatique permet d’obtenir des matériaux
avec des propriétés mécaniques différentes.

Deux PME, fournies par le laboratoire BIOPI, sont utilisées dans cette partie. La premiére est issue du
champignon Verticillium dahliae (VdPME) mais 1’équipe BIOPI a récemment montré que son mode
d’action était processif malgré son origine fongique (Safran et al., 2021). Elle a une masse moléculaire
d’environ 39 kDa. Son activité spécifique a été mesurée a environ 90 nmolmeon/min/pg. Le pH et la
température optimum d’activité, avec des pectines dont le DM est compris entre 55% et 70%, sont 6 et
40°C respectivement. Son activité n’est pas améliorée en présence de sels contrairement 8 AaPME.

La seconde, PME citrus, est une PME issue d’agrumes et de masse moléculaire environ égale a 34 kDa.
Elle est active sur des pectines de DM 50%, a des pH compris entre 5 et 9 et a des températures entre
30°C et 50°C. Son activité n’est pas améliorée en présence de sels (Savary et al., 2002). Son mode
d’action varie selon le pH car il a été montré qu’elle produisait de plus longs blocs déméthylés a pH 7,5
qu’a pH 4,5 (Cameron et al., 2008).

L’activité des trois enzymes a €t¢ comparée par une méthode de diffusion sur gel de pectines de DM =
70% (BIOPI). A quantité de protéine égale, AaPME est plus active que les deux autres & pH 5 et moins
active a pH 7,6. VAPME et PME citrus ont des activités équivalentes.

I11.1.a Activité enzymatique

On s’intéresse dans un premier temps a comparer avec AaPME la réactivité des deux PME processives
sur les matériaux biomimétiques. Des réactions de 2h sont réalisées dans 0,6 mL de milieu tamponné a
quantité égale de protéines (5 pg/mL) sur des matériaux MFC/P52.

I11.1.a.i Modification du DM sur matériaux MFC/P52

L’évolution du DM des matériaux MFC/P52 en présence des différentes PME est analysée par RMN
(Figure 4.28).
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Figure 4.28 : comparaison des DM des
pectines des matériaux MFC/P52 apres

50 réaction avec différentes PME.
Réaction : 2h, [PME] = 5 pg/mL,
40 [Ca**] = 0,1 mol/L, pH =5,V =0,6 mL.
Ligne verte = matériau non modifié.
S 30
=
[a)
20
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AaPME est la plus réactive des 3 enzymes. Ce résultat est en accord avec les données de la littérature,
son activité spécifique étant aussi plus importante, et avec les observations de tests par diffusion sur gel.

VdPME est également réactive sur les matériaux. En revanche, il semble que ’activité de PME citrus
soit inhibée dans ces conditions car le DM n’a pas évolué aprés 2h de réaction. Des durées de réaction
plus longues pourraient permettre de vérifier si I’activité est complétement inhibée par le substrat ou si
la cinétique est fortement ralentie en raison d’une difficulté pour cette enzyme a diffuser dans le
matériau, qui ne serait pas liée a sa taille.

I11.1.a.ii Influence du pH sur la réactivité

Dans la partie Il de ce chapitre, il a été observé que la diminution du DM apreés réaction de AaPME sur
des matériaux MFC/P52 n’était pas impactée par le pH de la réaction. Cependant, les mesures d’activité
par gel diffusion réalisées au préalable (BIOPI) indiquent une activité supérieure a pH 5 par rapport a
pH 7,6.

Pour VAPME et PME citrus, les activités observées par gel diffusion semblent au contraire supérieures
a pH 7,6 qu’a pH 5. On vérifie dans cette partie ’impact du pH sur la réactivit¢é de VAPME et PME
citrus sur des matériaux MFC/P52.

Figure 4.29 : comparaison des DM des

pHS5 mmmmpH8 - Initial pectines des matériaux MFC/P52 aprés
réaction avec différentes PME a pH 5 et a
pH 8.
50 T Réaction : 2h, [PME] = 5 pg/mL,
| [CaZ*] = 0,1 mol/L, V = 0,6 mL.
40 I Ligne verte = non modifié (pH =5).
S 30 I
=
0O 20
10
0

AaPME VdPME PME citrus

De la méme fagon que pour AaPME, le pH ne semble pas avoir un impact tres significatif sur la
diminution du DM apres réactions des enzymes sur les matériaux. AaPME semble légerement plus
réactive a pH 5 qu’a pH 8 et inversement pour VdAPME, ce qui est en accord avec les activités observées
par gel diffusion.
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I11.1.b  Distribution des motifs d’estérification (DB)

Les matériaux issus des différentes réactions des PME sont caractérisés pour calculer le DB des pectines
et le comparer au DB initial. Un rappel des DM obtenus aprés ces réactions est donné dans le Tableau
4.14.

Tableau 4.14 : rappel des DM apres reaction avec Enzyme pH DM (%)
différentes PME a pH 5 et a pH 8.
Réaction : 2h, [PME] = 5 pg/mL, [Ca2*] = 0,1 mol/L, Controle 5 47,2
V=0,6mL. AaPME 5 28,5
VdPME 5 36,8
PME citrus 5 46,8
AaPME 8 33,6
VdPME 8 34,6
PME citrus 8 45,3

I11.1.b.i Comparaison des profils d’élutions

L’ensemble du profil d’élution de chaque échantillon est d’abord analysé. Ces profils sont issus des
dégradations par endo-PG d’une méme concentration initiale en matériau MFC/Pectines. On compare
les profils des échantillons issus des réactions a pH 5 avec celui des pectines initiales (P52, gris) (Figure
4.30).

—VdPME pH5 citrus PME pH5 P52 —— AaPME pH5
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Figure 4.30 : chromatogramme des oligoméres des pectines initiales (gris) et aprés modification par AaPME (rouge),
VAPME (violet) ou PME citrus (jaune) d 'un matériau MFC/P52 a pH 5.

Contrairement a ce qui a déja été décrit dans la partie I pour 1’échantillon déméthylé par AaPME, la
déméthylation par VAPME (violet) méne a un profil d’oligomeres équivalent a celui obtenu pour les
pectines P52 non modifiées (gris).

La réaction avec PME citrus méne a un profil d’oligoméres 1égérement différent. Or, au vu des résultats
de DM, il semble que cette réaction n’ait pas significativement modifié les pectines. Ce résultat est donc
étonnant. Aussi, pour ces deux échantillons, la diminution voire disparition du pic correspondant au
triAGal (3% n’est pas expliquée.

Pour les échantillons issus des réactions a pH 8 avec AaPME ou VAPME, les profils d’élution sont
équivalents a ceux obtenus a pH 5. Ce n’est pas le cas pour les échantillons issus des réactions avec
PME citrus. Or, au vu des résultats de DM, il semble que cette réaction n’ait pas significativement
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modifié les pectines quel que soit le pH. L’ensemble des résultats obtenus pour les réactions avec PME
citrus est donc difficile a interpréter.

Les pics correspondant aux oligoméres AGal (1°), diAGal (2°) et triAGal (3°) sont ensuite intégrés pour
calculer le DB et le DBays a partir de leur concentration.

[11.1.b.ii DB et DBabs

Les valeurs de DB et DBas calculées pour les différentes conditions de réaction avec les PME sont
récapitulées dans le tableau suivant et les Figure 4.31 A et B permettent de les comparer.

Tableau 4.15: récapitulatif des caractéristiques structurales des pectines apres
réaction des matériaux MFC/P52 avec différentes PME a pH 5 et a pH 8.
Réaction PME : 2h, [PME] = 5 pg/mL, [Ca?*] = 0,1 mol/L, V = 0,6 mL.

Enzyme pH DM (%) DB (%) DBabs (%0)
Controle 5 47,2 17,6 8,3
AaPME 5 28,5 16,8 12
VdPME 5 36,8 17,8 11,2
PME citrus 5 46,8 20 10,6
AaPME 8 33,6 17,2 114
VdPME 8 34,6 18,6 12,2
PME citrus 8 45,3 9,4 51

Lorsque 1’on s’intéresse aux valeurs de DB, il n’y a pas de différence avec les pectines initiales apres
déméthylation par AaPME et VdPME aux deux pH et pour PME citrus a pH 5.

Pour AaPME et VAPME, le pH ne semble donc pas avoir modifié la processivité de I’enzyme. Ces
valeurs sont également proches du DB mesuré avec les pectines P52 non déméthylées (Figure 4.31).

Les faibles DB et DBays 0Obtenus aprés réaction de la PME citrus a pH 8 ne sont pas expliqués. 1l est
possible que des traces d’enzymes PG ou PL soient présentes dans cette PME commerciale et modifient
la structure des pectines seulement a un certain pH. Mais cela conduirait a une diminution de la quantité
de pectines dans le matériau (voir partie 111.2 sur les PG) et aucune diminution du pourcentage de
pectines dans ces échantillons n’a été observé avec 1’analyse RMN. Des analyses supplémentaires
seraient nécessaires pour comprendre le comportement des pectines aprés réaction avec PME citrus.
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Figure 4.31 : comparaison de DB (A) et DBabs (B) des pectines apres réaction des matériaux MFC/P52 avec différentes PME
a pH 5 et a pH 8. Réaction PME : 2h, [PME] =5 pg/mL, [Ca?*] = 0,1 mol/L, V = 0,6 mL. Ligne verte = pectines initiales.

A part pour PME citrus & pH 8, les différentes conditions de réactions de déméthylation semblent donc
mener a des distributions de motifs équivalents.

D’apres Ralet et al. (2012), le DB de pectines aux motifs blocs est indépendant du DM lorsque celui-ci
est inférieur a 60%. Au contraire, le DB des pectines méthylées aléatoirement varie de facon
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significative avec le DM. Il semble donc que cette série présente des pectines aux motifs plutdt blocs.
Ce résultat est attendu pour les PME processives (VAPME et PME citrus) mais pas pour AaPME. Cette
derniére est trés réactive, méme sur les matériaux, et la déméthylation extensive des pectines peut mener
a des motifs blocs que le mode d’action de I’enzyme soit processif ou aléatoire. Une autre hypothése est
qu’en présence de cellulose, en milieu dense, le mode d’action de la PME fongique soit modifié¢ (Bonnin
et al., 2015). Le DB reste cependant relativement faible comparé a ceux qui peuvent étre observés pour
des pectines aux motifs blocs dans la littérature (Tableau 4.3) et par rapport aux pectines commerciales
P35.

La légére augmentation du DBaps aprés réaction avec les PME peut résulter de I’augmentation de la taille
des blocs.

Cependant, plus de résultats, sur une plus large gamme de DM, sont nécessaires pour Vvérifier ces
observations. Aussi le motif initial des pectines n’est pas certains et selon celui-ci, des modes de
déméthylation aléatoire ou processif peuvent mener a une méme valeur de DB (Ralet et al., 2012).

I11.1.c Propriétés mécaniques

Toujours dans I’optique de relier les modifications structurales des pectines a I’évolution des propriétés
mécaniques des matériaux, celles-ci sont caractérisées par essai de traction.

I11.1.c.i Observations générales

Des courbes représentatives des propriétés des matériaux apres réaction avec lesPME apH 5 ou a pH 8
sont représentées dans la figure suivante.

e controle PME citrus e VAPME e AaPME B o contréle PME citrus e VAPME e AaPME
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Figure 4.32 : courbes de traction des matériaux avant et apres réactions avec différentes PME a pH 5 (A) et a pH 8 (B).
Réaction : 2h, [PME] = 0,5 pg/mL, [Ca?*] = 0,1 mol/L, V = 0,6 mL.

Les moyennes des modules des échantillons de chaque réaction sont calculées et rassemblées avec les
autres parametres mesurés dans le tableau suivant.

Tableau 4.16 : ensemble des propriétés obtenues apreés réaction de déméthylation avec différentes PME des matériaux
MFC/P52. Réaction : 2h, [PME] = 5 pg/mL, [Ca?*] = 0,1 mol/L,V = 0,6 mL.

Enzyme pH DM (%) DB (%) DBabs (%0) q E (Mpa)
Contrble 5 47,2 17,6 8,3 5,5 1,3
AaPME 5 28,5 16,8 12,0 4,3 9,7
VdPME 5 36,8 17,8 11,2 4,1 55

5 46,8 20,0 10,6 4,7 2,2
AaPME 8 33,6 17,2 114 4,9 6,1
VdPME 8 34,6 18,6 12,2 5,0 51

8 453 9,4 51 52 2,0
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Comme évoqué dans la partie | de ce chapitre, le taux de gonflement varie peu avec le DM mais le
module augmente lorsque le DM diminue. Un plus grand nombre de jonctions calcium peuvent se former
au sein du mateériau suite a la déméthylation des pectines.
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Figure 4.33 :évolution du module E (A) ou de son logarithme (B) et fonction du DM des pectines des matériaux MFC/P52
modifiés par différentes PME (Tableau 4.16).

Une corrélation équivalente a celle de la partie | du chapitre, entre le logarithme du module et le DM,
est observée, avec une pente de -0,03. Cette pente est équivalente a ce qui est observé pour les PME de
plantes (Tableau 4.9).

Cette évolution du module avec le DM semble confirmer les observations issues de la caractérisation du
DB des pectines aprés déméthylation par les différentes PME : le mode de déméthylation de AaPME
n’est pas discernable de celui de VAPME et PME citrus. Il serait cependant nécessaire d’avoir plus de
données pour confirmer cette tendance.

[11.1.c.ii Comparaison des différentes enzymes

Lorsque I’on compare I’impact des différentes PME sur les matériaux, la plus forte réactivité de AaPME
a pH 5 est mise en évidence par un module plus élevé par rapport aux modules mesurés pour les autres
PME.

A pH 8, le module pour AaPME est équivalent a celui mesuré pour VAPME. Le DM des pectines aprés
ajout de PME citrus n’est pas significativement différent de celui du matériau d’origine. Cependant, on
observe une 1égére augmentation du module d’élasticité qui laisse penser que PME citrus a quand méme
Iégerement réagit.

Figure 4.34 : comparaison des modules E

pHS mmmmpH 8 Initial des matériaux MFC/P52 aprés modification
par différentes PME a pH 5 et a pH 8.
12 Réaction : 2h, [PME] = 5 pg/mL,
10 [Ca?*]=0,1 mol/L,V = 0,6 mL. Ligne verte
I = matériau non modifié (pH =5).
8
<
o
2 %
Wy
2 I
: [

AaPME VdPME PME citrus

En revanche, d’apres les résultats de DB, qui sont équivalents pour I’ensemble des réactions, le module
est principalement dépendant du DM des pectines. Aussi pour PME citrus, 1’obtention d’un module
équivalent a pH 5 et a pH 8 confirme I’hypothése d’une erreur de mesure au niveau du DB a pH 8.
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I11.1.c.iii Réle du motif d’estérification

D’apres plusieurs études (Fraeye et al., 2010a; Strom et al., 2007), le module d’élasticité de gels de
pectines augmente linéairement avec le pourcentage DBas.

Figure 4.35: évolution du module E en

12 fonction du DBaps des pectines des

10 matériaux ~ MFC/P52  modifiés  par
’% différentes PME (Tableau 4.15).

8 Point vert = pectines initiales,

point orange (exclu) = PME citrus a pH 8.
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——
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On peut observer une légére tendance dans ce sens mais des données supplémentaires seraient
nécessaires pour valider ces observations dans le cas des matériaux biomimétiques.

I11.1.c.iv Propriétés a la rupture

Les contraintes et déformations a la rupture, issues des essais de traction des matériaux apres les
différentes réactions enzymatiques, sont représentées dans les Figure 4.36 A et B.
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Figure 4.36 : évolution de la contrainte a la rupture (A) et de la déformation a la rupture (B) en fonction du DM des pectines
des matériaux modifiés par différentes PME.

On observe des relations linéaires des contraintes et déformations a la rupture avec le DM. On a vu que
pour ces matériaux, le taux de réticulation n’est pas relié de fagon proportionnelle avec le DM. Il
semblerait donc que les propriétés a la rupture ne soient pas reliées de facon proportionnelle au taux de
réticulation.

I11.1.d Synthése et comparaison avec phénotypes sur végétaux

En plus de AaPME, il a ét¢ montré qu’une autre PME, VAPME, est aussi réactive sur les matériaux
biomimétiques. Mais pour PME citrus, la présence de cellulose semble ralentir ou inhiber son activité.

La détermination des DB n’a pas permis de montrer une différence de processivité entre AaPME et
VAPME. Il pourrait étre intéressant de réaliser des réactions plus courtes pour Vérifier si en début de
réaction, des motifs différents peuvent étre identifiés.
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Des applications sur des plants d’Arabidopsis thaliana de VAPME et PME citrus ont été réalisé par
I’équipe BIOPI. Avec une application de VdPME, les longueurs de I’hypocotyle et des racines diminuent
par rapport a celles des plants témoins, et ce pour les deux pH. D’apres les résultats observés sur
matériaux biomimétiques, une augmentation de la rigidité de la paroi pourrait en étre a 1’origine.

Apres application de PME citrus, il a été observé une différence de processivité selon le pH
d’application. D’apres leur analyse, a pH 5, les pectines extraites étaient constituées de motifs plutot
aléatoires alors qu’a pH 8, les motifs semblaient plutdt étre de type blocs. Il n’a cependant pas été
possible de vérifier ces observations sur les matériaux biomimétiques car PME citrus semble sensible a
la présence de cellulose. Cela ouvre de nombreuses guestions sur sa diffusion dans la paroi. Il serait
intéressant de vérifier I’activité de PME citrus sur un milieu de pectines diluées en présence de MFC.

Pour comprendre le lien entre modifications des pectines et croissance pariétale, il est aussi nécessaire
de s’intéresser aux enzymes de clivages des homogalacturonanes, tels que les polygalacturonases.

I11.2 Polygalacturonases de plantes

Les PG de plantes appartiennent, comme les PME, a de larges familles multigéniques mais elles sont
encore peu étudiées. Elles peuvent aussi jouer un role dans 1’¢longation de la paroi (Sénéchal et al.,
2014). Une des hypothéses majeures est qu’apreés déméthylation par le PME, les pectines seraient des
substrats plus favorables aux PG. Aussi, 1’acidification locale de la paroi lors de la déméthylation des
pectines favoriserait I’activité des PG (Hocq et al., 2017).

Trois PG différentes, exprimées dans différentes régions chez Arabidopsis thaliana, sont comparées :

- PGLR : PolyGalacturonase Lateral Root, exprimée dans les racines latérales ;

- ADPG2 : Arabidopsis Dehiscence zone PolyGalacturonase 2, exprimée au niveau des zones
d’ouverture des organes ;

- VPGL1: Vessel PolyGalacturonase 1, exprimée au niveau des vaisseaux.

I11.2.a Activités en solution

Ces enzymes ont été étudiées en détail sur des pectines d’agrumes de références, en milieu aqueux, par
1’équipe BIOPI. IIs ont observé une différence de réactivité des PG selon le DM des pectines (Figure
4.37).

100 7 Figure 4.37 : activités relatives des PG
avec des pectines de différents DM, en
solution, par rapport a I’activité des PG
avec de l’acide polygalacturonique (PGA).
© Wafae Tabi.

50

Activité relative (%)

PGA Citrus pectin, Citrus pectin, Citrus pectin,
DM=20-34% DM=55-T0% DM = 85%

De fagon globale, ’activité est plus faible en présence de méthylesters. L’enzyme PGLR est la plus
impactée par le DM. L’augmentation de ’activité a des DM supérieurs a 85% comparé a celle des DM
intermeédiaires (55-75%) n’est pas claire.

Dans la suite, les quantités d’enzymes ajoutées au milieu réactif correspondent aux quantités permettant
d’étre a isoactivité sur le PGA. Des réactions a la fois sur des matériaux MFC/P52 et sur des matériaux
MFC/P35 ont été réalisées pour vérifier I’impact du DM dans ces conditions de réactions.
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I11.2.b Modifications structurales des matériaux MFC/P52 par les PG

Le matériau utilisé dans la plupart des expériences précédentes étant composé de 70% de pectines de
DM 52% et de 30% de MFC, les premiéres caractérisations de I’activité des PG sont réalisées sur cette
composition. La durée de réaction est initialement choisie a 2h afin d’éviter une compléte
dépolymérisation des pectines qui rendrait impossible la mesure des propriétés mécaniques. Cependant,
le DM des pectines de 52% étant peu favorable a ’activité des PG, une durée de réaction largement
supérieure est en fait nécessaire pour observer et quantifier des modifications structurales et des
propriétés mécaniques du matériau. Seules les réactions de 16h sont donc détaillées dans cette partie.
Elles sont réalisées dans 0,6 mL de milieu tamponné a pH 5, un pH proche du pH optimum d’activité
de ces PG.

[11.2.b.i Evolution de la fraction de pectines dans le matériau

Au cours de la dégradation des pectines, les oligoméres formés vont se solubiliser dans le milieu réactif
menant a une diminution de la fraction de pectines restantes dans le matériau a la fin de la réaction. Cette
fraction peut étre quantifiée par RMN.
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Figure 4.38 : spectre RMN (A) des matériaux MFC/P52 initial (vert) et apres réaction avec PGLR (bleu), ADPG2 (rouge) ou
VPG1 (jaune). (B) zoom du spectre (A) sur les pics des Ci de la cellulose (104,6 ppm) et des pectines (100,9 ppm).
Réaction PG : 16h, [Ca®*] = 0,1 mol/L, pH 5, V = 0,6 mL.

On remarque qu’apres réaction avec ADPG?2, le pic correspondant au C; de I’acide galacturonique
(100,9 ppm) diminue comparé a celui du matériaux de controle (vert) et des réactions avec les autres PG
(Figure 4.38). L’intégration des pics correspondant aux acides et esters des pectines (168 — 180 ppm)
permettent de calculer un pourcentage de pectines dans le matériau (Figure 4.39).

70 Figure 4.39: comparaison des
pourcentages de pectines déterminés par
60 analyse RMN des matériaux MFC/P52
apres réaction avec différentes PG.
50 Réaction : 16h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH 5, V
= 0,6 mL. Ligne verte = matériau non
<340 modifié.
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Le matériau a perdu environ 15% de pectines au cours des 16h de réaction avec ADPG2. Les
pourcentages de pectines des matériaux mis en présence de PGLR et de VPGL1 pendant 16h n’ont pas
été modifiés par rapport au matériau de contréle.

126
Chapitre 4



Contrairement a ADPG2, ces enzymes semblent donc inactives sur les matériaux MFC/P52. PGLR est
déja tres peu active sur des pectines de DM environ 52% solubilisées ce qui peut expliquer ce résultat.
Mais VPGI est aussi active qu’ ADPG2 sur ces pectines en solution, il semble donc que le substrat sous
forme de matériau non soluble modifie son activité. Les sucres déméthylées formant des jonctions avec
les ions calcium, ils sont moins accessibles pour les enzymes. Il est également possible que la présence
calcium en elle-méme ait un effet sur la protéine. La quantité de cellulose peut aussi étre un facteur
impactant I’enzyme.

Figure 4.40 : comparaison des DM des
pectines des matériaux MFC/P52 apres

50 réaction avec différentes PG.
Réaction : 16h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH 5,
40 V = 0,6 mL. Ligne verte = matériau non
modifié.
S 30
>
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Lorsque ’on s’intéresse au DM de pectines des matériaux aprés réaction, on observe qu’il diminiue
d’environ 10% pour le matériau modifié¢ par ADPG2 (Figure 4.40). Cela signifie que plus de pectines
ou d’oligomeéres fortement méthylés se sont solubilisés au cours de la réaction. Cela peut confirmer la
difficulté pour I’enzyme d’accéder aux zones plus déméthylées mais réticulées par les ions calcium.

111.2.b.ii Evolution de la masse molaire des pectines

Les masses molaires moyennes des pectines restantes dans le matériau aprés réactions sont déterminées
par chromatographie liquide SEC-MALS. Les Figure 4.41 A et B comparent les profils d’élution,
obtenus par réfractométrie (RI) et diffusion de la lumiere (LS) respectivement, des pectines issues du
matériau de controle (vert) et de celles issues du matériau sur lequel ADPG2 a réagi (bleu).
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Figure 4.41 : chromatogrammes aprés détection Rl (A) ou LS (B) des pectines des matériaux MFC/P52 non modifiés (vert) et
aprés modification par ADPG2 (bleu).

On peut observer un décalage des temps de rétention correspondant a une diminution de la masse molaire
moyenne des pectines de 1’échantillon aprés action de ADPG2.

La détection LS met en avant la présence d’une fraction de pectines éluée a 32 min de masse molaire
moyenne plus élevée que la fraction majoritaire détectée par RI. Elle pourrait correspondre a une fraction
de pectines moins dégradées car moins accessibles pour I’enzyme. Cependant, la méthode de détection
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RI montre que cette population représente une faible fraction de I’échantillon (10%). L’ensemble des
deux populations est pris en compte dans le calcul des masses molaires moyennes de ces échantillons.

Les profils d’élution des pectines des matériaux ayant été en présence de PGLR et de VPG sont
équivalents au profil d’élution du matériau de controle.

Les masses molaires moyennes en poids (Mw) et en nombre (M,) sont calculées (Figure 4.42) et
confirment 1’efficacité de seulement ADPG2 sur la dépolymérisation des pectines des matériaux
biomimétiques.

Figure 4.42 : masses molaires moyennes en

=EMn = Mw poids (Mw) et en nombre (Mn) des pectines
des matériaux MFC/P52 non modifiés

80000 1 (controle) ou apres réaction avec différentes
70000 PG.
60 000 1 = Réaction : 16h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH 5,
V =0,6 mL.
s 50 000
EE 40 000
2 30000
20000
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On peut également remarquer que 1’indice de polydispersité, I = %, diminue avec la dégradation par
ADPG2.

[11.2.b.iii Oligoméres dans le milieu de réaction

Le milieu réactif a été analysé par 1I’équipe BIOPI en LCMS afin de déterminer la nature des oligomeéres
libérés par 1’action des PG sur les matériaux biomimétiques. La quantité totale d’oligoméres de DP 1 a
DP 30 est représentée pour chaque milieu réactif grace a ’aire totale du chromatogramme.

2x10%5 Figure 4.43 : comparaison des aires totales des oligoméres
identifiés en LCMS et libérés par la dégradation des
:l: matériaux MFC/P52 par différentes PG. CN = matériau non

2,107+ modifié. © Wafae Tabi
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Tout comme les caractérisations précedentes, celle-ci confirme la réactivité d’ADPG2 sur les matériaux
car beaucoup d’oligomeres sont libérés dans le milieu réactif.

En revanche, on remarque que VPG1 a également contribué a libérer des oligoméres. Contrairement aux
caractérisations précédentes qui laissaient penser que VPG1 était inactive sur les matériaux, la présence
d’oligomeres dans le milieu montre qu’un début de réaction a eu licu. La cinétique de réaction de VPGI
sur le matériau est donc trés ralentie par rapport a celle d’ADPG2 mais pas totalement inhibé comme
c’est le cas pour PGLR.
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Les modifications structurales observées indiquent toutes qu’ ADPG2 est significativement active sur
ces matériaux. Il semblerait que VPGL soit tres 1égérement active car elle libére quelques oligomeres.
En revanche, PGLR parait complétement inactive, ce qui n’est pas étonnant car cette enzyme est déja
peu active sur les pectines de ce DM en solution.

Les conséquences de ces dégradations du réseau pectique sur les propriétés mécaniques sont ensuite
analysées.

I11.2.c Modification des propriétés mécaniques des matériaux MFC/P52

L’activité des PG sur les matériaux peut aussi étre facilement identifiée grace aux mesures de leurs
propriétés mécaniques aprés réaction. La dégradation du réseau pectique et la solubilisation des
oligomeres doit entrainer une diminution de la rigidité et de la résistance a la traction des matériaux.

Des courbes de tractions représentatives des 3 séries caractérisées et des échantillons de contrdle sont
représentées dans la figure suivante.

Figure 4.44: courbes de traction des
e controle ®¢PGLR e ADPG2 « VPGl matériaux avant (vert) et aprés réactions
avec différentes PG.
Réaction : 16h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH 5,
V =0,6 mL.
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Les variations du module et de la déformation a la rupture selon le traitement enzymatique sont
analyseées.

I1.2.c.i Module d’élasticité

Les taux de gonflement des matériaux apreés réaction avec les PG ne sont pas significativement différents
du taux de gonflement du matériau n’ayant pas ét¢ mis en présence de PG. Les modules obtenus par
essai de traction sont donc directement comparables (Figure 4.45).

20 Figure 4.45 : comparaison des modules E

' des matériaux MFC/P52 apres modification
par différentes PG.

Réaction : 16h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH 5,

15 V = 0,6 mL. Ligne verte = matériau non
modifié.
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Le module des matériaux ayant réagi avec ADPG2 est 3 fois plus faible que celui du matériau de controle
ou des matériaux ayant été en présence de PGLR et VPGL.
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Ces résultats confirment les conclusions résultant des analyses structurales. ADPG2 a suffisamment
dégradé le réseau pectique ce qui a semble-t-il conduit a une réduction de la densité de réticulation du
gel. Les dégradations causées par VPGL ne sont en revanche pas suffisantes pour fragilisé le réseau
pectique.

I11.2.c.ii Déformation a la rupture

Les matériaux sont trés fragiles et les propriétés a la rupture sont donc difficile a quantifier précisément.
On peut cependant noter une nette diminution de I’élongation a la rupture des matériaux apres réaction
avec ADPG2 (Figure 4.46).
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Ce résultat montre que le matériau devient a la fois moins rigide mais aussi plus fragile. Le réseau
pectique formé par les pectines de DM 52% est donc modifie de fagon significative en présence
d’ADPG2. Le gel n’est plus suffisamment élastique pour limiter la rupture des matériaux.

La caractérisation des propriétés mécaniques permet de confirmer les observations issues des
caractérisations structurales des pectines. En 16h, ADPG2 a modifié de facon conséquente le réseau
pectique. On ne peut cependant pas détecter I’initiation d’une dégradation par VPG1 avec ces mesures.

I11.2.d Synthése et comparaison avec phénotypes sur végetaux

Trois PG différentes ont été appliquées aux matériaux biomimétiques MFC/P52. Ces applications n’ont
pas eu les mémes conséquences selon les enzymes.

ADPG?2, une enzyme s’exprimant dans les zones d’ouverture des organes chez A. thaliana, a conduit a
une dégradation des pectines du matériau. VPG1, une enzyme s’exprimant dans les vaisseaux, a semble-
t-il dépolymérisée quelques pectines mais trés peu, ce qui n’a pas engendré de modification des
propriétés mécaniques du matériau.

Ce résultat est intéressant car sur des pectines solubilisées, VPG1 et ADPG2 ont une réactivité similaire.
Le changement de substrat a donc des conséquences plus importantes sur I’activité de VPG1 que sur
celle d’ADPG2. Ces deux enzymes sont de tailles équivalentes mais des différences de structures
chimiques de ces enzymes peuvent conduire a des différences de diffusion dans le substrat
biomimétique.

Ces observations sont également en accord avec les phénotypes observés aprés applications de ces
enzymes dans des milieux de croissance de plants d’A. thaliana, réalisées par 1’équipe BIOPI. Une
réduction de la longueur de I’hypocotyle est observée apres application d’ADPG2 (Figure 4.47). Ce
phénomeéne est également accompagné d’un détachement des cellules du tissu (voir annexe 111.2). En
revanche, aprés application de VPG1, la longueur n’est pas modifiée et aucun détachement de cellules
n’est observé.
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Figure 4.47: comparaison des longueurs relatives
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Sur cette figure, on peut également remarquer que PGLR, I’enzyme s’exprimant dans les racines
latérales, contribue également a une réduction de la longueur de I’hypocotyle. Cependant, sur les
matériaux biomimétiques, aucun effet n’est observé. L hypothése la plus pertinente est que le DM des
pectines P52 rend le substrat trés peu favorable pour cette enzyme comme observé avec les activités sur
pectines solubilisées.

Afin de vérifier cette hypothese, des applications des PG ont été réalisées sur des matériaux MFC/P35,
contenant donc des pectines ayant un DM plus favorable a I’attaque des PG. Cependant une application
de seulement 2h a pu étre réalisée et aucun effet n’a été observé. Le matériau MFC/P35 est trés peu
gonflé ce qui peut avoir pour conséquence de limiter encore plus la diffusion de I’enzyme par rapport
au matériau MFC/P52. 1l serait intéressant d’effectuer des essais cinétiques avec ces matériaux pour
comparer les vitesses de réactions des trois enzymes.

Un autre moyen d’évaluer I’activité des PG sur les matériaux biomimétiques de différents DM est de les
appliquer aprés une modification par une PME.

[11.3 Combinaison PME et PG

Dans la paroi végétale, les pectines sont modifiées a la fois par des PME et des PG. Les hypothéses
actuelles suggérent que les pectines, fortement méthylées lors de leur insertion dans la paroi, sont
d’abord déméthylées par les PME afin de créer des substrats accessibles ensuite aux PG.

I11.3.a Principe

Afin de mimer ce phénoméne, une combinaison de ces deux types de réaction est réalisée sur les
matériaux biomimétiques MFC/P52 (30%/70%). Les matériaux sont d’abord mis en présence de
VAJPME a pH 5 pendant 2h. Cette enzyme contribue & obtenir un DM intermédiaire entre 52% et 30%.

A la suite de cette réaction, les matériaux sont mis en présence d’ADPG2 également a pH 5 et pendant
2h. Comme évoqueé dans la partie 111.2.b Modifications structurales des matériaux MFC/P52 par les
PG, une réaction de 2h avec ADPG2 ne présentait pas de différence significative des structures des
pectines et des propriétés mécaniques. Mais 1’analyse du milieu de réaction a permis de montrer la
libération d’oligomeres et donc en réalité une légere réactivité.

111.3.b Résultats

Les caractérisations réalisées sur ces matériaux sont résumées dans le Tableau 4.17 et comparées a celles
des réactions simples dans les mémes conditions.
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Tableau 4.17 : rappel des propriétés obtenues pour les applications simples et résultats
obtenus apres application de VAPME puis ADPG2 sur les matériaux MFC/P52.
Réactions : 2h, [Ca**] = 0,1 mol/L, pH 5,V = 0,6 mL.

Enzyme DM (%) q E (MPa) o (MPa) | £ (%)
Controle 47,2 5,5 1,34 0,17 18,9
VdPME 36,8 4,1 5,52 1,05 60,1
ADPG2 473 4,5 1,23 0,13 16,1

36,7 51 5,24 0,67 28,79

On observe que le DM obtenu apres réaction de VAPME et ADPG2 reste équivalent a celui des
matériaux apres réaction avec seulement VAPME. Il n’y a donc pas eu de solubilisation significative de
pectines fortement méthylées lors de la dégradation par ADPG2.

I11.3.b.i Oligomeéres libérés

Les oligoméres libérés dans le milieu réactif sont analysés en LCMS par I’équipe BIOPI.

8x10%- Figure 4.48: comparaison des aires totales des
8 oligomeres identifiés en LCMS et libérés par la
% - dégradation des matériaux MFC/P52 par ADPG2
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On observe que la réaction de 2h d’ADPG2 sur les pectines modifiées par VAPME ne libére aucun
oligomeére en comparaison de la réaction de la méme durée sur les matériau MFC/P52 non modifiés.

Il semblerait donc que malgré un DM supposé étre préférenticl pour 1’enzyme, les acides
galacturoniques lui sont inaccessibles. La réaction ayant lieu en milieu calcium, on peut supposer que
leur réticulation empéche les interactions avec ADPG2. Les pectines semblent donc former plus de
jonctions calciques apres modification par VAPME.

11 est alors intéressant d’analyser les propriétés mécaniques de ces matériaux.
I11.3.b.ii Analyse des propriétés mécaniques

Des courbes représentatives sont données en Figure 4.49.
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Figure 4.49: courbes de traction des
controle e VdAPME e ADPG2 VdJPME + ADPG2 matériaux avant (Vert) et aprés
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Réactions : 2h, [Ca?*] = 0,1 mol/L, pH 5,
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Lors de la réaction simple avec ADPG2 pendant 2h, les propriétés mécaniques du matériau ne sont pas
significativement différentes de celles du matériau initial (controle), ce qui laissait suggérer 1’absence
de réaction sur cette durée.

Lorsque VAPME est appliquée sur les matériaux, une augmentation de 1’ensemble des propriétés
mécaniques, par rapport a celles du matériau initial est observée et résulte de la formation de jonctions
calciques supplémentaires.

De fagon intéressante, 1’application d’ADPG2 pendant 2h sur ces matériaux préalablement modifiés par
VdPME résulte en quelques modifications des propriétés mécaniques. Le module élastique n’est pas
modifié mais les contraintes et déformations a la rupture diminuent de fagon significative comparées
aux matériaux ayant subi seulement une modification par VAPME. Il semble donc qu’ADPG2 a procédé
a des clivages qui ne libérent pas d’oligoméres et qui ne modifient pas le taux de réticulation du gel de
pectines. Cela confirme que les jonctions calciques sont inaccessibles.

I11.4 Synthese partie 11l

Des PME de différentes origines et des PG ont été appliquées sur des matériaux biomimétiques et leurs
effets ont été comparés aux phénotypes obtenus suite a leur application dans des milieux de cultures de
plants en croissance.

Tout d’abord, une PME d’origine fongique, VAPME, permet également de déméthyler les pectines des
matériaux, au contraire d’une enzyme d’origine végétale, PME citrus, qui semble inactive ou
considérablement plus lente sur les matériaux.

Des conclusions similaires a celles dressées dans la partie I sont obtenues pour I’évolution des propriétés
mécaniques en relation avec le DM. Une rigidification du matériau a lieu avec la diminution du DM en
raison de la présence de calcium permettant de former de nouvelles jonctions. La diminution de
I’allongement des cellules d’hypocotyles et de racines chez Arabidopsis thaliana, observées aprés
traitement des germinations par VAPME, pourrait étre reliée & une augmentation de rigidité de la paroi.

VdPME, contrairement a AaPME, a un mode d’action processif, quel que soit le pH, sur des pectines
solubilisées et lors d’application sur des végétaux en croissance. Mais sur les matériaux biomimétiques
il n’a pas été possible de distinguer un mode d’action différent entre les deux enzymes probablement
car AaPME est beaucoup plus active que VAPME sur ces matériaux.

Ensuite, il a été possible de modifier les matériaux biomimétiques par I’action d’une polygalacturonase,
ADPG2. Cette dépolymérisation a conduit & la diminution de la masses molaire moyenne des pectines
des matériaux et é¢galement a une diminution de leur ratio dans le matériau par libération d’oligomeéres
dans le milieu réactionnel.

Deux autres PG semblent inactives sur le matériau. Pour PGLR, cela peut s’expliquer par la mauvaise
affinité de cette enzyme avec les pectines de ce DM. Mais pour VPGL le résultat est plus étonnant dans
la mesure ou ADPG2 et VPG1 ont été appliquées a iso-activité. Ceci pourrait étre lié a capacités
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différentes d’accés & un substrat complexe pour ADPG2. Cela semble cohérent avec 1’application de
VPG1 sur des cultures d’A. thaliana qui ne semble également pas avoir de conséquence sur les parois
cellulaires végétales.

Pour ADPG2, les modifications structurales ont pour conséquence la diminution de I’ensemble des
propriétés mécaniques du matériau. Ces modifications semblent cohérentes avec les effets mesurés in
planta ou I’application de I’enzyme entraine une réduction importante de la longueur des hypocotyles
chez A. thaliana, s’accompagnant d’un détachement cellulaire important.

Enfin, une combinaison des deux types de modification des pectines a été réalisée en appliquant d’abord
VAPME sur le matériau puis ADPG2. Cela méne & un matériau pour lequel, par rapport & un matériau
uniquement modifié par VAPME, seules les propriétés a la rupture diminuent alors que le module
d’¢élasticité est maintenu. Cela semble indiquer, que sur ces temps de réactions et dans un milieu
contenant du calcium, ADPG2 n’est pas capable d’agir sur les structures pectiques issues de la
démethylestérification processive de VAPME, sans doute du fait de la complexation des chaines avec
des ions calcium.
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IVV. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, des modifications des matériaux biomimétiques de la paroi par des enzymes de
remodelage des pectines ont été réalisées.

Dans un premier temps, on s’est intéressé a caractériser 1’activit¢é d’une PME de référence, la PME
d’Aspergillus aculeatus, sur des matériaux MFC/P52. Cette enzyme permet de déméthyler les pectines
rapidement jusqu’a un DM d’environ 30%. Comparée a une déméthylation de pectines solubilisées, la
réaction sur les matériaux est cependant plus lente car elle dépend de la cinétique de diffusion de
I’enzyme au sein du matériau.

Ces modifications de DM entrainent une augmentation du module d”Young et des propriétés a la rupture.
Le taux de gonflement est lui peu impacté par ces modifications. Les matériaux dont les pectines sont
modifiées jusqu’a un DM d’environ 30% n’atteignent cependant pas les mémes performances
mécaniques que des matériaux constitués initialement de pectines d’'un DM équivalent (matériaux
MFC/P35). Cela peut en partie s’expliquer par la différence des motifs de déméthylation réalises par
AaPME sur les pectines P52 par rapport aux motifs des pectines P35.

Ensuite, une étude de la réactivité de AaPME en fonction de parameétres physico-chimiques du milieu
réactif ou en fonction de la composition du matériau a été réalisée.

Le pH semble avoir peu d’effet sur I’activité de AaPME sauf a pH 8 ou ’activité est [égérement réduite.
La diminution de la concentration en calcium ne semble pas non plus influencer son activité de fagcon
majeure. Cela peut cependant résulter de la compensation d’une diminution d’activité par une meilleure
diffusion de I’enzyme grace a I’augmentation du gonflement du matériau. En revanche, la diminution
du gonflement du matériau par pression osmotique en présence de PEG conduit a un ralentissement
conséquent de la cinétique de réaction. Il serait intéressant d’étudier la diffusion de 1’enzyme dans le
matériau en fonction de son gonflement.

La composition du matériau ne semble pas impacter 1’activité tant que le ratio enzyme/pectines reste
équivalent. Il serait cependant nécessaire d’étudier plus de compositions pour valider cette conclusion.

Enfin, différents types de PME et de PG ont été appliquées sur les matériaux afin de comparer les
conséquences observées sur les matériaux biomimétiques a celles observées suite a leur application sur
A. thaliana.

Une autre PME fongique VAPME, a permis d’obtenir des résultats similaires a ceux obtenus pour des
modifications par AaPME. Sur des pectines pures, cette PME semble pourtant agir de fagon processive
contrairement a AaPME, dont I’activité est aléatoire. On se serait donc attendu & un impact plus
important de la réduction du DM sur les propriétés mécaniques des matériaux modifiés par cette enzyme.
Il serait intéressant de réaliser ces essais avec des activités enzymatiques équivalentes entre les deux
enzymes, et/ou sur des temps réactionnels plus courts afin de comparer les conséquences, pour des
modifications identiques de DM, de processivités enzymatiques distinctes.

L’application d’une PG végétale, ADPG2, a également permis de modifier le matériau biomimétique.
Certaines pectines ont été dégradées en oligomeres ce qui a eu pour conséquence une diminution des
propriétés mécaniques du matériau.

Deux PG ayant la méme activité en solution, ADPG2 et VPGL1, semblent étre impactées différemment
selon le type de substrat car elles ne produisent plus les mémes effets lorsqu’on les applique a des
matériaux biomimétiques et a des végétaux, VPG1 ne semblant pas active sur ces substrats.

L’application de VAPME et d’ADPG2 sur des cultures d’A. thaliana conduisent toutes les deux a une
réduction de la longueur de I’hypocotyle. Pour VAPME, on peut supposer que c¢’est une conséquence de
larigidification de la paroi, en raison de la complexation des pectines déméthylées avec le calcium, alors
que pour ADPG2, cela peut étre la conséquence de la dégradation des pectines.

Aussi, la combinaison de ces deux types d’enzymes sur les matériaux biomimétiques a permis de
montrer qu’ADPG2 s’attaquait d’abord aux zones non réticulées par le calcium. Ce comportement
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résulte en un maintien de la rigidité de la paroi biomimétiques mais en une réduction de sa résistance a
la rupture.

En conclusion, les matériaux biomimétiques semblent adaptés pour étudier le comportement d’enzymes
de remodelage des pectines et faire le lien avec les effets observés suite a I’application exogeéne des
enzymes sur des germinations d’Arabidopsis. Dans un milieu contenant du calcium, la déméthylation
permet de former de nouvelles jonctions pectiques assurant une augmentation de 1’ensemble des
propriétés des matériaux. Cependant, la cinétique d’activité semble étre impactée différemment selon
I’enzyme et il serait intéressant de pouvoir suivre la diffusion de I’enzyme au sein du matériau. Les PG
menent a la libération d’oligomeres ce qui diminue les propriétés des matériaux. Sur une durée de
réaction plus courte, la PG semble par contre s’attaquer en priorité aux acides galacturoniques en dehors
des jonctions pectiques.

Il est probable que les modifications structurales des pectines entrainent des modifications d’autres
propriétés mécaniques telles que la viscoélasticité et la plasticité qui ne sont pas caractérisées avec les
essais de traction. Dans le chapitre suivant, on s’intéresse donc a décrire plus en détails le comportement
viscoélastique et plastique des matériaux biomimétiques contenant des pectines faiblement méthylées.
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Chapitre 5 : Comportement viscoélasto-
plastique d’une paroi modéle et modélisation du
comportement mécanique
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Les premiéres caractéristiques des matériaux biomimétiques de la paroi primaire ont été étudiées
dans le chapitre 3. Ces matériaux sont a la fois des hydrogels polyélectrolytes, grace aux pectines, et des
composites chargés de microfibrilles de celluloses. On a pu aussi constater 1’évolution des propriétés
des matériaux avec la modification du DM des pectines et donc de la réticulation des gels.

Alors que les deux chapitres précédents considéraient principalement la description élastique en
comparant des modules d’Young, ce chapitre cherche a développer la description de ces matériaux
complexes. La plasticité et la viscoélasticité des matériaux hydratés sont évaluées grace a des méthodes
de caractérisation des matériaux polymeéres.

Afin de décrire plus précisément ces résultats, des modéles de viscoélasticité classiques ou issus de
travaux sur les parois végétales sont ensuite utilisés. Ces modeles peuvent permettre de définir des
parameétres physiques liés aux structures des matériaux et permettant de les comparer entre eux.

On s’intéresse particulierement a I’effet de la composition du matériau sur les propriétés viscoélastiques
et plastiques des matériaux. Seuls des matériaux constitués de pectines de faible DM sont considérés ici
car ils sont plus facilement manipulables. Ce chapitre a fait I’objet d’un stage de Master 2, réalisé¢ par
Antoine Dartois.

I. Caractérisations méecaniques des matériaux MFC/P35

Trois types de matériaux composés de pectines faiblement méthylées sont étudiés dans ce chapitre. La
proportion de cellulose du matériau initial est fixée a 30%. Les compositions sont données dans le
tableau suivant.

Tableau 5.1 : compositions des matériaux étudiés dans ce chapitre.

Matériau MFC (%) | P35 (%) XG (%) Rca
MFC/P35 30 70 0 0

MFC/P35/Ca?* 30 70 0 0,25
MFC/P35/XG/Ca?* 30 40 30 0,25

L’effet de I’introduction du calcium dans le matériau avant séchage est analysé en comparant les
matériaux MFC/P35 et MFC/P35/Ca?*. Le r6le mécanique du xyloglucane dans ce matériau
biomimétique est étudié avec une troisiéme composition.

Les caractérisations mécaniques sont réalisées sur les matériaux en immersion dans une solution de
calcium a 0,1 mol/L.

1.1 Propriétés en traction uniaxiale

Les matériaux sont d’abord caractérisés en traction uniaxiale. Contrairement aux résultats présentés dans
le chapitre 3, tous les essais de ce chapitre sont réalisés sur des échantillons immergés. Cela évite le
séchage des matériaux et assure un champ de déformation homogéne (voir annexe 1V.2). La vitesse de
déformation est fixée a 0,158 %/s. Les propriétés obtenues dans ces conditions sont rassemblées dans le
tableau suivant.

Tableau 5.2 : caractéristiques des matériaux hydratés dans 0,1 mol/L de Ca®*.

Matériau q OMFC E (MPa)
MFC/P35 2,06 £ 0,03 0,097 29,0+5/4
MFC/P35/Ca?* 2,16 £ 0,02 0,093 33,3+5,8
MFC/P35/XG/Ca? | 2,70 +0,08 0,074 12,7+04

Les matériaux MFC/P35/Ca?" gonflent plus que les matériaux MFC/P35 composés sans calcium, comme
cela a été observé pour les matériaux MFC/P52 (voir annexe 1.3). Cependant cette différence de
gonflement est faible et n’implique pas de différence de module entre les deux matériaux.

Le matériau contenant du xyloglucane se différencie de ces deux premieres compostions : il gonfle
significativement plus et son module d’¢lasticité est divisé par deux. La différence de composition
conduit a un gonflement plus important qui implique une diminution de la fraction volumique de
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cellulose. Comme observé dans le chapitre 3 avec les matériaux composés de pectines P52, la diminution
de la fraction volumique de cellulose, liée au gonflement, contribue a cette diminution de rigidité.

Dans les parties suivantes, on cherche a comparer les comportement viscoélastiques et plastiques des
matériaux, en s’affranchissant de cette différence de rigidité.

|.2 Caractérisations de la viscoélasticité

La viscoélasticité peut €tre caractérisée a 1’échelle macroscopique par des essais de relaxation de
contrainte ou de fluage. Avec ces essais, la dépendance temporelle de la viscoélasticité est facilement
identifiable.

1.2.a Relaxation des contraintes

Une déformation instantanée go = 6% est appliquée et maintenue constante pendant le temps de 1’essai,
d’au moins 12 heures. L’évolution des contraintes o(t) avec le temps est mesurée. Un matériau
viscoélastique mettra un certain temps a atteindre une contrainte finale. La contrainte normalisée par oo,
la contrainte initiale, est introduite :
a(t)
() =— [5.1]
)

Les contraintes normalisées en fonction du temps sont représentées pour les trois matériaux étudiés dans
la Figure 5.1.
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Figure 5.1 : relaxation de la contrainte normalisée avec le temps. Représentation classique (A) et avec une échelle
logarithmique (B).

Les trois courbes sont trés proches et il est difficile de les distinguer. On remarque qu’au bout de 30
minutes, environ 65% de la contrainte totale s’est relaxée pour chacun des matériaux. Pour les trois
matériaux, il reste une contrainte résiduelle d’environ 20% de la contrainte initiale aprés 12h de
relaxation.

L’absence de linéarité en échelle logarithmique montre que les matériaux n’ont pas un seul temps de
relaxation caractéristique mais plutdt une distribution de temps de relaxation. Cette allure de relaxation
complexe peut résulter de la présence des MFC au sein du gel pectique.

Cet essai ne permet pas de conclure a une différence claire entre les trois compositions mais il met en
avant le comportement viscoélastique complexe de ces matériaux biomimétiques.

1.2b  Fluage

Afin de compléter les essais de relaxation, n’ayant pas montré de différence claire de comportement
viscoélastique entre les matériaux, des essais de fluage sont réalisés. L’essai de fluage est
particulierement pertinent dans cette étude car il est représentatif de ce que peut subir une paroi végétale.
En effet, cette derniére est soumise a une pression interne, la pression de turgescence et connait en
conséquence un allongement, notamment lors de la croissance cellulaire. Grace a la praticité
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expéerimentale des essais de fluage, plusieurs répétitions sont réalisées pour chaque matériau, dans le but
d’identifier d’éventuelles différences significatives sur leur réponse mécanique.

I.2.b.i  Module de fluage

Un essai de fluage est comparable a celui de relaxation des contraintes. En revanche, ici, une contrainte
constante de traction oo est appliquée a 1’échantillon. L’évolution de la déformation &(t) avec le temps
est mesurée. Des essais courts d’environ 50 minutes et des essais longs de 12 heures sont réalisés.

La fonction de fluage, permettant de normaliser la déformation, est analysée (Figure 5.2) :

e(t
F(t) = Q [5.2]
()
35 ]
1
301
1
< =1 MFC/P35
% 20 - :
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\
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Figure 5.2 : courbes de fluage des trois matériaux. La limite entre le
fluage primaire et le fluage secondaire est illustrée par la ligne en
pointillés.

La courbe du matériau contenant du xyloglucane est distinctivement supérieure aux deux autres. Cela
s’explique tout d’abord par la différence de rigidité entre les matériaux (Tableau 5.2). En effet, le
matériau avec du xyloglucane étant presque trois fois moins rigide, sa déformation élastique est environ
trois fois plus grande pour la méme contrainte. La courbe se retrouve alors au-dessus des deux autres,
correspondant aux matériaux MFC/P35 et MFC/P35/Ca?* qui ont un module élastique proche.

De plus, d’un point de vue expérimental, I’identification de la longueur initiale de 1’échantillon est peu
précise. En effet, elle dépend par exemple du temps entre la mise en tension de 1’échantillon et la
premiere photo prise par I’appareil. Le protocole nécessite d’étre amélioré car cette variation impacte
notamment les valeurs de module de fluage et le décalage entre les courbes.

1.2.b.ii  Vitesse de déformation

Pour ces raisons, il est plus judicieux de s’intéresser a la vitesse de déformation, dans le but de comparer
les propriétés viscoélastiques et plastiques des matériaux. Au départ, le matériau se déforme presque
instantanément, de maniére élastique. Cela correspond au fluage primaire (Figure 5.2) qui dépend
essentiellement du module élastique. La deuxiéme partie de la courbe est appelée fluage secondaire et
est caracterisée par la vitesse de déformation.

Pour ces matériaux, la vitesse diminue au cours du temps (Figure 5.3).
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Figure 5.3 : allure d’'une courbe de fluage en échelle logarithmique.

Une régression linéaire n’est donc pas adaptée pour I’identifier. Une fonction logarithmique permet de
décrire 1’évolution du module de fagon efficace.

F(t) = a*log(t) [5.3]

La pente de cette droite, nommeée a, est alors directement liée a la vitesse de déformation de 1’échantillon.
Ce paramétre est comparé pour les trois matériaux étudiés (Figure 5.4).

s =

3 1 % — -

MFC/P35 MFC/P35/Ca?* MFC/P35/XG/Ca?*

Figure 5.4 :comparaison du paramétre a des trois matériaux.

Le paramétre aest significativement supérieur pour le matériau contenant du xyloglucane. On peut donc
conclure que ce dernier se déforme plus rapidement lors d’un essai de fluage. Il semble avoir un
comportement plus viscoélastique ou plastique que les deux autres, qui eux ne sont pas distinguables.

I.2.b.iii  Effet d'une modification enzymatique du matériau sur la vitesse de fluage

L’effet d’une enzyme de déméthylation des pectines, AaPME, sur des matériaux biomimétiques a été
étudié dans le chapitre 4. 1l a été observé que les modifications structurelles des pectines menaient a une
rigidification des matériaux gréce a la création de sites de jonctions calciques supplémentaires.

L’essai de fluage peut étre un bon moyen d’observer ces modifications en temps réel. Une preuve de
concept a donc été réalisée en suivant le fluage d’un matériau contenant des pectines de DM 52%
(MFC/P52) immergé en présence ou non de AaPME (Figure 5.5).
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Figure 5.5 : courbes de fluage des matériaux MFC/P52 avant et apres réaction avec AaPME. Représentation classique (A) et
avec une échelle logarithmique (B).
En absence d’enzyme, le matériau casse rapidement. Les courbes logarithmiques permettent cependant
d’observer que la vitesse de fluage secondaire est plus faible pour le matériau mis en présence de AaPME
(Tableau 5.3).

Tableau 5.3 : comparaison des vitesses de déformation a avec ou sans AaPME.
Vitesse de déformation | Sans enzyme | Avec enzyme
a 7,9 54

On peut remarquer que le matériau MFC/P52 non modifié par ’enzyme flue a une vitesse équivalente
a celle du matériau MFC/P35/XG.

Les modifications engendrées par la PME modifie le comportement du matériau au cours de I’essai. Le
fluage semble étre une méthode intéressante pour suivre 1’évolution des propriétés en temps réel de
matériaux modifiés par voie enzymatique. Ces résultats nécessitent cependant d’étre complétés.

L’essai de fluage permet donc de comparer les caractéristiques élasto-visco-plastiques des matériaux de
compositions différentes et de suivre directement des modifications de structures comme celles
résultantes de modifications enzymatiques. Les conditions de nos essais ne permettent cependant pas de
dissocier le fluage di a un allongement plastique irréversible ou un allongement viscoélastique

réversible.
1.3 Caractérisation de la viscoplasticité par traction cycligue

Pour mettre en évidence la plasticité du matériau, des essais de traction cyclique sont réalisés. 10 cycles
de traction consécutifs sont appliqués au matériau. Ensuite, apreés 30 minutes de repos, un 11eme cycle
est réalisé. Dans la suite de cette partie, le numéro du cycle est noté n, avec n € [1, 11]. La valeur de
déformation appliquée au matériau & chaque cycle, est notée emax et est constante au cours de chaque

essai.
I.3.a  Analyse du matériau MFC/P35/Ca?*

On s’intéresse premiérement & la description d’un essai pour le matériau MFC/P35/Ca?*. La Figure 5.6
montre les cycles contrainte-déformation obtenus pour ce matériau.
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Figure 5.6 : cycles contrainte-déformation du matériau MFC/P35/Ca?*.

Ces cycles permettent d’extraire plusieurs informations. D’abord, il faut noter que le module d’élasticité
n’est pas constant et augmente légerement avec le nombre de cycles, comme observé dans la Figure 5.7.

A
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2 4 ] 8 10
n

Figure 5.7 : évolution du module d’Young au cours des cycles. Changement d’échelle entre A et B.

Une réorganisation du matériau au cours des sollicitations peut en étre a 1’origine, avec un alignement
des microfibrilles de cellulose qui renforcerait la structure dans la direction de traction par exemple.
Lors du dernier cycle, aprés I’attente de 30 minutes, le matériau semble avoir relaxé et voit sa rigidité
Iégerement diminuer.

Ensuite, on observe que la contrainte maximale atteinte pour déformer 1’échantillon de 6% diminue a
chaque cycle. La force nécessaire pour déformer le matériau de la méme fagon a chaque cycle devient
donc moins importante.

Enfin, en observant le retour du cycle a contrainte nulle, on peut noter que la déformation ne revient pas
a 0 comme ce serait le cas pour un matériau purement élastique. Cette déformation résiduelle augmente
avec le nombre de cycles.

La déformation résiduelle se retrouve au cours de la charge du cycle suivant : il sera nécessaire de
déformer plus I’échantillon pour atteindre une contrainte seuil. Pour comparer les cycles, une contrainte
seuil oseuit @ 0,2 MPa est fixée. C’est la valeur minimale permettant d’étre dans la partie linéaire des
cycles, pour chaque essai, et qui permet d’éviter le flambage du matériau par exemple. La déformation
&seuil COrrespondant a oseuil €St tracée en fonction du cycle (Figure 5.8).
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Figure 5.8 : évolution de la déformation a une contrainte seuil gsevit = 0,2 MPa au
cours des cycles.

On remarque une grande différence entre le 1% et le 2™ cycle, s’expliquant par le fait que la déformation
seuil du 1° cycle correspond uniquement a une déformation élastique. A partir du 2°™ cycle, les
composantes plastique et viscoélastique s’ajoutent. De plus, la déformation seuil diminue lors du dernier
cycle, car une partie de la déformation viscoélastique s’est relaxée en 30 minutes.

1.3.b  Evaluation des contributions élasto-viscoplastiques par analyse des
déformations résiduelles

La comparaison des déformations résiduelles de plusieurs cycles peut permettre d’extraire une
contribution plastique et une contribution viscoélastique.

I.3.b.i  Méthodologie

Pour chaque cycle n, la déformation eeuii(n) est notée lorsque oseuil €St atteinte. Cette déformation peut
étre décomposée en une partie €élastique instantanée et une partie résiduelle :
Esenit(M) = &g + Eres(M) [5.4]

Pour simplifier cette analyse, on suppose que le module d’Young E est constant. On peut alors
déterminer g par :

[5.5]

La déformation résiduelle peut encore étre décomposée en une partie plastique non recouvrable et une
partie viscoélastique réversible :

Eres(N) = &pe(n) + & [5.6]
Au final,ona, Vn>2:

Eseuit(M) = o + Ept gpe(n) [5.7]

Cette decomposition est illustrée sur la figure suivante pour le cycle n = 2,
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Figure 5.9 : illustration de la décomposition de la déformation eseuil @ une contrainte seuil
oseuil = 0,2 MPa pour le 2¢m cycle de traction.

On remarque que & et &, ne dépendent pas du numéro de cycle n. En effet, la déformation élastique
dépend uniquement de la contrainte appliquée oseuit €t du module E. La déformation plastique ne varie
pas non plus, pour n > 2, car elle dépend de la déformation maximale atteinte, qui est constante dans ce
type d’essai. Aussi, pour le premier cycle, &sil(1) = €el Car il n’y a pas de déformations résiduelles lors
de la premiére montée a Gsei.

La déformation résiduelle, eres, du dernier cycle est utilisée afin de déterminer g,. En effet, si on attend
pendant un temps suffisamment long avant de réaliser le dernier cycle, la déformation viscoélastique
disparait : tlim gpe(t) = 0, avec t le temps de relaxation.

—00

Ici, le 11°™ cycle de chargement est réalisé aprés 30 minutes de relaxation, ce qui n’est pas suffisant
pour relaxer la totalité¢ de la déformation viscoélastique. Cependant, les essais de relaxation de
contraintes réalisés précédemment permettent d’estimer a 65% la relaxation des contraintes totales apres
30 min. L’approximation suivante est alors utilisée :

1
gue(ll) = §£res(11) [5-8]
2
& = §sres(11) [5.9]

11 est donc supposé qu’un tiers des déformations résiduelles du 11°™ cycle sont viscoélastiques, c’est-a-
dire réversibles aprés un certain temps, et que deux tiers sont plastiques, et donc permanentes.

Au final, a partir des équations [5.7] et [5.9], on peut écrire :
2
Epe(M) = Eseuit(M) — €01 — §Eres(11) [5.10]

Ces équations permettront de comparer les déformations plastiques et viscoélastiques des différents
matériaux.
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Dans la suite de cette partie, différentes valeurs de déformation sont donc comparées entre elles afin
d’estimer les contributions viscoélastiques et plastiques des matériaux :

- &, la déformation plastique, qui est constante pour chaque cycle.

- &w(10), la déformation viscoélastique au 10°™ cycle. Ce cycle est choisi car c’est lors de ce
dernier que la déformation viscoélastique est la plus importante.

- &vw(10)/ g le rapport des deux.

1.3.b.ii  Résultats

Les valeurs de déformations plastiques ¢,, de déformations viscoélastiques au 10°™ cycle &y¢(10) et les
rapports de ces deux valeurs sont comparés dans les figures suivantes pour les trois matériaux.
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Figure 5.10 : comparaison des déformations plastiques ¢p. ~ Figure 5.11 : comparaison des déformations viscoélastiques
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Figure 5.12 : comparaison des rapports de la déformation plastique sur la
déformation viscoélastique au cycle 10.

Ces résultats mettent en évidence que la viscoélasticité contribue significativement plus que la plasticité
a la déformation du matériau contenant du xyloglucane par rapport aux deux autres. Aussi, le matériau
MFC/P35/Ca®* semble également avoir une contribution viscoélastique Iégerement supérieure a la
contribution plastique par rapport au matériau MFC/P35.

On peut donc supposer que 1’ajout de xyloglucane réduit la plasticité au profit de la viscoélasticité. La
plasticité peut en partie résulter du réarrangement des microfibrilles de cellulose lors de I’étirement de
I’échantillon. La présence de xyloglucane assurant des jonctions entre MFC peut mener a rendre certains
de ces réarrangements réversibles.

L’ajout d’ions Ca?" dans la composition pourrait avoir un effet similaire, mais moins prononcé. Une
organisation différente du gel pectique pourrait également limiter des réarrangements irréversibles des

macromolecules.
On peut aussi analyser ces essais cycliques en comparant les énergies nécessaires pour déformer le
matériau.
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1.3.c  Evaluation des contributions élasto-viscoplastiques par analyse de
I’énergie dissipée

Pour compléter ’analyse de la déformation résiduelle, les essais cycliques sont étudiés d’un point de
vue énergétique.
I.3.c.i  Méthodologie

L’aire sous une courbe de charge (zones 1+2) (Figure 5.13) correspond a une énergie de déformation
fournie au matériau (Efoumie). L aire sous la courbe de décharge (zone 2) correspond a 1’énergie restituée
par le matériau (Erestituee)-
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0.6 1
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€

Figure 5.13 : illustration des aires considérées pour I’analyse énergétique d’un
cycle de traction.

La différence entre les deux est la perte d’énergie (zone 1) et est notée AE.
AE = Efournie — Erestituée = E1 [5.11]
La perte d’énergie est due a une dissipation en chaleur causée par la friction entre les chaines

moléculaires. Elle peut étre la marque de la plasticité ou de la viscoélasticité. L’élasticité pure ne dissipe
pas d’¢énergie. La perte d’énergie AE est tracée en fonction du numéro de cycle n (Figure 5.14).
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Figure 5.14 : évolution de la perte d’énergie AE avec le nombre de cycle
de traction n pour le matériau MFC/P35/Ca?*.

Le 1¥ cycle est celui ou il y a la plus grande perte d’¢énergie. En effet, en plus de la déformation
viscoélastique, la déformation plastique est générée et dissipe beaucoup d’énergie. A partir du 2°™ cycle,
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la perte d’énergie s’explique uniquement par la viscoélasticité. L’équation suivante est utilisée pour
estimer la perte d’énergie due a la plasticité :

AEplastique =AE(1) — AE(2) [5.12]

Cette relation suppose que la perte d’énergie due a la viscoélasticité ne varie pas entre ces deux cycles.

Les matériaux ayant des différences de rigidité, les énergies doivent étre normalisées par I’énergie
fournie pour le déformer. Les pertes d’énergies normalisées par 1’énergie fournie sont donc comparées :

AE
[5.13]

Efournie
Un matériau purement élastique, ne dissipant pas d’énergie, aura un ratio de 0 et au contraire, un
matériau purement visqueux, dissipera toute 1’énergie recue et ce ratio vaudra 1.

On remarque ensuite que la perte d’énergie croit au 11°™ cycle. Aprés 30 minutes de repos, le matériau
a relaxé et s’est réorganisé. Une quantité supérieure d’énergie est alors dissipée pour atteindre la
déformation maximale. Afin de quantifier I'impact de la pause de 30 minutes entre le 10°™ et le 11°™
cycle, I’évolution de la quantité d’énergie dissipée est évaluée :

AE(11) — AE(10)

AEreiaxation = AE(10) [5.14]

Ces différences énergétiques sont comparées pour les trois matériaux.
I.3.c.ii  Résultats

On s’intéresse dans un premier temps a I’énergie dissipée au deuxiéme cycle, normalisée par 1’énergie
fournie (Figure 5.15), car ¢’est le premier cycle durant lequel I’énergie dissipée est uniquement due a la
viscoélasticité.
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Figure 5.15 : comparaison de I’énergie dissipée au 2¢™ cycle AE(2)
normalisée par 1’énergie fournie (Ex(2)).

Le matériau contenant du xyloglucane dissipe significativement moins d’énergie relativement a
I’énergie fournie, par rapport aux deux autres matériaux. Ce comportement peut résulter de temps
caractéristiques de relaxation différents de ce matériau par rapport aux deux autres.

Lorsqu’on s’intéresse a la perte d’énergie due a la plasticité, on remarque que les trois matériaux ont des
comportements proches (Figure 5.16). Il n’y a pas de différence significative sur leur dissipation
d’énergie plastique.
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Figure 5.16 : comparaison de I’énergie dissipée par plasticité AEpiastique
normalisée par [’énergie fournie (Ex(1)).

Enfin, on observe une distinction claire entre les matériaux pour I’analyse de la différence d’énergie due
a la relaxation du matériau (Figure 5.17). Cela signifie que le matériau contenant du xyloglucane se
réorganise plus rapidement que les deux autres matériaux car il faut fournir plus d’énergie pour le
déformer a nouveau au 11°™ cycle. Cela confirme qu’il observe des temps de relaxation caractéristiques

différents.
0.80 T
075 1
1
g 0.70
S 065
<
o
0.60 1
|
MFC/P35 MFC/P35/Ca? MFC/P35/XG/Ca?*

Figure 5.17 : comparaison de I’énergie dissipée aprés un temps de
relaxation de 30 min 4Erelaxation.

D’apres cette analyse sur les énergies, le matériau contenant du xyloglucane semble dissiper moins
d’énergie par viscoélasticité lors de sa déformation et se relaxer plus rapidement que les deux autres.
Cependant ces analyses sont difficiles a interpréter et I’effet de 1’éventuelle réorganisation des MFC sur
I’énergie dissipée n’est pas connu et pourrait fausser ces interprétations.

11 serait nécessaire de réaliser d’autres essais, en faisant varier la déformation maximale des cycles par
exemple, pour vérifier si cette tendance se confirme.

1.4 Synthése

Les propriétés viscoélastiques des matériaux ont d’abord été évaluées grace aux essais de relaxation et
de fluage. Avec ces caractérisations, on a pu observer que les matériaux MFC/P35 et MFC/P35/Ca?*
n’ont pas un comportement significativement différent. En revanche, le matériau contenant du
xyloglucane se déforme plus rapidement.

Les analyses sur les essais de traction cyclique permettent de distinguer les contributions plastique et
viscoélastique des matériaux.
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Les matériaux MFC/P35 et MFC/P35/Ca?" ont des comportements proches et ’ajout d’ions calcium
dans la composition initiale n’a pas un impact significatif. En revanche, le matériau contenant du
xyloglucane se comporte différemment. Selon I’analyse sur la déformation, celle-ci serait davantage liée
a des phénomeénes viscoélastiques réversibles que plastiques en comparaison des deux autres matériaux.

L’analyse énergétique des essais cycliques meéne a des conclusions supplémentaires : le matériau
contenant du xyloglucane dissipe moins d’énergie par viscoélasticité et semble étre caractérisé par des
temps de relaxation plus courts par rapport aux matériaux ne contenant pas de xyloglucane. Ces
observations semblent cohérentes avec les résultats obtenus par essai de fluage.

Les analyses sur les essais cycliques nécessitent de poser des hypothéeses fortes qui peuvent engendrer
plus d’approximations, contrairement aux analyses de relaxation et de fluage qui permettent
I’observation directe des propriétés des matériaux.

En conclusion, I’introduction du xyloglucane dans la composition du matériau, en plus de modifier son
comportement élastique, a un impact significatif sur ses propriétés viscoélastiques et plastique.

Les comportements viscoélastiques des matériaux sont souvent décrits par des modeéles basés sur des
éléments structuraux des matériaux. L application de ce type de modéle aux caractérisations présentées
dans cette partie pourrait permettre de mettre en relation les données expérimentales avec des paramétres
physiques. Il serait alors également possible de comparer les matériaux biomimétiques grace a ces
parameétres.
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II. Modélisation des propriétés

Pour simuler la réponse d’un matériau a une sollicitation, on peut construire des mode¢les mécaniques.
Dans cette étude, les modéles permettent d’apporter des éléments de compréhension supplémentaires
des différents phénoménes ayant lieu lors de la sollicitation des matériaux biomimétiques.

Des modeles plus ou moins complexes combinent les phénomeénes rhéologiques élémentaires :
I’élasticité modélisée par un ressort, la viscoélastique modélisée par un piston et la plasticité modélisée
par un patin. Ces modeles permettent de caractériser le comportement de matériaux viscoélastiques. Les
modeles rhéologiques les plus simples pour caractériser la viscoélasticité sont dans un premier temps
appliqué a nos essais de relaxation de contrainte et de fluage. Des modeéles plus élaborés, intégrant la
plasticité ou des phénomenes viscoélastiques multiples, sont ensuite testés.

Cependant, ces modeles, aussi complexes qu’ils puissent étre, restent des simplifications du réel. 1ls
permettent surtout de comprendre les phénomeénes en jeu et leur relation.

I1.1 Modeles rhéologiques classiques

Les modéles de Kelvin-Voigt, Maxwell et Zener sont classiquement utilisés pour caractériser le
comportement viscoélastique de matériaux.

Le modele de Kelvin-Voigt est constitué¢ d’un ressort et d’un amortisseur en paralléle. Il est une premicre
approximation du comportement de matériaux viscoélastiques en fluage. Le modéle de Maxwell
comprend un ressort et un amortisseur en série. Ce modele convient pour modéliser les essais de
relaxation. Le modele de Zener est compos¢ d’un modele de Maxwell avec un ressort en parallele. C’est
le modeéle le plus simple pouvant caractériser a la fois la relaxation et le fluage.

Ces trois modéles sont trop simples pour caractériser le comportement viscoélastique des matériaux
biomimétiques car il est impossible de faire correspondre les équations des modéles avec les données
expérimentales (Figure 5.18, Figure 5.19, Figure 5.20).
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Figure 5.19 : comparaison du modele de Maxwell avec les
données de relaxation du matériau MFC/P35/Ca?*.
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Figure 5.18 : comparaison du modéle de Kelvin-Voigt avec les données de
fluage du matériau MFC/P35/Ca?*.
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Figure 5.20 : comparaison du modéle de Zener avec les
données de relaxation du matériau MFC/P35/Ca?*.

Il est donc nécessaire d’utiliser des modeles intégrant des éléments plus complexes pour obtenir une

description plus fidéle du comportement de nos matériaux.

I1.2 Modele de Bingham généralisé

Le modéle de Bingham généralisé (Bingham, 1916) est I’un des modéles rhéologiques élasto-visco-
plastiques les plus simples.

I1.2.a Principe

Dans ce modeéle, un ressort élastique, un piston visqueux et un patin plastique sont mis en paralléle, ce
qui permet de représenter les trois comportements élémentaires. L’ajout d’un ressort en série permet de
modéliser 1’élasticité pure. Les équations comportementales de chaque élément sont représentées en
Figure 5.21.
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Figure 5.21 : schéma du modéle de Bingham généralisé.
En raison de ’assemblage en série, la déformation globale peut étre décomposée en :
E=E Tt &y [5.15]
La déformation élastique, €, est caractérisée par le ressort de module E. La déformation de la partie
viscoplastique du modele, e, est égale dans chacune des branches en parallele.
Les contraintes des trois branches en paralléle peuvent étre additionnées pour obtenir la contrainte totale,
égale a la contrainte présente dans le ressort de la partie élastique :

o=X+o0,+t0,=Ex¢g, [5.16]

Les trois branches en paralléle, caractérisées par la déformation ., ne se déforment que lorsque le patin
plastique se déplace, c’est-a-dire seulement lorsque |op| = oy. La plasticité conditionne le comportement
visqueux : il ne peut pas y avoir de déplacement du piston si |op| = oy.

Le détail des équations permettant de réaliser la modélisation est donné en annexe IV.5.
11.2.b  Applications aux essais de relaxation

Le modéle de Bingham est également trop simple pour décrire correctement le comportement des
matériaux lors d’essais de relaxation (Figure 5.22)
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Figure 5.22 : comparaison du modele de Bingham avec les données de relaxation des
contraintes du matériau MFC/P35/Ca?*.

En effet, comme pour le modéle de Maxwell, il ne contient qu’une seule branche pour représenter la
viscosité. Or il semble nécessaire d’introduire plusieurs temps de relaxation pour représenter le
comportement viscoélastique complexe de ce matériau.

I1.3 Modeles incluant une distribution des temps de relaxation

Le modele de Maxwell généralisé est une géneéralisation du modele de Zener et est couramment utilisé
en viscoélasticité pour représenter des comportements complexes. On s’intéresse également au mode¢le
semi-empirique de Zsivanovits et al. (2004) qui a déja été utilisé pour modéliser le comportement de
gels de pectines.

I1.3.a Modele de Maxwell généralisé

Les modeles précédents étant insuffisants pour modéliser le comportement visqueux de nos matériaux
dans des essais de relaxation et de fluage, le modéle de Maxwell généralisé est introduit. Ce modéle est
constitué de plusieurs modéles de Maxwell en paralléle (Figure 5.23). Il fait donc intervenir plusieurs
temps de relaxation, t, correspondant au rapport de la viscosité sur le module de rigidité pour chaque
branche du modeéle.

Ey

Figure 5.23 : schéma du modéle de Maxwell généralisé.

Un modéle de Maxwell généralisé avec 3 branches en paralléle est utilisé pour modéliser les essais de
relaxation des matériaux. On observe pour un exemple dans la Figure 5.24 que le modéle peut
s’approcher des données expérimentales.
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Figure 5.24 : comparaison du modéle de Maxwell généralisé a 3 branches
avec les données de relaxation du matériau MFC/P35/Ca?*.

Le modele serait de plus en plus adapté en augmentant le nombre de branches viscoélastiques. En
revanche, le nombre de parameétres augmentant, ces derniers perdraient en significativité, car ils
pourraient se compenser mutuellement.

11.3.b Modele de Zsivanovits

Les matériaux biomimétiques, comme les parois végétales, ne se comportent pas comme des matériaux
viscoélastiques classiques. Plusieurs études ont montré la complexité du comportement viscoélastique
des parois et la nécessité de le caractériser par plusieurs temps de relaxation (Taiz, 1984; Yamamoto et
al., 1970; Zsivanovits et al., 2004).

Le modele de Zsivanovits et al. (2004) est une adaptation empirique du modele de Maxwell en relaxation
et est défini par :

t\B
o (0 = exp(~ (=) ) [5.17]
To

Le parameétre B permet de modifier I’allure de I’exponentielle et traduit une répartition des temps de
relaxation. Ce modeéle est efficace pour caractériser le comportement de nos matériaux comme montré
dans la Figure 5.25.
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Figure 5.25 : comparaison du modele de Zsivanovits avec les données de relaxation des
contraintes du matériau MFC/P35/Ca?*,

Le tableau suivant récapitule les paramétres B et to pour chaque matériau.
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Tableau 5.4 : paramétres permettant d’ajuster le modéle de Zsivanovits
aux données de relaxation.

Matériau B 7o (S)
MFC/P35 0,110 340,5
MFC/P35/Ca* 0,089 144.9
MFC/XG/P35/Ca?* 0,120 617,2

On remarque que le parametre B est assez proche pour les 3 compositions, contrairement au temps de
relaxation, to. Cela peut signifier qu’un nombre équivalent de phénomeénes de relaxation a lieu pour les
trois matériaux, mais que les temps caractéristiques de ces phénomeénes ne sont pas du méme ordre de
grandeur.

La composition contenant du xyloglucane est celle qui a le temps de relaxation le plus élevé. Ce matériau
met donc plus longtemps a relaxer compleétement les contraintes lors d’essais longs.

En revanche, il est en réalité complexe de relier les valeurs de f et de 1o a d’éventuelles caractéristiques
structurelles du matériau.

I1.4 Modélisation des essais de traction avec le modele de Bingham
généralisé
Comme vu précédemment, le modéle de Bingham ne permet pas de décrire correctement des essais de
relaxation car il ne contient pas assez de branches viscoélastiques permettant de décrire des phénomenes
de relaxation s’étendant sur plusieurs heures. En revanche, grice a I’intégration du patin plastique, il est

adapté pour décrire le comportement des matériaux lors de sollicitations de courtes durées comme les
essais de traction.

Il.4.a Application du modéle a des essais de traction

Les paramétres du modéle sont d’abord ajustés pour un essai de traction a la rupture. Le modele de
Bingham est efficace pour représenter ces essais (Figure 5.26).
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Figure 5.26 : comparaison du modéle de Bingham avec les données de traction a la
rupture du matériau MFC/P35/Ca?*,

Cependant, il est possible d’obtenir un ajustement du modéle aux données expérimentales avec plusieurs
combinaisons différentes des paramétres E, oy, H et 1. 1l est donc difficile de comparer les matériaux.
Les modules E sont ajustés en accord avec ceux déterminés en partie 1.1 Propriétés en traction uniaxiale.
Un exemple de paramétres est donné pour chaque matériau dans le Tableau 5.5 et permet de mettre en
avant les différences entre les matériaux avec et sans xyloglucane.

156
Chapitre 5



Tableau 5.5 : exemples de paramétres permettant d’ajuster le modéle de Bingham aux données de traction a la rupture.

Matériau E (MPa) H (MPa) oy (MPa) n (MPa.s)
MFC/P35 35 8 0,7 800
MFC/P35/Ca?* 38 10 1,0 1100
MFC/XG/P35/Ca* 10 5 0,2 300

Pour le matériaux MFC/P35/Ca?*, on peut observer que la contrainte seuil de plasticité du modele, oy,
est cohérente avec la contrainte observée au niveau de I’inflexion de la courbe de traction (Figure 5.26),
inflexion qui correspond généralement au début des réarrangements plastiques des matériaux. Ces
faibles contraintes limites de plasticité montrent que des réarrangements structuraux irréversibles ont
lieu méme pour de faibles sollicitations.

La viscosité n nécessaire pour modéliser le comportement des matériaux est élevée, ce qui est cohérent
avec la présence de MFC dans le gel de pectines.

Alors que les matériaux MFC/P35 et MFC/P35/Ca?* peuvent étre modélisés avec un jeu de paramétre
équivalent, le matériau avec du xyloglucane a un module E, une limite de plasticité oy et un paramétre
de viscosité n plus faibles que les deux autres matériaux. Cela traduit son comportement globalement
moins rigide.

On peut également calculer un temps de relaxation de la branche viscoélastique a partir de ces valeurs :

n
T=— 5.18
T [5.18]
Pour les matériaux MFC/P35 et MFC/P35/Ca?* on obtient alors une valeur proche d’environ 100 s alors
que pour le matériau contenant du xyloglucane, on obtient une valeur légerement inférieure (60 s). Cela
est en accord avec les conclusions issues de la partie 1.3.c Evaluation des contributions élasto-
viscoplastiques par analyse de [’énergie dissipée, sur des essais courts le matériau contenant du

xyloglucane relaxe plus vite.

Les paramétres sont cependant interdépendants et on peut obtenir des allures de courbes similaires en
diminuant oy et en augmentant n, par exemple. Il est donc difficile d’avoir une interprétation plus
aboutie.

I1.4.b  Application aux essais cycliques

Pour les essais cycliques, ce modéle permet également de décrire correctement, avec le méme jeu de
paramétres, les charges et décharges du premier et deuxiéme cycle (Figure 5.27). Mais il devient de plus
en plus imprécis lorsque le nombre de cycle augmente.

157
Chapitre 5



1.4 4

1.2 4

1.0

0.8

o (MPa)

0.6

0.4 4

0.2 1

0.0 1

Q.00 ool .oz .03 0.04 005 00a
€

Figure 5.27 : comparaison du modéle de Bingham avec les données de traction du cycle 1
du matériau MFC/P35/Ca?*.

Aussi, comme pour les essais de traction a rupture, le jeu de paramétres modélisant 1’essai n’est pas
unique. Pour réduire les possibilités de compensation des paramétres entre eux, il serait nécessaire
d’appliquer des contraintes sur les parameétres a partir des résultats d’autres analyses.

I1.5 Synthese

Des modeles de rhéologie permettant de caractériser la viscoélasticité et la plasticité des matériaux ont
été comparés aux données expérimentales issues de la caractérisation des matériaux biomimétiques
composés de MFC, de pectines faiblement méthylées et en présence ou non de xyloglucane.

Le comportement de ces matériaux ne peut pas étre modélisé de facon simple car ils sont caractérisés
par de nombreux temps de relaxation, traduisant les mécanismes complexes de réarrangement
structuraux ayant lieu lors de leur sollicitation mécanique.

Ces temps de réarrangement s’étendant sur plusieurs décades peuvent étre associés a des phénomeénes
coopératifs. On peut supposer que des réarrangements de cette nature ont lieu, comme par exemple une
réorganisation des jonctions pectiques. Ce type de réarrangement est d’ailleurs proposé dans le modele
de croissance pariétale de Peaucelle et al. (2012).

Un modeéle récent a également été envisagé pour la description des matériaux biomimétiques. Ce modele
rhéologique, combinant des ressorts, des pistons, ainsi qu’un nouvel élément, , nommé « spring-pot », a
récemment été introduit (Bonfanti et al., 2020). Le « spring-pot » a un comportement intermédiaire entre
un ressort élastique et un piston visqueux et son équation caractéristique est définie comme :

Pe(t)
oth

Cg est une constante dépendant du matériau. B correspond au nombre de fois qu’e est dérivé. C’est un
nombre réel compris entre 0 et 1. Si B = 0, alors 1’équation décrit un comportement élastique pur. Si f =
1, alors le comportement décrit est totalement visqueux. Dériver une fonction un nombre réel de fois
n’est pas standard en mathématiques et les méthodes employées sont détaillées dans 1’article cité
(Bonfanti et al., 2020).

[5.19]

a(t) =Cp*

Ce nouvel élément « spring-pot » peut finalement étre combiné avec d’autres pour former des modéles
composés. On peut par exemple remplacer 1’un des ressorts du modeéle de Zener par un spring-pot, et
ainsi obtenir le modele du « Fractional Solid », présenté dans la publication de Bonfanti comme étant
particulierement efficace pour représenter le comportement de parois cellulaires.

Ces modeéles semblent également efficaces pour représenter les résultats de nos essais. Cependant,
I’identification des paramétres demande une puissance de calcul conséquente. Il faut donc veiller &
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réduire le nombre de points de données des essais expérimentaux, et a limiter le nombre de spring-pots
dans le modéle.

I11. Conclusion du chapitre

Le comportement des matériaux a d’abord été évalué grace a des essais de relaxations, de fluages et de
tractions cycliques.

Ces essais ont montré que les matériaux MFC/P35 et MFC/P35/Ca%*" ont des caractéristiques
équivalentes et I’ajout d’ions calcium dans la composition initiale n’a pas un impact significatif.

En revanche, le matériau contenant du xyloglucane réagit différemment aux sollicitations mécaniques.
Il semble se déformer plus rapidement et en dissipant moins d’énergie par viscoélasticité. Lorsqu’on
s’intéresse a la déformation résultant de la plasticité, celle-ci semble étre moins importante que chez les
matériaux ne contenant pas de xyloglucane. La présence de xyloglucane dans la composition semble
donc modifier significativement 1’organisation structurelle du matériau.

L’application de modéles rhéologiques a ces caractérisations mécanique a ensuite été réalisée. Ces essais
ont mis en avant le comportement viscoélastique complexe des matériaux. Il est en effet nécessaire de
décrire leur viscoélasticité par une distribution des temps de relaxation, traduisant les mécanismes
complexes de réarrangement structuraux. Ces temps s’étendent sur plusieurs heures et peuvent étre
associés a des phénomenes coopératifs, comme le réarrangement des jonctions physiques des pectines
par le calcium.
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Conclusion

Ce projet a tout d’abord permis de développer des matériaux biomimétiques de la paroi végétale. Ces
matériaux sont constitués de microfibrilles de cellulose (MFC), de pectines et de xyloglucane et ils
peuvent étre hydratés afin de les caractériser dans des conditions analogues a celles d’une paroi végétale.
Tout comme la paroi, les matériaux biomimétiques développés dans ce projet sont des matériaux
composites complexes.

Dans le 3™ chapitre, leur comportement hybride a pu étre mis en avant : ce sont en effet des matériaux
hydrogels renforcés par des fibres. Il a été aussi montré que leurs propriétés, aprés hydratation dans un
milieu contenant du calcium, varient en fonction de nombreux paramétres interdépendants.

Pour une composition donnée, la phase aqueuse controle le gonflement ce qui influence également les
propriétés mécaniques. En effet, les pectines forment un gel en présence de calcium en raison
d’interactions physiques assurant la formation de jonctions de type « egg-box ». Or, ces gels sont de
nature polyélectrolyte et des paramétres tels que la concentration en ions, leur nature, le volume de
réhydratation ou la présence d’un co-soluté influencent leur gonflement. Des taux d’hydratation (environ
70%) et des modules élastiques d’un ordre de grandeur a ce qui est généralement décrit pour les parois
végétales (quelques Méga Pascals) sont obtenus par réhydratation des matériaux dans une solution a 0,1
mol/L de calcium.

Des matériaux aux propriétés variées sont obtenus selon les conditions d’hydratation mais également
selon la structure des pectines, et notamment selon leur degré de méthylation (DM), ou encore selon la
composition en polysaccharides. La fraction volumique de MFC est un parametre particulierement
important car elles assurent un réle de charges renfor¢ant I’hydrogel. Ce renforcement a pu étre modélisé
grace a la combinaison du mode¢le d’Halpin-Kardos, décrivant le renfort de fibres courtes, et du modéle
de Jones-Marques, traduisant les conséquences de I’enchevétrement de fibres longues. Il serait
intéressant de vérifier si ce modéle peut étre appliqué quel que soit le DM des pectines.

Plusieurs de ces paramétres sont modulés par la cellule végétale afin d’assurer la croissance de la paroi.
Un des aspects particulierement étudié actuellement est la modification structurelle des pectines par des
enzymes.

Le chapitre 4 s’est donc intéressé a la modification enzymatique des matériaux biomimétiques. Ces
derniers semblent adaptés pour étudier le comportement d’enzymes de remodelage des pectines et faire
le lien avec les effets observés in planta.

En effet, I’application d’une méthylestérase de pectines, la PME d’Aspergillus aculeatus, sur les
matériaux biomimétiques permet de déméthyler les pectines jusqu’a un DM d’environ 30%. La réaction
sur les matériaux est plus lente que ce qui a pu étre caractérisé pour des solutions de pectines car elle
dépend de la cinétique de diffusion de I’enzyme au sein du matériau. Celle-ci n’a cependant pas été
évaluée et il serait intéressant d’identifier si cette diffusion est en accord avec ce qui peut avoir lieu au
sein d’une paroi végétale.

Dans un milieu contenant du calcium, cette déméthylation permet de former de nouvelles jonctions
pectiques assurant une augmentation de 1’ensemble des propriétés mécaniques des matériaux. Les
propriétés semblent également dépendre du motif d’estérification des pectines car les matériaux dont les
pectines sont modifiées jusqu’a un DM d’environ 30% ont des propriétés mécaniques trés différentes
des matériaux constitués initialement de pectines d’un DM équivalent (matériaux MFC/P35).

La réactivité de AaPME avec les matériaux biomimétiques en fonction de parametres physico-chimiques
du milieu réactif ou en fonction de la composition du matériau a également été étudiée. Seule une
réduction significative du gonflement des matériaux, par ajout d’un co-soluté dans le milieu réactionnel,
semble impacter la réaction, en relation avec la diffusion de I’enzyme. Des paramétres tel que le pH, la
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concentration en calcium ou la composition en polysaccharide (avec un ratio constant de la quantité de
PME par rapport a la quantité de pectines) n’ont pas montré d’effet significatif sur I’activité de AaPME
dans ces conditions. Cela laisse supposer que 1’activité de cette enzyme est gouvernée par la structure
pariétale.

Des PME de différentes origines ainsi que des polygalacturonases ont aussi €té appliquées avec succes
sur les matériaux. Les conséquences observées sur les matériaux biomimétiques ont pu étre comparées
a celles observées suite a leur application sur A. thaliana.

Une autre PME fongique VdPME, a permis d’obtenir des résultats similaires a ceux obtenus pour des
modifications par AaPME. La différence de processivité entre AaPME et VAPME, identifiée sur des
pectines solubilisées, n’a cependant pas pu étre vérifiée sur les matériaux biomimétiques. Il serait
nécessaire de faire varier des conditions expérimentales, telles que la durée de réaction et/ou la quantité
d’enzyme pour le vérifier.

L’application d’une PG végétale, ADPG2, a également permis de modifier le matériau biomimétique.
Certaines pectines ont été dégradées en oligomeres ce qui a eu pour conséquence une diminution des
propriétés mécaniques du matériau. Sur une durée de réaction plus courte, la PG semble par contre
s’attaquer en priorité aux acides galacturoniques en dehors des jonctions pectiques, comme cela a été
observé lors de la co-application de VAPME et d’ADPG2.

Des comparaisons ont été réalisées entre les conséquences observées dans ce chapitre et celles observées
lors de I’application de ces enzymes sur des cultures d’A. thaliana, réalisées par le laboratoire BIOPI
(partenaire de ce projet ANR). Pour les plantes, une réduction de la longueur de I’hypocotyle est
observée a la fois suite a I’application d’une PME (VAPME) ou suite a I’application d’une PG (ADPG2).
Lors de ’application de ces enzymes sur des parois biomimétiques, une rigidification est observée avec
la PME, en raison de la complexation des pectines déméthylées avec le calcium. Avec la PG, une
dégradation des pectines a lieu dans le matériau. Ces deux phénomeénes peuvent étre a 1’origine d’une
diminution de croissance des cellules d’hypocotyles.

Aussi, deux PG ayant la méme activité en solution, ADPG2 et VPG1, semblent étre impactées
difféeremment selon le type de substrat. Elles ne produisent plus les mémes effets lorsqu’elles sont
appliquées a des matériaux biomimétiques et a des végétaux, VPG1 ne semblant pas active sur ces deux
substrats.

Il est probable que les modifications structurales des pectines entrainent des modifications d’autres
propriétés mécaniques telles que la viscoélasticité et la plasticité.

Le chapitre 5, s’est donc intéressé a décrire plus en détails ce type de propriétés pour des matériaux
biomimétiques contenant des pectines faiblement méthylées.

Le comportement des matériaux a d’abord été évalué grace a des essais de relaxation, de fluage et de
traction cyclique. Ces essais ont montré que la présence de xyloglucane dans le matériau menait & des
comportements viscoélastiques et plastiques différents des matériaux ne contenant pas de xyloglucane.
Un matériau contenant du xyloglucane se déforme plus rapidement et en dissipant moins d’énergie par
viscoélasticité. Sa déformation résultant de la plasticité est moins importante que dans les matériaux ne
contenant pas de xyloglucane.

Ces conclusions ont été comparées a des données supplémentaires issues de la modélisation des
propriétés mecaniques par des modeles rhéologiques. Il est nécessaire de décrire la viscoélasticité de ces
matériaux par une distribution de temps de relaxation, traduisant les mécanismes complexes de
réarrangement structuraux. Ces temps s’étendent sur plusieurs heures et peuvent étre associés a des
phénomeénes coopératifs, comme le réarrangement des jonctions physiques des pectines par le calcium.
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Ce projet a donc permis de répondre a plusieurs problématiques. Les matériaux développés peuvent étre
décrit comme des matériaux biomimétiques car leur composition, les interactions entre les constituants
et leur caractéristiques physico-chimiques et mécaniques sont trés proches de ce qui est actuellement
connu des parois végétales.

L’¢étude enzymatique réalisée est préliminaire mais ces matériaux semblent également étre des objets
d’intérét pour étudier des enzymes de remodelage de la paroi, dans des conditions tres analogues a celles
rencontrées réellement par les enzymes. Les contraintes de diffusion des enzymes dans ces matériaux
pourraient permettre de mieux comprendre des phénotypes végétaux complexes. Des parameétres
supplémentaires pourraient étre étudiés telles que I’influence de la cristallinité des MFC ou le role des
ramifications RG des pectines.

Aussi, les interactions entre les polysaccharides et ’architecture de la paroi restent des thématiques de
recherche actuelles et 1’étude approfondie des propriétés de ces matériaux semble adaptée pour apporter
des pistes de réflexion supplémentaires de facon plus accessible, d’un point de vue technique, que
I’étude de parois végétales.

De facon concrete, ces matériaux biomimétiques semblent, par exemple, particulierement pertinents
pour étudier les mécanismes d’élongation de tubes polliniques. Ces derniers poussent en effet au sein
d’une paroi primaire et cette croissance semble liée a la structure de cette paroi (Fobis-Loisy et Jaillais,
2021). Actuellement, la croissance pollinique est étudiée in vitro sur des milieux gélifiés de type agarose.
Il est donc intéressant d’envisager de 1’étudier sur ces modeles biomimétiques dont la structure est
proche d’une paroi végétale et peut étre modulée de différentes fagons.

Enfin, ces matériaux pourraient également étre intéressant pour des applications dans d’autres secteurs
que la recherche en biologie végétale. En effet, les hydrogels sont particulierement utiles pour
développer des stratégies d’encapsulation de principes actifs. Des gels de pectines ont déja été
considérés pour cette application (Fathi et al., 2014) mais I’intégration de microfibrilles de cellulose
constitue une avancée supplémentaire permettant de fournir des gels dont les propriétés peuvent
facilement étre modulées par la fraction volumique de MFC. Les propriétés pourraient également étre
modifiées grace aux enzymes de remodelage des pectines. Des travaux sont en cours pour développer
cet axe de recherche.
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Chapitre 6 : Annexes
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. Mise au point d’un matériau autosupporté

La premicre année du projet a permis de développer un protocole de mise en ccuvre des matériaux
biomimétiques de la paroi cellulaire végétale sous forme de films autosupportés aprés réhydratation. Un
ratio de 30% de MFC et 70% de pectines est choisi. Les 30% de MFC sont représentatifs des ratios de
cellulose que 1’on peut avoir dans une paroi végétale primaire, et comme on souhaite comprendre, dans
un premier temps, le comportement des pectines dans ces matériaux, le reste de la composition est
complété par des pectines.

I.1.  Choix du type de MFC

Le choix du type de microfibrilles de cellulose et de leur purification se sont révélés étre des parameétres
majeurs dans [’obtention d’un matériau homogene macroscopiquement. Les MFC issus d’un procédé
sulfite ont tendance a former des agrégats contrairement a des MFC issues d’un procédé kraft.

Les MFC krafts sont en fait recouvertes de xylanes, ce qui semble apporter une meilleure stabilité a la
suspension. Des essais de traction sont réalisés sur des matériaux obtenu a partir des différents types de
de MFC, apres réhydratation dans une solution a 0,1 mol/L de Ca?*. Les moyennes des modules d’Young
obtenus pour 5 échantillons de chague série sont reportées dans la figure suivante.
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Figure 6.1 : comparaison des modules d’Young des matériaux MFC/P52 (A) ou MFC/P35 (B), selon le type de MFC utilisé.
Matériaux réhydratés dans 0,1 mol/L de Ca?*.

L’obtention d’un matériau homogéne se traduit par une augmentation du module d’Young. Cela est
d’autant plus marqué pour les films composés de pectines P35.

Les matériaux constitués de MFC kraft sont aussi considérés comme plus représentatifs de la paroi
cellulaire végeétale car composés des 3 constituants majeurs, le xylane remplagant le xyloglucane dans
le r6le de I’hémicellulose. Il a été montré qu’environ 20% de xylane s’adsorbait sur les MFC (Falcoz-
Vigne, 2016). Dans nos compositions constituées de 30% de MFC, nous avons donc en réalité 6% de
xylanes et 24% de cellulose.

Il n’a pas été possible de purifier les suspensions de MFC de la méme fagon que les pectines car cela
menait systématiquement a la formation d’agrégats. Ces suspensions contiennent donc aussi des sels
issus de leur fabrication.

[.2.  Intégration de calcium dans la composition

Le calcium est intégré dans la composition des films afin de créer les interactions pectiques. L’objectif
est encore une fois d’obtenir un matériau plus représentatif de la paroi végétale en terme de structure.
Une fois le film séché, le renforcement des fibrilles de cellulose (Falcoz-Vigne, 2016), en partie
irréversible, rend potentiellement inaccessible certaines pectines lors de la réhydratation. Ce phénomene
défavorise la création d’un réseau calcium-pectines idéal. L’ajout du calcium dés la fabrication du film
peut aussi permettre de limiter la désorption d’une partie des pectines lors de sa réhydratation.
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l.1.a  Stratégie expérimentale

La difficulté de I’ajout de calcium est d’éviter des gélifications locales trop rapides avant coulage de la
suspension ce qui créerait des hétérogénéités apres séchage. Pour cela ’ajout est réalisé a 80°C,
température a laquelle les interactions sont plus faibles. A cette température, les réactions de
dégradations de pectines telles que la B-élimination et I’hydrolyse n’ont pas ou peu lieu (Sila et al.,
2009). Les masses molaires des pectines ne sont donc pas réduites comme montré dans les tableaux
suivants.

Tableau 6.1 : effet du chauffage a 80°C sur les masses molaires moyennes en poids (Mw) et en nombre des pectines (Mn) P35
et P71.

P35 Mw Mn P71 Mw Mn
Initial 1156+ 21 380+1,1 Initial 142,0+0,2 434+05
80°C 1142+ 0,7 39,7+04 80°C 158,1+0,3 54,9+05

Le ratio en calcium introduit est défini par le ratio de deux fois la concentration en calcium divisée par
la concentration en acides galacturoniques non méthylés :
[Ca®*]

= _ 6.1
R 2*[—C00_] [6.1]

I.1.o  Maintien de I’intégrité du film

Les pertes de pectines entre les compositions sans et avec R = 0,25 en calcium a été comparées par RMN
de 1’état solide. L’analyse des films MFC/P52 aprés trempage de 24h dans 10 mL de solution a 0,1
mol/L en Ca?* ne montre pas de différence significative dans la perte de pectines (Figure 6.2). En effet,
on remargue une diminution équivalente du pic C; des pectines (101,5 ppm) aprés trempage dans les
deux cas.

fml\«,cyw/

o 1os To6 Toa 102 10 9% 96 %4 %2 90 %% %6 4 &

Figure 6.2 : spectres RMN 13C CP-MAS (A). Zoom sur la région des C1 (90 — 110 ppm) (B). Rouge : film MFC/P52 sans
trempage ; vert : film MFC/P52/Ca?* sans trempage ; bleu : film MFC/P52 trempé 24h dans 0,1 mol/L Ca?* ; violet : film
MFC/P52/ Ca?* trempé 24h dans 0,1 mol/L Ca?*

En comparant les DM avant et aprés trempage, on s’apercoit que celui-ci diminue d’environ 8% dans
les deux compositions (Figure 6.3). Cette perte de pectines lors du trempage est donc liée a la
solubilisation de pectines & haut degré de méthylation, qui ne contiennent pas assez de sites permettant
des jonctions calciques.
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Figure 6.3: DM avant et aprés

80 réhydratation dans 0,1 mol/L de Ca?*
pendant 24h de matériaux réticulés
60 (R=0,25) ou non (R=0) avant sechage.
2 |
O 40
S
20

Film initial 24h 0,1 mol/L Ca2+

BR=0 =R=0.25

Une comparaison visuelle de trempage des films MFC/P52 dans une solution a 0,001 mol/L de Ca?* a
cependant permis de montrer une meilleure résistance au gonflement des films composés avec du
calcium (Figure 6.4). Mé&me apres plusieurs jours de trempage, les films contenant R = 0,25 de calcium
gardent leur forme initiale et ne se cassent pas lors de 1’agitation du tube contrairement aux films
composes sans calcium qui cassent aprés quelques heures de trempage.

Figure 6.4 : Films réhydratés dans 10 mL a 0,001 mol/L Ca?*.
Gauche : MFC/P35 ; centre : MFC/P35/ Ca?* ; droite :
MFC/P52/ Ca?*,

Le réseau pectines-calcium initié avant séchage semble renforcer la tenue du film lors de sa
réhydratation dans une solution peu concentrée en calcium. Dans une solution concentrée en calcium,
cela ne permet cependant pas de diminuer la perte en pectines fortement méthylées.

I.3. Influence du ratio de calcium dans la composition initiale sur les
propriétés des matériaux MFC/P52

Les matériaux sont réalisés par gélification des pectines dans une suspension de MFC avant séchage. Le
taux de réticulation de ces systemes avant réhydratation est contrdlé par le ratio de calcium R integré a
la composition et décrit en équation [6.1]. L’impact du ratio R utilisé pour cette gélification sur les
propriétés finales des matériaux réhydratés est étudié avec des matériaux MFC/P52 dont le R initial
varie de 0 a 0,5. Ils sont réhydratés dans 0,1 mol/L de Ca?".

l.1.c Impact sur le gonflement

Une comparaison du taux de gonflement a été réalisée par trempage des films dans 10 mL de solution a
0,1 mol/L en Ca?* (Figure 6.5). La masse de film sec est déterminée aprés réhydratation et tient compte
de la perte éventuelle de matiere lors de la réhydratation.
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Figure 6.5: comparaison du taux de
gonflement selon le R initial du matériau
= MFC/P52.
Réhydratation 4h dans 10 mL de Ca?* a 0,1
L T mol/L.

Les matériaux a R = 0 en calcium initial gonflent moins que les autres compositions et le gonflement
semble légérement augmenter avec I’augmentation du R. Si la valeur de R avait un impact sur le degré
de réticulation des matériaux aprés réhydratation dans 0,1 mol/L de Ca?', on s’attendrait a une
diminution du taux de gonflement avec I’augmentation du degré de réticulation initial. Comme ce n’est
pas le cas, on peut supposer que la réhydratation dans 0,1 mol/L de Ca?* permet d’obtenir le méme degré
de réticulation final.

L’augmentation du taux de gonflement des matériaux contenant du calcium dans la composition initiale
comparés au matériau sans calcium initialement laisse donc supposer une différence de structure entre
ces matériaux. Il est possible que la formation du réseau pectines-calcium avant séchage limite
I’agrégation irréversible de certaines MFC (Arola et al., 2013; Maia et al., 2019). Plus de surface est
alors disponibles pour interagir avec des molécules d’eau au moment de la réhydratation.

I.1.d  Impact sur les propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques de matériaux composés avec différents ratios de calcium initial R ont été
mesurées par essai de traction aprés réhydratation dans 10 mL a 0,1 mol/L de Ca?*. On s’intéresse dans
un premier temps a comparer les modules d’élasticité obtenus pour chaque composition (Figure 6.6).

Figure 6.6: comparaison du module
d’Young selon le R initial du matériau
MFC/P52.

Réhydratation 4h dans 10 mL de Ca?* a4 0,1
4 mol/L.
| I .
0
0 0,1 0,25 0,5

R

6

E (MPa)

Il'y a une chute du module pour les compositions contenant R = 0,25 et R = 0,5 de calcium dans la
composition initiale. Le taux de gonflement plus élevé pour ces compositions peut expliquer en partie
cet effet. Ensuite, comme évoqué précédemment, le gel pectines-calcium créé peut permettre de limiter
la formation d’interactions irréversibles entre MFC au moment du séchage. Une diminution de la rigidité
du matériau peut résulter de cette réduction d’interactions entre MFC. Le ratio R = 0,1 n’est peut-étre
pas suffisant pour former un gel assez rigide pour prévenir ces interactions, ce qui expliquerait
1’obtention d’un module proche de celui du matériau non réticulé initialement. A partir de R = 0,25, la
valeur du ratio en calcium introduit dans la composition ne semble pas avoir de conséquences sur le
comportement du matériau apres réhydratation.
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On s’intéresse ensuite a comparer les propriétés a la rupture des compositions R = 0 et R = 0,25. Une
courbe de traction de chaque composition est représentée dans la figure suivante.

Figure 6.7 : courbes de tractions des
matériaux MFC/P52 avec R = 0 (gris) ou R
= 0,25 (noir).

[Ca?*] = 0,1 mol/L.

0,4

0 5 10 15 20 25
£ (%)

On remarque une augmentation de 1’¢longation avant rupture des films composés avec R = 0,25 de
calcium (courbe noire) comparé aux films composés sans calcium (courbe grise). La contrainte a la
rupture est également légérement supérieure pour le matériau contenant du calcium initialement. Les
propriétés des deux matériaux sont comparées dans le Tableau 6.2.

Tableau 6.2: propriétés en traction des matériaux MFC/P52 avec R = 0 ou R = 0,25, réhydratés
dans 10 mL & 0,1 mol/L en Ca?*.

R Gmax (M Pa) €max (%) E (MPa)
0 02+0,1 73+24 4,7+0,2
0,25 03+0,0 186+2,1 28+0,5

La présence de calcium dans la composition initiale rend le matériau réhydraté moins rigide mais aussi
moins fragile et plus déformable.

Le gel initial semble donc limiter le collapse irréversible des MFC lors du séchage (Figure 6.8) et conduit
a des matériaux plus résistants et plus facile a manipuler. A partir de R = 0,25, ce ratio n’influe pas sur
le degré de réticulation final du matériau réhydraté car des propriétés similaires sont obtenues avec un
R = 0,5. Pour cette raison, les matériaux étudiés sont composés avec des ratios en calcium initiaux R de
0,25 ou de 0,5.

R=0 R =0,25

)

S

Figure 6.8 : schéma représentant la différence de gonflement apres réhydratation entre un matériau non gélifié avant séchage
(R =0) et un matériau gélifié avant séchage (R = 0,25). Les MFC sont représentées par les traits verts.

;
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II.  Annexes du chapitre 3

I1.1. Conséquences de la variation de la concentration en calcium dans le
milieu de réhydratation

Il est possible d’obtenir des taux de gonflement élevés a trés basse concentration en calcium. Par
exemple, @ 0,001 mol/L de calcium dans la solution de réhydratation, le taux de gonflement du matériau
MFC/P52 est d’environ 50. Malgré cette absorption importante d’eau, les gels étudiés restent
autosupportés.

l.1.e Pertes de matiére

La concentration en calcium du milieu d’immersion a cependant des conséquences sur la perte de
matiere au cours de la réhydratation du matériau (Figure 6.9). Cette derniere augmente fortement avec
la diminution de la concentration, jusqu’a atteindre environ 60% a 0,001 mol/L en Ca?*.

100 Figure 6.9 : évolution du pourcentage de
perte massique avec la concentration en
calcium de la phase aqueuse.
Réhydratation 2h dans 10 mL. MFC/P52 (R

=0,25).
L [ )
g 50
o
e
O\o [}
°
O E
0,001 0,01 0,1 1

[Ca?*] (mol/L)

Dans une solution de 10 mL a 0,001 mol/L, le nombre de mole de calcium est supérieur au nombre de
moles de calcium présent initialement dans le film pour une composition a R = 0,25 (0,5.10°° mol). Mais
cette quantité est juste suffisante, pour former le maximum de jonction possible (ce qui équivauta R =
0,5). Il est donc possible que des pectines non réticulées se solubilisent lors de la réhydratation.

Cependant, pour des concentrations supérieures en Ca?* dans la solution de réhydratation, on observe
aussi une importante perte de matiére. Il est trés probable que le degré de méthylation ne soit pas
uniforme a I’ensemble des macromolécules et que les plus méthylées se solubilisent. Il est aussi possible
que certaines MFC s’extraient du matériau au cours du gonflement. A forte concentration ionique, la
diminution du taux de gonflement et donc du degré d’hydratation du matériau ainsi que le phénomeéne
de condensation des contre-ions peuvent favoriser les interactions entre macromolécules et limiter leur
solubilisation ou désorption.

Lors d’une réhydratation dans 0,1 mol/L de Ca?", le pourcentage de perte massique est faible et proche
de I’incertitude d’une mesure de masse d’un matériau hydraté. On peut alors analyser par RMN les
matériaux avant et aprés réhydratation pour avoir une idée plus précise de 1’origine des pertes (Figure
6.10).

171



Figure 6.10 : analyse par RMN du
pourcentage de pectines et de leur DM des
matériaux MFC/P52 (R = 0,25) avant et
60 apres réhydratation pendant 24h dans 10
mL & 0,1 mol/L Ca?*.

80

%P52 %DM

® Film initial Apres réhydratation 0,1 mol/L Ca2+

On remarque que dans ce cas, le film ne semble pas perdre de pectines. Pourtant, le DM est modifié
suite a la réhydratation. II se peut alors qu’environ autant de MFC et de pectines se soient désorbées du
matériau. Les pectines les plus méthylées n’étant pas intégrées au gel se solubilisent plus facilement et
conduisent a une diminution du degré de méthylation effectif dans le gel.

La composition du matériau est donc modifiée lors de la réhydratation par solubilisation des pectines
fortement méthylées et extraction de MFC. Cela peut mener a de mauvaises interprétations concernant
I’évolution du gonflement selon la nature du milieu de réhydratation. Pour des matériaux peu gonflés,
les pertes sont équivalentes et sont donc négligées dans la plupart des analyses suivantes.

A partir de [Ca?*] = 0,05 mol/L, les matériaux hydratés sont constitués d’environ 80% d’eau pour 20%
de polysaccharides. Ce taux d’hydratation peut étre comparable a celui d’une paroi cellulaire végétale
(Albersheim et al., 2011). Mais le film perd environ 20% de matiére lors d’une réhydratation dans 0,05
mol/L de Ca®* contre seulement environ 5% dans 0,1 mol/L de Ca?*. Cette concentration sera donc fixée
lors de la plupart des essais. A cette concentration, les jonctions pectiques sont stabilisées grace aux
interactions électrostatiques avec les ions calcium et aux interactions favorisées par la force ionique.

I.1.f  Compétition entre la force ionique et le taux de réticulation

A la fois la nature et la concentration des ions du milieu de réhydratation permettent de contrdler la
structure et le gonflement d’un gel de pectines. Des essais supplémentaires montrent qu’il est possible
de compenser une diminution du taux de réticulation pectines-calcium par le contrble de la pression
ionique mion du réseau de polyélectrolyte (Figure 6.11) par 1’ajout de NaCl.

Figure 6.11: comparaison des taux de

20 L
gonflement selon la force ionique et la
présence de calcium.

15 * Réhydratation 4h dans 10 mL. MFC/P52 (R
=0,5).

o 10

5

0

0 mol/L Ca2+ 0,001 mol/L Ca2+

0 mol/L NaCl ®0,3 mol/L NaCl
En absence de calcium dans la solution de réhydratation, le matériau n’est pas autosupporté et se disperse
au cours de la réhydratation. Les jonctions pectines-calcium sont issues d’interactions faibles et

réversibles. Si le milieu de réhydratation ne contient pas la quantité nécessaire d’ions pour maintenir les
jonctions, la plupart des ions Ca?* se dispersent dans la solution par équilibre osmotique.
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On observe cependant que, méme dans une solution de réhydratation ne contenant pas de Ca?* et malgré
’échange des interactions des ions Ca?* par des ions Na*, la force ionique générée par la présence de
0,3 mol/L de NaCl permet de conserver la cohésion du film. Les charges des macromolécules sont
masquées par la forte concentration en contre-ions ce qui favorise les interactions entre les pectines.

En présence de calcium a 0,001 mol/L, le taux de gonflement est identique entre le film réhydraté dans
la solution contenant 0,3 mol/L de NaCl et le film réhydraté dans une solution n’en contenant pas. La
force ionique permet de contrebalancer la perte de jonctions et de maintenir un méme niveau de
gonflement dans 2 solutions de réhydratation tres différentes.

Ces différentes stratégies de réhydratation de nos matériaux révelent la nature réversible des jonctions
physiques entre les ions calcium et les pectines. Un gel pectique, contrairement a un réseau covalent
classique, est donc trés sensible a la nature des ions dans son solvant de gonflement. De plus, la présence
de charges permanentes en dehors des jonctions rend également ce gel sensible a la concentration
ionigue du solvant.

[1.2. Relation entre la concentration en PEG et la pression osmotique de
la solution

Parsegian et al. (1986) ont établi une relation entre la concentration massique d’une solution de PEG de
masse molaire 20000 g/mol et la pression osmotique engendrée :

m=161+272*Cprr [6.2]
Avec Ceeg, le pourcentage massique de PEG 20000 dans la solution.

Figure 6.12: évolution de la pression
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Cette relation est utilisée pour calculer la pression osmotique de nos milieux de réhydratation.

11.3. Caracteérisation du xyloglucane et évaluation de son interaction
avec les MFC

Une méthode de quantification du xyloglucane, développée par Kooiman (1960), est utilisée pour
quantifier le pourcentage de xyloglucane s’adsorbant sur les MFC. Ce dosage utilise la propriété de
complexation de I’iode avec le xyloglucane.

.L1.g  Protocole

Une gamme d’étalonnage est réalisée avec des concentrations de xyloglucane entre 0,05 et 0,35 mg/mL.
1 mL de solution de xyloglucane est ajouté & un mélange de 5 mL de sulfate de sodium a 0,2 g/mL et de
0,5 mL de solution de KI/lI; de concentrations massiques 1%/0,05%. La réaction est réalisée a
température ambiante pendant 40 min dans I'obscurité. L’absorbance des étalons dilués est mesurée a
650 nm a I’aide d’un spectrométre UV Cary 50 (Varian). Un coefficient de molarité € = 19,11 mL.mg"
1.cm? est obtenu avec cette gamme d’étalonnage.
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Afin de quantifier le xyloglucane libre dans le surnageant d’une suspension MFC-XG. Le surnageant de
la suspension de MFC (XG 0%) est utilisé comme échantillon témoin pour éliminer la possibilité
d’absorbance par les MFC.

Des suspensions xyloglucane-MFC sont réalisées en mélangeant pendant une nuit une suspension de
MFC & 3,3% de masse séche et une solution de xyloglucane & 0,01 g/mL. Le xyloglucane est introduit
dans une suspension de MFC a un ratio relatif a la masse de MFC et des suspensions avec les ratios
suivants en xyloglucane : 0%, 5%, 10%, 15% et 20% sont étudiées. La suspension XG-MFC est
controlée a une concentration de 2,5% massique en polysaccharides grace a 1’ajout d’eau distillée.

La suspension de polysaccharides est ensuite centrifugée a 3000 g pendant 30 min a 1’aide d’une
centrifugeuse Sigma 1-6P E3470. Environ 4 mL de surnageant sont obtenus pour chaque ratio.

1 mL de surnageant est alors ajouté a une solution de 5 mL de sulfate de sodium (a 0,2 g/mL) et 0,5 mL
de solution Kl/I> (1%/0,05%). La réaction est réalisée pendant 40 min a température ambiante dans
I’obscurité. L'absorbance est mesurée a 650 nm. L'expérience est répétée trois fois.

1.1.h Résultats

Dans le chapitre 1, les études concernant les interactions entre le xyloglucane et la cellulose ont été
présentées. Le xyloglucane interagit trés facilement avec la cellulose en raison de leurs similitudes
moléculaires. Il est admis qu’environ 10% de xyloglucane s’adsorbe a la surface de nanocristaux de
cellulose (CNC) (Navon, 2020). Un parameétre supplémentaire a prendre en compte dans nos
compositions est donc 1’adsorption d’une partie du xyloglucane sur les microfibrilles de cellulose.

Ici, de la cellulose microfibrillée (MFC) est utilisée a la place de nanocristaux de cellulose (CNC). Méme
si ces deux matiéres sont des nanocelluloses avec des dimensions latérales comparables et donc une
surface spécifique comparable, les phénomenes d’interactions peuvent étre perturbés par la longueur des
fibrilles. Lors de la fabrication de nos films biomimétiques, la solution de polysaccharides est fixée a
2,5 % en masse. Par conséquent, il est nécessaire de vérifier la quantité de xyloglucane s’adsorbant sur
des MFC, dans ces conditions.

Une méthode de quantification du xyloglucane développée par Kooiman est utilisée pour vérifier
I’adsorption du xyloglucane sur les MFC. Ce dosage utilise la propriété de complexation de 1’iode avec
le xyloglucane. Il a été confirmé que I’iode ne forme pas de complexe avec la cellulose. Afin de
quantifier le xyloglucane libre dans le surnageant d’une suspension MFC-XG, le xyloglucane est
mélangé a une suspension de MFC. La quantité de XG introduite est donnée par son pourcentage relatif
a la quantité cellulose. L’ensemble de la suspension est & une concentration de 2,5% massique en
polysaccharides. Des suspensions avec les pourcentages suivants en xyloglucane : 0%, 5%, 10%, 15%
et 20% sont analysées. Le changement de couleur des surnageants est représenté sur la Figure 6.13.

Figure 6.13 : : analyse colorimétrique des surnageants. Les
pourcentages indiquent la quantité de xyloglucane par rapport
a la quantité de MFC.

Aux ratios 5% et 10% de XG par rapport a la MFC, aucune molécule de xyloglucane n’est quantifiée
dans le surnageant. Cela suggére 1’absorption de I’ensemble du xyloglucane sur les MFC a ces
concentrations et dans ces conditions. A un ratio de 15% de XG dans la suspension, la concentration de
XG restant dans le surnageant est trés faible et hors de la gamme de quantification. Au ratio 20%, une
grande quantité de xyloglucane est détectée dans le surnageant.
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Tableau 6.3 : dosage colorimétrique du surnageant apreés centrifugation de suspensions MFC/XG a
concentration croissante en XG.

Ratio XG/MFC (%) Absorbance surnageant | [XG] surnageant (mg/mL)
5 -0,004 -
10 -0,007 -
15 0,007 -
20 0,602 0,205

Les résultats sont cohérents avec ce qui avait ét¢ montré pour 1’adsorption du XG sur les CNC.

I1.4. Mode¢le d’Halpin-Kardos
Le mode¢le d’Halpin-Kardos considere le composite comme un matériau stratifié composé de plis pour

lesquels les charges sont orientées de facon unidirectionnelle. Le calcul a été réalisé sur un assemblage
de 4 plis orientés a 0°, -45°, 45° et 90° (Favier, 1995).

Figure 6.14 : représentation schématique d’un composite
quasi-isotrope selon Halpin-Kardos.

Les modules de chaque pli Eii (i = 1, 2) et G2 sont calculés grace aux équations suivantes :

Ei _ 2E;ir (1 + vip) (1 + CiiXp) + 43 (1 + vi)? (1 — Xf) Gy

[6.3]
Gm Eip(1 = Xp) + ($1z + Xp) Gy
Et
@ _ Gf(1 + lexf) + (12(1 — Xp) Gy [6.4]
Gm Gr(1—Xf) + (Gaz + Xp)Gny
Avec :
- 1=1:ladirection longitudinale des fibres ; et i = 2 : la direction transversale
- Eiif : module d’Young de la fibre dans la directioni (i=1, 2)
- Gret Gm : les modules de cisaillement de la fibre et de la matrice respectivement
- vm: le coefficient de Poisson de la matrice
- Xs: la fraction volumique de fibres
- i : des parametres géométriques issus du facteur de forme de la fibre
=2 L [6.5]
{11 - e :
l
=2- 6.6
{22 = 2 [6:6]
1
G2 =)V [6.7
L, 1 et e sont respectivement la longueur, la largeur et 1’épaisseur de la fibre.
Le module de cisaillement du composite est alors calculé grace a 1’équation :
Ei1 +Exnp(l—v G
— 11 22( 12) £ [6.8]

8(1 —vi2v21) 2
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Avec les coefficients de Poisson :

Vi = Xfo + (1 - Xf)Vm [6.9]
EZZ

V21 = V12 . [6.10]
11

Ou vs est le coefficient de Poisson de la fibre.

I11. Annexes du chapitre 4

I11.1. Influence du DM initial des pectines sur la réactivité de AaPME

En solution, la réactivité de I’enzyme est dépendante du DM des pectines. La méme comparaison est
réalisée pour des films contenant soit des pectines de DM 31% initial (P35) ou de DM 52% initial (P52).
Les réactions sont effectuées dans 10 mL avec une concentration en AaPME de 5 pug/mL. Les DM sont
quantifiés par RMN.

50 Figure 6.15 : évolution du DM déterminé
* MFC/P35  « MFC/P52 par analyse RMN des matériaux.
Réaction sur matériaux MFC/P35 (30/70), R
40 A
=0,25.
X 30 e s ? S
~ [} * T
=
0O 20
10
0
0 5 10 15 20 25
Temps (h)

Contrairement aux matériaux contenant initialement des pectines de DM 52%, les matériaux constitués
de pectines P35 ne sont pas modifiés par AaPME.

L’absence de réaction sur les matériaux MFC/P35 est vérifiée par mesure de leur module apres réaction.
La Figure 6.16 donne le module en fonction de la durée de réaction avec 5 ug/mL de AaPME. Les taux
de gonflement apreés réaction sont identiques au taux de gonflement initial (2,5 £ 0,3).

Figure 6.16: modules d’Young des

160 matériaux aprés modifications par AaPME
140 de différentes durées.

120 Réaction sur matériaux MFC/P35 (30/70), R
=0,25.
100
80
60
40
20
0
0 0,5 2 5 24

Durée (h)

E (MPa)

Tout comme le DM, les propriétés des matériaux ne sont pas modifiées ce qui confirme I’absence de
réaction lorsque le DM des pectines est d’environ 30%.
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I11.2. Analyses du DB par profilage oligomérique des pectines apres
action d’ AaPME sur les matériaux MFC/P52
Le laboratoire BIOPI a réalisé le profilage oligomérique des pectines des matériaux ayant réagis avec
AaPME. Le profilage oligomérique consiste a dépolymériser partiellement les pectines par une endo-

PG et a analyser par LCMS les oligoméres en résultant. Moins ces oligoméres sont méthylés et plus
I’enzyme a agit de fagon processive.

La figure suivante illustre le profil des pectines mis en présence de 0,5 pg/mL de AaPME pendant 2h,
menant a un DM de 38,4%. Ce profil est comparé a celui de pectines de matériaux mis en présence de
AaPME dénaturée par ébullition pendant 24h.
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Figure 6.17 : profil des oligomeéres libérés par les pectines aprés réaction des matériaux MFC/P52 avec AaPME ou avec
AaPME dénaturée.

On observe que I’action de I’enzyme meéne a la libération de plus d’oligomeres faiblement méthylés. Le
pourcentage de longs blocs non méthylés (GalAl, GalA2, GalA3, GalA45 et GalA5) n’a pas augmenté
avec la réaction, on peut donc supposer qu’ AaPME ne déméthyle pas de fagcon processive les pectines
des matériaux'*.

La différence de profil suite & des conditions de réactions différentes est également comparée. L’effet
de la présence de PEG dans le milieu de réaction, conduisant & une diminution du gonflement du
matériau est étudié. Les deux réactions ont été réalisées avec 0,5ug/mL d’ AaPME pendant 2h. la réaction
en présence de 10% de PEG méne a un DM de 45,8%.

11 Avec cette méthode de détection, le facteur de réponse varie pour chaque oligoméres. Cette méthode donne donc
un résultat qualitatif mais non quantitatif.
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Figure 6.18 : profil des oligoméres libérés par les pectines aprés réaction des matériaux MFC/P52 avec AaPME en absence
ou en présence de 10% de PEG dans le milieu réactif.

Les mémes types d’oligoméres sont libérés par les deux réactions. La présence de PEG et d’un volume
de matériau réduit ne semble donc pas modifier la processivité de cette enzyme.

D’autres paramétres de réaction ont été évalués : la durée de réaction et le pH. De la méme facon, il
semble qu’aucun ne meéne a une différence de profil significative.

I11.3. Phénotypes végétaux de dégradation par des PG

L’application des PG sur les cultures d’ Arabidopsis thaliana méne a des réductions des longueurs des
hypocotyles et a des détachement cellulaires, illustrés par les photos suivantes.

Figure 6.19 : photo & la loupe binoculaire, aprés coloration des parois cellulaires, de zones de décollement cellulaires

sur les hypocotyles d’A. thaliana sans ou apres application de vPG1 (A), PGLR (B) et ADPG2 (C) dans le milieu de
culture. (c) Wafae Tabi
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V. Annexes du chapitre 5

IV.1. Analyse statistique des résultats

Afin de vérifier si les différences de résultats entre deux matériaux sont significatives, une analyse
statistique a été réalisée en utilisant la méthode du test de Student. On calcule la valeur p, permettant de
quantifier la significativité des résultats, en fixant le risque d’erreur a 5%. La différence de résultats est
significative lorsque la valeur p obtenue est inférieure a 0,05.

Les valeurs p, comparant chaque matériau entre eux, sont rassemblées dans les tableaux suivant pour
chaque grandeur calculée avec les différents essais.

1.1 Fluage
Tableau 6.4 : valeurs p des paramétres a caractérisant la vitesse de fluage.
Matériaux comparés a
MFC/P35 MFC/P35/Ca?* 0,34
MFC/P35 MFC/P35/XG/Ca? 0,00
MFC/P35/Ca?* | MFC/P35/XG/Ca?* 0,00

1.1 Essais cycliques : analyse des déformations

Tableau 6.5 : valeurs p des déformations calculées a partir de la décomposition des essais cycliques.

Matériaux comparés € ve(10) eve(10)/gp Eve(o0)
MFC/P35 MFC/P35/Ca? 0,29 0,02 0,11 0,02
MFC/P35 MFC/P35/XG/Ca?* 0,01 0,00 0,00 0,30

MFC/P35/Ca%*" | MFC/P35/XG/Ca2* 0,08 0,04 0,04 0,05

I.1.k  Essais cycliques : analyse des énergies

Tableau 6.6 : valeurs p des énergies calculées a partir de la décomposition des essais cycligues.

Matériaux comparés AE(2)/E«(2) | AEpiastique/Ef(1) AErelaxation
MFC/P35 MFC/P35/Ca? 0,76 0,74 0,00
MFC/P35 MFC/P35/XG/Ca? 0,00 0,11 0,00

MFC/P35/Ca?* | MFC/P35/XG/Ca? 0,00 0,17 0,01

Ces analyses statistiques permettent de confirmer les comparaisons réalisées dans le chapitre 5.

IV.2. Champs de déformation

Afin d’observer directement la déformation sur le matériau, des essais de traction uniaxiale sont
effectués sur des échantillons peints d’un mouchetis. A 1’aide d’une caméra et d’un logiciel adapté, le
champ de déformation est déterminé en prenant des photos a un intervalle de temps donné. Cela permet
de vérifier si la déformation est homogéne dans le matériau et si elle correspond bien & la valeur fournie
par le déplacement des mors de la machine de traction.

La Figure 6.20 montre que le champ de déformation est globalement homogene sur ’ensemble de
I’échantillon. En fin d’essai cependant, des concentrations de contraintes apparaissent aux abords des
mors, ce qui explique que la rupture ait souvent lieu a ce niveau.
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Figure 6.20 : observation du champ de déformation au cours de
[’essai.

On observe, avec la Figure 6.21, que la déformation réelle (mesurée par la caméra) est légérement
inférieure a celle fournie par la machine de traction. La vitesse de déformation moyenne ¢ vaut 0,140%.s’
Y pour la caméra, contre 0,158%.s™ pour la machine. Cela peut étre causé par un léger glissement du
matériau entre les mors.

Figure 6.21 : évolution de la déformation
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Pour I’ensemble des essais, seule la déformation donnée par la machine est utilisée. En effet, la
différence observée avec la déformation réelle est faible, et la déformation machine est considérablement
plus facile a obtenir d’un point de vue expérimental.

IV.3. Caractérisation de la viscoélasticité par DMA

L’analyse mécanique dynamique est une méthode de caractérisation classique de la viscoélasticité et a
donc été utilisée pour caractériser ce comportement chez nos matériaux biomimétiques.

1.1.1 Principe

Une contrainte sinusoidale est appliquée sur le matériau, et la réponse en déformation est mesurée. Ici,
I’échantillon est sollicité en traction.

o(t) = g, sin(wt) [6.11]

Avec oo ’amplitude de contrainte (MPa), @ = 2xf et f'la fréquence de sollicitation (Hz). L’échantillon
se deforme avec un décalage de phase, ou angle de perte, 6 (rad) :

e(t) = g sin(wt + 6) [6.12]

Dans le cas d’un matériau purement élastique & = 0 et dans le cas dans matériau purement visqueux & =
7/2. Pour un matériau viscoélastique, I’angle de perte a donc une valeur comprise entre 0 et /2.
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Lors de ces essais, la fréquence de sollicitation est fixée a 10 Hz, pendant 15 min. Pour les matériaux
MFC/P35 et MFC/P35/Ca?", une contrainte statique de 0,5 MPa et une contrainte dynamique de 0,125
MPa sont appliquées. Pour le matériau contenant du xyloglucane (MFC/P35/XG/Ca?"), celui-ci étant
moins rigide et plus fragile, une contrainte statique de 0,1 MPa et une contrainte dynamique de 0,025
MPa sont appliquées. Ces contraintes permettent d’atteindre des taux de déformation équivalents pour
les différents matériaux.

La caractérisation par DMA permet d’obtenir a la fois le module élastique E et un module complexe E*.
Ce dernier constitue une combinaison des comportements élastique et visqueux du matériau :

E* =E'+iE" [6.13]
Avec E’, le module de conservation caractérisant la contribution élastique :
»_ 00
E' =—cosé [6.14]
€o

Et E”’, le module de perte caractérisant les pertes d’énergie dues a la viscosité :
Op .
E" = —sind [6.15]
€o

Le facteur de perte, tan 9, représentant le rapport de 1’énergie dissipée sur 1’énergie conservée, est alors
défini par :
n

tand = F [6.16]
Ce parametre est comparé entre les différents matériaux et permet d’identifier ’influence de sa
composition sur la viscosité.

I.1.m Résultats

On remarque dans un premier temps que le module E et le facteur de perte évoluent au cours de 1’essai.
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Figure 6.22 : évolution du facteur de perte tan & (4) et du module E (B) au cours d’un essai avec le matériau MFC/P35/Ca?*.

Il semblerait que la viscosité du matériau diminue et que sa rigidité augmente quand on multiplie les
sollicitations. Une réorganisation du matériau lors des sollicitations peut en étre a 1’origine. Mais cela
rend 1’analyse des résultats compliquée.

Si I’on calcule une moyenne de tan & sur I’ensemble de la durée de 1’essai, on observe que le matériau
contenant du xyloglucane a une valeur significativement plus élevée (Figure 6.23). En revanche, il n’y
a pas de différence entre le matériau contenant du calcium initialement (MFC/P35/Ca?") ou le matériau
n’en contenant pas avant réhydratation (MFC/P35).
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Figure 6.23 :comparaison du facteur de parte tan J des trois matériaux.

Le matériau contenant du xyloglucane semble donc plus visqueux que les deux autres.

Les analyses par DMA étant difficiles & relier a des analyses du comportement a I’échelle
macroscopique, les essais n’ont pas été poursuivis. Il serait cependant intéressant de caractériser le
matériau par un balayage en fréquences afin d’identifier des temps de relaxation caractéristiques des
matériaux.

IV.4. Autre méthode de comparaison des essais de tractions cycliques

Une autre méthode de comparaison des déformations eseuit iSSUS des essais de traction cyclique a
également été utilisée.

La déformation seuil, €sit, augmente de moins en moins avec le nombre de cycle. L’allure de la courbe
semble suivre une fonction de type double-inverse entre le 2°™ et le 10°™ cycle.

Axn

6.17
B+n (6471

Eseuit(n) =

Les paramétres A et B sont ajustés afin de faire correspondre cette fonction aux données expérimentales.
Ce modeéle suppose que la déformation seuil converge et ne croit pas indéfiniment. On a donc :

lim e, (n) = A [6.18]
A partir de I’équation [5.7] du chapitre 5, on peut écrire :
31_1)1010 Eseuit(M) = &g +&p + Tlll_r)glo Epe() [6.19]
Soit :
lim &,,(n) = gy (0) = A — 01 =~ & [6.20]
eve(0) représente la déformation viscoélastique estimée pour un nombre infini de cycles.

La déformation viscoélastique pour un nombre infini de cycle, e.e(0), déterminée grace a la modélisation
par la fonction double inverse de la courbe de la déformation seuil en fonction du nombre de cycle, méne
a une conclusion différente de celle donnée dans le chapitre 5 (Figure 6.24).
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Figure 6.24 : comparaison de la déformation viscoélastique extrapolée
pour un nombre infini de cycle eve(e).

On observe ici que le matériau MFC/P35/Ca?* devient celui avec la plus grande valeur de déformation
viscoélastique, lorsqu’on extrapole a la limite. Mais 1’utilisation de cette fonction implique qu’une légeére
variation de I’allure de la courbe aux temps courts peut engendrer des résultant significativement
différents lorsqu’on I’extrapole a I’infini. Il pourrait étre intéressant de vérifier ce résultat en réalisant
des essais cycliques avec un plus grand nombre de cycles.

IV.5. Modele de Bingham : détail des équations

Pour rappel, dans ce modéle, un ressort élastique, un piston visqueux et un patin plastique sont mis en
paralléle, ce qui permet de représenter les trois comportements élémentaires. L’ajout d’un ressort en
série permet de modéliser 1’élasticité pure. Les équations principales sont détaillées dans la Figure 6.25.
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Figure 6.25 : schéma du modéle de Bingham généralisé.

On introduit &, la dérivée de &, en fonction du temps. Elle correspond a la vitesse de déformation
viscoplastique. On distingue alors trois régimes de fonctionnement, selon que cette vitesse est nulle,
positive ou négative :

a) €p=0 oy = [o-H*ep| < 0y

b) &p >0 0, =0-H*emp N*Exp= ay

C) & <0 g,=0"H*epyN*Epp=—0y
Le cas (a) correspond a I’intérieur du domaine élastique (|o,| < ay). Les cas (b) et (c) caractérisent un
écoulement plastique (|o,| = gy et || = 0).
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Les trois cas peuvent étre regroupés dans 1’équation suivante :

N * &,y = (lo — X| — oy) * signe(c — X) [6.21]
Avec: (x) = max (x, 0)
Finalement, on obtient I’équation caractéristique du modele de Bingham généralisé :
_ (lo — X| — oy)
- n
I.1.n  Modélisation des essais de relaxation

Eup * signe(o — X) [6.22]

Pour les essais de relaxation de contraintes, la déformation est constante : e =g = £=0.

On peut donc simplifier I’équation [6.22] et obtenir finalement :

E t E &o t
O'=O'ym(l—exp(—;))‘i'E_i_H(H+E*€Xp<-;)) [6.23]
On note 1, le temps de relaxation du modéle :
Ty = 1
E+H

.1.o  Modélisation des essais de fluage

Lors d’un essai de fluage, la contrainte est constante : ¢ = g0 = o = 0.

Oy — O. t
Ep = 0 = Y (1 —exp <— ;)) [6.24]

Avec Ty, le temps de relaxation caractéristique de I’essai de fluage :

On obtient ainsi :

On peut ensuite obtenir la déformation totale € :

_ _0-0 O-O_O-y t
s-se+£vp—f+ q 1—exp —; [6.25]

I.L1.p Modélisation des essais de traction a vitesse constante

Lors d’un essai de traction a rupture, ni la déformation ni la contrainte ne sont constantes. On ne peut
donc pas faire de simplification immédiate.

En revanche, lors des essais, les matériaux sont déformés a une vitesse £ constante. La déformation du
matériau en chaque instant correspond & la consigne donnée a la machine.

La méthode d’Euler explicite est appliquée a &y, afin d’approximer la dérivée :

Evp (tk+1) ) (tk)

b1 — ke

gﬁp (tk) =

Cette approximation permet ensuite d’isoler &,,(tx+1) et d’écrire, a partir de 1’équation [6.22] :

(lo(ty) = X)) —oy)
Svp(tk+1) = 1 * Slgne(g(tk) - X(tk)) * (tger — te) + Svp(tk) [6.26]
On obtient ainsi une relation de récurrence, qui permet de calculer e,,(tx+1) & partir de e,(tx). Comme

condition initiale, on pose eyp(to) = 0, avec to = 0 s, correspondant a 1’instant initial.
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Par simplification, on a:

o(ty) — X(tx) = E = e(ty) — €pp(ti) * (E + H) [6.27]

On peut ainsi obtenir la déformation viscoplastique au temps tix+1 en fonction de la déformation totale et
de la déformation viscoplastique au temps tx.

Finalement, on peut calculer la contrainte :
o0=Ex¢g =E(c+ &) [6.28]

Ces équations fonctionnent également pour les essais de traction cycliques a vitesse constante.
IV.6. Modéle de Taiz

Un autre modéle semi-empirique, issu d’étude sur le comportement de paroi végétales, a aussi été utilisé
pour décrire le comportement de nos matériaux. L’équation empirique décrite par Taiz (1984) se base
sur un spectre continu de temps de relaxation :

L Tm) + [6.29]

c .
t+T,
To et Tm représentent les temps de relaxation minimum et maximum, respectivement. Les constantes b
et ¢ dépendent de certaines propriétés du matériau, comme les concentrations des différents composants
ou la densité de réticulation.
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Figure 6.26 : comparaison du modele de Taiz avec les données de relaxation des
contraintes du matériau MFC/P35/Ca?*.

Ce modele est également adapté pour correspondre aux données expérimentales. Les constantes b et ¢
sont fixées grace aux données expérimentales : ¢ correspond a la limite a I’infini de la fonction et donc
a la contrainte résiduelle, et b peut étre relié a la valeur initiale (a 0 seconde). Pour cette raison, seuls To
et Tm peuvent se compenser et il n’existe donc pas plusieurs jeux de valeurs donnant un résultat
équivalent.

Le Tableau 6.7 rassemble les valeurs des paramétres, pour chaque matériau, permettant d’ajuster au
mieux le modéle aux données expérimentales.

Tableau 6.7 : paramétres permettant d’ajuster le modéle de Taiz aux données de relaxation.

Matériau b c (MPa) To (S) Tm (S)
MFC/P35 0,169 0,230 0,2 40000
MFC/P35/Ca?* 0,215 0,340 0,001 15000
MFC/XG/P35/Ca? 0,056 0,085 0,2 60000

Les parametres b et ¢ dépendent surtout de la rigidité du matériau, puisque la contrainte n’est ici pas
normalisée.
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Si on s’intéresse a la viscoélasticité, il est plus pertinent de comparer T et Tr. On observe par exemple
gue le temps de relaxation maximal est supérieur pour le matériau contenant du xyloglucane. Cela
pourrait indiquer une viscoélasticité plus prononcée.

En revanche, les paramétres Ty et T sont significativement plus faibles pour le matériau MFC/P35/Ca?",
comparé au matériau MFC/P35. Cela semble plutdt incohérent comparé aux résultats proches obtenus
pour ces deux matériaux avec plusieurs méthodes de caractérisations dans le chapitre 5.

Le modele de Zsivanovits et Taiz donnent des conclusions similaires : la viscoélasticité des matériaux
biomimétiques ne peut pas étre décrite avec des temps de relaxation caractéristiques précis mais plutot
avec un spectre de temps de relaxation. Ce spectre semble s’étendre sur des temps plus longs pour le
matériau contenant du xyloglucane.
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Résumé

L’objectif de cette theése est de concevoir et étudier des matériaux biomimétiques de la paroi primaire
végétale. La paroi primaire est principalement composée de microfibrilles de cellulose, de pectines et
de xyloglucane. Des familles d’enzymes modifiant la structure des pectines ont un role dans la
modulation des propriétés mécaniques de la paroi et dans la régulation de sa croissance. Mais les
mécanismes impliqués sont difficiles & analyser in planta et des matériaux mimetiques incorporant les
principaux composants de la paroi cellulaire végétale pourraient permettre de mieux comprendre les
mécanismes en jeu.

Une premiere partie du projet s’intéresse au comportement de ces matériaux obtenus par casting et
réhydratés dans le but de comprendre les interactions entre les polysaccharides et I’architecture des
matériaux. Ces derniers sont analogues a des gels dont on peut analyser le gonflement et les propriétés
mécaniques. L’influence de plusieurs paramétres physico-chimiques (pH, force ionique, pression
osmotigue) et de la composition en polysaccharide sur ces propriétés est évaluée. Ensuite, des enzymes
de remodelages des pectines (PME, PG) ont été appliquées sur les matériaux pour évaluer I’impact de
ce substrat sur leur comportement et les conséquences sur les propriétés des matériaux. Enfin, une étude
plus approfondie des propriétés mécaniques a été réalisée pour interpréter plus précisément les relations
entre la structure complexe de ce composite et ses propriétés visco-élasto-plastique. Les résultats
obtenus dans le cadre de I'ANR Wallmime sont comparés aux observations faites in planta a I'Université
de Picardie (groupe de J. Pelloux) et par mesure AFM (groupe de A. Boudaoud).

Des matériaux composites biosourcés et biodégradables dont les propriétés peuvent étre modulées par
voie enzymatique ont ainsi été développés.

Abstract

The objective of this thesis is to design and study biomimetic materials of the plant primary wall. The
primary wall is mainly composed of cellulose microfibrils, pectins and xyloglucan. Families of enzymes
modifying the pectin structure have a role in modulating the mechanical properties of the wall and in
regulating its growth. However, the mechanisms involved are difficult to analyze in planta and mimetic
materials incorporating the main components of the plant cell wall could provide a better understanding
of the mechanisms involved.

The first part of the project focuses on the behavior of these materials obtained by casting and
rehydrated in order to understand the interactions between polysaccharides and the architecture of the
materials. These materials are analogous to gels whose swelling and mechanical properties can be
analyzed. The influence of several physicochemical parameters (pH, ionic strength, osmotic pressure)
and of the polysaccharide composition on these properties is evaluated. Then, pectin remodeling
enzymes (PME, PG) were applied on the materials to evaluate the impact of this substrate on their
behavior and the consequences on the material properties. Finally, a more in-depth study of the
mechanical properties was carried out to interpret more precisely the relationships between the complex
structure of this composite and its visco-elasto-plastic properties. The results obtained within the
framework of the ANR Wallmime are compared to the observations made in planta at the University of
Picardie (J. Pelloux's group) and by AFM measurement (A. Boudaoud's group).

Biosourced and biodegradable composite materials whose properties can be modulated by enzymatic
way were thus developed.
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