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Introduction générale



La production mondiale de plastiques s'éleva245 millions de tonnes en 2C*. La
plupart des plastiques sont actuellement pro@ partir du pétrole et dgaz naturelToutefois,
les ressources énergétigdessile: sont limitéeset ne pourront répondre aux besoins croiss
de la population mondiale. L’épuisemeet préalablement la hausse du cde I'énergie fossile
parait inéluctableil est par exemple estimé qla réserve dpétrole sera épuisée avant la fin
XXle siéclé. Actuellementplus de 40% cs matériaux plastiques sont utilisés pour I'embaF.
Les principaux polymeres sur le marché de I'empallalimentaire sorles polyoléfines telle
guele polypropyléne, le polyéthyle, suivies par le polystyréene et lelpéthylene téréphtalat
La Figure 1lprésente la répartition des principaux polymeérdaisés dans le domaine c
'emballage alimentaireMalgré le ecyclage d'une faiblpartie des emballages plastig, ces

derniers sont toujoursonsidérés comme une importante sc de pollutionenvironnementa.

Autres
3%

PET Polyéthléne
18% 35%
Polystyrene
18% Polypropyléne

19%

Figure 1 : répartition des principaux polymérsur le marché déemballage alimentaii®.

La valorisation desmatieres premiéres renouvelables d'origivégétale pour la
fabrication de biomatériaux pénd a une double nécessité(1) offrir une alernative aux
ressources fossiles, (B3pondre aux défis environnemeux actuels notamment | lutte contre
I'émission de gaz affet de sert et la réduction des pollutions (air, sol, etat en développai
des produits biodégradables présentant innocuité pour 'lhomme et I'environneme. La
capacité deproduction mondialedes biomatériaux reste faible masésere une trés forte

croissance Hhttp://en.europeabioplastics.or¢). A titre d'exemple, & part mondiale de

1
2

http://www.planetoscope.com/petrole/-production-de-plastique-dans-le-monde.html
http://www.planetesnergies.com/fr-energie-demain/l-avenir-des-energies-actuelgdini-du-petrole-et-gaz-

263.html

¥ Grondahl, M., L. Eriksson, et a(2004). "Material properties of plasticized hardwoXylans for potetial

application as oxygen barrier film&Blomacromolecule 5(4): 1528-1535.

* Thése, Ayadi Farouk, 2011,Etude des facteurs contrdlant le comportement niggardes matériaux a base

farine de mais »




polymeéres biodégradables est passée de 0,03 %00raAD 3 % en 2005 ce qui correspond a une
production proche de 360 000 Tonnes/an.

Les biopolymeres tel que I'amidon et les protéioes d’ores et déja fait I'objet de
nombreux développements pour une utilisation padetdans le domaine de I'emballage
alimentairé. Ces polyméres polaires possédent d’excellentmwiptés barriére aux gaz ou aux
arbmes trés recherchées dans le domaine des egasalidimentaires limitant notamment

I'oxydation des alimenfset la préservation des ardrhes

Les hémicelluloses sont également de bons candmais la production de matériaux
renouvelables pour une application emballage. Eet,dés hémicelluloses, polymeéres issus des
ressources lignocellulosiques, sont le deuxiempdbyonere renouvelable plus abondansur
terre aprées la cellulose. Parmi les hémicellulolessxylanes constituent une part importante des
parois végétales (20% a 35% de la matiére secba &3 especes vegétales). Comme tous les
polymeres polaires, les hémicelluloses conduisedésaréseaux macromoléculaires denses et
peu mobiles, ce qui leur conféere intrinsequemeakakllentes propriétés barriere aux gaz. Par
rapport a I'amidon, les hémicelluloses présentdnti€s propriétés barriére plus élevées, les
macromolécules présenteraient un meilleur « packili§ a la structure intrinseque des pentoses
(masse moléculaire faible, absence de groupemém®Id...)? (i) 'avantage d’une trés faible
tendance a la création de structures ordonnéegligeréserve la transparence des films et (iii)
des propriétés beaucoup plus modulables en fondeiiorigine botanique, du procédé de
fractionnement qui permet lisolement d’hémicelkds de différentes structures (taux de
décoration résiduels variables et contrélés). Bapaort aux protéines, les propriétés barriere aux

gaz sont également intrinséquement meilleuresafpsence de groupement chimique trers)

En revanche, mais a linstar de leurs «concurren@midons et protéines, les
hémicelluloses sont généralement des macromolédelésgible masse moléculaire (et sensibles

a I'eau), ce qui limite les propriétés mécaniques flms qu’elles forment. L’amélioration des

® http://averousl.free.fr/biodegradable.html

®Dole, P., C. Joly, et al. (2004). "Gas transpodperties of starch based films." Carbohydrate Pehgf8(3):
335-343.

"Marcuzzo, E., A. Sensidoni, et al. (2010). "Encégtion of aroma compounds in biopolymeric emulsimsed
edible films to control flavour release." Carbotgtgy Polymer80(3): 984-988.

8 Grondahl, M., L. Eriksson, et al. (2004). "Matérj@operties of plasticized hardwood Xylans for guital
application as oxygen barrier films." Biomacromailes5(4): 1528-1535.

° Grondahl, M., L. Eriksson, et al. (2004). "Matérjaoperties of plasticized hardwood Xylans for quutal
application as oxygen barrier films." Biomacromailes5(4): 1528-1535.

10



propriétés mécaniques est généralement abordéenpastratégie de plastification, par le biais
de la formulation des hémicelluloses avec un pol@apendant, la plastification provoque un
effet souvent négatif sur les propriétés barriegepar conséquent, le meilleur compromis entre
ces caractéristiques se traduit par un matériantnalet pas dans les cahiers des charges des

applications en emballage.

Ce travail de these s’inscrit pour partie dansddre du programme européen ERAnet
Woodwisdom BIOPACK (janvier 2008/2011), auquelMRB a participé en collaboration avec
les équipes de L. Salmen (coordinateur Biopackd&uB. Gatenholm (Suéde), et M. Tenkanen
(Finlande§°* Ce programme a pour mission la réalisation dec@mposites biosourcés basés
sur l'utilisation de renforts nanocellulosiques é@sydans une matrice d’hémicelluloses
(« Biopack : design of biocomposites based on ralhdose and hemicelluloses forfuture

packaging materials ¥)

Dans ce programme (Biopack), 3 thésards (Jasnar8e&\Kirsi Mikkonernt®, et Ying
Zhang) ont pour partie intégré dans leurs travawx dbctorat certaines des actions

représentatives de ce programme soient :

(1) la sélection de substrats hémicellulosiques d'@itérasée sur des ressources
commerciales (Arabinoxylanes (AX) de seigle et @mannanes de konjac) ou
sur des méthodes d’extraction (Glucomannanes dapiitache des partenaires

suédois et finlandais),

(i) I'utilisation de nanocharges (cellulose bactériermérofibrilles de cellulose)
pour I'amélioration des propriétés mécaniques. Basocharges de cellulose
sont introduites dans les matrices d’hémicelluloseEdectionnées (tache
communes aux différents partenaires) ou plus simgte par traction

meécanique

(i) la modulation enzymatique de la structure des bélilnloses est effectuée dans
le but d’éliminer de maniere contrdlée les groupelstituants les chaines de

10 Jasna Stevanic Srndovic, Thesis, 2011 “Interacti@iween Wood Polymers in Wood Cell Walls and
Cellulose/Hemicellulose Biocomposites”.

1 Kirsi S.Mikkonen, Thesis, 2009 “Mannans as filnfiers and emulsion stabilizers”.

12 hitp://www.woodwisdom.net/mm _files/do 849/BioPackojBctOverview.pdf
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(iv)

xylanes et de permettre ainsi le développementtatacstions privilégiées
cellulose/hémicellulose (tache du partenaire fidés). Les nouvelles structures
obtenues sont également susceptibles de présemtemarphologie nouvelle
ceci contribuant a la faible diffusivit¢ des gazrb&s (amélioration des

propriétés barriere) (tdche du partenaire frangais)

En outre, le substrat hémicellulosique modele ref@nabinoxylanes de seigle)
a été hydrolysé enzymatiquement afin d’étre utiieéme hémicelluloses de
plus basse masse moléculaire modélisant ainsiéiescklluloses de bois (tdche

du partenaire finlandais).

12



Le tableau 1 ci-dessous présente les travaux dgmsjet « Biopack »
Tableau 1 :les contributions des partenaires dans le proj&ideack.

Glucomannanes Konjac/| Non Nanocristauxdegré de cristallinité;
de cellulose
propriétés mécanique;
Maija Tenkanen
température de (Finlande)

décomposition;

sorption d’eau.

Galacto- Epicea Non Non perméabilité a la vapeur
glucomannanes d’'eau;

Maija Tenkanen
perméabilité a I'oxygeéne; | (Finlande)

perméabilité aux arébmes

Arabinoxylanes Seigle Oui Cellulose degré de cristallinité;
bactérienne
propriétés mécaniques ;
Lennart Salmén
température transition (Suede)

vitreuse ;

sorption d’eau.

Galacto- Epicéa Non Cellulose cristallinité;
glucomananes Microfibrillée
température de transition
vitreuse; Maija Tenkanen
(Finlande)

propriétés mécaniques;

sorption d’eau
L'UMR FARE intervient dans Biopack principalemenbys la caractérisation des

matrices (modifiées ou non) et des films nanocorntgp®de plus souvent réalisés par nos

partenaires. La mobilité des chaines hémicellulesghydratées ou non a été mesurée par
spectrométrie diélectrique (relaxations alpha ¢t)hdes isothermes de sorption d’eau ont été
systématiquement enregistrées, ainsi que les gtéprbarriere a 'oxygene qui ont été étudiées

en fonction des substrats et du renfort sélecti@jmdté.

Dans ce contexte, la thése traite pour une faibligpdes matériaux du projet Biopack
(hémicelluloses, telles que les xylanes de céréadédes mannanes de bois) a des fins de

comparaison essentiellement mais trouve une dimemqdus large en étant étendue a I'isolement

13



et la caractérisation d’hémicelluloses issues dsutessources végétales (plantes annuelles). En

outre, elle s’appuie sur une méthodologie proche.

L’objectif de cette étude est d’établir des relasi@ntre les structures des hémicelluloses
natives (arabinoxylanes) et leurs propriétés playsiimiques étudiées sous forme de films pour
une application potentielle en tant qu’emballagmeantaire.

Les travaux de these sont basés sur la varialntii@seque de xylanes extraits a partir de
différentes ressources naturelles (paille de lié,de blé et raffles de mais). L'objectif est de
disposer de diverses populations de xylanes vdeépart leurs compositions, leurs degrés de
substitutions, et leurs poids moléculaires et de daractériser dans un second temps. Cette
caractérisation permettra de cartographier leuwprptés afin d’évaluer les performances de ces
substrats polyméres comme matériaux biosourcésatefuturs par comparaison a la gamme

de matériaux (également biosourcés) disponiblesietanent.

Le premier chapitre de ce manuscrit sera consatéfude des Arabinoxylanes (AX) de
son de blé. Les AX sont extraits par un procédalialet sont ensuite séparés en trois fractions
en fonction de leurs solubilités dans I'eau et d&tkanol. Une étude des propriétés des films
(isothermes de sorption d’eau, température deitramwitreuse T, relaxation sous vitreuses, T
degré de cristallinité, perméation a I'oxygéne...)npet d’établir des relations entre la structure

des xylanes et leurs propriétés aprés mise en csauseforme de films.

Le deuxiéme chapitre concernera les AX extraitawdirpd’autres co-produits agricoles :
paille de blé et rafles de mais. La méme méthodgetdiction et de fractionnement que pour les
AX de son de blé a été mise en oeuvre. Nous nausngs focalisés sur les fractions insolubles
dans I'eau, car celles-ci sont relativement pufaiblé contamination par la lignine) et qu’elles
représentent une part majoritaire des Xxylanes iextrbeurs compositions, structures, et
propriétés sous forme de films ont été caractesisd comparées avec la fraction insoluble des
AX de son de blé.

Le troisieme chapitre sera consacré a I'étude d€eXraits a partir d’autres co-produits
agricoles : paille de blé et raffle de mais. La reémethode d’extraction et de fractionnement
gue pour les AX de son de blé a été utilisée. Nouss sommes focalisés sur les fractions
insolubles dans l'eau, car les fractions insoluldass I'eau sont relativement pures (moins de

lignine) et présentent un plus important rendemegsique. Leurs compositions, structures, et
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propriétés des films ont été caractérisés et codasaavec la fraction insoluble des AX de son de

blé.

Le travail de thése a été effectué au sein de ipeégliransformations Biologiques des

Lignocelluloses (extraction et caractérisation d@abinoxylanes) et au sein de I'équipe

Transformations Physicochimiques des Matériaux ddgtiulosiques (détermination des
propriétés physico-chimiques fonctionnelles desdjl de 'TUMR FARE INRA-URCA de Reims.

La these a été co-financée par la Région Champagienine et 'INRAvia le programme

Biopack. Durant la these, deux séjours scientiig(®hort Term Scientific Mission) ont été

effectués en 2009 (6 semaines) et 2011 (4 semanesgin du laboratoire du Professeur Maija
Tenkanen (University of Helsinki). Ces STSM ont &tancés par les COST 928 et COST

FP0901 respectivement. Ces missions ont permis éadiser les analyses des masses

moléculaires des xylanes ainsi que I'élucidatioretdes structures.

Les travaux de thése ont été présentés lors daelities manifestations scientifiques. Le

bilan de ces activités est recensé ci-dessous.

Une communication orale :
Y. Zhang, L. Pitkdnen, J. Douglade, M. Tenkanen,R€mond, C. Joly. Wheat bran
arabinoxylans: fractionation, chemical structurel dilms properties. Biomass-derived

pentoses: from biotechnology to fine chemistry.rReiFrance. 14-16 novembre 2010.

Deux posters :

Y. Zhang, C. Rémond, L. Pitkdnen, M. Tenkanen]dly. Structure /property behaviour
of isolated arabinoxylans from cereals. Lignobibté&gne. Reims, France. 28 mars-01
avril 2010.

Y. Zhang, L. Pitkanen, M. Tenkanen, C. Rémond, JGly. Arabinoxylan films:
structure/sub-Tg relationships. First Internatioddeeting on Material Bioproduct
Interactions, MATBIM, Paris, France. 3-5 mars 2010.
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1 La biomasse lignocellulosique

1.1 Généralités
La plupart des produits chimiques utilisés au gl sont fabriqués a partir de

ressources fossiles. Environ 5% de pétrole ou dungturel produits chaque année sont utilisés
pour préparer des plastiques et composés chimidles.produits d’origines pétrochimiques,
souvent non biodégradables, représentent une iamgersource de pollution environnementale.

La biomasse végétale représente une alternativeétrale pour produire de I'énergie
(biocarburants), des synthons et des matériawbidiaffinerie actuellement en plein essor est

basée sur la valorisation totale de la plante (fidy.

+ Food and Feed Grains,
+ Ligno-cellulosic Biomass,
Feedstock(s) (e.g. late grass, reed, bush, harvest rest)

b|olog|gai raw materral /1\’:> - Forest Biomass,
various, mixed (e.g. wood, underwood, waste wood-processing)

+ Municipal Solid Waste (MSW),
(e.g. paper/cardboard, town-cleaning, hospitals)

Processing-Technologies * Blopracessan
9 9 ( bacterial, enzymatic a.0.),

various, .
: <:> « Chemical Processes,
combined .
+ Thermo-chemical Processes,
+ Thermal Processes,
* Physical Processes,

Products
= Fuels,
Substances and Energy uels

; » Chemicals,
Vartous, <:> * Materials ( e.g. Polymers )

multi product systems - Specialities,
» Commodities, Goods

Figure 1 : Principe de la bioraffinerie (Kamm and Kamm 2004)

Dans ce contexte, la biomasse lignocellulosiqueitusle nombreuses recherches. En
effet, elle représente la ressource renouvelabfdus importante et la plus abondante dans le
monde avec environ 200 milliards de tonnes produitbaque année (Zhang 2008). La
lignocellulose mobilisable pour étre transforméevnt essentiellement des déchets agricoles
(pailles de céreéales, rafles de mais, tiges deacblgasse de cannes a sucre, etc...), des déchets
d’exploitations forestiéres (rameaux, feuillesntrabimés, etc...), des déchets de l'industrie du
bois (sciures et rebuts) et aussi également daresldédiées de plantes annuelles (triticales) ou

des cultures pérennes a rotation rapide (peuptisganthus, saule...).

La lignocellulose est composée de trois fractiamcjpales, la lignine, la cellulose et les

hémicelluloses dont les teneurs varient en fonaties espéces végétales, de I'age de la plante,
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des tissus et du type cellulairLes compositions de diverses

représentées dansTiableau 1.

ressources végeétales

% d’hémicellulose: | % de cellulose| % de lignine s
(% MS) (% MS) (% MgS) Référence

Son de blé 30 22 5 (Hollmann anc
Lindhater 2005)

Paille de blé 22.5 34.9 21.3 (Pauly and Keegsti
2008

Rafle de mais 41.4 40.0 5.8 (Kaliyan and Morey
2010

Bagasse de 31.1 48.6 19.1 (Sanjuan, Anzaldo ¢

canne a sucre a. 2001

Bois dur 31.8 43.3 24.4 (Fengel and Wegen:
1989

Bois tendre 31.1 40.4 28.0 (Fengel and Wegen
1989

Tableau 1 : Principaux compsants de diverses ressources lignocellulosiqué& : matiere sech

1.2

1.2.1 Sonde blé

Les coproduits agricoles, ressources végétales d’intél

Le son de blé est une fraction de mouture obteonsedes procédés de meunerie. Le

correspond aux partiesxternes du grain de blé. D’'un point de vue higfigjoe, il s’agit dun

empilement de couches cellulaires comprenant lentégt (comprenant le péricarpe extern

le péricarpe interne), le manteau (testa), la ceuulrcellaire (ou bande hyaline) et louche

aleurone. La Figure 2nontre les tissus constitts du son de blé obs/és pe microscopie

électronique a balayage (MEB).

} Péricarpe
< Testa

X RXALALAT I ALIAAAIALL]
- e = ‘-

= 3__ .«.“”&Jﬁ-
Sated\ T )L 'J‘t ;}\ e

Couche
Aleurone

Figure 2 : Son de blé mature scoupe colorée au bleu de toluidiiBeaugrand 204)

Le péricarpe comprendne partie interne eune partie externe.d_péricarpe externe ¢

formé de cellules parenchymateuses aplaties recouvipar I'nypoderm (1 a 2 couches

cellulaires) et I'épiderme (monocouche cellulageauverte d’'une cuticul¢ Le péricarpe interne

est formé par une couche dellules tubulaire & parois lignifiees et d’'une couche de cellt
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transversales a parois lignifiées alvéolées. Leagre joue un réle de protection mécanique du
grain de blé. Il confére également au grain unista@sce aux agents pathogenes. Par ailleurs, il
intervient dans la régulation de I'absorption dad' par le grain (Radley 1976). La testa est un
assemblage pluristratifié décrit comme un cimedd trydrophobe (Miyamoto and Everson 1958)
au sein duquel sont présentes une ou deux couehadldles tres compresseées riches en lipides
(Miyamoto et Everson 1958). La testa assure unpiieiologique lors de la maturation et de la
germination du grain en agissant comme une bariéaecirculation d’eau, des nutriments et des
gaz. La couche nucellaire ou bande hyaline est constitdéine monocouche cellulaire
completement écrasée et vidée de son contenuddisxgansion de l'aloumen amylacé au cours
du remplissage du grain. La couche a aleuroneposeée d'une couche cellulaire, entoure
complétement I'albumen et joue un réle importard e la germination du grain de blé. C'est la
seule couche de cellules vivantes du son.

La composition chimique du son de blé est varigndonction des variétés de blé, des
divers procédés de mouture et de la maturité gialate. Par ailleurs, la composition chimique

est tres différente d’'une couche a l'autre.

Hémicelluloses| Cellulose | Lignine | Protéines Amidon | Référence
(% MS) (% MS) | (% MS) | (% MS) | (% MS)
Sondeblé | 62.1 17.6 14.3 5.0 - (Bergmans,
désamidonné Beldman et al. 1996
Son de blé | 45 25 6 9 - (Bataillon, Mathaly
désamidonné et al. 1998)
41.4 12.6 9.8 15.9 11.8 (Bergmans,
Son de blé
Beldman et al. 1996
19 11 3 14 29 (Bataillon, Mathaly
Son de blé
et al. 1998)

Tableau 2 : Composition chimique de son de blé et son de damd@&onné

Apres I'amidon, les hémicelluloses (Tableau 2xamument les arabinoxylanes, sont le
principal constituant du son de blé brut. Dans emiér, la teneur en protéines est également
elevée alors que la teneur en lignine est relateregnfiaible. Un désamidonnage du son (par
lavages a I'eau ou par hydrolyse enzymatique) pediaigmenter la proportion relative des
hémicelluloses qui représentent dans ce cas leipaincomposant du son. Généralement, la
teneur en amidon dans le son désamidonné esteinféra 1% de la matiére séche. Etant donnée
I’hétérogénéité histologique du son de blé, la cositpn chimique est hétérogene d’'une couche

a l'autre au sein du son. La couche a aleurongésstiche en arabinoxylanes.
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Actuellement, les deux principales utilisationssitun de blé sont I'alimentation animale
(ruminants, porcs) et I'alimentation humaine. Efeefe son présente des qualités nutritionnelles
(source de protéines) ainsi que des qualités plogggues (richesse en fibres, agent de charge

grace a ses propriétés de rétention des liquides).

1.2.2 Paille de blé

La paille, obtenue lors de la récolte du blé, esistituée des feuilles et des tiges (noeuds
et entre-nceuds) seches (Figure 3). Du point dehistelogique, la paille de blé comprend
diverses couches : I'épiderme, le sclérenchymepdeesnchyme et les faisceaux de tissus
vasculaires inclus dans du parenchyme. Le parenelggnéralement non lignifié, forme le tissu
central. Les faisceaux vasculaires incorporés damsmatériel cellulaire sont composés
principalement de cellulose. Le sclérenchyme esttigau ligneux formant une couche
cylindrique de faible épaisseur autour du parenehyitépiderme, riche en cellulose, forme une
couche externe relativement résistante, impermé&abéau et rigide qui protege les cellules en
croissance (White and Ansell 1983).

Les parois cellulaires de tous les tissus de pdédldlé représentent 80 a 90% du poids

sec.
Hémicelluloseg Cellulose| Lignine | Protéines o
Référence
(% MS) (% MS) | (% MS) (% MS)
. (Sun, Lawther et al.
Paille de 32.6 37.8 14.1 1.7
] 1995)
blé
31.7 40.8 10 2.4 (Maréchal 2001)
(Montané, Farriol et al.
30.4 33.7 17.1 n.d
1998)

Tableau 3 : Composition chimique des pailles de blé

La composition chimique de la paille de blé vagts I'espéce de blé et sa maturité. La
cellulose et les hémicelluloses constituent lexg®@incipaux constituants de la paille (Tableau
3). La teneur en lignine est relativement élevémmarativement a celle du son de blé. D’autre
part, la composition chimique de la paille de biéede dans les feuilles, les nceuds et les entre-

nceuds (Tableau 4).
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_~ Entre-nceud

Feuille

Figure 3: Fractions anatomiq

électronique a balayage (Digabel-houllier 2004)

ues de la paille de blé et cdrgmesversale observée par microscopie

’ Entre-nceuds Nceuds Feuilles
Compose
(% MS) (% MS) (% MS)
Klason lignine | 21.6 21.7 26.8
Hémicelluloses| 24.5 28.6 25.6
Cellulose 41.4 32.7 32.3
Protéines 2.9 4.5 4.8

Tableau 4 : Composition chimique des différentes fractions délgpde blé (Pearce, Beard et al. 1979)

Les hémicelluloses de paille de blé sont constfugencipalement de xylose,

d'arabinose et d'acides uroniques (Tableau 5).cbespositions chimiques en sucres varient

eégalement selon les tissus.

Entre- Noeuds | Feuilles
Sucre (g/kg M.S)

nceuds
Arabinose 2.6 6.7 4.1
Xylose 31.5 30 35.8
Mannose Traces 1.7 Traces
Galactose Traces 2.3 Traces
Glucose 62.5 52.6 55.7
Acides uroniques 34 6.6 4.4

Tableau 5 :Composition en sucres des différentes fractionsailée de blé (Aman and Nordkvist 1983)

1.2.3 Rafles de mais
Les rafles de mais sont un sous-produit importdméra lors de la récupération des

grains de mais. Environ 18 kg de rafles de mai$ ganduits pour 100 kg de grains de mais
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(Torre, Aliakbarian et al. 2008). Les rafles de sre# composent de trois parties : la périphérie et
la moelle, qui forment la partie légére et la agiatligneuse qui est la partie dure de la rafla. L
Figure 4 présente une coupe transversale de laostagrture de rafle de mais. Trois couches
différentes (I, 1l et Il sur la Figure 4) peuvedtre identifiées selon leur couleur, leur texture e

leur forme. La Figure 5 montre la microstructurs des trois couches.

Le Tableau 6 montre les analyses des compositionaftés rde mais dont la teneur en
hémicelluloses est aussi importante que la tenewe#ulose. Les arabinoxylanes représentent
les principales hémicelluloses. Le Tableau 7 ptéseles compositions en sucres

d’arabinoxylanes extraits de rafles de mais (Eleioga, Hromadkova et al. 1997).

a) Layer | b) Layer I1 ¢) Layer I11

Figure 5: Observation de la microstructure de rafles desrtRinto, Paiva et al. 2011)

Hémicelluloseg Cellulose| Lignine | Protéines .

Référence
(% MS) (% MS) | (% MS) (% MS)
Rafle de 3,7 31.7 20.3 nd (Torre, Aliakbarian et
mais al. 2008)
41.4 40.0 5.8 2.5 (Kaliyan and Morey
2010)
32.3-45.6 39.8 6.7-13.9 n.d (Foley 1978)

Tableau 6 : Composition chimique des rafles de mais

2: non déterminé
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% des sucres totaux
Arabinose 12,8-13,6 5,9
Xylose 73,6-75,6 83
Glucose 1,0-1,9 1,7
Galactose 2,1-3,9 n.d
Acides uroniques| 7,4-9,1 n.d
Référence (Ebringerova,(Donnelly,

Hroméadkova | Helm et al.

etal. 1997) | 1973)

Tableau 7 : Compositions en sucres des arabinoxylanes de ddlesais

1.3 Les principaux constituants des parois végétalegmocellulosiques

1.3.1 Généralités

De nombreuses cellules végétales possedent une sgandaire en plus de la paroi
primaire. La paroi primaire, rigide, assure un mi¢esquelette. Elle comprend de la cellulose, des
hémicelluloses et des composés pectiques. La pmobndaire correspondant a la paroi
lignocellulosique, est constituée des élémentsadealoi primaire auxquels s’ajoute la lignine.
Les principaux constituants chimiques des parogétades secondaires sont : la cellulose, les
hémicelluloses et la lignine. Les autres constitsianoins abondants sont les pectines et les

protéines.

1.3.2 Lacellulose

La cellulose, polymeére le plus abondant sur terst,le principal composant de la paroi
végetale des plantes et du bois. Elle représenteoa 50% de la biomasse et est produite a
hauteur de 50-100 milliards tonnes chaque annéeellalose est un homopolymere linéaire
composé d'unités anhydroglucopyranose liées elite gar des liaisons glycosidiquesfe,4.

La Figure 6 présente sa structure moléculaire.

extremite extremité
non-réductrice Cellobiose réductrice
(NR) (R)
(nl] oH
s, - a4 = 0 + OH
o 5 HO o o ._ HO - o

HO A 0 4 ! HO Ao - -

oM - o * oH 4 o

o 0 oH

Figure 6 : Structure de la cellulose (Mazza 2009)
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Le degré de polymérisation de la cellulose (DP)evantre 400 et 14000 en fonction des
différentes especes végétales (Finch 1985). Ualosté possede des régions cristallines et des
régions amorphes. Le taux de cristallinité de laulmse est de 40 a 50% pour le bois, 60% pour

le coton et est supérieur a 70% pour certainesalquarines (Lin, Tang et al. 1987).

Les chaines de cellulose ont une forte tendancerchevétrer en raison de leur
constitution chimique et de leur conformation spati Cette conformation est favorable pour la
formation de liaisons hydrogénes intra et surtauérmoléculaires. Ces liaisons hydrogéenes
influencent plusieurs propriétés. Grace aux liasseydrogenes, les fibres de cellulose présentent
une trés grande résistance mécanique et une bémaett. D’autre part, la cellulose est trés peu
soluble du fait de la présence des interactiongdyghes difficile a rompre. Ces interactions
impactent également la température de fusion dellalose. En effet, la température nécessaire
pour la rupture de ces liaisons hydrogenes estigupé a celle de la dégradation de la molécule

(vers 200°C), qui a lieu par rupture du cycle glwganosique.

1.3.3 Lalignine

CH,OH (I)HQOH CH,OH
CH CH CH
Il Il Il
CH
: MeQ’ : "OMe : "OMe
OH OH
Alcool Alcool Alcool
coumarylique sinapylique coniférylique

Figure 7 : Les trois alcools précurseurs de la lignine. (Taleb1995)

La lignine est aprés la cellulose, la matiere oigam renouvelable la plus abondante.
Elle forme un réseau amorphe tridimensionnel hyldobe complexe formé a partir de trois
unités differentes de type phénylpropane: les #cgmcoumarylique, coniférylique et
sinapylique (Figure 7). Ainverse de la cellulose, la lignine ne compors pe motifs répétitifs
et posseéde une grande diversité de liaisons interemeres. Sa composition est différente en
fonction des espéces vegeétales. Les trois alqu@surseurs copolymérisent pour former la
structure complexe du polymere de lignine. La tdéiton est établie par un grand nombre des
liaisons classées en deux catégories : les liaigtires et les liaisons carbone-carbone. Il existe
des liaisons covalentes entre la lignine et leggamicharides tels que les xylanes (Figure 8). Les
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liaisons « benzyl ester » sont établies entre defes uroniques de glucuronoxylanes avec des
groupements hydroxylés des lignines. Des liaisotierépeuvent étre établies entre des
substituants arabinosyl des chaines de xylanessgupements hydroxylés des lignines ou
entre les carbones 2 ou 3 des unités xylose aveccdeboneso et y du groupement

phénylpropane de la lignine.

CH,OH
—0~CH Liaison benzyl ester

CH,0H
—0=CH

OH — Xyl — Xyl — Xyl — |
G GHOH

— Xyl — Xyl — Xyl —

CH,OH 1 O

— Man — Glu — Man—0O

Liaisan phényl glycosidique

Figure 8 : Les types des liaisons entre la lignine et lesgadgharides pariétaux (Thiebaud 1995)

1.3.4 Les hémicelluloses
1.3.4.1 Généralités

Les hémicelluloses représentent, apres la cellulespolysaccharide le plus abondant
dans la nature. Leurs structures dépendent de degine botanique, du tissu ou du type
cellulaire, de I'age des cellules et de leur I&ation dans la paroi végétale. Elles differentade |
cellulose de par I'hétérogénéité de leur compasién monosaccharides. En général, elles sont
constituées de chaines moléculaires plus courssswavdegré de polymérisation inférieur a 200.

Les hémicelluloses sont généralement diviséesiatregroupes en fonction de leur
composition en sucres :

- les xylanes

- les mannanes

- les xyloglucanes

- lesp-glucanes

Le Tableau 8 présente les différents types d’hdialoses, leurs origines et leurs structures.
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Hémicellulose | Sources| % MS Résidus Structure
Arabinoxylanes Plantes 20-40 -D-Xylopyranose; 2 -
herbacées; o-L-Arabinofuranose JN/ \/TV J\L/ Mvo\
Céréales Q—/ ( 7 N—/
Arabino- Bois tendre| 10-15 B-D-Xylopyranose; Moo
glucuronoxylanes a-L-Arabinofuranose ; OH\
Acide 40-méthyla- /OMOM\/OQZ,\\%\OM\/O\
D-glucopyranosyl o) o ‘ o
uronique HOHﬁ—(Q
Glucuronoxylanes | Bois dur 10-35 B-D-Xylopyranose; Meo@O
Acide 4-O-méthyl-a- \
5(3#?335“‘"”"”' S A
Glucomannanes Bois dur 3-5 [3-D-manopyranose; AP
B-D-glucopyranose ]\m OM \77\\/\0 o
Galacto- Bois tendre| 10-15 [3-D-manopyranose; &
glucomannanes [3-D-glucopyranose; \
-D-galactopyranose G ¢
B-D-g py ﬂ)\y o %o
OH
B- Glucanes Graines; 3-12 [3-D-glucopyranose /k/o /{;
sz HO
Céréales %Hi//\%w LN\/ j%?\o/
OH

Tableau 8 :Variabilité de composition des hémicelluloses. (Bdperova 2005)

1.3.4.2 Les hétéroxylanes
Les xylanes sont des polymeres hétérogenes quicks#es et nommeés en fonction des

principaux sucres qui les constituent.

1.3.4.2.1 Les arabinoxylanes

Les arabinoxylanes (AX) sont les hémicellulosesqypment présentes dans la paroi
végétale de I'endosperme et les couches exteroas)(des grains de céréales ainsi que dans les
graines de plantes monocotylédongay-grass, pousses de bambou, ...) (Ebringerova and
Heinze 2000). Par exemple, la teneur en AX vari®dd®&% dans I'endosperme du riz & 13%
dans la farine de grains entiers obtenue a pactigel et de seigle, et jusqu'a 30% dans le son de
blé (Ebringerové 2005). Les AX sont constitués d'ghaine principale d'unités D-xylopyranose
(xylose) liées effs—1,4 (Figure 9). Les substituants arabinosyl sormasitiona-(0-2) oua-(O-

3) des résidus xylose (mono-substitution). Lesdiésixylose peuvent également étre di-
substitués par deux résidus arabinose en positiei@2) eta-(0O-3) (Bacic. A and BA 1981;
Brillouet and Joseleau 1987). Au sein des AX deantgls monocotylédones, certaines

substitutions arabinose peuvent étre estérifiéedgmacides hydroxyccinamiques sur la position
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O-5 (acide férulique, acide-coumarique). La quantité d’acide férulique peuieraentre 19,9 a
32,3 mg/ g pour les AX de son de blé (Ebringer20@5).

OH
HO' / 0/-___‘/0 WOA“/O
A0 owo ‘/\O QWO\

o o o OH
OH ( © ﬁH
OH
HOH,C HOH,C

OH HOH,C Z OH
OH

Figure 9 : La structure des arabinoxylanes (Ebringerova and2de2000)

1.3.4.2.2 Les glucuronoxylanes

COOCH

MEOH'E;A/O

5
Q HO ° 2, HO S
OH OH

Figure 10 : La structure des glucuronoxylanes (Ebringerovatdgidze 2000)

Les principales hémicelluloses présentes dansriai pallulaire secondaire des plantes
dicotylédones sont les glucuronoxylanes (GX). Cetyrpéres sont formés d'une chaine
principale de résidus xylose liés Bnl,4 au niveau desquels sont présentes en po§kiidules
substitutions d’acide glucuronique et/ou d’acid®-éthyl-glucuroniqudFigure 10).Les 40-
meéthyl-glucuronoxylanes représentent plus de 90% @®mposante hémicellulosique des bois
durs et des plantes herbacées de zone tempéréerappsrts molaires acide @méthyl-

glucuronique / xylose varient de 1/4 a 1/16 (Eperova and Heinze 2000).

1.3.4.2.3 Les arabino(glucurono)xylanes et les glucuronofamiylanes

Les arabino(glucurono)xylanes (AGX) et les glucwamabinoxylanes (GAX) sont des
hétéropolysaccharides possédant a la fois desitstlosts arabinosyl et des substitutionsd@4-
meéthyl) acide glucuronique. Les AGX ont une struetgimilaire a celle des GX hormis la

présence supplémentaire de substituants arabiangydsitionO-3 de certains résidus xylose.

Les AGX sont les composantes hémicellulosiquesemias (aprés les mannanes) des

bois tendres (Ebringerova, Hromadkova et al. 2005).
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Les glucurono(arabino)xylanes sont les hémicelkgdoslominantes dans les tissus
lignifiés des graminées et des céréales (paitie, ti). Les GAX extraits a partir des différentes
ressources végétales présentent des structureéesarLes rapports acide Gkméthyl-
glucuronique : xylose : arabinose varient entre:319 : 1-10 (Ebringerova 2005). Les GAX
peuvent étre partielleme@*-acétylés au niveau de groupements hydroxyle démias C-2 et
C-3 des résidus xylose. Contrairement aux AGX, @#sX peuvent également contenir des

résidus xylopyranose disubstitués par des groupenaeabinosyl.

1.3.4.3 Lesfglucanes

OH OH
HM\ A/ 2 HO/«"O HO 5 P
0 OHOWOH/OMO
7\0 o N 7\ d

Figure 11 : La structure deB-glucanes (Ebringerova and Heinze 2000)

Les B-glucanes sont des polysaccharides de D-glucosss fedr des liaisorg-1,3 et
B-1,4 (Figure 11). Leg-glucanes sont présents chez les poales, groupadaique qui inclue
les céréales. Led-glucanes sont situés dans les couches sub-algqumet endospermique des
parois cellulaires (Ebringerova, Hromadkova et24l05). Lesp-glucanes peuvent s’associer
avec des microfibrilles de cellulose au cours dert@ssance des cellules. L'avoine et l'orge

contiennent 3 a 12% qgglucanes selon le cultivar (Ebringerova 2005).

2 Production et valorisation des xylanes

Parmi les familles d’hémicelluloses décrites cigiless les xylanes isolés des plantes
annuelles feront I'objet de la suite de cette pr&t@on bibliographique en regard des travaux

expérimentaux effectués.

2.1 Extraction et fractionnement des xylanes

2.1.1 Meéthodes d’extraction

Comparativement au bois, I'extractibilité des x@ara partir des plantes annuelles est
plus facile en raison des quantités mineures dankgdans les parois cellulaires. Plusieurs
techniques d’extraction, basées sur la dissoluliesm xylanes dans I'eau, I'alcool, les solvants

organiques et les solutions alcalines, ont été ldppées par batch ou par extraction en
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extrudeuse bi-vis (Zeitoun, Pontalier et al. 20p@Jfois suivies d’étapes de purification. Le
rendement d’extraction, la pureté, le degré de méhsation et le type de substitution des
xylanes isolés sont trés variables en fonctionte@sniques mises en ceuvre.

- Extraction par I'eau

Les AX hydro-solubles peuvent étre extraits paal'ea partir des parois cellulaires.
Certaine études menées avec de la farine de bléeetiz ont conduit a lisolement
d’arabinoxylanes par de I'eau a température ambiddervilly, Saulnier et al. 2000; Rao and
Muralikrishna 2007). L'extraction a la vapeur egalement décrite comme étant une technique
intéressante (Montané, Farriol et al. 1998). Eetefes liaisons hydrogenes sont sensibles a la
vapeur sous pression. De plus, au cours de I'didraa la vapeur, les liaisons chimiques entre la
lignine et les polyosides peuvent étre rompuesteCattion conduit a une solubilisation des
hémicelluloses. Un avantage important de I'extoactiqueuse est qu’elle permet de préserver
les groupements acétyles et les liaisons estensléia acides phénoliques sur les résidus xylosyl.
Toutefois, il faut noter que l'extraction a I'eale rpermet pas d’obtenir des rendements
d’extraction élevés des hémicelluloses. Par exenipyelorczyk et al. (Izydorczyk, Macri et al.
1998) ont obtenu un rendement d’extraction desimoaglanes d’orge de seulement 1,4% (p/p),

et Tunc et al. (Tunc and van Heiningen 2008) emv% pour les xylanes de bois dur.

- Extraction par un solvant organique

Le diméthylsulfoxide (DMSO) et le diméthylformamid®MF) ont été utilisés pour
isoler les xylanes. L’extraction par le DMSO petrde conserver l'acétylation des xylanes.
Sjostrom et al. (Sjostrom 1991) ont extrait 'hatalose (soit 'ensemble des polysaccharides
cellulose et hémicelluloses) a partir de bois gpacde deacétylation. Le rendement d’extraction
est d’environ 50% avec DMSO a partir de bois (TIh8b7). Cependant, I'utilisation du DMSO
ne provoque pas de rupture des liaisons entreghank et les xylanes ce qui conduit & des
rendements d’extraction relativement faibles (V&lkB79).

- Extraction par une solution alcaline

Les solutions alcalines, telles que I'hydroxyde stelium (NaOH), I'hydroxyde de
potassium (KOH), la chaux (Ca(Ofl)ou d’autre bases sont couramment utilisées pour
I'extraction des xylanes. La solution a base degs# est utilisée préférentiellement du fait de sa
sélectivité plus importante (Timell 1967). En effgbur I'extraction des xylanes a partir du bois,

Timell et al. (Timell 1967) ont obtenu un rendemdiaxtraction élevé pour les xylanes extraits
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au KOH avec une faible contamination par les glumonanes. De plus, I'acétate de potassium
formé au cours de la neutralisation avec l'acidétique est plus soluble dans I'éthanol utilisé
pour faire précipiter les hémicelluloses que I'atétde sodium (Browning 1967; Sjostrém 1991),
donc plus facile a éliminer. L'utilisation de sobris alcalines possede toutefois des
inconvénients. En effet une saponification peutpsmduire et entrainer des déestérifications
générant une élimination des groupements acétys, atides phénoliques et des fonctions
méthyl portées par les acides uroniques (Gabr&éitenholm et al. 2000).

Au cours de I'extraction des xylanes, certains tiddiels que le borohydrure de sodium
peuvent étre utilisés pour limiter la dissolutiesdexosanes et augmenter la pureté des xylanes
(Hoije, Grondahl et al. 2005). Pour les tissusifiga tels que ceux de la paille et de coque de
céréale, une étape de délignification en utilidarghlorite peut se faire pour éliminer la lignine
et ainsi faciliter I'extraction des hémicellulos@sang, Sun et al. 2000; Sun and Sun 2002).
D’autre part, plusieurs traitements peuvent étfecaiés pour éliminer les protéines ou encore
I'amidon. Ainsi, des enzymes telles que des pre®as des amylases peuvent étre utilisées pour
enlever les protéines et 'amidon présents apeadréction des hémicelluloses. Lgglucanes,
co-solubilisés avec les xylanes (lzydorczyk and Gtagor 2000), peuvent étre éliminés par
I'action d’une glucanase telle que la lichenasellfhann and Lindhauer 2005) ou une étape de

précipitation au sulfate d’ammonium (lzydorczyk, dviaet al. 1998).

Geénéralement, I'extraction alcaline est une meéthdres utilisée pour isoler les
hémicelluloses a partir des plantes cérealieress@& cas, le rendement d'extraction est de
I'ordre de 50% des hémicelluloses disponibles stderétudes sur les fibres de mais et paille de
seigle (Doner and Hicks 1997 ; Fang, Sun et al0200

Un procédé récemment décrit pour isoler les héimioskes est I'extrusion bivis (Zeitoun,
Pontalier et al. 2010). Les auteurs ont comparéndement d’isolement des hémicelluloses de
son de blé par une solution de soude avec deuritpas : extraction en batch et extrusion bivis.
Le rendement d’extraction est plus faible (24%)sdBncas de I'extrusion, alors qu’il est plus
élevé (59%) pour I'extraction en batch tradition@ell outefois, I'avantage de I'extrusion bivis

est une consommation moindre de produits chimiqtid&au.
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2.1.2 Méthodes de fractionnement
Afin de fractionner les polysaccharides extraitsf@enction de leurs propriétés physico-
chimiques, plusieurs méthodologies sont possildesyme la précipitation, l'ultrafiltration, la

chromatographie d’échange d’ions et la chromatdueaghexclusion stérique.

La chromatographie d’échange d’ions sur diéthylamihyl (DEAE)-cellulose utilise un
gradient de sel de sodium comme éluent. Les xylaopsés en présence de la solution saline,
peuvent étre fractionnés en fonction de leurs deglé substitution par chromatographie
d’échange d’ions (Bengtsson and Aman 1990; Nilsémlersson et al. 2000). Par exemple, Ren
et al. (Ren and Sun 2010) ont fractionné les acadyianes de bagasse par un gradient de
chlorure de sodium. Six sous-fractions ayant dggadas Ara/Xyl de 0,07 a 0,16 ont été

obtenues en variant la concentration de chlorursodaum de 0,1 & 0,3M.

La chromatographie d’exclusion stérique permet égaer les xylanes en fonction de
leur poids moléculaire. Dervilly et al. (Dervillgaulnier et al. 2000) ont ainsi obtenu 48 sous-
fractions a partir de 5 fractions principales dian@xylanes extraits a partir de farine de blé.

Une limitation de cette technique est que les qigsndu sein de chaque fraction sont faibles.

A ce jour, le fractionnement le plus fréequent eassé sur la variation de solubilité des
xylanes. Un gradient d’éthanol peut étre employdirpobtenir des fractions de xylanes
présentant des propriétés de solubilisation simil@iollmann and Lindhauer 2005). Le degré de
polymérisation des xylanes fractionnés dépend deofecentration en éthanol. (Schooneveld-
Bergmans, Beldman et al. 1999). La précipitation salfate d’ammonium est également
largement utilisée (Izydorczyk and Biliaderis 199Rgans ce cas, les fractions de xylanes sont
obtenues en contrélant plusieurs facteurs telslguwencentration de solvant et la température
(Coimbra, Waldron et al. 1995; Schooneveld-BergmBe&dman et al. 1999).

2.2 Propriétés physico-chimiques des xylanes
2.2.1 Structure et conformation
- Structure
La technique d’oxydation périodique permet d’anathjes structures des polysaccharides

tels que les xylanes. Ces derniers sont traité$epaériodate de sodium qui conduit I'oxydation
des résidus L-arabinose et D-xylose qui ne pomestde substituant. Les groupes hydroxyles
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sont donc oxydés par I'ion périodate en dialdéhytles xylanes oxydés sont ensuite réduits et
soumis a une hydrolyse sélective des résidus oxfdigradation de Smith). Cette procédure
permet de connaitre le nombre de xylose substétles positions des substituants sur la chaine
principale. L’oxydation des arabinoxylanes peué écomplete du fait de la possible formation
d’hémiacétales entre un résidu déja oxydé et ukuéson encore oxydé. Ce phénomeéne peut

conduire & une surestimation de la quantité deuéssubstitués (Aman and Bengtsson 1991).

La résonance magnétique nucléaire du proton et atbone et la technique de
méthylation sont aussi souvent utilisées pour détesr les structures des xylanes (Hoffmann,
Kamerling et al. 1992; Hdoije, Sandstrom et al. 20@Bes deux méthodes sont employées de
facon complémentaire. Elles permettent une analystitative des motifs structuraux (ex.
monosubstitutions, disubstitutions) de I'échantilldHoffmann, Geijtenbeek et al. 1992;
Hoffmann, Kamerling et al. 1992). La méthode dehvylation consiste a méthyler les groupes
hydroxyle non substitués, puis a hydrolyser le page avant d’analyser les résidus par
chromatographie en phase gazeuse. Cette technigue emtrainer une perte des dérivés
méthyliques les plus volatiles, par exemple ceuxemls a partir des résidus arabinose
(Izydorczyk and Biliaderis 1994).

L'utilisation d’endof-D-xylanases permet également d’élucider partiedieimles
structures des xylanes (lzydorczyk and Biliadefi94L Pastell, Virkki et al. 2009). Les xylanes
sont dans ce cas hydrolysés par I'enzyme qui pratks oligosaccharides de composition et
structure variées. Aprés séparation des oligosaddsa par chromatographie, les motifs
structuraux peuvent étre identifiées et quantifiés wilisant des oligosaccharides standards
purifiés. Cependant, I'inconvénient de cette métihagie est lié a la spécificité des xylanases
qui peuvent ne pas agir au niveau des régionsnfierée substituées des xylanes, conduisant a

une sous estimation éventuelle des régions lessplstituées.

Le taux de substitution par I'arabinose ne réveds |[a nature des liaisons (mono ou
disubstitution). Dervilly-Pinel et al. (Dervilly-Rel, Tran et al. 2004) ont montré que le type de
liaison par I'arabinose n’est pas aléatoire au demarabinoxylanes extraits de farine de blé. En
effet, 'augmentation du taux de substitution cahduun accroissement du nombre de résidus
xylose disubstitués et une décroissance de la propode résidus xylose non substitués,

toutefois la quantité des résidus xylosyl monostEs semble rester constante. La Figure 12
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représente la corrélation entre le taux de sulistitet la proportion des résidus xylose non
substitués (xyl n) ; monosubstitués (xyl m) et digitués (xyl d).
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Figure 12 : Corrélation entre le taux de substitution et Igpprtion des résidus xylose non substitués (xyl
n) ; monosubstitués (xyl m) et disubstitués (xyhd)artir des AX de farine de blé, résultats obésmpar
le technique RMN. (Dervilly, Saulnier et al. 2000)

- Conformation :

L’analyse par diffraction des rayons X a montré dmehaine principale des xylanes
forme un ruban torsadé ayant trois résidus xyloae tour de spire (Nieduszynski and
Marchessault 1972). Les parametres tels que laukangde persistance et la relation de Mark-
Houwink permettent de mettre en évidence une streicen solution en pelote statistique
(Dervilly-Pinel, Thibault et al. 2001). Mazeau ¢t @azeau, Moine et al. 2005) ont prédit par
modélisation une valeur de persistance de longtigarique d’environ 35 A signifiant que la
chaine de xylane posseéde une conformation sendierigiextension modérée. Cette valeur
théorique est plus faible que la valeur expérinlerda la longueur de persistance des xylanes
(Lp: 66-92 A) déterminée par Dervilly-Pinel et al (@idy-Pinel, Thibault et al. 2001). Le
degré de substitution ne semble pas affecter [foomation des xylanes en solution (Dervilly-
Pinel, Thibault et al. 2001).

2.2.2 Solubilité

La solubilité d’'un polysaccharide est affectée s liaisons hydrogenes intra et
intermoléculaires. La solubilité des xylanes dépdedplusieurs facteurs tels que le degré de
substitution, la masse moléculaire et le type dest#utions présentes sur leur chaine principale.
En général, la solubilité augmente quand le tauxsdlestitution augmente. Les zones non

substituées des xylanes générent de fortes int@macinter-chaines ce qui défavorise la
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solubilité alors que les groupements latéraux tglse l'a-arabinofuranose favorisent
I'éloignement entre les chaines principales etiangmentent la solubilité des polyméres. La
masse moléculaire élevée peut conduire a la foomatienchevétrement des chaines qui
favorise une plus faible solubilité. En effet, dasbinoxylanes d’endosperme de blé sont
d’autant plus solubles dans I'eau que leur masdéaulaire est faible (Mares and Stone 1973).
Le type de substitution peut également affectesolabilité. Par exemple, la présence d’acide
féruliqgue qui forme des ‘ponts diféruliqgues’ entteux chaines de xylanes peut diminuer la
solubilité de ces derniers (Mares and Stone 1978).substituants chargés comme les acides
uroniques favorisent la solubilité des xylanes ¢@s groupements chargés augmentent
I'hydrophilie du polymere et les répulsions élestatiques intermoléculaires (Kacurakova,
Wellner et al. 1999).

2.2.3 Masse moléculaire

Les valeurs des masses moléculaires des xylanesnpes dans la littérature sont tres
variables. Outre, I'espece végétale étudiée, teitérogénéité dépend de la méthode d’'analyse
utilisée. Les méthodes les plus souvent utiliséest da diffusion de la lumiere, la
chromatographie d’exclusion stérique, et l'ultracémgation. Une technique récente de
fractionnement par couplage flux-force (FFF) doégalement lieu a des résultats intéressants.
Le Tableau 9 présente les masses molaires de sykxirits de différentes plantes céréaliéres

et les méthodes de détermination mises en ocsuvre.

L'ultracentrifugation est peu utilisée en caradation des masses moléculaires de
xylanes (Andrewartha, Phillips et al. 1979). Sonngpe est de soumettre une solution
homogene de polymeéres a une force centrifuge iatdressvitesse de sédimentation dépend de la
masse molaire. Cette technique est surtout utifi@@e les macromolécules trés isomoléculaires
comme les protéines. Pour les polymolécules, Fprtation des résultats est compliquée car la

zone de migration est tres large.

La chromatographie d’exclusion stérique est lanapke la plus frequemment employée
pour déterminer les masses molaires des xylanese@Mand Stone 1973; lzydorczyk and
Biliaderis 1992). La détermination des masses nutdées est basée sur une calibration
universelle en utilisant des étalons tels que tedrdnes ou les pullulanes. La relation entre le

temps de rétention de I'échantillon et le logariéhdu produit de la viscosité intrinséque par la
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masse molaire permet de déterminer la masse moataogenne en fonction du volume
hydrodynamique des macromolécules. Cette méthadiéelila précision de I'estimation des
masses molaires du fait de I'absence d’étalonsifgpées : les étalons utilisés couramment ne

présentent pas la méme conformation que les xylanes

La chromatographie d’exclusion stérique coupléena détection par diffusion de la
lumiére est couramment mise en ceuvre (Schoonewighians, Beldman et al. 1999; Rémond,
Boukari et al. 2008; Pitkanen, Virkki et al. 2008a masse moléculaire de I'échantillon peut
étre calculée directement a partir du signal diusibn de la lumiére sans que cela ne nécessite
d'étalonnage préalable. Toutefois, cette méthodé ganduire a une surestimation des masses
molaires enregistrées. L'association des chaingsotlenéres ainsi que la présence d’agrégats
semblent étre responsables des surestimationdalaresure des masses moléculaires (Pitkanen,
Virkki et al. 2009).

Dans plusieurs études, les solutions aqueuses & dems NaOH et de NaNCet les
solvants organiques tels que DMF et DMSO sontsétlicomme éluents (Saake, Kruse et al.
2001; Pitkanen, Virkki et al. 2009). Etant donn& gertains xylanes moins substitués présentent
une faible solubilité dans I'eau, la composantelinsle est exclue de la colonne conduisant ainsi
a l'analyse d’'un échantillon non représentatif adddtalité de I'échantillon. Le DMSO semble
étre un solvant permettant d’améliorer la solubildes xylanes et de limiter ainsi les
phénoménes d’'agrégation intervenant notamment derdgs échantillons contiennent des

impuretés telles que les protéines et les lignines.

Une technique trés récente pour la déterminatiennoiesses molaires est la méthode de
fractionnement par couplage flux-force (FFF). Lengipe de cette technique est basé sur
I'action simultanée de I'écoulement d’'un liquidendaun canal de faible épaisseur et I'effet des
champs de forces différents (centrifuge, gravité gradient de températures etc) appliqué
perpendiculairement au canal. La séparation desramatecules se fait en fonction des
différents coefficients de diffusion liés a la nassolaire. Cette technique a été développée par
Pitkanen et al. (Pitkdnen, Tenkanen et al. 2011yr pdéterminer la masse molaire
d’arabinoxylanes dont les résultats sont comparése@x obtenus par chromatographie
d’exclusion stérique. Les auteurs ont montré quendéghodologie FFF semble mieux adaptés

pour isoler les agrégats qui peuvent contribuarassimer les masses molaires.
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Le Tableau 9 présente les masses moléculairevdes diylanes mesurées par différentes
techniques.

Source Masse molair¢ Méthode Concentration | Eluent Référence
moyenne (M) (g/L)
(g/mol)
Son de blé 306 000 HPSEC 3 DMSO/Eau : (Rémond,
(Ara/Xyl= détection pa 90/10 Boukari et al.
0,21) diffusion de 2008)
lumiere
Son de blé 110 000 HPSEC 1.8 0.2 M nitrate de| (Hollmann and
(A/X=0,80) détection pa lithium Lindhauer 2005
diffusion de
lumiére
Paille de blé 15100 HPSEC - DMSO/Eau : | (Saake, Kruse et
(Ara/Xyl= 90/10 al. 2001)
0,07)
Rafle de mais | 34 000 HPSEC - - (Ebringerova,
(Ara/Xyl = - 71000 Hromadkova et
0,18) al. 1997)
Enveloppe 49300 HPSEC 4 DMSO (Pitkanen,
d’'Orge détection pa contenant Tuomainen et al
(Ara/Xyl diffusion de 0.01M LiBr 2008)
=0.28) lumiére
Blé (AX 235 000 HPSEC 2 0.01M NaNQ@ (Pitkanen,
commerciale) détection pa Virkki et al.
(Ara/Xyl = diffusion de 2009)
0.56) lumiére
Blé (AX 214 000 HPSEC 4 DMSO
commerciale) détection pa contenant
(Ara/Xyl = diffusion de 0.01M LiBr
0.56) lumiére
Blée (AX 213 000 FFF 2 0.01M NaNQO | (Pitkanen,
commerciale) Tenkanen et al.
(Ara/Xyl = 2011)
0.56)

Tableau 9: Masses molaires de xylanes de différentes espéégétales mesurées par diverses
méthodes

2.2.4 Propriétés en solution des xylanes

Les propriétés en solution des xylanes sont liédsua concentration, a leur masse
molaire et a leur degré de substitution. Une ftinteotropie a été trouvée pour les xylanes de
son de seigle et rafle de mais insolubles dansi I@bringerova and Hromadkova 1992;
Ebringerova, Hromadkova et al. 1992). Les xylanetuldes dans l'eau présentent un
comportement rhéofluidifiant sans thixotropie. Usaution de glucuronoxylanes de bois de

hétre présente un caractere de « weak-gel » a-ltkgel quand la concentration des xylanes
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augmente (Michniewicz, Biliaderis et al. 1990).sl&X de farine de céréales et de son de mais,
contenant des acides phénoliques, sont capablefordeer des gels aprés une réaction
d’oxydation (lzydorczyk and Biliaderis 1995). Cealaété expliqué par la formation de liaisons
covalentes au niveau des unités d'acide féruligque eles chaines de xylanes (Girhammar and
Nair 1995).

2.3 Films a base de xylanes

2.3.1 Généralités

Les polymeres biosourcés sont des candidats pelemti remplacement des plastiques
synthétiques. lls peuvent étre utilisés sous fadmélims autosupportés ou appliqués en tant que
revétements sur un substrat sélectionné (polynpaxgier, cartons etc). Par exemple, la société
Xylophane AB (www.xylophane.com) promeut depuis £20Qn revétement a base de xylanes
déposés sur papier (Figure 13) ou PET (polyéthylééeephtalate). Ces matériaux
concurrenceraient les films multicouches a basev@H (copolymére de I'éthyléne et de
I'alcool vinyligue) quant a leurs bonnes propriéésriere a I'oxygéne. Par exemple, Edlund et
al. (Edlund, Ryberg et al. 2010) ont réalisé umfiicouche de PET revétu par de I'extrait

.....

GHEASE ARTIAS

Xylan-based coating

CRYGEM

Figure 13: Papier revétu par un revétement a base de xylxiyésphane AB) (www.xylophane.com)

Afin de préserver la qualité des aliments, les dildiemballage alimentaire doivent
satisfaire un cahier des charges exigeant prirenpaht de bonnes propriétés meécaniques (film
cohésif, machinabilité), une bonne stabilité theumi et de bonnes propriétés barriere aux gaz
et/ou a la vapeur d’eau. Dans les paragraphesrdajas propriétés des films de xylanes seront

discutées.
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2.3.2 Propriétés hygroscopiques

Un matériau hygroscopique a toujours tendancemaetge en équilibre d’humidité avec
les conditions de I'ambiance dans lequel il baigdee pression partielle de vapeur d’eau
instaurée a la surface d’un matériau provoque inseration d’eau jusqu’a I'atteinte d'un état
d'équilibre. Les relations entre teneur en eauurtitiité relative sont quantifiées a l'aide de

courbes caractéristiques appelées isothermes giosod’eau. L’humidité de I'atmosphére est

P
guantifiée par 'humidité relative ou l'activité deau: a, = Y ou P est la pression partielle de
0

la vapeur d’eau exercée dans I'environnement diénmaat et B est la pression de vapeur
saturante de l'eau a la température d’équilibresgstéme. La Figure 14 montre une courbe

typique d’isotherme de sorption.

Teneur en eau (%)
\

Activité d’eat

Figure 14: Courbe typique d’isotherme de sorption d’un matéhgdrophile.

L’isotherme de sorption montre que la quantité d’sarbée par un matériau hydrophile
augmente quand I'humidité relative ou l'activitéedu augmente. Trois zones de sorption d’eau
sont habituellement distinguées (Jannot 2008). temfere partie décrit I'adsorption de la
monocouche d'eau a la surface d’'un polymére posrhdenidités relatives faibles. Dans cette
zone, les molécules d'eau sont fortement liees goaupements ou sites polaires du
matériau pour partie en double pontage hydrogénmagdnt, Desbrieres et al. 1996). La
deuxieme partie décrit I'absorption d’'eau sur I@essde moindre énergie et la troisiéme
s’explique par le dép6t de couches d’'eau sur epplémentaires. Elle peut aussi concerner la

condensation d’eau dans les pores du matériaasléahéant.

Durant ces derniéres années, un important nombrigaglaux a porté sur I'étude des
propriétés de sorption d’eau de films hémicellidasis (Grondahl, Eriksson et al. 2004ijelo

Sternemalm et al. 2008; Sternemalm, Hoije et @820/ikkonen, Stevanic et al. 2011; Stevanic,
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Joly et al. 2011). Les isothermes de sorption d@atenues dans ces divers travaux sont réunies
au niveau de la Figure 15 pour des xylanes de eseigles glucuronoxylanes, et des
galactoglucomannanes. On remarque des taux d’lajonatvariables au sein de ces familles
d’hémicelluloses qui atteignent pres de 60% d’'e86%-98% d’humidité relative. Jusqu’a 50%

- 55% d’humidité relative (HR), les isothermes dgares sont proches sauf dans le cas des
glucuronoxylanes de tremble. Des différences dptior d’eau plus importantes sont observées
a partir 60% d’humidité relative. L’origine de ceariations n’est pas clairement identifiée et
peut étre due a la pureté ou a la structure démney extraits ou plus simplement a la
méthodologie retenue pour préparer les substrassdilms, ainsi qu’'aux techniques de mesure
des taux d’hydratation. On peut remarquer que lemntfés d’eau sorbée relevées dans la
littérature sont parfois déterminées a des valdimsmidités relatives trés élevees (95%, 98% ou
plus). Ces conditions peuvent conduire a des wisuites aléatoires en absence d’'une régulation
tres fine de la température.

Les AX de seigles représentés sur la Figure 1®@ninodifiés enzymatiquement a partir
du méme lot d’'origine, caractérisé par un degréwestitution des xylanes (rapport Ara/Xyl)
initial de 0,50 Cette modification a permis d’éliminer une pades substituants arabinose. Les
xylanes modifiés présentent alors des rapportsXAtade 0,16, 0,20, 0,30 et 0,37. {litn
Sternemalm et al. 2008; Stevanic, Joly et al. 20143 auteurs ont observé une relation directe
entre le taux de hydratation et le degré de suitisiit des xylanes. A faible humidité relative, les
teneurs en eau des difféerents échantillons demeaglaont tres proches mais ont tendance a
diminuer quand le degré de substitution des xylanggnente. A haute humidité relative, la
relation est plus aisée : la quantité d’eau sodaégmente significativement quand le degré de
substitution (le rapport Ara/ Xyl) augmente. Cetigrrélation a haute HR a été également
antérieurement observée par Sternemalm et al.n@talm, Hoije et al. 2008) pour des AX
d’orge. Les auteurs expliquent cette différencelpahangement de morphologie cristalline des
AX modifiés. En effet, ces AX «linéarisés » sordrtfellement organisés, ce qui limite

I'accessibilité a I'eau du réseau semi-cristallotmé.
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AX de seigle
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X AX de seigle
(A/X=0.37)
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(A/X=0.30)
AX de seigle
(A/X=0.20)
Xylanes de bouleau

Teneur en eau %

Glucuronoxylans de
tremble

HR %

Figure 15 : Isothermes de sorption des films réalisés a basiveeses familles d’hémicelluloses :
Glucuronoxylanes de tremble (Grondahl, Erikssonakt 2004), galactoglucomannes d’épicea
(Mikkonen, Stevanic et al. 2011) et arabinoxyladesseigle et xylanes de bouleau (Olsson and
Salmén 2003). Les films codés AX de seigle (Ard/Xy0,50 signifient que lisotherme est
représentée pour un film de xylanes extraits dglegirésentant un rapport Arabinose/Xylose de
0,50. Les différents rapports Ara/Xyl ont été obtenpar modification enzymatique (i
Sternemalm et al. 2008; Stevanic, Joly et al. 2@14Q °C

2.3.3 Propriétés thermiques

L’'analyse des propriétés thermiques des polymé&efrdée sur I'étude de la variation
d'une propriété physique en fonction de la tempgeat(analyse thermique différentielle a
balayage, DSC, analyse thermomécanique, DMA, dysmaynamique électrique DEA). Dans
le cas spécifique des matériaux macromoléculaimespolyméres, I'analyse de la réponse
thermique permet de mettre en évidence et de domnerinterprétation microscopique de
phénomeénes tels que la transition vitreuse, lafderistallisation, le vieillissement(Teyssedre
and Lacabanne 1997)

La stabilité thermique des hémicelluloses est émidans le but de corréler le procédé de

mise en ceuvre (casting aqueux essentiellemera)detgradation éventuelle des hémicelluloses.
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-Transition vitreuse/relaxation a
La transition vitreuse est caractéristiqgue de laspramorphe des matériaux polymeres et
correspond au passage de I'état vitreux a I'étatitchoutique. Sa température caractérise la
mobilité intrinseque des chaines de polymere pauverments coopératifs impliquant 20 a 60
meres. Cette transition est fonction de multiplasametres d’intérét (taux de plastifiant, taux et
nature des ramifications, longueur de chaines, tdexcristallinité, taux de réticulation,

interactions pour les mélanges...).

La calorimétrie différentielle a balayage (DSC) ssuvent utilisée pour mesurer la
température de transition vitreusg)(TLes techniques spectroscopiques mécanique (DMGTA
diélectrique (DEA) sont également utilisées caeslpermettent d’observer, en plus de la
relaxation principale {4, les relaxations secondaires de plus faibles anaegs (relaxationf et
v). De nombreux polymeéres présentent ces relaxasious-vitreuses (T <gJ qui impliquent des
mouvements de groupements latéraux ou de certagments de chaines (mouvements de
manivelles). Ces mouvements locaux ne sont paumijbien identifiés dans le cas des
macromolécules naturelles dont la structure estom@ee. Concernant la mobilité locale des
xylanes, Salmen et al. (Olsson and Salmén 2003) éntié la transition beta de
glucuronoxylanes de bouleau avec la technique DM#Arelaxation sous-vitreuse observée est

attribuée a la mobilité des groupements acidesugtuniques.

Pour les polyméres biosourcés hydrophiles, telslgsidnémicelluloses, la mesure de la
température de transition vitreuse requiert la nsaitdes taux d’hydratation (DSC en capsules
étanches, DMA en environnement contrélé, DEA ertesye étanche). Il est important de
rappeler que les taux de cristallinité des héemitedles sont faibles (ils varient en général de 0 a

25 % (Scheller and Ulvskov 2010), ce qui pourradiliter la détection de cette transition.

La Tableau 10présente les températures de transition vitreusguadques films de
polymeéres naturels (hémicelluloses, amidon et presd. Les valeurs de température de
transition vitreuse présentent une grande variamifonction du type de matériaux (plastifié ou
non), des conditions d’analyse (humidité relativeteneur en eau) et de la technique utilisée.
S'’il est aisé d’identifier les transitions pour desmicelluloses modifiées chimiquement (Jain,
Sjostedt et al. 2000), peu de travaux présentsnihiermogrammes obtenus pour les polymeres

natifs. L'étude des températures de transitioneudge relevées dans la littérature ou la
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comparaison des valeurs dgélt aussi rendue délicate par le choix des autieupsésenter son

évolution en fonction de I'humidité relative et pltarement de la teneur en eau du polymeére.

T4 /To(°C) | Humidité relative| Méthode| Référence

(HR) outeneur

massique en eau
Argblnoxylanes de 135 0% HR DEA (Stevanic, Joly et al.
seigle 2011)
Glucuronoxylanes du | -35 50% HR DSC (Grondahl, Eriksson et
tremble + 35% Xylitol 0 al. 2004)
Glucuronoxylanes du | -26 0 DSC
tremble + 35% sorbitol 50% HR
Xylanes de bouleau 80 15% teneur en DMA (Olsson and Salmén

eau 2003)
Arabinoxylanes de 82 0 DSC (Ying, Saulnier et al.
farine de blé 59% HR 2011)
B-glucane d'orge 101 59% HR DSC
Glucomannanes de 100 12% teneur en DMA (Irvine 1984)
konjac eau
Glgla}ctpglucomannanes 97 11.3% HR DEA (Mikkonen, Mathew e
d’épicéa al. 2010)
Glucomannanes + 40% -62 0 DMA (Mikkonen, Rita et al|
Glycérol 50% HR 2007)

04 -

Gluc_omannanes +40% -13 50% HR DMA
Sorbitol
Amidon de manioc + | -62 33% teneur en DMA (Fama, Goyanes et al.
33% Glycérol eau 2007)
Amidon de mais + 20% 3 5% teneur en DMA (Arvanitoyannis  and
Glyceérol eau Biliaderis 1999)
Gluten + 27% Glycérol| 18.7 0 DMA (Cherian, Gennadios

éii& teneur en et al. 1995)

Tableau 10 :Températures de transition vitreuse de films d’leéthiloses biosourcés.

Pour les hémicelluloses, il est cependant encore de trouver I'évolution de la
température de transition vitreuse en fonction'éeatl d’hydratation excepté pour les travaux de
Salmen et al (Olsson and Salmén 2003). Les matésant souvent plastifiés afin de permettre
leur mise en forme et/ou leur caractérisation. Hat,eles masses moléculaires étant faibles
(Saake, Kruse et al. 2001), les matériaux sontegugassants en absence de plastifiant (Si,
Massa et al. 2005). Comme pour les matériaux ardyldes plastifiants les plus utilisés sont le
glycérol, le xylitol et le sorbitol (Hartman 2008jikkonen, Rita et al. 2007). Par exemple, la
température de transition vitreuse des xylanesoitidl'état sec a été estimée comme variant de
150-220 °C (Olsson and Salmén 2003) avec cepenatentaleur obtenue plus faible (135°C)
identifiée par DEA comme étant Ilg @les arabinoxylanes de seigle a I'état sec (Steyaaly et
al. 2011).
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Comme il est classiqguement démontré, la températargansition vitreuse diminue en
fonction du taux de plastifiant (polyols et eau)edu est le plastifiant naturel des polyméres
hygroscopiques. En effet, layTdes films hémicellulosiques diminue quand I'hun@di
environnante augmente. Salmén et al. (Salmén 1&8Ryine et al. (Irvine 1984) ont observé
une forte diminution de lagldes hémicelluloses avec le taux d’hydratationQpdA. Ying et al.
(Ying, Saulnier et al. 2011) sont parvenus a medarg, des arabinoxylanes de farine de blé par
DSC (mode standard), les échantillons étant camdigs préalablement a l'analyse dans
différentes humidités relatives. Salmen et al. $¢&dbsand Salmén 2003) ont aussi étudié les
températures de relaxation des AX de bouleau ectitonde leur teneur en eau. La Figure 16
présente des valeurs dgd’hémicelluloses en fonction de la teneur en @ges de la littérature.
Elles varient de 82°C (59% RH — 15,24% de teneuean) a - 6°C (91% RH et 34,17% de
teneur en eau) pour les AX de farine de blé, eB@FE (50% RH — 15 % de teneur en eau) a
36°C (80% RH — 30% de teneur en eau) dans le cagyiienes de bouleau. Les évolutions des
T4 des glucomannanes de konjac et hémicellulosescd@igont également présentées au niveau

de la Figure 16 afin de comparer avec les valeessAX.

150 4 —&— Arabinoxylanes de farir
130 de blé
—&— Xylanes de bouleau
110 -
= A= Glucomannanes de
90 - konjac
o 0 Hémicelluloses d'épicea
(@]
= 50 - N X Arabinoxylanes de seig
=3 (A/X=0.5)
30 - Arabinoxylanes
(A/X=0.16)
10 1 Galactoglucomannanes
' ' S ' d'épicea
-100% 10% 20% 30% 40%

Teneur en eau
Figure 16 : Variation de T des hémicelluloses en fonction de leur teneuran:earabinoxylanes de
farine de blé (Ying, Saulnier et al. 2011), xylamkesbouleau et glucomannanes de konjac (Olsson and
Salmén 2003), hémicelluloses d’épicea (Irvine 198gbinoxylanes de seigle (Stevanic, Joly etGil1?
et galactoglucomannanes d’'épicea (Mikkonen, Stevetral. 2011).

- Stabilité thermique
La stabilité thermique des hémicelluloses en smiuqueuse ou a I'état solide est un
élément important dans le choix de la méthode dpaation des films (casting aqueux
essentiellement) ou pour I'étude des propriétésniiques (DEA, DMA etc..). La plupart des

études publiées jusqu’a présent indiquent queilles &2 base des xylanes sont préparés selon
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une méthode de casting aqueux. Dans les plupatralesux concernant la fabrication de films
hémicellulosiques, la solution d’hémicellulosesasuffée (95°C maximum) sous agitation puis
coulée apres refroidissement (Grondahl, Erikssoal.€2004; Hartman, Albertsson et al. 2006;
Hdije, Sternemalm et al. 2008). Les auteurs ne ng@aside dégradation des hémicelluloses dans

ces conditions.

La température de décomposition a I'état solidesestent caractérisée par la mesure de
la variation de masse d'un échantillon en fonctam la température mesurée par analyse
thermogravimétriqgue (ATG). Les hémicelluloses setdtivement thermolabiles par rapport aux
autres composantes macromoléculaires de la paliolaie végétale telles que la lignine et la
cellulose (Ramiah 1970). Les hémicelluloses sogtatées a des températures variant de 200°C
a environ 260°C. Le comportement thermique desuglumoxylanes du bois de charme a été
etudié. Leur décomposition thermique débute amadeti200°C (Ebringerova and Heinze 2000).
Les arabinoxylanes de paille de blé présententemeérature de décomposition située a 220°C
(Tableau 11). Le Tableau 11 résume les températieesiégradation de diverses familles

d’hémicelluloses.

Hémicelluloses Origine T °Cde Référence
décomposition

Glucuronoxylanes Bois de charme 200 (Ebringerov an
Heinze 2000)

Glucomannanes Konjac 250 (Mikkonen, Rita|et
al. 2007)

Galactoglucomannanes Epicéa 220 (Mikkonen, Rita et
al. 2007)

Arabinoxylanes Paille de blé 220 (Sun, Lawther et
al. 1995)

Tableau 11 :Températures de décomposition des hémicellulobétatisolide

2.3.4 Propriétés mécaniques

Le comportement mécanique des polymeres est ceasgcfgar une tres grande diversité
apparente. En effet, pour les mémes conditionslidation, les polyméres peuvent étre définis
comme rigides, fragiles, ductiles, ou tenaces. ¢msrbes typiques de contrainte-déformation

sont présentées au niveau de la Figure 17.
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Figure 17 : Courbes types contrainte-allongement des matégaleurs différentes caractéristiques

Pour les films de biopolymeres, le comportement angpie est le plus souvent
déterminé par les propriétés mécaniques de tradaos la littérature. Le module de Young (E),
la contrainte et l'allongement & la rupture sontplas souvent discutés. Le comportement
mécanique des polymeres biosourcés dépend fortemeehthumidité relative, du taux et de la
nature du plastifiant utilisé et de la températar, modulation des températures de transitions
vitreuses notamment. La Figure 18 rassemble leprigtés mécaniques en traction de divers
films de polymeres biosourcés plastifiés (acideylpotique, gluten de blé, amidon de blé,
hémicelluloses de tremble). Les hémicellulosesesearquent car leurs propriétés mécaniques
sont faibles devant celles des autres polyméresobioés (et par extension trés faibles devant

celles des polyméres de synthese).

A linstar de leurs «concurrents » amidons et grms, les hémicelluloses sont
généralement des macromolécules de faible masseb@land Dahlman 2001), ce qui limite les
propriétés meécaniques des films en résultant. laagmuix de la littérature visent essentiellement
a employer diverses stratégies dans le but i) dineer les propriétés mécaniques ii) de limiter

'impact de I'hydratation sur leurs propriétés mdgaes.
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Figure 18: Résistance a la traction en fonction de I'allonget@e rupture de matériaux biosourcés en
fonction du taux de plastification. d’aprés (Monndtly et al. 2010m PLLA plastifié par acetyl tri-
butyl citrate,(Baiardo, Frisoni et al. 2003x Gluten de blé plastifié par le glycér@imberty, Buléon et al.
1991),» Amidon plastifié par le sorbitp{Gaudin, Lourdin et al. 19999 Hémicellulose plastifié par le
sorbitol (Grondahl, Eriksson et al. 2004).

Quand le taux de plastifiant (eau ou polyols) otelapérature augmente, les polyméres
présentent une évolution classique des propriétésaniques de traction (augmentation de
'allongement, diminution de la contrainte et dudute d’Young) (Singh, Singh et al. 2003).
Parallelement, la teneur en eau évolue également lavtaux de plastifiant (polyols) (Galietta,
Di Gioia et al. 1998; Godbillot, Dole et al. 2006)es auteurs s’emploient parfois a
guantifier/comparer I'évolution de ces grandeursarographiant ces propriétés (Figure 19) ou

toute évolution contrastée par rapport a la tenelatassique peut étre remarquée.
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Figure 19 : Effet de la pression partielle de vapeur d’eau RREur les propriétés mécaniques (Talja
2007)
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Le Figure 20 présente les propriétés meécaniqudsadgon de films hémicellulosiques
(plastifiés ou non) de la littérature superposéesvaleurs de la figure précédente relatives aux
autres matériaux biosourcés. Les modules d'Yousgadabinoxylanes (sans plastifiant) ont pour
maximum 1300 MPa a 2500 MPa environ en fonctiotede structure et leur origine botanique,
les contraintes a rupture varient quant a elles&da 60 MPa. La principale information relative
a cette figure concerne les trés faibles valeuadlatigement a rupture enregistrées (malgré
l'addition de plastifiant pour certaines formulais), ce qui traduit le faible niveau

d’enchevétrements des chaines.

100 + @ Glucuronoxylanes du bois + sorbitol

XAX d'avoine +10% glycérol

® AX d'avoine + 10% sorbitol

A AX de coque de mais

X AX de seigle

+Glucomannanes de konjac

@ Glucomannanes d'épicea + 40% glycérol
Acétyl glucomannanes+30% sorbitol
Acétyl glucomannanes + 30% alginate

B Amidon de blé + sorbitol
PLLA plastifié

=Gluten de blé + sorbitol

Contrainte a rupture (Mpa)
|_\
o

1 10 100 1000

Allongement a la rupture (%)
Figure 20 : Propriétés mécaniques de traction des films d’héliloses a 50% RH en comparant avec
les films biosourcés. (Imberty, Buléon et al. 19&Hudin, Lourdin et al. 1999; Baiardo, Frisoni bt a

2003; Grondahl, Eriksson et al. 2004; Hartman, ABs®n et al. 2006; Mikkonen, Stevanic et al.
2011)(Les valeurs sont prises a partir de Tabl€u 1
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Film Résistance| Elongationa| Module Référence
arupture | rupture (%) | d’Young
(MPa) (MPa)
. 53.8 6.2 1316 (Zhang and
AX de coque de mais Whistler 2004)
. 58 8.1 2500 (Stevanic, Joly et
AX de seigle al. 2011)
52.4 4.7 1750 (Hdije,
AX de seigle Sternemalm et al.
2008)
41 2.0 - (Grondahl,
GX du bois + 20% xylitol Eriksson et al.
2004)
AX d'avoine épeautre + 21 4.5 1100 (Mlkkonen,
10% glycérol Heikkinen et al.
2009)
16 4 700 (Mikkonen,
AX d'avoine + 10% sorbito Heikkinen et al.
2009)
58 11 1800 (Mikkonen,
Glucomannanes de konjac Mathew et al.
2010)
- 14 4.2 750 (Mikkonen,
Glucomannanes d’épicea + :
40% glycérol Stevanic et al.
2011)
Acétyl glucomananes + 2.7 16.9 - (Hartman,
30% glycérol Albertsson et al.
2006)
Acétyl glucomannanes + | 3.2 4.1 -
30% alginate

Tableau 12Propriétés mécaniques de traction des films d’hélnioses a 50 % RH

En conclusion, selon les données de la littératiee propriétés mécaniques des films
autosupportés a base d’hémicelluloses sont trbke$aet trés dépendantes de I’humidité relative
ambiante. Ces performances sont trés insatisfaisgmur utiliser ces matériaux qui plus est
dans le domaine des emballages alimentaires cleessiqui doivent satisfaire des contraintes
meécaniques éleveées. L’'une des stratégies de renfiert de ces matériaux développées par les
auteurs pour pallier ces faiblesses intrinsequas p@sentées ci-apres (films nanocomposites).
Cependant, il est possible d'imaginer les hémitedles en qualité de revétement supporté sur un
substrat qui pourra étre une alternative d’intGodamment en regard des propriétés barriéres.

2.3.5 Propriétés barrieres
De faibles valeurs de perméabilités (ou des valetables et controlées) aux gaz
(oxygéne, azote et dioxyde de carbone) et a lawag®au sont souvent exigées pour des

applications en emballage alimentaire afin de puesde produit alimentaire.
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Le coefficient de perméabilité (P) dépend de lalsitité (S) des molécules transportées
qui pénetrent le film et de leur coefficient defasion (D) a travers la membrane selon
l'équationP=DxS . Le flux d'espéces transportées a lieu de man&réquilibrer les
concentrations des molécules transportées de che@pgede la membrane. Le principe de
perméation est présenté dand-igure 21. Elle a lieu en 3 étapes. Tout a borsl,nelécules
pénétrantes s’adsorbent a la surface de film, ggiisolubilisent dans la masse du film. L'étape
suivante est la diffusion qui est cinétiguementitimte. Finalement, les molécules sont

désorbées sur la face avale de la membrane.

Comme tous les polymérepolaires les hémicelluloses forment des réseaux
macromoléculaires denses et peu mobiles par crédéidiaisons hydrogene, ce qui leur confere
d’excellentes propriétés barrieres aux molécapslaires telles que I'oxygene. En effet, la
faible solubilité a 'oxygéne dans les matricesgi@ls et la faible diffusivité de ce gaz conduit &
I'obtention d’'un coefficient de perméabilité faikflé = D*S) (Arvanitoyannis, Kalichevsky et al.
1994). Le Tableau 18ompare les valeurs des coefficients de perméabdit’oxygéne de films

synthétiques et biosourcés.

o [ ]
° b °
® .
PY - [ L @® Permeating molecule
r ] ®
o ® ® Condensation of the permeating
[ ] L] /’ molecules on the film surface

Q:OQ:.‘Q'.:Q...:&

— Solubility (S)
Pr>p2 Film
= —— Diffusion (D)

A A It\* A ——__ Permeating molecules

leave the film
22 e e
[ ]

[ ]
Figure 21 :Le principe de la perméation gazeuse (Talja 2007)
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Film Plastifiant Perméabilité @ Référence
(cmP.um.m?.d*.kPa™)
Sorbitol (35 wt.%) (Grondahl, Eriksson
Xylane 021 et al. 2004)
PVA - 0.21 (Van Tuil, Fowler et
Alcool polyvinylique ' al. 2000)
EVOH - (www.soarnol.com/er
copolymere de I'éthylene et 0,12 g/s_datafindexhtmi)
de I'alcool vinylique (40%
éthylene)
A - 0
Chitosane Glycérol (25-50 wt.%) 0.1-0.4 (Butler, Vergano et
al. 1996)
. Sorbitol (20 wt.%) (Hartman, Albertsson
Acétylgalactoglucomannangs 2,0 et al. 2006)
Amylose Glycérol (40 wt.%) 7 (Rindlav-Westling,
Amylopectine Glycérol (40 wt.%) 14 Stading et al. 1998)
Polyacide lactique - 160 (Van Tuil, Fowler |et
PE i al. 2000)
A , - 7900
Polyéthyléne (faible densité

Tableau 13 :Valeurs des coefficients de perméation a I'oxygéee films synthétiques et biosourcés a
23°C, 54%RH. L'unité retenue a été choisie comnantéteprésentative de la majorité des travaux
publiés pour les hémicelluloses. Le lecteur troaver tableau de conversion en annexe 2. Pour danver
en unité du systéme international (mol.rh&Pa) il faut multiplier par 5.28*16.

En revanche, les polyméres barriere hydrophibed 8es sensibles a I'eau qui joue le
réle de plastifiant, et conduit a la perte des péa@s barriéres (forte permeéabilité) (Gaudin,
Lourdin et al. 2000). Dans |&igure 22, les valeurs de perméabilité de diffé&rgmilyméres
biosourcés sont présentées et comparées avec @defigmwlymeres de synthese réputés barriere
dans le domaine de I'emballage tel que 'EVOH (dgpmre de I'éthylene et de I'alcool
vinylique) et plus rarement le PVA (alcool polyviigue). Les valeurs de perméabilité des
hémicelluloses sont situées entre 0,2 et 8, amm®. j*.kPa' (Hansen and Plackett 2008) pour
les films biodégradables tels que les films a kd#aenidon (Rindlav-Westling, Stading et al.
1998), les films de mannanes (Hartman, Albertss@h. 2006; Mikkonen, Heikkila et al. 2010).
Des valeurs de perméabilités remarquables onté&t¥rdinées pour les arabinoxylanes (valeur
inférieure & 2 cfh pm m? j! kPa') soit 1,06.10° mol.m'.s’.Pa' en unité du systéme
international. Cependant, les films de glucuronargs du bois dur plastifié avec 35% de
glycérol enregistrent la plus faible valeur de péabilité de 0,21 cfhum m? j* kPa' soit
1,11.10mol mt.s*.Pa* (Grondahl, Eriksson et al. 2004) rencontrée &@ue four un polymeére
biosourcé a notre connaissance. Cette valeur esh@rde celle des polyméres de synthése
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barriere (Hansen and Plackett 2008). Il faut pe¥cigie Hdojie et al. (Hje, Sternemalm et al.

2008) ont étudié la perméation de I'oxygéne dedibirarabinoxylane (AX) de seigle préparés a
partir d’AX natif (Ara/Xyl=0,50) modifié par voie reymatique pour atteindre des rapports
Ara/Xyl inférieurs (rapport arabinose/xylose) (Afsl= 0,37, 0,30 et 0,20). Les résultats ont
révélé que la perméabilité a 'oxygéne diminue @ysttiquement avec le taux de substitution

des résidus xylose par les arabinosyls.
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Figure 22 : Perméabilité a I'oxygéne mesurée a 23°C et 50% dpréls (Grondahl, Eriksson et al. 2004,
Hansen and Plackett 2008!ik¢p Sternemalm et al. 2008; Mikkonen, Heikkilé&agt2010)

- Le coefficient de diffusion de I'oxygene

Le coefficient de diffusion « décrit » la migratioles molécules pénétrantes a travers la
membrane et représente donc une propriété cinétigusystéme polymeére/perméant. Il est
intéressant de le déterminer afin de pouvoir estisneune modification de perméabilité est
gouvernée par ce parametra la relation P = D*S. Pour les polymeres, la mééhdide du time-
lag ou du temps de demi-sorption ou de fin de smmgteut étre utilisée. Dans la littérature, la

méthode du time-lag semble étre la plus utiliséer mstimer les coefficients de diffusion. La
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. . o . o .. . 0c a°c .
deuxieme loi de Fick a une dimension définit leffioent de dn‘fusmn:E = Dax_2[1] ou
C(x,t) est la concentration locale a la positicauxtemps t, D est le coefficient de diffusion. &i |
coefficient de diffusion est indépendant de la doanée x et la concentration C, le volume total

de gaz Qqui a pénétré la membrane a partir du début gpdhéence, peut étre calculé a partir
t

de cette équation ), = A'[(— D%L(:I jdt [2]. Si l'espace en aval de la membrane est
0

infiniment grand, ou si le changement de pressioaraont de la membrane est négligeable, la
guantité totale de pénétrant &ant traversé la membrane au temps t est exgramBequation
3:

Q _Dt 1 2&(-1)° Dn?mt
L= — - expl ———— |[3
lc, 1> 6 ﬂzzl“ n? d |2 3]

ou G est la concentration du pénétrant & l'interfacenbrane compartiment aval, | est
I'épaisseur de la membrane. Quand t tend vergdiina somme du terme exponentiel va étre

infiniment proche de zéro et I'équation 3 va dewvénéaire en fonction du temps. Cette courbe

2

linéaire, avec I'extrapolation, croise I'axe du fenau tempd :E' Le coefficient de

| 2

diffusion peut étre calculé a partir de I’équatiQn‘._' 60 Le Tableau 14 présente les valeurs de

coefficients de diffusion a I'oxygéne obtenu pouvedses membranes. Peu de données sont
disponibles dans la littérature pour les films biogés et aucune, a notre connaissance, pour les

films a base d’hémicellulose.

Film Diffusion d’oxygéne (cnf/s) Référence

PET 0,0407 x 10 (Rharbi, Yekta ef

Polystyréne 1,90 x 10 al. 1999)

Polyéthyléne 0,7 x 10/

Chitosan + Amidon | 2.42 x10' (Lide D.R. (Ed.)
2007-2008)

Amidon de pomme d{ 5 x 10’ (Arvanitoyannis,

terre + 19% eau Kalichevsky et al.

Amidon de riz + 12% 0.2 x 10’ 1994)

eau

Cellulose 0.00003 x 10 (Belbekhouche,

microfibrillée Bras et al. 2011)

Tableau 14 :Valeurs de coefficient de diffusion de I'oxygenadaliverses membranes.

- La solubilité de I'oxygene
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La solubilité ou concentration en gaz dans un filen polymére hydrophile peut étre
mesurée par sorption microgravimétrique (Dole, &tlal. 2004) ou par sorption volumétrique
(Koros and Paul 1976). Cependant, les solubiligs gaz sont souvent calculée a partir de
'équation P=D*S, P et D étant obtenus lors d’urpé&ience de perméation. Peu de valeurs de
solubilité d’oxygene (déterminées expérimentalemnennt proposées dans la littérature. Des
valeurs de solubilité d’'oxygéne de différents filtirées de la bibliographie sont proposées dans
le Tableau 15. Les valeurs sont difficiles a obterpérimentalement car tres faibles, parfois de

I'ordre de grandeur de la précision des appar&iiagilisés.

Solubilité d’'oxygéne
0% HR 50% HR Référence
0,04 wt.% 5 wt.%

Film a base d’amidon
(pomme de terre)
Film a base d’amidon

(Dole, Joly et al.

(pomme de terre) + 12 0,03 wt.% 5,9 wt.% 2004)
wt.% glycérol
EVOH (50% éthyléne) 0,012 wt% - (Marais, Bureau et
PVC chlorure de 0,007 wt.% ] al. 2004)
polyvinyle

Tableau 15 :la solubilité d’'oxygéene des films.

2: les valeurs sont calculées en teneur par rappass séche ( La densité de film EVOH : 1,2 g/cm
d'aprés (Kothapalli and Sadler 2003) et la densid@ film PVC:1,4 glcth daprés
(http://www.pvc.org/en/p/specific-gravity-density)

De plus, si la mesure de solubilité de I'oxygenaastefois réalisable a état sec (0% RH)
par les deux méthodes, il est trés délicat d'efiiectcette méme mesure sans biais sur des
matériaux hydratés qui refletent plus exactemestctenditions de contact alimentaire réelles.
Ces mesures peuvent cependant étre effectuéesrgpamétrie. Les biais sont relatifs a la
régulation de la température qui doit tres finelagpoussée d’Archiméde non parfaitement
compensée par le calcul si la microbalance n’estsyganétrique, ou a la difficulté d’obtenir des
mélanges oxygene hydraté homogénes en temps rédbe. plus, a I'état humide, la solubilité
de l'oxygene dans le film est négligeable (<0,1%yaht la quantité d’eau sorbée (quelques

pourcents a quelques dizaines de pourcents massglan les matériaux) (Pénicaud 2009).

Cependant, pour lI'amidon des valeurs de solubititd été obtenues par méthode
gravimétrique sur balance symétrique (Tableau Hies refletent une augmentation trés
importante de solubilité avec 'augmentation deutthdité relative (0 a 50%). Les auteurs

expliquent dans ce cas que I'augmentation concomgitde perméabilité est gouvernée par la
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solubilité plutét que par la diffusivité dans lesade cette plastification a I'eau, les coefficietts
diffusion ayant été déterminé parallelement. Cepafdces résultats (annoncés comme étant
reproductibles) n’ont pas été retrouvés sur d'autnatrices polyméres a notre connaissance.

- La perméabilité de la vapeur d’eau
La perméabilité a la vapeur d'eau est le plus souwdeterminée par mesure
gravimétriqgue de I'eau ayant traversé un film plaeés une ambiance humide différentielle
contr6lée. D’autres techniques reposent sur lactiéh infra rouge de I'eau transférée. Le taux

de transmission de la vapeur d'eau (WVTR pour ivaigpor transmission rate) peut étre

déterminé par la formule suivant@//TR= AAm . [4]
t

ol Am est la prise de masse d’eau transfééest le temps de contact et A est la surface

de film. La perméabilité a la vapeur d’eau peut &éterminée par la formulgyp="VYTRL

AP
[5]
ou L est I'épaisseur du film &P est la différence de pression partielle de vap&au

entre les compartiments amont et aval.

Le Tableau 16 présente les valeurs de perméadil@évapeur d’eau de différents films
biosourcés. Les films hémicellulosiques tels qeexidanes d’avoine et les mannanes d’épicéa et
de konjac montrent de plus faibles valeurs de pehbitit¢ par rapport aux films d’amylose et

d’amylopectine.

Perméabilité a la
Films vapeur d’eau WVP Référence
(g mm m?j* kPa?)
Xylane d'avoine + 10% 3,3 Mikkonen et al. 2009
glycérol
Xylane d’avoine + 10% 1,1 Mikkonen et al. 2009
Sorbitol
Xylane d'avoine + 40% 11 Mikkonen et al. 2009
glycérol
Xylane d’avoine + 40% 1,8 Mikkonen et al. 2009
Sorbitol
Galactoglucomannanes 1,6 Mikkonen et al. 2010
Konjac glucomannanes 3,6 Mikkonen et al. 2010
Chitosane 1,44 Rhim et al. 2006
Amylose + 40% glycérol| 103 Rindlav-Westling et fql.
(1998)
Amylopectine + 40% 124 Rindlav-Westling et al.
glycérol (1998)

Tableau 16 : Perméabilité a la vapeur d’eau des films biosouéc28°C avec le gradient de RH de 0 a
54%.
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3 Films nanocomposites

3.1 Geénéralités

- Définition d’'un nanocomposite

Un matériau nanocomposite est un matériau multéplsdide dont l'une des phases
possede des dimensions inférieures a 100 nanomiegesor des hanocomposites s’explique par
'obtention de matériaux plus performants ou préa@nde nouvelles propriétés d'usage
(transparence, modulation des propriétés mécaniguemdre hydrophilie...). L'utilisation de
films a base de biopolyméres est limitée en ratdproblémes liés a la performance tels que les
propriétés mécaniques limitées, la sensibilitéeau’ (Vaidya and Bhattacharya 1994’ijelo
Sternemalm et al. 2008). L’application des nanoawsitps peut améliorer non seulement les
propriétés des films biodégradables mais égalenentapport codt-efficacité (Sorrentino,
Gorrasi et al. 2007). Les types de renforcementvgrauétre classés en deux parties: les
nanocharges inorganiques (I'argile, le silicate..t) l&s nanocharges organiques (de type

cellulose).

- Nanocharges inorganiques :

Les solides inorganiques stratifiés comme les esgdt les silicates ont été utilisés en
raison de leur disponibilité, leur faible colt,letir possibilité d’améliorations significatives de
leur performance par des traitements simples. Liestes stratifiés sont constitués de couches
bidimensionnelles de dimensions caractéristiquemmadu nanomeétre de diamétre moyen a
guelques micromeétres de longueur. La présence iliestes stratifiés dans la formulation de
polymére augmente la tortuosité du chemin de ddfupour une molécule pénétrante ce qui
conduit a de meilleures propriétés barriere parirdiation significative du coefficient de
diffusion apparent (Bharadwaj 2001; Cabedo, Giméte#. 2004; Lu and Mai 2007). Cabedo et
al. ont étudié les films nanocomposites a base @HY Le film pur EVOH posséde un
coefficient de perméabilité trés faible de 8.60° cm®.m/nf.jour.atm (soit 1,9x 10 mol.m'.s
! pal) et de plus faible valeurs ont été trouvées poufilles renforcés par la kaolinite (moins de
10° (cm®.m)/ (nf.jour.atm)).

- Nanocharges organiques :

Les nanofibres de cellulose sont des matériauxetaemt disponibles de faible codt
(Azeredo 2009). Ces nanocelluloses possedent leprigres de la cellulose telles que
I'hydrophilie, des possibilités de modificationsriques et une morphologie semi-cristalline. I

existe essentiellement trois types de nano-renfiuitpeuvent étre obtenus a partir de cellulose —
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les microfibrilles de cellulose, les nanocristaux ckllulose (ou whiskers) et les celluloses
bactériennes (Azizi Samir, Alloin et al. 2005). O@ableau 17présente les trois types de

nanocellulose et leurs sources habituellement rene® dans la littérature.

Type de nanocharges| Sources Dimension caractéristiques
de cellulose
Microfibrilles Bois, chanvre, betterave a | Diamétre : 5-60 nm
sucre. Longueur : quelques micrometres
Nanocristaux de Coton, bois, paille de blé, | Diameétre : 5-70 nm
cellulose (ou whiskers) algue Longueur : 100-250 nm
Cellulose batérienne Sucre de faible masse, Diamétre : 20-100 nm
alcools. Longueur : de 100 nm a quelques
micrometres

Tableau 17 :les trois types des nanocharges de cellulose et t@igines botaniques d’apres (Klemm,
Kramer et al. 2011)

3.2 Nanocristaux de cellulose

3.2.1 Production

Des nanocristaux de cellulose ont été isolés arpmhes diverses sources cellulosiques,
telles que les plantes (Araki, Wada et al. 1998),dnimaux (Terech, Chazeau et al. 1999), les
bactéries et les algues, etc... (Revol 1982; Tokakalbe et al. 1998). Les nanocristaux de
cellulose sont produits par actions des acides naixé La biomasse est tout d’abord
généralement prétraitée par NaOH pour purifier @lutbse par élimination des autres
constituants (hémicellulose et lignine). Ensuite pfocessus de préparation a pour objectif le
clivage et la destruction des régions amorphessqnt les plus facilement accessibles et cela
conduit a libérer des nanocristaux de celluloséod®e batonnets. La suspension résultante est
ensuite diluée, les acides résiduels et les im@sirsbnt éliminés par centrifugation et dialyse
contre I'eau distillée. L’hydrolysat est ensuitaitit mécaniquement aux ultrasons afin d’obtenir
une suspension homogeéne stable. La structurerdesigtés et le comportement des suspensions
des nanocristaux sont influencés par la natureutstsat de base, le type d'acide minéral utilisé
et sa concentration, la température et la durééhgerolyse. (Beck-Candanedo, Roman et al.
2005; Bondeson, Mathew et al. 2006; Dufresne 2010).

La concentration de l'acide affecte également lapinologie des nanocristaux (Revol,
Bradford et al. 1992). Une diminution de la longudas nanocristaux et une augmentation de
charge surfaciqgue ont été observées pour une diinderolyse prolongée. L'utilisation de
I'acide sulfurique conduit a une surface chargégatié¢ement et dans ce cas la suspension des

nanocristaux est plus stable sur un plus large taitete valeurs de pH. Les nanocristaux
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préparés par I'acide chlorhydrique ne sont pasgésaa la surface et ils présentent une mauvaise
stabilité colloidale (Sugiyama, Chanzy et al. 1992aki, Wada et al. 1998). Au cours de
I'hydrolyse par l'acide sulfurique, les groupemesmisdes esters de sulfate se forment a la
surface des nanocristaux. La suspension de nataotigest stabilisée par la forte répulsion

électrostatique entre les sulfates d’ester (Sugiyddhanzy et al. 1992).

3.2.2 Morphologie

Les nanocristaux de cellulose se présentent soasief de batonnets allongés.
Généralement la longueur mesure quelques centdeneanometres et le diamétre est de I'ordre
de quelques nanometres. La géométrie des nanaocridépend de plusieurs facteurs tels que le
type de source, les conditions d’hydrolyse et la@ddonique. Le diamétre est d’environ 3 nm
pour la cellulose du bois, 5 nm pour le coton (leérmmpd Wegener 1984) et 10-20 nm pour la
tunicine et 'algue(Figure 23). La longueur varie de 100 & 300 nm pesinanocristaux obtenus
a partir des celluloses du bois; de 200 nm a 35(aun la cellulose du coton et de 100 nm a
guelques micrometres pour les nanocristaux obt@npartir de tunicine et d’algue (Terech,
Chazeau et al. 1999). Le facteur de forme (I/d)wleiskers est le rapport de la longueur sur le
diametre. Ce facteur de forme varie entre 10 pawellulose extraite du coton et 67 pour la

tunicine respectivement (Dufresne 2010).

Figure 23: Observation des suspensions des nanocristauMpar A : nanocristaux de coton (Grunert
and Winter 2002) B : nanocristaux de tunicine (@ade Rodriguez, Thielemans et al. 2006)

3.2.3 Applications

Les nanocristaux de cellulose sont souvent utils®s le renforcement des polymeres.
La premiére étude francaise a été realisée paefFavial. en 1995 (Favier, Chanzy et al. 1995)
donnant lieu & une amélioration des propriétésriltpres et mécaniques des nanocomposites.
D’autres applications ont été envisagées exploieanpropriétés optiques des phases nématiques
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chirales des nanocristaux de cellulose (Zhang, &ieit al. 2005) ou visant des applications dans

le domaine médical. (Dong and Roman 2007).

3.3 Cellulose bactérienne

La cellulose bactérienne est générée par les Iext@erobies, comme les bactéries
d'acide acétique du gen@uconacetobacterLa cellulose bactérienne est formée par procédé
biotechnologique a partir de sources de carbonéaithee poids moléculaire, tels que la D-
glucose. Les bactéries sont cultivées dans un umdigueux contenant des nutriments, et la
cellulose est excrétée sous forme d'exopolysaamril’hydrogel de cellulose bactérienne
résultant est composé d'un réseau de nanofibres.dia@metre varie de 20 nm a 100 nm (Klemm,
Kramer et al. 2011) . La cellulose bactérienne gmtisune cristallinité élevée (80—-90 %) et une

bonne stabilité mécanique.

3.4 Cellulose microfibrillée

La cellulose microfibrillée est généralement fabég a partir du bois par
homogénéisation de pulpe pré-traitée a haute presslle est composée de microfibrilles semi-
cristallines libérées (Mikkonen, Stevanic et all20) Le processus de délamination peut étre
assisté par ajout de polymeres hydrophiles (campéxiyyl cellulose, méthyl cellulose,
hydroxypropyl cellulose ou acide polyacrylique...p<polyméres peuvent diminuer la tendance
au colmatage et améliorer la consistance de laepildfemm, Kramer et al. 2011). La cellulose
microfibrillée présente un diametre de 5 a 60 nnure¢ longueur de quelques micrometres

(Wagberg, Decher et al. 2008).

3.5 Renforcement des films par les nanocristaux de calbse

3.5.1 Mise en ceuvre

Une bonne dispersion de nanocristaux dans la reapalymére est une condition
préalable pour fabriquer des nanocomposites. EBomadu caractére hydrophile des nanocristaux
de cellulose, I'eau est le milieu privilégié poaut mise en ceuvre. Ce systeme a éteé utilisé pour
préparer des matériaux nanocomposites a base dianiihglés and Dufresne 2000; Mathew
and Dufresne 2002), de polyoxyéthylene (POE) (A8amir, Alloin et al. 2004), d’alcool
polyvinyligue (PVA) (Roohani, Habibi et al. 2008)ce Les polymeéres sont généralement
meélangés avec les nanocristaux en milieux aqueus siople agitation a température ambiante,

et parfois sous vide pour éviter la présence dieddlair dans le film final (Ljungberg, Cavaillé
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et al. 2006). Les films peuvent étre formés a pddices mélanges par coulée du film (casting)
ou le solvant est évaporé a une température madsugear des procédés classiques tels que le

pressage a chaud ou l'extrusion.

L'utilisation de solvants organiques est égalemdigcutée. La suspension de
nanocristaux est alors préparée dans un solvamniopge polaire N, N-diméthylformamide
(DMF) (Azizi Samir, Alloin et al. 2004). Les solviennon miscibles a I'eau et de faible polarité,
comme le toluéne, ont aussi été largement utili€épendant, la mise en ceuvre nécessite une

étape d’échange de solvants par I'acétone par drgiidpbibi, Lucia et al. 2010).

Une autre technique de mise en ceuvre consiste emdiication de surface telle que
I'estérification et la silylation en utilisant degents de greffage. (Goussé, Chanzy et al. 2002;
Angellier, Molina-Boisseau et al. 2005; Yuan, Nigrma et al. 2006). Cette modification de
surface peut améliorer la dispersion des nanouasistians les solvants organiques de polarité
moyenne ou faible et la compatibilité avec la ncatmon polaire. Cependant la modification

chimique peut entrainer la perte de propriétés nmigaas (Klemm, Kramer et al. 2011).

3.5.2 Microstructure

La microscopie électronique a balayage (MEB) eilisé pour étudier la structure des
nanocomposites (Azizi Samir, Alloin et al. 2005;dRani, Habibi et al. 2008) en observant
gualitativement la dispersion et l'orientation degnocristaux dans la matrice, la présence
d’agrégat ou de vides et la sédimentation. Duditeur taille inférieure a la résolution du MEB,
les nanocristaux apparaissent seulement sous foenpeints blancs, identifiés par comparaison
des faciés de rupture de la matrice et des congsositelbert et al. (Helbert, Cavaillé et al. 1996)
ont remarqué que la dispersion des nanocristaus ldamatrice dépend de la technique de mise
en ceuvre. Par rapport a la lyophilisation-pressageaud, le film obtenu par coulée évaporation
(film casting) est moins homogene et présente adignt de concentration de nanocristaux entre

les faces supérieure et inférieure du film nanoausitp.

La microscopie électronique en transmission (MEA Jiffusion des rayons X (SAXS) et
des neutrons aux petits angles (SANS) ont été atiisées pour examiner la microstructure et
la dispersion des nanocristaux dans la matricetechnique MET exige que les échantillons
présentent une épaisseur d’environ 50 nm (ultrastoanie). Chazeau et al. (Chazeau, Cavaillé
et al. 1999) ont utilisé la MET et la SAXS pour eb&r des films de PVC renforcé par les
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nanocristaux de tunicine. La MET permet de confironge la longueur des nanocristaux n'a pas
été modifiée lors de la préparation des compositesSAXS permet d’observer quant a elle la
dispersion isotropique des nanocristaux (sans atggg

L’imagerie par microscopie a force atomique (AFMJ ene bonne alternative technique
(Kvien, Tanem et al. 2005) utilisée pour analysemicrostructure des hanocomposites avec une

haute résolution.

3.5.3 Propriétés des nanocomposites

L'utilisation de biopolymeéres est parfois limité@ eaison de problemes liés a leur
performance comme la fragilité, la sensibilitéeali et les faibles propriétés mécaniques. Depuis
les travaux de Favier (Favier, Chanzy et al. 1998% matériaux nanocomposites par
incorporation des nanocristaux de cellulose se déwtloppés dans des matrices polyméres de
diverses natures. La modification attendue desrji#s par addition de ces renforts dépend des

aspects morphologiques et des interactions iniefésc entre les nanocristaux et la matrice

polymere (Azizi Samir, Alloin et al. 2005)

- Renforcement et propriétés thermiques des polymeres

Les études baseées sur le renforcement et les grépthermiques des polymeres par des
nanocharges aboutissent a des résultats contrev&ags de nombreuses études portant sur les
nanocomposites, les auteurs ont montré que la taupé de transition vitreuse djTne semble
pas affectée par I'ajout de nanocharges (Chazeawgile et al. 1999; Chazeau, Cavaillé et al.
1999; Dufresne, Kellerhals et al. 1999). Cependdiatjtres auteurs ont montré que I'ajout de
nanocharges affecte lg.TPar exemple, pour 'amidon plastifié avec du ghpt et renforce par
des nanocristaux de linters de coton, une augnientde T, avec le taux de charges a été
observée et attribuée aux interactions celluloselam Des nanocomposites a base de PVA
renforcé par des nanocristaux de linters de cotésgmtent une augmentation dguniquement
a haute humidité relative (Roohani, Habibi et a&00& que les auteurs attribuent a une
relocalisation de l'eau. Des films a base de glumomanes plastifies avec 40% glycérol
montrent également une augmentation dg¢ (Mikkonen, Stevanic et al. 2011). Ces
augmentations degBont toujours expliquées par le développementeatactions fibres/matrice

parfois compliquées du fait de la présence deifitadt: une diminution de I'effet plastifiant
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peut egalement étre responsable de cette augnoentd® T par suite d’ interactions

plastifiants/nanocharges.

- Renforcement et propriétés mécaniques

Les nanocristaux de cellulose présentant des dioesanométriques et des propriétés
mécaniques intrinsequement élevées sont considénésie des candidats idéaux pour améliorer
les propriétés mécaniques d’'un matériau polymeaevdleur théorique du module de Young des
nanocristaux de cellulose a été estimée par phsseuteurs : par exemple 167,5 GPa (Tashiro
and Kobayashi 1991), ou 143 GPa (Sturcova, Davieal.e2005) pour les nanocristaux de
tunicine ou 105 GPa (Rusli and Eichhorn 2008) pgewoton. Plusieurs études ont été réalisées
sur l'utilisation de nanocharges de cellulose commefort mécanique dans une matrice
polymeére. Par exemple, I'incorporation de nanoatistde tunicine dans I'amidon a montré un
effet positif & la fois sur le module d’élasticié¢ la résistance a la traction des composites.
Cependant, I'ajout de nanocristaux de cellulosenadttavoir tendance a diminuer I'allongement
a la rupture (Hajji, Cavaillé et al. 1996; Chaze@ayvaillé et al. 1999; Anglés and Dufresne
2001). Les trois parametres principaux qui peuvefiecter les propriétés meécaniques des
nanocomposites sont le facteur de forme (I/d)mé&ihode de mise en ceuvre de hanocomposites

et les interactions compétitives entre matrice/chaoges et nanocharges/nanocharges.

Bras et al. (Bras, Hassan et al. 2010) ont étediénforcement du caoutchouc naturel par
des nanocristaux de bagasse. La Figure 24A moongdegmodule de Young et la résistance a la
traction augmentent en fonction du taux de chaegeahocristaux. La Figure 24B montre que la
résistance a la traction augmente significativemerg de l'ajout des nanocristaux dans la
matrice tandis que l'allongement a la rupture duminDes résultats similaires ont été obtenus
par Roohani et al. (Roohani, Habibi et al. 2008urpdes nanocomposites (renforcé par
nanocristaux de coton): I'allongement a la ruptmiminué d’un facteur 3 (de 30% a 10%) en
présence de 12% (massique) de renforts. Mikkonea. éMikkonen, Mathew et al. 2010) ont
renforcé des glucomannanes avec des nanochargesdlulese. L'ajout de nanocharges n’a pas
affecté significativement le module de Young etdatrainte a augmenté avec le taux de charge
de nanocristaux. Stevanic et al. (Stevanic, Jdlyak 2011) ont préparé des films
nanocomposites a base d’arabinoxylanes (AX) ddeseanforcés par des fibres de cellulose
bactérienne. Les AX de faible degré de substitupan I'arabinose (Ara/Xyl=0,16) présentent
une augmentation de contrainte et de I'allongeradatrupture par les nanocharges. Pour les AX

de haut degré de substitution (Ara/Xyl = 0,50)rdaistance a la traction n’a augmenté qu’en
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présence de 5% de taux de charges. Une diminugaifisative de I'allongement a rupture a été
obtenue pour les AX mélangés avec 15% de cellub@stérienne. La Figure 25 montre des
xylanes d’avoine renforcés par les nanocristauxbdis préparés par traitements a l'acide
sulfurique ou chlorhydrique (Saxena, Elder et @09. La résistance a la traction augmente
systématiqguement en fonction du taux de chargesetlalose sulfonée. L’ajout de 7% de
cellulose sulfonée permet l'augmentation de la reomte a rupture de 141%. La méme
amélioration a été observée avec des xylanes m@¥@vec 5% nanocristaux préparé par lI'acide
chlorhydrique, mais au dela de 5% de nanocristan&,diminution progressive de la contrainte
a la rupture est observée. L’allongement a la mgptiminue progressivement avec le taux de

nanocristaux préparés par I'acide chlorhydrique.
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Figure 25 : Résistance a la traction (A) et allongement & fgune (B) de films de xylanes
renforcés avec des nanocristaux du bois préparéd’gmade sulfurique ou Il'acide chlorhydrique.
(Control : le pur xylanes film ; sulfonated whiskdes nanowhiskers préparés avec l'acide sulferiqu
HCL whisker : les nanowhiskers préparés par I'actderhydrique)

- Renforcement et propriétés de sorption d’eau

Les études sur les matériaux nanocomposites mordren le renforcement limite la
reprise en eau. Par exemple, pour I'amidon plastifiec du glycérol, la teneur en eau diminue
de 60% a 37% (a 98% HR au terme de 300 heuresfi®fajout de 30% de nanocristaux de
cellulose de coton (Lu, Weng et al. 2005). Anglésake (Anglés and Dufresne 2000) ont
remarqué également une diminution de la repriseanquand I'amidon thermoplastique est
renforcé par les nanocristaux de tunicine (0-25p). i/ effet de renforcement sur les propriétés
de sorption d’eau a été étudié pour les films héhulsiques. Des glucomannanes de Konjac
plastifiés avec 40% glycérol et les galactogluconaaes plastifies avec 40% glycérol présentent
une diminution de teneur en eau fonction de tauxcligrge a 76% HR. En revanche, ce
phénomeéne n'a pas été observé a 54% HR (Mikkonaathéw et al. 2010). Des xylanes
d’avoine renforcés par la cellulose bactérienne alpgtorbé moins d’eau sur une large gamme
d’humidité relative (10% a 90% HR) (Dammstrom, Satnet al. 2005) (Figure 26). Stevanic et
al. (Stevanic, Joly et al. 2011) ont préparé diessfid’arabinoxylanes de seigle natifs (rAX) et
modifiés (rDAX) enzymatiquement par une arabinosgdémodification du rapport Ara/Xyl).
Les teneurs en eau ont diminué de 90% a 75% massid@b% HR pour les xylanes natifs
renforcés par 15 wt.% la cellulose bactérienne. xydanes modifiés ont présenté un résultat
surprenant : une augmentation de la reprise eradmute HR a été observée aprés avoir ajouté
les nanocristaux (Figure 27).
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Figure 27: Isothermes de sorption d’eau des arabinoxylaneeidges (AX) chargés ou non de 5 ou 1!
(m/m) de cellulose bactérienne a 20°C d’ap(Stevanic, Joly et al. 2011¢odification : rAX:
arabinoxylanes non modifiés (Al = 0,5), rdAX : arabinoxylanes modifiés (Akyl = 0,16). Exemple
de nomenclature : rDAX :15BCAX modifiescontenant 15% de cellulose bactérie

- Renforcement et propriétés barriere

L’amélioration des propriétés barriere a I'oxygestea la vapeur d’eaa été observée
apres renforcement paesi nanocharges. Le taux de transmission de la vafEau dininue de

0,078 g.nf.jour® pour un polyméred base d’amidon de maii®n chargé a 043 g.n.jour”
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pour le composite chargé (Angellier, Molina-Boigse# al. 2005) (a méme épaisseur). Pour des
nanocomposites a base de PLA renforcé par 10% migcristaux de coton, la perméation a la
vapeur d’eau a diminué de plus de la moitié (PeagliSimonsen et al. 2008). Dans le cas de
polyméres hémicellulosiques, Mikkonen et al. (Mikko, Mathew et al. 2010) ont remarqué
gu'un film de glucomannanes de konjac montre unbldadiminution du coefficient de
perméabilité & la vapeur d’eau, de 3,7 g.mmjirkPa & 2,6 g.mm/Mmj. kPa aprés ajout de 5%
de nanocharges. La perméation a la vapeur d’edilmie de xylanes d’avoine a été également
étudié par Saxena et al. (Saxena, Elder et al.)2Qidjout de 5% de nanocristaux de cellulose

du bois a entrainé une diminution de moitié de @eixransmission a la vapeur d’eau.

L'impact d’'un renforcement par des nanocharges lauperméation a l'oxygéne a
également été étudié et a montré que celle-ci diaiinPar exemple, Angellier et al. (Angellier,
Molina-Boisseau et al. 2005) ont noté que la petiméa I'oxygene diminue de 25 barrer (16,2
cm® um m? j* kPa™ ou 8,37.13° mol/m s Pa en unité Sl) pour le caoutchouc natrel,1
barrer quand ce matériau est mélangé avec 10% mcmstallites d’amidon et a 8,9 barrer
guand il est chargé avec 30% de nanocristaux. ibes & base de galactoglucomannanes isolés
a partir d’épicéa présentent une faible perméaéhilitoxygene, et les composites renforcés par 5%
nanocristaux de cellulose ne présentent pas deéreliite significative sur la perméabilité de
'oxygéne. Dans le cas de films a base de glucormaes de konjac, une faible diminution de
perméabilité aprés renfort par 5% de nanocristaddikkonen, Mathew et al. 2010) a été
observée. Saxena et al. (Saxena, Elder et al. 20d0juant & eux observé une diminution
drastique inégalée de la perméabilité a I'oxygamedes films de xylanes d’avoine plastifiés au
sorbitol. Les valeurs de perméabilité diminuentl@® & 1,14 cthum m? j* kP4 (6,02.10"°
mol/n? s Pa) pour le composite contenant 5% de nanoaxisie cellulose. Les auteurs ont
cependant noté la présence de micro craquelurda suatrice de référence et ont conclu a une

augmentation de I'intégrité des films grace a litidd de fibres.

13 Cette unité (non Sl) est utilisée car retrouvést@yatiquement dans la littérature pour les matgria
hémicellulosiques
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Matériels et méthodes



1 Matériels

1.1 Les diverses ressources végétales utilisées
- Sonde blé

Le son de blé désamidonné a été fourni par Agrastice Recherches et
Développement (ARD, Pomacle, France).

- Paille de blé
La paille de blé est de variété Apache. Elle afété&nie par Agro-industrie
Recherches et Développement (ARD, Pomacle, Frahagit d’'un lot récolté en 2005 qui

a eté broyé a 2 mm.

- Rafles de mais
Les rafles de mais Grit 100 ont été fournies paolzété Eurocob (Maubourget,

France).

1.2 Lesenzymes

Lichenase (Bacillus subtilis Megazyme, Lot 70801) 330 Ul/mL, pH optimum =
6.5 -7.0, Température optimale = 60°C.

- B-glucosidaseg(NS-50010, lot DCN00211, Novozyme250 CBU/g, pH optimum

= 5.0, Température optimale = 50°C.

- Xylanase Shearzyme(Aspergillus oryzae CD00220, endo-(1-4)-D-xylanase,

Novozymes, Bagsvaerd, Danemark) 49100 nkat/mL, pilimun = 6.0,
Température optimale = 40°C.

- a-arabinofuranosidase(Cellvibrio japonicus Megazyme Jot 90601 21 Ul/mg,

pH optimum = 5.5, Température optimale = 50°C

- a-arabinofuranosidase (Bifidobacterium sp. Megazyme,lot 3100) 200 Ul

/mL, pH optimum = 6.0, Température optimale = 50°C
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2 Meéthodes de production des xylanes et des whiskeats cellulose

2.1 Extraction des xylanes

60 g de ressource végétale (paille ou son de bléafbes de mais) ont été mis en
présence d’'1,2 L d’'une solution de KOH 24% (p/vijitemant 1% (p/v) de NaBHpendant 3h
a température ambiante sous agitation. La sol@iété centrifugée 20 minutes a 9000 g et le
surnageant a ensuite été précipité par 6 V d'étharib% (v/v) et 0,6 V d'acide acétique
glacial (v/v) pendant une nuit a 4°C. Les xylanat &é récupérés par filtration (verre fritté
de porosité 40-100 pum) puis rincés par 1 L d’étharg0% (v/v). Les xylanes ont ensuite été
rincés 6 fois par 120 mL d'eau distillée chauffe€®C pendant 10 minutes. La fraction
insoluble dans l'eau (WI-HC) a été récupérée pantrifegation (20 min a 9000g). Les
xylanes solubles dans I'eau ont été précipitéglpdiéthanol a une concentration finale de 50%
(v/v) pendant une nuit & 4°C. Une centrifugatiaf (nin a 9000 g) a permis de séparer les
fractions insolubles (WS-EI-HC) et solubles (WS-E%) dans I'éthanol 50%.
Un schéma récapitulatif des différentes étapeprésenté Figure 1.

60 g deressource végéta

Extraction avec 1,2 L de KO
(24% plv) + NaBH 1% (p/v)
pendant 3h a Température ambiante

Phase liquide extraite (1 Vol)

Précipitation et neutralisation par
Vol d’EtOH et 0.6 Vol d’acide
acétique glacial

Hémicelluloses précipitées

Fractionnement & I’eat1
chaude (60°C)

O\

Fraction soluble Fraction insoluble
dans I'eau dans I'eau (WI-HC)
Fractionnement

par 50% EtOH

Fraction soluble dans Fraction insoluble dans EtOH
I'EtOH 50% (WS-ES-AX) 50% (WS-EI-HC)

Figure 1 : schéma d’extraction des hémicelluloses a partiadessource végétale.
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2.2 Purification des xylanes par traitement a la lichease

Afin d’éliminer les B-glucanes co-extraits en méme temps que les xylames
traitement a la lichenase a été effectué sur lastifms de xylanes dont l'analyse de la
composition en sucres (voir 3.1) a montré une teimaportante en glucose. Ainsi, ont été
traitées a la lichenase les fractions WI-HC et WHE.

300 mg de chacune de ces fractions ont été inaddmés 30 mL de tampon Tris-HCI
50 mM de pH 6. 300 pL de lichenase et 200 plR-dpucosidase (dilution 1/£39 ont été
ajoutés. Le traitement a été réalisé a 60°C pdrzihheures sous agitation. Aprés 24 heures,
la solution a été chauffée a 100°C pendant 10 ménpbur inactiver les enzymes. La solution
a ensuite été dialysée (membrane de 3500 Da) cbetne distillée. Une lyophilisation a
permis de récupérer les xylanes sous forme sdleke fractions purifiees sont nommées WI-
AX et WI-ES-AX.

2.3 Production des nanocristaux de cellulose a partir €l linters de coton

25 g de linters de coton ont été suspendus dansld 2. % NaOH (p/v) pendant 12
heures a température ambiante sous agitation. $@esgion a ensuite été filtrée sur papier-
filtre et rincée plusieurs fois par de I'eau diétl (jusqu'a pH neutre). Les fibres de coton ont
été mélangées a 500 mL d’acide sulfurique (65% @iphydrolyse acide a été réalisée dans
un bécher placé dans un bain-marie a 45°C soustiagit mécanique (pour assurer

’homogénéité de température) et constante.

Apres une durée d’hydrolyse de 45 minutes, la su@pe a été lavée par une
succession de 4 lavages a I'eau déionisée suided&ifugations (10 min a 15 000g). La
suspension de nanocristaux a été dialysée contfeadedistillée (membrane de 6000 - 8000
Da) puis traitée par ultrasonication pendant 20 Branson Sonifier). La suspension a
ensuite été filtrée (verre fritté de porosité 1@D-1um) pour éliminer les agrégats. La

concentration de nanocristaux a été déterminépgsare avant et apres lyophilisation.
Les moyennes des diamétres et des longueurs desrizéaux ont été calculés lors

d'une étude antérieure par analyse d’images nunesigRoohani, Habibi et al. 2008). Le

diametre et la longueur sont de 14.8.9 nm et 171.& 48.2 nm respectivement.
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3 Meéthodes de caractérisation des Hémicelluloses (H@}) des ArabinoXylanes (AX)

3.1 Analyse de la composition en monosaccharides neusre

L’analyse de la composition en monosaccharide aégtlisée par chromatographie
HPAEC-PAD (Dionex) apres une hydrolyse a I'acidéusigue.

10-20 mg d’échantillons ont été hydrolysés par 125 d’acide sulfurique 12M
pendant 2 heures sous agitation a température atabiaprés 2 heures, le milieu a été dilué
par ajout de 675 pL d’eau ultrapure et de 200 plfudese (10 mg/mL). L’hydrolyse s’est
poursuivie durant 2 heures a 100°C dans un bainila. Apres refroidissement, le milieu a
été a nouveau dilué par ajout de 1 mL d’eau ultepuis centrifugé 10 minutes a 15 000g.
Les analyses ont été réalisées apres filtratiorsdiegions (0,2 pum).

Les monosaccharides neutres libérés lors de I'hyskroacide ont été identifiés et
guantifiés par chromatographie d’échange d’aniams colonne Carbopac PA1 (Dionex,
4x250 mm). La détection a été réalisée par ampéranpiilsée (Dionex) avec une électrode
de mesure en or (PAD2). Les sucres neutres oréléés a I'aide d’'un gradient de soude et
d’acétate de sodium (méthode décrite dans le Tablgaavec un débit de 1 mL/min.
L'utilisation d’'un post colonne de NaOH 300 mM a dgbit de 0,7 mL/min a permis

d’augmenter la sensibilité de la détection ampétdqme.

Temps en min A (%) B (%) C (%) D (%)
0 1,2 66 0 32,8
32 1,2 66 0 32,8
32,1 0 66 1,2 32,8
50 0 0 100 0
50,1 100 0 0 0
55 100 0 0 0
55,1 1,2 66 0 32,8
65 1,2 66 0 32,8

Tableau 1: Gradient de NaOH et de NaOAc permettant la séparats sucres monomériques

Voie A : NaOH 300mM

Voie B : O

Voie C : NaOH 300mM + NaOAc 300mM
Voie D : HLO
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3.2 Analyse de la composition en monosaccharides acides

La détermination de la composition en sucres ad@esde glucuronique et son dérivé
4-O-méthylé, acide galacturonique) a été effectuéecbanmatographie en phase gazeuse
aprés meéthanolyse acide.

La méthanolyse a été réalisée dans les conditiomarges : 2 mL d’'un mélange HCI
2M / méthanol (16% v/v) ont été utilisés pour dist@ 10 mg de xylanes. La solution HCI
2M / méthanol a été préparée par addition de 1&dmkhlorure d'acétyle (Fluka, St. Louis,
MO, USA) dans du méthanol anhydre (Sigma, St. LoMi®, USA) (volume final de 100
mL). Les échantillons ont été mis dans un four @ D pendant 3 heures. 100 pL de pyridine
anhydre (Merck, Darmstardt, Germany) et 250 pLatei®l (Lmg/mL dans le méthanol) ont
été ajoutés dans les solutions qui ont ensuiteéédporées a 40°C sous azote pendant 15
minutes. 100 puL de pyridine et 100 pL de réactif glglation (1uL de chlorure de
triméthylsilyle + 99 pL de bis (triméthylsilyl)ttiioroacétamide) ont été ajoutés. Les
échantillons ont été ensuite chauffés a 60 °C pen8@d minutes puis évaporés a 40°C sous
azote pendant 15 minutes. 1 mL d’heptane (HPLCegr&athburn, Walkerburn, UK) a été
ajouté et les solutions ont été mélangées purgdit (filtre Acrodisc, 0,45 um) avant d’'étre
analysées par GC-FID (Agilent 6890N, Santa Class, \TSA).

Pour I'analyse GC-FID, 1 pL d'échantillon silyl&g injecté dans une colonne DB-1
(Agilent J&W, Califonia, USA) couplée a un détectauonisation de flamme. Le programme
de température était de 150 °C (3 min), 2 °C / B8 °C, 1 °C / min, 200 °C, 20 °C / min,

300 °C. Le gaz vecteur était I'hnélium.

3.3 Dosages des teneurs en protéines et en lignine

La teneur en protéines a été déterminée par gicanitiin de la teneur en N total avec
un analyseur élémentaire (NA 1500, Carlo Erba) Eoapun spectrométre de masse (Fisons
Isochrom, Milan, lItalie). 3-5 mg d’échantillons c&té utilisé (triplicata répétition). La teneur
en N total a été convertie en teneur en protéises Béquation: N x 5,7 (valeur adaptée pour
le son de blé selon Beaugrand, Cronier et al. 200d)débit de gaz hélium était de 100

ml/min et la lucine a été utilisée comme standarak fia calibration.

La teneur en lignine Klason a été quantifiée ebasant sur le résidu acide insoluble
(Monties, 1984) restant apres une hydrolyse d’asidiirique. Les échantillons (300 mg) ont
été suspendus dans 3 mL d’acide sulfurique (72%) péndant 2 heures a 20°C puis
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hydrolysés a 100°C avec de l'acide sulfurique 1Bk tésidus ont été séchés a 105°C et les
teneurs en lignines ont été déterminées aprés pedégoustraction des cendres obtenues
apres 3 heures a 550°C.

3.4 Analyse des structures des arabinoxylanes

La détermination de la structure des arabinoxylanése basée sur leurs hydrolyses
enzymatiques par une xylanase et par l'arabinosidasivies d’'une analyse des
oligosaccharides générés par HPAEC-PAD couplée @ uaomparaison avec des
oligosaccharides de structures connues.

Les échantillons d’AX, a 5 g/L dans le tampon aieétie sodium 0,02 M a pH 5, ont
été hydrolysés par une xylanase Shearzyme a laeotration 10000 nkat/g xylane. Les
solutions ont été incubées a 40°C pendant 48 heAm®s I'hydrolyse enzymatique, les
échantillons ont été chauffés a 100°C pendant 1Qut@$ pour inactiver I'enzyme. Les
hydrolysats filtrés (0,45 um) ont été analysésHi@AEC-PAD sur colonne PAL (Dionex) et
la séparation des oligosaccharides a été obtenee w@v gradient de soude et d’acétate de
sodium (voir Tableau 2).

Time (min) | Flow (ml/min) | %A %B %C
1 1 0 100 0
2 15 1 0 100 0
3 35 1 12 88 0
4 40 1 12 88 0
5 45 1 0 100 0
6 50 1 0 100 0

Tableau 2 :Gradient de NaOH et de NaOAc permettant la séjpardts oligosaccharides

Solution A: 1 M NaOAc dans 100 mM NaOH; SolutionI®0 mM NaOH

Les pics correspondant aux oligosaccharides ontdétdtifiés en fonction de leur
temps de rétention par comparaison avec des otighaddes commerciaux (xylose,
xylobiose, xylotriose) et aussi des oligosaccharigerifiés et dont les structures ont été
déterminées lors d’études antérieures (PastellmiBireen et al. 2008): % (o-L-Araf-(1 —
3)-B-D-Xylp-(1—4)-D-Xyl), A***X (a-L-Araf-(1—2)-[o-L-Araf-(1—3)]-B-D-Xylp-(1—4)-D-

81



Xylp) et A?*XX (o-L-Araf-(1—2)-[o-L-Araf-(1—3)]-B-D-Xylp-(1—4)-B-D-Xylp-(1—4)-D-
Xylp).

L’identification des oligosaccharides a égalemetét @mplétée par une hydrolyse
enzymatique des résidus arabinosyl des oligosadesardes hydrolysats. 500 pL des
hydrolysats contenant les oligosaccharides prodpdéts la xylanase Shearzyme ont été
prélevés et traités avec unmearabinofuranosidase de Cellvibrio japonicus (500at/g
xylanes). La réaction a été réalisée pendant 24eketu 40°C pour libérer les substitutions
d’arabinose. Les échantillons ont été ensuite agalpar HPAEC-PAD (Dionex) sur colonne

PAL (selon le protocole décrit ci-dessus).

Par ailleurs, afin d’évaluer la représentativits dstructures des AX déterminées a
partir des oligosaccharides, I'efficacité de laandse Shearzyme a été déterminée par mesure
des sucres réducteurs produits par I'enzyme. Peufaie, un dosage DNS (acide 3,5-
dinitrosalicylique) a été réalisé en utilisant lglase comme standard. 2 mL de chaque
échantillon hydrolysé ont été prélevés et 3mL deSCANété ensuite ajouté aux échantillons.
Apres agitation, les mélanges ont été placés aCl@@hdant 5 min. L’absorbance a été
mesurée a 540 nm. La concentration de sucres edsch été déterminée a l'aide d'une
courbe d’étalonnage réalisée avec des xyloseslu3elps oligosaccharides tels que la xylose,
le xylobiose et le xylotriose ont été quantifies pPAEC-PAD (Dionex) selon le protocole

décrit ci-dessus.

3.5 Traitement enzymatique par les arabinofuranosidases

Les arabinoxylanes de son de blé ont été traitésupmabinosidase d€ellvibrio
japonicas de Bifidobacterium sp.et les deux enzymes combinés respectivement. Les
arabinoxylanes traitées par l'arabinosidaseCadlvibrio japonicasont été dissous dans le
tampon d’'acétate de sodium, 20mM a pH 5.5 en atitisin dosage enzymatique 5000 nkat /g
xylane a 40°C. Les arabinoxylanes traitéesoparabinosidase dgifidobacterium spont été
dissous dans un tampon phosphate de sodium 50 npg¥ &.5 en utilisant un dosage
enzymatique 1000 nkat / g xylane a 40°C. Deseimadints enzymatiques ont également été
réalisés dans le tampon d’acétate de sodium, 20np¥ &.5 avec les deux arabinosidases
simultanément (5000 et 1000 nkat/g xylanes respmuint pour l'arabinosidase de
Cellvibrio japonicuset pour celle deBifidobacteriumsp). Les arabinoses libérées ont été
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guantifié avec le dosage de kit lactose / galactisSeACGAR Megazyme) aprés 5h, 24h et
48h de traitement. Une solution d’arabinose (0/Q) g été utilisée comme un standard.

3.6 Analyse par chromatographie d’exclusion stérique hate performance (HPSEC)

La masse molaire des arabinoxylanes a été étudiéehpomatographie d’exclusion
stérique dans deux milieux : une solution d’eauca®dM de NaNO3 et une solution de
DMSO. Dans le premier cas (systeme eau), 4 mglaiawaylanes ont été dissous dans 2 mL
de solution aqueuse alors que dans le deuxiem@ysteme DMSO), 8 mg d’arabinoxylanes
ont été dissous dans 2 mL de DMSO contenant 0.0iBYl La dissolution des échantillons a
été réalisée a température ambiante pendant 4 joesschantillons ont été filtrés (0,45 pum,
filtres GHP Acrodisc 13, Pall Corp, Ann Arbor, MJSA) avant injection.

La chromatographie d’exclusion stérique a été affsx avec un systeme comprenant
un passeur d'échantillons, une pompe (max GPC,ot&cCorp, Houston, TX, USA), deux
colonnes de type linéaire (Shodex LF-804, 8 x 300, t8howa Denko, Tokyo, Japon), une
colonne de garde (Shodex LF-G, 4,6 x 10 mm), ueaiéur UV (Waters 486 accordable
Absorbance Detector, Milford, MA, USA), un déteatele diffusion de la lumiére combiné
avec un détecteur viscosimétrique (270 dual detestiscotek Corp) et un détecteur de
I'indice de réfraction (RI) (VE 3580, Viscotek Corphe détecteur de diffusion de la lumiere
(Ao = 670 nm) comprend deux angles de diffusion: Tfuglon de la lumiére a faible angle,
LALS) et 90° (diffusion de la lumiere a angle drdRALS). Le détecteur de I'indice de
réfraction (RI) et les détecteurs combinés de diffa de la lumiére et viscosimétrique ont été

calibrés avec du pullulane (Mw = 47300, Polymerdraltories, Shropshire, Royaume-Uni).

Le débit est de 1 mL/min et les colonnes ont éénlorégulées dans un four (Croco-
cil de 100 a 040-220P, Cluzeau Info Labo, SaintgdBeGrande, France) a 40 °C. Les
masses molaire ont été calculées sur la base demdtahode « diffusion de
lumiere/viscosimétrie ». Les valeurs dn/dc utilsé&ent de 0,064 mL/g (Goring and Timell,
1960) pour le systeme DMSO et de 0,146 mL/g powyeme d'eau (Dervilly, Leclercq et
al. 2001). Le détecteur UVig = 280 nm a été utilisé pour détecter des impumeaésme des

protéines et lignines.
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4  Préparation des films

4.1 Préparation des films d’hémicelluloses HC et d’aralmoxylanes AX

Chague film a été obtenu de la fagcon suivante :M@@'HC ou d’AX ont été dissous
dans 20 mL d'eau distillée. La solubilisation a ébtenue par chauffage a 95 °C sous
agitation pendant 60 min. Apres refroidissemenerapérature ambiante, la solution a été
étalée sur boite de Pétri en polystyréne (diametB9® mm). Le séchage a été effectué a
température ambiante avec une humidité relativar@ide de 50%. Les films obtenus sont

transparents et homogenes.

4.2 Préparation des films nanocomposites AX-nanocristau

Les solutions d’AX ont été préparées avec 400 mgXddans 20 mL d'eau distillée a

95 °C sous agitation pendant 60 min. Les solutmristé ensuite maintenues sous agitation a
température ambiante. La suspension de nanocristéti agitée (barreau magnétique) avant
d’étre utilisée. Les solutions d’AX ont été mélaegé& différentes quantités de nanocristaux
(concentrations finales de nanocristaux de 5 etd@p/p) et agitées pendant 15 min a
température ambiante. Les solutions ont ensuitétatées sur boites de Pétri en polystyréne
(diameétre = 29 mm). Le séchage a été réalisé a&exmype ambiante avec une humidité
relative de 50%.

4.3 Stockage et conditionnement des films

Tous les films ont été stockés sous une humidladive constante (33, 54, ou 75%
HR) pendant une semaine a 23°C avant d’effectugrdigerses analyses requérant une
hydratation préalable. L'humidité a été contrélé&cg a des solutions aqueuses saturées en
Mg (Cl), (33% HR), Mg (NQ)2 (54% HR) et NaCl (75% HR) respectivement & 20 ° C.

5 Méthodes de caractérisation des films

5.1 Observation par microscopie optique

Les observations par microscopie ont été effectadésde d’un microscope optique
(Nikon, ECLIPSE TE 300) équipé d’'un systeme de figdéion de la lumiére.

5.2 Observation de la morphologie des films par microsuipie électronique a balayage
(MEB)
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Un microscope électronique a balayage (JEOL JSMypa@ete utilisé pour étudier la
morphologie des films nanocomposites. Les échanslbnt été placés dans de I'azote liquide,
puis fracturés, montés et recouverts d'or/palladipmvérisateur JEOL JFC-11%)) avant
d’étre observés. Les micrographies MEB ont étéralee en utilisant0 ou 12 kV en fonction

des échantillons.

5.3 Analyse par rayons X

Les analyses par RX ont été réalisées au seinwelaleoratoires différents.

Dans un premier temps, les analyses ont été réalis# sein du laboratoire
d’Electrochimie et Chimie du Solide (Université Reims Champagne-Ardenne). Dans ce cas,
les films d’AX ont été caractérisés par diffractidas rayons X. La diffusion des rayons X
aux grands angles a été effectuée avec un apiBeADVANCE BRUKER en utilisant
comme rayon incident la longueur d’onde correspohda la raie K-alpha du Cuivre
(longueur d'onde = 1,54 A). L’anglé 2le diffraction varie de 15 a 35 degrés a une sétek
1 ° par minute et un pas de 0,1°.

Dans un deuxieme temps, des analyses RX complémentat été réalisées dans le
cadre d'un STSM & I'Université d’Helsinki. Les conditions d’anabs étaient les suivantes.
La diffusion des rayons X aux grands angles afé€taée dans la géométrie de transmission
perpendiculaire en utilisant le rayonnement du Gu. Kin tube de rayon X (point focus,
PANalytical, Almelo, The Netherlands) et un détacta plaque image MAR-345 (Rayonix,
Evanston, IL) ont été utilisés. Le faisceau étainochromatique et focalisé sur le détecteur
avec un monochromateur Montel collimation multidees. La diffraction enregistrée dans
deux dimensions a été moyennée a un profil d'iitterge diffraction unidimensionnelle
radialement. Les intensités de diffraction ontrétedifiées pour tenir compte de l'atténuation
du rayonnement a l'intérieur de I'échantillon et déférences de trajets des rayons diffractés
par le détecteur plat. Les diagrammes de tousdeanéillons ont été mesurés a température
ambiante de 23 ° C et 20% d’humidité relative.

Les intensités de diffraction ont été tracées arction de l'angle de diffusion. Les
angles de diffusion sont donnés par la loi de Bragg 2d. sin ) avech la longueur d'onde
du rayonnement incident efxdla distance entre les plans donnée par les indieddgiller hkl.

La diffraction d’'une référence de xylane 100%tatign a été calculée en utilisant la

structure cristalline connue (Nieduszynski and Massault, 1972) eles coordonnés

14 Short Term Scientific Mission, Action COST FP0901

85



atomiques des dihydrates de xylane. Les intendaadiffraction ont été utilisées pour évaluer
la quantité relative de régions cristallines et gghes dans les échantillons de xylanes. Un
logiciel informatique PowderCell 2.4 a été utilg@ur calculer les positions, les intensités et
les largeurs des réflexions de dihydrates xylarses de domaine angulaire de 5°-60°. La
diffraction calculée est ensuite comparée aux Israfiesurés. Les paramétres de maille (a,b et
c) de structure hexagonale ont été affinés jusgbintion d’'un bon ajustement avec les

donnée mesurées.

5.4 La densité des films a I'état sec

Une microbalance de sorption IGA de HIDEN ISOCHEMAL équipée en mode
statique. Le gaz utilisé est I'argon car les intdoas (sorption) argon/hémicelluloses sont tres
faibles. Le principe repose sur la prise en conggda poussée d’Archiméde du systéme
global (film+équipage mobile) corrigée de celle kquipage mobile. Environ 30 mg
d’échantillon sous forme de morceaux de film samdtallés dans une nacelle en inox,
préalablement tarée par la balance dans le réadBeuréacteur est ensuite équipé d’une
enveloppe en inox thermostatée a une températu2é°dz

L’expérience commence par la purge dynamique ddigize et le séchage de
I'échantillon. Pour cela, la ligne est mise souevpuis a une pression de 1000 mbar. Cette
action est répétée 20 fois. Ensuite I'échantillsnd&sorbé (« OUTGAS ») pendant 1500 min
pour un séchage complet. A la fin de cette ségydacmasse séche est enregistrée par la
balance (set dry mass). Les incréments de pres$ioisis sont les suivants : 1000 ; 2000 ;
3000 ; 4000 ; 5000 ; 6000 ; 7000 ; 7500 mbar. lgiclel trace ensuite la relation suivante:
poids d’échantillon (mg)= f (pressions d’Ar en mhbdres points sont alignés suivant une
droite dont la pente est déterminée. Connaissantcadeactéristiqgues du gaz Argon, de la
masse séche de I'échantillon et de la pente dedied le logiciel peut alors calculer la

densité seche de I'échantillon avec la formuleassibus :

Am, = ApM [(N%j i N/TS%

C : contre poids s : échantillon (sample)

Ap : changement de pression (bars) due aux incrénderpression
M : masse moléculaire

3V : Volume déplacé

T : Température (K)

R:8.31 x10
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5.5 Isothermes de sorption d’eau

Les échantillons (2-5 mg) ont été placés dans @aeelle suspendue au fléau d'une
microbalance (IGA, Intelligent analyseur gravimgae, IGA-Hiden Ltd) a 20°C couplé a un
générateur d’humidité Les quantités d’eau sorbégn{gd ont été enregistrées a I'équilibre
pour des humidités relatives croissantes choisieslQ a 90%, intervalles de 10%). La masse
séche () a été obtenue dans un second temps apres amlidaine séquence de séchage
(2120 min a 40°C, puis 480 min a 20°C) sous fluxdta sec.

La teneur en eau a été calculée par la relativaste :

Teneuren eau (%) = 100 Mhumige ~ Meec

eC

5.6 Spectrométrie diélectrique (DEA)

Pour les mesures diélectriques, un DEA ou analyd&lectrique dynamique (DEA,
Waters) a été utilisé en mode multi-fréquences. filess d’AX pré-hydratés (épaisseur
30um, diamétree 5 mm) ont été placés entre 2 électrodes paralpgas film minces (dites
« standard sputter coate)l Une force constante de 340 N a été appliquékedilm au cours
de la rampe de chauffage (3°C / min) sous fluxal&zUne modification du porte-échantillon
a été faite pour éviter I'évaporation de I'eau pehdes mesures. Un joint plat en caoutchouc
fluoré et chargé noir de carbone a été ajouté (Eigl entre les deux électrodes. Ces joints
sont spécialement fabriqués au laboratoire a pditine formulation crue de caoutchouc
Viton®. Les joints sont réticulés sous presse daatd et découpés a 'emporte piece. La
teneur en eau de I'échantillon équilibré ne vapag jusqu'a 150°C pour les échantillons qui
ne dépassaient pas initialement 20% de teneurepaaapport au poids sec. La température

de transition a été prise a l'intensité maximal@idude tangent delta
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| Joint de caoutchouc

Partie de I'électrode en céramique (« sputter cbaensor pulvérisation revétu
standard »)

. Partie de I'électrode revétue d'or

Figure 2: DEA: montage de l'échantillon entre deux électmogemralleles. L'étanchéité du
systéme est réalisée grace au joint plat.

5.7 Coefficients de permeéabilité a I'oxygene par oxo linescence

Les coefficients de perméabilité a I'oxygene démdid’AX ont été mesurés a 54%
d’humidité relative a I'aide d’un montage (phofonlis au point au laboratoire dans le cadre
de ce travail mais aussi a l'aide d'un appareill@genmercial régulierement calibré (cf

paragraphe suivant).

Photo 1 Cellule de perméation et collecte des pourcestatjiexygéne par utilisation de
capteurs fluorescents.

Une cellule de perméation de verre a double conmpants équipée de 4 vannes de
purge — Figure 3) a été couplée avec un générateurgaz humide (SETARAM
Instrumentation; Caluire, FRANCE). Un capteur d'ggge (Pst6, Presens®, Precision

Sensing GmbH, Regensburg Germany) a été placéleamsnpartiment aval pour suivre la
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remontée d’oxygéne due a son transport a traedibrl testé. (Précision des capteurs F:

25 ppm volumique).

Ny 74\
La sortie du gaz<\<"iT‘ a_l%—» La sortie du gaz

7
Disque d
film AX / \

Figure 3 : Perméameétre a oxygene développé au labor

Les films d’AX réalisés ont été collés sur un masglaluminium a l'aide de coll
époxy a deux composants et prise ra| (photo 2)afin de réduire la surface d’essai pour
raisons d’économie de matiere. Le disque a ensiéeplacé au centre de la cellule
perméation et les deux compartiments ont été nraistpar un collier de serra (photo 1).
L’étanchéité du systeme est urée par la présence de 2 joints (PTFE) a lévrepade et

d’autre du disque d’aluminiui

Aluminium paper
0=120um

Xylan films

Photo 2 :Montage d’un film d’AX (épaisseur type = 20 um) sur masque d’aluminium (épaisseu
120 pum)

Dans un premier temps, le systéme a été purgaa@e humidifié pendanl heure
(compartiments amont et aval) pour éliminer l'oxyg@résent dans la cellule et initialem
sorbé dans le film. A l'issue de cette purge, lasnes avales ont été fermées (c6té capte!
bar d’oxygene humide (flux gazeua été appliqué en amont. La pression partielleydjére
transmis en aval a été mesurée en fonction du tvia le capteur d’'oxygéne (capteur a fib
optiques) L’humification est réalisée a I'aide d’'un généat d’humidité (Wetsys, Setara

France) conecté a notre montac
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Le principe de la mesure de la concentration ergexg par voie optique est basé sur
les variations de fluorescence ou extinction derftacence (Figure 4) d’'un capteur spécifique
constitué d’'une couche de polymeére non barrienmdidée a base de molécules fluorescentes
(annexe 1).Les molécules émissives fixées (luminophores) sanitées par une source de
lumiere de domaine bleu/verk5 505 nm) via la fibre optique. La collision entte
luminophore dans son état excité et I'extinctear rflolécule d’oxygéne) aboutit a une
désactivation radiative. Apres la collision, lenstert d'énergie a lieu de la molécule-
indicateur excitée par I'oxygene qui est transfé@r@artir de son état fondamental (état triplet)
a son état singlet excité. En conséquence, la mleldedicateur ne peut pas émettre la
luminescence et le signal mesurable de luminescestadiminué.

La relation entre la concentration d’'oxygéne etténsité de luminescence est établie
par I'équation de SternVolmer :

I

I_o =1+ Kgy L,
lo= Intensité de luminescence en absence d’oxygene
| = Intensité de luminescence en présence d’oxygéene

Ksy: Constante de Stern Volmer

Po.: pression d’oxygene (hPa)

\ / émission de lumié

O

absorption de lumiere état excitée . o
e transfére d’énergie par la collision

 0-0-0

Figure 4 : Le principe de I'extinction de fluorescence.
1 : procédure de luminescence en absence d’oxygéne
2 : désactivation de luminescence en présence truabes d’oxygene

L’étanchéité du systéme a été analysée en utilisaudisque d’aluminium non integre
(disque d’aluminium de diamétre égal a celui dmfiesté collé sur disque d’aluminium —
diametre cellule). La méme méthode a été mise ameopour mesurer le blanc. La valeur de
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blanc a été obtenue aprés avoir réalisé dix rémpesdit La permeéation des films

d’arabinoxylanes a été calculée aprés soustradtidsianc.

5.8 Mesure des coefficients de perméabilité a l'aide dh perméametre commercial
Systech 8001

La transmission d'oxygéne a été mesurée avec AIBHB5-81 en utilisant
I'équipement SYSTECH 8001 (Gruter&Marchand, France) avec un capteur d’oxygéne
coulométrique. Laurface des films était de 5 gnet 'analyse a été faite & 50% humidité
relative aprés avoir conditionné les films. Les mées ont été collectées pendant 24 heures.
La perméabilité a été calculée a partir de la trassion et de I'épaisseur du film avec une
unité cn? um/nf d KPa. Le perméameétre est calibré toutes les Gises avec des films
standards (certifiés, PIRA).

5.9 Le coefficient de diffusion d’oxygene et perméabii¢ relative (faibles quantités de
films) : réalisation d’un micro-test de perméation

Les quantités de films disponibles étant faiblasmlesure du coefficient de diffusion
de I'oxygene a été réalisée en s’inspirant des reesie coefficient de diffusion d’'oxygene
faites dans I'huile (Pénicaud, 2009). Nous avongl@pé un micro test de perméation. L'un
des compartiments de la cellule de perméation audiéé a cette fin, un disque étanche
d’aluminium étant placé au centre de la cellule. tapteur d’oxygéne (PresénsPst6,
Precision Sensing GmbH, Regensburg Germany) aeétu par casting de matériau a tester.
Le capteur a été auparavant positionné dans unée paiceinte dont les parois sont
constituées de colle époxy afin de permettre l&sadan d’'un film de plus forte épaisseur
(Figure 5).

Le flux d’azote permet de purger I'oxygene dansdBule, et dans le film pendant une
nuit, ensuite une pompe de type pompe d’aquariurmetgait I'humidification (en circuit
fermé) de I'air ambiant par passage forcé dandasori contenant une solution saline saturée.
Les solutions salines ont permis de générer uneiditénrelative controlée choisie (Mg
(NOg3)2 (54% HR), NaCl (75% HR) et KCI (85% HR)). La moatéle pression partielle
d’'oxygéne a été étudiée et enregistrée en fonciiotemps a I'aide de la lecture déportée des
capteurs revétus (réalisé par le logiciel « Oxyvie8T6-V7.01»), les courbes obtenues
présentent typiquement I'allure d’une courbe dem@ation gazeuse avec régimes transitoires

(« time- lag ») puis régime permanent.
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Parois cellule de

perméation
Colle 4 / \ l
Film de Capteur noyé
xylanes

Figure 5: Schémadu test de micl-perméation par captetevétu de film a analyst pour étudier le
coefficient de diffusioret la perméabilité relativi

Les données ont été collectées par la lecture du capteétu et enregistrées par
logiciel (« Oxyview-PST6¢7.01 »). Un exemple de profil est montré au niveau de laif€ié
(Rharbi, Yekta et al. 1999) a valeur de Timdag est donnée par le point d'intersection ¢
ligne horizontale (X = 0). La formule suivante & éttilisée pour calculer le coefficient
diffusion du gaz :

|2

- 60
D : coefficient de diffusionam?/s)
| : épaisseur du film (cm)

0 : valeur de Time lag

14 I B S S B N N B O B S S e |
= 12 [ -
_a

- 9 =

L [T B RN BN AN A

0 500 1000 1500 2000

Time, s

Figure 6 : profil typique pour la diffusion de gaz a traversfim de polymér d’aprésRharbi, Yekta
et al. 1999
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Les données peuvent étre exploitées de deux fatjff@sentes :

- Pendant le régime permanent: les rapports de pabtenus pour différents
systemes nous permettent de remonter au rappopelegabilités des systemes
testés. Une détermination de la perméabilité réalEar les techniques classiques
(plus gourmande d’échantillon) pour un méme filnalégent testé par ce test de
micro-perméation tient lieu de référence et permaldrs de connaitre la
perméabilité des films testés par ce biais (méthalds capteurs). Cette méthode
baptisée « micro test de perméation » nous pernwetc dde mesurer la
perméabilité des films avec une petite quantiténdéére.

- Pendant le régime transitoire, le coefficient déudion est calculé par la méthode

du time lag.

5.10 Le coefficient de solubilité d’oxygéne a I'état sec

Cette expérience nécessite de connaitre précisémaerttensité a |'état sec des
échantillons. Cette mesure est réalisée logiquersgité a une mesure de densité séche a
I’Argon (voir ci-dessus 5.4), par sorption conséitd’oxygeéne, la bonne connaissance de la
valeur de la poussée d’Archiméde étant primordiale.

La microbalance de sorption en mode statique estamiee sur le gaz dioxygéne. Une
séquence de purge de la ligne et de séchage taliiton est programmée. Elle consiste en
une mise sous vide puis une pression de 1000mkarsir toute la ligne. Cette action est
répétée 20 fois. Ensuite I'échantillon est désoda@ dynamique (vide secondaire)
(« OUTGAS ») pendant 1500 mn pour un séchage camplda fin de cette séquence, la
masse séche est enregistrée par la balance (setds).

Une isotherme de sorption a I'oxygéne est prograenavec les parameétres suivants :
Tmin =5 mn ; Tmax = 30mn ; Mode = F1 ; phase=0.88nvergence = 0.98 ; Regulation =
ON

Les incréments de sorption choisis sont les susvab00 ; 1000 ; 2000 ; 3000 ; 4000 ;
5000 ; 6000 ; 7000 ; 8000 ; 9000 ; 10000 mbar.edstitherme est répétée 8 fois.

Le logiciel trace ensuite I'isotherme de sorptiefos | relation suivante : % mass = f
(pression @en mbar).

Des tentatives de mesures de solubilités a I'étdtaté ont été entreprises sans succes.
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Chapitre 1:
Arabinoxylanes isolés a partir de son de blé dé&tamnmé:
fractionnement, caractérisation et propriétés apigge en ceuvre sous

forme de films.
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Résumé:

L’objectif de ce chapitre est d’isoler les arabiplaxes (AX) a partir de son de blé
désamidonné, de les fractionner puis de caractdesdractions obtenues. Il s’agit d’étudier
limpact de leur composition et de leur structute sertaines propriétés physico-chimiques
des AX apres mise en ceuvre sous forme de filmgastimg pour cibler des applications en
emballage alimentaire. L’objectif n’est pas de ig&al des films ayant les performances des
films d’emballages mais de caractériser les progsi@hysico-chimiques que cette ressource
peut représenter en fonction des éléments de wteuconnue. Les analyses telles que la
sorption d’eau, la morphologie cristalline, la péahilité gazeuse (sonde)Qet la mobilité
des chaines sont retenues dans notre étude.

Apres une extraction alcaline d’'un lot constantsda de blé, les hémicelluloses ont
été séparees en trois fractions en fonction dedelubilité dans I'eau et dans I'éthanol 50%
(v/v). Le rendement global d’extraction, évalué 4dr extractions, est de 42% massique
environ. Deux des fractions obtenues ont été @asfiafin d’éliminer leg-glucanes co-
extraits.

L’analyse structurale des trois fractions d’AX igdent que ces derniers présentent
une gamme de rapports Ara/Xyl tres large varian0@ea 1,3, et qu’ils comportent divers
types de substitutions (mono et disubstitutionpesportion variable. En fait, leur solubilité
différenciée dans les deux milieux retenus (eau eati/éthanol 50/50) permet un
fractionnement selon le taux de décorations (acayil, lui-méme complexifié par le nombre
d’arabinosyl porté par un méme xylose : le tauxsdbstitution global et la teneur en di-
substitutions croissants avec la plus forte sabébile la fraction.

Les rapports Ara/Xyl des 3 fractions retenues gmtent une dispersion relativement
large de 33 a 40 % prés selon les fractions paudle extractions effectuées en suivant le

méme protocole décrit dans le corps de ce chapiirerevanche, au sein d’'un méme lot de 3
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fractions (fractions issues d’'une méme extractitanglispersion devient tres étroite (1 a 1,6%).
Comme l'extraction est effectuée a I'échelle dwtaloire (environ 10 grammes obtenus a
chaque fois), ce travail de thése a nécessité la@nge plusieurs lots de 3 fractions bien
caractérisées (soit environ 1 lot par chapitre).

Les poids moléculaires moyens en masse)(Marient de 152 000 a 218 000 Da selon
les fractions testées : la fraction la plus soluftient de plus forte masse. L'analyse réveéle
également la présence d'agrégats élués correspoodaminement a des AX liés a des
polyphénols restants (le taux de lignine est évahtée 0,8-2,0%). Le taux d’AX exclu de la
colonne peut également étre élevé, jusqu’a 36%ndetofractions). Les masses obtenues sont
alors a la fois sous-évaluées (matériel non analgs@xclu de la colonne aprés la filtration)
mais également surévaluées (agrégats) ce qui criiipléanalyse globale.

En outre, la fraction de plus forte masse étamledgent la plus substituée, il est
difficile de corréler directement la mass moléa@anesurée avec la longueur de la chaine
principale (ou degré de polymérisation) ou aveautles propriétés (solubilité, propriétés
physico-chimiques etc...). Cependant, un calcul lqgéersimple du degré de polymérisation
prenant en compte le rapport Ara/Xyl pourrait &fiectué a partir des masses moléculaires
moyennes en nombre afin de quantifier les augnmentate masses induites théoriguement
par les décorations. Cependant, ce calcul estadétiar il présente des limites relatives a
celles de l'analyse SEC déja énoncées (hémicellslexclues de la colonne et présence
d’agrégats).

Les trois fractions ont ensuite été mises en ceanue forme de films lors d’un casting
par voie aqueuse et haute température (95°C). lless fobtenus sont alors testés
systématiguement et leurs propriétés discutéesmtibn du rapport Ara/Xyl qui est retenu

comme paramétre principal de caractérisation. lspeas qualitatifs des films réalisés, la
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morphologie cristalline des chaines, leur mobitigg analyse diélectrique en fonction de leur
teneur en eau sont étudiés.

En conclusion, la morphologie cristalline, la mid@ilocale des chaines et la sorption
d’eau des films a base d’AX sont corrélées aveddas de substitution des AX. Lorsque le
taux d’Ara/Xyl diminue :

. le film devient semi-cristallin quand le taux decdeations diminue (0, 10% et 20%
de taux de cristallinité respectivement pour lestions WS-ES-AX, WS-EI-AX
et WI-AX).

. la densité des films a I'état sec diminue de manieattendue : la fraction la plus
substituée (c'est-a-dire amorphe) étant la plusele@Geci s’expliquerait pour les
autres fractions du fait du rejet en phase amopdraant la cristallisation des
zones substituées de maniere aléatoire, dont lrwoation générerait une plus
faible densité - un moins bon « packing » des mmaotécules.

. la mobilité locale augmente: la température dexeglan beta relative aux phases
amorphes varie de -19 a -61°C de WS-ES-AX la foacka plus substituée a WI-
AX, fraction la moins substituée) ce qui peut &tgibué au réseau de liaison
hydrogene modifié dans les phases amorphes.

. La teneur en eau diminue a haute humidité relatweaccord avec le degré de
cristallinité qui limite le développement de I'hydation.

. Le coefficient de perméabilité et de diffusivité odygene diminuent avec
'augmentation du degré de cristallinité qui semibdece fait contréler le transport
gazeux

. La solubilité de I'oxygéne des fractions n’a pasétre déterminée a I'état hydraté.
Ceci est d0 a la trés faible solubilité de I'oxygedans les films d’AX (teneur en

eau >> teneur en oxygene). A |'état sec les valeessent également faibles,
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€gales a la moitié de celles publiées pour I'amid@nprésence dB-glucanesco-

extraitsmodifie lespropriétés des filmgd’AX.

Les résultats de ce chapitre ont fait I'objet de lgublication : Y. Zhang, L. Pitkénen, J.
Douglade, M. Tenkanen, C. Rémond, C. Joly. 201hedV bran arabinoxylans: chemical

structure and film properties of three isolatedtians. Carbohydrate Polymers. 86: 852-859.

1 Introduction

Wheat bran is an abundant industrial by-productegsed during the milling
operation, and represents an interesting biomadsrfibier applications. Major constituents in
wheat bran are non-starch polysaccharides (46%¢hst(10-20%), proteins (15-22%) and
lignin (4-8%) (Bergmans, Beldman, Gruppen & Voragéa96). AX which are classified as
hemicelluloses, are the major non-starch polysatbésin wheat bran (Bataillon, Mathaly,
Nunes Cardinali & Duchiron, 1998). AX consistwe{1—4)-linked D-xylopyranosyl residues
decorated withi-(1—2)- and/ora-(1—3)-linked L-arabinofuranosyl units. To a lesseregtt
some xylopyranosyl residues are also substitutetd &i4O-methyl ether glucuronic acid
(Brillouet, Joseleau, Utille & Lelievre, 1982). Muermore, acetyl groups as well as
hydroxycinnamoyl groups have been reported to begnt in AX from graminaceaous plants
(Ring & Selvendran, 1980); (Nishimura, Ishiharahiils& Kato, 1998). 3-Glucans,
unbranched polysaccharides composed of D-glucopgsdn(1—4) and (33)-linked
residues, are also part of non-starch polysacabsfidenry, Martin & Blakeney, 1987).

The aim of this study is to investigate the AX pedjes and their potential for using
as packaging films or coatings. As already disalisgeX are interesting macromolecule
resources because their physico-chemical propecdaesbe modified due to their intrinsic

natural variability.
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To investigate such promising potential, our stadyers the extraction process of AX
(laboratory scale), film formation by water castiagd film characterization. In this context,
the strategy developed is:

) to isolate various populations (fractions) of AXorn destarched wheat bran by
performing an alkali extraction followed by conteal precipitation steps in water
or ethanol

i) to investigate their chemical composition and dtmad characteristics
(substitution patterns, molecular weights)

iii) to make films for each AX population by castingddimally

iv) to investigate film physico-chemical properties r@ measurements, water
sorption, oxygen permeation properties, macromddecoobility depending on

the fraction characteristics and mainly as a fuomctf their Ara/Xyl ratio.

2 Results and discussion

2.1 Isolation, fractionation and composition of HemiCeluloses (HC) and
ArabinoXylans (AX)

The yields of HC and AX fractions are presentedaile 1 according to the extraction
process illustrated in Figure 1. Three fractionsemebtained by alkali-extraction of 60 g of
destarched wheat bran and subsequent fractionaticording to their solubility in water and
in 50% ethanol (v/v). They are codadl-HC (Water Insoluble), WS-EI-HC (Water
SolubleEthanol Insoluble) andWVS-ES-AX (Water Soluble-Ethanol Soluble) thus giving a
total of 10.2 g of hemicelluloses isolated from ttwal wheat bran. Two of these
hemicellulosic fractionsWI-HC, WS-EI-HC) have been purified and then renanf@dAX

and WS-EI-AX (Figure 1).
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Destarched wheat bran

Extraction with 24% KOH + 1% NaBH,

Extract

Neutralization / precipitation with 6 vol.
EtOH + 0.6 vol. acetic acid

v

Precipitated hemicelluloses

Washing with hot water, centrifugation

Water Soluble HC Water Insoluble HC
WI-HC
Precipitation with 50% EtOH,
centrifugation, dialysis

Water soluble / Water soluble / EtOH

EtOH soluble HC insoluble HC
WS-ES-HC WS-EI-HC
Dialysis Treatment with lichenase,
dialysis
WS-ES-AX WS-EI-AX WI-AX

Figure 1. Multi-step preparation of hemicellulose fractidnem destarched wheat bran. HC, before
lichenase treatment and arabinoxylan AX, afterdigse treatment.
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Knowing that AX accounts for 40% of dry matter imetdestarched wheat bran lot
used in this study (Beaugrand, Cronier et al. 2002)6+ 4.9% of the AX originally present
were extracted by this process according to 1lopmadd extractions (Table 1). This yield
appears to be low but it is known than xylan extoacyields are greatly affected by the plant
species as well as the type of plant material atsd by the strength and nature of the alkali,
as well as the extraction time and temperature. é@mple, Brillouet et al (Brillouet,
Joseleau et al. 1982) obtained a xylan recovery 3% with a sodium hydroxide-based

extraction procedure from wheat bran.

Inter -fractions

i e i e o yield
WI-HC WS-EI-HC WI-AX WS-EI-AX  WS-ES-AX (WI+WS-EI+WS-
ES)
Quantity
(g) Dbefore ) )
purification 6.8 2.2 1.2 12.0+ 1.0
Quantity }
(g) after 7.2 2.0 (no 10.1£1.2
purification purification
step)
. b 0
Yield" (%) g3 9.2 30.0 8.3 5.0 41.6+ 4.9 %

Table 1 Quantity, yield of HC and AX fractions.

2The values for inter-fractions of AX were calcuthteased on 11 extractions.
®related to the total Arabinoxylanes in wheat bran

In order to get information about the reproductiyibf our extraction-fractionation
process, numerous extractions-fractionations hasen kperformed from destarched wheat
bran. For all the performed extractions, the xylasd arabinose contents are investigated by
HPAEC analysis after acid hydrolysis. Results o&/Xwyl ratio variations are presented in
Table 2 and also shown in Figure 2. The “interticats” results concern the Ara/Xyl ratios
obtained from 11 extractions-fractionations wherees“intra-fraction” results represent the
composition analysis from triplicates for only ograction. Among a same fraction (“intra-
fraction” results), very minor Ara/Xyl ratios vations (from 0.9 to 1.6%) are observed

indicating that the lyophilized fractions used facid hydrolysis in order to study sugar
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analysis were rather homogeneous and that the awthgy (acid hydrolysis and HPAEC
analysis) employed for analysis was robust. In ttlese of inter-fractions data (11
extractions/fractionations according to Figureallarger dispersion of Ara/Xyl (33 to 40%) is
obtained for each lot of the 3 collected fractiansl especially for the water soluble fractions
which could partially overlap (Figure 2). This highriability during extraction-fractionation
of AX from wheat bran results from the importantdregeneity of xylans in this raw material.
This result is important: all the next analysis ae investigated on the very same lot of
three collected fractions provided from one speafitraction. As this process is made at the
laboratory scale (around 10 grams of hemicellulegbe cumulated weight of the 3 fractions
obtained for each extraction), this imply sevedds lof fractions for all the following work

(around one lot for each chapter of this PhD work).

Inter-fractions ® Intra-fraction
Ara/Xyl  Standard variation Ara/Xyl Standard variation
(relative error) (relative error)
WI-AX 0.15 0.06 (40%) 0.20 0.003 (1.5%)
WS-EI-AX 0.65 0.25 (38%) 0.80 0.007 (0,9%)
WS-ES-AX  1.14 0.38 (33%) 1.30 0.021 (1.6%)

Table 2: The substitution degree variations of inter-fragi and intra-fractions of AX from
wheat bran (the values were also presented in égcee).

2The values were calculated from 11 extractions.
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WI-AX WS-EI-AX WS-ES-AX

Figure 2: The variation of Ara/Xyl ratios of the 3 AX fractis calculated from 11 extractions. The
WS-EI-AX and WS-ES-AX fractions present a partiaédapping.

The purity of HC and AX fractions is relatively higor all performed extractions-
fractionations of AX from wheat bran. Results ob&al for one typical extraction-
fractionation are presented in this chapter. Caybdte content is between 72 and 87% of
dry matter for the three fractions (Table 3). Thiakisolation of xylans from seed
endosperm and seed coats (bran) is generally Hedcto be complicated as some others
components (e.g. proteins, starch, glucans, phes)odire co-extracted during the isolation

procedure (Hoije, Gréndahl et al. 2005).
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WI-HC WI-AX | WS-EI-HC  WS-EI-AX | WS-ES-AX
before after before after
purification purification purification purification

0]
% neural 78 83 84 87 72
sugars
0 b
% Ara 12 14 29 35 39
0 b
% Xyl 52 66 34 44 29
0 b
% Gle 13 2 18 6 2
0 b
% Gal 1 1 3 2 2

d
Ara/Xyl 0.2 0.2 0.9 0.8 1.3

d
Gle/Xyl 0.2 0.03 0.4 0.08 0.08
0 b
% GlucA ; 1.9 ; 2.1 1.9
0 b
% MeGIuA i 21 26
0 b
% GalA 11 16 1.0
0 inb
7o Protein 14 10.8 1.3 11.8 5.6
% Lignin ® 0.8 - 1.2 - 2.0

Table 3. Typical composition of HC and AX fractions. Therifigation step is related to the lichenase
andp-glucosidase treatment to remove the glucose.

% from wheat bran

"% related to dry matter

“% corresponding to the sum of Ara+Xyl+Glc+Gal
9% expressed in mole ratios

Hemicellulose isolated from wheat bran mainly cetssiof arabinoxylans as
demonstrated by the high content of xylose andiaoak in the WI-HC, WS-EI-HC and WS-
ES-AX fractions which contain respectively 64%, 6a%a 68% of (Xyl + Ara). As the wheat
bran used for this study was destarched, glucos@lynpresent in WI-HC and WS-EI-HC,
could be present aB-glucans. A lichenase anf-glucosidase treatment has been thus
performed in order to purify the HC fractions. Tgleicose content is reduced in both these
fractions from 13% to 2% for the WI fraction andrir 18% to 6% in the WS-EI one. WS-ES-

AX has a very low amount of glucose (1.3%), as sultethis fraction is not treated by
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lichenase. Sugar analysis indicates that the amofmntonic acids is very low in all AX
fractions less than 2.6% (Table 3). Substitutianglthe main chains is one factor reported to
improve the solubility of xylans in water (Andrevlza, Phillip et al. 1979). The different
steps of our extraction procedure, based on sdlupiloperties in water and in ethanol-water
(50/50), lead to the isolation of three HC fraci@nd further AX populations with increasing
Ara/Xyl ratio from WI-AX (A/X=0.2), to WS-EI-AX (08) to WS-ES-AX (1.3).

The protein content of AX fractions from wheat brignpresented in Table 3. The
protein content is rather low before the lichenasef3-glucosidase treatment (from about 1.4
to 5.6 %). Destarched wheat bran has been reptortedntain between 10 and 18% protein
depending on the wheat species (Beaugrand, Crénial. 2004). In our study, the protein
contents increase almost ten-fold (around 10-12fe) &reating the WI-AX and WS-EI-AX
fractions by lichenase arfglglucosidase. This indicates that the enzyme treatsnlead to
concomitant sample contamination with proteins, emdsequently to a slightly higher yield
for the WiI-fraction (Table 3).

The Klason lignin content has been determined Fa&r three HC fractions before
lichenase treatment (Table 3). Lignin content isvah to be less than 2% for all three HC
fractions. It is important to note that the dedtat wheat bran used in our study was poorly
lignified as the lignin content had been estimatede less than 5% of dry matter in a

previous study (data not shown).

2.2 Analysis of the substitution patterns of AX

2.2.1 Hydrolysis of AX with an endof-1,4-xylanase

The AX fractions have been hydrolyzed with an endlmxase (Shearzyme, glycoside
hydrolase family 10 enzyme) and the obtained odgobkaride profiles have been analyzed

for further information on the structural differescbetween the isolated AX fractions. The
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identification of arabinoxylo-oligosaccharides (A%Dafter Shearzyme hydrolysis of wheat
arabinoxylans was recently reported by Pastell.dPastell, Virkki et al. 2009) and standard
AXOS used are listed in the Table 4. All three Adtions result in similar AXOS profiles
but with varying proportions (Figure 3). The maiigosaccharide peak in all hydrolyzates is
xylobiose (X). The next peak in the HPAEC-PAD chromatogran®0af min is identified as
A3X. This confirms that the main substituent in WI-AX a (1-3) linked a-L-Araf. The
amount (peak height) of*X is clearly lower in the WS-EI-AX and WS-ES-AX hydyzates,
respectively. The amounts of disubstitufed-Xylp A%**X (retention time 32.6 min) and
AZ3XX (retention time 33.8 min) increase respectivielym the water insoluble WI-AX to
the water-soluble WS-EI-AX and WS-ES-AX, indicatiran increased amount of di-
substituted3-D-Xylp in the water-soluble AX fractions. The difent AXOS peaks are not
quantified in this study. According to Pastell (f#ls 2010), the response factors of X
and A*3XX are 70% and 50% of that of°X respectively. It could thus be estimated that the
amount of mono- and di-substituted AXOS in the WISAK hydrolysate is about equal.
Moreover, the degree of hydrolysis of the AX frao8 clearly decreases with
increasing Ara/Xyl ratio as seen by the decreasethef xylobiose (X) peak in the
chromatograms. Even though Shearzyme is not alllgdmlyze the most densely substituted
AX, the AXOS profile is previously found to closetgflect the structural differences in AX

as analyzed by NMR spectroscopy (Pastell, Virkkale2009).
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Table 4: The Arabino-xylo-oligosaccharides structures.
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Figure 3: HPAED-PAD chromatograms of the three AX endoxylanase dlydates
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In order to estimate the performance of xylanasemon the three AX fractions and to
evaluate the representativeness of the AXOS libdrdty the xylanase from AX, a
determination of the hydrolytic efficiency of Sheame xylanase has been carried out.
Generally, the GH10 xylanase is more efficient barsxylo-oligosaccharides rather than on
polymeric xylans (Beaugrand, Chambat et al. 2004 hydrolytic action of Shearzyme
xylanase is analyzed by quantifying the reducirgpswcontents for all the three enzymatically
hydrolysed fractions. The released reducing sugeasjuantified by DNS assay, and xylose,
xylobiose and xylotriose amounts are determinedsiyzg HPAEC-PAD. The percentages of
“long-chain” oligosaccharides (degree of polymetia > 3) are calculated by subtracting the
contributions of xylose, xylobiose and xylotriose.

The Figure 4 shows the concentrations of reducdiigais released by Shearzyme from
the three AX fractions and the contributions of dliféerent oligosaccharides compared to the
total amounts of reducing sugars. The highest iedusugar concentration is 1929 mg/mL
for the WI-AX fraction. The concentration decreasesnearly 11% for the WS-EI-AX
fraction, whereas the lowest reducing sugar amaurbund for the WS-ES-AX fraction
(75% lower than WI-AX). The long chain oligosacaddas in the hydrolysates account for
60%, 70% and 98% in total reducing sugars for WI;AXS-EI-AX and WS-ES-AX fractions
respectively. A small amount of xylotriose is obtd in WI-AX fraction whereas it is not
detected in the two other fractions. Xylobiose espnt 24% and 19% of reducing sugars in
the hydrolysates of WI-AX and WS-EI-AX. Xylose cents represent 12% and 10% of
reducing sugars for WI-AX and WS-EI-AX. The thedeet reducing sugars contents could
be calculated based on monomeric xylose concemtrati hydrolysates. The values are
presented in Table 5 and shown a range from 310&lufpr WI-AX fraction to 1557 pg/mL
for WS-ES-AX fraction. By comparing to the reducirsgigar contents determined, the

hydrolytic yield could be obtained and also incldde Table 5. The highest yield of 79% is
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found for the intermediate fraction WS-EI-AX. Agflit lower yield of 62% is observed for
WI-AX fraction even though the xylanase acts bettetess substituted AX. The WS-ES-AX

fraction has the least yield around 32%.

Samples Theorical reducing Reducing sugars Hydrolytic yield
sugar content content determine
(Mg/mL) (Mg/mL)
WI-AX 3103 1929 62%
WS-EI-AX 2167 1719 79%
WS-ES-AX 1557 501 32%

Table 5: Reducing sugar contents and hydrolytic yield

The results indicate that the reducing sugars auretons decrease with increasing
substitution level by arabinose, while reducingasgcontent is important when long chain
xylo-oligosaccharides are present in the hydrogsathese results suggest that the xylanase
is more efficient on AX with a ratio Ara/Xyl leskan 1.3 (ratio Ara/Xyl of WS-ES-AX). The
slight lower hydrolytic yield appears for WI-AX thaNS-EI-AX indicating lower solubility
of water insoluble fraction in aqueous solution,evdas the least yield for WS-ES-AX was
related to its highly substituted structure. As lgsia of hydrolysates by HPAEC-PAD
chromatography indicates that the fraction WS-ES-gofitains a large proportion of di-
substituted3-D xylp residues by arabinosyl groups. Presencthede di-substitutions in the
hydrolysates seems to indicate that the xylanasddcact near the di-substituted xylosyl

residues into the xylan chains.
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Figure 4: Concentrations of reducing sugars and contribstiof the different oligosaccharides in
hydrolysates obtained from AX fractions after xyaa treatment

2.2.2 Hydrolysis of AX by a-L-arabinofuranosidases

In order to get further information concerning #steucture of the three AX fractions,
treatments with different arabinosidases have lzgalied on these AX. The arabinosidase
from Cellvibrio japonicais active on (&2) and (1-3) linkages on mono-substituted xylose
whereas the arabinosidase fr&ifidobacteriumis active on (2) and (:3) linkages on
mono-substituted xylose as well as on di-substitutglose. The amounts of arabinose

released were measured after 5, 24 and 48h. Thksrase presented Figure 5.

Arabinosidase from Cellvibrio Arabinosidase from Bifidobacterium Two enzymes combined

japonicas s sp. 50 1

45 1 45 7
40 407 ——WIAX
35 7 35 7
30 1 30 1 —a—WSEIAX
/0’_§0 ] 25 —a—WSESAX
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N ‘::,;’—_—‘q‘l |
& 51 5
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Figure 5: Arabinose released from arabinoxylans fractiondifferent arabinosidases

The substitution pattern of AX from wheat bran veaslyzed by xylanase hydrolysis

and showed that AX from wheat bran containee 3} linked a-L-Araf and (1:-2) + (1-3)
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linked o-L-Araf substituents. The amounts of di-substitutBeD-Xylp increase with
increasing Ara/Xyl ratios. The main linkages betwesabinosyl and xylosyl residues in
water insoluble fraction (WI-AX) are (33) linkages. The most substituted fraction (WS-ES-
AX) contains more di-substitugttD-Xylp than mono substituted. The amounts of mand
di-substitutions are about equal in water solubi@ ethanol insoluble fractions (WS-EI-AX).

The results indicate that arabinosidase fr@mellvibrio japonicas has highest
hydrolysis capacity on water insoluble fraction (AX) as 28% of arabinose is released after
48 h. The hydrolysis capacity of arabinosidase fi©@ellvibrio japonicason arabinoxylan
fractions from wheat bran is decreased with inangadra/Xyl ratio, and the lowest amount
of arabinose is released from the WS-ES-AX frac(tab%).

The arabinosidase froBifidobacterium sp.known to be able to release the arabinose
from double substitute@-D-Xylp (van den Broek, Lloyd et al. 2005), shows a higher
efficiency for the most substituted fraction (WS-BR). The amounts of arabinose release
from WS-ES-AX by arabinosidase frofifidobacterium sp.is 2 times higher than by
arabinosidase frortellvibrio japonicas As water insoluble fraction of wheat bran congain
very low amount of di-substitutef-D-Xylp, there is only 5.9% arabinose released by
arabinosidase fronBifidobacterium sp.after 48h of reaction, and the highest amount of
arabinose is released from WS-EI-AX fraction (15)1%

The arabinosidase treatment has been also camedith the combination of both
arabinosidases. Interestingly, much higher amooh&sabinose are released from these three
fractions by the combination of both arabinosidaes by the individual arabinosidase
alone. This synergism allows releasing 45% of aw@d® from WI-AX and WS-EI-AX
fractions after 48h of reaction. The synergism ogdo a lesser extent in case of the most

substituted fraction (WS-ES-AX) as only 21.8% analse is released after 48h.
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2.3 HPSEC analysis of AX

2.3.1 HPSEC analysis in DMSO solution

The HPSEC analysis of the purified AX fractions édeen performed in DMSO which
was recently shown to be a better solvent (andnélder cereal AX than an aqueous salt
solution (Pitkanen, Virkki et al. 2009). As indiedtby the Rl and viscosity signals (Figure 6),
the three AX fractions are eluted at the same jositThe overlay chromatogram of the
viscosity signals, however, reveal the differenicastrinsic viscosities seen as varying signal
intensities (Figure 6B). The determined averageielfor intrinsic viscosity supports this
conclusion (Table 6). Then] for WI-AX is the highest whereas the WS-ES-AX dtian
presents the lowest]. Generally, the intrinsic viscosity of linear paolers increases with
increasing molar mass but in this case the molasnar WS-ES-AX with the lowest|] is
higher in comparison with WI-AX and WS-EI-AX (Tab&. Thus, the molecular density of

the WS-ES-AX sample seems to be higher in respetiet other two samples.

Sample M M, Mu/M [#] R., Lo Recovery/Exclusion
(g/mol) (dl/ig) (nm) (nm) (%)
WI-AX 166 000 129 000 1.30 2,40 18 2.4 67/33
WS-EI-AX 152000 86 000 1.77 1,22 14 2.1 64/36
WS-ES-AX 218000 163000 1.34 1,16 15 3.0 97/3

Table 6: HPSEC analysis of AX in DMSO solution

M,, = weight average molar masg] [= intrinsic viscosityR,= hydrodynamic radius,
L, = persistence lengtlR, has been determined with LS/viscometry method.
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Figure 6: HPSEC chromatograms of three AX fractions (A:dRynals; B: viscosity signals; C: UV
signals).

Slight UV signals are detected in all samples,thatpeak apexes exist at higher elution
volumes than the viscosity peaks containing theontyjof the polymeric material (Figure
6C). Although the signal intensities were low, #mount of UV absorbing material is clearly
different in each fraction. The UV signal is thglimest for WS-ES-AX, and could originate
from lignin which is soluble in DMSO. The Klasomtiin content is slightly higher for WS-
ES-AX than for WI-AX and WS-EI-AX (Table 3).

The average molecular weights of eluted sampleg fram 152 000 to 218 000 g/mol
for the studied fractions or from 86000 to 163 @00the number-average molecular weight
Mn. Meanwhile, a molecular weights increase do mdiect necessary an increase in the
degree of polymerisation as the arabinosyl sulestiticontribute to a molecular weight
increase which could be potentially quantified bg Ara/Xyl ratio. For example, the degree
of polymerization ([p) could be estimated taking into account the awenagrcentages of
arabinose and the molecular weight (M Meanwhile, these calculations are certainly
speculative as the number-average molecular wemyigtsvery dependent on the previously
cited parameters as the recovery percentages a&nddgtregates presence. Moreover, the
calculations are not very well correlated to theewted increase of the molecular mass

induced by the Ara/xyl ratios.
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According to viscosity detection, the WS-ES-AX sdmis more compact than the WI-
AX and WS-EI-AX ones, and the possibility of aggeggn cannot be excluded. The phenolic
compounds might cross-link the shorter AX chaingoton assemblies (WS-ES-AX showed
the strongest UV signal, Figure 6C). As indicateg the monosaccharide composition
analysis, the Ara/Xyl ratio of WS-ES-AX is as hig 1.3 but this high arabinose content
cannot, in itself, explain the low intrinsic vistysvalue or the possible aggregation. In fact, a
slight increase in intrinsic viscosity values hde=n discovered with increasing arabinose-to-
xylose ratios in the case of water-soluble, dedsdnwheat arabinoxylans (Dervilly, Saulnier
et al. 2000). The persistence length valugy,(wvhich describe the rigidity of a polymer, are
determined for each AX sample in order to comphgartchain stiffness. ThepLvalue of
WS-ES-AX fraction is above the value expected fof M a good solvent (1.8-2.3 nm)
(Pitkanen, Virkki et al. 2009). Highp_values forB-glucan samples containing aggregates
were presented in a recent publication (Li, Cuale011). Thus, highpvalues of WS-ES-

AX might reflect the presence of aggregates infiaistion.

2.3.2 HPSEC analysis in agueous solution

In order to complete the HPSEC analysis performedMSO solvent, the analysis in
aqueous solution has been also carried out. Thectzg of this study is to obtain additional
results concerning the conformation of AX in aguesolution as the films are casted from
agueous solution. The samples have been dissaiv@dlM NaNQ solution. The recovery
range from 23% for the water insoluble fractioratmost 100% for the water-ethanol soluble
fraction. According to the Rl and RALS detectormsity, the two water soluble AX fractions
are eluted at the same time and the water insofuddéion is eluted with nearly one-minute
delay (Figure 7). The average molecular mass iseré@m WI-AX fraction to WS-ES-AX
fraction ranging from 112 000 g/mol to 228 000 glrfiable 7) (against 166 000 to 218 000

in DMSO g/mol). Since the recovery of water insdufsaction is very low, the molar mass
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obtained in water system is just representive sinall proportion of the polymeric material
(23%), so the value could be underestimated and #iignificantly lower than in DMSO
system (Mv = 166 000 g/mol). The molar mass for the two wat#uble fractions are higher
in aqueous system especially for WS-EI-AX comparedhe values obtained in DMSO
system. The intrinsic viscosity increases with matass ranging between 0.68 dl/g for the
WI-AX fraction and 1.09 dl/g for the WS-ES-AX framh respectively. The intrinsic viscosity

for the WI-AX fraction is less reliable becausevefy low yield obtained in aqueous solution.

16 4 90 4
-
14 4 H 80 - 0
121 5 '.: 70 - e \\/] -AX
—WI-AX . 60 e \WS-E|-AX
10 - == WS-EI-AX 1 rc
N I WS-ES-AX >50 I WS-ES-AX
8
B 0 1
6 1 RI 30 - RAL
47 20
2 10
0 T T T . . ) 0 T T T . . )
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Retention time (min) Retention time (min)
80 - 290 4
70 A . 270 A I
— WI-AX a— WI-AX X
60 - : 250 -
50 e WS-EI-AX 13 e WS-EI-AX
NN BRI WS-ES-AX : H >230 1 eeeens WS-ES-AX
£401 H g
FY 210
30 ] VISC
R 190 -
20 4 5 ~
11 /2 S | e O
10 4 170 A
0 T T T T T ) 150 T T T T T )
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Retention time (min) Retention time (min)

Figure 7: HPSEC chromatograms of three AX fractions in aggesolution.

Sample M, (g/mol) M, Mu/M ,, [n] (di/fg) Rn(nm) Recovery (%)
WI-AX 112 000 12 000 8.6 0.68 8.6 23
WS-EI-AX 223 000 37 000 6.0 0.88 12.6 88
WS-ES-AX 228 000 54 000 4.2 1.09 14.4 100

Table 7: HPSEC analysis of AX in aqueous solution.

M. weight average molar mass;,Mnumber average molar massj:[intrinsic viscosity; R:
hydrodynamic radius

116



Ultraviolet detector is used for all samples toedéthe presence of impurities such as
protein and lignin. The peak intensity is highearttte WS-ES-AX fraction indicating a larger
amount of detected impurities. The composition ysialshows that the klason lignin content
is slightly higher in WS-ES-AX (2%) than in WI-AX0(8%) and WS-EI-AX (1.2%). The
short polymer chain might be cross-linked with genolic compounds to form assembilies.
The main peaks obtained by UV detector (around i are shifted with the main peaks
detected by RI and RALs. This phenomenon revealsttie aggregates might be eluted after
the main material AX which was also observed in BDAS§/stem.

The polydispersity for AX is high in aqueous sabatithan in DMSO eluent. The
highest value (8.6) is found for the water insodufshction whereas the WS-ES-AX fraction
has a polydispersity index equal to 4.2. In DMS&tay, the values are below 1.77 for all the
fractions.

The obtained results are similar to those descriye(Pitkanen, Virkki et al. 2009),
which showed that DMSO was a better solvent thatemta dissolve the AX, especially in
the case of some less substituted AX.

HPSEC results reveal that as aggregation phenamacmurred and can be caused by
the phenolic compounds presence. This phenomena@s gise to an overestimated molar
mass with a decreasing trend of intrinsic viscosdgreover, the recovery values reflect that
up to 30% materials are excluded due to their sitjubn the DMSO used as eluent.
However, as indicated in the above paragrapheDM80O based eluent seems to be a better
solvent to dissolve the poorly substituted AX. Taeovery for WI-AX increase from 23% in
aqueous solution to 67% in DMSO solution. In theecaf water soluble fractions, the
recovery values in DMSO based eluent are not as agjin aqueous eluent, but the better
dissolution of AX in DMSO could be also confirme@ ldecreasing of the aggregation

tendency.

117



2.4 Film properties of HC and AX

Films are made both from the HC and AX fractionsmggshe water casting method. As
WI-HC and WI-AX fractions are not soluble in was#r60°C (see the fractionation process),
1h at 95 °C under mixing is necessary to castilafisfwith the same methodology. Films
from both HC and AX fractions form homogeneous sasgpns which, upon drying, lead to
gualitatively similar homogeneous and transparigmisf The films from WI-AX and WI-HC
shrunk greatly during formation, and typical thiekses are around 50 um for the WI film
and 35 pm for the WS-EI and WS-ES-AX films. The \BHS-AX film is light yellow,
whereas the others almost colorless (Figure 8) €hioration is probably due to the higher

lignin content of WS-ES-AX (Table 3).

WI-AX WS-EI-AX WS-ES-AX

Figure 8: AX based films photos

2.4.1 X-ray analysis

Figure 9 shows the X-ray diffractograms of the &lfnom various fractions in order to
qualitatively study their respective crystalline nploology before and aft§-glucan removal.
The WS-ES-AX films are obviously amorphous withaay crystallinity peak (Figure 9). The
WI-HC and WS-EI-HC films (Figure 9B) and the copeading WI-AX and WS-EI-AX
(Figure 9A) have clear diffraction peaks betweerahd 23 degrees (in 2 teta). The WI-AX
fraction has higher peak intensity, indicating gheir level of organization compared to the

WS-EI-AX fraction (Figure 9A).
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Figure 9: X-ray diffractograms of films. (A) WI-AX; WS—EI-AXand WS—-ES-AX. (B) WI-HC; WS-
EI-HC and WS-ES-AX.

The substitution pattern of AX influences the fimorphology as substitutions can act
as structural defects preventing macromolecule taimation (Sternemalm, Hoije et al.
2008). Consequently, unsubstituted regions alomgxiylan chains promote crystallization
(Dervilly-Pinel, Tran et al. 2004). In our studietcrystallinity peak (presence and intensity)

is well correlated to the Ara/Xyl ratio as well #® qualitative observation of film shrinkage
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during drying (WI-AX films: Ara/Xyl = 0.23) becausef reorganization of this weakly
substituted xylan fraction.

Figure 9 also compares the X-ray results for theasfibefore and after lichenase
treatment. After treatment, the peaks are shagspecially for the WI-AX fractions. It seems
that the degree of order is higher for the purifigéans. In case of the HC fractions, the
interactions in such polymer blend$-d@lucan/AX) are strong enough not to be fractiodate

during the extraction process and to disturb tkiellef AX macromolecules organization.

2.4.2 Film density measurement in dry environment

The density of the AX films made from the threactions isolated from wheat bran
have been measured in dry environment. The reardtshown in Table 8. The density of AX
films range from 1.43 to 1.50 increasing systenadliidrom the poorly substituted fraction to
the highly substituted fraction. The density ofrfibccounts for the crystalline region and the
amorphous region. The results in the previous papdgshowed that the crystallinity degrees
decrease from the poorly substituted fraction t® liighly substituted one. Generally, the
more crystalline region has a higher density. In study, the most crystalline fraction has
surpringly the lowest density, and the complete gamaus one has the highest density. This
result indicates that the amorphous regions of Igosubstituted AX chain are much less
dense by comparing to that of the most substitditadtion. This phenomenon could be
attributed to more numerous intermolecular hydrogends provided by large amounts of
pendant groups which result in higher segmentakitiein amorphous part of AX chain.
Kusuma et al. (Kusuma, Freeman et al. 2009) fouswithat the presence of side chain could

be able to reduce fractional free volume by forntiggrogen bonds.
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Samples Density (g/cr)

WI-AX 1.43+0.01
WS-EI-AX 1.46+ 0.02
WS-ES-AX 1.50+ 0.02

Table 8: The AX films density in dry environment (the vasugere calculated from 8 measurements)

2.4.3 Water sorption properties

The water sorption isotherms of the films from & fractions are presented in Figure
10A. The relative humidity (RH) scale can be didida two areas: below 80% where the
water molecules are bound by the water AX sorpsibes and over 80% where a noticeable
increase of water sorption occurs. Below 80% RId,whater content differences are not very
large between the samples. Moreover, the curvesa@rbomothetic. This property indicates
that the sorption sites on AX chains are not edeitdy distributed or available along the
macromolecules for the water molecules. This bealtatias already been reported by
Sternemalm et al. (Sternemalm, Hoéije et al. 2008 difference is not very large and the
authors explained that this behavior might be duteractions between water and hydroxyl
groups of unsubstituted units which are not invdlirecrystalline regions. Over 80% RH, the
water uptake increase for all the samples duelro sivelling by water, and the differences
between the samples are well correlated with tHegree of substitution, the WS-ES-AX
films having the highest water content whereas WHeAX shows the lowest one. Water
attempts to enter the macromolecular network d@lsarwater sorption process at high RH, but
the network achieved by crystallization for the Ibranched samples prevents the films from
swelling by water molecules.

Previous studies (He, Sternemalm et al. 2008; Sternemalm, Ho6ijeleR@08) have
reported the same trend with AX hydration: at higlative humidity, the highly substituted

samples showed a higher water uptake than the sartimt were enzymatically debranched
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with an a-arabinosidase treatment. In comparison with owults, Hoije et al. (Hige,
Sternemalm et al. 2008) found that the water cdraktheir film was around 41% at 98% RH
for AX with an Ara/Xyl ratio of 0.20 against 58% @0% RH for our WI-AX with an Ara/Xyl
ratio of 0.23. This variation could be due to meament methodology or to a difference in
the AX structure (i.e. different substitution patie between enzymatically treated samples
(Hdije, Sternemalm et al. 2008) and native samplas tiady).

The elimination off3-glucans significantly modified the water sorptiohWI-HC, as
compared to the WS-ES-AX sample which had not lreiiied by lichenase (Figure 10B).
In fact, for WI-AX, the water content decrease @t/ IRH and increase significantly at high
RH. The higher water sorption in the case of pedifAX could be due to the absenceBef
glucans which, when present, could modify the confdion and the morphology of AX.
However, it cannot be excluded that the proteinitamdduring the lichenas@/glucosidase
treatment could also be responsible for the diffees in water sorption observed after the
enzymatic removal op-glucans. Meanwhile, at 90 % RH, water sorptiorreases with a

higher A/X ratio in the presence or absencg-gfucans.
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Figure 10: Water sorption isotherms of Arabinoxylans AX fracis (A) and hemicelluloses HC (B)
fractions.

2.4.4 Viscoelastic properties

The viscoelastic properties of the polymer filmsnir the HC and AX fractions have
been analyzed in order to get information aboutallomacromolecular mobility (beta
transitions).

The films have been analyzed by dielectric analyp#tA) after pre-hydration (at 54
and 85% RH) and performing a devoted hermetic sesst-up. Typical thermograms
(frequency variation from 1 to 100000 Hz) presevd telaxations. These could be attributed

to a beta transition (sub-Tg) at low temperaturel & the alpha transition links to the glass

transition temperature at higher temperature (feidu).
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Figure 11: Typical thermogramme of Dielectrical analyser A0t based films

In a typical manner, all observed relaxations drites] to a higher temperature as
frequency increases and to lower temperature whkive humidity increases as expected
for water plasticized hydrophilic polymers. The Sudp (at the maximum of the tan delta
peak) systematically decreases from WS-ES-AX, W&k lto WI-AX (Figure 12A) and for
the corresponding unpurified fractions (Figure 12Bable 9 shows the sub-Tg values

obtained for 100000 Hz at 54 and 85 % RH.

WI-HC WI-AX WS-EI-HC  WS-EI-AX  WS-ES-AX
Beta transition 54% RH -56 -64 -47 -38 -19
(°C) 85% RH -61 -67 -49 -53 -38

Table 9: The beta relaxation temperature (Sub-Tg) of Akl
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and WS-ES-AX fractions previously hydrated at 54¢6 B) WI-HC, WS—EI-HC and WS-ES-AX
fractions previously hydrated at 54% RH (frequency00 000 Hz).

This result demonstrates that the sub-Tg is wetletated with the substitution degree

as the higher the Ara/Xyl ratio is, the higher théb-Tg is observed. This higher sub-Tg

transition indicates a lower segmental mobilityawwal AX chain mobility when xylose units

are highly substituted by arabinose. This resudiys&ematically obtaineghatever the studied

relative humidity (54%, 85% RH)r the frequency, even if the signals are obvipesisier to

monitor at higher water content and frequency, dpéatated between suitable temperature

limits. This correlation indicates that the clagsifion as a function of Ara/Xyl ratio is not

125



simply related to the water content by plasticaatbecause the water sorption isotherms
show no difference or a reverse water uptake betwreefractions around and after 80% RH.

The same correlation is observed between the sudmddghe substitution degree for the
three HC fractions before lichenase treatment {edi2B). In these cases the sub-Tg is not
systematically shifted in the same way. For examiile sub-Tg of WI-HC is higher than
after lichenase purification whereas WS-EI-HC hdeveer sub-Tg than WS-EI-AX at 54%
RH.

As indicated by the sub-Tg decrease with a lowet/ Ryl ratio, the local chain motion
decrease in the amorphous parts for highly sulbstitkylans. This loss of mobility could then
be related to intermolecular hydrogen bonds whesdmsto occur because of the presence of
arabinose inside the amorphous part, locally stiffg the AX chain. This result could be
related to the density of the samples already dssd, but at the dry state as Kusuma et al.
(Kusuma, Freeman et al. 2009) found also that tkegmce of side chain could be able to

reduce fractional free volume by forming hydrogemds.

2.4.5 Oxygen permeability coefficient

The oxygen permeability coefficients have been rdateed at 54% RH for the AX
films obtained from the three fractions of wheatrbrin a laboratory made oxygen
permeameter especially designed for that study. fdsalts are shown in Figure 13.
According to this figure, the permeability coeféat of the highly substituted fraction (WS-
ES-AX) is 25 cmi.pm.m?.day*.KPa" (12.75*10" mol/m s Pa in Sl unit), whereas a value of
15 cnt.um.m?.day*.KPa’ (7.68*10° mol/m s Pa in SI unit) is found for the fractiorSVEI-

AX and 8 cmi.pm.m?.day’.KPa* (4.10¥10"° mol/m s Pa in Sl unit) for the poorly substituted
fraction WI-AX. These results reveal that the oxygpermeability of films based on
arabinoxylans is well correlated with their suhgidn degrees. Several studies have also

suggested such a trend but from rye xylan sampleghwhave been debranched by
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enzymatical treatment (He, Sternemalm et al. 2008). However, the oxygenmeation
values obtained by these authors are lower thas @werage value around 1.5%gam.m

2 day*.KPal). It is possible that our oxygen permeation messent instrument could
overestimate the migration value due to a cell dwatld be not air-tight enough. This work
will be also discussed and enriched in Chapter thadilms (from another lot) will be tested
for this purpose with commercial equipment periatlic calibrated through blind
interlaboratory tests. Meanwhile, the relative tmdd/ is obviously reliable (permeability

decrease with Ara/Xyl decrease).
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Figure 13 The oxygen permeability coefficient of AX films 4% RH.

The previous results concerning the films morphplahowed that the degree of
crystallinity is also well correlated with the stibhgion degree of AXs. The crystallinity
increases when the substitution degree decreaseshd film density also decreases. The
poorly substituted fraction (WI-AX) has a lower ammb of amorphous phase with lower
density. This type of film shows less permeabildyoxygen indicating that the fractional free
volume provided by the amorphous regions seemsonioifluence the oxygen permeability.
The oxygen permeability is then governed by thestaflinity rate that is to say by the

proportion of the amorphous phase where diffusicoucs.
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2.4.6 Oxygen diffusion coefficient

The apparent oxygen diffusion coefficient have bedstermined at 5 different
humidities (54%, 59%, 70%, 75% and 85%) on the séilme The time lag method is
performed from a micro-permeation test made of xygen sensor coated by the tested film
(casting performed over the sensor). A typical breppresented in Figure 14. The results of
diffusion coefficient are shown iRigure 15. The values of diffusion coefficient vatightly
from 54% RH to 75% RH from 5.6 x $ao 1.2 x 1& cnf/s except for the point for WI-AX
film at 54% RH. But at 85% RH, there is a signifitancrease for all the samples. The
fraction WS-EI-AX has an intermediate substitutidegree (Ara/Xyl = 0.65 from a “new
samples lot”), and this film has the lowest diffusicoefficient. The highly substituted
fraction WS-ES-AX (Ara/Xyl = 1.14 from “new sampldst”’) possesses a middle value
between the two other samples. The water insoltaletion WI-AX presents the highest
values despite of a very large data dispersionottuhatly, the shrinkage occurring during
the formation of WI-AX based films could be respibies of i) a bad good contact between
the oxygen sensor and the film ii) or defects | thlembrane wall. Thus, the diffusion values
are possible to be overestimated for WI-AX film.eTlims made from the two other fractions
are homogeneous and possess a good casting pespditie diffusion values obtained from
these two fractions are maybe more reliable andeomtea good correlation with the
substitution degree. D is lower for WS-ES-AX than WS-EI-AX. This slight D decrease is

in a good agreement with the observed permeabiéityease.

The oxygen micro-permeation curves could be alsploged at the steady state
concerning their slope ratios which represent grengability ratio of the films. As shown in
Figure 14, the slopes ratios of two samples weféerdnt according to their oxygen
permeability. The slopes ratio values are showmahle 10 at two relative humidities. The

values from WI-AX based films are not taken inte@mt due to the possible overestimation.
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These results presented in the Table 10 correspetido our previous study concerning the
oxygen permeability coefficients. The slope ratieserease from the WS-ES-AX based film
to WS-EI-AX based films indicating that higher perability appeared for the highly

substituted AX films.
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40 - = WS-EI-AX 54%HR
30 - * WS-ES-AX 54%RH
20 +
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Figure 14: A typical graph of apparent oxygen diffusion: therease of oxygen partial pression as a
function of time.
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Figure 15: The apparent oxygen diffusion coefficients of AKfs
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54% RH 85% RH

WS-EI-AX 0.91 1.16
WS-ES-AX 1 1,53

Table 10: The slope ratios from the WS-ES-AX permeation slapthe steady state normalized for
WE-ES-AX (54%).

2.4.7 Oxygen solubility in dry environment

The oxygen solubility of AX based films has be&tedmined in dry environment (0%
relative humidity). The results are shown in Table The values obtained range from 0.98 x
10° to 1.54 x 10 mol/m’Pa, corresponding to a percentage of oxygen maskeipetween
0.020 and 0.028%. In this study, no clear correhatis observed between the oxygen
solubility and the substitution degree. The intediate fraction WS-EI-AX possesses the
lowest solubility value, whereas the highest vatuound for WI-AX based film. Generally,
the oxygen solubility is very low in polar polymeratrix (Dole, Joly et al. 2004) due to less
interaction appeared. The results obtained in tudysfor AX films are twice lower than for
unplasticized starch based films. Dole et al. (Dd@y et al. 2004) found that the oxygen

solubility of starch based film was around 0.04 wt%

Samples Oxygen solubility % wt Oz uptake
(mol/m*/Pa)
WI-AX 1.54 x10' 0.028
WS-EI-AX 0.98 x10¢' 0.020
WS-ES-AX 1.12 x1¢' 0.024

Table 11: The oxygen solubility in AX based films.
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3 Conclusion

Different populations of AX were isolated from wiégian according to a laboratory
scale alkali extraction process. After alkali isma and fractionation according to solubility
in water and ethanol, a purification step is pearfed in order to remov@-glucans. Three lots
of AX fractions displaying a large range of Ara/Xwtios (from 0.2 to 1.3) are obtained.
Patterns ofi-L-Araf substitutions are proposed according tana structural analysis. Molar
mass were comprised between 152 000 and 218 0Gf).g/m

Films were then made from these characterizedidractin order to study the impact
of AX composition and structure on their physicewtical properties. The main results
indicate that the crystalline morphology, the dgnghe beta transitions as well as the water
sorption properties of AX films are well correlatem the substitution degree by arabinose
groups. As a result, when the substitution degyréaw:

- AX is less soluble in water and ethanol

- less hydrophilic at high relative humidity

- crystalline morphology appears but surprisinglg tiensity decreases

- the local macromolecular mobility increases

- the oxygen permeability coefficient decreaseswai as the oxygen diffusivity
coefficient (except for the WI-AX fraction for whicthe diffusion coefficient remained
undetermined).

In conclusion, hemicellulose based materials showegsico-chemical properties
strongly linked to the native Ara/Xyl ratios whiclan be controlled by suitable fractionation

process conditions.
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Chapitre2:

Arabinoxylanes renforcés par des nanocristaux tiglase : influence

du rapport arabinose sur xylose sur les interastiifme/matrice
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Résumé:

L’'objectif de ce chapitre est l'étude des propsét@hysico-chimiques des films
nanocomposites réalisés a base des trois fraafi@nabinoxylanes (AX) renforcées par des
nanocristaux de cellulose. Les AX ont été extrdiisson de blé désamidonné et ensuite
fractionnés selon leur solubilité dans I'eau etdBéthanol. Trois fractions caractéristiques
ont été obtenues. Elles possedent un large pardggté de substitution (Ara/Xyl : 0,15, 0,65
et 1,14) et divers degrés de cristallinité (0, 24%). Les nanocristaux de cellulose ont été
préparés par hydrolyse d’acide (acide sulfuriquedrdir de linters de coton. En comparant les
films d’AX purs (matrices) et les films nanocomgesi renforcés par les nanocristaux de
cellulose (5 ou 10% en poids), on remarque que :

(1) le degré de cristallinité des différentes matricest pas modifié, alors que la densité
des films augmente a I'état sec

(2) la teneur en eau diminue seulement a haute humieliadive (HR), mais les films
présentent des comportements spécifiques en fondiéola nature de la matrice a
faible HR

(3) la température de transition beta augmente sysigueatent (pour chaque humidité
relative) traduisant la présence d’interactiongeemianocharges et matrice, dont la
mobilité locale est alors réduite. Cette augmematist plus marquée pour la matrice
amorphe.

(4) la température de transition alpha est pratiquenraftangée sauf pour la matrice
amorphe pour laquelle T alpha augmentent Iégérenientrenforcement est alors
remarqué uniguement pour la fraction amorphe, errpd partiellement entrer en
concurrence avec la morphologie cristalline obserpéur les autres fractions au
niveau de la mobilité globale.

(5) la perméabilité et solubilité d’'oxygene diminue
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A notre connaissance, c'est la premiére étudeestenforcement de films d’AX non

plastifiés par des nanocristaux de cellulose.

Les résultats de ce chapitre seront soumis pour plibation a Carbohydrate Polymers.
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1 Introduction

In chapter 1, wheat bran arabinoxylans (AX) wdkalaextracted and separated into
three fractions according to their solubility intemand in ethanol-water (50%-50%). These
three AX fractions presenting various arabinosexytose ratios (Ara/Xyl) were well
characterized in terms of composition, structuypds of linkages between xylan main chain
and substituents) and molecular weights (ZhangaRén et al. 2011). Furthermore, some
properties of films made from with these AX weradséd and revealed that the arabinose
content impacts the water uptake as well as thal locain motion of the xylan polymers

(Zhang, Pitkanen et al. 2011).

The objective of the present chapter is to invastighe morphology and the physico-
chemical properties of different nanocomposite $illbased on the three AX fractions
reinforced with two levels (5 or 10 wt.%) of celisk nanocrystals (CNC). CNC are prepared
from cotton linters using sulfuric acid hydrolysi$he physico-chemical properties of
nanocomposites are investigated in order to refidal/matrix interactions as a function of

the nature of the xylan matrix varying in substdotdegree with arabinofuranosyl residues.

2 Results and discussion
2.1 Chemical composition of polymer matrices
Table 1 presents the chemical composition of aloewf three AX fractions extracted
at the laboratory scale from destarched wheat &nanused as nanocomposite matrices.
All three fractions contain more than 65% of (x@os arabinose) indicating a
relatively high level of purity of the extracted AXheir substitution degrees with arabinose
increased with their solubility and are equal t5).0.65 and 1.14. Acccording to the chapter

one, there are respectively coded: WI-AX, WS-EI-axd WS-ES-AX.
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Samples % Total % Ara+Xyl ® % GIc*® 9% Protein® % Klason Ara/Xyl °¢

carbohydrate® lignin®
WI-AX 79 74 4.8 11 0.8 0.15
WS-EI-AX 76 67 7.9 12 1.2 0.65
WS-ES-AX 70 65 25 6 2.0 1.14

Table 1 : Chemical composition of the three arabinoxylanstfoms extracted from destarched wheat
bran

& % of dry matter
b. average values were calculated from three extrastio
“ molar ratio of arabinose to xylose
The three AX fractions contain impurities which anainly proteins whereas a low
level of lignin is present. The lowest protein antt(6%) has been obtained with WS-ES-AX
which was almost twice higher for WI-AX and WS-EKAThe higher protein content in WI-
AX and WS-EI-AX could be attributed to the enzymeatment performed to degrade the co-

extracted3-glucans, but concomitantly leading to an additdrproteins. The lignin content

is relatively low as it does not exceed 2%.

2.2 Nanocomposite films

The nanocomposite films are obtained using watstirg@evaporation from the three
AX fractions used as matrix and mixed with cell@oganocrystals (CNC). The CNC content
is 5 and 10 wt.% for arabinoxylans matrices. A tisfilms prepared with their codification

and descriptions is presentedliable 2.

Sample code Ara/Xyl ratio CNC content (wt. %)
WI-AX 0
WI-AX+5% CNC 0.15 5
WI-AX+10% CNC 10
WS-EI-AX 0
WS-EI-AX+5% CNC 0.65 5
WS-EI-AX+10% CNC 10
WS-ES-AX 0
WS-ES-AX+5% CNC 1.14 5
WS-ES-AX+10% CNC 10

Table 2: Nanocomposite films description
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All the nanocomposite films are transparent anthtligrown color is observed for
water soluble fractions due to higher lignin comtd@ihe films seem to present an apparently
good macroscopic homogeneity with no visible phssgaration or aggregates. The WS-EI-
AX and WS-ES-AX based films has a typical thickne85 um, whereas a higher thickness
around 50 pm is observed for WI-AX based films asslt of a noticeable shrinkage during

film formation.

Figure 1 shows SEM pictures of film cross-sectidos AX matrices and their
corresponding nanocomposites reinforced with 10%CCNKIl the pure AX films show
homogenous appearances and smooth surfaces. N@vcidaence of the presence of cellulose
nanocrystals can be observed from these picturegalthe low CNC dimensions. However,
films containing CNC seem to be more heterogengmesenting rough surfaces often
discussed as the result of improved interactiowéen filler and matrix (Mikkonen, Mathew
et al. 2010; Stevanic, Joly et al. 2011). Aggregateuld also be responsible of such a

modified surface. A particular stratified surfacasaonly observed for WI-AX-10% CNC film.

WI-AX film WI-AX+ 10%CNC film

HV |Spot| Mag | Det | Pressure| Temp| WD 0.0pm Mag | Det | Pressure

0.0pm:
10.0 kV| 3.4 |5000x ETD ---[10.0 mm GRENOBLE INP - PAGORA 2.5 GRENOBLE INP - PAGORA
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WS-EI-AX film « WS-EI-AX+10%CNC film

HV |Spot| Mag | Det |Pressure| Temp| WD 9] HV |Spot| Mag | Det |Pressure| Temp| WD

--[10.0 mm GRENOBLE INP - PAGORA 4.2 |5000x| ETD GRENOBLE INP - PAGORA

WS-ES-AX film WS-ES-AX+10%CNC film

HV |Spot| Mag | Det |Pressure| Temp| WD V | Spot| Mag | Det |Pressure| Temp| WD

-- 9.9 mm GRENOBLE INP - PAGORA 10.0 kV| 3.4 |5000x|ETD - [10.2 mm GRENOBLE INP - PAGORA

Figure 1: SEM observations of crc-sections of arabinoxylans films: VWAX, WS-EI-AX, WS-ES-
AX films and their corresponding nanocomposite $§ilmith 10% CNC: W-AX-10% CNC, WS-EI-
AX-10% CNC, and WS-ES-AXL0% CNC films.

2.3 X-ray analysis

The X-ray analysissi performecdn order tostudy the crystallinity oAX films and their
nanocomposite filmgFigure 2) The intensity profile of highlgubstituted fractiolWS-ES-
AX showed no diffraction peakand its degree of crystallinitysiconsidere as zero
(Mikkonen, Stevanic et al. 2011; Stevanic, Jolyakt 2011. Thus, this samplis used as

amorphous backgroundh order tc calculate thedegree of crystallinit. The degree of

crystallinity,® , is calculated ¢
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b=1- (Elamm'plmus)

Elmeasured

I

where "amerphous |S the intensity scattereby amorphous regions, i.e. the amorph

background fitted into the diffraction profile, arlmeasured is the total measured intensi
The WI-AX and WSEI-AX based films (Figure 2A and 2B) acensiderecas semi-
crystalline as two weltlefinec xylan diffraction peaks (100 at 11.1° and 011 atiPare
observedThe degree of crystallinityf pure AX films is calculated to be 24 + 4% for -AX
film and 10 £ 2 % for W3I-AX film. With a rye AX film with an Ara/Xyl ratio ¢ 0.16,
Stevanic et al(Stevanic, joly et al. 201 obtained a degree of crystallinity of 20 % clost
our WI-AX film which had the same degree of substitutiddX = 0.15). These autho
observed also that a native rye AX film (Ara/XyD=50) was completely amorphous, wher

10 % crystallinity was fouthin WS-EI-AX films with a similar Ara/Xyl ratio of 0.6!

The nanocomposite films (Figure 2) present simildiractograms except for son
additional scattering peaks due to the presenazystalline CNC. All nanocomposite filn
have degree of crystality similar to pure AX films, i.e. 24 + 4% for V-AX-5% CNC films,
23 =4 % for WI-AX-10% CNC and 10 £ 2 % for W-EI-AX based films with 5 and 10 wt.!
CNC. No changef the crystallinity is observed for nanocompositegardless the fractic
used as matrix. 8iilar resultsare obtained by Stevanic et ébtevanic, Joly et al. 201 for
rye arabinoxylan films filled with bacterial celade and glucomannan films filled w

cellulose nanocrystals (Mikkonen, Mathew et al.@0
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Figure 2: X-ray diffractograms of arabinoxylans and nanocosmeofiims with 5 and 10 wt.%
cellulose nanocrystals: A: WI-AX based films, B: VEEAX based films, C: WS-ES-AX based films.
(Matrix peak significant modifications are surroedgl

The Scherrer equation is used to estimate the geesiae of the crystallites. Only the

WI-AX based samples are analyzed as other sampége moorly crystalline. The single

xylan crystallite size is estimated to be near dilfar both (100) and (011) lattice planes for

WI-AX and WI-AX-5% CNC samples. The crystallite sifor WI-AX-10% CNC is found to

be around 11 nm for (100) planes and 10 nm in (Pla)es.
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The unit cell dimensiona( = b) perpendicular to the chain axis of xylan is also
determined. WI-AX-10% CNC film seems to be less panted in the direction perpendicular
to the chain axis (lattice parameter a = b = 9.35h&n WI-AX and WI-AX-5% CNC films (a
= b = 9.10 A). The same unit cell dimensions ar@ioled for WS-EI-AX film and WS-EI-

AX nanocomposite films (a=b =9.20 A).

2.4 Film density in dry environment

In chapter 1, the film density has been found twaase from WI-AX film to WS-ES-
AX film. A higher fractional free volume appearsamorphous part of less substituted AX.
When the AX matrices are mixed with 10% cellulos@acrystals, the densities increase for
all the type of matrices (Table 3) as attemptedrting to the mixing law. This increase is
not the same for all matrices, for which the criyisiitdy degree were found as being
unchanged when fibers are added (previous paragrépk highest increase rates are 6.4%
for WI-AX based film, whereas lower increases avend for the two other matrices around
4%. The results could indicate that the hydrogendbwy established between CNC and
matrix could impact (reduce) the “excess” of frantl free volume previously discussed and

increase the polymer density.

Sample Density (g/crm) Density (g/cn)
AX films AX + 10 wt% CNC
WI-AX 1.430 1.522
WS-EI-AX 1.469 1.532
WS-ES-AX 1.503 1.563

Table 3 : The density of AX films and nanocomposite films.

2.5 Water sorption properties

Figure 3 presents the water sorption isothermalf@amples (matrices and composites),
for pure CNC and for theoretical composites cumasulated on the basis of a mixing rule,
adding the water uptake contribution of each corepofmatrix and CNC taking into account

their relative percentages).
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At high relative humidity, for the pure matricesjs obvious that the highly substituted
fraction (WS-ES-AX, amorphous) displays the highestter content whereas the lowest
water uptake was found for the poorly substitutadtion which results in the semicrystalline
film (WI-AX, 24% crystallinity). Similar results hae been obtained previously by Zhang et al.
(Zhang, Pitkanen et al. 2011) on another batclnmeiet AX fractions extracted with a similar
protocol. AX water sorption is then well correlatgdh their crystalline degrees (and Ara/Xyl
ratio) at high relative humidity. Similar resultave also been obtained by other authors for
very high RH (Hge, Sternemalm et al. 2008; Sternemalm, Hdijd.2@08; Stevanic, Joly et

al. 2011).

At lower RH (from 10 to 50% RH), for the matricegbe situation is surprisingly
reversed: the most substituted fraction (WS-ES-8KQws the lowest moisture uptake. This
could be attributed to more numerous or availab&ewsorption sites for the amorphous

phase of the WI-AX matrix than for the WS-ES-AX one

Figure 3 displays the sorption isotherm for puldCCas a reference. As attempted,
CNC has the lowest water uptake regardless the &idl Idue to its high crystallinity
(Belbekhouche, Bras et al. 2011). The theoreticalewsorption curves were calculated by
taking into account the contribution of each conmgar(using a mixing rule). By comparison,
sorption isotherms (experimental matrix curves emaesponding theoretical nanocomposites
curves) are all superimposed up to around 80%. thxidiof the filler does not modify
theoretically the water uptake of the matrices up to around &%due to the low CNC
content. It is then necessary to reach 80% RH seme the effect of the filler. In fact, above
80% RH, the nanocomposite sorbed less water tleapule matrices except the WI-AX-5%

CNC film, which shows similar water content as tHd-AX film. The water content
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decreases with CNC loading and the films filledhwiit0% CNC show the lowest absorbed

water amounts. It has been shown by Mikkonen e2@10 (Mikkonen, Mathew et al. 2010)

that the water content of films containing CNC wawer than that for films from pure

mannans.
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Figure 3 : water sorption isotherm curves of arabinoxylamagiland their nanocomposite films with 5
and 10 wt.% cellulose nanocrystals at 20°C. A: VW-Based films; B: WS-EI-AX based films; C:

WS-ES-AX based films.

Below 80% RH, it is clear that the addition of CN&perimentallymodifies the

hydration properties of the AX matrices. The watentent decreases slightly for WI-AX

based nanocomposite (Figure 3A), but increasesidapcomposites made from the soluble

fractions (Figure 3B and 3C), especially for the WS-AX based films. The increase in the
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water uptake is surprising after the addition ofeas hydrophilic component (CNC) to
arabinoxylan. Anglés et al. 2000 (Anglés & Dufres2@00) observed the same trend at low
water activity for starch and tunicin whiskers nemmposites. Due to the presence of CNC,
the hydrogen bonding network of xylans chain mibkt disturbed. Consequently, water
sorption sites previously involved in H-bonding buwbecome available. Contrarily, the
decreasing moisture uptake observed for WI-AX-5 a6& CNC films is usually explained
by the interactions established between unsubstituylose units and cellulose nanocrystals,

leading to slightly limited moisture uptakes.

2.6 Viscoelastic properties

Thermal transitions have been evidenced using laatfiecal analyzer (DEA) for AX
films and nanocomposites containing 5 and 10 wtCCBoth beta and alpha transitions can
be determined (Bag, Beaugrand et al. 2010; Lenthkaamke, 2001; Mikkonen, Stevanic al.
2011) as a function of the relative humidity. Irgliie 4 and 5, the temperature position of
these transitions has been plotted as a functidheofvater content previously obtained from

the water sorption isotherms.

2.6.1 Beta transition

The beta transition temperature corresponding éldlcal mobility of the polymer
chain was measured at three different RHs (33%, &48675%). The results present in Figure
4 for pure AX films show that the beta transiti@miperature increases with increasing the
degree of substitution as already reported by (gh&itk&nen et al. 2011). For example, the
beta transition temperature increases from -64tGhe poorly substituted fraction (WI-AX)
to -19°C for the highly substituted fraction (WS-BX) at 54% RH. In our present study, the
correlation is maintained as the beta T range ffoénfor WI-AX fraction to -36 for the WS-
ES-AX fraction at 54% RH. When xylan chains confaigh levels of arabinose substituents,

the local mobility of amorphous xylan chains seetmsbe limited probably due to the
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development of an H-bond network. This phenomeoobserved for the three investigated

RHs. The WS-EI fraction presented the higher wetetent dependence (higher slope, higher

plasticization effect, central Figure 4).
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Figure 4 : Beta transition temperatures of arabinoxylans figmd their nanocomposites with 5 and 10
wt.% cellulose nanocrystals

The beta transition temperature is found to ineefas all nanocomposite films (at

each RH) as compared to the pure AX films. Thisdatks that the chain mobility is reduced

when the AX films are filled with CNC. This phenonua is usually attributed to interactions

between CNC and lateral groups of the xylan matrithe amorphous phase. These specific

interactions could limit the movement of polymeauts. It is interesting to note that opposite
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results were observed by Mikkonen et al. (MikkonBmvanic et al. 2011). These authors
found that the beta transition temperature dectedse the galactoglucomannans (GGM)
films plasticized with 40% glycerol when filled witmicrofibrillated cellulose (MFC). This

phenomenon was explained by a complex situationced by the presence of high glycerol

content in this ternary system (Glycerol, GGM and@).

2.6.2 Alpha transition

Figure 5 represents the evolution of the alpha sitemm temperature of pure
arabinoxylans films (matrices) and their nanocontpsesas a function of moisture content.
For the matrices this value ranged between -32%Crearly 60°C for the different relative
humidities or water contents. For all pure AX filnise alpha transition temperature decreases
due to the plasticization effect induced by watesleoules when RH increases, as often
reported for polar polymers. At 75% RH, it dradlicalecreases although the water content

was nearly twice as high as 54% RH.
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Figure 5: The alpha transition temperatures of arabinmg/®ims and their nanocomposite
films with 5 and 10 wt.% cellulose nanocrystals.

At lower RH (33% and 54% RH), the two less subtiufractions WI-AX and WS-
EI-AX have similar alpha transition temperaturet aumuch lower value is observed for the
highly substituted one (WS-ES-AX). It seems, asmfited, that more crystalline structures
have higher relaxation temperature (lower macromdée mobility). At low RH, the alpha
transition temperature values does not change fbAXVand WS-EI-AX fractions when
adding cellulose nanocrystals, but increases sogmifly for WS-ES-AX based films.

The alpha relaxation position increases for the BE=AX based composites over a
wide range of RH showing that the filler seems ¢onfiore efficient for this very substituted
and amorphous fraction. The reinforcement for offactions could be partially masked or
perturbed by their semi-crystalline nature.
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The results obtained are in agreement with previeworks. Mikkonen et al.
(Mikkonen, Stevanic et al. 2011) observed that Tgalactoglucomannan-based films was
increased when reinforced by microfibrillated clele. Roohani et al., 2008 (Roohani,
Habibi et al. 2008) obtained higher Tg for PVA fdmeinforced with cellulose nanocrystals at
high moisture atmosphere. The reinforcement eff¢¢tigh RH was also observed with the

highly substituted matrix in our study.

2.6.3 Apparent activation energy of alpha and beta relaixen

In the former paragraph, the alpha and beta retaxa¢mperatures were determined
by using DEA for the AX films from x different fregncies (1 to 100 000 Hz). On the basis
of paired values of frequency and temperature, arhehius plot could be traced. The
apparent activation energies of alpha and betaattan (Ea) were calculated from the

diagram log(freq) = f (1000/T) using eq 1 (Lentiddfamke, 2001).

.I:T — A—Ea/ RT Eq1
where t is the frequency, A is a constant, Ea is the attw energy, R is the
universal gas constant = 8.3145 J/mol.K, and Rastémperature in K. The activation energy
is calculated for the alpha and beta relaxatiothi@te relative humidities for AX based films

and presented in Table 4.
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Ea alpha relaxation (kJ/mole) Ea beta relaxatkdimgole)
33% RH 54% RH 75% RH 33%RH 54%RH 75% RH

WI-AX 132 103 90 58 88 60

WI-AX + 5% CNC 123 95 86 79 69 50
WI-AX + 10% CNC 113 91 93 98 70 50
WS-EI-AX 128 121 87 78 71 58
WS-EI-AX + 5% CNC 132 111 83 66 63 56
WS-EI-AX + 10% CNC 138 129 85 66 65 53
WS-ES-AX 106 112 88 76 67 52
WS-ES-AX + 5% CNC 124 126 84 65 60 56
WS-ES-AX + 10% CNC 129 97 79 71 73 54

Table 4: The activation energy of alpha and beta relaxatigoure AX films and their nanocomposite
films (The values were calculated from duplicates).

The Ea of alpha relaxation is ranged between 13B7&nkJ/mol. These results are
similar with those obtained by (Mikkonen, Stevaeical. 2011) for galactoglucomannan
based film (11.3% RH) or by Lenth et al. (Lenth aKdmke, 2001) by DEA for
hemicelluloses in wood, but seem to be lower tlnmseé obtained by other authors for birch
xylan (Olsson and Salmén, 2003). In fact, the atitim energy is apparent because
hemicelluloses are constituted of a blend of maoteaqules which can be characterized by
different activation energies. The calculated apptiractivation energy could reflect the
combination of lower activation energies and highetivation energies for more or less
mobile species as the relaxation peaks are wide.

For the matrices, the activation energy determioe@lpha relaxation decreases with
increasing moisture content that is to say the mpely mobility. A decrease of activation
energy with increasing mobility was observed folary(Olsson and Salmén, 2003). At low
RH (33%), the samples present the highest valuese(than 106 kJ/mole). At high RH

(75%), all the fractions possess similar Ea betw&emand 90 kJ/mole. The WI-AX fraction
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seems to show a higher dependency on moisturerdatizn the two other fractions. These
results indicate that when the moisture contenteg®ed, the polymers need less energy for

softening due to plasticization.

The activation energies for the beta relaxatiothef matrices are, as expected, lower
than the alpha relaxation ranging from 97 to 5@nkJé which represent a larger extent values
compared to galactoglucomannans films at lower RikKonen, Stevanic et al. 2011). As for
the beta relaxation, the Ea for beta transition &d to decrease with increasing the water
content except WI-AX fraction. At low RH, the Eataimed from WI-AX was not quite
reliable since the peak of tangent delta was tardto be well identified. Upper 54% RH,
the Ea decreased slightly from the poorly sub&iitdtaction to the highly substituted fraction

displaying a slower relaxation process for the posubstituted AX.

Regarding the Ea of alpha relaxation obtained ftbennanocomposite films, the data
are more scattered. This could be due to a noegiedistribution of the fibers in the polymer

matrices.

The Ea of beta relaxation seems to decreaselglightn the films were reinforced by
nanocrystals that is to say when local mobilitgléxreased (the beta relaxation temperatures
increase with the nanocrystals contents). The dsuorg activation energy would reveal a
faster relaxation process for the nanocompositestilThis phenomenon might be due to the
new interactions established between the matrixfiléars replacing part of those in matrix

chains.

2.6.4 Oxygen permeability and solubility
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The oxygen solubility of nanocomposite films measuent has been carried out for
the two extreme fractions: WI-AX and WS-ES-AX meé&s. The solubility is reduced by 47%
for WI-AX based film, whereas only 22% is found #S-ES-AX based film (Table 5). The
decrease oxygen solubility is not in a direct retaghip with the only 10% added CNC which
are impermeable and could be probably due to ictierss between: CNC and AX matrix,
resulting in lower fractional free volume (higheensity observed) and leading less

opportunity for oxygen to interact with the WI matr

Sample Oxygen solubility Oxygen solubility
(mol/m®Pa) AX films (mol/m®Pa)
AX + 10wt% CNC
WI-AX 1.23 x10° 0.64 x 10
WS-ES-AX 1.12 x10 0,88 x 10

Table 5 : The oxygen solubility of AX films and nanocompoditens

The oxygen permeability coefficient measurementdrdg been performed with WS-EI-
AX fraction and its nanocomposite film by using @ronercial apparatus which need more
samples quantity. The results are presented ineT@blThe oxygen permeability of WS-ES-
AX films decrease from 0.84 to 0.60 tpm/ nf.d. KPa (28% decrease rate) after being
reinforced with 10 wt% CNC. As already discussedualthe oxygen solubility, the decrease
in permeability coefficient also exceeds the 10% QCHNontribution indicating that the

interactions established between CNC and matrix.

Sample Oxygen permeability
(cm®.um/m?.d.KPa)

AX film  AX + 10 wt% CNC
WS-EI-AX film 0.84 0.60

Table 6: The oxygen permeability of AX and nanocompo#iites

The oxygen diffusion coefficient has also tried he measured with “micro test
permeation” method as described in chapter 1 foe X films. In order to purge oxygen in
the film, it has been necessary to take very lomg twhich was not observed for pure AX

films. The results of permeability cannot explaihist surprising phenomenon. The

153



experimentations were then given up, as no reasoukl be identified leading to strange

behavior of the oxygen sensor material in the presef fibers.

3 Conclusion

The objective of the present study was to invastighe morphology and physico-
chemical properties of different nanocomposite dilbased on three different fractions of AX
used as matrices in order to focus on filler/matnberactions as a function of the nature of
the matrix. The AX were extracted from destarché@at bran by alkali solution followed by
further fractionation based on the solubility ontevaand ethanol and represented a wide
range of naturally occurring arabinose to xylogesa(A/X: 0.15, 0.65, 1.14) and degrees of
crystallinity equal to 0, 10 and 24 % for theimid. The cellulose nanocrystals used for the
reinforcement of AX matrices were prepared fromtarotlinters by applying sulfuric acid

hydrolysis.

Beta transition temperature decreases from amogptwerystalline matrices (higher
local macromolecular mobility) whereas the alphensition temperature increases (lower

global macromolecular mobility) as attempted fa thore organized AX.

When filled with cellulose nanocrystals (5 or 10 %, the degree of crystallinity of
AX films is not modified; the water content decresw®nly at high RH but presents different
behaviors depending on the matrix at lower RH; #ugdbeta transition temperature increases
significantly for all matrices but a higher increas noticed for the more substituted fraction.
This main result indicates a reduction of the lamacromolecular mobility induced by the
interactions between nanocrystals and the matives& interactions are interestingly more

numerous or intense for the amorphous matrix. Tlhhaatransition temperature increases
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slightly for the amorphous fraction based filmdat and medium investigated RHs. Fibers
reinforcement is more efficient for the amorphotecfion regarding the local mobility and
could partially be in competition with the crystaity rate of the others fractions concerning
the global mobility.

Both oxygen permeability and solubility decreaseewmmanocrystals are added but
unfortunately all the systems were not able to toelied because of their brittleness and

material availability.
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Chapitre 3:

Arabinoxylanes insolubles isolés a partir de ddfés co-produits

céréaliers: Propriétés des films en résultant.
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Résumé :

Les fractions d’arabinoxylanes (AX) insolubles slableau ont été isolées par
extraction alcaline (potasse) a partir de troispoaduits différents de céréales tels que la
paille de blé, le son de blé et les rafles de mla#s. AX insolubles ont été retenus car ils
représentent la fraction la plus abondante ponel@@ht obtenue a lissue du procédé
d’extraction décrit dans les chapitres 1 et 2. &sles fractions d’AX ont été purifiées par un
traitement par la lichenase afin d’éliminer IBgylucanes co-extraits. Les trois fractions
insolubles sont nommées WSAX (pour la paille de-biheat strayy WBAX (pour le son de
blé- wheat bran et CCAX (pour les rafles de maiscern col). Ces fractions possedent des
degrés de substitution faibles avec des rappodsX4t respectivement de 0,10, 0,15 et 0,07.
Les masses moléculaires moyennes en poids sont gr@e identiques pour WSAX et CCAX
(45 000g/mol environ) contre 166 000 g/mol pour AXB Les types de substitution sont
également variables en fonction des origines bqtaas.

Les propriétés des films réalisés a partir detoa@s fractions ont été étudiées. Les
polymeéres sont tous semi-cristallins avec un ddgréristallinité de 26 % pour CCAX, de 24%
pour WBAX et de 19 % pour WSAX. Les isothermes dgpson d’eau nous permettent de
souligner le comportement plus hydrophile de l&tfcen WSAX. Les relaxations alpha and
beta des chaines de polymere sont caractéristipids structure de ces dernieres: outre la
plastification classique par 'eau, CCAX présentecomportement particulier traduisant une
mobilité macromoléculaire spécifique (plus élevedfribuée aux groupes pendant plus
volumineux jouant le réle de plastifiant interneslpropriétés de transport de I'oxygene n’ont
pas pu étre mesurées du fait de la fragilité dessfprobablement liée aux faibles masses

moléculaires des AX les constituant.
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1 Introduction

Arabinoxylans (AX) are the major hemicelluloses thosound in cereal grain co-
products such as wheat bran, wheat straw, cornetol{Pauly and Keegstra, 2008). The
arabinoxylans isolated from high lignified tissue® less substituted by arabinose (Pastell,
Virkki et al. 2009). On the counter part, cereahrbisuch as rye, wheat, oat and rice bran
contain highly substituted arabinoxylans (lzydokcand Biliaderis, 1995). The AX from
wheat bran are reported to possess high averagerqumioarabinose (Ara/Xyl = 0.60), arad
contain large proportions of-Araf doubly substituted xylose residues (Zhang, Pitkéasteal.
2011), whereas ©-Methyl-GlcpA is present in very small quantity (Bergmans, Bedth et
al. 1996). The xylans isolated from corn cob andeathstraw contain low amounts of
arabinose with additional @-Methyl-glucuronic acid (Ebringerova, Hromadkova at
1998). The arabinose to xylose ratios are repdddsk 0.33 for corn cob and 0.12 for wheat
straw (Pastell, Virkki et al. 2009). The disaccHarside groups in which theL-Araf unit is
further substituted witlg-D-Xylp were found in AX of corn cob (Ebringerova, Hroméd&
et al. 1992), but not in wheat straw and wheat .bféie molar mass of AX could be different
depending on cereal species. Generally, AX in ¢esieaws like rye and wheat straw have
lower molar mass ranging from 21 760 to 22701 g/fapkye straw (Xiao, Sun et al. 2001)
and 24 000 to 30 000 g/mol for wheat straw (SummKiason et al. 2000). Corn cob AX are
reported to have higher molar mass between 54 @D %t 000 g/mol (Hromadkova,
Kovacikova et al. 1999). Molar mass W of AX isolated from wheat bran are found to be
much higher than that of corn cob and wheat stramging from 110 000 to 309 000 Da

(Hollmann and Lindhauer, 2005; Rémond, Boukaril.e2@08).

AX structure has a strong influence on their filnogerties. The substitution degree

(Ara/Xyl) has been found to correlate with the nfaiogy, thermal stability, water sorption
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property and barrier property. The aim of the pneéséudy is to focus on water insoluble AX
isolated from different cereal by-products and dtablish relationships between the structure
of these AX and their film properties. These fraci have been selected for their higher yield
from previous study (Zhang, Pikanen et al. 2011 potential lower hydration rate. Indeed,
the intrinsic variability of AX in such differenteceal species such as substitution degree, type
of side chain, and molecular weight is supposedetd to different physico-chemical
properties of the polymers, and likely their filmoperties. The AX used in this study have
been isolated by alkaline extraction and then ibaeted to lead to the isolation of a

predominant “water insoluble AX fraction” (Zhangik&nen et al. 2011).

2 Results and discussion
2.1 Chemical composition of water insoluble fractions

Three water insoluble AX fractions were obtaineahirthree types cereal by products.
The arabinoxylans isolated from wheat Straw are athnWSAX; from wheat Bran were
named WBAX; and CCAX for Corn Cob.

The wheat bran was reported to contain about 40%Xofelated to dry matter. The
wheat straw and corn cob using in our study wertedoto contain 25% and 32% of AX
(related to dry matter, data not shown). Accordingisolation procedure employed, the
extraction yields were calculated base on sevedtsheions. 41.% 4.9 % of AX originally
present was extracted from destarched wheat b8a2;+3.3 % from wheat straw and 384
4.0 % from corn cob (Table 1). As discussed in @Grap, the substitution degree (Ara/Xyl)
can vary depending on the different extraction.ldtse variation of Ara/Xyl ratios were
analyzed for the water insoluble fractions of whataaw and corn cob. The results included

the previous analysis for wheat bran is shown inl§ 4.
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Samples Ara/Xyf ( water insoluble Extraction yield® %

fraction)
WSAX 0.10+ 0.02 39.223
WBAX 0.15+ 0.03 41.6+ 4.9
CCAX 0.07+0.01 38.4 4.0

Table 1: The substitution degree and extraction yields ¢érimactions of AX from wheat straw,
wheat bran and corn cob.

% Arabinose to xylose molar ratios (the values walewated based on 11 extractions for wheat brenpkes, 3
extractions for wheat straw samples and corn coipkes).

b the extracted amounts of AX (before fractionatimiated to the total AX originally present in dratrer (the
values were calculated based on 11 extractionsvf@at bran samples, 3 extractions for wheat stawpes
and corn cob samples)

The chemical compositions of the three isolatedfreXtions are presented in Table 2.
All the three fractions possess high purity withgau contents higher than 74%. The
arabinoxylan contents vary between 61% and 69%erA¥tglucans removal by lichenase
treatment, all the samples contain very minor ansohglucose. All the three AX fractions
from three different cereals co-products presentAoa/Xyl ratios ranging from 0.07 to 0.15.
AX from wheat bran seems to be the most highly suwitsd, whereas AX from corn cob is
the least substituted by arabinose. These low iutish degrees are normal for the “water
insoluble” fractions as it is known that for thelwdde ones, the side groups (tlhe
arabinofuranose) might sterically hinder hydrogemding formed between the main chains
and thus increase the solubility (Andrewartha, IRisilet al. 1979). Ebringerova et al.
(Ebringerova, Hromadkova et al. 1997) obtained Adirf corn cob containing 7.4 - 9.1%
uronic acid. AX from wheat straw were reported tsgess uronic acid content ranging from
4.8 to 5.5% of dry matter (Sun, Tomkinson et al0@) whereas wheat bran was found to
contain lower amount uronic acid (around 2.5 wt%)ese three cereal by-products contain
very low amounts of proteins (around 2 wt.% of orgtter) (Misra, Mehra et al. 2006; Zhang,
Pitkanen et al. 2011). In our AX samples, the hogimtents of proteins are attributed to

contaminating enzymes used in order to renfd»géucan.
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Samples Sugars % Ara+ Xyl %? Glc %° Ara /Xyl® Proteins
content (%)

WSAX 81 61 3 0.10 4.8
WBAX 74 64 3 0.15 10.8
CCAX 83 69 7 0.07 5.5

Table 2 Chemical composition of AX isolated fractions
% % of dry matter

b: molar ratio

2.2 Analysis of the substitution patterns

The AX have been hydrolyzed by endoxylanase (Ske®z glycoside hydrolase
family 10 enzyme) to produce short arabinoxylo-asigccharides (AXOS) further analyzed
by high-performance anions exchange chromatographg.produced AXOS are identified
by comparing with purified AXOS which are used #sndards as previously described by
Pastell et al., (Pastell, Tuomainen et al. 2008he TAXOS abbreviation and their
corresponding structures are listed in Table 3.0Bserved in Figure 1, all the AXOS are
eluted after 25 min. The predominant peak in akk¢hAX samples is eluted at 30.7 min and is
identified as AX. It could indicate that the main substituent ih AX samples is (1:3)
linked a-L-Araf. Similar proportions of AX are found in wheat bran and wheat straw,
whereas this motif is less abundant in corn cobe B{D-Xylp residues disubstituted by
arabinose A”X and A*3XX, eluting at 33.2 and 34.8 min respectively, anpelearly in AX
from wheat bran (WBAX). AX from wheat straw (WSAXhd corn cobs contain only traces
of disubstituted3-D-Xyl p residues with very minor peaks. The disaccharidestgution, D-
Xylp-L-Araf side group (B3X) with elution time at 29.7 min, is only found &X from corn
cob with a significant proportion. An uronic acidigpsaccharide motif is also identified
(U*™2XX). Its peak appears at 32.7 min in AX from whettaw and corn cob but not in that
from wheat bran even if wheat bran was found totaion2.5 % uronic acid in the total

carbohydrate content (Benamrouche, Cronier et0fl2R Wheat bran AX contains the largest

162



proportion ofa-Araf doubly substitution among the eight types AX isadiafrom the different
cereal co-products. The disaccharide side gro@po2D-Xylp-L-Araf is also found in corn
cob AX with significant proportion. Wheat straw andrn cob AX contain similar minor
amounts of the uronic acid oligosaccharid@X.

According the previous work realized by Pastelhlet(Pastell, Virkki et al. 2009), the
A3X has much better response in PAD detection; tbpamse factors are 50% fof*AXX
and OF3X, and 70% for A™X respectively. Thus the AXOS proportion could lséiraated on
the height of peaks basis. In the corn cobs hydetg; AX contains almost the same amounts
of D*3X and A°X. The di-substituted oligosaccharides {3 + AZ*3xX) found in wheat bran
AX present about a half amount of)a

These AXOS profiles are supposed to represent ofabie xylan structures. Indeed,
the Shearzyme endo-xylanase was reported to hysrgdyeferentially the xylans with low
amounts of substituents (Beaugrand, Chambat €08K) as it is the case for these studied
water insoluble AX. However, the poor solubility tdfe water insoluble AX in aqueous

solution could be a factor affecting the enzymdqgrarance.
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Figure 1: HPAEC chromatograms of the oligosaccharides obdairem WSAX, WBAX and CCAX
after hydrolysis witfShearzymexylanase.
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AXOS Name Structure

A3X a-L-Araf-(1—3)3-D-Xylp-(1—4)-D-Xyl A
|
X-X
A% a-L-Araf-(1—2)-[a-L-Araf-(1—3)]-B-D-Xylp- A A
(1—>4)-D-Xylp |/
X-X
A%XX  o-L-Araf-(1—2)-[o-L-Araf-(1—3)]-B-D-Xylp- AA
(1—4)-B-D-Xylp-(1—4)-D-Xylp |/
X-X-X
D**X  B-D-Xylp-(1—2)-0-L-Araf-(1-3)$-D-Xylp-1—-4)-  x
D-Xyl |
i
X-X

U*™XX  4-O-Mew-D-GlepA-(152)-D-Xylp-(154)-D-Xyl  praGleA

|
X-X-X

Table 3: The different arabinoxylo-oligosaccharides ideatifby HPAEC

2.3 Analysis of hydrolytic efficiency of Shearzyme

In order to compare the hydrolytic efficiency oéthylanase on the three AX fractions,
the amount of reducing sugars produced by the aglaruring hydrolysis of AX have been
guantified. The reducing sugars contents in therdlydates have been determined by
dinitrosalicylic acid (DNS) assay. The xylose, Xyilmse and xylotriose contents have been
also quantified to analyze the hydrolytic capaceiging high performance anion exchange
chromatography (HPAEC-PAD). The hydrolytic yielddalculated based on the theoretical
reducing sugar contents compared to the experiineaiizes (Table 4). Figure 2 presents the
reducing sugar contents and the contributions efdifferent oligosaccharides in the total
reducing sugars amounts. The percentage values lafg “chain” oligosaccharides
(polymerization degrees > 3) are calculated byrsghbhg the amounts of xylose, xylobiose
and xylotriose. The hydrolytic yields decrease frivs-AX (75%) to CCAX (49%). The

experimental reducing sugars concentrations deeraas respectively from wheat straw AX
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(WSAX) to wheat bran AX (WBAX) and to corn cob AXCCAX). CCAX presents the
lowest branched degree leading to a probable logadsbility in aqueous solution. This could
thus cause lower hydrolytic efficiency of the eneyon this sample. The highest long chain
oligosaccharides contribution is found to be 62%wvireat bran AX, and the lowest was 57%
in wheat straw AX. The WBAX presents a high bramchiegree (A/X=0.15) and a large
proportion of di-substitute@®-D-xylp residues witha-Araf. As the endo-xylanase was not
able to hydrolyze the highly substituted parts,éhgyme is slightly less efficient on WBAX.
Xylanase seems to be most efficiently active on \WS#e to the highest reducing sugars
content produced and the lowest long chain oligdsa@des contribution, whereas WSAX
possess a moderate substitution degree among rifdesa This high efficiency of xylanase
could be attributed to the more simple structurdXxffrom wheat straw. As described from
Figure 1, the AXOS chromatograms revealed that WSAMcture is related mainly to-{3)
linked a-Araf substituents and to small amounts ofO44e-a-D-GlcpA, whereas
disubstituted xylose residues and disaccharidegioeps are found in WBAX and CCAX in

relatively large amounts.

Samples Theoretical reducing  Experimental reducing Hydrolytic
sugar contents (ug/mL) sugar contents (ng/mL) yield %
WSAX 2804 2095 75%
WBAX 3103 1929 62%
CCAX 3086 1493 49%

Table 4 : The theoretical and experimental reducing sugatects and hydrolytic yield
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Figure 2: The reducing sugars contents and the contribufigxX®S in the hydrolyzate

2.4 HPSEC analysis

All molar masses were determined in DMSO solutiontaining 0.01 M LiBr using
gel permeation chromatography. The results are showable 5. DMSO seems to be a good
solvent to solubilize the AX fractions (PitkaneniyRki et al. 2009). In fact good recoveries
are found ranging from 67% to 93% for all sampkX.from wheat straw and corn cob are
eluted nearly at the same time whereas AX from whean is eluted earlier (Figure 3).This
indicates that AX from wheat straw and corn cobehawnilar molar mass, which are almost
3-fold lower than that of wheat bran. This diffetenis also demonstrated by RALs peak
intensities: wheat bran AX is eluted with the higihéght scattering peak intensity. The
intrinsic viscosity increases usually with incremsmolar mass. The lower intrinsic viscosity
found in WSAX and CCAX could be related to corrasgiog lower molar mass. Moreover,
AX from wheat straw and corn cob present probalgys| homogeneity due to higher
polydispersity index. The RALS signal in WSAX andC&X shows distinct shoulders,
indicating partial aggregation of the samples. Thé peaks are situated before the RALS
main peaks and nearly at the same position wittstioellder peaks. The UV peak intensity of
AX wheat straw and corn cob are quite higher thtweatv bran sample one. These features
could be attributed to higher amounts of uronicdaside groups, which might be more
selective to be attached with impurities such anphacid (Fry, 1986).
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Samples A/X Mw (Da) IV- (dl/g) Polydispersity Recovery (%)

WSAX 0.10 46 000 0.56 1.92 71
WBAX 0.15 166 000 2.42 1.30 67
CCAX 0.07 43 000 0.67 1.54 93

Table 5: Molar mass average (), intrinsic viscosity (IV), polydispersity and m@eery obtained
from HPSEC.

650 1

0 10 20 30 O (') 1'0 2'0 :Ié,o
retention time (min) retention time (min)

Figure 3: Chromatograms of HPSEC obtained by detectors ddative index, viscometer and UV.

2.5 X-ray analysis
The X-ray analysis was carried out to evaluatectiystallinity of AX films (Figure 4).
A highly substituted AX samples from wheat branwimg complete amorphous structure is

used as amorphous background in order to calctilatdegree of crystallinits:, as follows:
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q) —1— (Zlamorphous>

2Imeasured

where Iymorphous IS the intensity scattered from amorphous regiares, the amorphous
background fitted into the diffraction profile, ang,c.sureq IS the total measured intensity.
All AX samples present a semi-crystalline morphglagrcording to their low degree of
substitution (ranging from 0.07 to 0.15). From difftion pattern profiles, diffraction peaks
could be defined for all AX films. Table 6 showgtbalculated degrees of crystallinity of AX
films. The higher peak intensities could be obsérfee AX from wheat straw and corn cob.
The degrees of crystallinity are the same for cb (26 + 4 %) and wheat bran (24 + 4%)
but present a slightly lower value for wheat strél® + 4%). Other studies have been
determined AX crystallinity degree from other p&rfor example, a debranched AX isolated
from rye was reported to present a degree of a@ifysty at 19 + 3% with Ara/ Xyl ratio of
0.16 (Stevanic, Joly et al. 2011). The AX from spelt plasticized with 10% glycerol had a

crystallinity degree of 23% (Mikkonen, Heikkinenatt 2009).

— — CCAX
—— WSAX WBAX .
......... Crystalline model ++++++--- Crystalline model -eseeeee Crystalline model
— — Amorphous model — — Amorphous model — — Amorphous model

2I0 I30 I40 5010 20 30 40 50 10 20 30 40
20 () 20() 26()
Figure 4 : X-ray diffraction profiles

Samples Ara/Xyl Crystallinity (%)
WSAX 0.10 19+4
WBAX 0.15 24 +4
CCAX 0.07 26 +4

Table 6: Degree of crystallinity of extracted AX
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The crystallite size in different direction is calated using the Scherrer equation.
Only the two defined diffraction peaks (100 at 2lahd 011 at 12.5°) are served to calculate.
The single xylan crystallite size is found approately the same values for all samples, near

11 nm for both (100) and (011) lattice planes.

The xylan chains were known to be arranged in trenfof double helices. A
hexagonal crystal structure was also identified @oystalline xylan (Nieduszynski &
Marchessault, 1972). The unit cell dimensian=(b) perpendicular to the chain axis of xylan
is determined in this study. The crystal paramaterfound to be the same for corn cob and
wheat bran samples € b = 9.10 A). A less compact structure is discove@mdwheat straw
samples as = b = 9.17 A. For all samples, the parameter ¢ inhihigzontal direction of the
chain axis remains constant. By comparing the alysarameters with the xylan dihydate
model @ =b = 9.64), all the samples seem to have more congpaattures in perpendicular

direction of the chain axis.

The results obtained are in good agreement withptheious study. Mikkonen et al.
(Mikkonen, Heikkinen et al. 2009) analyzed the 8lof AX from oat spelt with Ara/Xyl of
0.14. The crystallinity was found between 20 ang2®ntaining various levels of plasticizer.
The film prepared with debranched rye AX (Ara/X116) possessed a crystallinity of 19%

(Stevanic, Joly et al. 2011).
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2.6 Water sorption properties
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Figure 5 : Water sorption isotherms curves

Water sorption behavior of AX samples are showfigure 5. From the isotherms, it
is obvious that the samples water contents increate increasing relative humidity. AX
from wheat bran and corn cob present very similatewsorption behavior throughout all the
investigated humidities although corn cob AX hdeveer Ara/Xyl ratio than wheat bran AX
and contain much more uronic acid as side groupsefally, the presence of charged groups
on the molecule could encourage water uptake,otitis study, no significant difference was
observed between the two samples. AX from wheatspresents a special behavior: by
comparing with wheat bran and corn cob samplesatteaw AX absorbs more water under
80% RH and less water upper 80% RH.

The water sorption behavior is not very well catedl to the Ara/Xyl ratios, although
such correlation was obtained previously (ZhanigaRen et al. 2011, chapter 1). At low and
moderate RH, the highest hydration rate is foundwimeat straw AX with moderated
substitution degree. This phenomenon could be dubé simple decorating units of wheat
straw AX: only singly substituted-Araf residues were appeared allowing probably more
sites for hydrogen bonding with water. At highelative humidity, wheat straw AX sorbs

less water (35%) than the other species (clos8%)4
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2.7 Viscoelastic properties
A dielectric analyzer (DEA) was used in order t@algme the AX chain mobility through
the viscoelastic properties of polymers. The raesale presented in Figure 6. The samples

water contents were obtained previously from isotheater sorption measurement.

80 1
Water content
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Figure 6: Average values of beta transition temperatures aptia transition temperatures of
prehydrated AX films as a function of the water tem.A: Beta relaxation temperature curves B:
Alpha relaxation temperature curves

- T beta

The beta relaxation temperatures were measurednos fieces prehydrated at three
different relative humidities (33%, 54% and 75%f)eTresults are presented in the Figure 6A.
The local mobility of polymer chain is studied hetbeta transition temperature. The higher
the beta transition temperature is, the lower digallchain mobility is. A relationship between
the beta transition and the structure of AX filnmeni wheat bran were demonstrated by
Zhang et al. (Zhang, Pitkédnen et al. 2011). Inddeel beta transition temperature increased
(local chain mobility decrease) when the substitutdegree increased: This loss of local
mobility has been attributed to the intermolecuilgdrogen bond network established thanks
to the presence of arabinose side group, whichdcstiffen the polymer chain. In this present
study, the substitution degree decreases as folp¥WiBAX > WSAX > CCAX. The highest

beta transition is obtained for WBAX whereas thedst are found for CCAX throughout all
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relative humidities. This result corresponds wellhwour previous study, the beta transition
temperature being still well correlated to the arabe substituent amounts.

In Figure 6A, the evolution of T beta as a functafrthe water content is displayed.
For WBAX and WSAX, T beta decrease with the hydwatrate as often reported for
plasticizing effect. Unexpectedly, a T beta inceesnoticeable for the CCAX samples when
the RH increases (from -72°C at 33% RH to -66°C5i% RH). The increase of thg Whith
water content increase suggests that complex gtienaoccurs between water and the lateral
groups of CCAX. The rotation movements are shift#gd correlated motion of water and

lateral groups.

- T alpha

The alpha transitions which mean the global polyrakain mobility were also
measured using the dielectric analyzer. The resukispresented in Figure 6B. The alpha
transition temperatures are influenced by sevesigdmpeters such as the substitution degree,
the crystallinity degree and the molar mass of pay etc. At low relative humidity (< 54 %
RH), similar alpha transitions are observed for 80dwheat bran and wheat straw, but corn
cob AX are much lower. As expected, T alpha deer@dsen the hydration rate increases due
to plasticization by water. Meanwhile, AX sample aifrn cob presents much lower alpha
transition temperatures. This is noticeable as ¢wisnsample has similar substitution degree,
molar mass and crystallinity degree as AX of wheteaw especially below 20% of water
content. The lower T alpha observed for CCAX cookdrelated to the presence of specific
longer side branch @X) leading to a less compacted conformation in ahous part
(acting as an internal plasticizer). AX of corn cbhve then the highest polymer chain
mobility. Wheat straw AX sample has a higher T algilan wheat bran AX which has a more

significant drop at 75% RH.
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3 Conclusion

The three water insoluble arabinoxylans fractiorsisolated from different cereal co-
products such as wheat straw, wheat bran and alrnThe three fractions are obtained by
alkali extraction and a fractionation step is fertltarried out by water. The AX fractions
display a different ratio Ara/Xyl ranging from 0.8@r corn cob AX to 0.15 for wheat bran
AX, various molar mass ranging from 43 000 g/mal dorn cob AX to 166 000 g/mol for
wheat bran sample and also different substitutatiepns.

According the variation of their compositions arnrustures, their films demonstrate
different physico-chemical properties. The resuidicates that corn cob AX has a slighly
higher crystallinity degree with the lowest Ara/X{ilhe wheat straw sample has a different
water sorption behavior which could be due to seng#corating units allowing more sorption
sites. The local chain mobility decreases with @asing Ara/Xyl ratios. The corn cob AX
presents a significant highest global chain magb{lbwest T alpha) probably due to its longer

side group (B>X) acting as internal plasticizer (or “spacer chain
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Discussion générale

Le travail de thése s’est focalisé sur plusieuastions d’arabinoxylanes (AX) isolés a
partir de divers organes (paille, son, rafles) etdeux especes végétales différentes (blé,
mais). L'objectif de ce travail était (1) d’étudikss relations entre les compositions et les
structures de ces arabinoxylanes et certainesude peopriétés physico-chimiques lorsqu’ils
sont mis en ceuvre sous forme de films; (2) d’éwdimpact d’un ajout de nanocristaux de
cellulose sur les propriétés des films nanocomessitbase d’AX.

Les enjeux de la thése sont : (1) de tirer paieiéa variabilité structurale intrinseque
des hémicelluloses (origines végétales et fracéomenmt), (2) d’étudier les propriétés des
films renforcés par des nanocharges de cellulose.

Dans un premier temps, les travaux ont visé a predun large panel d’AX a partir de
trois ressources végétales différentes de plamiesedies (paille de blé, son de blé, rafles de
mais) afin de disposer de polyméres présentantaepositions variées, des structures ainsi
gue des masses moléculaires variées. Les différgmeulations d’AX ont été extraites par
un méme procédé alcalin (potasse) et séparéesisririctions en fonction de leur solubilité
dans 'eau et dans I'éthanol (50%, v/v). Les fi@ats d’AX obtenues sont :

1) insolubles dans I'eau : WI-AX

2) solubles dans I'eau et insolubles dans I'éthanéb 5QVS-EI-AX

3) solubles dans I'eau et solubles dans I'éthanol 5896-ES-AX

Le procédé d'extraction mis en ceuvre durant nétigle a permis d’obtenir des
rendements d’extraction satisfaisants s’élevar2% 4AX de son de blé), 39% (AX de paille
de blé) et 38% (AX de rafles de mais). Dans léarktture, Bataillon et al. (Bataillon, Mathaly
et al. 1998) ont isolé les AX de son de blé patadsoude a différentes concentrations. Les
rendements d’extraction variaient de 19 a 35% @mamtant la concentration de la base. Un
rendement plus élevé (environ 50%) a été obtenuHmimann et al. (Hollmann and
Lindhauer 2005) lors de I'extraction des AX de sieblé par du peroxyde d'hydrogene a 2%.
Dans le cas de la paille de blé, Sun et al. (Samjther et al. 1996) ont réalisé des extractions
successives des AX avec des concentrations de sooidsantes conduisant a un rendement
d’extraction de 33,5%. A partir de rafles de mdispmadkova et al. (Hromadkova,
Kovacikova et al. 1999) ont obtenu des rendemeéptdrdction des AX variantde 31,5 a 38,1%
en fonction de la concentration de la base, dergpérature d’extraction et de la mise en
ceuvre éventuelle d’'un traitement aux ultrasons.re@adements obtenus dans notre cas sont

sans doute non optimaux mais satisfaisants endegiarbut de ce travail, centré sur la
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caractérisation des AX. Durant ce travail de thésa, été nécessaire de réaliser plusieurs
extractions-fractionnements d’AX pour chacune dessources végétales devant les faibles
quantités produites a chaque extraction a I'échliéaboratoire (environ 10 grammes) et les
besoins nécessaires a la caractérisation. Ceciangosduits a gérer de multiples lots d’AX
extraits et a caractériser systématiquement daptagdt« blancs ». Une extraction semi-pilote
du substrat de base (son de blé désamidonné) asamaitdoute été judicieuse.

Les résultats de composition en sucres des dieessdlAX produits indiquent une
variabilité relativement élevée en terme de rappoar’Xyl ce qui reflete une hétérogénéité
importante du matériel de départ (hétérogénéité xgdmnes dans les parois végeétales).
Cependant quelle que soit la biomasse végétalsadille fractionnement des AX en fonction
de leur solubilité dans I'eau et I'éthanol a perdi@btenir trois fractions distinctes de par leur
rapport Ara/Xyl et ceci pour toutes les extractio@alisées. La pureté des AX s’est avérée
relativement importante puisque les teneurs enrnemnet en protéines étaient inférieures a 2%
et 5,6% respectivement pour toutes les fractioAsXdEn revanche, la teneur en glucose de
certaines fractions est importante notamment damcsi$ des AX insolubles dans I'eau (13%
pour WI-HC de son de blé, 24% pour WI-HC de paikeblé, 7,2% pour WI-HC de rafles de
mais ; le terme HC-hémicelluloses correspondantfXiavant action de la lichenase). Des
interactions intermoléculaires entre xylanespeglucanes décrites par lzydorczyk et al
(Izydorczyk and Biliaderis 2000) pourraient étrel'@rigine d’'une co-extraction de§-
glucanes lors de I'extraction alcaline des AX. taitement des fractions avec une lichenase a
permis de réduire la teneur en glucose mais erll@arane augmentation de la teneur en

protéines a été observée au sein des fractionédsai

Pour la suite de nos études, nous avons choisiagailter avec les trois types de
fractions obtenues a partir du son de blé (WI-AXSABI-AX, WS-ES-AX) ainsi gu’'avec les
fractions insolubles dans I'eau (WI-AX) obtenuepadtir de la paille de blé et des rafles de
mais. Ce choix a été guidé par les quantités d’Ak¥mues au sein de chaque fraction. Le

rapport Ara/Xyl est retenu comme parametre d’épelenettant la caractérisation des AX.

- Caractérisation de la composition, de la structureet des masses moléculaires
des arabinoxylanes
Dans notre étude concernant les AX de son dddsdérois fractions d’AX présentent
des rapports Ara/Xyl variant de 0,15 (WI-AX) & 1,{WS-ES-AX) (valeurs moyennes
établies aprés répétition du procédé de fractiommm). Plus le degré de substitution par les
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résidus arabinosyl est important, plus les AX ssmitibles dans I'eau et dans I'éthanol. Le
type de substitution a été étudié apres hydrolyse AX en arabinoxylo-oligosacharides
(AXOS) par une xylanase. Les AXOS obtenus ont émaparés par HPLC a des AXOS
connus (comparaison des temps de rétention) pemedinsi d’obtenir des informations
guant aux motifs structuraux présents au sein demnes d’AX. Le motif xylose
monosubstitué par I'arabinose enl,3 (A’X) est présent en quantité importante dans la
fraction WI-AX alors qu'il est peu présent dansfiaction WS-ES-AX. Les résidus xylosyl
di-substitués em-1,2 et a-1,3 par l'arabinose (B3X et A?*3XX) sont principalement
présents dans la fraction WS-ES-AX. Les quantig@sndno-substitutions et di-substitutions
sont trés proches dans la fraction WS-EI-AX.

Afin d’évaluer l'efficacité de la xylanase et aimmbtenir des informations quant a la
représentativité des motifs structuraux détectésgmport a 'ensemble des polyméres d’AX
étudiés, des dosages de sucres réducteurs orffestitiés dans les hydrolysats enzymatiques
des trois fractions. Les concentrations de su@&dsateurs diminuent de la fraction la moins
substituée (WI-AX) a la fraction la plus substity@¢S-ES-AX)indiquant que la xylanase est
peu efficace sur les chaines de xylanes tres sudstpar I'arabinosePar conséquent, les
motifs structuraux détectés pour la fraction WSASsont probablement peu représentatifs
de la globalité de la structure de cette populadiéX.

Un traitement des trois fractions d’AX de son ¢ ar deux arabinofuranosidases de
mode d’action défini (hydrolyse de liaison osidigae O-2 et/ou enO-3) a permis de
conforter les résultats d’analyse des AXOs et dd@waluer le type de liaisons osidiques
engageant les résidus arabinosyl sur les chaiies d'a plus haute efficacité hydrolytique a
été trouvée dans le cas de l'arabinosidase adiivées monosubstitutions en présence de la
fraction WI-AX (28% des résidus arabinosyl présediEns la fraction sont libérés).
L’arabinosidase active sur les di-substitutionsbé&re un taux de de substituants arabinose
inégalé (15%) a partir de la fraction WS-EI-AX. ©fiet synergique a également été observé
avec les deux arabinosidases agissant simultanémd&do des résidus arabinosyl ont été
libérés a partir des fractions WI-AX et WS-EI-AXakction des deux enzymes simultanément
sur la fraction WS-ES-AX est moins efficace puis@ie8% des arabinosyl seulement sont
libérés.

Dans le cas de la paille de blé et des rafles ds,nmas études ont été centrées sur les
fractions insolubles dans l'eau du fait de l'importe massique de ces fractions
comparativement aux fractions WS-EIl et WS-ES. Heteline quantité élevée d’AX est

nécessaire a la caractérisation physico-chimique.
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Les ratios Ara/Xyl des fractions WI-AX de paille dée et de rafles de mais sont
respectivement de 0,11 et 0,07. Les analyses d€3SAKérés aprés action de la xylanase ont
permis de montrer qué fraction WI-AX de paille de blé est riche en idés xylose
monosubstitués par I'arabinose en(1,3) (A°X). En revanche, cette fraction contient une
faible quantité deésidus xylosyl substitués par I'acide&ddméthyl-glucuronique. Le motif 2-
O-B-D-Xylp-L-Araf, substituant certains résidus xylose de la chaiimeipale en positio®-

3, a été deétecté uniguement dans la fraction WideXafle de mais. Cette fraction contient
environ la méme quantité de mono-substitutionsadbmmose et de substitutions@p-D-
Xylp-L-Araf sur la chaine principale xylane. La présence d&adikD-méthyl-glucuronique a
été aussi détectée minoritairement (HPAEC analysejficacité de I'endo-xylanase a été
comparée entre les fractions insolubles de soré&lalb paille de blé et de rafles de mais. La
xylanase a une efficacité 8% et 28% plus élevedesWVI-AX paille de blé comparativement
aux WI-AX de son de blé et de rafles de mais rasenent. Ceci peut s’expliquer par le fait
gue les WI-AX de paille de blé possédent une atregblus simple (pas de résidus xylosyl di-
substitutués détecteés).

Dans la littérature, les AX extraits de son deddét décrits comme étant hautement
substitués par rapport aux AX de paille de bléectalles de mais. En effet, plus de la moitié
des AX de son de blé présente un degré de submtisupérieur ou égal a 1 (Izydorczyk and
Biliaderis 1995). Shiiba et al.(Shiiba, Yamadaleti893) ont reporté que pour les AX de son
de blé extrait par 'eau possedent 37% de résj{ghd-xylose non substitués, 22% de
monosubstitués et 40% de disubstitués. En gérnésatgésidus xylosyl monosubstitués en
1,3 par I'arabinose sont plus fréquents dans lesl@Xéréales. Excepté dans les AX d'orge et
dans I'endosperme de seigle, les monosubstitionmsitionO-2 sont peu présentes dans les
AX des plantes céréalieres (Viétor, Angelino et E92; Shiiba, Yamada et al. 1993;
lzydorczyk and Biliaderis 1995). Les AX de paille d#lé isolés par la solution alcaline
présentent un degré de substitution plus faibletpode 0,12 (Pastell, Virkki et al. 2009)
alors qudes AX de rafles de mais ont un degré de substitutitermédiaire proche de 0,33
(Pastell, Virkki et al. 2009)La plupart des études montrent que les AX de sonédéales
(son de blé, son de seigle, son d’avoine) contieinnee proportion importante de résidis
D-xylp di-substitués par rapport a des espéeces végétaidases (Pastell, Virkki et al. 2009).
Certains arabinoxylanes peuvent contenir des gsolgtéraux de disaccharides O2B-D-
Xylp-L-Araf (D?3X) présents en positio®-3 des résidus xylose de la chaine principale

(Ebringerova, Hromadkova et al. 1992). Ce type udesstution a été détecté au sein des AX
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d’orge et de rafles de mais (Aspinall 1959). Diansas des AX de paille de blés résidus
arabinose sont liés principalement au niveau dpokition O-3 des résidus xylose (Sun,
Lawther et al. 1996).L’étude menée par Sun et al. 1996 (Sun, Lawthed.et996) portant
sur les AX de paille de blé a montré que le ratio-#Me-a-D-Glcp / Xylose est proche de
1/26. Les AX extrait par la potasse a partir ddlgafle mais ont montré un degré de
substitution de 0,09 par l'arabinose. Elles possedassi une importante proportion d’acide
4-O-Me-a-D-Glucuronique avec un rapport de 0,05 (GIuA :Xan Dongen, Van Eylen et
al. 2011).

Les masses moléculaires ont été étudiées par la chognagthie d’exclusion stérique
en présence de solvant DMSO ainsi qu’'en milieu agud&los résultats indiquent que le
solvant DMSO permet une meilleure dissolution dés due I'eau (polymolécularité plus
faible avec le DMSO). Les masses moléculaires moge en masse des AX de son de blé
varient de 152 000 (WS-EI-AX) a 218 000 g/mol (WS-EX) dans le DMSO alors que des
valeurs de masses moléculaires plus élevées ontraitéées en milieu aqueux pour les
fractions solubles dans 'eau en variant 223 00@®V¥-AX) a 228 000 g/mol (WS-ES-AX).
Les masses moléculaires plus importantes obtenumilezu aqueux (WS-EI et WS-ES-AX)
sont probablement liées a la formation d’agrédaddraction insoluble dans I'eau (WI-AX de
son de blé) présente une masse moléculaire faiie @0 g/mol) en milieu agueux mais il
est important de noter que la faible solubilitécdéte fraction a conduit a un faible rendement
de récupération (23%) en sortie de systeme HP-8IBE résultats ont montré que les AX de
paille de blé et de rafles de mais ont des massésculaires plus faibles comparativement
aux AX de son de blé. Parmi les données de Exdittire, le Mv varie de 12 900 a 15 100
g/mol pour les AX de paille de blé dans I'élueriase de DMSO (Saake, Kruse et al. 2001)
et 24 000 a 30 000 g/mol en milieu agueux (Sun, Kinson et al. 2000). Dans le cas des AX
de rafles de mais, Hromadkova et al. (Hromadkow&akikova et al. 1999) ont trouvé que le
Mw varie de 54 000 a 94 000 g/mol en milieu agueuaismne valeur M plus importante
(100 000 g/mol) a été observée par Van Dongen. §Vah Dongen, Van Eylen et al. 2011).
Nos valeurs de M sont de 46 000 g/mol pour la fraction insolublepdelle de blé et de
43 000 g/mol pour la fraction insoluble de raflesrdais en DMSO. CesWwIisont environ 4
fois plus faibles que celle de la fraction insokutle son de blé (166 000 g/mol en DMSO).

L’ensemble de nos résultats permet de proposergegléléments schématiques de
structures des diverses fractions d’AX que noushavétudiées (Figure 1, Figurée. 2 est

important de noter que ces propositions de strastaont incomplétes car elles ne prennent
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pas en considération les groupements acétyl rsubstituants d’acides hydroxycinamiques
(acide férulique, acide p-coumarique) qui ont dit@iaés lors de I'extraction alcaline des AX.
Par ailleurs, ces éléments de structure refleteiguement les zones de xylanes accessibles et
hydrolysées par la xylanase lors de I'étude destgubnts. De ce fait, il est probable que des

zones hautement substituées présentes au seirXdes goient attaquées par la xylanase.

WI-AX (Ara/Xyl = 0,15)

A A A A

| | N
XXX XXX XXX XXX XXX XXX X X—X—X—X%—X

WS-EI-AX (Ara.Xyl = 0,65)

A A A A AA A AA A A A A A

X—¥ ke e xxexexex
WS-ES-AX (Ara/Xyl = 1,14)

A AA A A AAA AA A AA A AAA A A AAA A A
AV N RV ’ N / /

hv

] 4 A4 v / /
XX X X X X X X X X X XX X X X X X X X X X

Figure 1 : quelques éléments structuraux des AX de son de blé.

WI-AX de paille de blé (Ara/Xyl = 0,11)

MeGIuA 1|A /lk
|
XX XXX XX XXX XXX XX

WI-AX de son de blé (Ara/Xyl = 0,15)
A A A A

| | 4
XXX XXX XX X X XX X X XXX XX

WI-AX de rafle de mais (Ara/Xyl = 0,07)

X

|
A MeGIluA A

| |
X=X X~ XXX XXX~ X~ X—X—X"X—X

Figure 2 : quelques éléments structuraux des AX insolubles Heau.

- Caractérisation des propriétés physico-chimiques ddilms réalisés a base

d’arabinoxylanes
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La seconde partie du travail a permis d’établir deations entre les structures des
arabinoxylanes et leurs propriétés physico-chinggapres mise en ceuvre sous forme des
films (casting aqueux). Les propriétés sont disesiten fonction du rapport Ara/Xyl qui est
identifié comme parametre principal de caracténosat

Le rapport Ara/Xyl des films d’AX affecte les aer propriétés physico-chimiques
telles que la sorption d'eau, le coefficient dernp&abilité de I'oxygéne et la diffusion de
'oxygeéne, Les mobilités locale (relaxation vitsell et globale (relaxation sous-vitreuse) des
macromolécules.

Quand le taux de substitution augmente :

1) Le taux de cristallinité diminue car les groupemsenatéraux empéchent
'arrangement de chaine principale. En effet, lekstituants arabinosyl jouent le
long des chaines de xylane le r6le de défauts tatawx ponctuels inhibant
partiellement ou totalement la cristallisation seacromolécules. Certains travaux
de la littérature portant sur les propriétés ddmsfia base d’arabinoxylanes
(Sternemalm, Hdije et al. 2008; Stevanic, Jolhalet2011) ont également étudié
I'effet de la présence des substituants arabinssylles propriétés des films telles
que la morphologie cristalline. Les AXs modifiésterius (Ara/Xyl = 0,16) sont
semi-cristallins et présentent un degré de cristal de 19% (Stevanic, Joly et al.
2011).

Pour ce travalil, les films réalisés a base des fractions de son de blé présentent
également différentes morphologies. Les taux d&atlinité diminuent en fonction
du rapport Ara/Xyl : la fraction WI-AX posséde uauk de cristallinité de 24%, la
fraction WS-EI-AX de 10% et la fraction la plus stituée WS-ES-AX est
completement amorphe. Pour les AX des autres saak#ps agricoles, les fractions
WI-AX de rafles de mais et de paille de blé posstdespectivement des taux de
cristallinité respectivement égaux a 26% et 20%.

2) La teneur en eau augmente a haute humidité relatveles régions cristallines
limitent I'hydratation du réseau macromoléculai&ticulé physiquement par les
cristallites. La Figure 3 présente les teneurs an des films d’AX en fonction de
'humidité relative pour ces travaux et ceux prov@nde la littérature. Tous les
résultats montrent la corrélation entre le tauxsdlestitution (rapport Ara/Xyl) et le

teneur en eau a haute HR. De plus a un peu moirB0%eRH, il y a un point
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Teneur en eau (%)

3)

4)

remarguable ou tous les films possedent sensiblelaenéme teneur en eau (avec

une méme méthodologie de mesure).

100 ~

Résultat d’aprés

Stevanic et al. \
80 -

—o— AX de seigle (A/X=0,50)
—— AX de seigle (A/X=0,37)

70 - AX de seigle (A/X=0,30)
Nos résultats _

60 - \ —— AX de seigle (A/X=0,20)
50 - —¥— AX de seigle (A/X=0,50)
40 AX de seigle (A/X=0,16)

Résultat d'aprés —u— AX de son de blé (A/X=0,23)
30 .

Hoijeetal. = #7// . AX de son de blé (A/X=0,77)
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0 = . . . . . AX de paille de blé (A/X=0,10)
0 20 40 60 80 100
RH %

Figure 3 : Les comportements de sorption d’eau des films d’AX.

Les résultats de sorption d’eau a plus faible hiténictlative (inférieure a 70%) sont
moins évidents a discuter de maniére généraleonti€onduit généralement au sein
d’'une méme extraction (chapitre 1, AX de son dé aléane diminution de la teneur
en eau quand Ara/Xyl augmente. Les défauts porecfaehbinosyl) modifieraient les
conformations des macromolécules ou perturbengseau de liaisons hydrogene
libérant des sites de sorption d’eau en cas deutepleis faible avec répartition
irréguliére, qui plus est dans la phase amorphé&daantillons semi-cristallins.

La mobilité locale des macromolécules des phasespras diminue en raison des
groupes latéraux arabinosyl qui entravent les mmeves locaux de la chaine et/ou
peut étre également par un réseau de liaison hgdeogerturbé par I'existence de
substituants irréguliéerement répartis, qui plusdssis la phase amorphe des semi-
cristallins. La nature de ces mouvements locauxstnimalheureusement pas
identifiée clairement. La Figure 4 rassemble lespieratures de relaxation beta des
AX de plusieurs espéces végétales dont les éclauastit’ AX de seigle collectés par
le projet « Woodwisdom-Net Biopack »). L’augmerdatide Tewa €n fonction de

taux de substituion (Ara/Xyl) est observée au skime méme espéece végétale (blé)
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et entre especes végétales (seigle, mais) oudinactle la plante. Elle ne peut étre
reliée systématiquement au taux d’hydratation (feidd) qui semble décroitre (mais

de maniére non systématique) si Ara/Xyl diminuerpoutes les espéces étudiées
car cette évolution est notée quelles que soisnblenidités relatives étudiées (33%
RH, 54 % RH et 75% RH).

En outre les densités des trois fractions ont étérthinées a I'état sec, elles sont
corrélées avec le rapport Ara/Xyl : la fractiorplas substituée (et amorphe) étant de
maniere surprenante la plus dense. Ce résultatrggoworroborer la plus faible

mobilité locale obtenue si cette évolution est eownde a I'état hydraté.

Ara/Xyl
0 : : . B AX de raffle de mais (A/X=0.07)
0 0,5 1 1,5 eAX de paille de blé (A/X=0.10)
101 -AX de son de blé (A/X=0.13)
-20 - [ AAX de son de blé (A/X=0.15)
30 +AX from seigle (A/X=0.16)

—~ AX de son de blé (A/X=0.23)
S X &

;. -40 AX de son de blé (A/X=0.44)
= ©® AX de seigle (A/X=0.50)

_50 .
A X AX de son de blé (A/X=0.65)
-60 - " ¢ AX de son de blé (A/X=0.77)
AX de son de blé (A/X=1.03)
-70 - m
X AX de son de blé (A/X=1.14)
-80 - AX de son de blé (A/X=1.34)

Figure 4 : Valeurs de ., des Arabinoxylanes des différentes espéces végétdl des
différents lots de fractions de son de blé obteaus4 % RH soit (10 a 15% de teneur en
eau), 100 000 Hz.
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0 (A/X=1,34)
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20 - AX de son de ble
(A/X=0,77)
O -30 1 —— AX de son de blé
o 40 - (A/X=0,65)
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o (AIX=0,23)
-60 - —o—AX de son de blé
70 4 (A/X=0,15)
——AX de paille de blé
-80 - (A/X=0,10)
-90 - —#—AX de rafle de mais
(AIX=0,07)

Figure 5 : Températures de relaxation beta des AX des diffése@spéces végétales en fonction des teneurs en
eau, 100 000 HZ, 54% RH

5) La température de transition alpha relative a labitité globale des chaines
augmente (pour les taux élevés Ara/Xyl). Cette amod est certainement due a
'impact de la cristallinisation des AX pour le sde blé (limitation de la mobilité
des molécules de liaison). La fraction la plus stls (WS-ES-AX) a la plus faible
Tapha (@ 33% et 54% HR). Les valeurs dg,daont été aussi accumulées pour les AX
de différentes espéces végétales (Figure 6). llanpas une claire corrélation entre
les ratios Ara/Xyl et la Fpna Il faut préciser que ce phénomeéne est moinsefaxil
observer que I'évolution de la transition beta :sédmble tres dépendant de la
méthodologie de préparation des films et de leatyse (plus grand écart type).

Les Tapha peuvent aussi étre modulées par plusieurs factelsrgjue la longueur de
chaine, la nature des substitutions entre les AXdifférentes origines botaniques
sans pouvoir établir de corrélation aisée. Seuatabinoxylanes de rafles de mais se
remarquent par leur tres faible température dexaélan alpha (-10°C). Cette
température Jpnatrés reproductible pourrait étre due a la présehamotif 2-O-3-
D-Xylp-L-Araf, seul groupement latéral spécifique de cet AXn@xif peut jouer le
réle de plastifiant interne.
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Figure 6 : Valeurs de Tpnades Arabinoxylanes des différentes especes végetaHz et 54%
d’humidité relative (entre 10 et 15 % de teneueaua selon les films).

Le coefficient de perméabilité a lI'oxygéne augmerita Figure 7 présente la
perméabilité a 'oxygene des films a base d’AX.rhéme corrélation a été trouvée
par Hoije et al., (Hige, Sternemalm et al. 2008). La perméabilité émtsagouvernée
par le taux de phase amorphe, en dépit de la plbkefmobilité locale de la phase
amorphe observée dans le cas de la fraction la qulbstituée. Nos valeurs de la
perméation d’'oxygéne sont plus importantes quéesetle la littérature. Les
différences sont probablement dues aux différetieigmiques de mesure.
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Figure 7 : La perméabilité a I'oxygene des films d’AXs de cavail (3 fractions du son de
blé) et les valeurs concernant les AX de seighpiais Hoije et al.,

7) Le coefficient de diffusion de l'oxygéne augmentees molécules d'oxygéne
diffusent plus vite pour la fraction moins crisitadl, ce qui est un résultat attendu. |l
n'a pas été trouvé de corrélation claire pour lalstté d’oxygéne déterminée a
I'état sec. Ce résultat est probablement di aws faibles valeurs de perméabilité

enregistrées pour les AX.

- Renforcement par les nanocristaux de cellulose

Les films biosourcés présentent de faibles profsighécaniques dues aux faibles
masses moléculaires, de plus ces propriétés samheccelles de tous les polymeres polaires
tres sensibles a I'eau. Plusieurs études ont etlis@és pour le renforcement des films
biosourcés par des nanocristaux cellulosiques Mikkcet al. (Mikkonen, Mathew et al. 2010)
ont observé une amélioration des propriétés méoasigt une diminution de teneur en eau a
haute HR pour les films des glucomannanes de Koijagena et al. (Saxena, Elder et al.
2010) ont aussi amélioré la propriété mécaniquieaetiere a I'oxygéne et la vapeur d’eau

pour les films d’arabinoxylanes d’avoine par lesaaistaux. L'objective de notre étude est
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d’étudier la morphologie et les propriétés physibaniques des films nanocomposites a base
des trois fractions des AX de son de blé. Les &t été focalisées sur les interactions entre
les nanocharges avec les trois matrices différastitenues lors de I'extraction des AX du son
de blé. Dans notre étude, les films d’arabinoxy$aort été renforcés avec 5% ou 10% de
nanocristaux issus de linter de cotons. La mormieldes films nanocomposites a été étudiée
par la microscopie électronique a balayage. Lesfases a la rupture des films
nanocomposites semblent étre plus hétérogenesslface particulierement stratifiée a été
observée seulement pour le film de WI-AX avec 10B&OCLes propriétés physico-chimiques
telles que la cristallinité, la sorption d’eau,téampérature de transition alpha et beta ont été

aussi analysées pour étudier I'effet du renforcemanles nanocharges.

Quand les films d’AX sont renforcés par les nargiatix de cellulose :

(1) La cristallinité des films n’est pas modifiée geetiue soit la matrice étudiée. Les
mémes résultats ont été trouvés aussi par Stegaaic (Stevanic, Joly et al. 2011) et
Mikkonen et al. (Mikkonen, Stevanic et al. 2011uptes AX de seigle renforcés par
la cellulose bactérienne et les glucomannanes aépienforcés par de la cellulose

microfibrillée.

(2) Les teneurs en eau des films ont diminué a hauteidité relative, mais a faible
humidité relative, les comportements de sorpti@ad’sont différents en fonction des
matrices. A haute humidité relative, la de teneueau diminue entre 4-7% pour les
AX de son de blé. Dammstrom et al. (Dammstrém, 8alet al. 2005) ont remarqué
une diminution de teneur en eau de 30% pour lesughmoxylanes de tremble
renforcés par de la cellulose bactérienne a 90%UHR. diminution de teneur en eau
de 15% a été mesurée par Stevanic et al. (Stev@olicet al. 2011) pour les AX de
seigle native (Ara/Xyl=0,50) renforcés par 15% dbutoses bactériennes a 95% HR.
Pour les xylanes extraits a partir de bamboo, iheue en eau a 50% HR diminue
systématiqguement avec l'augmentation de taux deatamges (Peng, Ren et al.
2011).

(3) Les températures des transitions beta ont augnmmnmié toutes les matrices. Les
températures des transitions alpha augmententelégert pour la fraction la plus

substituée a faible humidité relative. La mobilibc€ale des chaines est réduite en
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raison des interactions entre les nanocristawetmatrices. Ces interactions sont
plus intenses pour la fraction la plus substitu#¢S{ES-AX). Stevanic et al.
(Stevanic, Joly et al. 2011) ont observe ugg.dplus élevée mais a I'état sec pour les
films a base d’AX plus substitués (Ara/Xyl = 0,50gnforcés par les celluloses
bactériennes. Pour les fractions plus cristallifeffet de renforcement peut étre
partiellement masqué par le développement de Ipmotogie cristalline. Les films &
base de galactoglucomannanes d’épicéa plastifiex alu glycérol présentent
également une augmentation deall1% d’HR apres renforcement par des fibres de
cellulose microfibrillée. Au contraire, les tempitr@s de transition beta ont été
diminuées pour les films nanocomposites. Les asteamt expligué que ce
phénomeéne pouvait étre relatif aux interactions mleres établies entre le glycérol,

la matrice et les nanocharges.

(4) La perméabilité et la solubilité d’oxygene dimintesspectivement de 30% (fraction
WS-EI-AX renforcées a 10%) et de 47%. Cette dimdwnutpeut étre due aux
interactions établie entre les nanocristaux et riedrices et/ou aux chemins de

diffusion plus tortueux obtenus.
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Perspectives

Ce travail de thése a reposé sur I'étude de larigation de la biomasse végétale
lignocellulosique. Il s’est focalisé sur I'applicat des hémicelluloses et plus particulierement
des arabinoxylanes en tant que matériau par larelol de leurs propriétés d’'usage potentiel.
L’ambition est I'étude des relations entre origibetanique/isolement/structure/propriétés
applicatives des hémicelluloses dans le but d’egés une substitution des polymeres de
synthése barriére (par exemple 'EVOH) classiqueamnglisés dans 'emballage.

Le sujet a été traité de facon intégrée depuidrbetion des hémicellulose jusqu’a leur
caractérisation physico-chimique en explorant d#fifés types de ressources végétales ou
parties de plantes.

En perspectives, ce travail peut étre enrichi :

(1) par la sélection d’autres substrats hémiaedigues (autres origines botaniques,
autres parties de plantes, hémicelluloses autres lgsi AX) basée sur des méthodes
d’extraction et de fractionnement menées a I'éehgillote permettant d’obtenir des quantités
extraites élevées afin de limiter les problemes &ida multiplication des lots d’extraction et
de fractionnement. Les quantités disponibles l@s extractions a I'échelle du laboratoire
sont limitantes en termes de caractérisation eliéei des propriétés physico-chimiques,
notamment pour les propriétés sous forme de fillmgravail amont de fractionnement reste
important pour la maitrise de I'accessibilité aubstrats hémicellulosiques. Pour exemple,
dans le projet Biopack, le choix retenu a été dwaditler sur des substrats d'origine
commerciale et leurs modulations par modificatiemzymatiquegvariabilité artificielle :
modulation du rapport Ara/Xyl et du degré de polyisetion - travaux non publiés a ce jour-
sur arabinoxylanes et plastification des glucomaersale pin). Ce choix (complémentaire a
notre approche) ne permet pas de tirer partie derabilité intrinséqudvariabilité native)
des hémicelluloses obtenue lors de fractionnememaioement plus large que celle atteinte
par modification enzymatique. La prochaine étapmaintenant que la caractérisation du
substrat est mieux maitrisée - est de se rappratddaboratoires travaillant sur d’autres
approches d’extraction (extraction bi-vis, dissoint par des liquides ioniques) qui
permettraient d’une part d’améliorer les rendemeahéxtraction mais aussi d’obtenir des
polymeéres différents de ceux que nous avons obtlemssde notre étude (par exemple des
polyméres ayant conservés leur acétylation).

Cependant, comme déja discuté, une quantité extédévée d’hémicelluloses va

souvent de paire avec des étapes de purificatiomssaires parfois nombreuses ce qui aboutit
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a la multiplication subséquente des fractions di@tis potentiels. De plus, le travail de
caractérisation fine reste indispensable en finsdkection. Celui-ci est chronophage et
multiplie encore les fractions par la multiplicatiale « blancs » (dialyses, élimination des
beta-glucanes etc...). Il y a alors lieu de travaiibe a uncompromissatisfaisant la maitrise

du/des procédé(s) et la nature/quantités desdrectxtraites.

La définition d’'une stratégie hiérarchisée visartilisation d’outils de caractérisation
rapide permettant la gestion systématisée desidnactobtenues avant de travailler
ultérieurement a la détermination de leur structfire et propriétés d'usage s’avere
nécessaire. Ce travail de sélection préalableralyae pourrait principalement étre focalisé
sur la base de tests rapides basés sans doute moabllité des macromolécules (étude DEA
systématique pour les arabinoxylanes, ou par imisabion de sondes fluorescentes dédiées
de type rotors moléculaires) et/ou simplementlfadgénéité des substrats. En effet, le DEA
permet la connaissance rapide du rapport Ara/Xgli(pes AX) et la détection de la présence
de groupements singuliers (rafles de mais). Laofijéméité renseigne sur le degré de
polymérisation. Cette stratégie peut étre complgtied’autres analyses rapides comme par
exemple les densités a I'état sec et humide quseignent sur le « packing » des

macromolécules.

A lissue de cette sélection d'une palette d’hétidoses de variabilité la plus large
possible, les perspectives relatives a la caraet@on et aux applications se trouvent

simplifiées.

(2) Par l'optimisation de la détermination de lausture fine. Les outils dont nous
disposons (action d’enzymes puis analyse des okgesnproduits) sont insuffisants pour
permettre I'étude de la totalité du matériel extréBeule une acétylation/méthylation/
hydrolyse acide et analyse par CPG permettraitigigoder de toutes les informations par
rapport aux liaisons osidiques présentes au sanpdgmeres d’AX (sauf 'anomérie des
liaisons que seule la RMN peut déterminer) et diemt la proportion des divers motifs
structuraux et des diverses liaisons osidiquesaudes polymeres. Toutefois, ces techniques

ne peuvent étre utilisées que pour trés peu dadasd

(3) Par I'étude de la modulation par hydrolyse ematique qui permet d’éliminer de

manieére contrblée certains substituants des AX &pupréservant lintégrité de la chaine
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principale. Ces techniques doivent étre entrepripesr permettre le développement
d’interactions privilégiées cellulose/hémicellulatans le cas des renforts fibreux (possédant
des facteurs de formes élevés) qui ont pour buhaimtien de I'intégrité des films qui peut
pour partie étre apporté par un substrat papiesofphtion totale ou partielle du film
d’hémicellulose déposéjKunanopparat Menut et al. 2007). Les nouvelles structures
obtenues sont également susceptibles de présamemarphologie nouvelle (cristallisation
modérée), mais ces travaux conduits le plus sousenisubstrats commerciaux n’ont pas
permis d’obtenir des résultats suffisamment martpugnant aux interactions fibres/matrices

méme s’ils démontrent cependant une diminutionetepabilité.

(4) Par la maitrise du dépét des hémicellulosesgbistrat polymére ou papier : en effet,
il n’est plus d’actualité d'imaginer des films astpportés et d’en mesurer les performances
meécaniques : les hémicelluloses doivent trouveraggdications en terme de revétement sur
substrat comme c’est le cas pour les protéinepdisentent intrinséquement de meilleures
propriétés ou pour certains polymeres synthétichasiére. Les techniques peuvent étre
manuelles, mais on pourrait aussi envisager udtd@pitrisé de type (cast film) par dépot

d’'une nappe fondue formulée déposé sur substrat.

(5) La recherche de plastifiants souvent nécessaita mise en ceuvre (flmogénéité) est
également nécessaire. Les polyols sont habituetiermglisés (glycérol, sorbitol) comme
plastifiants. lls sont sorbés sur des sites detisorspécifiques. Des plastifiants (de type
hydrolysats d’hémicelluloses) peuvent étre testétart que co-plastifiants a effets stériques.
Il s’agit ici de connaitre les propriétés de plastion des hémicelluloses selon leur structure
native et avant/aprés modifications enzymatiques. obtre, une recherche de meilleur
compromis propriétés filmogenes/propriétés mécasqourrait étre recherché avec l'aide de

plastifiants séléctionnés.

(6) Par des mesures de perméabilité gazeuse ezurpilis ou moins hydraté (ou a taux
d’hydratation constant — 80% RH) mais égalementagirpd’essais de sorption de gaz
(oxygene et eau). En effet, la perméabilité (Peupe grandeur globale ne permettant pas de
remonter a ses composantes que sont la diffusien |B solubilité S. Ces informations sont
cependant déterminantes : une variation de periitéapeut étre soit gouvernée par la
modulation du coefficient de diffusion du perméakygéne par exemple), soit par la

solubilité de ce gaz dans la matrice (Fringantskideres et al. 1996 ; Joly, Goizet et al.
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1997). Une diminution de coefficient de diffusioera par exemple reliée au meilleur
« packing » du polymere et a la mobilité réduitesds macromolécules alors qu’'une plus
faible solubilité témoignera d’'un plus faible norakde sites de sorption spécifiques de la
matrice accessibles au perméat (sites engagésnovandes interactions polymere/polymere,
polymeére/additif). Les techniques ne sont pas goue identifiées pour les solubilités, les

hémicelluloses présentant sans doute des valewsldlité trés faibles.
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Résumé :

Plus de 40% des matériaux plastiques sont utifieés 'emballage. Les principaux polymeres sur Erché

de I'emballage alimentaire sont les polymeres stiqhes d’origine fossile. Du fait de la raréfantides
ressources fossiles, la valorisation des polyméssss de matieres premieres renouvelables d'origine
végétale représente une alternative a I'utilisaties polyméres pétro-sourcés. Les hémicelluloses; &
cellulose et les lignines, sont un composant majies ressources lignocellulosiques. Les hémicalso
constituent des réseaux macromoléculaires densgseletmobiles qui leur conférent intrinséquement
d’excellentes propriétés barrieres aux gaz. L'difjele cette thése est d’isoler les arabinoxylaf#es) a
partir de divers co-produits de céréales (son depaille de blé, rafles de mais) afin d’étudienpact de
leurs compositions et de leurs structures sur ioeade leurs propriétés physico-chimiques, apliés en
ceuvre sous forme des films pour des applicatiotsngielles dans le domaine de I'emballage alimeatai
Les arabinoxylanes ont été extraits par un proedtidin puis séparés en trois fractions en fonctiereur
solubilité dans I'eau et dans I'éthanol 50% (vAgs trois fractions récupérées (i/ insoluble daead, ii/
soluble dans I'eau et insoluble dans I'éthandlsdiuble dans I'eau et soluble dans I'éthanol) gmémnt un
rapport Ara/Xyl croissant avec leur solubilité déesu et dans I'éthanol. Dans le cas du son deldxdétrois
fractions présentent des masses moléculaires sisilanais se distinguent par différents degrés de
substitution et divers types de substitutions deHaine principale de xylanes. L'étude des progsiét
physico-chimiques de films formés par ces troistfoas ont permis d’établir une corrélation entralegré

de substitution et leurs propriétés sous formeldesfLa morphologie cristalline, la mobilité desaines et
I'hydratation des films de xylanes sont corrélégcales taux de substitution des AX. Lorsque le taux
d’Ara/Xyl diminue, le film est plus cristallin, lanobilité locale augmente alors que la mobilité gleb
diminue, la teneur en eau diminue a haute humiditdive (de 67% a 60% a 90%HR), la perméabilité et
diffusivité a I'oxygene diminue. L’étude des trdéiactions insolubles dans I'eau isolée a partisoie de blé,
de paille de blé et de rafles de mais a révélélem@ropriétés des films sont également affectéedap
longueur des chaines de xylanes et par leur coat@aymmoléculaire ainsi que par la teneur des gubsts
tels que les acides uroniques. Des nanochargesdimstaux de cellulose de linters de cotton) saitisées

(5 ou 10% p/p) pour renforcer les films formés lear fractions d’AX de son de blé. L’incorporatides
nanocristaux au sein des films n'a pas provoquénddification du degré de cristallinité. Par contiee,
teneur en eau a haute humidité relative est diminl@ mobilité locale des chaines d’AX est réduite
indiguant I'existence d’interactions entre les naigtaux et les AX alors que la mobilité globale dbaines
n'est pas modifiée. L'effet du renforcement semétie plus intense pour la fraction AX la plus siibée

par les groupements arabinosyl.

Mot-clé : Arabinoxylanes, extraction, propriétés, oxygempiabilité, nanocomposite.
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Abstract:

There are more than 40% of plastics used for pacgadhe main polymers in the food packaging
market are synthetic polymers from fossil resoui2ee to limited fossil resources on our planet, the
development of renewable raw materials derived frolent is required to have an alternative to
synthesized polymers from petroleum sources. Hdhaioses, with cellulose and lignin, are a major
component of lignocellulosic resources which digplanse and low-mobility macromolecular networks
making them have excellent gas barrier properligs.aim of this thesis is to isolate arabinoxyl&hX)
from the various cereals co-products such as wiraat wheat straw and corn cob, in order to sthey t
impact of their compositions and structures on s#vghysicochemical properties of AX based films fo
potential food packaging application. The alkalsmdution is used to extract arabinoxylans, ancep ef
fractionation is used to separate the differentutatjipns AX according to their solubility in watand in
ethanol 50% (v/v). Three fractions were finally @bed (i) water insoluble, ii) water soluble-ethbno
insoluble and iii) water ethanol soluble) displayithe increasing ratios Ara/Xyl with increasing
solubility in water and in ethanol. The three frags of wheat bran have similar molar masses, rdiffie
substitution degrees and patterns. The resultstdbedilms physico-chemical properties based @asé¢h
three fractions could be established a relationdiépveen the substitution degree and their films
properties. The film morphology, the chain mobilitye water sorption behavior at high relative Hdityi
and the coefficient permeability and diffusivity okygen could be correlated with the degree of
substitution. When the Ara/Xyl ratio decreases, filra is more crystalline, the local chain mobility
increases whereas the global chain mobility deeseasater content at high relative humidity deaeeas
and the oxygen permeability and diffusivity decemsasThe AX has different substitution patterns and
molar masses according to their botanical origite study of three water-insoluble fractions isadat
from three cereal co-products reveals that the fitoperties could be also affected by chain lentid,
amounts of other substituents such as uronic amdstheir molecular conformations. The nanofillers
(cellulose nanocrystals of cotton linters) are usedrder to enhance the films properties basethoee
AX fractions of wheat bran (5 or 10% w/w). The ingoration of nanocrystals in the films does not
change in the crystallinity degree; whereas theemwabntent at high relative humidity is decreaghd;
local chain mobility of AX is reduced indicatingetlfexistence of interactions between the nanocsystal
and AX while the global chain mobility is almostalmanged. The reinforcement effect seems to be more
intense for the most substituted AX by arabinosgLigs.

Key word:Arabinoxylans, extraction, properties, oxygen peaility, nanocomposite
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Annexe 1 : Les caractéristiques de capteur d’oxgdBnesery

Sensor type Pst 3

Sensor type Pst 6

Specification Gaseous & Dissolved oxygen  Dissolved oxygen Gasédiissolved oxygen Dissolved oxygen
Measurement range 0-100% O 0-45 mg/L 0-4.2% Q 0-1.8 mg/L

0-1000 hPa 0-1400 pmol 0-41.4 hPa 0-56.9 pmol
Limit de detection 0.03% 02 15 ppb 0.002% O2 1 ppb

Resolution +0.01% ©at 0.21% Q +0.14 pmol at 2.83 pmol + 0.0007% at 0.002% O 0.01 pmol at 0.03 pmol
+0.1% Q at 20.9% @ +0.007 at 0.023 hPa
+ 0.1 hPa at 2hPa
Accuracy +0.4% at 20.9 %,0 + 1ppb or + 3% respectiv
concentration
Drift at 0% oxygen < 0.03% LQwithin 30 days < 2ppb Lwithin 30 days
Measurement T°C range 0-50°C 0-50°C
Response time < 6 sec |  <40sec < 6 sec | < 40 sec
Properties
Compatibility Aqueous solution, ethanol, methanol

No cross sensitivity with

pH 1-14; G{H,S, SQ; lonic species

Cross sensitivity to

Organic solvant, such as Acetd oluene and chloroforme

Sterillization procedures

Steam sterillization

Cleaning procedure

Cleaning in place (CIP, 5% Na@M(C); 3% HO,; Acidic agent (HCI, HSQ,), max (4, 5%)

Calibration

Two point calibration in oxygen freevapnment

Storage stability

2 years provides sensor matstiaied in dark (10-60°C)

- Les complexes fluorescents utilisés dans les ceptBaxygenes commerciaux.

Fluorescent complexe Abbreviation Origin
Platinum octaethyl porphine Ketone PtOEPK LuxcadBiences (Cork, Ireland)
Platinum tetrakis-(pentafluorophenyl) porphin PtPFP Porphyrin Systems (Lubeck, German
tris-(4,7-diphenyl-1,10-phenantroline) rutheniuh@erchlorate RuDPP PreSens (Regensburg, Germany)




Annexe 2 : Tableau de conversion des unités degstiom

[em3][cm]/ [em3][mm]/ [em3][cm]/ [em3][cm]/ [em3][cm]/ [em3][cm]/ [em3][mm]/ [em3][mm]/ mol.m/m2.s Barrer (cm3.mm)/ (cm3.2(mm)/
[em?3][s][cm [cm?][s][cm [em?[s][atm] | [m?][jour][at [m3[jour]ba | [cm?][s][Pa] [cm?][s][cm [m3][jour][k Pa (m2).jour.bar | (m2).jour.atm
Hg] Hg] m] r] Ho] Pa]
[em3][cm]/[cm?][
sliem Ha 1 1,00E+01 7,60E+01 6,57E+10 6,48E+1D 7,50E-04 1,08E+ 6,48E+12 3,35E-06 1,00E+1( 6,48E+14 3,28E+13
[cm3][mm]/[cm?
1[sl[cm Hg] 1,00E-01 1 7,60E+00 6,57E+09 6,48E+09 7,50E-0% 1,00E+03 6,48E+ 3,35E-07 1,00E+09 6,48E+13 3,28E+1P
[em3][cm]/[cm?][
s][atm] 1,32E-02 1,32E-01 1 8,64E+08 8,53E+08 9,87E-06 1,32E+0Q2 8,53E+]0 4@3E{ 1,32E+08 8,75E+12 4,32E+11
[em3][em]/[m?][j
our][atm] 1,52E-11 1,52E-10 1,16E-09 1 9,87E-01 1,14E-14 1,52E-07 9,87E+01L 5,21E-17 162E- 9,87E+03 5,00E+02
[em3][em]/[m?][j
our][bar] 1,54E-11 1,54E-10 1,17E-09 1,01E+0pD 1 1,16E-14 1,54E-07 1,00E+02 5,28E-17 1,54E-Q1 1,088+ 5,07E+02
[em3][cm]/[cm?][
s][Pa] 1,33E+03 1,33E+04 1,01E+05 8,75E+18 8,64E+13 1 1,33E+07 8,64E+15 4,46E-03 1,33E+13 8,64E+17 4,38E+
[cm3][mm]/[cm?
1[sl[cm Hg] 1,00E-04 1,00E-03 7,60E-03 6,57E+0p 6,48E+06 7 GBE- 1 6,48E+08 3,35E-10 1,00E+06 6,48E+10 3,28E+(9
[em3][mm]/[m?][
jour][kPa] 1,54E-13 1,54E-12 1,17E-11 1,01E-02 1,00E-02 116E-| 1,54E-09 1 5,28E-19 1,54E-03 1,00E+02 5,07E+0(
mol.m/m2.s.Pa 2,99E+05 2,99E+06 2,27E+07 1,92E+1p 1,94E+16 2,02E+4 2,99E+09 1,90E+18 1 2,99E+15 1,93E+2( 9,81E+18
Barrer 1,00E-10 1,00E-09 7,60E-09 6,57E+00 6,48E+(00 750E-{ 1,00E-06 6,49E+02 3,35E-16 1 6,48E+14 7,60E-09
(cm3.mm)/(m2).j
our.bar 1,54E-15 1,54E-14 1,17E-13 1,01E-04 1,00E-04 118E-| 1,54E-11 1,00E-02 5,28E-21 1,54E-05 1 5,07E-02
(cm3.20mm)/(m
2).jour.atm 3,05E-14 3,05E-13 2,31E-12 2,00E-03 1,97E-03 2,PBE-| 3,05E-10 1,97E-01 1,04E-19 3,05E-04 1,97E+01 1
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