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Résumeé






Extraction, caractérisation structurale et valorisaion d’'une famille d’hémicelluloses du
bois - Obtention de matériaux plastiques par modifiation des xylanes.

Cette étude s’inscrit dans le contexte général alerigation des co-produits de la
filiere bois. Elle s'intéresse a l'analyse struatar des xylanes extraits des sciures de
chataignier ainsi qu’a leur transformation en filplastiques. Apres extraction et purification,
la structure de ces polysaccharides a été cars@tepar RMN et spectrométrie de masse.
Dans une deuxieme partie, les xylanes ont été medifar acylation par un acide gras. La
mise en place d’'un plan d’expériences a permisedtiifier les paramétres les plus influents
de la réaction, et d'obtenir un modele mathématigige celle-ci, dans un domaine
expérimental défini. Ce modeéle permet de sélecdonles conditions opératoires qui
conduisent a I'obtention de plastiques de degrésutistitution déterminés. Enfin, une étude
par modélisation moléculaire nous renseigne sugdinisation tridimensionnelle des xylanes

a I'état natif et substitué contribuant ainsi alepyer leurs propriétés physiques.

Isolation, structural analysis and valorization ofhemicelluloses of wood — Novel xylan
based thermoplastics.

In a general context of valorization of wood inolydy-products this study deals with
a structural analysis of xylans isolated from chessawdusts and their derivatization in order
to obtain plastic films. These polysaccharides weangtracted, purified and their
characterization was achieved by NMR and mass &peetry. In a second approach, we
studied acylation of xylans by fatty acids. Thédinog of an experimental design allowed to
define the most influencial parameters. A model reéction established in a confined
experimental domain was used to optimize the reactMolecular modeling has been
performed on native and derivatized xylans, leadm@ description of three-dimensional

features of these polymers and a prediction of fhleysical properties.

Mots-clés :  xylanes,  hémicelluloses, Keywords : xylans, hemicelluloses,
extraction, valorisation, plastiques,  extraction, valorization, plastics, acylation,
acylation, acide 4-méthylglucuronique, 4-O-methylglucuronic  acid,  principal

analyse en composantes principales, plan components analysis, experimental design,

d’expériences, modélisation moléculaire. molecular modeling.
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Introduction génerale






Batie sur I'exploitation des ressources fossilesilda a extraire peu colteuses et
apparemment inépuisables, notre civilisation indeitt n’est plus en mesure de répondre
aujourd’hui a 'ampleur de nos besoins sans cessssants, en matiere d’énergie, de
matériaux, de transports, etc... Le pétrole constaugremiere source d’énergie et nous en
consommons actuellement quatre milliards de tomaesan. La raréfaction des ressources
pétrolieres améne a exploiter des gisements dearluglus profonds, avec des conditions
d’extraction plus lourdes et plus colteuses. Lel lolar pétrole a dépassé les 50 dollars au
cours de cette année. C’est une des raisons mnudies, aprés avoir connu I'eére du jetable

puis du recyclable, notre société se tourne peauavprs le renouvelable.

Orienter l'industrie vers l'utilisation des matier@remieres végétales renouvelables
constitue un enjeu majeur. Les ressources rendulesleoffrent de nouvelles stratégies
énergétiques, apportent des solutions originales dax risques écologiques en permettant de
diminuer I'effet de serre et la pollution. Ellessksent envisager de nouveaux débouchés pour
la filiere agricole en développant les biocarbusgrdr exemple, qui constituent de nouvelles
voies d’utilisation non-alimentaire de la produatiagricole. En ce qui concerne la chimie des
substances renouvelables, certains secteurs teldequsolvants, les lubrifiants, les tensio-
actifs et les biopolyméres ont déja fait 'objet W@mbreux travaux. Ainsi, I' « alternative
végétale » s’intégre petit a petit dans les réflegj visant a une harmonie entre I'homme,

I’économie et I'environnement.

Cependant l'activité agricole, et plus particulmaent la filiere bois, génére des
quantités considérables de déchets ou produitsezesn Ces sous-produits, tels que les
ecorces et les sciures notamment, proviennent detaformation du bois. Il semble qu'a
I'neure actuelle, moins de 10% de ces coproduienswgalorisés, notamment dans le secteur
de I'énergie en tant que combustible ou dans kewedu bois-matériau pour la production de

plaquettes, de pate a papier, de compost, de paxdegarticules...

C’est dans ce contexte que depuis quelques antgésboratoire de Chimie des
Substances Naturelles s’intéresse a de nouvell®spide valorisation de la biomasse



forestiere. Une idée originale consiste a modifl@miquement la fraction polysaccharidique

gu’elle renferme, cellulose et hémicelluloses, pahtenir des matériaux thermoplastiques. La

production de plastiques biodégradables a partma&riaux d'origine naturelle constituerait

une alternative intéressante aux plastiques dédiedsndustrie pétrochimique.

Plusieurs matiéres plastiques biodégradables oj#t dénnu un développement

industriel :

ii)

La plupart des matiéres plastiqgues biodégradaldesmerciales sont basées
sur des associations de polyméres d'origine végétalossile, formant ainsi
des matériaux composites. On associe ainsi un m@obyniraditionnel

d’origine pétrochimique, tel que le polyéthyleneeawn composé naturel

biodégradable comme I'amidon.

Une deuxieme catégorie concerne les matériaux obtgrar synthese
chimique, tels que le polycaprolactone (PCL) oudk®ols polyvinyliques
(PVA). Certains de ces polymeéeres synthétigues spraduits par
polymérisation a partir de monomeéres naturels eatiques aux naturels, le
plus connu étant I'acide polylactique (PLA) provende la polymérisation

de molécules d’acide lactique.

Les polyméres d’origine bactérienne sont issusrdegssus de fermentation
par les bactéries. C’est le cas des PHA (polyhyhlzanoates), élaborés par
fermentation des sucres du mais. La synthese depalgsneres peut
egalement étre réalisée dans la plante grace enaddication génétique, on

parle alors de polymeres bio-synthétiques.

Bien que leurs performances soient souvent plugéas que celles des polymeres

traditionnels, les polyméres biodégradables comer@na pénétrer avec succes certains

marchés de niche, voire de masse, tels que I'eadmthénager et la restauration (assiettes et

couverts jetables, barquettes d’emballage, filrmetaires,...), les films de paillage agricole

et autres produits pour I'agriculture, I'horticuléy les produits de calage sous forme de chips

destinés a I'absorption des chocs, les sacs pashell



Dans le cadre de ses sujets liés a la valorisatmmalimentaire de la biomasse
agricole (son de mais, paille) ou forestiere (®su€corces), le Laboratoire de Chimie des
Substances Naturelles développe des stratégies ddification de la fraction
polysaccharidique gqu’elle renferme. Différents &nax mettent en évidence que la cellulose
du bois peut étre transformée avec succés en mat@tastique hydrophobe avec une
biodégradabilité significative. Si la fraction adlisique trouve déja un grand nombre
d'applications y compris a une échelle industrjdde hémicelluloses sont quant a elles peu
exploitées et ce, malgré leur grande richessetatale. L'objectif de notre travail est donc de
proposer un procédé de transformation des xylaad®i$, dans le but d’obtenir une nouvelle
famille de matériaux plastiques. Une telle appiczanécessite au préalable la définition de la
nature chimique puis de la structure des hémiaald en question. En prenant appui sur les
travaux préliminaires effectués au laboratoire laucellulose, nous avons alors envisageé la
transformation des xylanes par voie chimique. Ueglkke tapproche requiert une parfaite
compréhension des mécanismes chimiques et destiomsdbpératoires qui régissent le
procédé de transformation. Elle peut étre défihieadée au travers de la mise en ceuvre de
la méthodologie du plan d’expériences. Enfin, k&uwe I'architecture tridimensionnelle des
molécules transformées doit expliquer le comporteénpdastique mesuré lors de I'étude des

propriétés mécaniques et thermiques.






Chapitre |

Travaux antérieurs






Chapitrel : Travaux antérieurs

La cellulose et les hémicelluloses sont les polsisaides majeurs de la paroi des
cellules du bois. Si la cellulose est connue defarigtemps tant du point de vue structural
que pour ses voies de valorisation, les hémiceladoont quant a elles des structures plus
complexes et restent a I'heure actuelle peu ex@sitL’hémicellulose que nous cherchons a
extraire et valoriser dans ce travail est u@-éthylglucuronoxylane. Localisé dans la paroi
des cellules végétales, il participe a son orgénisaarchitecturale. C’est pourquoi il est
nécessaire de définir la structure morphologiquéaetomposition chimique de la paroi

végétale de maniere générale.

|.1. Structure de la paroi cellulaire végétale

La paroi des cellules végétales est considéréaudalliui comme un organite a part
entiére, de structure complexe variant en fonaties espéces, de I'age et des tissus. Elle est
composée de polymeéres dont la structura fetrtiori les voies de biosynthése sont parmi les
plus complexes connues dans la nature. De parss@ope la paroi fait le lien entre le milieu
extérieur et le plasmalemme. C’est une structgieeimicrofibrillaire enrobée d’une matrice
hydrosoluble et gélifiante. Différents niveaux djanisation vont lui conférer son aspect
dynamique et rigide. En effet, elle doit étrenedelable» au rythme de la croissance chez les
cellules jeunes, tout en restanfexme» afin d’assurer son role de barriére protectete
permettre la cohésion des cellules. Elle doit stg@p aux chocs osmotiques, a la dessication,
aux rayons ultraviolets tout en permettant les @gha intercellulaires et le passage des
substances nécessaires au métabolisme cellulag®.eigences a la fois antagonistes et

complémentaires, sont a l'origine de la compledéda paroi cellulaire végétale.

Du point de vue anatomique (figure 1 et 2), cedsinaractéristiques permettent de
définir un modéle général de la paroi cellulaireyétale, se décomposant en trois zones
distinctes, de I'extérieur vers l'intérieur de kllale :

- La lamelle moyennepartie commune située entre deux cellules vassohant le
rle est d’assurer la cohésion entre les cell8es. épaisseur varie de 0,2 & 1 um. Cette paroi,
dépourvue de cellulose, est riche en pectines.



- La paroi primaire plus mince (0,1-0,2 pm), constitue la seule esyye fibrillaire
des cellules en croissance et montre donc une @rpladticité. Elle présente une structure
biphasique, ou les microfibrilles de cellulose sdigpersées dans une matrice amorphe
fortement hydratée composée de substances pectajnémicelluloses et de protéines.

- La paroi secondairgetrés épaisse (1 a 5 um) est ajoutée a la paroape lorsque
la cellule a cessé de croitre. Elle est constitlide réseau fibrillaire de cellulose cristalline et
d’hémicelluloses. En fonction de l'orientation débrilles de cellulose, trois régions
distinctes sont définies (S1, S2 et S3). Ces ldwitle cellulose ont une orientation déterminée

qui change rythmiguement et varie d’'une strat@atie.



s

Figure 1 : aspect de la paroi cellulaire végétaleneroscopie électronique d’apres Sjéstrom et Aresirk
(1999). M : lamelle moyenne ; P : paroi primaif®l, S2, S3 : paroi secondaire.

S . Paroi
secondaire

Paroi

_—primaire

Lamelle
moyenne

Figure 2 : vue perspective d'une paroi ligneusgrds Rolland (1980).



En fin de croissance cellulaire, I'ensemble dedeop(nhotamment au niveau des tissus
conducteurs tels que les vaisseaux du xyleme otis$ess de soutien tel que le sclérenchyme)
va s’imprégner d’'un polyphénol, la lignine, la fan$ ainsi évoluer d’une structure plastique et

élastique a une structure rigide non déformable.

[.1.1. Les principaux constituants de la paroi végétale

La paroi est principalement composée de celluld$&micelluloses et de lignine, et

dans une moindre proportion de pectines et deipexé

I.1.1.a.La cellulose

Directement issue de la photosynthése, la celludssda molécule organique la plus
abondante sur Terre ainsi que le matériau le phoitant de la paroi des cellules végétales.
La quantité de cellulose biosynthétisée par lestpkaterrestres est estimée a 100 milliards de
tonnes par an, constituant a elle seule 50% deatsenvégétale (Robert et Roland, 1998). La
molécule de cellulose est un homopolymeére linékrené par un enchainement d’unités
cellobiose, motif composé de deux D-glucopyranaseanformation'C, liés par une liaison
glucosidique R-(3>4). Le degré de polymérisation (DP) qui représdataombre d’unités
glucosidiques par chaine de cellulose est comprise equelques centaines et plusieurs
milliers selon sa provenance et sa situation aol deila paroi cellulaire. La disposition des
hydroxyle libres des glucose permet I'établissemgatliaisons hydrogene intra-chaines,
stabilisant la molécule dans son orientation lireeae qui lui confére une certaine rigidité, et
de liaisons inter-chaines qui relient plusieurs éooles de cellulose et les maintiennent
disposées parallélement (figure 3). Ainsi, I'agsttan de nombreuses molécules de cellulose
permet la formation de micro-fibrilles, qui elle®€mes s’assemblent en fibres et favorisent
I'établissement d’'un état solide ordonné, cristallia structure fibrillaire tres condensée de la
cellulose explique sa résistance aux attaques ghasiet enzymatiques, sa grande résistance
mécanique a la traction, ainsi que son caractéme-sntuble dans l'eau. La fraction
cellulosique est considérée comme étant le résidoluble aprés l'extraction des autres

polysaccharides de la paroi par des agents ch&datedes bases minérales.

La cellulose est peu soluble dans les solvantsnaygas usuels du fait de son fort
degré de cristallinité. Elle peut cependant étdelslisée dans divers systéemes comme les



complexes métal/amine (solutions d'hydroxyde deauamonium ou cupriéthylénediamine,
les oxydes d'amines tertiaires cycliqgues (N-métlypholine-N-oxyde ou MMNO, Johnson,

1969) ; plus réecemment, la cellulose a été sokémlidans le systeme chlorure de lithium /
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N,N-diméthylacétamide (McCormick, 1981).

Figure 3 : Liaisons hydrogéne intra- et intermoléras dans la cellulose.

.1.1.b. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses représentent, apres la cellulegmlysaccharide le plus abondant
dans la nature. Contrairement a la cellulose, allespeuvent pas étre décrites de facon
succincte du fait de leur importante diversité. s leur structure dépend de leur origine
variétale, du tissu ou du type cellulaire, de l'atps cellules et de leur localisation dans la
paroi végétale. Elles different de la cellulose me I'hétérogénéité de leur composition
monosaccharidique. En général elles sont conssitdéechaines moléculaires plus courtes
avec un degré de polymérisation souvent infériel0@. A l'origine, les hémicelluloses
désignent des polysaccharides pariétaux alcalinbks ; cependant certains polysaccharides,
tels que les arabinanes et les arabinogalactanessaits par I'eau. Donc, par extension, les
hémicelluloses regroupent tous les polysacchagdese sont ni cellulosiques, ni pectiques,

présents dans les parois cellulaires végétales.

A la linéarité et a la monotonie de constitutionaeellulose, s’opposent les multiples
facons selon lesquelles s’associent les unitésditpes dans les hémicelluloses. Elles sont
formées d’'une chaine de monosaccharides liés galiaisons glycosidiques résultant de la
condensation d’'un hydroxyle hémiacétaligue d’un asec un hydroxyle alcoolique d’un

autre. Cet enchainement peut étre constitué duml sgpe de monomere



(homopolysaccharide) ou de plusieurs types diftér@météropolysaccharide). Par hydrolyse
acide ou enzymatique, les hémicelluloses liberesthkxoses (glucose, mannose, galactose),
des pentoses (xylose, arabinose), des désoxyhexhsmse et rhamnose) et des acides
uroniques (acide glucuronique et son dériv@-méthyle, acide galacturonique). Les liaisons
qui unissent ces motifs sont elles-mémes variées.némicelluloses sont constituées par un
axe osidique principal, le suffixeane désignant la nature de cet axe; par exemple, les
xyloglucanes sont construits a partir d’'une chai@elucose, substitué par des unités xylose.
Cette chaine principale peut étre ramifiée par desines latérales, qui empéchent le

rapprochement des chaines et donc I'arrangemestaldin.

I.1.1.c.Les pectines

Ce sont les constituants essentiels de la lameadiggerme a la base du « ciment » qui
réunit les cellules entre elles. La structure ppale des pectines est formée de chaines
faiblement polymérisées d'acides galacturoniquess lien o-(1—4), appelé acide
polygalacturonique, sur lesquelles s'inserent desdus de L-rhamnose. Chaque unité
rhamnose introduit dans la chaine un coude et poufénc a I'ensemble une configuration en
zig-zag. Des chaines latérales de natures diveasssinanes, galactanes et arabinogalactanes
sont aussi greffées sur le squelette rhamnogatattiue, d'ou la grande diversité de ces
polymeéres. Les fonctions acides sont souvent &8&sipar des groupements méthyles ou

salifiées par des ions monovalents ou divalenssaeé K, Na' et C&".

La solubilité des substances pectiques dépend ue nesse moléculaire, de la
présence de chaines latérales, mais aussi et sdtalegré de méthylestérification et de la
distribution de ces groupements méthyles. Les pestisont classées suivant leur mode
d'extraction, soit a I'eau chaude pour les pectiregement méthylestérifiées, par des agents
chélateurs de cations divalents (EDTA, oxalate demmium) pour les pectines faiblement

méthylestérifiees et a I'acide dilué a chaud paysrbtopectine (acide polygalacturonique).

[.1.1.d.Les lignines

Les lignines sont des polyphénols, macromolécuigsitensionnelles hydrophobes de
haut poids moléculaire. Leur structure résulte de dopolymérisation de trois

monomeres aromatiques de type phénylpropéne : obhlccoumarylique, [I'alcool
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coniféryligue et l'alcool sinapylique, que l'on dg®e sous le terme général de
monolignols (figure 4) ; leurs précurseurs, lesdesi hydroxycinnamiques (ou alcools
phénylpropénoiques), sont produits au niveau dgutatn endoplasmique des cellules en
voie de lignification, a partir de la phénylalanirdesaminée en cinnamate, hydroxylée,
méthylée et réduite en alcool au niveau de la fonctarboxyle. Au niveau de la paroi

cellulaire, les monolignols sont oxydés en radicdilxes sous l'influence d’enzymes

(laccases et peroxydases); ces radicaux polyméripdus ou moins au hasard et sans
intervention enzymatique, ce qui explique la vali@b importante dans la structure des
lignines. Cette polymérisatiom situ s'accompagne de la formation de liaisons covatente
avec les glycanes de la paroi. A la fin du dévetoppnt cellulaire la lignine incruste ainsi la
cellulose et les hémicelluloses, ce qui assurgidité de la paroi, mais pose des problemes

lors de I'extraction des hémicelluloses.

OH OH OH
= = =
R e unité
unité gaiacyle unité syringyle hydroxybenzoyle]
OMe MeO OMe
OH OH OH
alcool trans-coniférylique alcool trans-sinapylique alcool trans-coumarylique
HO (0] HO 0] HO 0]
= = =
OMe MeO OMe
OH OH OH
acide férulique acide sinapique acide p-coumarique

Figure 4 : Structure des monolignols et des adigesoxycinnamiques précurseurs.

La proportion des trois monomeres et les liaisatrsumoléculaires sont trés variables,

dépendantes de I'origine botanique, du tissu ¢ tecalisation dans la paroi.
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Les lignines sont difficilement dégradées, trésistéates a de nombreux agents
chimiques et biochimiques; seules certaines hbastéet champignons, comme les
Polyphores, sont capables d’assurer la lignolyskes Esont tres réactives, parce qu’elles
contiennent entre autres des fonctions phénoliguésdroxyles, et sont insolubles dans les
solvants du fait qu’elles constituent un réseauninfPour caractériser les lignines, des
méthodes de dégradation douces ont été mises at) gui permettent de dépolymériser le
réseau tridimensionnel du polymére sans dégradérsnnoyaux aromatiques, ni la chaine
propane. Cependant, du fait des opérations d'diirgcles lignines isolées (lignines
d’extraction) sont différentes des lignines in s{frotolignines). Le terme de « klason
lignine » est parfois employé et correspond audtésipres avoir débarrassé la paroi des

extractibles hydrophiles et lipophiles, et des pabcharides par de I'acide sulfurique fort.

|.1.1.e.Autres constituants

Les substrats lignocellulosiques renferment égatérdes lipides, des protéines ainsi
gue des substances de faible poids moléculaigeqted les extraits et minéraux, spécifiques a
chaque essence. La paroi contient généralemerg 8nét 6% de protéines, souvent sous
forme de glycoprotéines, dont les extensines. Léses sont des enzymes telles que la

peroxydase ou diverses glycosidases.

Les extraits correspondent a I'ensemble des coastis du bois et de I'écorce qui
peuvent étre extraits par I'eau ou certains sok/anjaniques. Les substances hydrosolubles,
extractibles par I'eau ou les solvants organiquaaiges sont essentiellement les composeés
aromatiques et phénoliqgues comme les tanins,deeribides, ainsi que des petites molécules
tel que des sucres circulants. Les graisses, fles et les terpenes constituent les principales

substances extractibles par les solvants apolaires.

1.1.2. Modéles pariétaux

Il existe une relation directe entre la conformatitun polysaccharide et sa fonction a
I'intérieur de la paroi. En effet, ces polyméresgot le réle de matériaux de construction dans
la consolidation de la paroi végétale. Ainsi ldueke constitue 'armature de la paroi de par
sa conformation rigide, alors que les hémicelldogeratériau tampon, assurent une certaine

flexibilité qui permet la croissance de la cellulenfin la lignine cimente I'édifice. Ces
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différentes macromolécules forment un réseau tedsionnel dont la cohésion est assurée
aussi bien par des liaisons de faible énergie, oerias liaisons de Van der Waals et des

liaisons hydrogene, que par des liaisons ioniqties\alentes.

La proportion des trois grandes catégories de mtdédcellulose, hémicelluloses et
lignine) est fonction de la localisation dans da cellulaire végétale (figure 5).

1004

Cellulose
\ \//—\

Hémicelluloses

% approximatifs (masse séche)

Lignine
0
P-1
LM S1 S2 S3
<< ——————r—>

d | .
| L
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Figure 5 : Composés chimiques de la paroi deslesllie bois (exprimés en % massique) et leur
distribution d’aprés Popa (1996). LM : Lamelle Mowe ; P-I : Paroi primaire ; P-Il : Paroi seconglai

Méme s'’il est impossible de décrire de maniére wmida composition et la
constitution d’'une paroi cellulaire, quelques galitds peuvent étre énoncées. Plusieurs
hypotheéses concernant I'agencement de ces diféSremcromolécules au sein de la paroi ont
été avancées, susceptibles d’expliquer les praégrighysiques des parois telles que la
résistance et I'extensibilite.

En ce qui concerne les parois primaires, Albershaticoll. (1973) ont montré qu’elles

présentent une grande similitude dans leur comipogiolysaccharidiqgue, méme lorsqu’elles
proviennent de différentes variétés botaniques.ttaasux de Carpita et Gibeaut (1993) ont
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conduit a I'élaboration d’'un modeéle de la paroinmire des dicotylédones (figure 6). Ce
modele tient compte des contraintes physiques &dextension de la paroi. Trois domaines
indépendants, mais qui interagissent entre eurny @ésents : le premier est le domaine de
base formé par le réseau cellulose-hémicellulosgsigeprésente environ 50% en masse de
la paroi ; il est entouré par une matrice de palgarides pectiques qui constitue le deuxieme
domaine (environ 30% en masse), les connexionexjatent entre les polysaccharides des
deux domaines pouvant ne pas étre de nature cowal&mfin, le troisieme domaine
indépendant est composé des protéines de struaiwsein duquel I'extensine pourrait former
des ponts intermoléculaires avec d'autres protésesss obligatoirement se lier aux

macromolécules polysaccharidiques.
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Figure 6 : Représentation schématique de I'orgénisae la paroi primaire pour les dicotylédondsis€arpita
et Gibeaut (1993).
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Par contre, la composition des parois secondaiff&sel considérablement d’'un type
cellulaire a I'autre, contenant 40 & 80% de ceflaldl0 a 40% d’hémicelluloses et 5 & 25% de
lignine. Les polyméres de lignine des parois priegin’ont pas la méme composition, ni la
méme structure que la lignine des parois secorgldies lignines des parois primaires sont
fortement branchées et associées physiquementaole fdus proche aux polysaccharides que
les lignines des parois secondaires linéairessetuature ouverte (Jung et Deetz, 1993). Une
représentation de l'arrangement moléculaire et ldesons dans la paroi secondaire des

gramineées (figure 7) est proposée par Bildlaatodit (1992).

La vision la plus juste de la paroi cellulaire vigdg doit donc étre celle d'un
complexe multi-moléculaire formé par un réseaudimensionnel de macromolécules
essentiellement polysaccharidiques (cellulose, b&lilaloses et pectines) qui sont intimement
associées. La composition chimique et 'organisatie la paroi cellulaire végétale sont a
I'origine des protocoles d’extraction spécifigues enacromolécules qu’elle contient.
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Figure 7 : Structure de la paroi secondaire (Bidkteoll., 1992)
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|.2. Les xylanes au sein de la paroi

Les xylanes appartiennent a la famille des hémilmedes du fait de leur extractabilité
de la paroi végétale par des solutions alcalinessa@ht les polysaccharides pariétaux non-
cellulosiques les plus abondants.

1.2.1. Le squelette de xylane

Les xylanes sont formés d’'une chaine principalaitis D-xylopyranosyl (D-Xy),

de conformatioriC,, liées erf3-(1—4), si on exclue les xylanes algaux liés3efi—3). Cette
liaison glycosidique de typ@-(1—4) confére a la chaine une conformation relativéamen
étendue. La chaine décrit une hélice gauche aid®ugégylose par tour (Atkins, 1992). Selon
Atkins, le pas de I'hélice est de 1,49 nm, ce quirge une valeur de 0,5 nm pour la longueur
d’'un monomere de xylose projeté sur I'axe de lagnule. Cette structure a été confirmée par
diffraction des rayons X ainsi que par une analgseformationnelle dans le cas de
I'arabinoxylane du grain de riz (Yui ebll., 1995). La conformation en hélice du xylghe
(1—4) est plus flexible que celle de la cellulose effiet, cette structure n’est stabilisée que
par une seule liaison hydrogéne entre I'hydrogameyupement hydroxyle en position 3
d’un résidu xylose et I'oxygéne en position 5 deleysuivant (Marchessault et Liang, 1962),

contre deux liaisons hydrogéne dans le cas ddlldase.

[.2.2. Les branchements

La plupart des xylanes sont des hétéropolysacasridontenant un ou plusieurs
sucres substitués sur la chaine principale de aylosrsque les xylose sont substitués, ils le
sont sur leur hydroxyle en position 3 et plus raetnsur I'hydroxyle en position 2. Ces
ramifications different en composition, en tailéa lieu de fixation sur la chaine principale,
selon l'espece et l'origine variétale. Le degré sidstitution de la chaine principale des
xylanes détermine ses propriétés physico-chimigeies que sa solubilité et sa capacité a se

lier a la cellulose.

Selon la nature et 'agencement des substituantdgbnit différents types de xylanes,

représentés figure 8.
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Figure 8 : Exemples de structures de xylanes ditgigégétale, a) arabinoxylane fortement substfiyé,
arabinoxylane faiblement substitué, cp4méthylglucuronoxylane, d) arabino@-méthylglucuronoxylane,
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Les xylanes neutres sont peu branchés et contiepeenou pas d'acides uronigues.
Ces xylanes sont les moins fréquents et ont étésistans les téguments de graine de guar
(Sajjan et Salimath, 1986).

Les arabinoxylanes (AX) sont substitués sur latfmsB ou sur les positions 2 et 3 par
des unités dex-L-arabinofuranosed-L-Araf) ; ils peuvent également contenir en faibles
quantités d’autres unités telles que du D-galacfode-Galp), du L-rhamnosed(-L-Rhap) et
des acides uroniques, lI'acide D-glucuroniqueD-GIcpA) et son dérivé méthylée (@-Me-a-
D-GlcpA). On distingue les arabinoxylanes fortement binéisc(ws-AX, figure 8a), solubles
dans l'eau, des arabinoxylanes insolubles dansi I@éas-AX, figure 8b), qui sont tres
faiblement substitués.

Les glucuronoxylanes (GX, figure 8c) sont des heéfhtoses acides. lls sont
substitués par I'acida-D-glucopyranosiqued-D-GlcpA), fréquemment sous forme d’acide
4-O-méthylglucuronique, lié par une liaisar(1—2) sur la chaine de xylose. Certains de ces
xylanesin situ sont substitués irrégulierement par des groupesragtyle en position O-2 et
0O-3 des xylose, pour environ 70% de ces unitésseyl®aeza et Freer, 2001). Lors de leur
extraction par des solutions alcalines, d@sacétyl-40O-méthylglucuronoxylanes sont

désacetylés.

Les arabinoglucuronoxylanes (AGX, figure 8d) sambstitués par I'arabinose, lié en
0O-3 des résidus xylose, et I'acide D-glucuroniqumed(GIcpA) et/ou son dérivé méthylé, liés
en O-2 du xylose. Ce type d’hémicellulose a été&isopartir de fourrages et de bois de

résineux.

D’autres types de xylanes, les hétéroxylanes (hXiré 8e), sont caractérisés par un
taux élevé de ramification et sont composés d’'angel gamme de constituants. Les chaines
latérales sont constituées par des monomeresldarabinofuranoseo-L-Araf), d’acidea-
D-glucopyranosiqued-D-GlcpA) parfois méthylé en O-4, d'unités de D-galactode, D-
glucose, de D-xylose, ainsi que de différentesrgdmtonstituées généralement de D-xylose
conjugués avec les monomeres déja cités ; la lamgie ces chaines ne dépassant pas trois

résidus. Les alcools primaires (O-5) des résidasathinose peuvent étre estérifiés par des
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acides phénoliques, tels que I'acide férulique'atide para-coumarique, sous leur forme
trans(Ford et Hartley, 1990).

1.2.3. Diversité des xylanes

L’'analyse détaillée de la littérature donne desmgk, I'image de polysaccharides aux
structures chimiques variées. Cette diversité sirale des xylanes est a associer a leurs
fonctions chez les plantes et peut ainsi explid@eépartition de certaines classes de xylanes
au sein du regne végétal comme cela est illustrés dlarbre phylogénétique présenté en
figure 9.

La présence de xylanes peut ainsi étre mise emgsgdjusqu’aux familles botaniques
les plus anciennes. Les homoxylanes (X) linéairestype 3—(1—3) se substituent a la
cellulose dans la paroi de I'algue ve@aulerpasp., alors que les homoxylanes mixtes (Xm)
B—-(1—3 et 1-4) sont souvent identifiés dans la paroi des algoages de la famille des
Palmarialeset NematialesLa présence d’homoxylanes chez les plantes supés est assez
rare. Les xylanes des plantes supérieures sont queumx du type glucuronoxylane. Dans le
bois des dicotylédones, végétaux les plus évoked, le 40-méthylglucuronoxylane (GX)
est identifie. Le rapport Xyl / ©-MeGIcA varie dans ce cas de 4 a 16 pour 1. Les
arabino(glucurono)xylanes (AGX) sont caractéristgjules bois de gymnospermes ainsi que
des tissus de graminées et de plantes annuellss.atabinoxylanes neutres (AX) sont
fréequents dans les grains de céréales, quelquaseg/iramifiés (ws-AX) sont présents dans
'endosperme et le péricarpe de ces derniers. Aurscale la derniere décennie, les
caractéristiques structurales d’arabinoxylanesrasysolubles = ws-AX ou insolubles = wis-
AX dans I'eau) extraits de grains de céréalesdatsle seigle, I'avoine, le froment et I'orge
ont été publiées. Ces arabinoxylanes sont caraétepar un faible contenu en Acpi sont
essentiellement associés a despXylonosubstitués. Les grains de riz, de mais ethsorg
contiennent quant a eux a la fois des arabinoxgldAX) et des arabino(glucurono)xylanes
(AGX). Enfin, les xylanes les plus complexes dunpale vue structural, les hétéroxylanes
(HX), sont présents chez certaines céréales, glule largement étudié a sans doute été

I'hétéroxylane du son de mais (Chanliaud, 1995).
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Figure 9 : Répartition des xylanes sur I'arbre phginétique du régne végétal d’aprés Ebringerotieiize
(2000) ; X : homoxylanes ; Xm : xylanes mixtes ; AXrabinoxylanes, AGX : arabinoglucuronoxylanes ;
GX : glucuronoxylanes ; HX : hétéroxylanes»;: évolution.

1.2.4. Propriétés physico-chimiques des xylanes

[.2.4.a.Masse moléculaire, degré de polymérisation

Les valeurs des masses moléculaires rapportéedaléitiérature sont tres variables,
dépendantes du mode d’extraction ou de la méthahalgse utilisée. Les plus utilisées de
ces méthodes sont la viscosimétrie, la diffusionlaldumiére, I'ultracentrifugation et la
chromatographie d’exclusion stérique (perméationgdf. Vinkx et Delcour (1996) ont
abordé le probléme de I'estimation des masses mlaiées dans une revue consacrée aux

arabinoxylanes. Habituellement les valeurs obtepagsiltracentrifugation sont inférieures a
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celles déterminées par perméation de gel, et lEsingles plus élevées sont obtenues par
diffusion de la lumiére. L'association des chaidespolyméres ainsi que la présence de
particules de microgels insolubles semblent ésparsables des variations importantes dans

la mesure des masses moléculaires.

Finalement, la détermination d'un degré de polysadion doit étre effectuée par
plusieurs méthodes physico-chimiques, et seul®em@ergence des résultats permet d’établir

une valeur significative de la masse molaire mogeathes hémicelluloses.

Globalement, le degré de polymérisation ou DP ddsnes est plus faible que celui
de la cellulose. Il dépasse rarement 200, mais g@igeindre2000 pour les hétéroxylanes de
rafle de mais (Chanliaud, 1995).

[.2.4.b. Solubilité

Lors de la solubilisation d’'un polymére, il y a co@tition entre les interactions
macromolécule/solvant et les interactions macrooudéémacromolécule. Les molécules
linéaires et neutres, comme la cellulose, sontdifdisiles a dissoudre, du fait des tres fortes
interactions intermoléculaires existantes qui de$ient des zones tres cristallines tres peu
accessibles a I'eau. La solubilité est égalemetdroénée par le degré de substitution de la
chaine principale des polymeres, les branchemaniiitdnt I'éloignement entre les chaines.
La solubilité est enfin favorisée par la préseneesdbstituants chargés comme les acides
uroniques, qui augmentent I'hydrophilie du polymese les répulsions électrostatiques

intermoléculaires. Plus les xylanes sont substifpi@s ils sont solubles dans I'eau.

Les xylanes fortement branchés sont donc plus Edulans I'eau et sont moins
étroitement liés a la cellulose, contrairement aybanes peu substitués. Ainsi les xylanes
endospermiques sont facilement extraits par 'eamparativement aux xylanes des tissus
non endospermiques. Ceci peut étre attribué adsepce de quantités importantes d’unités

d’acide uroniques.

23



1.2.5. Liaisons chimiques entre les xylanes et les autresnstituants de la paroi

Les divers composants de la paroi — polysaccharidégnines, acides
hydroxycinnamiques, protéines, ions et eau — igtesent entre eux via différents types
d’interactions : liaisons ioniques, hydrogéne owatentes. Il est évident que la nature des
liens existants entre les xylanes et les autrestitoants de la paroi, leur stabilité et leur
intensité, conditionneront le rendement et la qéalie I'extraction de ces polysaccharides.
Les différents types d’associations possibles dargolymeres pariétaux ont été décrits par
Fry (1986) et liyama etoll. (1994).

|.2.5.a.Liaisons non covalentes

De nombreuses liaisons hydrogéne peuvent se foemée les polysaccharides
pariétaux par I'intermédiaire de leurs groupeméwytdroxyle. La présence de substituants sur
les xylanes ainsi que de groupements acétyle lgséeme cependant de s’associer en
microfibrilles comme la cellulose. Ces liaisons togkne peuvent également relier les
xylanes avec la cellulose suivant le taux de bramgnt, ou avec d’autres composés
hémicellulosiques (Fry, 1989).

De plus, des liaisons ioniques monovalentes peuwn&rvenir entre les groupements
carboxylates des acides uroniques des xylanessefirimupements chargés de I'extensine
(groupement NKf de la lysine et groupement imidazole de I'histigiFry, 1988). Des
liaisons ioniques divalentes peuvent se mettrelacemar I'intermédiaire des ions Cavec

les atomes d’oxygene des résidus glycosyles vaisins

I.2.5.b. Liaisons covalentes

I. Liaisons avec la lignine
La lignine est parfois associée de facon étroite polysaccharides pariétaux par

I'intermédiaire de liaisons covalentes de typeszlgkaster, benzyl-éther et glycosidique.

Des liaisons ester peuvent exister entre un agideique d’'un glucuronoxylane avec
les groupements hydroxylés des lignines (Lam, 1998)on l'origine variétale, un tiers des
unités d’acides uroniques peut étre lié de cetteiéna a la lignine (Takahashi et Koshijima,

1988). Ces liaisons sont alcali-labiles (figure.10)
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Figure 10 : Liaison de type ester entre la ligréhen xylane (Takahashi et Koshijima, 1988)

Les liaisons éther constituent un pontage direst xdg¢anes aux lignines (Joseleau,
1992), reliant le carbone 2 ou 3 des unités xyksec les carbones ety du groupement
phénylpropane de la lignine (Watanabecei., 1986, Watanabe ebll., 1989). Ce type de
liaison est beaucoup plus stable, en milieu basiqueacide, que les liaisons ester

précédemment décrites (figure 11).
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Figure 11 : Liaison de type éther entre la ligren@n xylane (Watanabe edll., 1989)

Des liaisons phénylglycosides sont également fr@éguent rencontrées, formées par
réaction des unités réductrices des xylanes agegrt@ipements hydroxyle phénoliques de la

lignine. Ce type de liaison est facilement rompurelneu acide.
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La figure 12 résume les différents types de liagsester et éther rencontrées dans les
parois lignifiées. Les liaisons ester entre lescfimms carboxyliques des glucuronoxylanes,
par exemple, et les hydroxyle des lignines (figl@a) sont représentées, ainsi que les liaisons
éther entre polysaccharides et lignines (figure)1Rles esters hydroxycinnamiques peuvent
étre liés directement aux polysaccharides (figit€).1Un acide férulique bifonctionnel peut
former des pontages covalents ester-éther entpolgsaccharides et les lignines (figure 12d)
ou par lintermédiaire de l'acide deéhydrodiferuliguformer des ponts diester entre
polysaccharides (figure 12e) et étre éthérifiéeaalignine (figure 12f). L’acidepara-
coumarique n’est pas impliqué dans de tels pontdgg'associe aux constituants de la paroi

apres lignification sous forme de liaisons éthesugtout ester.

(b) Pont éther

0] o (c) Estérification par

<4— un acide hydroxycinnamique

A,
AN
Do
/Qle

O,

(a) Pont ester

OH dco
3 O OH
o-O

(d) Pontage diester-éther
par I'acide férulique

(f) Pontage diester-éther par
I'acide déhydrodiférulique HO
g (e) Pontage diester par

I'acide déhydrodiférulique

O Acide paracoumarique O Acide férulique O—O Acide déhydrodiférulique

Figure 12 : Possibilités de liaisons covalentegedis xylanes et les lignines dans la paroi vdgétbaprés
liyama etcoll., 1994).
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ii. Liaisons avec les protéines
De faibles quantités de protéines ont été idemsfilans les xylanes des plantes
annuelles, cependant leur role et la nature préadesleurs liaisons avec les xylanes restent
incertains. Ainsi un complexe arabinoxylane-praééia été isolé du son de seigle
(Ebringerova, 1994a). Cette association avec legjpres de la paroi serait responsable de

I'insolubilité des hétéroxylanes de son de maisif8er et coll., 1995).

iii. Liaisons entre polysaccharides
Des interconnections entre xylanes et polysacchsirjgectiques ont également été
identifiées ; dans certains cas, des complexes étitextraits dont on ne connait pas
précisément la nature des liaisons qui les comestifutel qu'un complexe glucuronoxylane-
pectine isolé a partir du hétre (Hromadkova, 1998r contre Kwan et Morvan (1991) ont
établi I'existence de liaisons éther entre un xglahune chaine d’arabinogalactane de type II.
Enfin Coimbra etoll. (1995) ont démontré I'association glucuronoxylagieglucane dans

la pulpe d’olives.

1.2.6. Les principales sources de xylane

Les sources majeures de xylane sont essentiellefoealisées dans le bois des
dicotylédones et, en excluant les graminées, admmbnocotylédones ou les xylanes du type
GX et AGX forment entre 25 et 35 % de la biomassghe ou encore dans les grains de
céréales qui peuvent contenir de 30 a 50% d’AXGAX et d’'HX. Les sources de xylanes ne
manguent donc pas, y compris pour une exploitatiame valorisation a I'échelle industrielle
de ces polysaccharides. Les épis de mais, co-psodai I'industrie de transformation du
mais, sont la source la plus conventionnelle deaned. D’autres sources facilement
accessibles et abondantes existent. C’est par dgdmpas des xylanes extraits a partir des
résidus générés lors de la production d’huile dertesol ou d’huile d'olive. Les xylanes
peuvent également étre facilement isolés lors ddlitonnement des fibres de lin ou au cours

du traitement par explosion a la vapeur de lagaill
Le bois et les co-produits de I'industrie foresti€sciures et écorces) sont aussi tres

riches en xylanes. En particulier, les bois dusseatiellement de feuillus, présentent des

contenus plus homogénes en xylanes.
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|.3. Composition chimique du bois

Le bois est un matériau complexe et hétérogénée ders son anatomie que dans sa
composition chimique. On distingue les gymnospermesnus sous le nom de résineux ou

coniféres (softwoods), et les angiospermes oulfsufhardwoods).

1.3.1. Principales différences de composition entre feuills et résineux

Les tableaux 1 et 2 comparent les compositions igoi@s pour 5 especes de feuillus
et 5 espéeces de résineux (Timell, 1967). Si Ir twucellulose reste quasiment le méme entre
feuillus et résineux (43 £ 2%), on constate de&dihces concernant la teneur en lignines ;
ainsi le bois des coniféres est caractérisé patamaur plus élevée en lignines (entre 25 et 35
%), alors que le taux de lignines des feuillus @shpris entre 18 et 25%. Les lignines
présentent ainsi une variabilité importante auanivde leur proportion chez les feuillus et les

coniféres, mais aussi au niveau de leur composition

Tableau 1 : Composition chimique du bois de fesil(ltimell, 1967)

Constituants de Betula Fagus Populus Ulmus
. Acer rubrum . e . .
la paroi payrifera grandifolia tremuloides americana
Cellulose 45 42 45 48 51
Lignine 24 19 22 21 24
Glucuronoxylane 25 35 26 24 19
Glucomannane 4 3 3 3 4

Pectines, amidon,
cendres, etc.

Valeurs en pourcentage massique par rapport awdbberrassé des extractibles

2 1 4 4 2

Tableau 2 : Composition chimique du bois de résir(@imell, 1967)

Constituants de Abies , . Tsuga Thuja
. Picea glauca Pinus strobus . . .
la paroi balsamea canadensis occidentalis
Cellulose 42 41 41 41 41
Lignine 29 27 29 33 31
Glucuronoxylane 9 13 9 7 14
Glucomannane 18 18 18 16 12

Pectines, amidon,
cendres, etc.

Valeurs en pourcentage massique par rapport awdbberrassé des extractibles

2 1 3 3 2
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D’une maniére générale, les lignines de coniféoes de type gaiacyle, résultant de la
polymérisation de I'alcool coniférylique. Les ligreis de feuillus sont de type gaiacyle et
syringile, biosynthétisées a partir des alcoolsféoylique et sinapylique. Il faut noter que la

composition des lignines est tres influencée @ayd’de I'arbre.

Nimz etcoll. (1974) ont proposé un modele structural de ladigrdu hétre (figure
13), sur la base de résultats obtenus par hydralydeagée et dégradation par l'acide
thioactéique de la lignine. Ce modéle présente 2w phénylpropane, dont 14 unités
gaiacyle, 10 unités syringyle et une unité hydrexgoyle, certaines de ces unités pouvant

étre remplacées par des unités dilignols (entrehets sur la figure).
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Figure 13 : Modéele de structure de lignine de h@tienz, 1974).
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Les tableaux 1 et 2 révelent également la vartébdies hémicelluloses identifiees
dans les bois de feuillus et de résineux, tant @intple vue quantitatif que qualitatif. Les
principales familles d’hémicelluloses du bois éfastxylanes et les mannanes (figure 14). La
proportion d’hémicelluloses est plus importante zchkes feuillus, pour lesquels,
I'hémicellulose majoritaire est un @-méthylglucuronoxylane partiellement acétyl®- (
acétyl-40O-méthylglucuronoxylane) constituant 20 a 35% dushéandis que les résineux
contiennent des glucuronoarabinoxylanes pour envil®%. Les feuillus renferment
également une petite quantité de glucomannaness ajoe chez les résineux les
galactoglucomannanes acétylés représentent justiB® des constituants du bois de

résineux.

a) — 4)-R-D-Xylp-(1— 4)-3-D-Xylp-(1— 4)-R-D-Xylp-(1— 4)-R-D-Xylp-(1—

3 2
i 7
Ac 1

4-O-Me-u-D-GlcpA

b) — 4)-3-D-Xylp-(1— 4)-B-D-Xylp-(1— 4)-B-D-Xylp-(1— 4)-3-D-Xylp-(1—
2 3
1 T
1 1
4-O-Me-o-D-GlcpA a-L-Ara f

C) — 4)-3-D-Glop-(1— 4)-R-D-Manp-(1— 4)-B-D-Manp-(1— 4)-R-D-Manp-(1—

d) — 4)-3-D-Glep-(1— 4)-R-D-Manp-(1— 4)-3-D-Manp-(1— 4)-B-D-Manp-(1—

6 2(3)

T T

1 Ac
a-D-Galp

Figure 14 : Structures hémicellulosiques du bgi§-acétyl-40-méthylglucuronoxylane (feuillus), b) arabino-
4-O-méthylglucuronoxylane (résineux), c) glucomanngesillus), d)O-acétylgalactoglucomannane (résineux).
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En plus de ces principaux constituants, le boistieoh également d’autres
polysaccharides tels que les pectines et I'amidontres faible quantité, ainsi que des
extractibles, pour lesquels les quantités sontabtes. Le terme extractibles ou extraits
englobe I'ensemble des constituants du bois quirgrgLEtre extraits par 'eau ou par certains
solvants organiques. Les substances hydrosolubldgactibles par I'eau ou les solvants
polaires, sont représentées essentiellement pamolaposés aromatiques comme les tanins,
les flavonoides, etc... Les graisses, les cires ®ttégpenes constituent les principales

substances extractibles par les solvants apolaires.

1.3.2. Les xylanes du bois

Du point de vue structural, ces hémicelluloseseantommun une chaine principale
constituée par un enchainement de résidus D-xyhmoge liés par des liaisois(1—4). La
variabilité structurale se manifeste par le degrédaenature des substitutions qui peuvent
apparaitre sur les C2 et C3 des unités xylose gtetsdes résidus de L-arabinofuranose, ou
plus rarement de L-arabinopyranose, liésaefl—3) sur les Xyl. Un autre substituant est
I'acide glucuronique et son dériy@méthylé en position 4, qui sont liés eq1—2) sur la
chaine principale. Enfin certaines unités xylosggm des groupements acétyle en positions
2 et 3. Sur ce squelette général, différentes quaatités ont été mises en évidence suivant
I'essence considérée, comme la présence d’autbssiteiants que ceux généralement trouves,

ou l'existence de chaines latérales.

Cette variabilité dans les structures laisse cegenepparaitre quelques caracteres

généraux selon qu’il s’agit de xylanes extraitddis de feuillus ou de bois de résineux.

[.3.2.a.Le 4-O-méthylglucuronoxylane des bois de feuillus

La structure chimique du @méthylglucuronoxylane (GX) des bois durs de fesila
éte tres largement étudiée et les références giblbhiques la concernant sont nombreuses.
La structure la plus représentative est sans dmlte d'une chaine linéaire de 200 résidus
Xylp associés par I'intermédiaire de liais@$l—4) et substituée par endroit sur le C2 d’'un
résidu Xybp par un acide ©9-méthylglucuronique. Le rapport@-MeGIcA/Xylp est souvent
de 1 pour 10. Les hydroxyles des résiduspXgt notamment le C3, sont souvent estérifiés

par I'acide acétique (Figure 15, Teleman, 2000).
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4)B-D-Xylp(1 — 4)B-D-Xylp(1 - 4)R-D-Xylp(1 - 4)R-D-Xylp(1 - 4)B-D-Xylp(1 » 4)B-D-Xylp(1— 4)B-D-Xylp(1 -

2 3 32 2
f Ac/ Ac/ f f
Ac Ac 4-O-Me-D-GIpA

Figure 15 : modéle structural général d@4néthylglucuronoxylane (GX) de bois de peuplieafiies
Teleman, 2000).

Quelgues questions restent cependant en suspensricant certains détails de la
structure, comme la présence de chaines latéralgglakse, la distribution des unités d’acide
uronique le long de la chaine principale ou endarprésence d’acide galacturonique et de

rhamnose dans cette structure.

i. Chaines latérales

Il est généralement admis que les xylanes sont pbdgmeres linéaires. Leurs
propriétés filmogénes en font preuve. D’apres Hetidmamura (1964), le xylane de hétre
forme des films d’élasticité comparable a cellecgllophane. Pourtant certains travaux ont
montré I'existence de chaines latérales constitd&mstés xylose sur certaines structures. La
présence de ces chaines latérales peut étre midgadance par différents types d’analyses.
La technique la plus ancienne est une méthylasanjie de I'hydrolyse du polymere. On
quantifie ensuite les proportions de 2- o@-3néthylxylose, de 2,3-dB-méthylxylose et de
2,3,4-tri-O-méthylxylose, dont la présence caractérise resgaeent un branchement de la
chaine principale, un xylose interne non substigtéune unité terminale non réductrice
(figure 16). Comme l'ont montré les travaux de Zinét Timell (1965), on ne peut pas
affirmer I'existence de ces chaines latérales sselle caractérisation de dérivés 2- db-3-
méthylxylose ; en effet ils peuvent provenir deléanéthylation de dérivés di- ou triméthylés
durant I'hydrolyse. Par contre la présence de gluse unité terminale non réductrice est la
preuve d'une substitution de la chaine princip&iais les dérivés trd-méthylxylose
(caractérisant les unités terminales non rédudlyjegant des dérivés extrémement volatiles,
une sous-estimation du taux de branchement esesbwbservée. Une autre méthode pour
mettre en évidence I'existence de chaines latésalekes xylanes est la dégradation de Smith

utilisée par Dutton et Unrau (1962), au cours dpiddle les xylanes subissent une coupure
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oxydative par leperiodate de sodium, puis une réduction par le borningdde sodium et
enfin une hydrolyse (figure 17). La quantité d’ééme glycol produit est alors une mesure
directe du nombre d'unités terminales non réduesticen confrontant ces deux meéthodes,
Zinbo et Timell ont établi un modele structurahddane de peuplier, comportant 2,2 chaines
latérales en moyenne par molécule de xylane (figilBe D’autres travaux ont mis en
évidence des structures similaires pour les xylaleesaule, de peuplier (Karacsonyicetl.,
1969) et de charme (Ebringerova, 1969), comporaite 1 et 2 chaines latérales par
molécule en moyenne. Concernant la longueur de cbeSnes latérales, elles seraient

relativement courtes (Koshijima ell., 1965).

OH OH
HO ° 0 HO
HO o RO (@] OH
OH o
n
J 1)
OMe o OMe
MeO OMe
Meo o 0 o 0 MOMe
OMe o
n
‘ 2
OMe O OMe
OMe HO MeO
OMe\N OH MOH HO NOH
(0] OMe (0]

Figure 16 : Analyse de composition des xylanesp&thylation ; (1) DMSO, NaH oter-butylate de potassium,
puis Mel ; (2) hydrolyse par le TFA.
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Figure 17 : Dégradation de Smith d’un xylane ;IQ) ; (2) NaBH, ; (3) H'".
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Figure 18 10-acétyl-40-méthylglucuronoxylane présent dans le bois de luZinbo et Timell, (1965).
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ii. Distribution des unités d’acide 4-O-méthylglucuramie

Les données disponibles dans la littérature comcerta distribution des acides
uroniqgues semblent indiquer que l'acideO4méthylglucuronique est distribué de fagon
irréguliere et aléatoire sur la chaine principate xylane. En effet des oligosaccharides
neutres de 18 unités xylose ont été isolés a pdutibouleau, alors que le rapporO4-
MeGIcA/Xyl est d’environ 1/10 (Havlicek et Samuatsd 972). Par ailleurs I'analyse d’un
xylane extrait de I'écorce de saule contenant egemae un acide uronique pour six résidus
xylose, a révelé une structure formée d’'une altezeale zones non substituées et de zones a
I'intérieur desquelles les unités d’acide uronicgomt distribuées régulierement (Toman et
coll., 1981).

A ce jour, aucun oligosaccharide renfermant deusdescuroniques vicinaux n'a été

isolé d’'un hydrolysat de xylane de bois de feuillus

iii. Acide galacturonique et rhamnose

L'hydrolyse acide partielle du xylane de bouleatgeélé la présence de certains
motifs oligosaccharidiques acides (tableau 3), dantnajorité est composée de xylose et
d'acide 40©-méthylglucuronique. D'autres structures sont inatent originales comportant
de l'acide glucuronique, ou encore du rhamnosgedtacide galacturonique. La présence
d'acide glucuronique semble étre un artefact, pravede la déméthylation de I'acideD4-
méthylglucuronique lors de I'hydrolyse acide (Skumil991). Si certains oligosaccharides
contenant du rhamnose et de l'acide galacturonfmpievent étre la conséquence d'une
contamination par des pectines ou des galactaregjuhntités non négligeables du motif 4-
O-(GalA)-Xyl sont obtenues par hydrolyse du xylaneife. D'autres résultats, provenant de
I'nydrolyse enzymatique partielle, ont complétéecétude (tableau 4). De nouveaux motifs
ont été identifiés, confirmant que le rhamnoseaeide galacturonique font partie intégrante
de la structure. Par la suite il a été montré qgge unités caractérisent l'unité réductrice de
xylanes, comme le montre la figure 19. La présaheece motif a permis d'expliquer la

résistance des xylanes au peeling alcalin (Joharets®amuelson, 1977a).
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Tableau 3 : Oligosaccharides acides obtenus paplyge acide du bois de bouleau & partir de 20gr({3h et

Samuelson, 1973).

Acides uroniques Masse (mg)
0-(4-0-Mea-D-GlcAp)-(1—2)-O-D-Xyl p-(1—4)-OB-D-Xyl p-(1—4)-D-Xyl 41,0
0O-(4-O-Mea-D-GlIcAp)-(1—2)-Of3-D-Xyl p-(1—4)- D-Xyl 313,5
O-(a-D-GlcAp)-(1—2)-OB-D-Xyl p-(1—4)-D-Xyl 22,6
2-O-(a-D-GalAp)-L-Rha 8,0
2-0-(4-O-Me-a-D-GlcAp)-D-Xyl 500,0
4-0O-(a-D-GalAp)-D-Xyl 110,0
6-0O-(3-D-GlcAp)-D-Gall 3,5
2-0-(4-O-Mea-D-GIcAp)-D-Xyl 7,5
2-O-(0-D-GIcAp)-D-Xyl 22,1
4-O-Me-D-GlcAp 45,4
GalAp 43,4
GlcAp 9,5

Tableau 4 : Oligosaccharides acides obtenus paplygg enzymatique & partir de 20g de bois de laoule

(Shimizu etcoll., 1976 ; Ishihara etoll., 1978).

Acides uroniques

O-B3-D-Xyl p-(1—4)-O-D-Xyl p-(1—3)-O-a-L-Rhgp-(1—2)-0-0-D-Gal Ap(1—4)-D- Xyl

O-B3-D-Xyl p-(1—4)-O-D-Xyl p-(1—3)-O-a-L-Rhgp-(1—2)-O-0-D-GalAp

O-B-D-Xyl p-(1—3)-0-a-L-Rhap-(1—2)-O-a-D-GalAp(1—4)-D-Xyl

0-a-L-Rhap-(1-2)-0-0-D-GalAp(1—4)-D-Xyl

-B-D-Xyl p-(1—4)--D-Xyl p-(1—3)-a-L-Rhgp-(1—2)-a-D-GalAp(1—4)-D- Xyl

Figure 19 : Motif terminal des xylanes de feuil{@himizu, 1991)

iv. Groupements acétyle

La mise en ceuvre de protocoles d’extraction qui &ppel a I'utilisation de solutions

alcalines conduit a la désacétylation descetyl-(4O-méthylglucurono)xylane contenus

dans les bois de feuillus. L'obtention de ces mdkEs sous leurs formes natives nécessite



I'utilisation de protocoles d’extraction qui prégent les groupements acétyle (extraction en
présence de DMSO ou par utilisation des micro-ondeslocalisation de I'acétylation est par
ailleurs difficile a déterminer avec certitude amson de la migration possible du groupement
O-acétyle entre les C-2 et C-3 des résidugpX$himizu, 1991). Les GX contiennent de 9 a
14 % de groupements acétyle, ce qui corresponddegiré de substitution de 0,36 a 0,54.

[.3.2.b. L’arabino-(4-O-méthylglucurono)xylane des bois dégsineux

Les xylanes de bois de coniferes (figure 20), ma@hendants que les xylanes de
feuillus, sont substitués a la fois par des unité&gabinose (5 a 10% environ) et par des
résidus d’'acide ©-méthylglucuronique (12 a 20% environ). Le degrédlmérisation de
ces xylanes est compris entre 50 et 185. Commeldaras des xylanes de feuillus, quelques
éléments de structure sont encore discutés. La@neo plus des substitutions par l'acide 4-
O-méthylglucuronique ou l'arabinose, des branchemeatr de courtes chaines latérales de
xylose ont été mis en évidence (Shimizu, 1991)ttéenité réductrice s'est révélée étre de
structure identique aux xylanes de feuillus (Andensetcoll., 1983). La principale différence
avec les xylanes de feuillus, outre la présenceadiaose, est le taux important d'acide
uronigue. L’hydrolyse acide du xylane de méleze ermis d’obtenir deux séries
d’oligosaccharides, comprenant une et deux unitésid® uronique. Les résultats de cette
étude ont montré qu’'une grande proportion des adigleniques présents dans ces xylanes

sont positionnés sur deux xyloses adjacents (Shietizoll., 1978).

4-0O-Me-o-D-GlcpA
1

!
2

— 4)-B-D-Xyl-(1— 4)-B-D-Xyp-(1— 4)-R-D-Xylp-(1— 4)-B-D-Xyb-(1—4)-R-D-Xylp-(1— 4)-B-D-Xyp-(1—

2 3 2

T T 1

1 1 1
4-O-Me-0-D-GlcpA  o-L-Araf 4-0O-Me-0-D-GlcpA

Figure 20 : Structure partielle d’'un arabino@4méthylglucurono)xylane des bois de résineux (Shimi991).
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|.4. L’extraction des xylanes du bois

Le probleme principal auquel est confronté I'expémtateur est celui de la richesse
chimique de la paroi cellulaire végétale qui seldiapar la grande diversité structurale des
macromolécules, essentiellement polysaccharidigygisy sont représentées. Les protocoles
a utiliser doivent donc étre suffisamment séleqidsr permettre I'extraction d’'une catégorie
de macromolécules, ils doivent également avoiolesde protéger l'intégrité des structures
moléculaires en limitant la dégradation de ces idezn. L'étude détaillée de la littérature
dans le domaine de I'extraction des hémicellulda#stat de I'existence d’'un grand nombre
de protocoles. Cette observation ne trouve sonie@tmn que dans la grande variété des
structures hémicellulosiques identifiees au seiradearoi cellulaire végétale. L’'élaboration
d’'un protocole d’extraction spécifique des xylamesvue de leur exploitation commerciale
fait I'objet de nombreux travaux. La question adelle doit répondre I'expérimentateur est de
savoir quel type de xylanes extraire, a partir del gnatériel végétal, pour quelles propriétés,

en vue de quelles applications et en utilisantgpadtocoles.

La présence d’'une trame polyphénolique forméeahghine, ainsi que I'existence de
liaisons chimiques entre les différentes hémicefles qui constituent la paroi, et entre les
hémicelluloses et la lignine limite I'extractiond&ylanes. Il est alors impossible d’extraire
un type de polysaccharide sans rompre ces liaisbr®onc sans modifier le polymére par
rapport a son étah situ. Il faut donc appliquer des conditions d’extrantiosuffisamment

fortes pour permettre la rupture de ces liaissass dégrader les molécules extraites.

Dans le cas de I'extraction a partir du bois, lgkaxes sont classiquement recueillis,
aprés délignification en présence de chlorite ddiusoe, par une extraction alcaline. Au
préalable, il est nécessaire d’éliminer les exifpées, afin qu’ils n’interferent pas dans les
analyses par la suite. Une représentation schémeadig la séparation des constituants du bois

est illustrée figure 21.
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Figure 21 : Séparation des constituants du bois{8&t Freer, 2001)

[.4.1. Choix des solvants d’extraction

I.4.1.a. Solvants organiques

Le diméthylsulfoxide (DMSO) et le diméthylformamidgeMF) ont été utilisés pour
I'extraction des hémicelluloses. Par rapport auxitsms alcalines, les solvants organiques
tels que le DMSO et le DMF favorisent I'extractides hexosanes. L'extraction par le DMSO
présente l'avantage de conserver l'acétylation xianes qui sont saponifiés lors des
extractions alcalines aqueuses. Ce mode d’extradtiornit donc des fractions trés proches

de I'hémicellulosen situ, mais le rendement d’extraction est relativemaittlé (<50%).

I.4.1.b. Solutions alcalines aqueuses

Les solvants d’extraction les plus utilisés sorgt $®lutions alcalines de soude, de
potasse ou de chaux, ou encore d'autres basess wmlie le carbonate de potassium, le
formiate de sodium et 'ammoniac. Cependant, méspart la potasse et la soude, les autres
bases ne réagissent efficacement que lorsqu’@lgsusilisées en grande quantité pendant des

temps relativement longs.
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L'utilisation de la chaux Ca(OH)ermet en particulier le maintien d’un pH constant
au cours de la réaction et donne des hémicelluldsesouleur blanche par rapport a celles

extraites avec les autres bases (Rutenberg et tH2#55).

La soude s’est révélée la base la plus fréquemeraptoyée pour le traitement des
produits ligno-cellulosiques. Elle augmente la c#gad’'absorption d’'eau, provoque le
gonflement des fibres cellulosiques (Joseleau, Y1986hisse leur cristallinité, et augmente
ainsi la surface spécifique par augmentation dwmel du solide améliorant I'accessibilité
des réactifs. Le mécanisme d’action de la soude real connu ; plusieurs hypothéses ont été
formulées : sous l'action de la soude, la propartie liaisons hydrogéne intermoléculaires
serait réduite par solvatation (Joseleau, 1980%iaque celle des liaisons entre les
hémicelluloses et la lignine ; les alcalis hydrelys notamment les liaisons esters entre les
sucres et les acides hydroxycinnamiques (MaresogieS, 1973). Le rendement d’extraction

augmente avec la concentration en soude.

Les solutions de potasse sont également utilisées gxtraire les hémicelluloses. La
potasse apparait plus sélective que la soude vis-de I'extraction des xylanes, gu'ils
proviennent de feuillus ou de résineux (Shimizi®1,Bochicchio et Reicher, 2003). De plus,
'acétate de potassium formé au cours de la nésdtaln avec l'acide acétique est plus
soluble dans I'éthanol utilisé pour faire précipites hémicelluloses que I'acétate de sodium

(Browning, 1967), donc plus facilement éliminé.

L'utilisation de solutions alcalines présente cefaen des inconvénients. Outre le fait
gu’elle provoque la saponification des polysacaesj I'extraction par des bases peut
entrainer I'élimination du groupement —O¢éh position 4 des acides uroniques pour donner
un intermédiaire acide 4-déoxyhex-4-énuronique.e8préliminations successives, ce dérivé
se décompose puis un résidu acide est finalemiemnél (figure 22). Il semble qu’une partie
des acides uroniques de©4méthylglucuronoxylanes soit éliminée et degradé@d@nsson et
Samuelson, 1977b) pour des extractions alcalimEsdempératures élevées. Il est également
connu qu’en milieu alcalin, des réarrangements @eusurvenir sur I'extrémité réductrice
des polysaccharides (figure 23), s’accompagnanpliEnomenes de « peeling » par des
mécanismes dg-élimination (Hansson et Hartler, 1968). En effet;ésidu situé a I'extrémité

terminale réductrice d’'un polysaccharide peut, dtation d’'une solution alcaline diluée,
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subir une isomérisation partielle sur le C2 pounrdw le cétose correspondant a l'aldose
épimére : c’est la transformation de Lobry de Bruyhlberta van Ekenstein. Ces réactions

peuvent étre évitées en opérant en milieu réducteur

o (0] o o
OH OH OH OH OH OH OH OH
Xylane—O0O Xylane—0O Xylane—0O Xylane—0O
OH
-CH,OH
COOH — > COOCH ESS COOH I COOH
(6] (6] (6] (6]
o] o] o] +
OH OH OH O /
OMe
OH OH OH OH

Figure 22 : Dégradation des unités d’acide uroniguenilieu basique (Lai, 2001).
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Figure 23 : Dépolymérisation (peeling) des xylaeesnilieu alcalin (adapté de Lai, 2001).
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1.4.2. Séparation des fractions polysaccharidiques

Par les différentes techniques d’extraction désrjpeécédemment, un meélange de
polysaccharides est obtenu. Afin dobtenir des tioas polysaccharidiques homogeénes,

plusieurs possibilités se présentent.

On peut opérer par extractions successives, avec sidutions alcalines de
concentrations croissantes (Carpita, 1984). Orseatid’abord une solution de soude ou de
potasse diluée, ce qui a pour effet de faire gotdke fibres et de faciliter ainsi la pénétration
des solutions plus concentrées utilisées ensuilis.dh augmente la concentration en alcali a
chaque extraction, ce qui aboutit a un fractionmemmut en épuisant le bois en
hémicelluloses. On peut également utiliser les sliés préférentielles des différents
polysaccharides dans la soude ou la potasse. §teitiustré par la figure 24, ou le protocole
prévoit d’abord une extraction par le DMSO, puiss dextractions par des alcalis de
concentrations croissantes (KOH ou NaOH). La deere&traction est effectuée par une base
forte en présence de borates. L'ajout d’'acide lherighBO3 lors de I'extraction alcaline
facilite la dissolution des glucomannanes, les tesrdormant, avec les hydroxyles en
position 2 et 3 du mannose, un complexe plus asodlible.

Bois
DMSO + A Précipité
Ethanol acidifié > 90% xylane
596 KOH + Precipite
» > 90% xylane —
Acide acétique Ethanol PréCIpIté’
FILTRAT > 90% xylane
10% KOH + PreC|p|te
»  ~50% xylane —
Acide acétique Ethanol PréCIpIté,
FILTRAT > 50% xylane
18% NaOH + 3% HBO, + Précipite
» Traces de xylane
Acide acétique Ethanol Précipité’
FILTRAT ~10% xylang

Figure 24 : Extraction et séparation de xylanesepénactions successives par le DMSO et des sakitio
alcalines. Les pourcentages font référence a let@utes xylanes dans les fractions obtenues, etlesrs
entourées indiquent le pourcentage d’extractioryiines (adapté de Vuorinen et Alén, 1999).
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Les polysaccharides en solution alcaline sont émsacupérés par précipitation apres
neutralisation par I'acide acétique pour les fiawsi hémicellulosiques les plus lourdes, et par

précipitation alcoolique du filtrat résiduel poeslfractions de poids moléculaire plus faible.

Certains ions provoquent une précipitation sélectha précipitation sous forme de
complexes de barium ou de cuivre favorise par ekxertipbtention des glucomannanes
(Whistler et Shah, 1978). Les sels d’ammonium quoaiees tels que les bromures de cétyl-
triméthyl-ammonium ou de cétyl-pyridinium formenesd complexes insolubles avec les

polysaccharides acides.

1.4.3. Description des divers traitements

Les prétraitements des substrats ligno-cellulosigsiaverent trés concluants pour
'augmentation des rendements d’extraction des samigharides pariétaux, méme si une
partie de ces polysaccharides est éliminée ou dégrkors de ces prétraitements. Le but de
ces prétraitements est d'augmenter l'accessibitiess polysaccharides pariétaux. Les
prétraitements physiques (broyage, explosion adpeuwr, etc ...) altérent les propriétés
physiques telles que la cristallinité ou la surfatigponible alors que les prétraitements
chimiques (alcalis, acides, oxydants, ...) déstrectudes substrats ligno-cellulosiques et
diminuent la teneur en lignines. La combinaisonpligsieurs prétraitements est souvent

employée.

[.4.3.a. Traitement mécanique

La taille et la forme des particules solides a un#uence sur le rendement
d’extraction. Plusieurs travaux ont montré quededement d’extraction des hémicelluloses
augmente quand la taille du solide diminue. Le agayréduit la taille des particules solides,

augmentant ainsi la surface d’échange.

[.4.3.b. Traitement a la vapeur

Les liaisons hydrogene sont sensibles a la vaprig gression. L’action de la vapeur
conduit a une solubilisation de la cellulose et démicelluloses en brisant les liaisons

chimiques entre la lignine et les polyosides. Lragtion a la vapeur (steam explosion)
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constitue une alternative intéressante a I'extvactalcaline, qui présente l'avantage de
préserver l'acétylation des résidus xylose. llaesbter que le traitement a la vapeur génére de
I'acide acétique par I'hydrolyse des groupementtyde, qui joue alors le réle de catalyseur
de I'hydrolyse, ce qui conduit a la diminution inmfante du degré de polymérisation (DP) des

molécules extraites.

1.4.3.c. Effet de la température

Si le rendement d’extraction en hémicelluloses argmavec la température, il en est
de méme pour le rendement d’extraction de la ligréehdes minéraux. De plus, au dela de
100°C, et sous l'action de NaOH, des réactions @gatiation des hémicelluloses peuvent
avoir lieu. Les glucuronoxylanes se dépolymérigamtrupture des liaisons glycosidiques. Au
dela de 150°C, la dégradation qui touche les héimioses est tres prononcée et les produits
de dégradation sont nombreux : xylitol, éhylenezgly glycérine, acides polyhydroxylés,
etc... (Ebringerova, 1976). Des conditions d’ext@ttplus douces nécessitent des temps de

réaction plus prolongés (24h et plus).

|.4.3.d. Utilisation des ultrasons

L’ultrasonication en milieu alcalin s’est réevél@ed intéressante puisqu’elle conduit a
une meilleure séparation a la fois quantitativexdesments d’extraction) et qualitative (DP,
pureté des extraits) et ceci pour des températdiedraction plus basses et des durées

d’extraction plus courtes (Hromadkovacetl., 1999).

1.4.3.e.Micro-ondes et extraction

Teleman a proposé réecemment une meéthode d’extnadiio GX natif du bois de
peuplier. L'extraction a lieu dans I'eau et estuite par une irradiation micro-ondes pendant
10 minutes (Teleman, 2000). Ces deux dernieresadéthsont en parfaite adéquation avec
I'évolution de la chimie organique contemporaing tend a se dispenser de solvants et

réactifs toxiques et a limiter les besoins énequeéts.

Comme nous l'avons montré, des hémicelluloses sigercoexistent dans la paroi

végétale, ainsi que d’autres polyméres auxqueds slbnt plus ou moins liées, et des produits
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minoritaires tels que des sucres circulants, ¢dds, des protéines, des pigments, etc... Il est
donc difficile d’extraire les hémicelluloses samgrainer, du moins partiellement, les autres
constituants. C’est pourquoi I'extraction des hégthidoses peut étre précédée de différentes

étapes de délipidation, de délignification, et dpeattination.

1.4.3.f. Elimination des extractibles

Ces traitements peuvent étre réalisés par un meldegsolvants tels que éthanol-

benzéne, ou éthanol-toluéne.

1.4.3.g. Déprotéination

Les protéines peuvent étre éliminées a I'eau froidechaude. L'inconvénient de ce

traitement est alors le risque de solubiliser usntigp des hémicelluloses.

1.4.3.h. Dépectination

Les pectines sont éliminées de facon séquentiéliection de leur degré de
méthylestérification, d’abord par traitement a lieghaude, puis en utilisant un chélateur de

calcium.

1.4.3.i. Désoxygénation

Elle a pour intérét de préserver la qualité eplepriétés des hémicelluloses, et de les
protéger de la dégradation alcaline (Salimath etrdimathan, 1982). Il est alors recommandé
d’opérer sous atmosphére d’'azote.

1.4.3.]. Traitement par les borohydrures alcalins

Le traitement de la matiére végétale par des rédustels que les borohydrides ou les
borates avant I'extraction permet d’éviter la déligteon et I'altération des hémicelluloses par
les réactifs d’extraction tels que les alcalis. lh@ohydride réduit la fonction aldéhyde
terminale des hémicelluloses et empéche ainsébagtions de dégradation par le processus de
peeling. Les borates se complexent avec les groammsrhydroxyles des hémicelluloses et les

rendent plus stables.
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1.4.3.k. Délignification

La délignification augmente I'accessibilité desatda aux constituants de la matiere
végétale. Le résidu obtenu, constitué de cellulede d’hémicelluloses, est appelé

holocellulose.

Toutes les méthodes de délignification sont destigres d’oxydation permettant
I'entrainement de la lignine, utilisant des agexéstrophiles, car ils peuvent oxyder a la fois
les structures phénoliques et non phénoliques tigrime. lls agissent par rupture de double
liaison (C=C) (Lai, 2001)Les oxydants utilisés classiquement sont le cldlaté sodium en
milieu acide ou le chlore. D’autres méthodes ploscgs utilisent une solution diluée d’acide

peracétique.

Idéalement la procédure de délignification devedihiner totalement les lignines sans
dissolution ou modification des polysaccharidespendant aucune méthode n’est totalement
satisfaisante et toutes présentent I'inconvérdentiégrader partiellement les hémicelluloses.
Certains groupements réducteurs terminaux, aingi cgrtains hydroxyles primaires et
secondaires peuvent étre oxydés et former de namgraupements carboxyle ou carbonyle.
On peut observer également une désacétylationepp@rtEn pratique, la délignification
implique toujours une certaine perte de la quamnt@éucres (<5% par rapport a la quantité

totale), sans pour autant totalement éliminer laéraligneuse.

Le protocole classique de délignification, décat pdams (1965) utilise une solution
aqueuse de chlorite de sodium a pH 4 (tamponnédepkacide acétique), a 75°C, durant 3h.
En général deux traitements suffisent pour rédeitaux de lignines. Bien que le chlorite lui-
méme ne soit pas trop agressif, du chlore et @édEahypochloreux, beaucoup plus réactifs,

sont libérésn situ.

Des procédés impliqguant une délignification paroact’H,O, en présence de NaOH
ont été utilisés avec succés y compris a une échidite. La présence dzd, dans le milieu
augmente les rendements quantitatifs d’extracties xd/lanes, améliore le blanchiment des
extraits par dégradation oxydative des ligninegxinaites, mais induit une diminution du DP

des xylanes isolés.
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On peut également extraire les lignines par acgo(vonties, 1988), par le dioxanne
en présence d'acide chlorhydrique. Contrairement rmagéthodes d’oxydations précédentes,
I'acidolyse dans le dioxanne ne dégrade pas l'u@y§éhénylpropane caractéristique des
monomeres de lignine. Les lignines sont hydrolystaken résulte la formation de produits
homologues des trois alcools monoméres précurs€liest pourquoi cette méthode est
également utilisée pour caractériser les lignirdsrsles proportions relatives des trois types

de produits d’acidolyse.

|.4.4. Effets de 'extraction sur la structure

Quelle que soit la méthode d’extraction, le faixdraire un polysaccharide de son
milieu introduit une modification de structure peapport a I'état natif. Ainsi lors de
I'extraction alcaline, il peut se produire des g@fications, provoquant I'élimination des
groupements acétyles, des acides phénoliques efodesons méthylées portées par les

acides uroniques (Whistler et Richards, 1970).

L'utilisation de solutions alcalines concentréestgngendrer en présence d’oxygene,
un « peeling » de la chaine liée f{A—4) : les groupements hydroxyle libres de I'extr&mit
réductrice sont oxydeés, divers intermédiaires réacels sont alors produits avant d’'éfre
éliminés et de laisser paraitre un nouveau groupemducteur. Ce phénomene est récurrent
et se propage le long de la chaine jusqu’a un pienbranchement. Il peut étre évité par
I'élimination de I'oxygene du milieu en travaillasbus atmosphere inerte ou par réduction du

groupement réducteur sous I'action de NaBMhistler et BeMiller, 1958).

Le rendement d’extraction des hémicelluloses auggnamec la concentration de la
base utilisée. L'extraction fractionnée consistexéraire successivement les hémicelluloses
avec des solutions alcalines de concentrationssantes. L'utilisation directe d’'une base
concentrée permet une extraction plus rapide et plhmpléete mais peut provoquer la
dégradation partielle des polysaccharides soldsilia plus faible concentration (Wilkie,
1985).
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1.5. Techniques de caractérisation des hémicelluloses

L’étude structurale d’'un polysaccharide doit petneetle préciser un certain nombre
d’informations :

- la composition osidique qualitative et quantitative

- la position des liaisons glycosidiques, ainsi gaedmeérie de ces liaisons,

- lalocalisation des groupements acétyle et laildigion des substituants,

- le degré de polymérisation,

- et éventuellement la structure tridimensionnellgpdlymere.

1.5.1. Composition monosaccharidique

La détermination de la composition monosaccharaidun polysaccharide nécessite
dans un premier temps la rupture des liaisons glgapes, suivie de l'analyse et la
quantification des monomeres libérés, généralemiéettuée par chromatographie en phase

gazeuse ou par HPLC.

[.5.1.a.méthodes colorimétriques

Il est souvent intéressant d’estimer de manierbaltoet rapide les quantités de sucres
présents dans un échantillon, soit pour suivre oligion de Ila composition
monosaccharidique lors des différentes étapes pfatocole, soit pour suivre I'élution des
sucres lors d’'une séparation par chromatographiedanne. Les méthodes colorimétriques
sont des techniques de dosage simples a mettreuere @& rapides, qui s’appliquent aussi
bien a des résidus qu’a des extraits et permattedbser de maniére globale les sucres totaux

et de maniére spécifique les acides uroniques.

i. Principe des méthodes colorimétriques
A haute température, les acides forts déshydrdésnpentoses, les hexoses et les
acides uroniques pour former respectivement desédefurfural, 5-hydroxyméthylfurfural et
acide 5-formylfuroique (figure 25). Ces produitsatbent dans I'UV vers 280 nm avec une
absorbance proportionnelle a la quantité de symé&sents. Dans les échantillons dérivés du
bois, la lignine peut cependant interférer aveadsage des sucres. Pour diminuer ces

interférences, on effectue la déshydratation esgme&e d’'un chromogéne, qui se condense
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avec le dérivé furanique pour donner un chromopkorg I'absorption est déplacée dans le
visible.
B B B

HO HO
o O 0]

H H OH

furfural 5-hydroxyméthyl furufural acide 5-formylfuroique
Figure 25 : dérivés furfuriques obtenus par désdtgitin des pentoses, des hexoses, et des acidéguas

Les réactifs (chromogéenes) classiquement utiliséist 3¢ phénol, I'anthrone et
I'orcinol (figure 26). Le développement de la caition, la longueur d’onde a laquelle on
observe I'absorption maximale, ainsi que l'inte@giie I'absorbance dépendent des réactifs,
de la nature et de la structure du sucre dosé geexmentose, acide uronique ou sucre

réducteur) et des conditions de réaction (tempgratemps de réaction et concentration de

I'acide).
OH 0O CH,
0 o
phénol anthrone orcinol

Figure 26 : Exemples de chromogénes utilisés psudbsages colorimétriques

Appliqué au dosage des hémicelluloses, la méthoéleessite I'hydrolyse du
polysaccharide. Celle-ci est realisée simultanénaelat cyclodéshydratation dans la mesure

ou les acides forts permettent la coupure dehaigsidiques.

ii. Dosage des sucres totaux dans les hémicelluloses
Les méthodes usuelles du dosage des sucres totdisentt comme réactif de
coloration l'anthrone, I'orcinol ou le phénol. Laéthode a I'anthrone favorise plutét le
dosage des hexoses (Dubois, 1956), alors que Iroplw@nvient mieux au dosage des

pentoses. C’est cette méthode qui peut étre agaiqu dosage des xylanes.
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iii. Dosage des acides uroniques dans les hémicelluloses

Les réactifs les plus sélectifs pour le dosage atédes uroniques sont le carbazol
(Thibault et Robin, 1975 ; Dische, 1946), le méthbyydiphényle (Blumenkrantz et Asboe-
Hansen, 1973), le 3,5-diméthylphénol, ainsi queittiés dérivés phénoliques. La méthode au
carbazol est peu applicable aux extraits agueuxacprésence d’eau affecte la stabilité du
complexe coloré (Dische, 1946); nous choisirons laéthode au réactif
métahydroxydiphényle ou MHDP en présence de tétasadodéveloppée par Blumenkrantz,
sélective vis-a-vis des acides uroniques et rapideprésence de borates dans le milieu

permet d’améliorer la sélectivité de ce réactifa4gis des acides glucuroniques.

L'application de la méthode de correction de Mamtret Spik (1963) permet de
déterminer les quantités relatives en oses neatres acides uroniques, en tenant compte de

I'interférence des acides uroniques dans le dodag®ses neutres et réciproguement.

iv. Dosage des oses réducteurs dans les hémicelluloses
Le pouvoir réducteur des glucides peut étre détegnpar la méthode de Nelson-
Somogyi (1952) ou par celle a I'acide parahydroxyogque hydrazide (PAHBAH) de Lever
(1972) décrite dans la partie expérimentale.

[.5.1.b.méthodes chromatographiques

Pour déterminer la composition osidique d’un patgbaride, on opeére le plus souvent
par séparation et détection des monomeres coifstipres leur hydrolyse.

i. Hydrolyse des liaisons glycosidiques
La méthode utilisée pour rompre les liaisons glidigaes doit permettre I'hydrolyse
complete des liaisons tout en préservant les moresmeébtenus de toute dégradation

secondaire.

Le principe consiste a mettre en contact la mati€&getale ou les polysaccharides
isolés avec un acide fort. La variation assez ingmbe des conditions d’hydrolyse décrites
dans la littérature est attribuée a la diversité geoduits soumis a I'hydrolyse. Les

échantillons contenant de la cellulose sont hydésypar des acides minéraux forts ou par
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I'acide trifluoroacétique, capables d’attaquer faucture cristalline de la cellulose ; notons
que des méthodes d’hydrolyse enzymatique peuvesieragnt étre employées (Buchert,
1993). L’hydrolyse par I'acide sulfurique se fadnd la plupart des cas en deux étapes. Une
premiere étape correspondant a [limprégnation, aunflgment des fibres, appelée
préhydrolyse, est effectuée a concentration éléMe80, 72%), pour des temps de contact
courts, a 30°C. Puis le substrat est traité paid&adilué (HSO, 4%), a reflux pendant 3 a
6h ; apres traitement I'acide doit étre neutrali$dée méthode alternative, permettant d’éviter
les dégradations non spécifiques qui ont lieu dier$hydrolyse a I'acide sulfurique, utilise le
TFA 1 a 4M a reflux pendant 1h ; cette méthodesgmée 'avantage d’étre rapide et permet

une élimination simple de I'acide par entrainenenprésence de méthanol.

ii. Résistance de la liaison uronosidyle dans les 4-O-
meéthylglucuronoxylanes

De maniere générale, le rendement d’hydrolyse dégera fois des conditions de
I'hydrolyse et de la nature des polysaccharidesta@es hémicelluloses, contenant des
acides uroniques, sont plus difficiles a hydrolygee des polysaccharides neutres. Ceci est du
a la résistance particuliere de la liaison xylosel@ uronique a I'hydrolyse acide. Dans ces
conditions, une telle résistance a I'hydrolyse eonch I'obtention d’'un mélange de
monosaccharides et d’acides aldobiuroniques (dsneomstitués d’'un ose neutre et d'un

acide uronique).

La stabilité relative du disaccharide a I'hydrolyseide s’explique par les effets du
groupement carboxyle en C-5 (figure 27). Le doublet'oxygene, déja engagé dans une
lisison hydrogéne avec le carboxyle en C-5, estnmalisponible pour stabiliser, par
délocalisation, le carbocation qui se formeraitslal'un mécanisme dhydrolyse acide
(figure 28).

O_H O_I
o) ¥ o) !
o) R o\ '/"
— +
R'O o t+ H R'O o,
R R
HO OH HO OH

Figure 27 : Stabilité de la liaison uronosidylétddrolyse acide, d’aprés Timell eoll., 1965.
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Figure 28 : stabilisation du cation formé lors thgdirolyse des xylanes.

L’emploi d'un acide plus concentré pour I'hydrolypeut entrainer une dégradation
des acides uroniques libérés par décarboxylatienplDs une élévation de la température de
réaction provoque la dégradation de certains osegeas et notamment le xylose (Blakeney,
1983). L’hydrolyse acide classique n’est donc garktiglle et a titre d’exemple, dans le cas de

I’hydrolyse du bois, 66% en masse d’acides urorsgestent liés au xylose (Shimizu, 1991).

Pour pallier ces difficultés, certains auteurs prégent la mise en ceuvre de
I'nydrolyse enzymatique (Dekker et Richards, 197@marquablement sélective, elle est
réalisée dans des conditions douces de tempéraiiais. elle nécessite autant d’enzymes
différentes que de types de liaisons mises en gas tes polysaccharides. Cette méthode est
d’autant plus difficile & mettre en ceuvre que éeesde ces enzymes ne sont pas disponibles

commercialement.

Une méthode alternative et rapide pour I'hydrolgies liaisons glycosidiques dans les
hémicelluloses est la méthanolyse (figure 29). Biepeut étre appliquée qu'a I'analyse
d’échantillons non cristallins. Une conversion dquastale en méthylglycosides est
généralement atteinte par chauffage pendant 24e£eur80°C, en présence de méthanol
chlorhydrique 1M. Les liaisons uronosidyles sordr&lrompues probablement du fait de
I'estérification des unités d’acides uroniques.dhes ces acides uroniques libérés sont mieux
préservés dans le cas de la méthanolyse étant daurils sont convertis en
méthylglucuronosides trés stables (Huang, 1992).
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' HCI en solution dans le méthanol
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O-méthylglycoside triméthylsilylé

Figure 29 : Préparation des dérivés TMS ; a) mdtlyar ; b) triméthylsilylation.

iii. Séparation CPG / HPLC
L’analyse des méthylglycosides libérés apres hydmlpeut étre réalisée par les
technigues de chromatographies gazeuses ou liquides

La chromatographie liquide haute performance pemetéaliser directement, sans
modification de [I'échantillon, et a faible tempéna, la séparation des différents

monosaccharides. Les systemes chromatographignes@abreux.

La chromatographie en phase gazeuse est une taehtiignalyse rapide, qui du fait

de sa grande sensibilité, et de sa capacité aegggpamélanges complexes se révele étre la
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technique la plus adaptée a l'analyse des métrodglges triméthylsilylés des résidus et
extraits végétaux. L'analyse des monosaccharidescip@matographie en phase gazeuse

nécessite au préalable la dérivation des méthydgiges en composeés plus volatils.

iv. Méthodes de dérivation des sucres pour I'analyseGCP
Les produits volatils dérivés des sucres sont nembftableau 5), les techniques de
dérivation les plus courantes étanpktriméthylsilylation des monosaccharides (ou de leur
méthylglycosides), et la réduction des monosacdbarien alditols par le borohydrure de
sodium suivie de leur acétylation par 'anhydridétague en présence de N-méthylimidazole
(Blakeney, 1983). Les dérivés aldonitriles acétagedrifluoroacétates ont été également
couramment décrits et les méthyloximes acétatelspaofois employés. Les produits volatils

obtenus sont détectés par ionisation de flammectiir FID).

Tableau 5 : Méthodes de dérivation des monosaacigsari

Méthodes de dérivation derivé Références
Pertriméthylsilylation T™MS Bleton etcoll. (1996)
Acétylation acetates Biermann (1989)
Trifluoroacétylation trifluoroacétates Englmaier (1989)
Réduction/actéylation alditols acétates Black and Fox (1996)
Oximation/acétylation aldonitriles acétates McGinnis (1989)

O-méthyloximation/acétylation ouO-méthyloxime acétates ou O-Neeser and Schweizer
triméthylsilylation méthyloxime TMS (1989)

En solution, les sucres (aldoses et cétoses) akiste equilibre dynamique entre les
formes cycliques et ouverte (seulement a I'étarages pour cette derniere forme). Lors de la
cyclisation (formes pyranose et/ou furanose), dmwmeres: et peuvent étre formés pour
chacune des formes pyranose et furanose, dépertaritorientation de I'hydroxyle
anomerique (figure 30). Si la dérivation consefaadmeérie du sucre, deux a quatre isomeres
peuvent étre observés pour chaque monosacchaedains sucres existant soit sous forme

pyranose soit sous forme furanose et d’autres ptaseles deux formes.
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Figure 30 : Equilibre mutarotationnel du glucoseselution.

Les alditols acétates sont largement utilisés diti dme ce sont des dérivés
extrémement stables, contrairement aux dérivétudrdacétyles et triméthylsilyles (tres
sensibles a I'humidité), et gu'’ils sont mieux sé&gaque les autres dérivés étant donné que
chaque sucre ne donne gu'un pic; en effet la témluales sucres en alditols élimine
'anomérie. De méme, dans le cas des déri@emeéthyloxime acétates (Murphy and
Phennock, 1972), 'anomérie n'est pas conservéeaios sucres apparaissent cependant sous
la forme de deux pics, dus a la présence des dewmformations syn et anti. Les dérivés

trifluoroacétyles et triméthylsilyles sont quargx obtenus sans perte de 'anomérie.

La silylation est la méthode de dérivation des Iyléthicosides obtenus par
méthanolyse des polysaccharides. En effet cettbadétprésente I'avantage de permettre
I'identification simultanée des hexoses, déoxyhezpspentoses et acides uroniques et
osamines. Les dérivés triméthylsilylés sont formpasréaction des monosaccharides avec un
mélange d’hexaméthyldisilazane (HMDS) et de chierde triméthylsilane (TMCS) dans la
pyridine anhydre (Sweeley, 1963). D'autres ageiifdants sont maintenant couramment

utilisés pour la dérivation des monosaccharidestamment on emploie fréquemment un
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mélange de deux réactifs, le BSTFA (N,O-Bis-triny&tliylacétamide) (95%) et le TMCS
(5%) dans la pyridine anhydre (figure 29).

v. Chromatogramme témoin

La séparation des dérivés TMS par chromatographiphase gazeuse nécessite, au
préalable, 'analyse des monosaccharides standasdgrenant les oses neutres et les acides
uroniques présents dans les substrats végétaugu€hmité glucidique, aprés méthanolyse et
dérivation, donne lieu a plusieurs pics chromatplgigues, correspondant aux anomerest
B, ainsi qu'aux formes pyranose et furanose. Darmsatedes acides uroniques, en plus des
anomeéresx et 3, les formes lactones ont été observées, danssl@wda configuration du
sucre permet leur formation (ce qui est possiblasdee cas de l'acide glucuronique,
contrairement a I'acide galacturonique). Le nondeeics (entre deux et quatre), leurs temps
de rétention et leurs proportions relatives somaatéristiques de chaque monosaccharide.
Ceci facilite l'identification des différents susr@n mélange méme si le chromatogramme

devient plus complexe du fait du nombre importanpits observes.

Il est donc possible d’établir, a partir d’échdotis commerciaux de chacun des
sucres, un chromatogramme témoin, permettant Ectgarsation des sucres présents dans un

extrait ou résidu polysaccharidique de sciuresaig (figure 31).

Comme nous l'avons précédemment développé, I'hdlmliocse majoritaire des bois
de feuillus est un ©O-méthylglucuronoxylane. Son analyse par CPG retjutemc
essentiellement deux sucres témoins : le xylospodible commercialement, et I'acided4-

méthylglucuronique non disponible.
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Figure 31 : Chromatogramme témoin des dérivés TRESodes neutres et acides uroniques (Yocklet 1986)

Idéalement, un spectrométre de masse couplé a & @Rs aurait permis une
identification directe de ce sucre; D'une part, disposant pas de ce matériel pour des
analyses de routine, et d’autre part , compte-thngavoir faire de notre laboratoire dans le

domaine de la synthése glucidique, nous avonsiat®isynthétiser ce sucre témoin. Le choix
de la méthode de synthese est développé dansgéreha

1.5.2. Analyse structurale

Les procédés d’'analyse structurale permettenttirménation partielle ou totale de la
structure des polysaccharides.

I.5.2.a. Position des liaisons glycosidiques

L’'analyse par CPG-SM des polysaccharides aprés ywaéitn a pour objectif de
préciser la structure des polysaccharides en itharitiles différents types de liaisons qui
associent les monosaccharides. Elle débute paetaéthylation de toutes les fonctions
hydroxyle libres. Les monosaccharides partiellenmagthylés sont par la suite libérés par
hydrolyse acide (ou par méthanolyse) avant d'&deiits par le NaBp Ce dernier permet,

par rapport au NaBkl de difféerencier le C1 du C6 du monosaccharideitgmiisque seul le
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carbone de la fonction réductrice est porteur ddemitérium. L’acétylation des fonctions

hydroxyle libres, c’'est a dire engagées a l'origdans une liaison osidique, conduit a la
caractérisation des modes d’association entre msosaccharides (figure 32). Les acétates
d’alditols partiellement méthylés ou méthylglycasdpartiellement méthylés et acétylés

obtenus soit par hydrolyse acide soit par méthaeglsont ensuite caractérisés par CPG-SM.

L’analyse par méthylation renseigne donc sur laineatles unités et leurs modes
d’enchainement dans un polysaccharide ; elle fo@galement une information concernant
I'existence de branchements, mais ne donne auaée&sion quant a la longueur des chaines
latérales. Elle ne renseigne ni sur l'anomérie dlasons, ni sur la séquence des

monosaccharides dans le polysaccharide.
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Figure 32 : analyse structurale des polysaccharRigparation des alditols partiellement méthykisigllement

acétylés.
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[.5.2.b. Séquence

La méthodologie de l'analyse d’'un polysaccharidpose souvent sur |'obtention
d'unités oligosaccharidiques plus faciles & cariszé sous forme native par SM-MALDH
et *C RMN ou aprés dérivation par CPG et CPG-SM commss fiavons vu précédemment.
La dépolymérisation peut étre effectuée de difflaemanieres, hydrolyse enzymatique ou
hydrolyse acide, dans des conditions opératoireablas (avec différents acides, des temps
d’hydrolyse plus ou moins longs, etc...), mais leetyge rupture et I'importance de la
dépolymérisation ne dépend pas uniquement des tammliexpérimentales, mais également
de la structure du polymere lui-méme. En effet, diebilités relatives des liaisons osidiques
du polysaccharide conditionnent [I'hydrolyse pdlgieDans le cas des polysaccharides
contenant des acides uroniques, nous avons ddjgrsola stabilité particuliere de la liaison

uronosidique.

i. Hydrolyse enzymatique

Les méthodes les plus efficaces sont naturellewedids qui font appel aux enzymes
spécifiqgues qui vont permettre I'obtention d’unitiss répétition plus facilement analysables.
Ce mode de préparation est particulierement biaptéda des polymeéres homogenes tels que
les GX qui sont composés d’enchainements homogdmeésidus D-Xy. La dégradation
compléte des GX en monoméres nécessite I'actiorbir@a d’endo- ou d’exoenzymes qui
non seulement hydrolysent les liaisons au seinadehlaine principale, mais également
libérent les constituants des chaines latéralemdemble des activités nécessaires a la rupture
des liaisons de la chaine principale est regroops ke terme général de xylanases alors que
celles qui éliminent les chaines latérales sorfbfmaappelées enzymes accessoires (Boahin
al.,, 1997 ; figure 33). Les xylanases sont trés laeyg répandues dans tous les
compartiments du monde vivant, notamment des migesosmes (bactéries, levures et
champignons). Les endoxylanases (3;B-xylane-4-xylanohydrolase, E.C. 3.2.1.8) rompent
la liaison B-(1—4) a lintérieur de la chaine principale de xylarigles libérent des
oligomeres linéaires ou substitués de fort, puis fdile DP. Les spécificités de
reconnaissance des sites de coupure des endoxggasaist multiples et variables selon les
sources. La majorité des endoxylanases décrites lddittérature sont capables d’hydrolyser
une liaison dans un environnement non substitudteQ@gle générale a pourtant des
exceptions. Citons, a titre d’exemple, une endmasda purifiee deéBacillus subtilis qui

reconnait un résidu acide glucuronique latéral yatrdlyse la liaisonB-(1—4)-xylosyl du
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xylose non substitué adjacent. Elle est ainsi aé€sigsous le terme de glucuronoxylane
xylanohydrolase (Nishitani et Nevins, 1991). Les logidases (1,-D-xylane-4-
xylohydrolase, E.C. 3.2.1.37) hydrolysent de patligomeéres libérés par les endoxylanases,
en xylose monomere. Dans le cas des GX, les enzwoesssoires impliguées dans la
libération des substituants sont de deux types. gksuronidases (xylane-D-1,2-
glucuronohydrolase, E.C. 3.2.1.131) liberent I'aciglucuronique ou son dérivé meéthylé,
I'acide 4-O-méthyl glucuronique , fixés sur la chaine de xglgrar une liaisoru-(1—2)
(Siika-Aho et al., 1994). Leur action se conjugueelie des endoxylanases strictes pour
I'hydrolyse totale des xylanes. Les xylanes acétglases (E.C. 3.2.1.6) sont encore peu
décrites dans la littérature. Elles sont capabkediltbrer de I'acide acétique a partir d’'un
xylane dont des résidus xylose portent un groupéraeétyle sur les carbones C2 ou C3.
Elles sont importantes dans I'hydrolyse des xylazasla présence de groupements acétyle
sur le squelette principal est un obstacle a I'gulgin des endoxylanases sur leur substrat
(Biely et coll., 1986). L’hydrolyse enzymatique va conduire dtémtion de différents xylo-

oligosaccharides neutres et acides.

d A
© a
L, l 3 r
4)R-DXylp(1 — 4B -D Xyl p(1 - 4)B-DXyl p(1 - 4)B- D-Xylp(1?
2
1’ -
b 4-0-Me-D-GlgpA ¢

4)R-DXylp(1 - 4)B-DXylp

Figure 33 : Hydrolyse enzymatique de GX (d’apresio etcoll., 1997), a : 1,48 D xylane-4-xylanohydrolase,
E.C. 3.2.1.8; b : 1,8 D xylane-4-xylohydrolase, E.C. 3.2.1.37 ; c : xada D 1,2 glucuronohydrolase, E.C.
3.2.1.31 ; d : acétyl-estérase (E.C. 3.2.1.6).

ii. Hydrolyse acide
L’hydrolyse acide ménagée non sélective constituafos une approche
complémentaire a I'hydrolyse enzymatique. Graceaactere aléatoire de I'hydrolyse acide,
certains motifs structuraux du polysaccharides epuvétre identifiés dans plusieurs
oligosaccharides, ce qui peut permettre de reagrstte polymere a partir des structures

oligosaccharidiques (figure 34). Quand les liassgtycosidiques du polysaccharide sont
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comparables en terme de stabilité, I'hydrolyse ecidurnit un mélange statistique
d’'oligosaccharides et de monosaccharides ; c’asadales polysaccharides neutres.

Dans le cas des polysaccharides acides, commeldeargnoxylanes, la stabilité
chimique des liaisons impliquant des acides urasqeonfere a ces dernieres une résistance
parfois importante aux acides forts tels que HCTBA, y compris a une température élevée.
C’est pourquoi on obtient généralement une gramdpgption d’acides aldobiuroniques par
hydrolyse acide de ces xylanes (Timell, 1967). diwyyse partielle est alors toujours
statistique mais tient compte des stabilités netatides liaisons osidiques ; on parle alors
d’hydrolyse sélective. Comme dans le cas de I'Nydmenzymatique, I'hydrolyse chimique

va conduire a I'obtention de différents xylo-oligosharides neutres et acides.

— 4).3-D-Xyk-(1— 4)-3-D-Kyk-{1— 3)-0-L-Rhap-(1— 2)- &-D-GalpA-(1— 4).5-D-Iylitol

H,0* -D-Galpd-{1— 4)-B-D-Xylitol
a-L-Rhap-(1— 2)- a-D-GalpAd-(1— 4)-B-D-Xylital
B-D-Xylp-{1— 3)-a-L-Rhap

— 4)-3-D-Xylp-(1— 4)-B-D-Xylp-(1— 3)-o-L-Rhap

Figure 34 : Principe de I'analyse d’un polysacatiam partir de I'étude des oligosaccharides libéptés
hydrolyse partielle du polysaccharide (Vuorinedgn, 1999).

La figure 35 illustre le mécanisme général de lioygse acide des liaisons
glycosidiques, incluant 3 étapes successives rdtipation de I'oxygéne anomérique, suivie
de la décomposition de l'acide conjugué pour formmerion oxonium, qui peut exister en
conformation demi-chaise ; cette étape est détemmén La derniere étape est une addition
d’eau rapide pour régénérer une extrémité rédectbes travaux ont montré que la présence
d’'un groupement carboxyligue en C5 du méthylglucésethylglucuronoside) reduit la
vitesse de I'hydrolyse de 50 a 70%. Entre les Hydes des liaisons glycosidiques du

cellobiose et de l'acide cellobiuronique, la viestiminue de 97%. Cette diminution de
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réactivité s’explique par les effets inducteursatformationnels du groupement carboxyle en
C-5, ce gque nous avons déja expliqué précédemment.

CH,OH CH,OH
o) O+ OH
_ cZo CH,OH
OH OR OH N — HO + ?
HO HO HO
OH OH
+H
CH,OH CH,OH CH,OH
o) o) o)
+H H,0
OH Q T’ OH )+ 4?’ OH OH
HO R HO . HO
H
OH ROH OH OH

Figure 35 : Mécanisme de I'hydrolyse acide desapbycanosides (Timell, 1964).

iii. Autohydrolyse
L’autohydrolyse des polysaccharides est une méthtblalydrolyse douce, suivant le
méme mecanisme que I'hydrolyse acide mais catalpsédes fonctions carboxyliques et
sulfates portées par les acides uroniques quirgnti@ns la composition du polysaccharide.
L’autohydrolyse des polysaccharides consiste damcleer hydrolyse par leurs propres
groupements acides. Cette méthode a été dévelpppédéetude des polysaccharides sulfatés

et de phycocolloides anioniques (Ciancia et Cere2e3).

La sélectivité de cette réaction d’autohydrolysebasée sur la différence de stabilité
des liaisons glycosidiques mises en jeu, mais ddlgend également de la distribution des
groupements acides autour de ces liaisons glycpsdi catalysant I'hydrolyse. Ainsi comme
le montre la figure 36, la liaison glycosidiqueplais labile d’'un polysaccharide acide est la

liaison précédent l'unité d’acide uronique dansHaine polysaccharidique.

63



/ C
" 0
' H
! H O\
o) OH H

Figure 36 : Catalyse intramoléculaire de I'hydrelygide de la liaison glycosidique précédent l'acicbnique
dans la chaine polysaccharidique par le groupeoahbxylique (Ciancia et Cerezo, 1993).

Trés simple a mettre en ceuvre, I'autohydrolyse sgtmau préalable de convertir les
polysaccharides en leur forme acide par simplegugssur résine échangeuse d’ions. Les
protocoles se déroulent ensuite dans des condtieriempérature et de pression déterminées
selon la nature du polysaccharide. Classiquemad, conditions retenues vont de la
température ambiante et a pression atmosphéricuael’'au des températures de 190°C a 13
bars (c’est par exemple le cas du vapocraquag®idugbe nous définirons par la suite). Une
telle méthode conduit a la libération d’oligosacties de DP variables. L'autohydrolyse,
méthode d’hydrolyse peu agressive, permet de pgotégpolysaccharide des déacétylations
ou désulfatations possibles et ainsi de conseresrrdnseignements précieux quant a la
structure du polysaccharide.

iv. Méthodes d’hydrolyses spécifiques

D’autres méthodologies sont employées pour obtemie hydrolyse spécifique.
L’acétolyse, réalisée en présence d’anhydride @eétou d’'un mélange anhydride acétique,
acide acétique, acide sulfurigue 10:10:1 (Lindbetgoll., 1975), favorise la rupture des
liaisons glycosidiques comprenant des hydroxylésaires, et représente donc une méthode
d’hydrolyse spécifique des liaisons —4B). La [B-élimination constitue également une
technique de dégradation chimique pour les polysaides acides. La dégradation des
polysaccharides acides par le lithium dans I'éthgldiamine (Mort et Bauer, 1982) est une

méthode de dégradation des acides uroniques.

[.5.2.c. Séparation des oligosaccharides

La séparation des mélanges d'oligosaccharides apydsolyse est certainement

I'étape la plus fastidieuse de I'étude structudiien polysaccharide.
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Les fractions oligosaccharidigues peuvent étre ré@gapar tamisage moléculaire
(chromatographie d’exclusion stérique) en fonctde leur masse moléculaire ou plus
exactement en fonction de leur volume hydrodynamiqud’autres méthodes de séparation
sont liees a la charge des molécules (chromatogragiBchange d’ions), a leur polarité
(chromatographie en phase inverse), et plus rarereleur structure (chromatographie
d’affinité).

[.5.2.d. Structure des oligosaccharides

i. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire \BM
La spectroscopie RMN est une méthode physico-chiengui seule permet a I'’heure
actuelle de déterminer la structure primaire comeptéune chaine oligosaccharidique. Cette
méthode permet de réaliser le dosage et I'ideatibia de chacun des monosaccharides, de

préciser I'enchainement des monomeéres, les pombsahchement et les anoméries.

Le spectre protorH & une dimension permet tout d’abord de détermimealeur des
déplacements chimiques de chaque proton identfiabéventuellement de les comparer avec
ceux décrits dans les banques de données ; iligaeségalement sur le nombre de résidus
monosaccharidiqgues (nombre de protons anomeres. dpectres COSY (Correlation
SpectroscopY) homonucléaire (corrélatith'H) permettent de mesurer toutes les constantes
de couplage (J) et les déplacements chimiques d#eng qui résonnent dans la « bulk
region », entre 3,2 et 4 ppm, renfermant de nombmawtons avec des fréquences de
résonance proches ce qui rend leur distinctiondiféisile. Ainsi il est possible de déterminer
la nature des monosaccharides, leur configuratimma&rique, et la nature du cycle (pyranose
ou furanose). Le couplagé) des protons anomériques renseigne effectivemant s
I'anomérie : si H2 est axial, la constante de cagelest comprise entre 2 et 4 Hz pournles
pyranoses, et entre 7 et 9 Hz pourflgsyranoses. Si H2 est équatorial, la différencepkst
faible. D’une maniéere générale, les carbones angoes résonnent a des champs fadts €
100 ppm) pour des cycles pyranoses comportant lostisuant axial en position anomérique,
alors que les autres pyranoses résonnent vers dd5 Pes déplacements vers les champs
plus faibles §c1 ~ 110 ppm) sont caractéristiques de la plupart desposés furanoses (van
Halbeek, 1994).
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Les spectres HMQC (Heteronuclear MultiQuantum Ceheg) permettent de corréler
chaque proton avec le carbone auquel il est liectsp ‘H-'°C). Dans ce cas, outre
l'identification des carbones et la déterminatioe deurs déplacements chimiques,
I'observation d'un déblindage des carbones perreedaterminer la substitution, c’est a dire
les points de branchements des monosaccharides. [Eafspectres HMBC (Heteronuclear
Multiple-Bond Correlation) donne les couplags-'*C et les constanted) associées,
permettant de corréler les noyaux distants de tliaisons covalentes. Notamment les
constantesJyi cx OU X est la position du carbone du monosaccharidsinvinclus dans la
liaison glycosidique (figure 37), permettent degmér I'enchainement des monosaccharides,
donc la séquence de I'oligosaccharide.

OH
OH (0]
OH
o) HO H
</ oH
H C H
I5 (e}
H ~ H
HO
¢3 OH |4
| . y  HOT TH
H 1

Figure 37 : Représentation des corrélatitiyg (en rouge) proton-carbone observées a partir diopH1 dans
un spectre HMBC . La corrélation la plus intéressast celle qui indique la liaison glycosidique.

La liaison entre chaque unité monosaccharidique @ee déterminée également par
application de l'effet nOe (nuclear Overhauser eskeent) qui fournit généralement des
pics de corrélation intenses entre les protons tHixede deux sucres reliés par une liaison
1-x (Strecker, 1993).

La RMN, méthode spectroscopique non destructivenpedonc d’établir la structure
compléte d’'un oligosaccharide, méme complexe, &elale condition de disposer d’'une

quantité appréciable de matériel glucidique (5 &l soit entre 2 et 10 mg)

ii. Spectrométrie de masse
La spectrométrie de masse est une technique dsmagmplémentaire a la RMN.
Cette technique était employée a l'origine poumlctariser les éthers méthyliques résultant

des expériences de perméthylation, la position gesupements méthyle de chaque
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monosaccharide issu d'une hydrolyse acide étanactéistique des liaisons entre
monomeres. Mais ce résultat ne permet pas d’acéddsséquence oligosaccharidique.

Méme si la méthode est destructive pour I'échamtjlila spectrométrie de masse
présente I'avantage de ne nécessiter que de tldssfguantités de matériel (10 a 1000 fois
moins que pour la RMN). La clé de I'analyse degasiaccharides par spectrométrie de masse
réside dans le choix de la technique d’ionisati@es dernieres années, des méthodes
d’ionisation par désorption ont été mises au poqui peuvent étre appliquées a des
échantillons non volatils puisqu’elles ne nécessitpas la vaporisation du substrat a
analyser ; elles provoquent directement la fornmatitons gazeux. Les spectres ainsi obtenus
sont trés simples, constitués essentiellement ida toléculaire ou de I'ion moléculaire

protoné.

L’ionisation des molécules glucidiques dissoutemnsdaune matrice (glycérol,
triglycérol) par bombardement d’atomes neutresdiamu xénon) accélérés (FAB, Fast Atom
Bombardment) constitue une technique d’investigati@s performante d’oligosaccharides
natifs, pemeéthylés et peracétylés. Bien que non indispensable, la dérivatjmar
peméthylation ouperacétylation des échantillons est préférable, amgiiola sensibilité de
I'analyse et simplifiant I'interprétation des fragntations. La FAB-MS des ions positifs des
oligosaccharidepemméthylés ouperactéylés fournit, a coté de I'ion moléculaire, seFie
d’ions fragments permettant d’établir la séquereéaligosaccharide, la fragmentation ayant

lieu préférentiellement au niveau des liaisons ggidiques.

La spectrométrie de masse a ionisation par néliolsalectrostatique (ESI/MS,
Electrospray lonisation Mass Spectrometry) a étéite pour la premiere fois en 1984.
L'ionisation a lieu & pression atmosphérique eerpérature ambiante. Le mécanisme de
I'électrospray n’est pas encore bien élucidé, nmiprocessus peut étre décrit relativement
simplement. Une solution d’échantillon est intradwdans un capillaire qui est porté a un haut
potentiel électrique. Le champ électrique interngaigué a la sortie du capillaire provoque la
formation d’'un nuage de goutelettes chargées awetsent simultanément un gradient de
champ électrigue et un gradient de pression. Leilteod résultant est entrainé par un gaz
porteur sec a travers un capillaire, ce qui a ediet d’évaporer le solvant. La diminution du
rayon des goutelettes augmente leur densité degehélectrique, ce qui provoque une

désorption des ions dans la phase gazeuse. Lefoiondgs peuvent étre multichargés dans le
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cas ou plusieurs sites ionisables ou polaires pofgents sur la molécule, ce qui permet
d’utiliser I'électrospray pour le calcul de massks macromolécules (jusqu’a 200 000 Da
environ). En effet les mesures de masse étantteffes au travers d’'un rapport m/z, plus la
charge z augmente et plus la gamme de masses ibtEessir un instrument donné est
élevée. Cette technique bénéficie d’'une trés gramdeision (1 Da pour 10 000) et d’'une
grande sensibilité (de l'ordre de la picomole). Uceractéristique importante de cette
technique réside dans le fait qu’elle produit peu fthgmentations des macromolécules

biochimiques tres sensibles a la température.

L’ionisation par désorption laser assistée par ic@(iMALDI, Matrix-Assisted Laser
Desorption lonisation) constitue une autre techamiglianalyse (figure 38). Elle permet
d’obtenir des informations précises concernantnesses moléculaires des biopolyméres
polaires. Ces masses peuvent varier de plusientaines a plusieurs centaines de milliers de
Da. Le spectre obtenu se caractérise par I'absextake de fragmentation. A c6té de l'ion
moléculaire formé on peut observer la présencend’iporteurs de deux ou trois charges
positives. Outre sa grande sensibilité (déternomatde masses moléculaires avec une
précision atteignant 0,01% a partir de moins d’'piemole de produit), cette technique
permet d’analyser des molécules pures ou en mélddgeautre avantage réside dans

I'absence de dérivation préalable des échantilkoasalyser.

. ® ° Molécules intactes
« @ FEt fragments éventuels
@ ..

Laser a impulsion

Composé etudié

Support métallique Cristal de matrice

Figure 38 : Principe de la technique MALDI.
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iii. Analyse de mélanges par couplage de la spectrométe masse a
d’autres techniques

La chromatographie en phase gazeuse couplée ada@pétrie de masse (CPG-SM)
constitue I'un des outils les plus puissants dgsmlde mélanges complexes de molécules
organiques ou biochimiques. Dans cette applicatiomévéle le spectre des fractions au fur
et & mesure de leur sortie de la colonne de chogregthie. Cette technique est
classiquement utilisée pour I'analyse des séquealiggsaccharidiques par I'identification
des dérives éthers méthyligues sous forme aldibeis méthyl-glycosides partiellement

méthylés et acétylés.

La spectrométrie de masse en tandem (SM-SM), qusiste a coupler deux
spectrométres de masse, est également utilisée pélucidation de mélanges
d’oligosaccharides. Dans cette technique, le presgectrometre de masse sert a produire et
a separer les ions moléculaires des différents osamis du mélange et le second, a
fragmenter successivement ceux-ci et a enregiskesr spectres des ions parents
correspondants. La détermination compléte de ségsemligosaccharidiques est alors
possible en combinant une technique d’ionisatiorBFevec la spectrométrie de masse en
tandem (Fournet, 1991).

[.5.2.e.Analyse structurale des polysaccharides

Une autre alternative a I'analyse structurale ddgsaccharides en général, de GX en
particulier, est I'étude des molécules sous leaméonative. Dans ce cas, I'utilisation de la
spectroscopie RMN'Yd- et **C- RMN) va fournir des indications concernant launa de la
chaine principale, le taux de branchement pardad-O-méthylglucuronique ainsi que sur
'importance et la position des groupemefisacétyle. Récemment, des études de RMN
bidimensionnelles homo- et hétéronucléaires de §P&Y, TOCSY, HSQC ou NOESY ont
apporté des informations complémentaires qui pdemet sur la base de signaux

caractéristiques, I'identification des différenstgictures de GX natifs.

La spectrométrie de masse MALDI peut également E&agpliguée aux
macromolécules de haut poids moléculaire si lelydigpersité n'est pas trop importante
(inférieure a 1,1). L'utilisation de cette techneqpour l'analyse des polysaccharides

polydisperses requiert le couplage avec une sépargtréalable par chromatographie
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d’exclusion stérique. Ainsi on diminue la polydisgi®@ des échantillons jusqu’a des valeurs
compatibles avec I'analyse MALDI (Garozzo, 2000).

|.5.2.f. Poids moléculaire

Méme si la connaissance du poids moléculaire m@grune donnée intéressante,
c’est surtout la distribution en masse qui car@gmerun polymere. En effet, les
polysaccharides végétaux peuvent présenter unedippdrsité importante. Une des
techniques les plus répandues pour ce type d'amadgs la chromatographie d’exclusion
stérique qui permet de séparer les macromoléculésnetion de leur poids moléculaire, ou
plus exactement en fonction de leur volume hydradyique qui prend en compte la
conformation des molécules. La calibration peué @ifectuée avec des dextrans de poids
moléculaire connu, s’ils présentent une forte siodke avec les polysaccharides étudiés. On
peut également utiliser la spectrométrie de mas$d.IM comme nous venons de le

présenter.
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|.6. Valorisations industrielles des xylanes

Si I'on excepte les phycocolloides, la cellulosel’atnidon sont les principaux
polysaccharides d'origine végétale a usage indistties hémicelluloses en général, les
xylanes en particulier, si ils représentent a lteeactuelle un volume d’exploitation modeste,
suscitent pourtant une attention grandissante ijgerova et Hromadkova, 1999). Leurs
propriétés physico-chimiques originales les rapipeot des hydrocolloides. Ces derniers
désignent des polysaccharides d’origine naturalidears dérivés, qui se dissolvent ou se
dispersent dans l'eau pour former des solutions suspensions visqueuses. Les
hydrocolloides ayant une grande affinité pour leafflectent la texture du milieu auquel ils
sont ajoutés et modifient la perception du consoteuravis-a-vis d’'un produit, d’ou leur
utilisation notamment dans les secteurs agroaliaentcosmétique et pharmaceutique, en
tant gu’épaississant, émulsifiant ou gélifiant (¢fler et Shah, 1978 ; Lenz et Wutzel, 1984).
Ces polyméres possedent en solution une faibl@sitgcsous contrainte et une forte viscosité
au repos a concentration élevée, ces caractémstispnt celles qui sont recherchées pour les
épaississants commerciaux d’origine naturelle tgle la gomme xanthane et la gomme
caroube (Brisson etoll.). Par ailleurs, leurs propriétés liantes ont étplatées en tant
gu’additifs dans la préparation des pates a pajgseapportent une meilleure flexibilité aux
fibres et améliorent la résistance mécanique duepdpgl-Ashmawy etcoll., 1976). Enfin
leurs propriétés nutritionnelles sont non négligesblLes xylanes sont en effet employés en
tant que fibres alimentaires. lls ne sont pas diggagar les enzymes digestives humaines et
permettent ainsi d’accélérer le transit intestirah outre, leur ingestion diminuerait de
maniere significative I'accumulation des lipidesidde foie et le taux de cholestérol sanguin
(Chanliaud, 1995).

Les xylanes peuvent donc étre utilisés a I'étaif,natir la base de leurs propriétés
physico-chimiques, mais les principales voies derisation de ces polysaccharides reposent
soit sur leur hydrolyse pour former des précursatilisés dans l'industrie chimique, soit sur

leur fonctionnalisation qui permet d’envisager develles applications.
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1.6.1. Hydrolyse des xylanes

Comme nous l'avons précisé précédemment, les xylamatifs peuvent étre
hydrolysés pour obtenir des sucres élémentaires fqurniront apres fermentation,
déshydratation ou réduction par hydrogénation giidale, toute une gamme de produits dont
certains présentent une haute valeur ajoutée €ig8y d’aprés Popa, 1996).

Parmi les produits d’hydrolyse les plus importastitenus a partir des xylanes, citons
le xylitol qui est obtenu par réduction de la foostaldéhyde du xylose, et les dérivés
furaniques, précurseurs pour la synthése de nomsdsemolécules. Le xylitol est un agent
édulcorant semblable au sucre ordinaire, mais pporacalorifique est beaucoup plus faible
car il est absorbé plus lentement et partiellenmeétabolisé par I'organisme. Il possede un
caractére inhibiteur vis-a-vis du développement dases, et il est actuellement utilisé
comme additif dans de nombreux produits alimergajolhewing-gums, chocolats et autres
friandises, aliments diététiques) et dans les fimes (Holmbom, 2002). Le furfural, obtenu
par déshydratation des pentoses, est un produiiade de lindustrie chimique. Il est le
précurseur d'une large gamme de monomeéres, tell'glomol furfurylique, des dérivés
vinyliques, acryliqgues et métacryliques ou époxydepables de polymériser (Gandini et
Belgacem, 2002a). Entre autres, I'alcool furfurykg obtenu par réduction du furfural, est
largement exploité pour I'obtention de résines tigaes caractérisées par une tres grande

résistance a la température et aux agents chimagressifs (solvants, acides et bases).

La figure 39 donne une vue globale du schéma deisation des xylanes. Si une telle
procédure apparait économiquement attractive aganad des bois de feuillus qui sont riches
en xylanes (20 a 30% de la masse) et pauvres @ndigelle semble plus délicate a mettre en
ceuvre dans le cas des bois de résineux en raidenmdefaible contenu en xylanes (moins de
10 % de la masse) et de leur richesse en lignihes @e 30% de la masse). Cependant, la
répartition des constituants chimiques du bois ustifie pas actuellement une extraction
industrielle, d’autant que ce processus ne résast globalement tous les problémes.
L’extraction est également synonyme de résidus.smasque tout les cas, les codts liés au
transport, au stockage, a la manipulation, a l&etion et a la purification de molécules a
partir du bois ou de ses co-produits ne soutienpeast la comparaison, face au codts

d’obtention des produits concurrents que la chideisynthése permet de produire.
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Xylanes du bois

Hydrolysel
acide acétique acides uroniques
xylose
Réduction Déshydratation Fermentation |
xylitol furfural
| acétone| | polyols, butanol, éthano
édulcorant
acrylates
3 3 v {
| 2-méthylfurane | | furane || lysine | | acide glutamique| | résines et plastiques|
| tétrahydrofurane | | alcool furfurylique| mousses dérivés nitrés et
polyuréthane halogénés

alcool

v
tétrahydrofurfural

adiponitrile

Figure 39 : Hydrolyse des xylanes et exemples diegjons industrielles (d’aprés Popa, 1996).

1.6.2. Fonctionnalisation des xylanes

La fonctionnalisation des hémicelluloses de la fi@miles xylanes a été jusqu’a
présent tres peu étudiée. Elle ne trouve pour lmemb que des applications industrielles trés
limitées. A titre d’exemple, les modifications lgisis représentatives sont reportées figure 40.
Elles mettent en jeu des réactions classiquesadgymthése organique. Si on considéere
limportance de la littérature qui leur est congacrles xylanes polysulfates ou PPS
(pentosanes polysulftates) connaissent un déveto@pie important notamment dans le
domaine médical. Leur activité anticoagulante camipla a celle de I'héparine a été mise en
évidence par de nombreux travaux. Ces dérivés é&galement reconnus pour leur activité
antitumorale, ils bloquent les récepteurs des fastee croissance (bFGF) a la surface des
cellules tumorales. Ills empécheraient égalemetfariaation de calculs reinaux en inhibant la
croissance des cristaux d'oxalate de calcium quisent a l'origine, et permettraient
également de diminuer le taux de cholestérol etridgycérides. La préparation de ces

dérivés, compte-tenu de leur fort intérét pharmageea, est protégée par des brevets.
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L’alkylation par des groupements ammonium quateesai tel que le 2-
hydroxypropyltriméthylammonium (TMAHP) a permis btention de dérivées TMAHP, a
partir de xylanes de différentes structures, emggayomme additifs dans la fabrication de la
pate a papier. Ces xylanes cationiques possedeenégnt une activité antimicrobienne
(Ebringerova, 1994b). Par ailleurs, I'éthérificatia donné lieu a plusieurs types de dérivés,
parmi lesquels les carboxyméthylxylanes, employéstamt que drogue antitumorale ou
encore valorisés en tant que floculants, adhésifdéergents (Brisson ebll., 1994). Enfin

la substitution des hydroxyles par des groupemegrtsamates apres estérification conduit a

des matériaux thermoplastiques (Vincendon, 1993).
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Figure 40 : Dérivés chimiques des xylanes (d’apésngerova et Hromadkova, 1999).
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|.7. Une nouvelle voie de valorisation chimique des xyies —
Plastiques d’origine végétale.

Les usines pétrochimiques du monde engloutisseague année 270 millions de
tonnes de pétrole et de gaz dans la fabricatiomus®res plastiques (Gerngross et Slater,
2000). Les combustibles fossiles fournissent eretefénergie et la matiére premiere
nécessaires a la transformation du pétrole brumetériaux tels que le polystyréne, le
polyéthyléene ou le polypropylene. La raréfactiomgressive de ces matieres organiques
s’accompagnera immanquablement d'une augmentatiensitde de leur codt. Les
Biotechnologies et la Chimie organique peuvent mé&ans apporter des solutions et la
littérature en la matiére propose sur ce themeaaebneuses références (Paillet and Peguy,
1990 ; Wang and Tao, 1995 ; Feil, 1995 ; Gandifdedgacem, 2002b).

Il semble qu’a I'heure actuelle, les Biotechnolagpivilégient trois approches pour
remplacer les matiéres plastiques par des prodéiisés des plantes : la production directe
de plastiques par des micro-organismes, par degeglaultivées ou la transformation des
sucres. C’est en 1977 que les sociétés americ@iaesll et Dow Chemicabnt associé leurs
efforts pour produire, aprés fermentation des sudrerigine végétale en acide lactique et
polymérisation de ce dernier, un plastigue nommdeapolylactique (Gerngross et Slater,
2000) ou APL (PLA en anglais). Ce polymére est dt#épropriétés semblables a celles du
téréphtalate de polyéthylene, un plastique d’odgimétrochimique trés utilisé pour la
fabrication de bouteilles d’eau minérale notamm&nielques années plus tard, la société
Imperial Chemical Industriesommercialisait un autre plastique obtenu apréaadatation de
sucres d’origine végétale (Kemmish, 199ippol, qui est un copolymeére de la famille des
poly-3-hydroxyalcanoates (PHA). Ce bioplastique tesitefois nettement plus colteux que
ses homologues synthétiques dérives de combustibéssles. Son seul avantage est sa
biodégradabilité. Face a des colts de productienéd| les scientifiques ont orienté leurs
recherches vers la synthese directe des plastmprdss plantes. L'objectif est ici de modifier
le patrimoine génétique des plantes cultivées dbnleur faire synthétiser le plastique
directement sur pied. Ces travaux se heurtent néaism une série de probléemes liés :

- a la physiologie de la planteles chloroplastes des feuilles qui sont le sidgda
photosynthese semblent étre un lieu privilégiéadprbduction des plastiques par la plante.
Une synthese trop importante a ce niveau abaissehelements de la photosynthése et donc

la quantité de plastique produit.
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- aux méthodes d’extraction et de purification desspitjues a partir de la plante
ces méthodes imposent I'utilisation d’énormes qgitestle solvant.

- a l'opinion publique: la dissémination d’organismes génétiquement figzdi
(OGM) dans notre environnement suscite actuellendest polémiques parfois violentes.
L’énoncé récent dprincipe de précautiominsi que le durcissement de la réglementatian lié
a ce type de manipulations constituent sans daufesin sérieux au développement de telles
technologies puisqu’ils imposent des conditions delture strictement controlées

incompatibles avec une production a grande échelle.

La synthése organique apporte quant a elle desnsépodifférentes. Une stratégie
consiste a modifier chimiquement les polymeres tageé Rappelons d'ailleurs que les
premiers polyméres de synthése ont été obtenuspdification chimique de la cellulose,
comme la nitrocellulose ou encore l'acétate deutmdk, utilisés entre autres comme
thermoplastiques. L'estérification des groupeméytiroxyle des fibres cellulosiques par des
chaines aliphatiques modifie profondément leurpnétés, et notamment la thermoplasticité
et le caractere hydrophobe, mais aussi la biodégitté, la solubilité, I'inflammabilite, etc...
Les propriétés du matériau obtenu dépendent ata tbngueur de la chaine greffée, ainsi
qgue du degré de substitution du polymeére esté@ifi®S, c’est a dire du nombre de fonctions
hydroxyle estérifiees par unité anhydroglucose diEnsas de la cellulose. Les esters
cellulosiques a courte chaine carbonée (moins xleatimes de carbones) représentent
actuellement un marché industriel important, égiset commercialisés dans des domaines
aussi variés que les fibres textiles, les filmd|ipdes et membranes, les revétements et
vernis, les matériaux thermoplastiques ou encasematériaux composites. Les esters de
cellulose, tels que I'acétate de cellulose (CA)asuesters mixtes acétate propionate (CAP) et
acétate butyrate (CAB) de cellulose (figure 41)ustofabriqués a partir de cellulose
microcristalline hautement purifiée, sont concucénpar les plastiques dérivés de l'industrie
pétrochimique tels que le polyéthylene, le polygtepe, le polyéthylene téréphtalate, les
polycarbonates, les nylons, etc., pour lesquelsplesluits de base, éthylene, propyléne,
xylene ou encore éthylene glycol sont encore écaqoement trés attrayants. De plus,
I'obtention d’esters de cellulose nécessite la lsbiation préalable de la cellulose ce qui
engendre la mise en ceuvre d'une meéthodologie loetdeolteuse, contrairement aux
polyméres synthétiques issus de polycondensatioests propriétés demeurent pourtant

originales et ils continuent a satisfaire certaiaschés.
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Figure 41 : Structures d'esters de cellulose comiakésés en tant que thermoplastiques.

Les qualités thermomécaniques des esters de adluiemeurent leur principal
handicap. En effet en raison de la fragilité desimds polysaccharidiques aux températures
élevées, la température de transition vitreusg €T la température de décomposition du
matériau sont souvent tres proches. La températardéransition vitreuse correspond au
passage d’'un état vitreux, dans lequel le polynestedur et fragile a un état caoutchouteux
pour lequel le polymeére est mou et flexible. A pate cette température, le matériau est plus
souple et plus facile a travailler. C’est la raigmur laquelle un plastifiant est souvent ajouté
afin d’abaisser la température de transition videeat donc élargir le domaine d’applications
des thermoplastiques. Plusieurs plastifiants soataanment utilisés y compris a une échelle
industrielle. C’est le cas du triéthylcitrate pdacétate de cellulose et I'adipate de dioctyle
pour le CAP. Néanmoins I'emploi de plastifiant ppatfois se révéler génant pour certaines
applications. Ces molécules, de petite taille,tentiance a s’évaporer au cours du temps, ce

qui peut modifier les performances du matériauwatamu moyen terme.

Une autre solution pour abaisser ladlun polymere est de greffer des substituants a
longue chaine, de maniere a augmenter le volume &bdonc a diminuer les interactions
entre les chaines de polymeres. La présence détsabts latéraux volumineux et flexibles
comme les chaines grasses, en écartant les chadhessiccharidiques, abaisse leuy &t
influe donc sur le domaine d’utilisation de cesrtheplastiques. Des travaux ont montré sur
une seérie d’esters de cellulose allant de I'acé&atgalmitate (C16), que lag Himinue de
maniere significative avec I'augmentation de lagiaeur des chaines grasses greffées (Edgar,
2001). Ainsi, sans ajout de plastifiant, il est 9idbke d’obtenir des plastiques hydrophobes
plus souples, plus déformables, moins cassantplidaisse entrevoir de nouveaux domaines
d’applications, tel que I'emballage ou encore lasptulture et en particulier les films de

paillage agricole (Joly, 2003 ; Fredon, 2001).
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L’ensemble de ces travaux, initié a partir d’'un sttdt modele, la cellulose, permet
d’envisager de nouvelles voies de valorisation gesrpolysaccharides, et notamment pour
les xylanes du bois. L'objectif de cette étude dst proposer de nouveaux matériaux

plastiques par acylation desG4méthylglucuronoxylanes extraits de sciures deaipater.
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Chapitrell : Extraction
et Analyse structurale des xylanes de feuillus

II.1. Extraction et composition chimique des xylanes issude
différentes espéces forestieres

L'objectif de cette premiére partie est de déteania composition polysaccharidique
de sciures issues de quatre essences forestiemsdelux feuillus (chataignier et chéne) et
deux résineux (épicéa et Douglas). Nous avons icti@straire les xylanes pariétaux par des
solutions alcalines. L’'extraction par voie alcalisemble en effet étre la plus appropriée,
puisqu’elle permet de rompre les liaisons hydrogéinteractions ioniques, et les liaisons
covalentes de type ester entre les constituantk& gearoi, facilitant ainsi leur extraction.
L'utilisation d’'un protocole d’extraction séquedle par utilisation de bases de
concentrations croissantes, doit permettre d’obtedés fractions hémicellulosiques

homogeénes.

[1.1.1. Protocole d’'extraction standard

Le protocole expérimental utilisé (figure 42) pdeaxtraction séquentielle et sélective
des polysaccharides pariétaux des sciures de béié adapté de Bailey (1967) et Carpita
(1984). Ce protocole débute tout d'abord par uapeépermettant d'extraire sélectivement les
sucres circulants (glucose, fructose, saccharcseyqvatation dans I'éthanol a chaud. Les
pectines sont ensuite éliminées de fagon séquiendiglartir du résidu g apres extraction
par I'eau, puis par l'oxalate d'ammonium 1% (ckélatle calcium). Afin de permettre une
extraction optimale des hémicelluloses du bois,est nécessaire de procéder a la
délignification du résidu dépectinisé. La méthodaplyée (Adams, 1965) utilise une
solution tamponnée de chlorite de sodium (0.6 g d4 matiere seche) dans I'acide acétique
(0.2 mL / 1g de matiéere seche) a 80°C pendant eoechLes hémicelluloses sont extraites a
partir du résidu délignifié par utilisation de begke concentrations croissantes : KOH 0,43M,
KOH 4,3M, NaOH 4,3 M. Les extractants KOH et NaObhts additionnés d'un agent
réducteur, le NaBH(3 mg.mLY), et I'extraction se déroule sous azote afin demir tout
risque de dégradation.
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Résidu dépectinisé
Rdépect

NaOCI - Acide acétique, 80°C, 1h (x2)————>
Résidu délignifié
Rdel
|

KOH 0,43M + NaBH, 22°C, N, 1h

Elimination des sucres circulants,
des tannins

Elimination des pectines

Délignification

A

Extrait 0,43M
Extrait hémicellulosique |

KOH 4,3M + NaBH, 22°C, N, 1h

!

Résidu KOH 4,3M
Résidu Il

Extrait KOH 4,3M
Extrait hémicellulosique I

NaOH 4,3M + NaBH, 22°C, N, 16h

)

Résidu NaOH 4,3M
Résidu Il

Extrait NaOH 4,3M
Extrait hémicellulosique Il

NaOH 4,3M, a reflux, 1h

Résidu cellulosique
R

cell

Figure 42 : Protocole d’extraction sélective etusiielle des polysaccharides pariétaux adaptéailey3(1966)

et Carpita (1984).
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Les extraits sont séparés des résidus d’extrag@orcentrifugation, puis neutralisés
par l'acide acétique glacial. Les polymeres quicipitent au cours de cette étape de
neutralisation (Fractiongso) sont séparés des hémicelluloses restantes eipsolEractions
sol) par centrifugation, puis, aprés redissolutionsdéeau, dialysés contre de 'eau distillée et
lyophilisés. Les surnageants sont précipités pautagle trois volumes d’éthanol et les
précipités formés sont a leur tour récupérés patrifegation, redissous dans l'eau, et

dialysés avant d’étre lyophilisés (figure 43).

Le résidu Ry est enfin obtenu apres passage dedans la soude 4,3M, a reflux.
Aprés chaque étape d'extraction, les résidus snoég rapidement a I'eau distillée et un
aliquot est prélevé pour la reéalisation ultérieudtune analyse de composition

monosaccharidique par TMS

Extrait |

Neutralisation (Acide acétique) )
centrifugation

!

Surnageant Précipité
| Fraction | insol

Précipitation (3V Ethanol)

Fraction | sol

Figure 43 : Traitement des différents extraits.

[1.1.2. Etude quantitative et qualitative des résidus et factions extraits

L’analyse de la composition monosaccharidique desaits bruts de sciures et des
résidus d’extraction a été réalisée par chromapbgeaen phase gazeuse des dérives
méthylglycosides triméthylsilylés. Cette méthodepmme nous l'avons expliqué
précédemment, présente I'avantage de permettentifitation simultanée des hexoses (Gal,
Glc, Man), déoxyhexoses (Rha, Fuc), pentoses @), acides uroniques (GIcA, GalA) et,
apres reacétylation, des osamines (GIcNAc). HEdeensite la libération préalable des oses
constitutifs par méthanolyse et la dérivatisaties chéthylglycosides recueillis par un agent

silylant.
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Le schéma d'analyse que nous avons adopté poure skaivqualité du protocole
d’extraction repose sur I'étude simultanée de lapmsition monosaccharidique des extraits et
des résidus d'extraction. Ce schéma d'analysengiiée, d'une part de permettre I'étude de ce
qui a été sélectivement extrait par les différeatspons et d'autre part, de visualiser dans les
résidus le départ des molécules extraites ainsiajnature des polysaccharides qui restent a

extraire.

Lorsqu'on analyse la composition monosaccharididas extraits et des résidus
d'extraction (tableaux 6, 7, 8 et 9) des différergeiures de bois sélectionnées pour cette
étude, il est possible de remarquer une grandesii#ede composition qui se traduit par la
grande variété des monosaccharides identifiés (Rfaa,Xyl, Man, Glc, Gal, GalA et GIcA).

La composition des différents extraits bruts estptlis, tres révélatrice de la spécificité des
tampons d'extraction utilisés. En effet, I'analgieecomposition des extraits Il et Il montre
clairement l'extraction sélective des hémicellusodent les sucres caractéristiques sont les
suivants : Xyl, Man, Ara, Glc et GIcA. Le protocaelopté pour I'extraction sélective des
polysaccharides de la paroi cellulaire végétaleapgip alors comme tout a fait adapté aux

sciures de bois sur lesquelles il a été applige€ aucces.

L'analyse de la composition des résidus d'extrad®@on, Raspect Raer Rii, Rii et Reeln
deéfinis figure 42 témoigne du départ progressif dE$érents polymeres au cours de
I'extraction (tableaux 6, 7, 8 et9). C'est ainsie d'on peut tout d'abord observer une
diminution de la teneur en GalA dangRcce qui traduit I'extraction sélective des composés
pectiques. Une observation similaire peut étreefgiour les résidus |R Ry et Rey ou
l'abaissement, notamment chez les feuillus, deeteur en Xyl, Man ou Gal, indique
I'extraction de composés de type xylane, mannareu ekyloglucane (composés
hémicellulosiques). La composition monosaccharidigies résidus &, met de plus en
evidence la présence d’hémicelluloses non extiastidans les conditions expérimentales
employées. Compte-tenu de la composition osidigueed résidus, et sachant que la cellulose
n'est pas affectée par cette méthodologie, nousqymuconclure que les hémicelluloses
encore présentes dans ces résidus sont des xyogkigcas des sciures de feuillus) et un
mélange de xyloglucanes et de mannanes (cas deeessale résineux). Le manque
d’extractibilité de cette fraction hémicellulosiquésiduelle ne peut, a ce stade des

expériences, trouver son explication que par umalikation trés en profondeur de ces
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polyméres dans la paroi cellulaire (paroi secomjaccompagnée d’une interaction trés forte

avec les lignines encore présentes.

Tableau 6 : Composition monosaccharidique desiexetrésidus d’extraction, isolés a partir denses de
chataignier.

Composition monosaccharidique (%molaire)

Ara Rha Xyl Man Gal Glc GalA GIcA
Ry 1,4 1,8 58,6 4,7 10,7 16,2 1,2 5,4
RetoH 2,0 2,9 71,7 5,8 2,0 5,8 8,9 0,9
Raepect 1,0 2,7 74,8 5,2 2,8 5,7 6,0 1,8
Rgel 1,0 2,8 73,1 4,3 2,7 4,8 10,3 1,1
Fraction | ¢ 0,3 2,3 91,9 0,6 1,0 0,7 2,8 0,4
Fraction | jsql 0,8 4,2 80,1 0,5 0,4 1,6 10,4 2,1
Fraction Il 4 0,2 1,4 89,6 3,5 1,0 3,5 0,6 0,3
Fraction Il 0,3 5,0 84,0 1,2 1,7 1,5 3,6 2,8
Résidu Il 2,0 3,3 46,6 8,8 4,0 25,5 7,8 19
Fraction lll 0,9 1,6 66,5 14,1 5,0 9,5 1,1 1,3
Fraction Il s 0,5 1,3 86,6 2,6 1,3 5,7 1,0 1,0
Résidu 1l 1,4 2,4 34,9 7,9 5,7 43,2 3,4 1,2
Reel 0,6 0,6 24,5 6,5 6,7 58,5 0,0 2,5

Tableau 7 : Composition monosaccharidique desiexetrésidus d’extraction, isolés a partir deises de
chéne.

Composition monosaccharidique (Y%omolaire)

Ara Rha Xyl Man Gal Glc GalA GIcA
Ry 1,6 3,0 74,2 3,4 3,3 6,8 6,3 1,3
Rewon 1,5 3,1 75,4 2,8 7,7 6,8 1,7 0,9
Ragpect 0,6 2,4 75,6 3,1 1,9 3,4 11,7 1,4
Rl 0,8 2,8 80,9 3,1 1,8 3,9 5,5 1,3
Fraction | 4 0,5 2,9 87,2 0,2 1,8 0,5 3,5 3,4
Fraction | jnso 0,5 4,6 69,5 3,8 0 2,4 15,7 3,6
Fraction Il 4 0,1 1,7 92,8 11 0,4 1,4 2,3 0,3
Fraction Il jsol 0,2 3,5 86,5 0,9 0,4 1,6 4.9 1,9
Résidu Il 1,6 2,1 45,7 4,9 8,6 30,1 5,9 1,0
Fraction lll ¢ 0,6 2,0 80,9 7,0 2,3 1,5 4,2 1,4
Fraction lll jnsol 0,4 1,5 88,9 1,5 1,1 3,8 1,7 11
Résidu Il 1,2 3,0 45,9 3,6 7,3 32,5 5,4 1,1
Reel 1,2 1,2 37,9 4,6 3,2 51,9 0,0 0,0
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Tableau 8 : Composition monosaccharidique desiexgarésidus d’extraction, isolés a partir denss
d’épicéa.

Composition monosaccharidique (Y%omolaire)

Ara Rha Xyl Man Gal Glc GalA GIcA

Ry 54 1,8 25,4 39,8 7,5 12,7 6,6 0,8

Reton 5,2 16 23,9 41,5 8,4 12,9 5,8 0,6
Ragpect 4,6 1,5 28,6 38,0 8,0 12,7 5,8 0,7

Rgel 4,0 1,6 25,7 42,6 8,5 13,7 3,4 0,6
Fraction | ¢ 5,7 2,9 71,8 2,7 5,7 3,3 6,3 1,6
Fraction | jsql 3,6 2,5 22,5 61 46 14,8 37,2 8,7
Fraction Il 4 5,0 1,0 80,9 4.8 1,7 1,5 4.6 04
Fraction Il jusol 2,6 4,6 28,1 19,1 4,7 31,7 7,5 1,7
Résidu Il 3,8 1,8 25,0 37,1 7,2 21,0 3,6 0,7
Fraction lll ¢ 5,0 1,5 65,5 13,9 5,6 4,7 3.4 0,3
Fraction Il s 3,1 5,0 26,8 21,1 6,6 31,5 4,2 1,7
Résidu Il 3,3 1,3 24,6 34,9 7,3 25,9 2,3 0,4
Reel 3,3 0,4 22,9 33,9 9,3 29,8 0,5 0,0

Tableau 9 : Composition monosaccharidique desiexetrésidus d’extraction, isolés a partir denses de
Douglas.

Composition monosaccharidique (Y%omolaire)

Ara Rha Xyl Man Gal Glc GalA GIcA
Ry 4,3 1,4 23,1 42,6 10,2 16,6 1,4 0,5
Reton 4,2 1,3 19,1 44,3 11,5 2,0 17,1 0,5
Raepect 3,4 1,2 28,4 36,5 12,5 16,8 1,0 0,4
Rgel 2,3 1,0 18,9 30,9 24,8 21,2 0,3 0,7
Fraction | 4 4,9 2,4 68,7 1,7 12,6 5,7 2,5 1,5
Fraction | jnso 2,2 2,2 14,3 3,2 4,2 7.8 60,5 55
Fraction Il 4 31 0,9 78,0 7,7 3,3 6,3 0,3 0,4
Fraction Il 4,3 1,3 52,6 15,3 5,8 20,0 0,4 0,4
Résidu Il 3,0 1,0 18,8 41,9 9,5 215 4,1 0,2
Fraction lll ¢ 2,6 0,1 65,5 13,7 8,0 7,1 2,5 0,6
Fraction lll s 3,2 0,0 50,0 13,3 7,8 20,5 3,0 2,2
Résidu Il 2,6 0,9 18,4 37,1 9,1 29,9 1,6 0,3
Reel 2,1 0,3 16,2 38,2 8,3 29,0 6,0 0,0

Une étude plus approfondie des tableaux 6 a 9 &ldaau 10 montre que les sciures
issues de bois de feuillus et de résineux présentea composition hémicellulosique
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sensiblement différente tant sur le plan qualitqtieé quantitatif. En effet, si I'ensemble des
extraits obtenus a partir des sciures de chéne eefcthtaignier sont homogenes et
principalement composés de xylose (de 66 a 93 %aired| les extraits issus des sciures
d’épicéa et de douglas apparaissent nettementhg@igogenes (essentiellement Man, Gilc,
Gal, Xyl). Quantitativement, les hémicelluloses tsbraucoup plus représentées dans les
sciures de feuillus (10.2 a 13.8 % massique) qums dk=s sciures de résineux (2.2 a 2.5 %
massique). Globalement la quantité maximale d’héluloses est obtenue par I'extraction
par la potasse a 4,3M. On peut noter que les remadisnmdes fractions insolubles sont
généralement plus élevés que pour les fractiongkas, et ce pour les différentes extractions
et les quatre essences.

Tableau 10 : Bilan quantitatif de I'extraction

Rendement d’extraction (%)

Chéataignier Chéne Epicéa Douglas
Fraction Igg 0,6 1,1 0,1 0,1
Fraction linse 1,3 1,8 0,2 0,5
Fraction llg, 1,9 4,3 0,1 0,4
Fraction llj,sof 4,3 4,1 1,2 0,3
Fraction Ill ¢ 0,6 0,6 0,1 0,3
Fraction lsol 1,4 1,9 0,9 0,7
Hémicel!uloses 10,1 13,8 26 23
extraites
Résidu cellulosique 45,8 47,9 65,7 65,5

En conclusion, nos résultats nous permettent de fas remarques expérimentales
suivantes :

- Les sciures de chéne et de chataignier sont compgaesque exclusivement
d’hémicelluloses de type xylane qui sont parfoissgie. sciures de chéne, fraction Fraction
Il so)), €t qui représentent 10 a 14% de la masse séche.

- Les hémicelluloses isolées a partir des sciuresédimeux sont moins riches en
hémicelluloses et plus hétérogenes, constituéas mMé&ange de mannanes, de xylanes et/ou
d’hétéroxylanes et de xyloglucanes.

Les xylanes extraits des bois de feuillus appagatsdonc étre de bon candidats pour
servir de modele a une étude plus approfondie endune valorisation chimique. Dans ce
but nous avons choisi de concentrer notre travailles xylanes de chéataignier, essence

d’intérét régional.
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II.2. Analyse de composition — Optimisation des conditian
d’analyse

Les xylanes extraits de chataignier sont trées h@meg dans leur composition,
principalement constitués de xylose (a environ 908taire). Comme nous I'avons décrit lors
de I'étude bibliographique, les xylanes de feuilamnt substitués de fagcon plus ou moins
importante par l'acide glucuronique, et plus sodverar son dérivé, l'acide @-
méthylglucuronique. Cependant, au cours de l'amealgle composition des xylanes
comportant des unités deCGMeGIcA, nous sommes confrontés d’'une part au probl de
I'identification de ce sucre par manque de témaiapdé, et d’autre part a sa sous-estimation
du fait de la grande résistance des liaisons urdylesa I'hydrolyse. C’est pourquoi,
préalablement a une étude plus approfondie derdietxdn et de la caractérisation des xylanes
de chataignier, nous nous sommes intéressés damseurier temps a I'optimisation du
dosage des monosaccharides par I'étude de laogadé méthanolyse, et dans un second

temps a la synthése de I'acid®©4méthylglucuronique.

[1.2.1. Etude et optimisation de I'étape de méthanolyse

L’analyse de la composition monosaccharidique ddgspccharides est couramment
obtenue par CPG apres hydrolyse acide ou méthandlygpolymeére, et dérivation des oses
ainsi libérés. La méthanolyse semble étre la méthlad plus adaptée a l'analyse des
hémicelluloses et des pectines (Sundberg, 1996)sqpelle permet [Iidentification
simultanée des oses neutres et des acides urordgguentrent dans la composition de ces
polysaccharides (Quemener et Thibault, 1989 ; Magaoll., 1995). Placés au contact
d’acide chlorhydrique dans le méthanol anhydre,plelysaccharides se dépolymérisent, en

libérant des méthylglycosides qui sont des compadasvement stables.

Rappelons cependant que la cinétique de rupturelids®ns glycosidiques des
polysaccharides dépend du type de liaisons et datlare des oses constitutifs du polymere.
Un temps de réaction trop court ou des concentrsititacide trop faibles ne permettent pas
la libération compléte des monomeéres, alors queumps trop long ou une concentration trop
forte provoque une dégradation des oses libéréss [2a deux cas, on sous-estime les teneurs
en oses du polysaccharide. D’ou la nécessité dmgpr I'étape de méthanolyse pour estimer

de maniére précise la composition monosaccharidigegolysaccharides.
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Dans cette partie, nous avons étudié I'efficacédadméthanolyse pour la rupture des
liaisons glycosidiques et glucuronosidiques, dansds d'un 49-méthylglucuronoxylane
commercial, extrait du hétre. Pour cela nous avamwyarier deux parametres, le temps de la
réaction (2h, 5h et 24h) et la concentration de C3M, 1M, 2M, 4M). Les résultats sont

regroupés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Influence du temps d’hydrolyse et Hude la solution utilisée sur le dosage des suttgsxylane
(composition monosaccharidique exprimée en % nelair

HCI 0,5 M HCI1 M HCI2M HClI4 M
2h 5h 24h 2h 5h 24h 2h 5h 24h 2h 5h 24h

Xyl 100 96,2 946 94 938 925 96,6 938 90,0 88,9 ,095874

4-0-

MeGIcA 3,8 5,4 4,6 6,2 7,5 3,4 6,2 10,0 111 50 12,6

Le tableau 11 montre que, quelle que soit la canagéon de I'acide utilisée, la
quantité d’acide 43-méthylglucuronique libéré augmente en prolongelenttemps de
réaction. Ceci est naturellement di a la cinétiqada réaction qui permet la rupture des
liaisons Xyl/4O-MeGIcA pour des temps de réaction prolongés. Dansas de fortes
concentrations en acide chlorhydrique (4M), I'éléva des teneurs en@-MeGIcA est sans
doute a associer a une sous-estimation de la tgiahdi xylose du fait de sa probable
dégradation. Cette derniere hypothése est confirpagela diminution des rendements

massiques de réaction qui passent de 87% (con@ikihr24 h) a 80% (condition 4M, 24 h).

Les conditions 1M, 24h et 2M, 24h paraissent &senheilleurs compromis tant d’'un
point de vue qualitatif, elles préservent I'équilitentre Xyl et 49-MeGIcA, que d’'un point
de vue quantitatif, les rendements massiques étgdrieurs a 80%. D’autant plus faciles a
éliminer que sa concentration est faible, nous aatwisi I'acide chlorhydrique 1M pour un

temps d’hydrolyse de 24h a 80°C pour I'analysexgéanes du bois.
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I1.2.2. Synthese et caractérisation de I'acide ®-méthylglucuronique

Pour obtenir I'acide £9-méthylglucuronique, deux méthodes peuvent étrésagees.

La premiére repose sur I'’hydrolyse acide préalalelelO-méthylglucuronoxylanes extraits,
afin de pouvoir purifier par séparation chromatphique I'acide aldobiuronique
caractéristique des xylanes de feuillus, 1©-24-O-méthyl-D-glucopyranosido)-D-xylose
(Gorin, 1957). Ce dernier est par la suite oxydélpabrome en présence de benzoate de
calcium pour donner le sel de calcium de I'acid®©-4-O-méthylglucurono)-xylonique
(figure 44). Ce sel est enfin traité par le tétéaate de plomb, puis hydrolysé par I'acide
acétique, pour conduire a I'acideG4méthylglucuronique, avec un rendement global .51

G)o O @O (0]

MeO Br, (ox.) MeO Pb(OAc), MeO
S —

HO H —_— HO H
benzoate de calcium

acide aldobiuronique

acide acétiqueA

(e}

HO
)
MeOHO OH

OH

Acide 4-O-méthylglucuronique
Figure 44 : Préparation de I'acideO4méthylglucuronique a partir de I'acide aldobiuicune.

Cette stratégie de synthese ne présente pas dmiltiffd’'un point de vue chimique,
mais si I'on tient compte de I'étape préliminairéydirolyse du polymere associée a une
purification fastidieuse de I'acide aldobiuroniga@si que du rendement global moyen de la

synthése, cette méthode s’avere peu intéressante.

La seconde méthode, qui est celle que nous avomstes] consiste a synthétiser
directement cet acide uronique. Nous avons choisinge substrat de départ le méthyD-
glucopyranose et avons retenu la stratégie de ayathtilisée par Li et Helm (1995). La
stratégie de synthese, illustrée par la figurecthsiste a protéger toutes les positions du
méthylglucose a I'exception de la position 4, puisiéthyler cette position, et enfin a oxyder

I'alcool primaire apres déprotection des groupemégtroxyle en positions 2,3 et 6.
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Figure 45 : Stratégie de synthese de I'acid@-Aéthylglucuronique.

Il est a noter que dans ce cas on obtient I'aciééhyir4-O-méthylglucuronique. En
effet, le fait d’utiliser comme substrat de dépamt glucose dont la position 1 est bloguée
présente I'avantage de simplifier la synthese. [Ds [a présence du groupement méthyle en
position 1 n'est pas génante puisque l'analyse a@®position des polysaccharides par
méthanolyse débute par la libération de méthytigiges.

[1.2.2.a. Protection sélective des positions 2,3 et 6 du migllacose

Cette premiere étape de protection de sucresatdits position 4 libre, est I'étape clef
de la synthese. Peu de données sont disponibkesigeat dans la littérature. Classiqguement, a
partir du méthylglucose, ceci peut étre obtenua@mant dans un premier temps un acétal
entre les positions 4 et 6. Les fonctions alcoalp@sitions 2 et 3 sont alors protégées par des
groupements benzyles (Castrooetl., 2000) par exemple, et la position 6 pourra, apres
hydrolyse de l'acétal, étre bloquée par un grouperted que le trityle (Baker, 1963) ou le
diphényl-ter-butylsilyle (Hanessian, 1975). Cetteoggédure, comme nous venons de le
montrer, requiert de nombreuses étapes de pratestidéprotection, et conduit généralement
a des rendements modestes. Li et Helm (1995) peopoguant a eux, une méthode de
protection sélective en deux étapes, utilisant cengmoupement protecteur le benzoyle. La
stratégie développée consiste a acyler par le widode benzoyle, le méthylglucose
préalablement traité par I'oxyde de tributylétaette méthode, initialement rapportée par
Ogawa et Matsui (1981) conduit au méthyl-2,88Hbenzoyla-D-glucopyranoside avec un
rendement de 63%. Cependant l'utilisation de I'axyde tributylétain génére des sous-
produits extrémement difficiles a éliminer par keshniques usuelles de purification. La
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présence de telles impuretés dans I'échantillonrgues nous proposons de synthétiser n’est
finalement pas compatible avec son utilisationreadyse par CPG quantitative.

Pour ces raisons, en adaptant un protocole adapWillams et Richardson (1967),
nous avons choisi d’effectuer cette protectioncigéle en une seule étape, par acylation du
méthylglucose par le chlorure de benzoyle dangtiaipe (figure 46).

OH OR,
(@] T R.O O
HOHO BzCl, pyridine _ 3R S
o sous argon 2 OR,
OMe OMe
la,b,c
Ri R R R4

la Bz Bz H Bz
1b Bz H Bz Bz
1c Bz Bz Bz Bz

Figure 46 : Benzoylation sélective du méthylglucose

Cette réaction consiste d’'une maniere généralear@agir sous atmosphére d’argon,
le méthyla-D-glucopyranose solubilisé dans la pyridine avechlorure de benzoyle qui est
ajouté goutte a goutte. Les résultats obtenus pérakivs et Richardson (1967) semblent
indiquer que dans le cas du galactose, du manhaans une moindre mesure du glucose, le
composé 2,3,6-ti®-benzoylé est obtenu avec de bons rendementyrdied’de 50%, a basse
température (-30°C). Nous avons donc dans un preemeps effectué la réaction a —30°C.
Dans ce cas le suivi de la réaction par CCM mdatfermation de nombreux produits, parmi
lesquels nous avons identifié le composé 2,3;6Hbenzoyléla attendu, ainsi que les
composés 2,4,6-t-benzoylélb et 2,3,4,6-tétrd@d-benzoylélc, auxquels s’ajoutent des
produits minoritaires mono et @-benzoylés. A cette température, le rendement erposé
la n'excede pas 30%. Dans le but d’améliorer |la s@ige de la réaction, nous avons testé
différentes conditions, pour lesquelles nous avaiisvarier la température (-30°C, 0°C,
25°C), le temps de réaction (50 min a 3 h 30) efulantité de chlorure de benzoyle (3,1 et 4
équivalents). Quelles que soient les condition$oimation des trois composés, 1b et 1c

est toujours observée. Dans le meilleur des ca&C(2Bh30, 3,1 éq. BzCl), le rendement en
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méthyl-2,3,60-tribenzoyl-a-D-glucopyranoside est de 54%, et on note paruaglgue pour
tous ces essais le rapport entre les deux compos@denzoylésla/lb est de 75/25 et reste
guasi constant (tableau 12). Les composés 2,3®enzoyléla, ainsi que les composéb

etlcont été caractérisés par RMN.

Tableau 12 : Résultats obtenus pour la réactidmedeoylation du méthylglucose.

Entrée Température Temps BzClI Rendement
1 -30°C 480 min 3,1éq. 35%
2 25°C 90 min 3,1éq. 54%
3 0°C 120 min 3,1 éq. 48%
4 25°C 120 min 3,1éq. 37%
5 0°C 50 min 4 eq. 39%
6 0°C 210 min 3,1 éq. 46%

La purification est une des difficultés de cettapét |l est nécessaire d’effectuer une
premiere séparation par chromatographie sur coldergel de silice, qui permet de récupérer
le mélange des deux composéstiubenzoylésla et 1b. Le composéda est enfin séparé du

mélange par chromatographie sur plagues prépasativgel de silice.

[1.2.2.b. Méthylation du méthyl-2,3,6-O-tribenzoydD-glucopyranoside

La méthylation régiosélective des sucres sur ungtipp autre que la position
anomérique est tres peu décrite dans la littératidéanmoins des méthodes de
perméthylation existent, qui utilisent le diméthyfate dans la soude aqueuse (Haworth,
1915), llodométhane en présence de NaH dans le @®MGiucanu, 1984) ou encore
'iodométhane en présence de soude en poudre ddbsIEO (Ciucanu, 1990, 1994). Mais
ces derniéres méthodes ne peuvent étre utiliséesriddre cas car la présence de NaH ou de
NaOH entrainerait a la débenzoylation du sucrereisanche la méthylation de Kuhn (1955),
qui utilise 'oxyde d’argent comme base, semblespdaptée au cas des sucres benzoylés.
C’est donc cette stratégie que nous avons adopbée methyler le méthyl-2,3,6-
tribenzoyla-D-glucopyranosidela en position 4. Cette méthode consiste a faire rdagi
produit1a solubilisé dans le DMF anhydre, sous atmosphé&rgydh et a I'obscurité, avec de

I'lodométhane en présence d’oxyde d’argent (Figiate
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Figure 47 : Méthylation du méthyl-2,3®-tribenzoyla-D-glucopyranoside

Le suivi par CCM de la réaction indique qu’au bdat24h, le produit de départ n'a
pas complétement disparu. Plusieurs produits sé feomés, parmi lesquels le produt
attendu, ainsi que de nombreux produits résultandébenzoylations et de méthylations des
positions ainsi déprotégées. Dans les conditiogsabpires choisies, le rendement en produit
2 n‘excéde pas 12%. L’optimisation du temps de iéachous permet, pour un temps de
réaction de 5h, disoler le composé méthyB4néthyl-2,3,60-tribenzoyla-D-
glucopyranosid® avec un rendement de 46%. L’analyse des prodeitgalction montre que,
outre la présence du composé de départ qui n'adaag, les conditions de la réaction de
Kuhn ne permettent pas de s’affranchir de la folmmatoncomitante du méthyl-2,4(8-

tribenzoyla-D-glucopyranoside ainsi que son dérivé méthyl@a@sition3.

[1.2.2.c. Déprotection du méthyl-4-O-méthyl-2,3,6-O-tribentayD-
glucopyranoside

La débenzoylation est classiquement effectuée déevuntiasique en utilisant comme

base, le méthylate de sodium (figure 48).

OBz OH

MeO Q MeONa/MeOH Me

Bz R HO
OBz Teamb. OH
OMe OMe

Figure 48 : Débenzoylation du méthyktméthyl-2,3,60-tribenzoyla-D-glucopyranoside

Pour cela, le méthyl-©-méthyl-2,3,60-tribenzoyla-D-glucopyranoside est mis a
réagir avec 1 équivalent de méthylate de sodiututfea méthanolique a 0,5M). La réaction
est totale au bout de 3h. Apres un traitement igass le méthyl-49-méthyl-a-D-

glucopyranosid@® est obtenu avec un rendement quantitatif.
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[1.2.2.d. Oxydation sélective du méthyl-4-O-méthgib-glucopyranoside

L’oxydation des sucres en acides uroniques peetréalisee, d’aprés la littérature, par
catalyse hétérogéne,®t/C (Van Bekkum, 1992), par électrocatalyse (Bagbcoll., 1993)
ou par des oxydes d’'azote NapN@u NaNQ-H3;PO, (de Nooy efcoll., 1997). Au cours des
quinze dernieres années, les radicaux nitroxytpi(@ 49), radicaux organiques stables, dont
I'utilisation est en accord avec le développemeénne chimie propre, ont été trés largement
employés pour I'oxydation des alcools primairessabien dans le cas des monosaccharides
(Davis et Flitsch, 1993 ; Brochette-Lemoine aill., 1999) que pour l'oxydation des
polysaccharides (Tahiri et Vignon, 2000). C’est amoment le cas du 2,2,6,6-
tétraméthylpipéridin-1-oxyle, appelé communémenMPB, qui a fait I'objet de nombreuses
études (Trombotto, 2001).

Qz.g @ %'“»k

Diphényle nitroxyle TEMPO Di-terbutyle nitroxyle
Figure 49 : Exemples de radicaux nitroxyles orgaesy

Généralement, dans le cas des réactions d’oxyddésrnydroxyles primaires, I'entité
réactive est la forme oxydée du TEMPO, I'ion oxoasnium, oxydant plus fort. Celui-ci est
le plus souvent formé par oxydation du radicaloxigte in situ dans un cycle catalytique ;
pour cela plusieurs oxydants sont utilisés comntamment I'acidem-chloroperbenzoique,
'oxygene en présence de CuCl, et surtout le systbgpochlorite de sodium/bromure de
sodium (de Nooy etoll.,, 1996). Ce procédé a été appligué a l'oxydatidectge des
fonctions alcool primaire d’'un certain nombre derss (de Nooy etoll., 1994,1995) ; dans
toutes ces études I'hypochlorite de sodium a élié&itomme oxydant primaire, en présence
de quantités catalytiques de NaBr, pour la régdéioérae I'ion oxoammonium. Des études
ont montré que les ions bromure ont un effet ctitplg sur la vitesse d’oxydation (Besemer,
et van Bekkum, 1994). L'origine de cette catalysela rapide conversion des ions bromure
en ions hypobromite, selon une réaction d’oxydaoéidn impliquant I'hypochlorite (figure
50).
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Co + HO+26 ——— Cl + 2HO °=+0,890V
Br + 2HO ——— BrO + HO + 2e °=+0,766 V

clo + Br — Cl + Bro

Figure 50 : Formation de I'hypobromite par reactiboxydo-réduction.

Un mécanisme réactionnel a été proposé par de Blam}l. (1994), faisant intervenir
I'hnypobromite comme espéce oxydante active (figbt¢. Cependant, ce mécanisme reste
controversé car d’autres especes oxydantes teliesBg, Brs et HOBr, présentes dans le

milieu réactionnel, peuvent également participecyale catalytique.

Les conditions de la réaction (pH, température,ceantration en NaBr) ont été
optimisées dans le cas de polysaccharides hydtadsslul a notamment été montré qu’un pH
proche de 10 permet d’obtenir les vitesses de iokatds plus élevées et limite I'oxydation
compétitive des alcools secondaires par les hygebalDans le cas des pyranosides, la
sélectivité pour les alcools primaires est quaaingtative, et le produit de réaction est obtenu

sous forme de carboxylate.

NaOCI/NaBr

Alcools pimaires Aldéhydes
TEMPO

= 7
Yoite!

| I
clo Bro o OH

Carboxylates

cl Br

A

Figure 51 : Mécanisme d’oxydation des alcools piiesa
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Parce qu’elle conduit a de tres bons rendemerga’elie est réalisée dans I'eau, cette
méthode nous a paru parfaitement adaptée a larptiégpade I'acide méthyl--méthyl-a-

D-glucopyranosiduroniqué (figure 52).

OH
HOOC

MeO ° TEMPO, NaOCI, NaBr ~ Me
- HO
HO OH eau, pH 11 OH
OMe OMe
3 4
Figure 52 : Oxydation sélective du méthy24méthyl-a-D-glucopyranoside.

Le composé3, préalablement solubilisé dans I'eau, est mis agiré a 0°C sous
atmosphére d’argon, en présence de 0,01 ég. de DEMPB éq. de NaBr et 2,2 de NaOCI
(solution aqueuse a 5%) ajoutés goutte a goutt@H_de la solution est maintenu entre 10 et
11 tout au long de la réaction, par addition goatgwoutte d’'une solution de soude a 0,5M. La
réaction est suivie par CCM et conduit au bout li@0lau sel de sodium de I'acide méthyl-4-
O-méthyl-a-D-glucopyranosiduronique attendu, avec un rendénwans tous les cas
supérieur a 90%. Il est a noter que pour ce complEs techniques classiques de
chromatographie sur gel de silice n'ont pas pedri$isoler pur. En revanche, le compdsé
a pu étre purifié par plusieurs chromatographiesessives d’exclusion stérique sur Biogel
P2.

[1.2.2.e. Caractérisation de I'acide méthyl-4-O-méthylglucurimue

La structure de l'acide méthyl-@-méthylglucuronique a été caractérisée par
spectroscopie RMNH et**C, les données étant présentées dans la partiéraepéale, ainsi
que par spectrométrie de masse haute résolutiormede électrospray. Celle-ci, en
fournissant la formule brute attendue pour I'aaiéthyl-4-O-méthylglucuronique, confirme
sa structure. Le spectre de masse du compgsealablement triméthylsilylé, obtenu par

couplage CG/SM avec un mode d’ionisation par impéattronique, est présenté figure 53.

Lors de lanalyse des glucides par spectrométrie nutgsse en mode impact
électronique, I'ion moléculaire est souvent absknspectre ce qui est le cas ici. Par ailleurs,
le pic de base & m/z =73 [(GH5i’] mais aussi le pic & m/z =147 [(@kBi-O-Si (CHs),]
sont toujours présents dans les spectres de mass#édvés triméthylsilylés de glucides. Le
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pic & m/z =89 [CHOSI'(CHs)z] qui a, dans notre cas, une intensité relative25§% est
quant a lui généralement observé pour des méthyggigles. La figure 54 montre quelques
unes des fragmentations observées choisies pasnlle significatives. Les pics de faible
intensité a m/z=231, m/z=199 mais aussi m/z=31&mwore m/z=285 sont caractéristiques
des dérivés d’acide glucuronique (Bleton, 1996)s Lgics a m/z=423 et m/z=391,
correspondant respectivement a la perte d'un graepeCH puis d’un groupement GOH,
sont également en accord avec la structure progmaégde composéd. En outre, le fait que le
pic a m/z=204, correspondant a la perte dg@EHO puis CHOCH=CHCOOTMSI, ait une
intensité importante (77,5%) indique que le glucidiedié est sous sa forme pyrannose. En
effet, il est couramment admis que cette fragmematqui nécessite une circulation
d’électrons sur tout le cycle est favorisée parcycie a six atomes (Kennedy et Robertson,
1978). D’autre part, la présence du groupement yreetn position 4 donne également lieu a
une série de pics caractéristiques. C’est le cemmmoent du pic trés intense a m/z=159 mais
aussi des pics a m/z=146, m/z=247 ou encore m/z=133

100+ s

159

204

147

247

116 180 ?05

1o
293
175 189 208 l2as 5

204 391
L s02
Llb Ll 4 ]334 359 375 | 493
t T LIASAJ WARA! AN AR R WAAR) MM VAN MM AR ks i ks w117 4
340 360 380 400 420 440 460 480 500

(IR
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m
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Figure 53 : Spectre de masse (EI) de I'acide métigdméthyl-a-D-glucopyranosiduronique.
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Figure 54 : Représentation des principales fragatiemts observées sur le spectre de masse (Elpddée’
méthyl-40-méthylglucuronique (X = COOTMSI).
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Enfin, afin d’établir un chromatogramme témoin germettra d’identifier I'acide 4-
O-méthylglucuronique lors des analyses de compaosities xylanes par CPG, le composé 4,
aprés méthanolyse et triméthylsilylation, est itgeen CPG. Le chromatogramme obtenu
(figure 55) présente 2 pics correspondant aux dewmes pyranosex et 3 de l'acide
uronique. En effet, contrairement a l'acide glucugoe qui présente également les formes
furanoses, ici la présence d'un groupement méthaxyle C4 empéche leur formation
(Bleton etcoll., 1996).

Solvant

Acide 40-méthylglucuronique Témoin
formesa etp (Méso-Inositol)

e ]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temps de rétention (min)

Figure 55 : Chromatogramme du produdprés méthanolyse et triméthylsilylation (voir temditions en partie
expérimentale).
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11.3. Xylanes de chéataignier

[1.3.1. Optimisation du protocole d’extraction

Les protocoles qui conduisent a I'extraction descnm@olécules de la paroi des
cellules végétales doivent répondre a un doublegiatp : ils doivent étre suffisamment
sélectifs (ou du moins spécifiques) pour permetpdraction d’'une catégorie de molécules ;
ils doivent aussi avoir le souci de limiter la dagption des molécules au cours de leur
extraction. C’est la raison pour laquelle I'expémateur est contraint d’ajuster les étapes
clefs du protocole pour chaque type de matérialogpigue. Dans le cas du bois, matériau
hautement lignifie, les étapes de délignificatiand@mprégnation sont souvent employées
comme préalable a I'extraction des polysaccharikeda paroi cellulaire. Selon Joseleau
(1980), en rompant les associations intermoléasgairpolysaccharides-lignine, la
délignification améliorerait I'action des réactifidextraction et garantirait, en conséquence,
une meilleure extractabilité des polysaccharidedadparoi. Elle repose néanmoins sur un
mécanisme oxydatif dont il est nécessaire de eériis conséquences sur la dégradation
partielle éventuelle des polymeres pariétaux laes filagiles, comme c’est le cas des xylanes
par exemple. Par ailleurs, en provoquant le gordlgndes fibres de la paroi cellulaire, I'étape
d’'imprégnation faciliterait I'accessibilité des geaccharides par les solvants d’extraction. La
figure 56 présente les quatre protocoles que neosisamis en ceuvre afin d’apprécier
I'influence de ces prétraitements, et de leurs sgges, sur I'extractabilité des xylanes des

sciures de chataignier.
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b) Extraction KOH 4,3M
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PROTOCOLE Il

a) Imprégnation KOH 0,43M

Résidu llla

Extrait llla
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b) Extraction KOH 4,3M
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b) Extraction KOH 4,3M

Résidu IVb

v Résidu lllb

Extrait llb

v

Extrait lllb

A4

Extrait IVb

Figure 56 : Protocoles d’extraction des xylanesuipde sciures de chataignier ; protocole | :riégmation,
extraction ; protocole Il : extraction directe pfircole 111 : délignification, imprégnation, exttamn ;
protocole IV : délignification, extraction.
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[1.3.2. Bilan d’extraction et analyse des xylanes extraits

Les résultats du dosage des sucres des difféksithis d’extraction et les rendements
d’extraction ainsi que la composition des difféemntfractions sont regroupés dans les
tableaux 13 et 14.

Du point de vue qualitatif, le suivi de la compmsit des résidus au cours des
protocoles d’extraction (Tableau 13) montre un appasement progressif de ces derniers en
xylose. Une telle observation confirme la séletdivdes protocoles utilisés pour extraire les
glucuronoxylanes du bois de chataignier. Plus pékaent, il est possible de constater que
dans la cas des sciures non délignifiees (protedade Il), la teneur en xylose passe de 69% a
34%, alors que dans le cas des sciures délignifpresocoles 1l et IV), elle passe de 69% a
moins de 10%. Par ailleurs, au cours des extragtiten teneur en glucose augmente
sensiblement et passe de 4% a 28% pour les presotet II, et 70% pour les protocoles Il
et IV. Parallelement a I'appauvrissement des ré&sidn xylose, les teneurs en glucose
augmentent, ce qui traduit un enrichissement der&gdus en xyloglucanes, plus incrustés
dans la paroi. Pour conclure, ces résultats téreaigul’'une meilleure extractibilité des

xylanes a partir de sciures préalablement déligedi

Tableau 13 : Compositions monosaccharidiques digus d’extractions (définis figure 56 p 124).

Composition monosaccharidique (Yomolaire)

Ara Rha Xyl Man Gal Glc GalA GIcA M:-CS(-: A
Rp 1,7 2,7 690 40 4,2 4,0 6,3 09 7,2
Raépect 1,8 3,3 65,8 3,5 6,8 4,3 8,1 1,2 52
Rgel 1,2 2,3 66,6 3,6 3,8 4,0 5,3 1,2 121

Résidu | a 5,3 46 556 4,2 8,6 5,5 11,7 13 3,2
Résidu I b 3,5 4,1 34,1 6,2 8,5 278 12,2 10 27
Résidu Il b 3,5 39 334 64 8,0 28,1 11,6 24 27
Résidu Ill a 0,7 1,8 582 8.2 3,4 14,4 1,2 08 114
Résidu lll b 0,6 09 76 125 3,6 71,2 15 10 1.2
Résidu IV b 0,8 16 97 11,7 4,2 65,8 4,1 0,7 14
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Du point de vue quantitatif, I'analyse des rendetdafiextraction mesurés pour
chaque fraction, montre que l'essentiel des xylagsts extrait par la potasse 4,3M, les
rendements de I'étape d’'imprégnation (potasse 0)4&kht plus faibles, en particulier pour
la fraction la (tableau 14). Par ailleurs, les mménts d’extraction globaux passent de 13%
pour les protocoles | et Il a 19% dans le cas dages délignifiées (protocoles Il et IV).
Dans ce dernier cas, les rendements d’extractioh sdisfaisant. En effet les données de la
littérature indiquent que la part des glucuronomgkane dépasse pas 20 a 30% de la masse

séche du bois, selon les especes (Alen, 2000).

Tableau 14 : Rendements et compositions monosadihas des différents extraits

Composition monosaccharidique (Yomolaire)

Rdt* 4-0- Xyl/4-0O-
(%) Ara  Rha Xyl Man Gal Glc GalA GIcA MeGlcA MeGIcA

Extraitla 3,5 o6 30 713 11 36 08 38 10 148 4,8:1
Extraitlb 8,4 o5 16 737 1,7 31 05 21 0,7 16,0 4,6:1

Extraitllo 138 14 63 61,2 45 114 15 57 28 53 116:1

Extraitlla 620 09 24 695 02 29 04 42 09 186 371
Extraitlllb 1230 07 18 818 07 07 08 23 14 99 8,31
ExtraitlVo 192 08 18 763 09 20 10 21 06 146 521

* Rendement en poids par rapport a la matiere séelt#part

Comparés deux a deux, les résidus obtenus a gasgtiprotocoles | et Il d'une part et
[l et IV d’autre part, montrent que I'étape d’infgnation n’améliore pas significativement le
bilan quantitatif de I'extraction. En revanche, sl cas des protocoles n’incluant pas d’étape
de délignification (I et 1), des xylanes légeremplus purs sont recueillis (fraction 1b) quand
le résidu a subi une étape d’'imprégnation préaldbie effet, la fraction Ilb, directement
extraite par la potasse 4,3M, est moins riche dosegyque la fraction Ib; elle semble
contaminée par d'autres polysaccharides, sans dbeiteype pectiques, compte-tenu des
pourcentages de GalA, Rha et Gal observés.

S’agissant des fractions isolées, les rapportsinslXyl/4-O-MeGIcA varient de 3,7

a 11,6 unités xylose pour une unité d'acide-déthylglucuronique. Les xylanes extraits du
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chataignier sont donc riches en acide uronique,qoe est en accord avec les taux

classiquement rapportés pour les bois de feuithlddau 15).

Tableau 15 : Rapports molaire (Xyl#MeGIcA) de quelques glucuronoxylanes extraits ifféreéntes essences

forstiéres.
Origine Xyl/4-O-MeGIcA Référence
Bois de hétre 6,7 :1 Toman etcoll. (1986)
Bois de peuplier 8,3:1 Jacobs etoll. (2001)
Bois de bouleau 11:1/20:1 Jacobs etoll. (2001)
Bois de bouleau blan®étula 12:1 Bowering etcoll. (1961)

Papyrufera Marsh)

[1.3.3. Suivi de I'extraction par spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge est une méthode d’amaphysique rapide, simple a
mettre en ceuvre et qui ne nécessite que peu déitguda matériau a analyser. Elle peut étre
employée tout aussi facilement sur des échantilbyoss ou purifiés. Certains groupements,
considérés comme marqueurs, peuvent révéler laemrésde certaines catégories de
polysaccharides ou d’autres molécules associéedegatéruliques, lignines, protéines). Les
profils des spectres IR ainsi que les intensitédives des bandes d’absorption obtenus lors
de I'analyse des différents extraits hémicellulasgsont similaires (extraits la et llla, figure
57).

Les spectres IR des xylanes, et plus particulientmes 49-méthylglucuronoxylanes
ont été étudiés en détail par Marchessault et L{a8§2) et plus recemment par Kacurakova
et coll. (2000). Les bandes d’'absorption apparaissantasfiglire 57 et répertoriés dans le
tableau 16 sont caractéristiques de xylanes de (¥pe4), avec une bande d’absorption
maximale & 1044 cth correspondant aux vibrations d’élongation desdias du cycle et des
liaisons C-OH (Kacurakova ebll., 1999). La bande de faible intensité, mais trésere898
cm’ est caractéristique des liaisons glycosidiqueypiep (Gupta etoll., 1987).
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Figure 57 : Spectres IR des extraits la (protosales délignification) et llla (protocole avec délfgcation).

Tableau 16 : Bandes d’absorption caractéristigessytlicuronoxylanes (Marchessault et Liang, 198@pta et

coll., 1987 ; Bartolomé et Rupérez, 1995 ; Kacurakowit 1999).

Absorptions (cm™) l::ﬁ,;s;é Type de vibration
3400 | v(O-H)
2920 m v(C-H)
1735 m v(C=0O)acide uronique
1605 e v(C=0)sel d’acide, vibration antisymétrique
1465 f O(CHy)symétrique
1425 f v(C=0O)sel d’acide, vibration symétrique
1254 f O(CHy)
1169-1149 m v(C-0-C),v(C-C)
1131-1121 e v(C-0O-C),v(C-C)
1096 F v(C-0), cycley(C-C)
1044 F v(C-0),v(C-C)
985 m v(C-0), 8(0OH), vibrations du cycle
897 m O(CH)glycosidique ), vibrations du cycle

I: large, m: moyenne, f: faible, F: forte, €paulement v : vibrations de valence ¢ : vibrations de

déformation
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On observe vers 1605 &mune bande d’absorption indiquant la présenceidiac
uroniques, sous forme de sels d'acides, partiemezouverte par une bande d’absorption a
1645 cnt, signalant la présence d’eau résiduelle. De fggas précise, il est possible de
noter la présence d’une bande supplémentaire dersalt la & 1507 ci, vibrations
caractéristiques des liaisons C=C aromatiquexylkne la est contaminé par des traces de

lignine, ce qui n'est pas le cas du xylane lllarakapres délignification des sciures.

La spectroscopie IR parait tout a fait adaptée suin qualitatif des différentes étapes
de I'extraction. La figure 58 présente les spediRede trois résidus d’extraction §gect Rael
et Résidu IVb) comparés au spectre de la sciure i§Rj). Au cours des prétraitements et de
I'extraction des xylanes, il est possible de suidiévolution de certaines bandes
caractéristiques des polymeres pariétaux. C’estegample le cas de la disparition aprés
délignification des bandeg(C=C) & 1508 cr et 1596 crit caractéristiques des cycles
aromatiques. C’est aussi le cas de la disparitofadande d’absorption & 1736 tmémoin
de la présence d'acides uroniques, ou des bafés) & 1253 et 1464 cincaractéristiques

des xylanes, dans le résidu cellulosique.

Rdépect

1736 1596
130

1
898

1427 1246

| 3423 | 1736 | : 1054

%T 2900 | 1638 , ‘ 1253

2142 1432 11657
I 1378 1056
3438
|
1651
|
| | 896
2894 1428
1373
| i
3366 1318 1162
1061
4000.0 3000 2000 1500 1000 800.0
cm-1

Figure 58 : Spectres IR des résidus aprés diffésaftiapes d’extraction.

105



Les absorbtions a 1428 (déformation des liaisong 373 (déformation des liaisons
CH), 1318 (déformation des liaisons OH ou Af/H 162, 1120, 1061, 1033 (élongation des
liaisons C-OH, C-O-C, C-C et des liaisons du cyc®@D et 897 ci (déformations du cycle
et de la liaison CH glycosidique) correspondentnguiaelles a des vibrations typiques de la

cellulose (Liang et Marchessault, 1959).

11.3.4. Polydispersité des polysaccharides extraits

Apres avoir dressé le bilan quantitatif et quafitaés différents xylanes extraits, ainsi
gu’une analyse de composition, nous avons voulluér#eur polydispersité, c’est a dire leur
dispersion en masse. Un fractionnement par chragregtbie d’exclusion stérique (CES) a été
réalisé a cette fin pour déterminer la distributemrm masse des extraits hémicellulosiques.
L’élution a été suivie par dosage colorimétriquepduénol (méthode de Dubois, 1956). La
CES est fondée sur la rétention sélective des migg@énétrant dans les pores d’'une phase
stationnaire, en fonction de leur taille, ou plusagement en fonction de leur volume
hydrodynamique qui rend compte également de laocordtion de la molécule. Les
molécules de masse moléculaire élevée sont exaless pores et migrent donc plus
rapidement que les petites molécules qui peuverdtpsr dans les pores. Il existe une relation
directe entre le volume d'élution et la masse nuéde des molécules éluées, dans les

limites de séparation caractéristiques de chaqueam&hromatographique.

Considérées comme les plus représentatives, lesofia KOH 4,3M du protocole
(figure 56 p 124) ont été soumises a un tri mokicellsur colonne d’exclusion stérique de
type Sepharose CL4B. Les profils de séparationeifisua cette occasion présentent pour
chacun des quatre extraits un méme pic majorigager un volume Mytion ~ 110 mL
(figure 59 a et b). Comparés aux extraits Ilb eb yui n'ont pas subi d'imprégnation, les
extraits Ib et lllb apparaissent plus hétérogepessentant d’un spectre d’élution beaucoup
plus large. Une telle observation confirme que déscuronoxylanes sont une catégorie
d’hémicelluloses tres facilement extractibles, m@inécessitent pas d’'imprégnation préalable
des parois cellulaires. En facilitant I'extractioiautres catégories d’hémicelluloses,
'imprégnation des parois conduit par ailleurs &datamination des xylanes recueillis de la
fraction KOH 4,3M. Enfin la délignification préalieb des sciures, pourtant réalisée en

conditions acide et oxydante, n’a aucune conségusnc la qualité des glucuronoxylanes

106



a)

DO phénol

extraits. En effet, en présentant des volumes tiddluidentiques quel que soit le protocole
utilisé, les profils de séparation chromatograpbegue la figure 59 confirment que la
structure des molécules extraites est préservém ghalgré le caractére acido-labile des

xylanes.

b)

I : —— Fraction lllb

— Fraction Ib
_____ Eraction Ilb ----- Fraction IVb

DO phénol
=

50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
Volume d'élution (mL) Volume d'élution (mL)

Figure 59 : profils obtenus par chromatographiecligsion stérique ; a) Extraits obtenus par lesquales | et
Il sans délignification ; b) Extraits obtenus pas protocoles Il et IV avec délignification.

En conclusion, nos travaux montrent que les glumaxglanes sont des molécules
facilement extractibles. Les protocoles utiliséarpgextraction des polysaccharides pariétaux
non cellulosiques a partir de sciures de chataigoiet permis d’isoler des xylanes
relativement purs et en quantité (jusqu’'a 19% denksse seche de bois). L'analyse de
composition a montré, grace a l'identification teide 40O-méthylglucuronique, qu’il s’agit
de 40O-méthylglucuronoxylanes, typiques des bois de liguilNos résultats montrent que
I'imprégnation des parois cellulaires ne se répele nécessaire, ce qui n'est pas le cas pour
d'autres hémicelluloses plus internes a la pamvirdzanche les xylanes sont d'autant mieux
extraits si la paroi a été délignifiee au préalalke qui témoigne de la complexité et des
associations entre les molécules constituant Earegidimensionnel de la paroi végétale. En
effet si la délignification ne semble pas avoir @mséquence sur la nature chimique des
hémicelluloses extraites, en favorisant leur exataitte, elle influe de facon positive et

significative sur les rendements d’extraction.
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I1.4. Analyse structurale d’un 4-O-méthylglucuronoxylane

Comme nous l'avons rappelé dans le premier chapiamrealyse de la structure d’'un
polysaccharide repose sur I'obtention d'oligosaddes plus faciles a caractériser. lls doivent
étre de DP intermédiaires, suffisamment faibles @tne simples a caractériser mais en méme
temps, suffisamment importants pour qu’ils soieeprésentatifs de la structure du
polysaccharide. La libération d’oligosaccharidgméir d’'un polymére peut étre envisagée de
plusieurs facons. L’hydrolyse acide ménagée estnugidode non sélective, qui, de par son
mode de rupture aléatoire, permet d’obtenir ungelajamme d’oligosaccharides. Ceux-ci,
une fois associés, peuvent faire apparaitre unfroothmun qui permettra de donner une
image la plus fidele possible de la structure dlyrpére. De maniére complémentaire, on
peut également faire appel aux techniques d’hydeosélective. De telles méthodes existent,
mais leur utilisation se limite a quelques casipaliers. C'est le cas par exemple de la
dégradation par le lithium dans I'éthylene diamdes acides uroniques décrite par Mort et
Bauer (1982) et Lau ebll. (1987). Les méthodes d’hydrolyse sélective les plficaces sont
celles qui font appel aux enzymes spécifiques.

11.4.1. Obtention d’oligosaccharides par différents protoctes d’hydrolyse

Nous avons choisi d'étudier différents protocoleshydrolyse d'un 460-
méthylglucuronoxylane commercial extrait du hétee/lgne commercial SIGMA). La
composition de ce xylane modele a été caractémasédpsage colorimétrique ; il contient
92,5% d’oses neutres et 7,5% d’acides uroniquedoksage des sucres reducteurs a permis de
calculer un DP moyen de 208 (rapport entre la digade sucres totaux et la quantité de

sucres réducteurs).

Les méthodes chimiques et enzymatiques mises ereaent/conduit a 'obtention de
mélanges d’oligosaccharides, que nous avons cascidit en mélange par spectrométrie de

masse MALDI, soit par RMN aprés purification chraographique.
[1.4.1.a. Hydrolyse enzymatique
Le systeme xylanolytique comprend toutes les ensypagticipant a I'hydrolyse des

xylanes substitués ou non. De ce fait, ce systéegianalytique comprend deux types
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d’enzymes : les enzymes hydrolysant la chaine ipaihe et celles libérant les substituants
(figure 33, chapitre ). Si on considere les xyk#mhydrolysant la chaine principale, il est
possible d’identifier a nouveau deux types d’enzymkes exoxylosidases qixylosidases
(EC 3.2.1.37) et les endoxylanases (EC 3.2.1.83. 3-rylosidases hydrolysent les xylo-
oligosaccharides et le xylobiose en xylose. Ellesmettent une dégradation résidu par résidu
a partir de l'unité terminale non réductrice del@ine de xylane. Les enf@et,4-xylanases
catalysent I'hydrolyse d’une liaison glycosidique milieu d’une chaine et sont spécifiques

des liaison$-1,4 entre les résidus xylose de la chaine priteigas xylanes.

Dans notre cas, I'obtention d’oligosaccharidesréimdu xylane, nécessite I'utilisation
d’'une endoB-1,4-xylanase. Les end®-l,4-xylanases microbiennes peuvent étre d’origine
fongique ou bactérienne, les plus étudiées étanigihie fongique, parmi lesquelles celles
d’Aspergillus niger Elles sont également produites par différentge@ss delrichoderma
ainsi que par de nombreux autres champignons. ifeazque nous avons utilisée pour ce
travail est une endoxylanase commercialasgergillus nigerutilisée dans l'industrie de la
panification.

Le protocole d’hydrolyse enzymatique que nous avamasi consiste a mettre le
xylane, préalablement dissous dans de I'eau, etacbavec I'enzyme (0,25%). Nous avons
préféré opérer en milieu aqueux plutét gu’en miliemponné, afin d’éviter la présence de
sels. La digestion enzymatique est réalisée soitigtiag dans un bain-marie thermostaté a
35°C. Une cinétiqgue de I'hydrolyse a permis de mantu'un temps de 5 minutes
d’incubation était suffisant pour obtenir des ofigocharides de taille intermédiaire ; le xylose
devient trés vite le produit majoritaire pour desnps plus longs. Aprés séparation sur
colonne d’exclusion stérique de Biogel P2, les pitsdssus de I'hydrolyse du xylane ont été
analysés par CCM. Le profil chromatographique, gmés figure 60, révele la présence d’'une

série d'oligosaccharides de tailles variables.
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témoir

Figure 60 : Suivi del’élution par CCM des xylo-agpaccharides issus de I'hydrolyse enzymatique tangy;
témoin : acide glucuronique, saccharose, glucodesa (de bas en haut),
éluant : Butanol/acide acétique/eau 2:1:1, réatadi I'orcinol sulfurique.

Les poids moléculaires et les DP des xylo-oligosaddes constituant I'hydrolysat

ont été déterminés par spectrométrie de masse pie MALDI. Les échantillons ont été

étudiés sous forme native. Le spectre de massawlast représenté figure 61. Les ions

pseudo-moléculaires formés sont de type [M+Na]

100, 2749 1.6E-
X -4GA
z 7590 X 4GA
o 550.8
E X 4GA } 781.0 891.0
" 627.0 727.0765.0 ad
595 &fa G640 75R 7970 . 096,056 1045.0
ul JLL 1ﬁ3 B4, ?11 ; ? iy S '%91..'?. | o
639.4 786.6 9338 1081.0
Mass [infz)

Figure 61 : Spectre de masse MALDI des xylo-oligobarides issus de I'hydrolyse enzymatique du »g/tax
= xylose ;*GA = acide 40-méthylglucuronique.

Les produits dhydrolyse sont ici exclusivement og-oligosaccharides acides
substitués par une unité d’acideddméthylglucuronique, avec des DP compris entre . et
La présence d’'une unité d’acideGdmeéthylglucuronique dans chacun des oligosaccharide
obtenus suggere que ce substituant est directemmiiqué dans le mode d’action de
'enzyme. Les endoxylanasesAdpergillus nigersont connues pour avoir une forte affinité
pour les liaisons situées prés des points de beaneht de la chaine principale (Takenishi et
Tsujisaka, 1973). Nishitani et Nevins (1991) ontniné I'existence d'un type dg-1,4-
xylanohydrolase spécifique des glucuronoxylanes, lesi résidus glucuronosyle sont

indispensables a l'action de cette enzyme. Il seralil que I'enzyme reconnaisse les
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substituants glucuronosyle et hydrolyse la liaiBeh4-xylosyle adjacente au résidu xylosyle
non substitué des glucuronoxylanes. Ce mode diactiemble étre en accord avec nos
résultats et pourrait expliquer le caractére sppef de cette hydrolyse enzymatique qui ne

fournit que des oligosaccharides acides.

[1.4.1.b. Hydrolyse acide

Nous avons tout d’abord effectué des cinétiquegdiiblyse en faisant varier la nature
et la concentration de l'acide, la durée et |la t@rafure de la réaction d’hydrolyse, pour une
méme quantité de polysaccharide, dans le but derrditer les conditions optimales de
libération d’oligosaccharides de taille interméciai

Sur la base de ces manipulations, nous avons dhuojidrolyse par I'acide sulfurique
50 mM. Le xylane est mis en présence d’acide Sgliier50 mM et placé a I'étuve a 110°C
pendant deux heures. A la fin de la réaction, Ifolgbat est neutralisé. On ajoute ensuite trois
volumes d’éthanol pour précipiter la fraction mawabéculaire non dégradée. Les
oligosaccharides obtenus sont alors déposés sonr@lde Biogel P2, équilibrée dans une
solution de NaCl 50 mM, et les fractions collect&esit contrélées par CCM. Le profil
chromatographique (figure 62) des produits d’hygkel révéle la présence de deux séries
d’oligosaccharides, I'une acide en raison de |agmée de I'acide ®-méthylglucuronique et
l'autre neutre. En effet, dans un méme systemauag] la migration des oligosacccharides
est d’'une part liee a la masse moléculaire degbalaccharide, mais elle est également

fonction de la charge de I'oligosaccharide.

témoir Xyln
Xyl-4-O-MeGIcA — = Ons —

s

Figure 62 : Suivi de I'élution par CCM des xylogmisaccharides issus de I'hydrolyse acide du xyjane
témoin : acide glucuronique, saccharose, glucodesa (de bas en haut),
éluant : Butanol/acide acétique/eau 2:1:1, réwaiadi I'orcinol sulfurique.
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Cette observation a été confirmée par une analysepectrométrie de masse MALDI
des deux fractions identifiées par CCM. Les résibant présentés dans le tableau 17.

Tableau 17 : Oligosaccharides identifiés par spewdtrie de masse MALDI dans les fractions acideeetre
obtenues par hydrolyse acide du xylane.

Fraction neutre Fraction acide
Oligosaccharides [M+N3] Oligosaccharides [M+N3]
(pentose)-(42-MeGlIcA) 363,0
(pentosey 437,0 (pentose)4-O-MeGiIcA) 495,2
(pentose) 569,0 (pentosg)X4-O-MeGIcA) 627,0
(pentose) 701,0 (pentosg)4-O-MeGIcA) 759,1
(pentosey 833,1 (pentose)X4-O-MeGIcA) 891,1
(pentose) 965,1 (pentosg)4-O-MeGiIcA) 1022,9

La fraction neutre est composée d'oligosacchaddegortant 3 a 7 unités xylose et la
fraction acide réveéle la présence d'une série tieoligosaccharides, de DP compris entre 2

et 7, substitués par une unité d'acide-méthylglucuronique.

[1.4.1.c. Autohydrolyse

Cette méthode (chapitre 1) consiste a hydrolysepdb/saccharide en utilisant sa
propre acidité, due a la présence de fonctionsoggtigues ou sulfates portées par les sucres
constitutifs du polymere.

Par simple chauffage a I'étuve et sous I'effet ‘deidité apportée par les fonctions
carboxyliques, le polymeére est hydrolysé. Un passag colonne échangeuse d’'ions permet
de séparer les produits d’hydrolyse en deux frastibune acide, l'autre neutre (figures 63 et
64). L’'analyse de la fraction acide par spectroraéte masse MALDI, illustrée par le profil
présenté figure 65, fait apparaitre une série ghbslaccharides ne comportant qu’'une seule
unité d’acide 409-méthylglucuronique, et comportant 4 a 12 xyloseett€ technique
d’hydrolyse douce permet l'obtention de fragmentslativement importants, plus

caractéristiques de la structure du polymere.
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Intens. [a.u.]

témoir

Figure 63 : Séparation de la fraction oligosaccliauie neutre sur colonne de Biogel P4, éluée parsotution

de NaCl 50 mM ; témoin : acide glucuronique, saoobe, glucose, xylose (de bas en haut),
éluant : Butanol/acide acétique/eau 2:1:1, réatadi I'orcinol sulfurique.

témoin

Figure 64 : Séparation de la fraction oligosaccliquie acide sur colonne de Biogel P4, éluée pasahsgion

de NaCl 50 mM ; témoin : acide glucuronique, saoob®, glucose, xylose (de bas en haut),
éluant : Butanol/acide acétique/eau 2:1:1, réwatadi I'orcinol sulfurique.
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Figure 65 : Spectre de masse MALDI des xylo-oligobarides issus de I'autohydrolyse du xylangG %
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I1.4.2. Séparation et caractérisation des xylo-oligosachates obtenus par
hydrolyse acide

Les produits issus de I'hydrolyse acide ont été@s&psur colonne de Biogel P2 éluée
dans l'eau. La purification des différentes fragtoa été effectuée par plusieurs
chromatographies successives sur P2. Ainsi qudigesaccharides acides et trois xylo-

oligosaccharides neutres ont pu étre purifiés, cenenmontre la CCM de la figure 66.

we X© i X4 ¢
X4G 1 $ l

T

Figure 66 : Oligosaccharides purifiés issus dediblyse acide du xylane ;& = oligosaccharides acides ; X
oligosaccharides neutres ; T = oligosaccharidesitésr(acide glucuronique, saccharose, glucosesgylo

Une analyse par spectroscopie RMN a été réaliség pes oligosaccharides
majoritaires recueillis en quantité suffisante pbamalyse, les fractions X X3 et X;G, afin

de confirmer leurs structures.

L'analyse des spectres RMM des oligosaccharides,t X; (Tableau 18) montre
gu’ils renferment uniquement du xylose, et correslemt respectivement au xylobiose et
xylotriose. Les signaux dus aux protons anoméreg fcilement caractérisés pour des
champs faibles &4 = 5,22-5,26 etdyig = 4,62 ppm). Par ailleurs, I'unité réductrice de
xylose, dans chacune des fractions, existe souddes formes anomeras et 3, que I'on
identifie par la valeur des constantes de couplage = 3,6 et J1q = 7,8-7,9 Hz). A partir de
ces signaux, la technique 2D-COSY, permet d’atéibles protons H2 et (3, via les
couplages scalairé$i-'H, ainsi que les autres protons de cette uniténitéuterminale non
réductrice est caractérisée par son proton [d4-a8,66 ppm, alors que ce signal est observé
aux environ de 3,80 ppm dans le cas d’'une unitéseykubstitutée en position 4. L'analyse
du spectre RMN>C montre également que certains signaux sont éffqmar I'équilibre de
mutarotation, ce qui facilite leur identificatiotalpleau 19). Tous les signaux ont été attribués
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par RMN 2D hétéronucléaire. Ainsi, I'analyse RMN des xylo-oligosaccharides confirme

les structures suivantes (figure 67) :

OH OH
0 HO 0 HO ©
HO o OH HO o 0 OH
HO o HO 5 HO
OH OH OH
XZ X3

Figure 67 : Structures du xylobiose,j>t du xylotriose ().

Concernant la fraction oligosaccharidiqueGX I'analyse du spectréH conduit &
identifier un acide aldotriuronique. Dans ce capase le probléme du site de ramification de
I'acide 4-O-méthylglucuronique, qui peut étre lié sur l'unes denités xylose, réductrice ou
terminale. L'effet anomere, que I'on retrouve aueaiu de l'unité réductrice, se manifeste
également pour l'unité d’'acide uronique porté paligosaccharide XG. Parmi les signaux
dus aux protons anomeres, on peut facilement fiante proton H1 de l'unité d’acide
uronique ; celui-ci présente un couplage d’inténsitoyenne avec H2 (J = 3,8-3,9 Hzr
5,47-5,50 ppm), caractérisant une liaisoavec le xylose. Paralléelement, on remarque que le
H2 de l'unité terminale non réductrice est débliade = 3,58 ppm, au lieu de 3,29 ppm dans
le cas du xylobiose, ceci indiquant que l'unitécitie uronique est portée par cette unité
xylose terminale, en O-2. Ce résultat est plus marmans le spectre carbone, dans lequel
I'unité terminale montre un déblindage important@2 ad = 76,89 ppm au lieu de 73,18
ppm, quand cette position n'est pas substituée.e@périences d’effet Overhauser nucléaire
(nOe) a travers les liaisons glycosidiques permietit de confirmer le site de ramification et
de I'enchainement des résidus (Excoffiercell., 1986). La structure de I'oligosaccharide
X,G est donnée figure 68, les données RMN (tableaatll®) étant confirmées par les
données de la littérature (Cavagnaat., 1984).

OH

(@]
HO
HO \MOH

(6]
(6]

o COOH
HO OMe

OH

X,G

Figure 68 : Structure de I'acide @-(4-O-méthyl-a-D-glucurono)xylobiose (YG).
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Tableau 18 : Déplacements chimiques des protongylesligosaccharides des fractions X2, X3 et X@G30).

Fraction Résidu

Déplacements chimiques en ppm (J en Hz)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5ax H-56q
X, Xylreda 526 3,58 3,78 3,77 3,78* 3,85%
(d, 3,6) (dd,3.4:9,2)
B 462 3,28 3,59 3,80 3,41 4,09
Xylterm 4,49 3,29 3,47 3,66 3,35 4,00
X;  Xylreda 522 3,58 3,82 3,78 3,78 3,83
(d, 3,6)
B 462 3,29 3,58 3,82 3,42 4,09
(d, 7.9) (t,9.3) (dd, 53 ;11,7)
Xylint 4,51 3,33 3,59 3,83 3,42 4,14
(d, 6.8) (t.9.2) (dd, 53 ;11,7)
Xylterm 4,50 3,29 3,47 3,66 3,35 4,01
(d, 7.5) (t9.3) (dtap,55:9.6) (dd, 5.4 ; 11.,6)
X,G Xylreda 533 3,69 3,90 3,92 3,59 3,90
(d, 3.6)
B 474 3,41 3,73 3,97 3,59 4,27
(d,7.8) (dd, 5.3 ;11,7)
Xylterm 4,77 3,58 3,67 3,82 3,50 415
t92)  (t91) (dt56;94) (dd, 5.4 ;11,5)
5,50 3,75 3,94 3,41 4,46
(Xylred a) —MeGIcA 43 g) t94)  (t101)  (d,9,9)
5,47 3,74 4,45
(Xylred B) — MeGIcA d, 3,9) (d, 10,0)
(s, 3,64, 0CH)

s (singulet), sél. (singulet élargi), d (doublel),(double doublet), t (triplet), dt (double trifleap (triplet
apparent), dtap (double triplet apparent), ddd lgteodouble doublet), m (multiplet).
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Tableau 19 : Déplacements chimiques des carborsesytieoligosaccharides des fractions X2, X3 et XG3

(D0)
Fraction  Résidu Déplacements chimiques en ppm
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 OMe COOH

X5 Xyl red a 92,42 71,79 71,36 77,01 59,26
B 96,93 74,40 74,34 76,86 63,39

Xyl term 102,26 73,18 76,01 69,60 65,62
X3 Xyl red a 92,42 71,79 71,36 76,97 59,23
B 96,93 74,41 74,32 76,80 63,45
Xyl int 102,07 73,09 74,07 76,80 63,37

Xyl term 102,26 73,18 76,01 69,59 65,62
X,G Xyl red a 92,41 71,79 71,43 76,82 59,14
B 96,98 74,41 74,41 76,70 63,28
Xyl term 102,04 76,89 74,80 69,83 65,36

(Xylred @) — MeGIcA 97,93 71,75 72,72 82,86 72,72* 60,22 176,97

(Xylred 8)— MeGIcA 97,87 72,67*

* valeurs interchangeables.
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[1.4.3. Etude du xylane natif

[1.4.3.a. Analyse par RMN

A la caractérisation fastidieuse des oligosacckaridbtenus par hydrolyse des
polyméres, se substitue de plus en plus I'analyseté du polysaccharide sous forme native.
Ceci est d’autant plus facile que le polymére présseine structure homogene et répétitive
comme c’est le cas pour les xylanes que nous aewimnaits. C’est la raison pour laquelle
nous avons choisi de caractériser les fractiongspotharidiques extraites au cours de ce
travail a I'aide de la RMN 1D et 2D. Les spectres éé enregistrés dans I'eau lourde@p
et les figures 69 et 70 présentent a titre d’exetripk spectre®H et**C obtenus pour le @-
méthylglucuronoxylane commercial extrait du hébes données bibliographiques ainsi que
I'interprétation des spectres 2D (COSY et HMQC) @etrmis d’attribuer les différents
signaux (tableau 20).

Le spectre RMNH fait apparaitre des signaux intenses corresparaianprotons des
unités xylose de la chaine principale non sub&jtaénsi que des signaux moins intenses
attribués aux unités d’acide uronique et aux unig@iese qui les portent en position 2.
L’intensité de ces signaux dépend du taux de dubeti par I'acide uronique. Les doublets
attribués aux protons anomeériques des unités xyssrstituées (4,5 ppm) ou non (4,6 ppm),
sont associés a une constante de couplage d’envirbiz, caractéristique d'une liaison
osidique de typef. La constante de couplage du doublet correspondart protons
anomériques de l'acide uronique, a 5,3 ppm, eshtgaaelle de lI'ordre de 2 Hz, ce qui
caractérise une liaison osidique de typell est par ailleurs possible d'observer sur les
différents spectre¥H des xylanes, un singulet fin vers 3,4 ppm, quiesssocier a I'existence
de groupements méthyle portés, compte-tenu detdjmtion, par I'acide uronique. Cette
derniere remarque confirme la présence de I'aci@erdéthylglucuronique. Celui-ci est fixé
en position 2 du xylose, ce qui se traduit par ébliddage plus important du H2 par rapport

aux unités xylose non substituées.

Le spectré>C montre également deux groupes de signaux ; oert@é forte intensité,
correspondent aux carbones des résidus xylose utisiitsiés, les autres étant attribués aux
xyloses substitués et aux résidus OMeGIcA. La présence de lacide G

méthylglucuronique est la aussi confirmée par lg&sence d'un signal a 177 ppm
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correspondant au groupement carboxyle et celle @rppm d’un signal d’un groupement

méthyle.

(1—4)B-D-Xylp H1 H5éq H4 H3 H5ax H2
I | I | |
(1—4)-D-Xyl p-2-O-(4-O-Me-GlcpA) H1 H5éq H4 H3 H2 Hb5ax
| I | | |
H1 4-O-Me-a-D-GlcpA H5 H3 H2 H4
I I I I I
I
"ppm 5,'0 4,'5 -I 3:5 3

Figure 69 : Spectre RMN 1H du@-méthylglucuronoxylane commercial dangd) mettant en évidence les
signaux attribués aux protons des xyloses intemnassubstitués, des xyloses substitués par I'akide
meéthylglucuronique, et des unités d’acid®4néthylglucuronique.

c1 C3

C4 C2 C5

ppm 180 140 100 60

Figure 70 : Spectre RMNC du 40-méthylglucuronoxylane commercial dang®D; seules les attributions
correspondant aux carbones des unités de xyloseulmtituées sont indiquées.
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Tableau 20 : Déplacements chimiques des résidgsgjjiques du xylane (D).

Résidus glycosidiques Déplacements chimiques en(gpen Hz)
1 2 3 4 5
(1—4)B-D-Xylp 'H 4,48 (7,5) 3,29 (8,2) 3,55 (9,0) 3,79 4,10 (4,5;11,5) ; 3,38 (11,0)
B¥c 102,00 7311 74,07 76,76 63,38
(1-4)B-D-Xylp-2-0-(4-O- 'H 463(7,2) 3,44 3,62 3,81 4,15 ; 3,42
Me-GlcpA) ¥%c 101,79 76,03  71,67* 74,21 63,20
4-0-Me-a-D-GlcpA 'H 529(2,00 3,60 3,76 3,22 (9,7) 4,33 (10,1)
(3,46, OCH)
e 97,94  72,64* 77,22 82,89 72,76*
(60,29, OCH) (177,21, COOH)

*valeurs interchangeables

Les spectres présentés et leur interprétationi qiresl’ensemble des spectres obtenus
pour les différentes fractions extraites, confirineque les polysaccharides étudiés

appartiennent a la classe des xylanes de @ie~>4), et plus précisément desO4-

méthylglucuronoxylanes.

Dans ce cas, l'utilisation de la RMN est d’autalspntéressante que sur la base des
spectres’H réalisés, il est possible de déterminer le taexsdbstitution de la chaine
principale par l'acide 4-méthylglucuronique dans chaque échantillon. La pasition
molaire peut en effet étre calculée en comparartétjration correspondant a 'ensemble des
protons anomeériques des unités xylose et l'intégratdes protons anomeériques des acides
uroniques. C’est ainsi, que sur la base du sppofsenté figure 69, nous avons pu déterminer
le taux de substitution du xylane commercial, cgti @environ 1/10. Les rapports molaires

Xyl/4-O-MeGIcA sont présentés dans le tableau 21.

Dans le cas des fractions non délignifiées (exstiait Ib et 1Ib), les spectres obtenus ne
permettent pas toujours de déterminer le taux X@MeGIcA par manque de résolution.
Ces xylanes, associés a la lignine résiduelle saneffet moins solubles dans@ Les
fractions qui ont pu étre analysées par REHNmontrent une trés faible variabilité du taux
d’acide uronigue présent, qui est environ d’'ungéudiacide 40-méthylglucuronique pour
six unités xylose (tableau 21). Les différents pcotes d’extraction mis en oeuvre, menent

donc qualitativement aux mémes molécules de xylanes
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Tableau 21 : Rapports molaires Xylose / acide-mhéthylglucuronique des différentes fractions etés
déterminés par RMRH.

Fraction Xyl/4-O-MeGIcA
Xylane commercial 9,8
Extrait la 59
Extrait Ib nd
Extrait 1lb nd
Extrait llla 5,3
Extrait Ilib 6,2
Extrait IVb 5,9

nd : non déterminé.
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[1.5. Conclusion

Les différentes analyses présentées permettentédemnier un modele structural du
xylane de chéataignier (figure 71), sur la base daspositions chimiques obtenues par
analyse CPG et de I'analyse RMN des xylanes egtd&$ sciures de chataignier.

OH OH
0 HO > ° HO © HO o1~
o o T o 0 O o A0
HO HO o HO o
OH © OH o

1) COOH
HO OMe

OH —In

Figure 71 : Modéle structural du xylane de chatieign

lls sont constitués d'une chaine de xylopyranoées &nf3(1—4) et substitués en
position 2 des unités xylose par des unités d’adi@emeéthylglucuronique. Ce dernier a été
formellement identifié comme le seul acide préskams les xylanes de chéataignier, ce qui est
généralement le cas pour la plupart des xylandssigie végétaux, qui peuvent cependant étre
substitués pour certains par I'acide glucuronigglus rarement par les deux acides a la fois
(Wilkie, 1979). Les xylanes de chataignier sont gedysaccharides acides comme en
témoigne leur fort taux de substitution par lescfans carboxylates (une unité d'acide
uronigue pour 6 unités xylose), et sont de cetfa# solubles dans I'eau. Il est en effet connu
gu'au-dela d'une proportion d’environ 15 unités ogé pour une unité d'acide, les

glucuronoxylanes sont insolubles dans I'eau (Hal2i004).

Une question reste cependant en suspens concdanatrticture de ces xylanes, a
savoir le mode de répartition des acides uronidgidsng de la chaine principale de xylose.
Sont-ils répartis de maniere réguliere ou distribuéléatoirement ? L’analyse des
oligosaccharides obtenus aprés hydrolyse du xyitenbétre peut constituer un élément de
réponse. En effet l'autohydrolyse conduit notammantdes fragments de 12 xyloses
comprenant une seule unité d’acide uronique, atraides techniques d’hydrolyse employée
n'a mis en évidence la présence d'oligosaccharaesportant plus d'une unité d’acide
uronique. Or ce xylane est caractérisé par un dausubstitution Xyl/49-MeGIcA de 9:1, les
substituants sont donc répartis de maniére irréguur le polymére, ce qui est conforme aux

structures décrites dans la littérature pour ldangs de feuillus (Shimizu, 1991). Certaines
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techniques ont été développées pour répondre aidatign de la répartition des acides
uroniques le long des chaines de xylane. Kohrodt (1986) utilisent notamment une
technique potentiométrique basée sur I'étude duficmamt d’activité des ions calcium, a
partir d’'une solution de sel de glucuronoxylaneuslavons envisagé une autre méthode plus
simple a appliquer en théorie, I'analyse MALDI dulysaccharide natif. Le spectre obtenu se
présente sous la forme d'une courbe de Gauss,-Geitant liée a la polydispersité du
polymeére. Une analyse du spectre aurait du perengittentifier des pics répartis de maniere
homogene et d’avoir ainsi une information concern@amotif de répétition du polymere, le
cas échéant. La faible résolution du spectre, datre cas, ne nous a pas permis d’obtenir ce
résultat. Celle-ci peut étre causée par la présdecgroupements carboxylates (Garozzo,
2000), c’est pourquoi nous avons realisé un deuxiessai sur le méme polymeére converti
sous sa forme acide apres passage sur résine Bods.ne voyons toujours pas apparaitre
d’'unité de répétition. L'étude du polymere sousrferperméthylée ou peracétylée serait a
envisager pour augmenter la sensibilité de la neef@arozzo, 2000). Toutefois ce résultat
pourrait provenir d’'une distribution completemel@adoire des unités d’acide sur la chaine de
xylane. L'utilisation de I'analyse MALDI pourraitgaélement permettre de répondre a une
autre problématique : la détermination des massefaims des xylanes extraits, les
techniques classiquement utilisées restant tresaarsées (Vinkx et Delcour, 1996). Cette
mesure nécessite cependant une faible polydispdesifi,1) du polymere et doit donc étre

couplée a une séparation par exclusion stérique¢3a, 2000).

Nous avons montré que ces xylanes de chataigniemapent étre extraits facilement et
abondamment des sciures de chataignier par extnacid la potasse 4,3M aprés
délignification. Le protocole mis en oceuvre ne nsitesni étape d’imprégnation, ni
extractions successives par des concentrationssarties de base. Il préserve l'intégrité du
polymere, et ce malgré le traitement de déligniftcg cassant I'image des xylanes comme
étant des polysaccharides fragiles. Ce protocolengte d’obtenir des xylanes purs et
relativement homogenes en masse. Représentantgu&sfth en masse du bois, les xylanes
de chataignier semblent étre de bon candidats Ijfiude des voies de valorisation des co-
produits de l'industrie forestiéere.
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Valorisation des xylanes






Chapitrelll : Valorisation des xylanes

l1l.1. Obtention de films plastiques par réaction d’acylaibn
d’hémicelluloses

Des travaux de notre laboratoire ont mis en évidene la cellulose du bois peut étre
estérifiee en phase homogene en films plastiqudsopiiobes partiellement biodégradables
(Satgé, 2002). Néanmoins a notre connaissancejg@eonnées sont disponibles, concernant
l'obtention de tels matériaux a partir des hémibedles en général et des xylanes en
particulier. En nous appuyant sur les travaux @&ffex sur la cellulose, nous proposons la
synthese d’'une gamme d’esters gras de xylanes atectéristiques physico-chimiques
variées. Dans le but de proposer des applicatiodsstrielles pour les xylanes, une étude
mettant en ceuvre des outils d’analyse de donndaswedthodologie des plans d’expériences
a été développée afin d’'optimiser la réaction dagformation des xylanes.

[11.1.1. Thermoplastiques obtenus par greffage de chainesagses sur la cellulose

L’acétate de cellulose est préparé industriellendepartir de I'anhydride acétique par
catalyse acide dans des conditions relativementetouSi ce procédeé est tres utilisé pour
I'obtention d’esters cellulosiques a courtes chaiialphatiques (C2-C4), la réactivité des

anhydrides supérieurs reste tres limitée.

Depuis une vingtaine d’années, plusieurs équipésabardé cette problématique et
I'estérification de la cellulose par des acidessgeafait I'objet de nombreux travaux,
notamment depuis la découverte par McCormick (19B1n systéeme de solvants, constitué
de N,N-diméthylacétamide (DMA) et de chlorure d&ilim (LiCl), permettant I'obtention
d’'une solution homogene de cellulose. Le lithiunmnpet, en complexant les groupements
hydroxyle de la cellulose, de rompre les liaisopdrbgéne qui renforcent sa structure et qui
empéchent sa solvatation (figure 72). L’estérifaen solution de la cellulose a alors permis

d’obtenir des esters, homogénes, de degrés detatibas (DS) variés.
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Figure 72 : Interactions entre la cellulose etfgtéme de solvant DMA / LiCl (Tosh eoll., 2000).

L'obtention d’esters a longues chaines parait di&lide premier abord, en raison de la
difficulté de combiner des réactifs de polaritéssauifférentes que la cellulose, le DMA /
LiCl, tres polaires et les acides gras ou anhydrerespondants tres peu polaires. Plusieurs
méthodes ont cependant été décrites (figure 73areelgoll., 2001). L’'estérification directe
de la cellulose par les acides carboxyliques naipaas aisée. Les acides carboxyliques
présentent en effet une tres faible réactivité enves groupements hydroxyle de la
cellulose et ceci d’autant plus qu'’il s’agit d’aeglgras. De tels composés peuvent cependant
étre employés en présence d’'un co-réactif qui toame in situ I'acide carboxylique en une
entité plus réactive. Ceci est illustré par levdix de Samaranayake et Glasser (1993) qui
utilisent un acide carboxylique en présence de ]N-dicyclohexylcarbodiimide (DCC)
comme agent de condensation pour obtenir I'anhgdemrespondant ; celui-ci réagira alors
avec la 4-pyrrolidinopyridine pour former une espé@s réactive. Une méthode similaire
utilise le chlorure de tosyle (TsCI) pour former anhydride mixte, qui, en présence de
pyridine, réagit avec la cellulose pour former deters de DS proches de 3 (Sealegodt,
1996). L'acylation de la cellulose par les anhydsidl’acides carboxyliques est réalisée en
présence d'un catalyseur basique, par exempleridipy (Tosh etcoll., 2000). Une autre
technique consiste a former des anhydrides mixisrier des acides carboxyliques, ceux-ci
étant plus réactifs que les anhydrides symétriq@ette méthode décrite a l'origine par
Morooka etcoll. ( 1983) emploie I'anhydride trifluoroacétique comeo-réactif. De la méme

facon, Vaca-Garcia atoll. (1998) ont réalisé la synthese d’esters mixtesealrilose par

126



réaction de l'anhydride acétique sur un acide geamsprésence de quantités catalytiques
d’acide perchlorique. Enfin les chlorures d’acid@sboxyliques sont des agents d’acylation
tres efficaces, utilisés en présence d'une base dgeie la pyridine (Wang et Tao, 1994 ;
Gourson et coll., 1999) ou la triethylamine (McCarknet Callais, 1987) dont le role est de
neutraliser I'acide chlorhydrique formé lors dedaction.

Plus récemment, Satgé ebll. (2002) ont présenté une méthode d’acylation de la
cellulose microcristalline, par le chlorure d’acitririque, en présence d'une base, la 4-

diméthylaminopyridine (DMAP), permettant I'obtentide films plastiques hydrophobes.

OH OCOR

0 0
o) O~ o O~
HO HO
OH n OCORIn

DMA / LiCl R =longue chaine aliphatique

RCO,H, TsCl

[N
Z

RCO,H, DCC

o

Figure 73 : Synthéses d’esters cellulosiques anekajrasses (Edgaraatll., 2001).

Des travaux ont par ailleurs permis d’effectueteceéaction sans addition de base ni
de solvant a condition de soustraire I'acide fosonéas forme gazeuse a l'aide d’'un courant
d’azote anhydre (Thiebaud et Borredon, 1995) owide (Kwatra etcoll., 1992). Néanmoins
les études cinétiques effectuées lors de ces amsaimontré qu’on ne pouvait atteindre des
valeurs maximales de DS par utilisation de ces auth. De plus si la dégradation du
polymére par I'acide chlorhydrique est ainsi réeluélle ne peut étre évitée. Finalement cette
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méthode parait relativement limitée. D’autres ttewdécrivent des réactions d’acylation de la
cellulose en phase hétérogene. Des estérificatiert®llulose microcristalline par le chlorure
d’acide laurique ont été réalisées par réactionssypport solide minéral, en présence de
DMAP. Si les DS sont satisfaisants, les rendemeggtent trés faibles, 30% au maximum
(Gourson etcoll., 1999). Vaca-Garcia ebll. (1997) proposent une approche différente qui
conduit a la formation d’esters mixtes de cellulegpees acylation par les acides gras et
I'anhydride acétique et en présence d’acide syt Toutefois le degré de substitution par
les chaines grasses ne dépasse pas 0,66 ; enl'obteation d’esters mixtes de DS total
(chaines grasses et acétate) supérieur a 2 nécdasimise en oeuvre de conditions
expérimentales qui conduisent a une dépolymérisatoere de la cellulose. Ces réactions en
phase hétérogene, malgré leur grand intérét damsrépective d’une application industrielle,
restent peu concluantes. La substitution par lenels grasses est souvent limitée et les
rendements de réaction faibles. De telles méthadesluisent a une dégradation parfois
importante des polymeres.

Une voie alternative pour la formation de matérituermoplastiques a été proposee
plus récemment par Despré @ill. (2001). Elle utilise comme substrat un coprodwét d
I'industrie céréaliére, le son de mais qui présénfgarticularité d’étre riche en hétéroxylane.
La stratégie de synthese repose ici sur une oxydaierodique suivie d’'une amination
réductrice des aldéhydes formés par la laurylaneineprésence d’'un agent réducteur, le
cyanoborohydrure de sodium. L'intérét incontestablme telle méthode réside dans le fait
gue I'ensemble des réactions se déroulent dans. I®@n inconvénient principal est d’utiliser

un réducteur toxique, le NaBaN.

Cette derniere constatation justifie sans douteoliion des protocoles vers
I'utilisation de solvants organiques peu toxiques spient capables de solubiliser, ou du
moins de disperser les polysaccharides, commestersg DMA / LiCl. Pour ces raisons nous
avons choisi, dans le cadre de ce travail, d’afiexctes réactions d’acylation des xylanes en
phase homogéne, d’autant plus que les xylanesdssnpolysaccharides fragiles a I'hydrolyse
acide. Les sites réactionnels sont alors plus aitdes, favorisant une substitution plus
homogene. Ceci permet de mieux contrbler les valeles DS et favorise une répartition

uniforme des chaines greffées le long des chameslgmere.
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[11.1.2. Réaction d’acylation des hémicelluloses — Essaisghminaires
La question a laquelle il nous faut répondre estsawir si les hémicelluloses, et
notamment les xylanes, peuvent étre transformé&s) sine méthode similaire a la cellulose,

en films plastiques hydrophobes.

Nous avons donc cherché a fonctionnaliser les gnonts hydroxyle des xylanes a

I'aide d’'un chlorure d’acide gras, le chlorure dtke laurique, selon le schéma réactionnel

suivant (figure 74).

cl
° O— HC+CH+C/ - O—
—_—
" ro T 2110\ %R
OH 0] OR
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i
Avec R=H ou —CA(CHZ%ECH3

Figure 74 : Estérification d’'un xylane par le chiar d’acide laurique.

Les hémicelluloses sont au préalable solubilisées de systeme de solvant DMA /
LiCl. La réaction a lieu en présence de 4-diméttmytepyridine (DMAP), base permettant de
limiter I'hydrolyse du polymere par l'acide chlodiygue formé au cours de la réaction
d’estérification. Il permet aussi comme le monteaefigure 75, d’activer la réaction par

formation d’un complexe acylpyridinium, plus réaajue le chlorure d’acide (Sun ebll.,

1999).
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Figure 75 : R6le du DMAP dans le mécanisme dedatign d’estérification.
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[11.1.2.a. Dissolution des hémicelluloses

Dans un premier temps, nous avons considéré trgmest d’hémicelluloses
commerciales : un xylane (extrait du hétre), uréttdtylane (extrait du son de mais) et un

mannane (extrait d8accharomyces cerevis)adont les structures sont présentées figure 76.

a)  — 4)-B-D-Xyp-(1— 4)-R-D-Xyp-(1— 4)-B-D-Xylp-(1— 4)-[3-D—2Xyp-(1—>

1
1

4-O-Me-0-D-GlcpA

b) D-Gap
1
i
4
D-Xylp D-Xylp
1 1
| |
3 2
D-Xylp L-Araf L-Araf Afe—5 L-Araf L-Araf
1 1 1 1 1
} } | ) }
3 3 3 3 3
— 4)-R-D-Xyp-(1— 4)-R-D-Xyb-(1— 4)-B-D-Xylp-(1— 4)-R-D-Xylp-(1— 4)-R-D-Xylp-(1— 4)-R-D-Xylp-(1— 4)-R-D-Xylp-(1—
2 2 2
1 I 1
1 1 1
D-GlcpA L-Araf 4-0-Me-D-GlpA

c) — 6)-0-D-Marp-(1— 6)- a -D-Marp-(1— 6)- a -D-Marp-(1— 6)- a -D-Marp-(1— 6)- a -D-Marp-(1— 6)- o -D-Marp-(1—

2 2 2
i i i
1 1 1
D-Marp D-Marp D-Marp
2 2
i i
1 1
D-Marp D-Marp
3
I
1
D-Marp

Figure 76 : Structures caractéristiques a) d’'ucglonoxylane de feuillus (Telemancetl., 2002), b) d’'un
hétéroxylane de son de mais (adapté de Saulniefletl995) ; c) d'un mannane extrait de levure (addpté
Vinogradov etoll., 1998).

L’'optimisation de I'étape de dissolution des pobdearides a été nécessaire, les
hémicelluloses n’étant pas naturellement solubles@nditions organiques. Comme pour

toute molécule, la solubilité des hémicellulosessdan solvant donné dépend bien sir de leur
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structure. Dans ce domaine, les conditions opéestogui ont conduit a leur extraction
influent sur leurs caractéristiqgues, et notammentptésence de substituants ou encore
I'association avec certaines molécules telles gughine. La solubilisation est réalisée dans
le DMA a chaud en présence de quantités variab&ed.i@l, par dissolution de 1 g

d’hémicellulose dans 50 mL de solvant.

[11.1.2.b. Acylation des hémicelluloses — Purification desestformés

En nous appuyant sur les travaux effectués audatice sur la cellulose, nous avons
élaboré un protocole d’acylation des hémicellulosesphase homogene, en présence d’un
équivalent de DMAP et de deux équivalents de chbordiacide laurique par fonction
hydroxyle. Aprés 15 minutes de réaction a 90°C sagitation, I'ester est précipité par un
volume d’eau et trois volumes d’éthanol. Les esaéémsi obtenus sont ensuite purifiés par la
méthode de dissolution-précipitation (Gourson, 1984atgé, 2002) ; pour cela I'ester gras est

dissous dans du chloroforme, puis précipité a nauar trois volumes d’éthanol.

[11.1.2.c. Caractérisation des esters hémicellulosiques

i. Obtention des films plastiques — Aspect des films
Les esters obtenus sont solubilisés dans le clolongf et on obtient les films
plastiques par coulage et évaporation du solvank(casting ») a l'air libre et a température

ambiante. Les films obtenus sont lisses et homag@haspect plastique (figure 77).

Figure 77 : Photographie d’'un film de xylane esig&par I'acide laurique.
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ii. Analyse infrarouge
Dans un premier temps l'analyse par spectroscopierouge permet, grace a
I'apparition sur le spectre de signaux caract@uss des esters, de confirmer I'acylation des
xylanes (figure 78). La forte diminution de la barldrge & 3330-3340 ¢hcaractéristique
des vibrations de valence des liaisons OH des groepts hydroxyle, est corrélée a
I'apparition d’une bande d’absorption caractéristicles fonctions ester & 1750 tet des
bandes alkyle vers 2900 &m

- CH
- OH
T T T T 1
4000 3000 2000 1500 1000 600
cmt
1 -OH
- CH
| - CO
T T T T 1
4000 300¢ 200¢ 150¢ 1000 60C
cmt

Figure 78 : Spectres IR d’'un xylane natif et d’ytexie aprés acylation par I'acide laurique.

iii. Gain de poids et DS
Pour rendre compte de lefficacité de la réactiomestrification, on définit

généralement, apres greffage des chaines grasdegslysaccharide :
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- le gain de poids (GP)

massdinale - masseénitiale
GP(%) = x100

mass initiale

- le degré de substitution (DS), c'est a dire le memhoyen de chaines grasses

greffées par unité anhydroxylose. Il est au maxindgn2 dans le cas des xylanes.

Les DS de chacun des films plastiques ont été éstipar I'intermédiaire de deux

méthodologies différentes : la RMIK et I'analyse élémentaire. L'utilisation de la RMN

est parfaitement adaptée au calcul des DS de pobgriméaires composés exclusivement
d’hexoses (mannanes) ou de pentoses (xylanespdotre présenté figure 79 permet en effet
de distinguer deux zones principales qui correspond’une part aux protons du cycle
xylopyranose et qui résonnent entre 3 et 5 ppmd’'atitre part, aux protons portés par les
chaines aliphatiqgues greffées qui résonnent ensepPfm et 2,5 ppm. Le rapport des
intégrations de ces deux types de protons donb§ [€Samaranayake ebll., 1993).

c

(e}
o O— .
RO
OR
n
(0]

I
Avec R = H 0u—C—CH; CH{-CH}-CH,
a b c d

Protons glycosidiques d
/ ) a b
— ~ . r
_—
s T 1 1 T T | T
i g ! i ! ; : 0

Figure 79 : Spectre RMRH du xylane estérifié mettant en évidence la préseles chaines grasses.

Dans le cas des hétéropolyméres ramifies commbdggoxylanes, la diversité des
monosaccharides (hexoses, pentoses et d’acidegjuesh entrant dans la composition du
polymere, ainsi que I'existence de nombreuses reatibns rendent difficile le calcul du
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nombre théorique de fonctions hydroxyle libres @ial'utilisation de la RMNH. Le calcul
du degré de substitution peut néanmoins étre effeat partir du pourcentage de carbone
déterminé par microanalyse (Fredoncell., 2001). L’expression du DS est donnée par
I’équation suivante :
61,8-136,5< %C
:182,3><%C-144,1

111.1.2.d. Résultats

L’application du protocole précédemment décrit des trois hémicelluloses
considérées a permis I'obtention de films plastsghgdrophobes. Les données recueillies
montrent que le protocole d’acylation utilisé edapté aux hémicelluloses sur lesquelles il a
été testé puisque les DS (tableau 22) sont coraptie 1,2 (cas de I'hétéroxylane, Rg=
2,1) et 1,7 (cas du xylane, R = 2), correspondant respectivement a des tauxlasigition
de 57% et 85%.

Tableau 22 : Caractéristiques des hémicellulosgsifses.

Hémicellulose [LiCl] GP RR DS / DS max
(%) (%) (%) taux de substitution

Xylanedu hétre 2 118 65 1,7/2,0
85%

Héteroxylanedu son de mais 0 72 66 12/21
57%

Mannanede Saccharomyces 10 - 67 9 2,41/3,0
cerevisiae 80%

Le gain de poids est variable, négatif (-67 %) dars du mannane et tres largement
positif (72 et 118 %) si on consideére le xyland'letéroxylane (tableau 22). Il semble, a ce
stade des expériences, que cette variabilité dieraant de la réaction soit directement liée a
la différence de solubilité des hémicelluloses dari3MA. L’acylation des hétéroxylanes qui
sont totalement solubles dans le DMA conduit a ain ge poids satisfaisant (72%), de méme
que le xylane. A l'inverse, l'estérification des mmanes qui ne sont que partiellement
solubles dans le méme solvant, y compris en présgad.iCl, aboutit a une perte de poids de

I'échantillon de départ. Dans ce dernier cas, lewade DS est néanmoins de 2,4. Cette
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derniere observation indique que la fraction sauldle la solution DMA/mannane a
correctement réagi, conduisant a la formation dilam plastique de DS élevé. Dans le méme
temps, la fraction insoluble de cette solution sulpeu ou pas I'estérification par le chlorure

d’acide laurique, ce qui se répercute sur la vadeugain de poids.

Ceci est illustré par la valeur du rendement deipération, noté RR (%) dans le
tableau 22. Il est défini comme étant le rapportladenasse de I'ester récupéré en fin de
réaction par la masse du polysaccharide estéti@riquement récupérable, calculé en

fonction du DS de I'ester formé :

- DSxMRCO
massélnaleexp.xloo_ %GP+100,q00 et  Ghh (%) = x100

0 e T Man
RR (%) massdinaleth. %GPR.+100 Mgly

ou GR; est le gain de poids théorique dépendant du noddiehaines greffées donc du DS,
Mrco est la masse molaire du groupement acyle greft84:3 g.mof pour le chlorure

d’acide laurique) et M, correspond a la masse molaire de I'unité anhygioogidique.

Bien que le xylane et I'hétéroxylane soient paefaiént solubilisés, le rendement de
récupération n’est pas maximal ce qui signifie goes ne récupérons pas I'ensemble du
polysaccharide estérifié. Cette différence entrgdim de poids théorique et le gain de poids
réel pourrait étre lié a la dépolymérisation d’draction du polysaccharide estérifié (Vaca-
Garcia, 1997). Le milieu acide et la températuexé favorisent I'hydrolyse du polymere,
les xylanes étant naturellement sensibles a I'Hydeoacide ; ainsi une fraction de I'ester
formé se retrouve en phase liquide sous formegbatieres estérifiés, de DP trop faibles pour
étre récupérés par précipitation éthanoliqgue eddinéaction.

Nos résultats indiquent que la nature chimiqueiajns la complexité structurale des
hémicelluloses ne sont pas les facteurs limitaatfadéaction d’'acylation puisque des films
plastiques peuvent étre obtenus a partir de xyldfteétéroxylane ou de mannane. Les
résultats observés dans le cas du mannane mettévidence que I'étape de dissolution des

polysaccharides en milieu organique est I'étapeddda transformation.
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[11.2. Optimisation de la réaction d’acylation des xylanes

Le glucuronoxylane commercial extrait du hétre evisde modele pour cette étude,
puisque sa structure est caractéristique des xyldas bois de feuillus que nous souhaitons

valoriser au travers de cette étude.

[11.2.1. Dissolution du xylane dans le systéme de solvant DM LiCl

En raison d’'une origine et de conditions d’extr@actiqui peuvent étre variables, le
xylane de hétre pourra étre plus ou moins solublesde systéme DMA / LiCl. Pour nous
affranchir de ce probleme, nous avons adapté urtboae de dissolution qui consiste a
dissoudre préalablement le polymére dans l'eaxyleses étant naturellement solubles dans
l'eau, et de I'échanger progressivement par le [@M&vaporant I'eau progressivement (Fang,
2002). L’'ajout de 2% de LiCl permet enfin d’obtenire solution homogene.

[11.2.2. Définition du domaine expérimental

Pour chercher a optimiser la réaction d’acylatinous avons fait varier, dans un
domaine expérimental défini, les principaux parae®tde la réaction afin d’apprécier

I'influence de ces derniers sur le degré de sultstit (DS) et le gain de poids (GP).

Les principaux parameétres retenus sont :

- latempérature de la réaction, que nous avonsdair de 70 a 140°C,

- la durée de la réaction pour des temps comprig @wminutes et 3 heures,

- et la quantité de chlorure d’acide, de 0,5 & 8\é&ets.

Une partie des manipulations a été réalisée erepcésd’un équivalent de DMAP, et
l'autre partie sans DMAP. La concentration de latson initiale de xylane reste fixée a 0,02

g/mL. Tous les essais ont été effectués a partlgdge xylane soit 50 mL de solution.

" Le nombre d’équivalents sera toujours rapportéamnbre de groupements hydroxyle.
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[11.2.3. Etude préliminaire

Dans cette premiére approche, nous avons mod#iedaditions de la réaction en
faisant varier un a un les parametres choisisalies restants fixes. Les composés obtenus

ont été caractérisés par leur gain de poids efd&ur

[11.2.3.a. Influence de la durée de la réaction

Nous avons pour ceci fait varier la durée de latiéa de 2 minutes a 3 heures, pour
une température de réaction fixée a 130°C, unetig@ade chlorure d’acide fixée a 2

équivalents et en présence d’'un équivalent de DMAP.

GP DS
200 2,5
150 7,5‘& 2.0
100 1,5

+— GP ——DS

50 : : : : 1,0

2 15 30 60 180

Temps (min)

Figure 80 : Influence de la variation de la duréeéhction sur le gain de poids (GP) et le degrgubistitution
(DS).

Nous constatons d’aprés les courbes présentéas Buque la réaction d’acylation
des xylanes, pour les conditions de températude efuantité de réactif fixées, est quasiment
spontanée puisqu’un DS maximal de 2 est atteintrapidement apres seulement 15 minutes
de réaction. Au-dela de 30 minutes de réactiofe BIS des films obtenus reste égal a 2, le
gain de poids diminue légérement, indiquant qu'paetie du xylane estérifié n'est pas
récupéré. Comme nous l'avons précédemment suggér?, est sans doute lieé a une
dépolymeérisation de I'ester formé en milieu acidee telle hypothese est confirmée par les
travaux de Vaca-Garcia (1997) sur des esters diglass ; ces résultats indiquent bien une
diminution du DP au fur et a mesure que la duréla déaction augmente.
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[11.2.3.b. Influence de la température de réaction

Les conditions expérimentales sont toujours idewtsga celles fixées antérieurement,
a savoir 2 équivalents de chlorure d’acide, 1 émjait de DMAP, et un temps de réaction de
15 min. Seule la température du milieu réactionragie, de 70°C a 140°C, température
maximale pouvant étre atteinte car elle correspdnd température d’ébullition du milieu

réactionnel.

GP DS
200 2,5

150 /// — 3 29
100 1,5
50 1 1 1 1 1 1,0

70 80 100 120 130 140

Température (°C)

Figure 81 : Influence de la variation de la tempémde réaction sur le gain de poids (GP) et tgé&lde
substitution (DS).

L'influence de ce parametre sur I'avancement deélaction d’acylation est bien
visible sur la figure 81. Le DS et le gain de pogdgmentent simultanément pour atteindre
des valeurs maximales a 130°C (DS = 2 et GP = 1§6/%-dela de cette valeur de
température, une légere diminution du gain de psia®orce.

[11.2.3.c. Influence de la quantité de chlorure d’acide launigp

Les conditions expérimentales sont fixées commte suie température de 130°C, une
durée de réaction de 15 min ; les quantités dewtdal’acide varient de 0,5 a 8 équivalents
Deux séries d’essais ont été effectues, 'une ésgnice d’'un équivalent de DMAP, l'autre se

déroulant sans DMAP.
Les essais réalisés en présence de DMAP (figurerB@atrent que 1,5 équivalent de

chlorure d’acide sont suffisants pour atteindreydbeur maximale du DS ; pour cette méme

quantité, le gain de poids atteint lui aussi unegpal environ 170%.

138



GP DS GP DS

200 2,5 200 2,5
. . . . ' 150 + ) '
150 2,0 . . +20
100 +
100 + +15 +15
50
GP ——DS GP —e— DS
50 : : : : : 1,0 0 ‘ | : : 1,0
1 1,5 2 4 6 8 1 1,5 2 4 6
a) Quantité de RCOCI (éq.) b) Quantité de RCOCI (éq.)

Figure 82 : Influence de la variation de la tempéeade réaction sur le gain de poids (GP) et tgélde
substitution (DS) ; a) en présence de DMAP, b) E&\P.

En absence de DMAP, des films plastiques sont égale obtenus. Leur aspect est
semblable a ceux recueillis précédemment, ce quivar que la présence de DMAP n’est pas
indispensable pour I'acylation des xylanes par Wéortire d’acide laurique. Néanmoins,
I'allure des courbes (figure 82b) est difféerenteielsaleur maximale de DS égale a 2 n’est
obtenue qu’apres utilisation de 4 équivalents derale d’acide. Le gain de poids, s'il est lui
aussi maximal et égal a 140% dans ces conditiese néanmoins inférieur a celui obtenu en
présence de DMAP. La vitesse de la réaction est gus lente en absence de DMAP, ce qui
confirme le réle d’activant de ce dernier. De plles,phénomene de dépolymérisation est
accentué puisqu’il n'y a plus de base dans le mipeur neutraliser I'acide chlorhydrique

formé au cours de la réaction.

Notons que pour 0,5 équivalent de chlorure d’adal&rique, une petite quantité
d’ester est receuillie mais ne peut étre mise emdgar la méthode de casting, en raison d’un
taux de substitution trop faible incompatible awste solubilisation dans les solvants

organiques usuels.

En conclusion, il apparait nettement que I'augnteriadu gain de poids et du DS est
directement liée a une augmentation de la températe la réaction ou, en I'absence de
DMAP, a une augmentation de la quantité de chlodiseide. En revanche, en présence de
DMAP, la quantité de chlorure d’acide et la durédalréaction n’ont que peu d’influence sur
'avancement de la réaction. Néanmoins l'intergrétade ces résultats doit étre reliée au

choix des domaines de variation des paramétrelide le raisonnement gue nous avons
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adopté ne permet pas de montrer I'existence deélations entre les différents parametres de
la réaction. Celles-ci ne peuvent étre mises edeénie qu’en considérant les données dans
leur ensemble. En effet, si la quantité de chlodiexide, en présence de DMAP, n’a pas
d’'influence a 130°C et pour un temps de réactionl8emin, qu’en est-il pour une autre
température ou pour un temps de réaction diffé2ddée méme l'influence de la température
est-elle toujours aussi importante pour un tempgedetion prolongé ? La multiplication du
nombre d’expériences permettrait sans doute dendépa ces questions. Toutefois, a partir
de I'ensemble des résultats obtenus pour tousskeaiseréalisés précédemment, l'utilisation
d’'une méthode d’analyse statistique des donnédspdainettre une meilleure synthése des

résultats.
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[11.2.4. Analyse en Composantes Principales (ACP)

Les méthodes d’analyse de données permettent ude globale des individus et des

variables en utilisant généralement des représensagraphiques.

Toutes les données obtenues lors des essais @egEatédemment sont regroupées
dans le tableau suivant (tableau 23). @sablescorrespondent aux intitulés des colonnes du
tableau de données ; elles forment un espace gaquettlans lequel chaque essai, appelé

individu, est représenté par un point.

Tableau 23 : Tableau de données.

Essai  Qté RCOCI Température Temps Qté DMAP DS GP (%)
(€q.) (°C) (min) (€q.)

1 1,0 130 15 1 1,90 144
2 15 130 15 1 2,01 165
3 2,0 130 15 1 2,02 166
4 4,0 130 15 1 2,01 167
5 6,0 130 15 1 2,00 167
6 8,0 130 15 1 2,01 172
7 2,0 130 2 1 1,76 145
8 2,0 130 30 1 2,00 159
9 2,0 130 60 1 1,97 151
10 2,0 130 180 1 1,94 139
11 1,0 130 15 0 1,54 34
12 15 130 15 0 1,83 117
13 2,0 130 15 0 191 134
14 4,0 130 15 0 1,99 159
15 6,0 130 15 0 1,94 162
16 2,0 70 15 1 1,30 61
17 2,0 80 15 1 1,50 121
18 2,0 100 15 1 1,86 143
19 2,0 120 15 1 1,94 161
20 2,0 140 15 1 2,01 154
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L’'analyse en composantes principales (ACP) a pbjatola description des données
contenues dans un tableau individus-variables, ldsntaleurs sont quantitatives. Elle permet
de remplacer un tableau de données complexe,ildiffidire, par un tableau plus simple a lire

qui soit une bonne approximation de celui-ci (Céhb983).

L’ACP peut étre utilisée comme premiére étape @stigation pour connaitre les
liaisons existantes entre les variables. Elle pedeeaestituer d'une part les distances entre

individus, et d’autre part les corrélations entagiables.

Pour cela, on transforme les données pour lestprajians un plan ou les classer en

groupes homogenes, et tout ceci en restituant énmoan d’information.

Lorsqu’il n'y a que deux variables, il est facile teprésenter, sur un graphique plan,
'ensemble des données. De méme s'il y a 3 vasahlee représentation dans I'espace
permet de visualiser le nuage des individus. Masglue le nombre de variables est supérieur
a 3, cela devient impossible. Dans le tableau denées qui nous intéresse, chaque essai
représente un individu décrit par 6 variables :28sindividus (ou essais) forment donc un
nuage de points dans un espace a 6 dimensions !

L’ACP est une méthode de traitement de donnéesegitam de réduire les dimensions

d’'un tableau de données par le biais d’'une praealans un sous-espace.

[1l.2.4.a. Principe

Le tableau de données brutes comprend N lignesoslgnnes. Dans notre cas les
lignes correspondent aux expériences et les cosoane différents parametres (température,
temps, quantité de chlorure d’acide, DS et GP).gGbandividu i est représenté pavaleurs

mesurées :

(ulla uZ! ey Up)

Le tableau, constitué de N individus, peut étregsgnté sous forme matricielle :
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(U) e e
Uiz Ui Uip
| Un1 Un;j UNp
Dans un espace de dimensign®n place les points & (Ui, Uz, ..., Up). On obtient

ainsi une représentation graphique des donnéesualge de points.

Le principe de 'ACP est de détermirgenvecteurs @ < p) tels que la somme des
distances euclidiennes des points du nuage auesmpase engendré par cpsecteurs soit
minimale. On montre alors que la projection du rudg points dans ce sous-espace est la
meilleure approximation du nuage en dimengjo@’est donc une méthode de réduction du
nombre de variables permettant des représentati@osnétriques des individus et des
variables. C’est une méthode factorielle car laicédn du nombre de variables ne se fait pas
par une simple sélection de certaines d’entre ,ette@s par la construction de nouvelles
variables synthétiques, notées (C& appelées composantes principales, obtenues par

combinaisons linéaires des variables initiales (Bolie et Saporta, 1994).

111.2.4.b. Méthode

Les principales étapes de la méthode sont déd#ns la partie expérimentale. Ainsi
on détermine la matrice des corrélations, les valpwopres et vecteurs propres qui lui sont

associés, puis on calcule les composantes prirsipal

i. Matrice des corrélations
Dans le cas présent, les coefficients de corr@ldtipsont regroupés dans le tableau
suivant (tableau 24). Il est généralement admis lquepefficient de corrélation entre deux

variables est significatif s'il vérifie la relatian

|r|2ﬁ
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Tableau 24 : Coefficients de corrélations.

RCQ:é)eCI Températurg Temps Dﬁt:P DS GP
Qté RCOCI 1,00
Températurg 0,162 1,00
Temps -0,117 0,114 1,00
Qté DMAP -0,047 -0,229 0,165 1,00
DS 0,333 0,785 0,132 0,089 1,00
GP 0,443 0,463 0,013 0,330 0,864 1,00

L’'analyse de la matrice de corrélation montre qu®$§ et le gain de poids GP sont
des variables tres fortement corrélées entre élgsiori ce résultat n’est pas surprenant dans
la mesure ou une forte substitution entraine néaessent un gain de poids élevé. Pourtant le
coefficient de corrélation observé (0,864 infériaut, tableau 24) ne traduit pas une relation
linéaire entre ces deux variables. Ceci, commes d@awons indiqué précédemment, est a
relier a un phénomene de dépolymérisation. Le moefit de corrélation positif observé entre
le gain de poids et la quantité de DMAP sembleicmefr cette hypothése. Le tableau indique
par ailleurs que le gain de poids et le DS sontébés positivement a la température, et ce
guel que soit le temps de réaction, qui n'a audafgence significative sur ces valeurs.

ii. Projection des variables
Les axes associés aux composantes principalesggunis a deux, constituent la base
des plans factoriels utilisés pour les projectioluisnuage des individus et du nuage des

variables.

Chaque variable est représentée par un vecteur ldoigine est confondue avec
I'origine des axes et dont I'extrémité est donnée §es corrélations avec Cét CR; les
variables initiales s’inscrivent alors dans un e rayon 1 appelé cercle des corrélations
(figure 83). L’examen de cette figure permet d'iptéter les corrélations entre les variables
entre elles et les corrélations entre les variabldss axes de projection. En effet la proximité
entre I'extrémité des vecteurs et le cercle degétairons traduit une projection satisfaisante
et donc interprétable, dans le plan factoriel abdr&g. On visualise ainsi les conclusions

apportées par I'analyse de la matrice des corodéigti
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axe F2 (21,13 %)

Ci-dessous sont présentées les projections deablesidans les plans factoriels (1,2)
et (1,3).

Variables (axes F1 et F2 : 64,86 %) Variables (axes F1 et F3 : 62,20 %)

Qté DVAP

05 Température

-- axe F3 (18,47 %) -->

Qté RCOC

-05

axe F1 (43,73 % -- axe F1 (43,73 %) -->
Figure 83 : Projection des variables dans les flaatsriels (1,2) et (1,3).

Ces représentations graphiques permettent de dameesignification concrete aux
composantes principales. La premiere composanteipaile est tres corrélée positivement au
DS, au gain de poids et dans une moindre meswréednpérature. La deuxieme composante
principale, dont I'importance est deux fois moindmaduit essentiellement l'influence du
DMAP.

Dans ces deux plans, qui représentent chacun pl&®% de I'information contenue
dans le tableau de données, on visualise lesaetaéxplicitées precédemment. Toutefois, on
remargue tout de suite que le temps et la quatéitéhlorure d’acide sont mal projetés (la
norme des vecteurs associés est nettement inféréey. Il parait alors difficile de conclure
quant a linfluence de ces parametres sur la @actCeci peut étre trés certainement la

conséquence d’'une exploration partielle du domexpgrimental.

La projection des variables dans le plan factd@e3), qui ne représente que 40% de
I'information, est présentée figure 84. On constate les variables sont moins bien projetées
dans ce plan, notamment le DS et le gain de pQidite représentation ne peut donc apporter

d’informations supplémentaires.
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Variables (axes F2 et F3 : 39,60 %)

05 Température

>
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05 1
-- axe F2 (21,13 %) -->

Figure 84 : Projection des variables dans le pdatofiel (2,3).

De méme, la projection des individus dans les plac®riels (1,2) et (1,3) (figure 85)
ne permet pas, dans notre cas, d'apporter desnaf@ns supplémentaires.

Biplot (axes F1 et F2 : 64,86 %) Biplot (axes F1 et F3 : 62,20 %)
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Figure 85 : Projection des individus dans le pkatdriel (1,2) et (1,3).

Compte-tenu de la signification des composantexcipdles 1 et 2, plus un point se
situe a droite sur ce graphique, plus il s'écarelal moyenne par de fortes valeurs des

variables GP, DS et température ; aux points sidugauche du graphigue correspondent les
phénomenes inverses.
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Si quelques individus apparaissent isolés, la ptupa présente pas suffisamment
d’écart a I'indépendance et restent groupés auee€ntgraphique. Le choix des domaines de
variations des parametres semble inapproprié adéfine de leur impact sur 'efficacité de

la réaction.

L’ensemble de ces résultats obtenus par une premapgroche de la réaction ne nous
a pas permis d’expliquer I'influence des parameéstesles propriétés des plastiques obtenus,

et ceci malgré I'apport d’un outil statistique.

L'utilisation d’un outil statistique d’analyse demhées, I'ACP, a permis de mettre en
evidence que les essais realisés ne sont pasasifipour explorer 'ensemble du domaine
expérimental choisi. De plus les intervalles deiateim retenus pour chaque parameétre ne

sont pas adaptés a une modélisation de la réaction.

L’établissement des relations entre le DS, le gipoids et les différents parameétres
de la réaction, nécessite donc la réalisation deeltes expériences mieux réparties dans un
domaine expérimental plus approprié. Pour celajite en place d’'un plan d’expériences en
rationalisant le choix des essais de facon a eimmisar le nombre, nous est apparue comme

une stratégie intéressante.
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[11.2.5. Plan en carré gréco-latin

Appliquée depuis déja plusieurs dizaines d’annég&ss des domaines aussi variés que
'agronomie, la mécanique, la chimie avec les protds de formulation des bétons par
exemple, la méthodologie des plans d’expérience®iemaintenant un facteur de progres et
d’'innovation. Parmi les nombreuses approches pégmde plan en carré gréco-latin présenté
pour la premiere fois en 1924 par le mathématié@mRonald Aylmer Fisher, apparait

relativement simple dans sa mise en ceuvre.

[11.2.5.a. Principe

L'objectif est de quantifier la contribution de clia des facteurs sur les
caractéristiques des plastiques obtenus, c’estedl@iDS et le gain de poids. La réalisation
d’essais correspondant a des réglages particdlddraous permettre d’établir, de la meilleure
facon possible, un modéle empirique reliant lesaldes associées a la réponse (DS et GP)

aux parametres de la réaction.

[11.2.5.b. Nouvelle définition du domaine expérimental

Nous avons choisi de diviser le domaine expérini@aradeux sous-ensembles. L'un
correspond aux essais réalisés en présence d'uvakmi de DMAP et l'autre aux essais
effectués sans DMAP. Les facteurs retenus sorg alartempérature de la réaction (notée A),
la durée de la réaction (B) ainsi que la quantééchlorure d’acide (C). Suite aux résultats
précédents, les domaines de variations de cesufactat eté modifiés. Ainsi nous avons
réduit I'intervalle de temps entre 5 et 30 minwgeses quantités de chlorure d’acide varient
désormais entre 1 et 2 équivalents.

Pour chacun des facteurs, nous avons seélectionngiepts états distincts ou
modalités présentés dans le tableau 25. L'enseddse&ombinaisons réalisables des facteurs
et de leur modalités définit le domaine expérimentsoit un nombre total de

combinaisons pour chaque sous-ensemble :

Niota = 3° = 27 combinaisonsu 54 combinaisons pour I'ensemble du domaine.
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Tableau 25 : Définition des facteurs et des moéklit

Modalités 1 2 3
Température 90 °C 110 °C 130 °C
Temps 5 min 15 min 30 min
Qté RCOCI 1 éq. 1,5 éq. 2 éq.

La construction du plan d’expériences consistetéaig®, de facon la plus équitable et
la plus objective, un sous-ensemble de combinaipamsculieres définissant les essais a
réaliser. Le nombre minimal d’essais a réaliser d&terminé par le choix d'une forme

particuliere de modélisation.

Dans notre cas, nous adopterons un modeéle addit$ souplage dont la forme

générale s’écrit :
Kk
Y=ce+y W
i=1

Wi, représentant le poids du facteur i et k le nondleréacteurs.

L’écriture de la forme générale du modeéle ne penpast de déterminer le nombre p

d’inconnues qui lui est associé. On peut montrét gst donné par la relation :
K
p=1+> (mi—1) soit p = 7 inconnues
i=1

m; correspondant au nombre de modalités du facteur i.

[11.2.5.c. Construction du plan d’expériences

Le nombre minimal N d’expériences a réaliser doi¢ &écessairement supérieur ou
€gal au nombre p d’'inconnues du modéle :
p= N < Niotal

La construction du carré latin, que nous ne détaills pas dans cette étude, permet

d’isoler neuf combinaisons particulieres entrertexdalités des facteurs, qui sont présentées

dans le tableau 26.
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Tableau 26 : Matrice d’expériences et plan d’expéritation.

A B C Tem?%r;a\ture -E;TSS Qte(g;;)Cl
21 Al Bl C1l — 21 90 5 1
22 Al B2 C2 — 22 90 15 1,5
23 Al B3 C3 — 23 90 30 2
24 A2 Bl C2 — 24 110 5 1,5
25 A2 B2 C3 — 25 110 15 2
26 A2 B3 C1 — 26 110 30 1
27 A3 Bl C3 — 27 130 5 2
28 A3 B2 C1 — 28 130 15 1
29 A3 B3 C2 — 29 130 30 1,5

Cet arrangement particulier est appelé arrangemghbgonal. Il consiste a faire
intervenir chacun des facteurs un méme nombre idestivant 'ensemble de ses modalités.
Aucune modalité particuliere n’est privilégiée s leffets moyens des facteurs sont donc
estimés avec la méme incertitude, et cette inadditest minimale. Il est alors possible de
matérialiser ces différentes combinaisons sur apeesentation graphique simple du domaine

expérimental, comme le montre la figure 86.

Figure 86 : Disposition des essais définis a pditin carré latin dans le domaine expérimental.

On construit alors un cube dont chacun des axessmond a un des trois facteurs. I
est donc possible d’obtenir une représentatiorRdesombinaisons réalisables a partir de trois

facteurs a 3 modalités, dans laquelle les comhonaisepérées en noir représentent les essais
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définis par le plan d’expériences. Comme on peutdastater, ces essais sont répartis

uniformément dans le domaine expérimental.

Pour nous en persuader, visualisons de la méma facstratégie qui consiste a ne
faire varier qu'un seul facteur a la fois et quaus@vions appliquée dans notre étude

préliminaire (figure 87).

Figure 87 : lllustration de la stratégie consistane faire varier qu’une variable a la fois.

Il apparait alors clairement que la distributiors d&ssais retenus, dans ce cas, ne

permet pas de couvrir 'ensemble du domaine expriat, a I'inverse du plan en carré latin.

[11.2.5.d. Analyse des résultats

Les valeurs des réponses DS et GP pour chaque caisim sont regroupées dans les
tableaux 27 et 28, qui correspondent aux essalsé@garespectivement en présence d'un
équivalent de DMAP et en I'absence de DMAP.

Tout d’abord, l'analyse globale des résultats comdi que les modifications des

modalités des facteurs ont un effet non négligesinida variation des réponses mesurées.
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Tableau 27 : Résultats d'essais, réalisés en préskuan équivalent de DMAP.

Essai Température Temps Qté RCOCI DS GP
Q) (min) (D)
21 90 5 1,0 1,31 50
22 90 15 15 1,89 125
23 90 30 2,0 1,81 119
24 110 5 15 1,44 70
25 110 15 2,0 1,87 155
26 110 30 1,0 1,80 128
27 130 5 2,0 1,80 135
28 130 15 1,0 1,67 122
29 130 30 1,5 1,94 158
Tableau 28 : Résultats d’essais, réalisés sans DMAP
Essai | Température Temps Qté RCOCI DS GP
Q) (min) (D)

30 90 5 1,0 1,29 0
31 90 15 15 1,55 86
32 90 30 2,0 1,57 63
33 110 5 15 1,44 82
34 110 15 2,0 1,85 157
35 110 30 1,0 1,63 114
36 130 5 2,0 1,84 167
37 130 15 1,0 1,71 131
38 130 30 1,5 1,84 153

La dispersion expérimentale a été déterminée atnecdn domaine expérimental par
trois essais identiques (tableau 29), ce qui pediestimer I'incertitude sur le DS et sur le
gain de poids : Efs =+ 0,01 et EEp= % 2.

Tableau 29 : Détermination des erreurs expérimestalr les valeurs de DS et GP,

Essai RCOCI €q,) Temp. (°C) Temps(min) DMAP (éq,) DS GP (%)
a 15 110 10 1 1,63 132
b 15 110 10 1 1,64 132
c 1,5 110 10 1 1,62 128
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i. Construction d’'une grille de dépouillement
Les résultats d’essais sont ensuite analysés @el'diune grille de dépouillement,
outil pragmatique dans le cas d’'un arrangementogthal comme c’est le cas dans cette
étude. Elle permet une analyse rapide des résutate nécessite pas I'utilisation d’outil

informatique spécifique (Lochner et Matar, 1990).

Détaillons la construction de la grille de dépanient des résultats obtenus pour le
DS, dans la premiére série d’essais (en présendeMieP). Pour chacune des lignes du
tableau 30, on compléte les cellules correspondant combinaisons particulieres des
modalités des facteurs retenues dans le plan diexpeés, par les valeurs de la réponse a
analyser, en l'occurrence la valeur du DS. La zdaecalcul, en bas du tableau, permet

d’établir la moyenne arithmétique caractérisantaha des modalités, pour chaque facteur.

Tableau 30 : Utilisation de la grille de dépouilkemhpour le DS.

Température (°C) Temps (min) Qté RCOCI (ég.)
Essai DS Al A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3
21 1,31 1,31 1,31 1,31
22 1,89 1,89 1,89 1,89
23 1,81 1,81 1,81 1,81
24 1,44 1,44 1,44 1,44
25 1,87 1,87 1,87 1,87
26 1,80 1,80 1,80 1,80
27 1,80 1,80 1,80 1,80
28 1,67 1,67 1,67 1,67
I e ) - NS N (e 1= 0 AN - S ) I
Total 15,93 5,54 4,97 5,42 4,94 5,48 5,56 5,31 545,48
Nombre 9 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Moyenne| 1,77 1,85 1,66 1,81 1,65 1,81 1,85 1,77 1,71 1,83

Les grilles de dépouillement pour I'analyse du ESaldeuxiéme série d’essais (sans
DMAP), ainsi que les grilles associées a I'analglsegain de poids sont construites de la

méme fagon.
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ii. Analyse graphique des résultats
La derniere ligne de la grille de dépouillementwggisée pour la construction du tracé

des effets moyens des facteurs, qui constitue lyaaagraphique des résultats. Les figures 88
et 89 présentent les tracés des effets moyenscteapeent pour le DS moyen et le GP
moyen ; pour chaque modalité, on reporte la valeuia réponse moyenne calculée, indiquée

dans la derniere ligne de la grille de dépouillemen

2,00
—&—DMAP —— Moyenne DMAP" Sans DMAP Moyenne sans DMAP

N e ss— P S

1,40 ‘

DS moyen
.
3

15 ‘ 20 ‘ 90 ‘ 110 ‘ 130 ‘ 5 ‘ 10 ‘ 30

Quantité RCOCI (éq.) Température (°C) Temps (min)

Modalités des facteurs

Figure 88 : Tracé des effets moyens des facteunslpdS moyen.

160,00

—8—DMAP —— Moyenne DMAP—O— Sans DMAP— Moyenne sans DMAR
140,00 -

oo, / r— /
100,00 - / / o/

8000+ ————f - -

GP moyen

6000 - — — o/ = = — — — — o m m —

40,00 ‘

10 15 ‘ 2,0 £ ‘ 110 ‘ 130 5 ‘ 10 ‘ 30

Quantité RCOCI (éq.) Température (°C) Temps (min)
Modalités des facteurs

Figure 89 : Tracé des effets moyens des facteunslpdGP moyen.

Une premiére analyse de ces figures montre quiedesfacteurs de la réaction ont,
dans le nouveau domaine choisi, une influence fiegtive sur le DS et le GP. De plus, ces
tracés révelent I'importance de chacun des factkusgiu'on passe de la modalité 1 a la

modalité 3, c’est a dire sur I'ensemble du domaim@si.
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Il est ainsi possible de mettre en évidence pameie qu’'une augmentation du temps
de réaction se traduit par des valeurs élevéesSletlu GP moyens, phénoméne que nous
n'avions pas identifié dans la premiere partie ddecétude. Il en est de méme pour la

quantité de chlorure d’acide.

Cette analyse permet également de dégager lesifadés plus influents, qui sont la
température en présence de DMAP, et la quantithideure d’acide en I'absence de DMAP.
En effet leur variation, dans le domaine expériraketal qu’il est défini, entrainent les plus

grandes amplitudes de réponses.

iii. Validation du modele
Dans une derniéere étape, les hypothéses formulésed qu choix du modéle doivent
étre validées. Il est alors nécessaire de défiaimduveaux essais afin de confronter les

résultats expérimentaux aux informations obtenaesgpmodéle mathématique.

A la lecture des tracés des effets moyens (figudeeB89), les combinaisons de
modalités qui permettent d’obtenir des valeurs makés ou minimales pour chacune des
réponses (DS et GP) peuvent étre repérées. |l esttex que le DS et le gain de poids
présentant la méme évolution, les combinaisons ai#alités qui ménent théoriquement a une
valeur maximale du DS, conduisent également & ateur maximale du GP. De méme les
valeurs minimales des réponses doivent étre obéepaar un méme essai. La validité du
modele est clairement démontrée par les essaiscylants 21 et 39 dans le cas des
expériences menées avec un équivalent de DMAReéaldl) et par I'essai 30 dans la série
des essais sans DMAP (tableau 32). Toutefois danslecnier cas, il est a noter qu'il
conviendrait d’effectuer un test supplémentairerges modalités correspondant aux valeurs

de DS et GP maximales afin de valider la forme tadeldu modele.

Tableau 31 : Traitements de validation pour la peeensérie d’essais (DMAP).
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Essai | Température Temps Qté RCOCI DS GP
) (min) (éq.)
21 90 5 1 — 1,31 50
39 130 30 2 — 1,95 160




Tableau 32 : Traitements de validation pour la sdecsérie d'essais (sans DMAP).

Essai | Température Temps Qté RCOCI DS GP
) (min) (éq.)
30 90 5 1 — 1,29 0
- 110 30 2 — - -

[11.2.6. Modélisation — Etude des surfaces de réponse

Dans un premier temps, nous avons mis en placdamndexpériences en carré latin
destiné a identifier les facteurs les plus inflgeet a localiser une zone d’'intérét. Nous
souhaitons maintenant, a l'aide de ce plan d'eepédas, modéliser les variations des

réponses GP et DS, et étudier les surfaces desémomstruites a partir de ce modele.

L’objectif de cette étude n’est pas de détermiesrdonditions optimales permettant
d’atteindre des valeurs maximales de DS et GP. §eeDle gain de poids seront désormais
considérées comme des variables de réponse, siMauations en fonction des parametres de
la réaction seront modélisées. Les courbes d’iem®p devraient permettre d’établir des
combinaisons des différents parameétres de la odagtbur répondre, de maniere optimale,
aux exigences d'un cahier des charges en termeSdet GP, pour envisager des applications
diverses de ces plastiques. Il s’agit en quelquie sbétre en mesure de prédire les conditions

expérimentales qui conduiront a la synthese d'astjgjue de qualité déterminée.

[11.2.6.a. Méthodologie

L’étude des surfaces de réponse est associéeilsdlivn d’un modele empirique,

dont la forme générale est un polyndme de deggé€rralement bien adapté aux problémes
d’optimisation :
Kk k k-1 k . .
Y=ap+Y axi+Y aix+Y D a;%X; ol xreprésente le facteur x & la modalité i.
i=1 =1 j=1j=i+1
Dans notre cas, le modéle polynomial s’écrit :
Y =g+ ax:+ axXe+ aXs
+ aX1” + BXo” + B3 Xa’

+ $X1Xo + &3X1X3 + S3XoX3
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La construction d’'un plan d’expériences consisteoes une fois a extraire un nombre
minimum N de traitements expérimentaux du domakpgemental, pour estimer de maniére
efficace les 10 coefficients du modele, avec comme condition>N10. L’estimation des

coefficients du modele fait appel a la méthoderdemdres carrés (Dodge, 1999).

Le nombre de coefficients du modele augmente ramadé en fonction du nombre de
facteurs, mais aussi en fonction du degré choisi fmpolynéme. C’est pourquoi on se limite
généralement a une forme polynomiale de degré 2 [®®ucontraintes eéconomiques de
I'étude. De plus, la contribution des monémes dgréleétlevé est généralement faible dans

I'explication de la variation de la réponse.

Si de nombreuses approches ont été proposées gpaanstruction des plans pour
I'étude des surfaces de réponse, il nous a paéveisgant et moins colteux en manipulations
de nous appuyer sur les premiers résultats obtantimide du plan en carré latin. Une
premiere analyse des résultats effectuée a I'aide ldgiciel de régression (NemrodW) a
suggéré, pour obtenir un modéle, des essais supptaires correspondant a des points précis

du domaine expérimental.

Les tableaux 33 et 34 rassemblent les coordonnésstrditements expérimentaux
nécessaires a la mise en place d’'une loi de régresstre les paramétres de la réaction et les
réponses observées. Il est nécessaire, avant deutléfinir une relation de codage pour
'analyse des résultats, afin de prendre en comdpte facteurs représentant des grandeurs
différentes, exprimées dans des unités différer@s.définit alors des variables X, sans

dimension, dont les valeurs particuliéres appangan a l'intervalle [-1 ; +1].

157



Tableau 33 : Plan d’expérimentation et résultagsshis (en présence de DMAP).

Essais Température Temps | Qté RCOCI

0 (min) (€q.)
21 90 5 1,0
22 90 15 15
23 90 30 2,0
24 110 5 15
25 110 15 2,0
26 110 30 1,0
27 130 5 2,0
28 130 15 1,0
29 130 30 1,5

Essais supplémentaires

39 130 30 2,0
40 90 30 1,0
41 130 5 1,0
42 90 5 2,0

Tableau 34 : Plan d’expérimentation et résultagsshis (sans DMAP).

Essais Température Temps Qté RCOCI

(W) (min) (D)
30 90 5 1,0
31 90 15 1,5
32 90 30 2,0
33 110 5 15
34 110 15 2,0
35 110 30 1,0
36 130 5 2,0
37 130 15 1,0
38 130 30 15

Essais supplémentaires

43 130 30 2,0
44 90 30 1,0
45 130 5 1,0
46 90 5 2,0
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DS GP
1,31 50
1,89 125
1,81 119
1,44 70
1,87 155
1,80 128
1,80 135
1,67 122
1,94 158
1,95 160
1,84 130
1,82 101
1,40 66
DS GP
1,29 0
1,55 86
1,57 63
1,44 82
1,85 157
1,63 114
1,84 167
1,71 131
1,84 153
1,63 139
1,49 105
1,38 47
1,39 95




[11.2.6.b. Analyse mathématique des résultats

L’objectif est maintenant de déterminer les 10 fioiehts de I'équation du modele et
les résidus qui correspondent aux écarts entrediesirs observées pour les réponses et les

valeurs prévues par le modéle pour chaque esgdadud’expériences.

D’une facon générale, les réponses GP ou DS, ngtéesuvent étre décrites, pour

chacun des essais du plan d’expériences, parrteefgénérale du modele :

_ 2 2 2
y=at+ aXs+ aXo+ Xzt aaXy + @oXo" + @3 X3" + aXaXo + azXaXz + @3XoXz + €

ou e =y -, appelé résidu, représente I'écart entre la valbaervée de la réponse, nojee

et sa valeur calculée yg,a, ..., &3 sont des coefficients a estimer.

Dans le plan d’expériences, comportant N pointségrgentaux, on peut écrire N
relations identiques a la précédente. Dans cetndieede relations, les coefficientsed les
résidus esont a estimer. La méthode des moindres carrésstera estimer les coefficienis a
qui minimisent la somme des carrés de ces résidlodge, 1999).

Si on prend en compte I'ensemble des traitememérerentaux, on est alors amené a
résoudre un systeme comprenant 13 équations corm#apt aux 13 traitements
expérimentaux mis en ceuvre dans le plan d’expégerice systéeme, sous forme matricielle
se présente comme suit :

(Y) = X)(A) + (E)

Dans cette expression, (X) représente la matricenddele, (A) la matrice associée

aux estimations des coefficients du modele etdEpatrice des résidus.
L’estimation des coefficients du modeéle (tableay && effectuée par la méthode des

moindres carrés et utilise I'équation matriciellévante :
(A) = (XX)H(X)(Y)
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Tableau 35 : Coefficients associés aux différerddétes.

Coeff. DS GP DS GP
DMAP Sans DMAP
o 1,90 145,83 1,83 154,18
a 0,01 12,12 0,12 38,70
2] 0,14 19,63 0,05 4,30
as 0,13 22,37 0,10 24,25
a1 0,08 4,13 -0,04 -11,95
32 -0,11 -23,37 -0,15 -25,83
ag3 -0,15 -13,00 -0,10 -22,00
a2 0,01 8,31 0,00 1,46
a3 0,01 -0,95 -0,01 -4,65
33 -0,11 -15,90 -0,08 -21,52

La valeur des estimations des coefficients des meséde degré 2 est comparable a
celle des coefficients des monémes de degré iralkiisent des courbures de la surface de

réponse.

Les réponses données par le modéle sont alorsudstg@ar I'équation suivante :
() = A

Les tableaux 36 et 37 réunissent les valeurs gesseés mesurées et calculées a l'aide

du modele. La comparaison entre ces deux répoasey,—y, permet de conclure a une trés

bonne qualité descriptive du modele (figures 9919t
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de DMAP).
Essais DS mesurg DS calcul¢ GP mesufé  GP calcy
21 1,31 1,35 50 51
22 1,89 1,84 125 119
23 1,81 1,84 119 120
24 1,44 1,46 70 75
25 1,87 1,88 155 155
26 1,80 1,77 128 123
27 1,80 1,83 135 135
28 1,67 1,71 122 128
29 1,94 1,97 158 159
39 1,95 191 160 159
40 1,84 1,81 130 129
41 1,82 1,83 101 105
42 1,40 1,34 66 60

Essais DS mesurg DS calcul¢ GP mesufé GP calcy
30 1,29 1,19 0 2
31 1,55 1,58 86 78
32 1,57 1,51 63 66
33 1,44 1,49 82 89
34 1,85 1,82 157 156
35 1,63 1,61 114 108
36 1,84 1,77 167 168
37 1,71 1,71 131 139
38 1,84 1,77 153 154
43 1,63 1,72 139 137
44 1,49 1,56 105 103
45 1,38 1,45 47 o1
46 1,39 1,44 95 86
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Tableau 36 : Comparaison entre les réponses maseiréss réponses calculées a partir du modelprésence

Tableau 37 : Comparaison entre les réponses masetréalculées a partir du modéle (sans DMAP).



DS calculé = f(DSmesuré) GP calculé = f(GP mesuré)
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Figure 90 : adéquation entre les valeurs mesutées ealeurs calculées des réponsesgrésence de DMAR

DS calculé = (DS mesuré) GP calculé = f(GP mesuré)
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Figure 91 : adéquation entre les valeurs mesutdes ealeurs calculées des réponsang DMAP).

[11.2.6.c. Analyse graphique du modéle

Comme nous l'avons indiqué précédemment, I'objetcdde étude n’est pas de
déterminer les conditions optimales qui permettioibtenir des valeurs maximales de DS et
GP. Bien sdr, les modeles mathématiques établimgitant de connaitre cette information.
Néanmoins, comme les caractéristiques physiquegrigtés mécaniques, thermiques,...) des
matériaux plastiques obtenus par estérificationxjésnes sont dépendantes du nombre de

chaines greffées, I'expérimentateur peut étre ameméonction du domaine d’application
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souhaité, a préparer des esters de DS variés. Hélmpermet alors de déterminer I'ensemble
des conditions opératoires compatibles avec un @®é (dans le domaine expérimental tel
gu’il est défini). Le choix des conditions expérmees sera guidé par les contraintes qui

s’'imposent au manipulateur (contraintes matérieesnomiques,...).

Si I'exploitation du modele a partir de I'équatiparait délicate, la restitution sous
forme graphique de I'équation du modele permeteganche de visualiser et d’interpréter les
variations des résultats d’essais. C’est ainsi mgdigant un des paramétres a une valeur
particuliére, on peut représenter I'équation dasphce sous forme d’une surface de réponse
(figure 92), ou dans le plan, sous forme de coubs®réponses (figure 93). Les courbes
d’isoréponses correspondent a la projection defaces de réponse dans le plan et
s’interprétent a la maniere des courbes de nive@@s représentations graphiques, tres
largement utilisées dans la méthodologie des pldiexpériences, constituent pour
I'expérimentateur, un véritable outil d'aide a késp de décision (Goupy, 1999).

Dans notre cas, en fixant successivement chacueetrdes variables aux trois
modalités qui leur sont associées, chacune desgsépdS et GP peut étre représentée par 9
graphes en trois dimensions ou 9 courbes d’isog®rEn considérant les expériences sans
DMAP, nous avons finalement établi 36 surfacesép@mse et 36 graphes d’isocontours, afin
d’exploiter au mieux le modéle. Nous ne préseniongue quelques-uns de ces traces, que

nous avons jugé comme étant les plus informatifs.

- Pour I'ensemble des essais effectués en présencBMiEP, I'examen des
coefficients du modele et des surfaces de répdiged 92) indique que la variation de la
quantité de chlorure d’acide n'a que peu d’effetlsuDS et le gain de poids, par rapport au
temps ou a la température de réaction. Ainsi, ganfi la quantité de chlorure d’acide a 2
équivalents, il est possible comme le montrentgegphes de la figure 93, de couvrir une

large gamme de DS.
Il est intéressant de noter que des DS forts (D& sont obtenus pour une large

gamme de temps et de température de réactiorenl st pas de méme pour les DS faibles,

qui nécessitent un contrdle strict a la fois deetapérature et de la durée de réaction.
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GP =f(T¢, temps)
Qté RCOCI =2 éq.

DS = (T, temps)
Qté de RCOCI =2 éq

140 i'.".‘...‘

T 10
eMmps (m/n; s 90

Figure 92 : Surfaces de réponse représentant ket Sgain de poids en fonction de la températudeigemps
de réaction, la quantité de RCOCI restant fixéesguvalents.

DS = (T, temps) GP = (TS, temps)
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Figure 93 : Courbes d'isoréponses représentanSletle gain de poids en fonction de la températtida
temps de réaction, la quantité de RCOCI restagefix 2 équivalents.

La diminution de la quantité de RCOCI n’a que p&ffet sur I'allure des surfaces de

réponse, et se traduit essentiellement par unedé@@inution de la valeur maximale atteinte

pour le DS et pour le gain de poids.
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- La comparaison entre les profils des surfaces dense obtenues avec ou sans
DMAP, fait apparaitre des différences remarquabens le cas des essais réalisés sans
DMAP, la quantité de chlorure d’acide semble étrdacteur aussi influent que la durée de la
réaction ou la température. C’est ce qu'illustrar pxemple, la figure 94, qui compare les
surfaces de réponse obtenues pour une valeur @éfintemps de réaction (10 min), avec et
sans DMAP.

a) DS =f(Qté, T9 b) DS = f(Qté, T9
Temps = 10 min, avec DMAP Temps = 10 min, sans DMAP

Figure 94 : Surfaces de réponse représentant kend&nction de la quantité de RCOCI et de |a teatpée de
la réaction pour un temps de réaction de 15 mieng)résence de DMAP, b) sans DMAP.

En effet, pour une température donnée, en présn&MAP, le DS reste quasiment
constant quelle que soit la quantité de chlorueeide. A I'inverse, en absence de DMAP,
'augmentation de la quantité de chlorure d’aciderique conduit a une substitution plus
importante. Ce résultat confirme le réle d’activeoié par le DMAP lors de l'acylation des

xylanes.

Par ailleurs, 'examen des surfaces de réponsévedaau gain de poids dans le cas
d’'une réaction sans DMAP, montre un déplacemenwdisirs maximales du gain de poids,
des fortes vers les faibles températures quancergg évolue de 5 a 30 minutes, et
inversement (figure 95). Ceci traduit le phénomédeedépolymérisation par hydrolyse des
polyméres en milieu acide (sans DMAP) et a tempésatlevée ou pour des temps de
réaction prolongés. Sans DMAP, les valeurs les plegés du gain de poids sont obtenues
pour des températures de réaction plus faibleeettemps de réaction plus importants. Le

réle du DMAP en tant que base dans le milieu réant! est ainsi confirmé.
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GP =f(Qté, T9 GP =f(Qté, T9 GP =f(Qté, T9
Temps =5 min Temps =10 min Temps =30 min

GP = f(Qté, temps) GP = (TS, temps) GP = (TS, temps)
T°=90C T°=110T T°=130T

150

15

Tempg (min) * s 10

Figure 95 : Surfaces de réponse représentant s&R DMAP) en fixant le temps, puis la température

Ci-aprés sont représentées les courbes d’isorépaaksives a la variation du DS en
fonction de la quantité de chlorure d’acide etelmps, en fixant la température a des valeurs
moyennes (90 et 110 °C) afin de limiter 'hydrolydes esters formeés (figure 96). Il est alors
possible de définir les conditions opératoires cisaht a des films plastiques de DS variant
de 1,25 a 1,90 ce qui représente la valeur quasinmade. Les gains de poids associés restent
cependant plus faibles par rapport aux valeurseiti@s pour un plastique de DS équivalent
obtenu apres acylation en présence de DMAP.
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Temps (min)

peut étre rédibitoire en raison de sa toxicité camaple a la plupart des produits dérivés de la

pyridine.

envisagées qui doivent guider I'expérimentateur. efffiet, il est admis que les propriétés
physico-chimiques des plastiques obtenus par @aylates polysaccharides par les acides

gras sont directement liées au taux de substitid@®meux-ci, qu’il s'agisse des propriétés
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Figure 96 : Isocontours représentant le DS (san&BMen fonction de la quantité de RCOCI et du temps

Il semble donc plus intéressant de travailler eds@nce de DMAP, ce qui permet
d’obtenir des plastiques avec des DS variés egdes de poids élevés. Cependant, dans le

cadre d’'une valorisation des xylanes et en vueed@ioes applications, la présence de DMAP

Dans tous les cas, que ce soit en présence ouenDIMAP, ce sont les applications

mécaniques, thermiques ou encore de la biodégtaddbredon, 2001).
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I11.3. Evaluation des propriétés mécaniques et thermiquesles
esters de xylanes

[11.3.1. Tests mécaniques

Les tests de traction sont les tests les plusséslipour évaluer les propriétés
mécaniques des matériaux, et notamment des theastoples. Ills permettent de déterminer

si un matériau est fragile ou ductile, rigide oude.

Le test de traction uniaxial permet d’étudier lemportement mécanique d’'un
matériau dans un large domaine (élastique, écomemspture). Il consiste a déformer une
éprouvette, de largeur initialg bt d’épaisseur initialep& vitesse de déplacement constante,
le long de son axe principal jusqu’a rupture. Large supportée par I'éprouvette ainsi que

I'allongement d’une zone de référence sont enneggist

Lorsqu’on représente la courbe contrainte / déftionapour un thermoplastique,
deux types de comportements mécaniques se supetrpole déformation élastique et la
déformation visqueuse ou plastique (figure 97).sCigurquoi on parle de matériaux visco-
élastiques. La zone pseudo-élastique se caracigaiséa linéarité entre la contrainte et la
déformation, les déformations étant instantanéesversibles, alors que le domaine plastique
(ou domaine d’écoulement) correspond a une défasmédnction du temps et irréversible,
pour lequel la déformation croit a contrainte canst. Ces deux régions sont séparées par
une zone de striction ou la contrainte diminue dsedeformation. Physiquement, le domaine
de striction s’accompagne d’'une diminution locaéeld section en un point particulier de
I'éprouvette, en méme temps qu’un fort allongemenal de cette zone. Dans le domaine
d’écoulement, la striction s’étend progressivemanta totalité de la partie calibrée de

I'éprouvette.

La réponse d'un matériau viscoélastique a une c#alion mécanique est donc
intermédiaire entre celle d’'un solide élastiquefggr pour lequel la déformatioms est
proportionnelle a la contraintg et suit la loi de Hooke :

o =¢E, E étant le module d’Young,
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et celle d'un liquide visqueux idéal, pour lequal Vitesse de déformationg(t)/dt est
proportionnelle a la contrainte qui suit la loi de Newton :

o =n dg(t)/dt, n désignant la viscosité du matériau.

Le tracé de la courbe contrainte / déformationufg97) permet alors de quantifier
certaines propriétés mécaniques telles que :

- le module d’élasticité ou module d’Youig(MPa), déterminé par la pente initiale
de la courbe qui est une mesure de la rigidité duérmu. Il correspond au facteur de
proportionnalité entre la contrainte et la défoipratians la zone de déformation élastique.

- la contrainte a la ruptureor (Mpa), soit la contrainte maximale que le matériau
peut supporter avant de se rompre, @atdhgement a la rupturer (%), caractéristiques de la

ténacité du matériau.

20

18
16 Allongement a la ruptureg
14

1

[N)

| Zone élastique Zone plastique
> < >

10
Résistance a la ruptt
8 ORr

contraintes (MPa)

Module d'élasticit
4 E

0 2 4 6 8 10 12 14 16

déformatiore (%)

Figure 97 : Courbe contraine / déformation powstée de xylane de DS = 1,86

Les mesures effectuées sur les plastiques étudidsregroupées dans le tableau 38.
Le tableau 39 présente quant a lui les caractguissi mécaniques de films d’applications
commerciales, dérivés de biopolymeres ou pour lass pommuns, de [lindustrie
pétrochimique. Nos résultats indiquent que d'uneniBra générale, les films formés se
caractérisent par de faibles valeurs de I'élongatiola rupture (de l'ordre de 10%). Les
valeurs obtenues pour la résistance a la rugtgreroches de 10 MPa, comparées a celles de
matériaux polymeres synthétiques comme le polyétteyltéréphtalate par exemple, sont

également faibles.

L’évolution des valeurs obtenues indique que le pomMement mécanique des films
plastiques est affecté par le degré de substitutiais aussi par I'utilisation de DMAP lors de
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leur synthése. Quand la substitution augmente files deviennent moins résistants, la
contrainte maximale que le matériau peut suppertant la rupture diminuant ; ils sont plus
fragiles, c’est a dire qu’ils possedent un domailastique moins étendu. Enfin ils sont moins
rigides (valeurs de E plus faibles), ces matérimoxtrent en effet une déformation élastique

plus importante.

Tableau 38 : Propriétés mécaniques des matériaux.

Echantillon E (MPa) or (MPa) &g (%)
DS =1,30 411,7 12,7 15,1
DS =1,86 366,4 8,4 12,4
DS =2,04 332,1 7,1 10,5
DS = 2,00 sans DMAP 657,1 5,6 5,2

D’un point de vue structural, les polysaccharidésnel maniére générale, et les
xylanes en particulier, doivent leur cohésion ppatement a I'existence de liaisons
hydrogene entre les chaines de polymere par Ihmddraire des groupements hydroxyle. Ces
liaisons font des matériaux obtenus a partir dégspocharides natifs des matériaux résistants
et peu déformables. A titre indicatif, un film obtea partir d’hétéroxylane de son de mais
non modifié ne subit que tres peu de déformatiastmue ¢ = 2%, tableau 38) et supporte
une contrainte a la rupture de l'ordre de 25 MPa. diminuant le nombre de liaisons
hydrogene, l'introduction de chaines alkyle seuiagar une diminution de la cohésion du
matériau, et donc une perte de résistance. Cesigsfié par I'évolution des valeurs dg,
qui prend alors des valeurs plus faibles de I'oalel0 MPa. Par contre I'introduction de ces
chaines apporte une plus grande flexibilité et peérdonc une déformation plastique plus
importante illustrée par les valeursaie Pourtant, s¢g voit bien sa valeur augmentée entre le
polymére natif et le polymere partiellement substi{DS = 1,3), quand le taux de substitution
augmente, la capacité du matériau a se déformenuémprobablement pour des raisons
d’encombrement des chaines qui ont alors tendaramopter une conformation de plus en

plus rigide.

Le tableau 38 met en évidence la fragilité desditvhtenus sans DMAP, ceux-ci sont
moins résistants, moins déformables et plus rigi@exi peut étre encore une fois relié au
phénomene d’hydrolyse partielle du polymére au cale la réaction en I'absence de base

dans le milieu réactionnel. La masse moléculaie mtdymeéres diminuant, on constate une
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diminution des performances mécaniques du matétiame rupture plus fragile. L'influence

de la masse moléculaire sur le comportement méeardges matériaux est par ailleurs déja
connue. Nous pouvons citer 'exemple du polyéthglgni selon son degré de polymérisation
mene a deux types de composes, le polyéthylene keusité (PEHD) de masse moléculaire
de l'ordre de 200 a 500 000 et le polyéthyléneaultaute masse moléculaire (UHMWPE,

ultra high molecular weight polyethylene) pour lefla masse peut atteindre 6 000 000. Ce
dernier constitue un matériau extrémement résigianvant étre substitué au Kevlar pour

certaines applications.

Tableau 39 : Caractéristiques mécaniques de diff@féms de polymeres (d’aprés
http://www.goodfellow.com).

Appellations Module de Résistance a Elongation a
Nature du film commerciales tension la traction la rupture
communes E (GPa) or (MPa) £r (%)
Hétéroxylane de son de mais natif 25 2
Cellulose régénérée Cellophané 5/3% 120/58 18/55%
Acétate de cellulose CA Clarifoil®, Dexef’ 1,0-4,0 12-110 15-55
Esters d'acide gras de cellulose 2/0,8 7/17°
(Wang, Tao, 1994)
Polyhydroxybutyrate PHB 3,5 40
Polyhydroxybutyrate / 0,6-10/0,8-1,2 25-30/25-3¢  7-15/5-1C
polyhydroxyvalérate
PHB / PHV
Polyéthyléne basse densité Alkathené, 0,1-0,3 5-25 100-700
PEFD Carlond,...
Polyéthyléne haute densité 0,5-12 15-40
PEHD
Parafilnt’ 300
Polystyréne PS Polystyrof’, 2,3-4,1 30-100 1,6
Styror®
Polypropyléne PP Appryl®, Hostalen 2,2-2,4 130-300 50-1000
PP,...
Polyéthyléne téréphtalate PET Mylar®, Melinex®, 2-4 190-260 60-165
Hostaphafi
Polychlorure de vinyle Corvic®, Evipol®, 2,5-4,0 25-70 60
Polyéthyléne naphtalate Kaladey, 5-5,5 200 60
PEN Kalidar®

daleurs longitudinales/transversal¥3S=0,8/2,7.
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Les performances des films obtenus, comparées lesceles films d'origine
pétrochimique peuvent paraitre faibles. Cependsustinsérent tout a fait dans la gamme des
films de biopolymeres existants, et en particulisr présentent une meilleure résistance

meécanique que les esters de cellulose.

[11.3.2. Analyse thermique

Lorsqu’ils sont soumis a des températures de pluples élevées, les matériaux
plastiques passent lentement de I'état solide plusmoins rigide a I'état de liquide treés

visqueux.

La transition vitreuse () est le passage d’'un état vitreux a un état choutjue,
caractéristique des matériaux polymériques amorpB#e correspond au passage d'une
agitation moléculaire locale de faible amplitudeyrée agitation importante s’étendant sur
I'ensemble des chaines macromoléculaires. Ellerestlation directe avec différents facteurs
structuraux. La { est affectée par la flexibilité des chaines gesffélorsque la flexibilité
augmente, la g diminue. A linverse, sa valeur augmente avecaldlet et la polarité des

groupes latéraux, et avec la masse moléculaire.

Sur le plan industriel, laglfixe la température a partir de laquelle il y rdimsement
du matériau et donc possibilité de mise en ceuNreest important qu’une fluctuation
thermique accidentelle ne provoque pas une subitation des propriétés du matériau. Il faut

donc que la J'soit suffisamment éloignée de la température lgsation.

Dans le cas des matériaux semi-cristallins, unenan¢ation de la température, au-
dessus de lagJ peut permettre de mettre en évidence une zorfesiten du matériau. La
température de fusion €orrespond a la rupture des liaisons faibles thkamene cristalline du
matériau, conduisant a un état liquide désordomeé matériau fondu peut alors subir

différentes techniques de mise en forme.

[11.3.2.a. Résistance thermique

Une analyse thermogravimétrique a été réaliséedaditudier le domaine de stabilité
thermique des plastiques obtenus. Un exemple dmtggamme pour I'ester de DS = 1,3 est
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représenté figure 98. Un début de dégradation lestreé aux alentours de 250°C pour tous
les plastiques étudiés (tableau 40), et la pertaakse associée dépasse 80 % des 380°C.
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Figure 98 : Thermogramme mettant en évidence leadégjon du matériau, et la perte de masse associée
(plastique de DS = 1,3).

La détermination de cette température permet der fita limite du domaine

d’application du matériau (sa mise en forme etgdisation).

Tableau 40 : Propriétés thermiques des matériaux.

Echantillon T Ts Ty
DS =1,30 nd 190 260
DS =1,86 133 220 260
DS =2,04 nd 225 260
DS = 2,00 sans DMAP nd 235 260

T, = Température de transition vitreuse=TTempérature de fusiony ¥ Température de début de dégradationn
nd : valeur non déterminée.

[11.3.2.b. Etude des transitions thermiques

La calorimétrie différentielle (Differential Scamgy Calorimetry DSC) permet de
détecter les effets thermiques (phénomenes endxathermiques) se produisant lors d’'une

transformation ou d’'une évolution structurale duémnau polymeére. Cette technique permet
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donc de mettre en évidence les différentes tramsitenthalpiques du matériau, telles que la
fusion/cristallisation, I'évaporation, la décompasi, etc... La mesure revient a déterminer la
quantitéeAH (variation d’enthalpie positive ou négative) mese jeu lorsque le matériau est
soumis a une variation de température parfaitemeddire avec le temps. Lors d’'une analyse
calorimétrique, le thermogramme enregistré cornegd@ola variation dH/dT, c’est a dire celle
de Cp (chaleur spécifique), avec la températuresDacas des polymeéres amorphes, la DSC
est couramment utilisée pour déterminer la températle transition vitreuse, laquelle

s’accompagne d’une forte variation de chaleur $pg@ G, = dH/dT.

L’'analyse des courbes obtenues indique que ledmé fplastiques étudiés sont des
matériaux semi-cristallins, caractérisés par unmpégature de fusion (tableau 40). La
température de fusion augmente avec le degré dstitsion du film plastique étudié,
évoluant de 190°C (DS = 1,3) a 225°C (DS = 2,04) T; correspondant au film plastique
obtenu sans utilisation du DMAP est légerement glesée (235°C). Il est a noter que le
début de la fusion débute sensiblement a la mémpéeture, vers 160°C, pour les 4

plastiques.

Cette technique n’'a cependant pas permis d’obséavaansition vitreuse, et nous
suggérons une analyse supplémentaire par DMTA \s@ahermomécanique dynamique),
gui semble étre plus adaptée pour des matériaurélsstiques.

[11.3.2.c. Spectrométrie mécanique

Une des caractéristiqgues fondamentales d’'un polgntirectement liée a sa structure
macromoléculaire, est son caractere viscoélastigeidait que le comportement mécanique
d’'un polymére soit sensible a la vitesse de sddliicn signifie que le matériau, ayant subi une
perturbation, tend a revenir a I'équilibre avec wieétique qui lui est propre. C'est le
phénomene de relaxation. Les relaxations sont dugsmouvements moléculaires résultant

de I'agitation thermique.
L’'analyse thermomécanique dynamique (DMTA) permekplorer dans une large

gamme de vitesses et de températures les relagataors les polyméres. On étudie pour cela

la réponse d’'un matériau a une sollicitation dyrgaraipériodique. Dans la pratique on utilise
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des sollicitations de forme sinusoidale. Il estralpossible d’évaluer les deux modules
associés aux matériaux viscoélastiques : le moéialstique dynamique (E’) et le module
visqueux (E”). Le premier est analogue au modul& oleng et caractérise la partie d’énergie
accumulée dans I'échantillon sous forme élastiqoac récupérable. Le module visqueux E”
ou module de perte, est quant a lui directemenpgtmnnel a I'énergie dissipée dans le
matériau par frottements internes, ceux-ci réstultienla viscosité du milieu. Le tracé de la
courbe du rapport E"/E’, appelé facteur de pertetanud, en fonction de la température

permet de repérer les températures de transitigpgoyunere, et notamment lg.T

La figure 99 présente le spectre mécanique enrégisur le film plastique de DS =
1,86. Dans le domaine visco-€lastique linéaire, dapasse par un maximum lors de la
transition vitreuse, et la courbe représentant ¢elute élastique dynamique E’ présente un

point d’inflexion pour cette valeur de la températu
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Figure 99 : Spectre mécanique d’'un ester de xyd@nBS = 1,86 (a 1Hz).

Le matériau considéré présente une transition ugrea 133°C. Les transitions
vitreuses correspondant aux autres matériaux tedtdaterminer. Compte-tenu des résultats
décrits dans la littérature pour des esters cdliglees, on peut cependant penser que la
variation des J en fonction du DS doit étre faible (Fredon, 200%ec une F de l'ordre de
130°C, nos matériaux, a température ambiante,dzord leur domaine vitreux, cassant, et les
valeurs obtenues pour l'allongement a la ruptureeake plastiques, faibles, confirment cette
observation. L'ajout d’'un plastifiant, comme le ¢fyol par exemple, en abaissant |g T

permettrait d’élargir le champ d’applications pees matériaux.
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l1l.4. Modélisation moléculaire du xylane natif et du xylae
substitué

Cette étude a été réalisée au Centre de RecharchessMacromolécules Végétales
de Grenoble. Les calculs ont été effectués pamiKdazeau (directeur de recherche), sur une
station de calcul Silicon Gaphics au Centre d’Ekpéntation et de Calcul Intensif (CECIC,
Grenoble).

[11.4.1. Quelques généralités sur la modélisation moléculardes polymeres

La stabilité de la structure tridimensionnelle dumolécule est déterminée par les
interactions intramoléculaires, les interactiongerimoléculaires et les interactions avec le
milieu extérieur (solvant). La recherche des camfitions stables d’une molécule consiste a
déterminer les minima de I'énergie globale d’intéi@n. Cette énergie peut étre calculée par
des méthodes quantiquesb initio et semi-empiriques, qui rendent compte de
'environnement électronique des atomes, mais @uipauvent étre utilisées que pour de
petites molécules ne comportant que quelques @gaitatomes, au plus. Dans le cas des
polyméres, étant donné le nombre tres élevé d'aomeonsidérer, la modélisation fait
intervenir des méthodes empiriques telles que laamgue et la dynamique moléculaires.
Ces méthodes se basent sur l'utilisation d&bamp de forcequi représente I'environnement

électroniqgue moyen de chaque type d’atome.

Le champ de forces est une somme de contributiéas d’'une part a la géométrie
interne de la molécule, tenant compte des longugeiigaisons, des déformations angulaires
et des torsions, et d’autre part aux interactiorieeeatomes non liés, telles que les interactions
électrostatiques, les interactions de Van der Weialss liaisons hydrogéne. L’expression du
champ de forces est ainsi décomposée en un termaenoiéculaire (Va), exprimant les

interactions entre atomes liés, et un terme inté&outaire (Mnte) OU Non liant :

V = Vintra + Vinter = Z Vélongation+ Z Veourbure + Z Viorsion + Z Velectr + Z Vvaw + Z Vhb

liaisons angles diedres atomesonliés atomesonliés atomesonliés

Chaque terme de cette expression est représenténpdionction mathématique. La
paramétrisation, c’est a dire I'ajustement de ocmsctions mathématiques au moyen de

méthodes expérimentales ou quantiques, au typeotieute considérée, varie d’'un champ de
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forces a l'autre. Dans le cadre de notre études mwans employé un champ de forces de type
PCFF (Polymer Consistent Force Field), spécifigqliétade des polymeres.

La mécanique moléculairest I'application directe d'un champ de forcesmasystéme
donné. Aprés avoir généré une conformation donrtéeakeulé I'énergie associée, la
molécule ne se trouvant pas dans son état énargéliqplus stable, il faut optimiser sa
structure pour approcher la structure la plus conéoa la réalité. Il faut donc minimiser
I'énergie puisque les conformations les plus prédmborrespondent aux états de plus basse

énergie.

Dans le cas des polymeéres, le minimum global cpard a la configuration de la
chaine au sein du cristal. D’un point de vue enfpog cet état est difficilement accessible
pour une longue chaine de polymeére. Il existe &t eh seul minimum global mais un trés
grand nombre de minima locaux. Plusieurs procédieegcherche de minima existent. Leur
point commun est de franchir des barrieres de pietggermettant ainsi d’atteindre plusieurs
points de I'espace conformationnel. Pour le tragietrdes polymeres, trois types de méthodes
peuvent étre employées. La procédure de Ramachmmgliea nous avons utilisée et qui est
détaillée par la suite, est une recherche systqoetile minima. La procédure de Monte-
Carlo est une technique stochastique basée stahéiionnage de I'espace conformationnel
par génération de structures aléatoires. Enfindthode du recuit simulé consiste a porter le
systeme a haute température, I'énergie cinétiquenie permettant ainsi de franchir des
barrieres d’énergie élevées. On effectue ensuitefunidissement lent. Les atomes sont alors

animés d’un certain mouvement : il s’agit d’'une ayrique moléculaire.

l11.4.2. Analyse conformationnelle des motifs disaccharidiges

Dans un premier temps, nous nous attachons a é&éwmhformationnelle du
disaccharide constituant le motif de répétitiodadehaine principale du polymere, c’est a dire
le xylobiose dans le cas du xylane natif, et Ibblipse substitué sur les positions 2 et 3 par
I'acide laurique pour le polymére modifié. L'anadysonformationnelle a pour but d’isoler les

conformations les plus probables que peuvent adopgedisaccharides.

Les conformations des disaccharides sont défirmedgs difféerentes orientations des

deux résidus autour de la liaison glycosidique iajue par I'orientation des groupements
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exocycliques, et par les fluctuations des cyclesamyse (figure 100). Les orientations
relatives de deux monosaccharides sont exprimédsrere d’'angles de torsion de liaison
glycosidique @ et . Pour une liaison de type-{34) : ¢ = O5-C1-0O4-C, et = G- O, -Cy4-
Cs.

OH
0
® HO
HO HO (@] OH
OH W 0

Figure 100 : Schéma du xylobiose avec ses anglezsien.

Le colt énergétique pour faire varier les principaegrés de liberté des molécules
par rapport a leur position d'équilibre, peut ééealué a environ 100 kcal/mol pour les
liaisons, 10 kcal/mol pour les angles de valence letal/mol pour les angles de torsion. Le
faible colt énergétique de ces derniers indiquelegigariations des angles de valence et des
liaisons sont faibles et qu’elles n’interviendropds dans une exploration de |'espace
conformationnel. Ainsi, les conformations molécrdai seront largement décrites par
'ensemble des angles diedres. La variation sydigoedes angles de torsion glycosidique
permet d’explorer tout I'espace conformationnelda&tngendrer un panel de structures.
L’analyse conformationnelle autour de la liaisopcgksidique consiste a faire varier la valeur
des angles diedraget par pas réguliers de 0 a 360°. A chaque pairegiEa diédres va
correspondre une énergie dont la valeur est repasté un graphe. Les contours iso-
énergétiques ou cartes de Ramachandran ainsi @steoastituent :

- des cartes rigides lorsque les structures sonliétgtar incrémentation des angles
sans relaxer la géométrie des résidus ;

- des cartes relaxées lorsque pour chaque posii®amples diedres, les parametres
internes de la fonction d’énergie sont optimisésmpiaimisation d’énergie.

- des cartes adiabatiques lorsque pour chaque paitégpace @; V), I'orientation

des groupements exocycligues a également été spemi

Ces cartes d’'iso-contours constituent une représent graphique des variations
d’énergie en fonction de l'orientation relative demnosaccharides. Elles localisent les
minima d’énergie et indiquent les possibilités tBmconversions entre les différents

conforméres stables, et la hauteur des barrieéggedjie a franchir.
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Les cartes adiabatiques,({)) pour les diméres natif et substitué sont préssriigure
101. L'analyse conformationnelle des disacchari@exé réalisée avec le champ de forces
MM3, spécialement congu pour la modélisation dasides, prenant en compte l'effet
anomerique. La carte du xylobiose fait apparaitratig zones énergétiquement favorables
(tableau 41). Ces régions d’énergie minimale dedemt les structures les plus stables
représentées figure 102. La zone de plus bassgiéngr désigne les conformations les plus
stables correspond a des orientatigiagiche-(180°< @ et Y <360°) des angles diedres
@ety. Ces conformations sont relativement étendues. Egfms @auche; gauched et
(gauche+ gauche)} correspondent a des conformations repliées. Glotent I'énergie
converge vers trois domaines angulaires localisgésise diagonale correspondant aux axes
hélicoidaux, de type;3majoritairement, que I'on retrouve dans les streg cristallines des
xylanes ou d’autres polysaccharides comparablesdg@@arajan et Rao, 1969). Notons que les
conformations correspondant aux trois valeurs diedes plus basses sont stabilisées par

des liaisons hydrogene Q305 pour les deux premiéeres et.Q®2 pour la troisiéme.
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Figure 101 : Cartes d'énergie conformationnellexéés du xylobiose (a gauche) et du xylobiose suéga
droite). Les différents contours correspondentsiéergies comprises entre 1 et 10 kcal’nepksont séparés
par 1 kcal.mot (en énergie relative).

La carte du xylobiose est similaire a celles désrfiour des disaccharides liés par une
liaison glycosidique de typg(1-4) tels que le cellobiose (Rees et Skerrett, 1948p
mannobiose (Petkowicz ebll., 1998). Les différences constatées, notammentdesines
d’énergie accessibles moins étendus pour les aoatns repliées, sont a attribuer a
I'absence de groupement hydroxymeéthyle en poshialans le cas du xylobiose. En effet ce

groupement contraint la structure en augmentantgéae stérique et en permettant
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I'établissement de liaisons hydrogene inter-résidosnme dans le cas du cellobiose

notamment).

Tableau 41 : Valeurs des angles de torsion et égerglatives des conformations d’énergie minincke
disaccharides.

Conformation ?(°) W () dE (kcal.mol ™)

Xylobiose 1 280 280 0,00
2 260 200 0,51

3 260 60 1,28

4 60 240 2,81

5 80 300 2,82

Xylobiose r 60 240 0,00
2,3-substitué > 180 140 050
3 280 80 0,57

4 220 200 1,80

5 120 240 2,09

6’ 280 280 2,86

1 L
2 2
3 3

Figure 102 : Représentation des trois conformatienplus stables du xylobiose (a gauche) et dolxgse 2,3-
substitué (a droite).
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La carte du xylobiose substitué (figure 101) eseasomparable a celle du xylobiose,
avec une région principale pour les configuratiétendues, et deux régions auxiliaires
correspondant aux conformations repliées. En rdwan@ire totale accessible est moins
importante que pour le xylobiose non substituégeeindique une plus grande rigidité des
conformations stables pour ce dimére. Les confaomsitd’énergie minimale sont toutes
alignées suivant un axe transversal allant desitatiens ¢auche+ gauche}, (trans trans),
(gauche; gauche+). La zone des conformations étendues, aire la gthisle dans le cas du

xylobiose, correspond a des orientations moinsiggiées.

[11.4.3. Construction de chaines de xylane — Etude de I'étatistallin

Des hélices régulieres ont été construites a padesrgéométries d’énergie minimale
définies par les cartes d'énergie potentielle desixddisaccharides. Les hélices sont
caractérisées par deux parameétresqui correspond au nombre de résidus par tour, ket
projection d’un résidu sur I'axe de I'hélice. Una@leur positive d@& définit une hélice doite et
une valeur négative de, une hélice gauche. A partir des conformationsples stables
définies précédemment, un programme développé amave POLYS, modifie les valeurs
des angles diédres afin d’obtenir une valeur enfurn. Avec ces valeurs optimisées de
@ety, les hélices sont construites. Enfin ces structsoas relaxées par minimisation avec le
champ de forces MM3. Les parametres structurauicdigaux et énergétiques des hélices
les plus stables construites a partir des deuxocordtions disaccharidiques les plus stables

sont présentés dans le tableau 42. Ces hélicesegmatentées figure 103.

Tableau 42 : Parameétres structuraux et énergétitpeehélices les plus stables.

. . . dE dE
Chiralité n h eC) W) calmol®)  (kcal.mol?)
Hélice 1 2 1044 272 208 10 16
Hélice2 Gauche 3 15,29 289 263 1 0

Pour cette étude, nous avons considéré au démahéliees comportant 2 a 6 résidus
par tour. Les résultats ont cependant montré qukesédes configurations les plus étendues
avec un pas compris entre 10 et 15 A (2 ou 3 régidu tour) sont favorables du point de vue

énergétique. De plus les hélices générées a pladirconfigurations repliées (3,4 et 5) des
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disaccharides ne sont pas stables. Concernanéleges substituées (figure 103), on peut

observer un repliement des chaines alkyle qui @ehmentourer la chaine principale de

5
3

Figure 103 : Hélices,2t 3 du xylane natif et du xylane substitué.

xylose.

Ces résultats, dans le cas des xylanes, sont endaaeec des résultats de diffraction
X (Atkins, 1992) et les hélices obtenues constitwere image satisfaisante de ces polyméres
dans leur état cristallin. Toutefois, les chainegpdlymere au sein d’'un matériau amorphe ou
semi-cristallin tels que les plastigues que nousnavsynthétisés, adoptent dans leur
conformation d’équilibre la forme de pelotes stajises. Dans ce cas, les hélices ne sont plus
représentatives du matériau et I'étude d’une chiariée n’est plus suffisante pour décrire les

propriétés de celui-ci.
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[11.4.4. Etudes des matériaux en phase amorphe

Considérons un systeme désordonné dans lequeblgrgres adoptent un tres grand
nombre de conformations possédant chacune une lplidhal’apparition non nulle. La
probabilité de trouver une configuration corresportdau minimum global de I'énergie est
infime. Le calcul des propriétés du polymére en sphamorphe nécessite alors la
connaissance du comportement statistique de laehai

La représentation en volume d’'une chaine de polgraénsiste a définir une boite de
simulation, dans laquelle on positionne au hasarchotif de répétition, dans notre cas le
xylobiose, dans une de ses conformations stablaschHaine de polymere est ensuite
construite aléatoirement, en introduisant les tésitch par un dans la cellule. La conformation
est retenue si le résidu ajouté n’induit pas uneeg&érique trop importante vis-a-vis des
résidus déja présents. Pour éviter les effets d# dpoe généreraient une boite finie, on utilise
en général desonditions aux limites périodiquesgui consistent a reproduire la boite de
simulation de facon tripériodique dans I'espacentamt ainsi un macroréseau. La taille de la
boite est définie par son aréte, qui est détermin@artir de la racine cubique du volume
molaire du matériau. L’application des conditions dimites périodiques signifie que toute
molécule sortant par une face du cube va entremaattquement par la face opposée : la
densité est ainsi préservée. Le systeme est atmsideéré périodique, sa périodicité étant

égale a l'aréte du cube (figure 104).

Figure 104 : Représentation des conditions auxesrpériodiques.
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Afin d'éviter les artefacts apportés par des calcdlinteractions non liantes
supplémentaires, la convention de I'image mininesteutilisée (figure 105). Cette convention
considere uniquement les interactions entre deuxed dont la distance de séparation est la

plus courte.

®

@ Q

Q Q

Q Q

Figure 105 : Représentation schématique de la ecioved'image minimale. L'interaction entre deupmies A
et B, présents au sein de la cellule principalesaera pas prise en compte si la distance entréezesatomes est
supérieure a la distance entre A et B’, B’ étantdge de B dans une autre cellule.

Apres avoir défini la géomeétrie, il est nécessdeedéfinir le potentiel qui va décrire
I'interaction entre les particules du modéle. L&whdu potentiel intermoléculaire demande
ici beaucoup de temps, c’est pourquoi il est néiessl’'introduire des procédures permettant
de réduire ces temps de calcul. L'une des apprdiomsa admises consiste notamment a

négliger les interactions non liantes au-dela d'ceraine distance.

L'étape suivante consiste a attribuer a chaqudacpétune vitesse ; celle-ci est en
général choisie aléatoirement, suivant une digiohude type Maxwell-Boltzmann. La phase
d’optimisation de l'occupation de la cellule estpiontante : elle permet par une série de
simulations de dynamique moléculaire de corrigecdafiguration de départ, et ainsi de

rendre le modeéle plus conforme a la réalité.
Le principe d’'unadynamique moléculairest d’animer une molécule, ou un ensemble

de molécules, d'une trajectoire quasi-réelle. Poeia, le calcul integre les équations du

mouvement. Afin d’éviter la divergence du systerae conformation de départ doit étre
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stable, c’est pourquoi une simulation par dynamigéeessite au préalable une étape de
minimisation de I'énergie. Généralement, on empltdés équations newtoniennes du
mouvement. Les coordonnées moléculaires et lességea un instant (t3) sont obtenues a
partir de la connaissance des coordonnées et tEesses des atomes a l'instant t. Le pas
d’intégration dépend du type d’intégrateur. Pours ncalculs, nous avons employé
I'algorithme de Verlet (1967), un des intégrateles plus couramment utilisés, avec un pas
d’intégration de 1 fs, durée pendant laquelle lessges sont supposées rester constantes.

Lors d’'une simulation par dynamique moléculairdpat instant la positionr) et la
guantité de mouvemenp)( des atomes constitutifs du systéme sont accdessibn état
microscopique d’un systeme donné est alors cars€tpar I'ensemble des valeurs p}. La
finalité de la dynamique moléculaire réside danscéanpréhension et la prédiction de
phénomenes macroscopiques. Pour ceci on utilisphisique statistique et les notions
d’ensembles statistiquesui permettent de relier les propriétés microfpags aux propriétés
thermodynamiques (macroscopiques) du systeme.

Pour modéliser les solides amorphes de xylane etytbne substitué, nous nous
sommes appuyés sur les résultats obtenus poullldose (Mazeau et Heux, 2003). Dans
chacun des cas, une chaine de DP 50 a été inséréeide boite périodique (figure 106) et la
densité initiale est fixée & 1,25 gént’est & dire légérement inférieure & la densitéristal
de xylane de 1,3 g.cfn
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Figure 106 : Cellules modélisant les solides amespdu xylane natif (& gauche) et du xylane suléspar les
chaines grasses (a droite).

185



Par la suite, le calcul de parametres de solubdé@éHildebrand &), équivalent au
calcul de la racine carrée de la densité de I'éeedg cohésion, permet de révéler la
« qualité » des structures obtenues. Ces paransstnéseportés dans le tableau 43.

Tableau 43 : Densités d’énergie cohésive (CEDpadpétres de solubilitd) du xylane et du xylane substitué.

CED
(kcal.mol™*.cm®) (J.cm®)Y2
Xylane natif 0,108 + 0,024 27,16 + 3,09
Xylane 2,3-substitué 0,043 + 0,051 15,55 + 7,36

Pour comparaison, ces parametres avaient été espianéles travaux antérieurs pour
la cellulose amorphe (Mazeau et Heux, 2003) : CED,672 kcal.mot.cm® et 5 = 68,33
(J.cm®)Y2. Ces valeurs sont largement inférieures dans sedcaxylane, signifiant que la
cohésion du solide dans ce cas est moins import@ete résultats peuvent étre attribués a la
présence du groupement hydroxyméthyle en positida éellobiose, qui contribue largement

aux interactions intermoléculaires.

La comparaison des valeurs de ces parameétres @owldne et le xylane substitué
semblent indiquer une cohésion moins importantendiériau substitué par les chaines
grasses. Les valeurs calculées des parameétresesoetfet nettement inférieures a celles
obtenues pour le xylane natif. Cette diminutionlal€ohésion due a la substitution apporte
donc un plus grand degré de liberté a I'ensembdecdpacité des chaines de polyméres a
glisser les unes par rapport aux autres est dogmewntée, ce qui pourrait expliquer le

caractére plastique du matériau substitué.
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[11.5. Conclusion

Au cours de ce travail consacré a l'obtention @estgras de xylanes, nous avons
montré que les hémicelluloses, et plus particutienat les glucuronoxylanes qui nous
intéressent dans cette étude, peuvent étre tram&ésr en matériaux plastiques hydrophobes.
L’acylation est réalisée en phase homogene, eisaritl un solvant peu toxique, le DMA et
peut étre effectuée avec un activant, le DMAP, déimiter la dégradation des esters formés
par l'acide chlorhydrique, ou sans DMAP avec desdements légérement plus faibles,
limitant ainsi l'utilisation de produits toxiquetes plastiques obtenus ont des degrés de

substitution variables compris entre 1,3 et 2 (8uw®n totale).

La mise en oeuvre d'un plan d’expériences a pedaigieux appréhender la réaction
et d’en maitriser les paramétres les plus impatadbus avons ainsi identifié les facteurs
principaux qui régissent I'acylation des xylanesretdélisé cette réaction dans un domaine
expérimental défini, par l'utilisation d'une métlede régression. Nos résultats démontrent
gue des valeurs de DS élevées voire maximales peéwe facilement obtenues, dans une
large gamme de température et de temps de réaatien,ou sans DMAP ; une température
modérée associée a une durée de réaction légerpnodorigée permet cependant de limiter
I'hydrolyse du polymére et donc une diminution @mdement. L'obtention d’'un plastique
faiblement substitué nécessite par contre un fitict sontréle des parametres de la réaction.
Quelques-unes des caractéristiques physico-chimigieeces plastiques ont été estimées,
notamment leur température de transition vitreuge egt située autour de 130°C. Cette
derniere définit les domaines d’applications, aimgie les propriétés mécaniques des
matériaux, qui dans notre cas, sont comparabledlés de I'acétate de cellulose, largement
exploité d’'un point de vue industriel. Ce modele;dela de son caractére descriptif, possede
également un caractére prédictif. Il est alors iptessle répondre a un cahier des charges qui
imposerait des valeurs de DS et de gain de poiddelUmodéle pourrait inclure par la suite
d’autres propriétés, notamment les propriétés méoas. La généralisation de cette réaction
a d’autres acides gras avec un nombre de carbapésiesur ou inférieur, ainsi que I'ajout de
plastifiant tel que le glycérol, permettraient demir une gamme de plastiques de propriétés

meécaniques et thermiques variées avec des donwamdications plus larges.
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Enfin, une étude par modélisation moléculaire noeisseigne sur l'organisation
tridimensionnelle des xylanes a I'état natif et dgkanes substitués par les chaines grasses,
dans I'état amorphe. Elle démontre que les chajreesses renforcent la flexibilité des chaines

de xylane, leur conférant ainsi des propriétéstipjass.
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Conclusion genérale






Le travail présenté apporte d’'une part des dono@esernant I'extraction et I'analyse
structurale des xylanes du bois, et d’autre pasp@se une nouvelle voie de valorisation

chimique pour les déchets de la filiére bois.

Notre étude est construite autour de deux objentifisplémentaires :

- établir un état des lieux bibliographique sur legames, et apporter une
contribution aux méthodes d’extraction et de ca&mdtion structurale des glucuronoxylanes
du bois,

- et obtenir par greffage des xylanes une nouveltgliiade bioplastiques a partir de

ces polysaccharides.

La premiére partie de notre travail a permis dansptemier temps d'établir la
composition chimique de sciures d’essences diveesesxtrayant de maniére séquentielle et
sélective les constituants du bois. Nous avons aboisi de concentrer notre travail sur les
sciures de chataignier, puisque celles-ci permettbextraire des xylanes tres purs, en
quantité. Aprés un travail d’optimisation des cdiatis d’extraction, nous proposons un
protocole simple a mettre en ceuvre, dont le nondb¥tapes est limité, et qui permet de
recueillir la quasi totalité des xylanes présed®% de la masse séche de bois). L'étape de
délignification s’est révélée indispensable pourtimoer les rendements d’extraction.
L’'analyse de composition a montré, grace a [lidadiion de l'acide 40-
méthylglucuronique, qu’il s’'agit de @-méthylglucuronoxylanes, typiques des bois de
feuillus. Nous proposons un modéle structural de mwlécules, constitué d’'une chaine
principale d’'unités xylose substituée par I'acid®-4néthylglucuronique, avec en moyenne
une unité d’acide uronigue pour six unités xylas@t un polysaccharide acide. Les xylanes
du bois de chataignier sont donc présents en dgéafacilement extractibles et homogenes en
composition. lIs nous ont donc parus étre de banslidats pour servir de support chimique a

I'élaboration de matériaux plastiques.
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Ce projet qui s’inscrit dans une perspective densation des co-produits forestiers a
pour vocation de déboucher vers une applicatiomgtigtlle. C’est pourquoi, apres avoir
montré que les xylanes pouvaient étre tranformésateriaux plastiques par greffage de
chaines grasses, nous avons mené une étude &maas technologique dans cette seconde
partie, visant a maitriser les caractéristiquespiiestiques formés. L'optimisation du procédé
de transformation des xylanes passe par la commsé&redes mécanismes chimiques mis en
jeu et par la définition des parametres influergdadréaction. Les outils mis en ceuvre ont
permis de modéliser I'influence de chacun des patas et de leurs interactions sur les
caractéristiques physico-chimiques des plastiqueenos. La température et le temps de
réaction sont les facteurs déterminants et doig&et parfaitement contrélés pour obtenir des
plastiques de DS variés avec un gain de poids optinh.’étude des propriétés mécaniques et
thermiques de ces matériaux a mis en évidenceckractere thermoplastique, et a permis
d’en préciser leurs caractéristiques par rappaxt @astiques usuels. Les esters de xylanes
sont comparables en terme de propriétés mécaniguésermomécaniques a l'acétate de

cellulose, ce qui laisse envisager de nombreug@satons.

La modélisation moléculaire permet elle aussi ldeméination de nombreuses
propriétés des polymeres, parmi lesquelles la teamtyé de transition vitreuse et les
propriétés mecaniques, ainsi que la simulation plectses d’'absorption infrarouge et la
simulation des parametres RMN (Soldera, 2003). &terdhination de la température de
transition vitreuse qui sépare le domaine vitreex la phase amorphe, est basée sur la
variation du volume spécifiqgue du matériau en famctde la température. Le volume
spécifique varie de maniére linéaire dans les g#ases, mais, compte-tenu du fait que les
coefficients d’expansion thermiques sont différesfias les deux phases, lg&st obtenue a
I'intersection de deux droites (Mazeau et Heux,3)0Qes propriétés mécaniques, quant a
elles, peuvent étre déterminées par différentehadés. La méthode de Brown et Clarke
(1991), par exemple, consiste a réaliser des stionta de dynamique moléculaire a
contrainte constante pour prévoir le comportemartantrainte-déformation. La poursuite de
ce travail pourrait permettre de déterminer lesapatres caractéristiques des plastiques
(température de transition vitreuse et les progsi@hécaniques) en fonction de leur degré de
substitution, de les confronter aux données exmiates et enfin de concevoir de nouveaux
polyméres avec un cahier des charges clairemebti é&@a terme de propriétés physico-

chimiques. Il sera également nécessaire par la deitse rapprocher d’'un modéle plus juste
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du xylane natif, notamment en y introduisant legasnd’acide 49-méthylglucuronique qui
substituent la chaine principale. La modélisatierpdlyméres modifiés de DS intermédiaires
est a finaliser afin de mieux comprendre I'évolatides propriétés qui définissent nos

matériaux.

Sur le plan fondamental, quelques questions resterduspens sur la structure des
xylanes de chataignier, notamment la répartition at@des uroniques sur la chaine de xylane
ainsi qu’une estimation de la masse molaire dencekecules. Des techniques comme la
spectrométrie de masse, encore peu répandue pmalyise des polysaccharides, devrait
permettre de compléter le modele structural deaneg étudiés. Ces informations, couplée a
une étude plus approfondie par modélisation modd@uil devrait permettre de mieux
appréhender le comportement physico-chimique depobsaccharides et donc d’envisager

de nouvelles voies de transformation de ces ma&cul

Sur le plan appliqué, il semble opportun de caraseéde maniere plus compléte les
esters de xylanes, en prenant en compte d’autrastédastiques nécessaires pour envisager
une application industrielle, telles que la résista a certains agents chimiques, aux
radiations, mais aussi le caractére hydrophobgedméabilité aux gaz, etc... Enfin une étude

de biodégradabilité de ces matériaux doit étre mené

Pour conclure, ce travail propose une réponsenalgiau probléme de valorisation
des déchets de la filiere bois. Le développementceleprojet nécessite une approche
pluridisciplinaire basée sur la chimie du bois,iatdrface avec la chimie des sucres et la

chimie des matériaux.
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Chapitre 1V

Partie expérimentale







IV.1. Matériel et procédures analytiques

IV.1.1. Réactifs et solvants

ChapitrelV : Partie expérimentale

L’origine des réactifs et solvants utilisés sordgentés dans le tableau suivant :

Réactifs et solvants CAS [Reg. Num.] Pureté M (g/nfo Fournisseur
Acétate d’éthyle [141-78-6] SDS
Acide acétique [64-19-7] 99-100% 60,05 Fisher Labos
Acide chlorhydrique [7647-01-0] 37% 36,46 Fishebbsi
Bromure de sodium [7647-15-6] 99+% 102,90 Aldrich
Chloroforme [67-66-3] 99,9% SDS
Chlorure d’acide laurique [112-16-3] 98% 218,76 asr
Chlorure de benzoyle [98-88-4] 99% 140,57 Aldrich
Diméthylformamide [68-12-2] 99,8% Aldrich
DMAP [1122-58-3] 99% 122,17 Acros
Hydroxyde de sodium [1310-73-2] 40,00 Acros
Hypochlorite de sodium [7681-52-9] 74,44 Acros
lodométhane [74-88-4] 141,94 Merck
LiCl [7447-41-8] 99% 42,38 Acros
Méthanol [67-56-1] 99,99% Fisher
Méthanolate de}: §od°ium 0,5M [124-41-4] 54.02 ACIOS
(conservé a 4°C)
Méthyl-a-D-glucopyranose [97-30-3] 194,18 Sigma
MgSO, [7487-88-9] 99% 120,36 SDS
NaHCG; [144-55-8] 99% 84,00 Acros
Oxyde d’argent [20667-12-3] 99+% 231,74 Acros
Pyridine [110-86-1] 99,8% Aldrich
TEMPO (conservé a 4°C) [2564-83-2] 98% 156,25 Allri
Toluéne [108-88-3] SDS

Les solvants techniques utilisés, méthanol (Fisl®x,99%), chloroforme (SDS,

99,9%), DMA (Aldrich, 99%) ont été utilisés sangipijaation supplémentaire.
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IV.1.2. Analyses

IV.1.2.a. Spectroscopie infra-rouge

Les produits obtenus ont été soumis a une analgsespectroscopie infra-rouge a
transformée de Fourier. Les spectres infra-rougeétin réalisés a l'aide d’'un spectrométre
Perkin Elmer Spectrum 1310 pour une gamme de frampsecomprises entre 400 et 4000
cm?, sur des échantillons conditionnés en pastillesk&e. Les nombres d’ondes sont

exprimés en cim

IV.1.2.b. Spectroscopie RMN

Les analyses RMN ont été réalisées au service condaltRMN de I'Université de
Limoges sur un appareil Bruker DPX-400 a une frégeede 400,13 MHz pour le proton et
100,62 MHz pour le carbone 13. Les déplacementwighesd sont exprimés en ppm par
rapport au triméthylsilane (TMS). Les constantescdeplage J sont exprimées en Hz. Les
abréviations retenues sont : s (singulet), séig(det €largi), d (doublet), dd (double doublet),
t (triplet), dt (double triplet), tap (triplet apgent), dtap (double triplet apparent), ddd (double
double doublet), m (multiplet).

IV.1.2.c. Pouvoirs rotatoires

Les pouvoirs rotatoiresi]p sont mesurés avec un polarimetre Jasco DIP-370laou
raie D du sodium et dans une cuve de 10 cm de targCes mesures sont effectuées a 22°C

en solution.

IV.1.2.d. Spectroscopie UltraViolet-Visible

Les mesures sont réalisées sur un spectrophotorddtreisible a double faisceau
Perkin Elmer Lambda 25 piloté par le logiciel UVWib. Elles sont effectuées dans des

cellules en copolymere acrylique (PMMA) de 1 cntradget optique.

IV.1.2.e.Spectrométrie de masse MALDI

Les spectres de masse MALDI des oligosaccharides ide I'hydrolyse acide et de

I'hydrolyse enzymatique ont été effectués au Latoin@ de Glycobiologie Structurale et
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Fonctionnelle de I'Université de Lille (UMR 8576 ®$) avec un spectrométre Vision 2000
Finnigan Instrument dont le laser émet dans I'U38& nm ; dans le cas des oligosaccharides,
la matrice utilisée est I'acide 2,5-dihydroxybermpa (DHB). Les spectres de masse MALDI
des oligosaccharides issus de I'autohydrolyse tintéalisés au Centre Régional de Mesures
Physiques de I'Ouest (CRMPO) de I'Université de meEnsur un spectrometre Ultraflex
MALDI-TOF/TOF de la société Bruker Daltonics, eilisant le DHB comme matrice.

IV.1.2.f. Spectrométrie de masse Haute Résolution

Les spectres de masse Haute Résolution ont étiéé®aur un appareil ZABSpec.
TOF de Micromass possédant une geométrie EBE TOEenire Régional de Mesures
Physiques de I'Ouest (CRMPOQO) de I'Université de men Les spectres de masse ont été
réalisés en électronébulisation (ESI) en mode ipa@siec le méthanol comme solvant. Les
ions sont accélérés avec une tension de 4000 \Wétermination des masses précises est
réalisée par balayage du champ électrique enartilies ions du polyéthyleneglycol (PEG)

comme référence interne. La précision obtenuenéstieure a 5 ppm.

IV.1.2.9.Analyse en CPG/SM

Le systeme de couplage CPG/SM est composé d’'umetiographe Fison Instrument
GC 8060 muni d’'une colonne capillaire PTE-5 (0,3 m 30 m ; Supelco) couplé a un
spectrometre de masse Fison Instrument MD 800. dz \gcteur utilisé en CPG est de
I’hélium. Le spectrometre est utilisé en mode imip&lectronique (IE). L’élévation de la
température du four est programmée de 80 (paléie2 chin) & 235°C & raison de 15°C.thin
(pallier de 10 min).

IV.1.3. Chromatographie

IV.1.3.a. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Des plagues de silice Kieselgel 6Qfde 0,2 mm d’épaisseur (Merck) ont été
employées pour la chromatographie sur couche nmencphase normale. La révélation des
plaques est réalisée :

- par observation sous une lampe UV pour les commreésatiques.
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- par pulvérisation a 'orcinol sulfurique (0,1% ddimol dans de I'acide sulfurique a
20%), suivie d’'un chauffage a 100°C dans le casxde®yposés glycosylés.

Dans le cas des oligosaccharides, une double nagrast effectuée dans le solvant
n-butanol/acide acétique/eau 2/1/1 puis on révedeslucres par pulvérisation a I'orcinol

sulfurique et passage a I'étuve a 100°C.

IV.1.3.b. Chromatographie préparative sur plagues de silice

Les plaque de silice sont préparées par dépoét @onehe uniforme de silice de 2 mm
d’épaisseur (Kieselgel 60§, Merck) sur des plaques de verre (20 cm x 20 co@) lgpn

active, apres séchage, a 100°C durant deux heures.

IV.1.3.c. Chromatographie préparative sur colonne

Pour les séparations par chromatographie sur celampus avons utilisé de la silice
60 ACC, 20-40 um provenant de SDS. Les colonnes$ 8quilibrées dans le systeme
d’élution. La quantité de support utilisée estakde afin que le produit a chromatographier
n'excede pas 1 a 2% en masse du systéme. Tousngmsés a purifier sont dissous dans un
minimum d’éluant, puis sont introduits en téte adonne. L’élution se fait sous pression

d’air. L’éluant est ensuite fractionné afin de n@érer le produit pur souhaité.
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I\VV.2. Protocoles d’extraction des xylanes

IV.2.1. Matériel biologique

Les sciures utilisées sont issues de quatre essefingrét régional et appartiennent
aux deux catégories d’arbres : les feuillus etésmeux :

- Les sciures de chén@®ygercus robuy et de chataignieitastanea satiaont été
fournies par I'établissement Mazieres de la Chapdibntbrandeix (87).

- Les sciures d’épicéaPicea abiey et de Douglas Rseudotsuga menziésii
proviennent de I'établissement Moreau de Sauviaiage (87).

Les sciures de chataignier ont été séchées ad'é@B0°C pendant trois jours, avant

d'étre broyées et tamisées (taille < 500 um) adifadiliter I'extractibilité des hémicelluloses.

IV.2.2. Protocole d’extraction standard des hémicellulosespour différentes
especes forestieres

La procédure adoptée repose sur I'extraction sémpliendes différentes catégories de
molécules constituant la paroi. Quatre séries dadetibns identiques ont été effectuées a
partir de 30 g de différents types de sciures @ibaier, chéne, épicéa, Douglas). Les
volumes d’extractants utilisés ont été fixés a AflOpour toutes les extractions.

IV.2.2.a. Extraction a I'éthanol

La premiére étape permet, apres deux extractid@shanol a 80% pendant 20 min a
80°C, d’éliminer les petites molécules tels quedesres circulants et une grande partie des
tannins. Aprés chaque extraction, le résidu eséfdur verre fritté (porosité 3) et rincé a I'eau

distillée.

IV.2.2.b. Extraction des pectines

L’extraction sélective des pectines a partir dudiéprécédent débute par I'eau chaude
(90°C) pendant 20 min et se poursuit, apres fitiragét élimination du filtrat, par une solution
aqueuse d’oxalate d'ammonium a 1%, a pH 5, a 8&itiant 2 h.
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IV.2.2.c. Délignification

La méthode utilise une solution tamponnée de delate sodium NaCl©(0,47 g /g
de matiere seche) dans l'acide acétique (0,2 mde/gnatiere séche) a 80 °C pendant une
heure. Apres filtration, le surnageant est élimida procédure est répétée. Le résidu est
ensuite filtré et lavé a I'eau distillée jusqu’autralisation.

IV.2.2.d. Extraction des hémicelluloses

Les hémicelluloses sont, par la suite, extraitésnskeur solubilité, par des solutions
alcalines de concentrations croissantes : KOH 0,4BM température ambiante), KOH 4,3M
(1h, température ambiante), NaOH 4,3 M (16 h, teatpée ambiante). Chaque solution de
potasse ou de soude est préalablement additioneébotbhydrure de sodium, agent
réducteur, & la concentration de 3 mghiloutes ces extractions ont lieu sous agitation et
sous azote. Le résidu cellulosique est enfin obtgras passage du résidu précédent dans la
soude 4,3 M, 1 h, a reflux.

Aprés chaque extraction, on sépare le résidu domageant par centrifugation. Les
surnageants sont neutralisés par l'acide acétitamad); les polymeres qui précipitent au
cours de cette étape de neutralisation sont ségasasémicelluloses restantes en solution par
centrifugation. Ces hémicelluloses solubles sogtipitées par addition de trois volumes
d’éthanol absolu. Les fractions hémicellulosiquesatsnsuite placées en dialyse (seuil de
coupure = 6-8000 Da, Spectrapor) contre de I'eatillde avant d’étre lyophilisées. Aprés
chaque étape d’extraction, les résidus sont riadé&sau distillée et un aliquot est prélevé pour

une analyse ultérieure de composition monosacdhagdgar CPG.

IV.2.3. Extraction des xylanes a partir de sciures de chaignier

Ces protocoles d’extraction ont été réalisés sur fdections de 10 g de sciures de
chataignier.
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IV.2.3.a. Extraction a I'éthanol

Un traitement des sciures par 500 mL d’éthanol % & soxhlet (7h) a été réalisé
afin d’extraire les sucres circulants (glucosectioge, saccharose) et les tannins. Le résidu est

récupéré par filtration sur verre fritté.
IV.2.3.b. Extraction des pectines

Les pectines sont ensuite éliminées du résidu parextraction par 500 mL d’'une
solution d'oxalate d’ammonium a 1 % (chélateur dkiom), a pH=5 (2 h a reflux). Le

oS

mélange est filtré sur verre fritté puis séché&tule a 40°C.

IV.2.3.c. Délignification

Le mode opératoire est le méme que celui décrida@mment (page 223).

IV.2.3.d. Extraction des xylanes

Les procédés d’extraction reposent sur un traitérakalin du résidu précédemment
obtenu. Certains échantillons bénéficient d'unpetdimprégnation de la paroi, au cours de
laquelle le résidu est mis en contact avec 500 robedsolution de potasse diluee KOH
0,43M, pendant 1 h. L'étape d’extraction des xytapeoprement dite est effectuée par 500
mL d’'une solution de KOH 4,3M pendant 24 h. Pouaatine de ces étapes, I'ensemble est

laissé a température ambiante et sous agitation.

Ces extractions par la potasse sont réaliséesamasphere inerte afin d’éviter tout
risque de dégradation, et en présence de NgBlhg/mL). Apres centrifugation, les résidus
sont rincés par de I'eau distillée. Les filtratsitsneutralisés par I'acide acétique glacial, puis
placés en dialyse pendant 3 jours (seuil de coupEe3000 Da, Spectrapor) contre de l'eau
distillée. Ensuite, les fractions hémicellulosiquest précipitées par 3 volumes d’éthanol.
Les hémicelluloses sont récupérées apres centtibngat lyophilisées. Apres chaque étape
d’extraction, un échantillon du résidu est prélepéur l'analyse de composition

monosaccharidique par TMS
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IVV.3. Composition monosaccharidique

IV.3.1. Détermination de la composition monosaccharidiqguegr CPG

Le principe de cette méthode repose sur l'obtentide méthylglycosides
triméthylsilylés par méthanolyse suivie dupertriméthylsilylation des monosaccharides

libérés.

IV.3.1.a. Préparation des dérivés méthylglycosides trimétiylés

Les monosaccharides neutres et les acides urongpgsdentifiés et analysés sous
forme de méthylglycoside®-triméthylsilylés selon la méthode de Kamerlingcell. (1975)
modifiée par Montreuil etoll. (1986). 200 a 500 pg de polysaccharides, auxaquebgoute
un témoin interne, le méso-inositol (M), a raista 50% de la quantité de polysaccharide,
sont traités. Cette analyse, qui a été adaptéanalyse de poudres d’origine végétale par
Marga et coll. (1995), a été également utilisée pour I'étude de cbmposition

monosaccharidigue des sciures brutes et des résighktsaction.

i. Méthanolyse

Les monosaccharides sont libérés sous forme deylgBitosides par ajout de 1 mL
de méthanol chlorhydrigue 1M (Instant methanolic [H@lltech) a [I'échantillon
polysaccharidique anhydre. Aprés 24h a 80°C dansilbm scellé (SVL), la méthanolyse est
stoppée par évaporation de I'hydrolysat sous undlargon.

Cette étape a fait I'objet d’'une optimisation poas produits. Dans le cadre de cette
étude, apres refroidissement du tube réactionmeheutralise le réactif d’hydrolyse par du
carbonate d’'argent en excés jusqu’a ce que l'edm®nce due au dégagement de €ai
terminée. La phase liquide est séparée du sol@echichlorure d’argent) et vert (excés de
carbonate d’argent) par filtration sur laine dergerelle est alors séchée sous un flux d’argon.

Pour les échantillons de sciures brutes ou résithidraction, la phase méthanolique

est délipidée par trois lavages successifs a l@rep{3 x 1 mL). Elle est a nouveau évaporée

sous flux d’argon.
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ii. Triméthysilylation
Les méthylglycosides sont ensuite triméthylsilybes 100 uL de BSTFA (N,O-bis-
triméthylsilyl-trifluoroacétamide) a 1% de TMCS ifethylchlorosilane) dans la pyridine
(100 pL), a l'obscurité pendant 2h, a températuriante. Ces échantillons sont alors

directement injectés en CPG.

IV.3.1.b. Analyse des dérivés TMS en CPG

Les méthylglycosides triméthylsilylés sont idem@#fipar CPG, par comparaison avec
des échantillons authentiques a I'aide d’un chrograiphe Perichrom PR 2100 équipé d’'une
colonne capillaire (0,32 mm x 50 m) CP-SIL-5CB (@hpack)et d’'un détecteur a ionisation
de flamme (FID) ; le gaz vecteur est I'azote soussgion de 75 kPa. La température de
I'injecteur est fixée a 260°C. L'élévation de lanigérature du four est programmée de 130 a
210°C & raison de 2°C.minavec un pallier de 5 min & 190°C, puis de 216GfC & raison
de 5°C.mift. Le chromatographe est piloté par le logiciel Winilll (Perichrom). Les
résultats sont exprimés en pourcentage molaire sapmrection des aires des pics
chromatographiques par les facteurs de correction.

IV.3.2. Dosages des sucres par colorimétrie

Les dosages des sucres sont effectués avec lesdaétau phénol sulfurique (Dubois,
1956) pour les oses neutres et par celle au mébaxydiphényl (m-HDP) pour les acides
uroniques (Blumenkrantz et Asboe-Hansen, 1973).rdtson de linterférence des acides
uronigues dans le dosage des oses neutres etogiogmnent, il est nécessaire d'appliquer une
méthode de correction, établie par Montreuil ek§pP63) qui permet d’'établir les quantités

relatives d’oses neutres et d’acides uroniques.

IV.3.2.a.Dosage des oses neutres (Dubois, 1956)

A 200 pL de solution a doser, on ajoute 200 pL d’'solution aqueuse de phénol a
5%. Le mélange est homogénéisé au vortex, puis tlifatide sulfurique concentré est
rapidement introduit dans le milieu réactionnelréghomogénéisation, le mélange est porté
au bain-marie a 100°C durant 5 minutes. Les tuloed =efroidis et placés a l'obscurité

pendant 30 minutes. Une coloration jaune appataitlecture des densités optiques est
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réalisée a 480 nm. Les quantités de sucres erigolpeuvent étre établies en comparaison
avec une gamme étalon de xylose de concentrat®r02 100 et 200 pg.miL

IV.3.2.b.Dosage des acides uroniques (Blumenkrantz et AsHa@sen, 1973)

A 200 pL de solution a doser, on ajoute 1,2 mL d'wolution de tétraborate de
sodium a 0,125 M dans I'acide sulfuriqgue conceriteémélange est homogénéisé au vortex,
et réfrigéré dans la glace. Les tubes sont enguiteés a 100°C au bain-marie durant 5
minutes. Aprés refroidissement dans un bain deeglac ajoute 20 puL d’'une solution de m-
HDP (méta-hydroxydiphényle) a 0,15% dans une swiuiqueuse de soude a 0,5%. Les
tubes sont agités. Une coloration rose se dévelpppdant 5 minutes. La lecture des densités
optiques est réalisée a 520 nm. Les quantités cilesen solution peuvent étre établies en
comparaison avec une gamme étalon d’'acide gluaymende concentrations 25, 50, 100 et
200 pg.mLh

IV.3.2.c. Dosages des sucres réducteurs (Lever, 1972)

A 250 pL de solution a doser, on ajoute 750 pL d'solution de PAHBAH (acide
hydrazide para-hydroxybenzoique) a 5% dans HCIN),Sraichement dilué au 1/5 par
NaOH 0,5 M. Le mélange est homogénéisé au vortperé a 100°C au bain-marie durant 5
minutes, puis refroidi. La lecture des densitésqmais est réalisée a 410 nm. Les quantités de
sucres réducteurs en solution peuvent étre étadliemmparaison avec une gamme étalon de

xylose de concentrations 10, 20, 30 et 40 pg-mL
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IV.4. Méthodes d’analyses des oligosaccharides et polysharides

IV.4.1. Répartition en masses des polysaccharides

Les extraits hémicellulosiques majoritaires en massnt soumis a une étape de
purification par chromatographie d’exclusion stédgsur colonne de gel Sépharose CL-4B

(Pharmacia, 70 x 3 cm) équilibrée dans I'eau dkstil

Environ 10 mL de solution agueuse de polysacchsuti® a 20 mg) sont déposés sur
la colonne. Le débit est maintenu constant & 15hth& I'aide d’'une pompe péristaltique
Pharmacia LKB P-1. Des fractions de 3 mL sont cbtdles et le suivi de I'élution est réalisé

par dosage des sucres totaux (Dubois, 1956).

IV.4.2. Hydrolyse des xylanes

Au cours de cette étude, le substrat utilisé eskylane extrait du hétre, d’origine
commerciale (SIGMA).

IV.4.2.a.Hydrolyse enzymatique

Une enddB-1,4-xylanase (EC 3.2.1.8) de grade industrielgsa’Aspergillus niger,
(Xylulyve AN, Lyven) a été utilisée.
i. Protocole
On prépare une solution & 1 mg.thde xylane et 0,25% (m:v) d’enzyme dans I'eau.
L’hydrolyse est réalisée dans un erlenmeyer, sgitateon, dans un bain-marie thermostaté a
40°C. Le milieu réactionnel est inactivé a chaudis paprés refroidissement, 3 volumes
d’éthanol sont ajoutés pour précipiter la fractmolymérique non dégradée. Apres filtration,

la fraction oligosaccharidique (le filtrat) est centrée.

ii. Séparation des oligosaccharides
L’hydrolysat est ensuite déposé sur colonne d’estchustérique de Biogel P2 (180-
2000 Da ; Biorad), I'éluant utilisé étant une simntde NaCl 50 mM & un débit de 10 mtt.h
L’élution des oligosaccharides est suivie par CCM.
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IV.4.2.b. Hydrolyse acide

I. Protocole
100 mg de xylane sont introduits dans un flacomiééique (SVL), ainsi que 20 mL
d’acide sulfurigue 50 mM. Le flacon est placé auké a 100°C pendant deux heures. Aprés
refroidissement, I'hydrolysat est neutralisé parstaude 4 M, et on précipite la fraction
macromoléculaire non dégradée par ajout de 3 vdum@thanol. Apres filtration,

I'hydrolysat est concentré par évaporation sous.vid

ii. Séparation des oligosaccharides
La fraction oligosaccharidigue ainsi obtenue egtas&e sur colonne de Biogel P2
(180-2000 Da ; Biorad) équilibrée dans une solutienNaCl 50 mM avec un débit de 10
mL.h™.

IV.4.2.c. Autohydrolyse

i. Protocole (adapté de Cescutti et coll., 1999)

Une solution aqueuse de xylane (2 mglpréalablement convertie sous sa forme
acide aprés passage sur résine Amberlite IR 120, @dnditionnée en milieu acide, est
soumise a une autohydrolyse. Pour cela la solgirplacée dans un flacon hermétique a
I'étuve pendant 24 h a 100°C. Apres refroidissemianfraction polymérique non dégradée
est précipitée par 3 volumes d'éthanol et éliminpar filtration. La fraction
oligosaccharidique est concentrée par évaporatios gide.

ii. Séparation des oligosaccharides
Les produits de I'hydrolyse sont séparés par chtognaphie d’échange d’anions sur
colonne Dowex 1x2 par un gradient de formiate d’ammm 0,05 M a 0,5 M. Les
oligosaccharides sont ensuite purifiés sur colodaeBiogel P4 (800- 4000 Da ; Biorad),

équilibrée dans une solution de NaCl 50 mM & uritat&h10 mL.A.

IV.4.3. Purification des oligosaccharides

Les oligosaccharides sont déssalés sur colonneatglBP2 (180-2000 Da ; Biorad)

équilibrée dans I'eau distillée, puis lyophilisés.
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IV.5. Synthése de l'acide 43-méthylglucuronique
IV.5.1. Synthéses et caractérisation des produits

IV.5.1.a. méthyl-2,3,6-tri-O-benzoydD-glucopyranose (1a)

OBz

O
HO
BzO
OBz
OMe

Le méthyla-D-glucopyranose (1g, 5,1 mmol) est dissous dansndlOde pyridine
anhydre. Le chlorure de benzoyle (1,8 mL, 15,9 mr@d €g.) est ensuite introduit goutte a
goutte. Le mélange réactionnel est maintenu soitatiag a température ambiante et sous
argon. Apres 1h30 de réaction, on évapore la pwidbuis le résidu est dissous dans 50 mL
de chloroforme et lavé successivement par 30 mlLnal'wsolution aqueuse d’acide
chlorhydrique 0,1 M, 30 mL d’'une solution saturée MaHCQ et par I'eau (2 x 30 mL).
Apres séchage sur MggOfiltration et évaporation sous vide, le produdt @urifié par
chromatographie sur colonne de silice (éluant tod/ietOAc 100/0 a 95/5), et sur plaques
préparatives de silice (CHEZEtOAc 90/10). Le composé est obtenu sous forme d’'une

mousse blanche avec un rendement de 54% (1,41 g).

Rf = 0,53 (CHCYEtOH 98/2)

[a]p: + 133,9° (C=1,25, CHG) ; litt. [a]p: + 147,84C = 0,5, CHGJ)

IR u(cm™) : 3475 (OH), 2900, 1715 (C=0), 1600, 1448, 12890, 1067, 1025, 754, 708.
RMN 'H (400 MHz, CDC}, 25°C)den ppm J en Hz), 3,32 (d, 1HJon4= 4,7 ; O-H), 3,46
(s, 3H ; 1-OCH), 3,87 (td, 1HJs0n= 4,7 -Ja3=Ja5= 9,5 ; H), 4,12 (ddd, 1HJ)s62= 2,2 -
Jseo=4,4-J54=9,9 ; H), 4,63 (dd, 1HJsa5= 2,2 -Jsasp= 12,1 ; By, 4,80 (dd, 1HJep 5=
4,5 -Jepea= 12,1 ; Hy), 5,14 (d, 1HJ1 .= 3,6 ; H), 5,27 (dd, 1HJ,1= 3,6 —J,3= 10,2 ; H),
5,77 (t, IHJ32=J34= 9,7 ; H), 7,34-7,61 (m, 9H ; Bz), 7,96-8,11 (m, 6H ; Bz).
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Au cours de cette synthése, les produitb,le 2,4,6-triO-benzoyla-D-
glucopyranoside efic, le 2,3,4,6-tétr@-benzoyla-D-glucopyranoside ont été également

isolés et caractérisés par RMN.

i. méthyl-2,4,6-tri-O-benzoyk-D-glucopyranose (1b)
Rendement : 20%
Rf = 0,60 (CHCYEtOH 98/2)
RMN *H (400 MHz, CDC}, 25°C)& en ppm { en Hz), 2,59 (d, 1HJons= 5,3 ; O-H), 3,45
(s, 3H, 1-OCH), 4,31 (ddd, 1HJ562= 2,6 -Js6p= 5,3 -J54= 8,1 ; H), 4,44 (dd, 1HJsa5=
54 -Jspsa= 11,8 ; Ky, 4,45 (M, 1H ; H), 4,61 (dd, 1HJep5= 2,7 -Jepea= 12,1 ; Hy), 5,11
(m, 2H, H . Hy), 5,38 (t, 1HJs5= Js3= 9,8 ; Hy), 7,39 — 7,60 (m, 9H ; Bz), 8,02 — 8,10 (m,
6H ; Bz).

ii. méthyl-2,3,4,6-tétra-O-benzog-D-glucopyranose (1c)

Rendement : 4,5%

Rf = 0,73 (CHCYEtOH 98/2)

RMN 'H (400 MHz, CDC}, 25°C)3 en ppm { en Hz), 3,49 (s, 3H ; 1-OGH 4,42 (ddd, 1H,
Js6a=2,7 -Js6p=5,1-J54= 8,2 ; H), 4,49 (dd, 1HJep5= 5,3 -Jsp.6a= 12,0 ; Hy), 4,61 (dd,
1H, Jsa 5= 2,8 -Jsvea= 12,0 ; H), 5,25 (d, 1HJ1 .= 3,6 ; H), 5,30 (dd, 1HJ;1= 3,6 —J» 3=

10,2 ; H), 5,69 (t, 1IHJ32=J34=9,8; H), 6,19 (t, 1HJs3= Ja5= 9,9 ; Hy), 7,26-7,57 (M,
12H ; Bz), 7,86 — 8,05 (m, 8H ; Bz).
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IV.5.1.b. méthyl-4-O-méthyl-2,3,6-O-tribenzoyr-D-glucopyranoside (2)

OBz

O
MeO
BzO
OBz
OMe

Par réaction de 160 mg de méthyl-2,3,6abBenzoyle-D-glucopyranosela (0,32
mmol, 1 éq.) et 100 uL d’iodométhane (1,6 mmol,.bélgans 1,22 mL de DMF anhydre en
présence d'oxyde d'argent (370 mg, 1,6 mmol, 5, &) obtient aprés 5 h a température
ambiante, sous atmospheére d’argon et a I'abrisdienhiere, un mélange auquel on ajoute 10
mL de chloroforme. Apres filtration et rincages euoroforme, cette phase organique est
lavée a I'eau (4 x 30 mL), séchée sur MgSiidtrée et évaporée sous vide. Le brut est alors
purifié par chromatographie sur plagues préparatikesilice (éluant CHgEtOAc 90/10) et
on isole 82 mg de compo2450%) sous forme d’une mousse.

R = 0,34 (CHCYEtOAC95/5)

IR U(Cm'l) : 2900, 1724 (C=0), 1600, 1451, 1271, 1110, 1Q0Q/, 709.

RMN *H (400 MHz, CDC}, 25°C) )den ppm { en Hz), 3,44 (s, 3H ; ®-CHs), 3,45 (s, 3H
; 1-OCH), 3,64 (t, 1HJs3= Ja5= 9,6 ; H), 4,13 (ddd, 1HJ)s6a= 2,3 -Js6b= 4,4 -J54= 7,0 ;
Hs), 4,61 (dd, 1HJeb,5= 4,6 -Jea,eo= 12,0 ; Hp), 4,66 (dd, 1HJsa 5= 2,3 -Jep6a= 12,0 ; Ha),

5,13 (d, 1HJ1,= 3,6 ; H), 5,17 (dd, 1HJ1= 3,7 —-J,3= 10,1 ; H), 5,99 (t, 1HJ32= J3 4=

9,8 ; H), 7,36 - 7,60 (M, 9H ; Bz), 7,96 — 8,12 (m, 6Hz) B
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IV.5.1.c. méthyl-4-O-méthyla-D-glucopyranoside (3)

OH

MeO

HO
OH
OMe

300 mg de méthyl-D-méthyl-2,3,60-tribenzoyla-D-glucopyranoside2 (0,57
mmol, 1 €g.) sont dissous dans 3 mL de méthanolgjaute alors 5,7 mL (2,85 mmol, 5 éq.)
de solution méthanoliqgue de méthylate de sodiufm K0). Le milieu réactionnel est agité a
température ambiante durant 1h30 puis on ajoutall@e méthanol au brut réactionnel. La
solution est alors neutralisée a l'aide d’'une nédif, filtrée, puis le méthanol est évaporé
sous pression reduite. Le benzoate de méthylelieshé par ajouts d’eau et évaporations
successives (entrainement a la vapeur). Le pr@&leit alors directement obtenu avec un

rendement de 99% (118 mg) sous forme d’une huile.

R = 0,34 (CHCYMeOH 6/1)

IR u(cm™) : 3387 (OH), 2937, 2842, 1641, 1450, 1193, 114&1, 1072, 1034, 960, 895,
710.

RMN 'H (400 MHz, CROD, 25°C) )5 en ppm { en Hz), 3,06 (t, 1HJ)s3= Js5= 9,1 ; H)),
3,38 (s, 3H ; 4-OCh), 3,39 (dd, 1HJ,1= 3,9 —J,3= 9,5 ; H), 3,48 (ddd, 1HJ)s6a= 2,1 -
Jsep=4,7 -Js.4= 10,0 ; ), 3,54 (s, 3H ; 1-OCH), 3,66 (dd, 1HJsp5= 4,7 -Jepga= 11,9 ;
Heb), 3,68 (t, 1HJ32=J34 = 9,4 ; H), 3,75 (dd, 1HJeas= 2,1 -Jsa b= 11,8 ; H), 4,64 (d,
1H,J;2=3,7 ; H).
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IV.5.1.d. Sel de sodium de I'acide méthyl-4-O-méthgib-
glucopyranosiduronique (4)

NaOOC
MeO
HO

@)

OH
OMe

Dans un bicol de 50 mL, on introduit 300 mg de mitO-méthyl-a-D-
glucopyranosid@& (1,45 mmol, 1 éq.), 15 mL d’eau, 75 mg de NaBrZanmol, 0,5 éq.), et 3
mg de TEMPO (0,014 mmol, 0,01 éq.). Le mélangeti@ael est maintenu a 0°C, et agité
sous argon. On ajoute alors goutte a goutte 4,3'mhe solution d’hypochlorite de sodium a
5% (3,18 mmol, 2,2 éq.) dont le pH est préalabldragrsté a 10-11 par ajout d’'une solution
d’acide chlorhydrique 1 M. Le pH du mélange esttdié au pH-métre et maintenu a 10-11
tout le long de la réaction, par addition gouttgoatte d’'une solution aqueuse de soude 0,5
M. Au bout d’'une heure, la réaction est stoppéeapaut de méthanol (10 mL) et le solvant
est évaporé sous pression réduite. Apres chronagbigr sur colonne de Biogel P2, le

composél sous forme d’'une mousse blanche est obtenu aveendement de 90%.

R: = 0,33 (Butanol/acide acétique/eau 2/1/1)

RMN *H (400 MHz, D20, 25°CPen ppm J en Hz), 3,28 (t, 1HJs3= Js5= 9,3 ; Hy), 3,43

(s, 3H; 4-OCH), 3,65 (dd, 1HJ),1= 3,7 -J23= 9,8 ; ), 3,50 (s, 3H ; 1-OC¥}, 3,70 (t, 1H,

J32=J34=9,6 ; H), 3,90 (d, 1HJ54=9,9 ; H), 4,81 (d, 1HJ1 >= 3,8 ; H);

RMN C (100 MHz, BO) den ppm, 55,1 (@CHs), 59,8 (Q-CHs), 71,1 (C2), 71,9 (C5),
72,4 (C3), 82,3 (C4), 99,2 (C1), 176,4 (C=0).

SM Haute Résolution (ESI) : masse moléculaire ¢d&cpour GH130;Na, : m/z =267,0457,
observée : m/z = 267,0458 [M+Na]
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IV.6. Synthéese des esters d’hémicelluloses

IV.6.1. Matériel biologique

Les hémicelluloses utilisées pour nos essais derigation sont d'origine
commerciale. Le 4-méthylglucuronoxylane extrait du hétre, et le name extrait de
Saccharomyces cerevisiant obtenus aupres de la société Sigma. L’'hétknoe de son de

malis est produit a I'échelle semi-industrielle lpasociété ULICE (Riom, France).

IV.6.2. Solubilisation des hémicelluloses dans le systeme sblvant DMA/LICI

IV.6.2.a. 1° méthode

Les hémicelluloses subissent préalablement un gehde solvants dans le méthanol
puis dans le DMA a froid. La solubilisation est femsuite réalisée dans le DMA a 70°C, sous

agitation, en présence de quantités variables @k Li
IV.6.2.b. 2°*™méthode

Le xylane est tout d’abord dissous dans l'eau,isorade 1g pour 30 mL, a chaud
(80°C) pendant deux a trois heures. Un volume édgin de DMA est alors ajouté. L'eau est
ensuite évaporée progressivement a I'évaporateatifrden cours d’évaporation, un volume
équivalent de DMA est ajouté a deux reprises dés lgusolution devient trop visqueuse.
Apres trois ajouts de DMA, la solution est cons@éanhydre. La concentration de la solution
est ajustée a 1 g / 50 mL. Afin de faciliter lasdisition complete du xylane en conditions
organiques, 2% (m/v) de LiCl sont additionnés erdfe préparation.

IV.6.3. Préparation des esters laurique

La réaction est effectuée dans un bicol de 250 ophip& d'un réfrigérant et d’'un
agitateur mécanique. A 50 mL de la solution de nglarécédemment préparée (1 g, 7,58
mmol), sont ajoutés 1 équivalent de DMAP par famcthydroxyle (1,85 g ; 15,2 mmol) le
cas échéant, et l'acide laurique. La synthése smubesous agitation, a des températures et
pour des durées variables. En fin de réactiontdiesst précipité par ajout d’'un volume d’eau
et de trois volumes d’éthanol. Aprés filtration,delide obtenu est dissous dans environ 50
mL de chloroforme, puis précipité a nouveau paroBimes d’éthanol. Apres filtration, le

résidu recueilli est séché a l'air libre.
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IV.6.4. Mise en forme des films plastiques

L’ester de xylane est dissous dans un volume mimnde chloroforme. La solution
est transférée dans une boite de pétri. Le filmfiratement obtenu aprés évaporation du

solvant a l'air libre et & température ambiante.

IV.6.5. Caractérisation des esters

IV.6.5.a. Spectroscopie infra-rouge

L’estérification est mise en évidence par specbpgcinfra-rouge. Les spectres infra-
rouge ont été réalisés a l'aide d'un spectromeweki® Elmer Spectrum 1310 pour une
gamme de fréquences comprises entre 400 et 4000 &martir d’échantillons conditionnés
en pastilles de KBr. Les nombres d’ondes sont exgsien ci.

Le calcul des degrés de substitution a été effqmanéitilisation de la RMNH dans le
cas des esters de xylane et de mannane et parsanélgmentaire pour les esters

d’hétéroxylane.

IV.6.5.b. Degré de substitution

i. Spectroscopie RMN
Les analyses RMN du proton ont été realisées aviceecommun de RMN de
I'Université de Limoges sur un appareil Bruker DBBO a une fréquence de 400,13 MHz.
Les déplacements chimiqudssont exprimés en ppm par rapport au trimeéthylsil@riviS).
Les spectres sont enregistrés dans le chlorofoenéée. Le DS correspond au rapport des
intégrations des signaux correspondant aux prottess chaines grasses et aux protons

glucidiques.

ii. Analyse élémentaire
Les analyses élémentaires ont été fournies pagrdc® Régional de Microanalyse de
I'Université Pierre et Marie Curie. Le principe dalcul du DS est basé sur I'établissement de
I'expression du pourcentage théorique d’'un élémentfonction du DS. Cette méthode de
calcul est développée par Fredora@t. (2002).
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IV.7. Analyse des données

IV.7.1. Analyse en Composantes Principales (ACP)

IV.7.1.a.Centrage et réeduction des données brutes

En présence de grandeurs exprimées dans des diffi&®ntes et présentant des
domaines de variations différents, il est nécessdé@ coder les variables. Le centrage des

données pour chacune des p variablesstleffectué par rapport a la moyenne arithmetigue
et la réduction utilise I'écart-type su

ulj 'Uj

I qU)

Ainsi on détermine la matrice X des données cestréguites.

IV.7.1.b. Matrice des corrélations

En utilisant les coordonnées centrées réduites lgsuN individus, le coefficient de
corrélation linéaire r(J;) entre deux variables;dt U, est égal a :

1N
I’(Uj,Uj-) :NEX” Xij-

La matrice des corrélations |jJRmatrice symétrique d’ordre p, est alors étapée la
formule :

R—l X)X
_N( )(X)

Dans le cas présent, les coefficients de corrdlatEnnt regroupés dans le tableau
suivant (tableau 44):

Tableau 44 : Coefficients de corrélation.

R8§CI Températurgd Temps Dﬁ/ltpe\P DS GP
Qté RCOCI 1,00
Températurg 0,162 1,00
Temps -0,117 0,114 1,00
Qté DMAP -0,047 -0,229 0,165 1,00
DS 0,333 0,785 0,132 0,089 1,00
GP 0,443 0,463 0,013 0,330 0,864 1,0p
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IV.7.1.c. Valeurs propres et vecteurs propres associeesrad#rice des
corrélations

La matrice des corrélations admet p valeurs propyegue l'on classe par ordre
décroissant (tableau 45), établies a partir deiéqn suivante :
det [(R}A(I)] = 0

ou (lp) est la matrice unite d’ordre p.

Le vecteur propre (uassocié a la valeur propkgverifie I'équation suivante :

(R)(u) = Aj(w)
Un vecteur propre permet de définir un axe. Legeptmns des individus sur I'axe

restituent une quantité d’'information proportioreél la valeur propre correspondante.

Tableau 45 : Valeurs propres et vecteurs propréda detrice de corrélation.

U U, Us Uy Us Us
A 2,624 0,314 -0,209 -0,510 0,723 0,27( 0,04
A 1,268 0,473 -0,278 0,419 -0,197 0,604 -0,340
As 1,108 0,071 0,472 0,631 0,598 -0,11¢44 -0,0949
Ay 0,727 0,077 0,790 -0,312 -0,207 0,471 0,05p
As 0,239 0,598 0,004 0,118 -0,157 -0,178 0,75}
Ae 0,034 0,555 0,181 -0,233 -0,119 -0,53p -0,591

Valeurs propres

3,0
2,624
2,0 1
1,268
e 1,108
1,0 0,727
0,239
0,034
0,0 ‘ ‘ ‘ B N
AL A2 A3 N A5 A6

Figure 107 : Décroissance des valeurs propres.

Tableau 46 : Coefficients de corrélation entred8s et les variables initiales.
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CP, CP, CPs CP, CPs CPg
X1 0,509 -0,236 0,537 -0,614 -0,13 0,00B
Xo 0,766 -0,313 -0,441 0,168 -0,29 -0,043
X3 0,115 0,531 -0,665 -0,51(0 0,054 -0,011
X4 0,124 0,889 0,329 0,176 -0,23 0,00p
Xs 0,969 0,005 -0,124 0,134 0,084 0,14p
X 0,899 0,204 0,245 0,102 0,263 -0,142

IV.7.1.d. Calcul des composantes principales

Les composantes principales (tableau 47) sontdasalles variables dont les valeurs
correspondent aux coordonnées des projectionsidegdus i sur les nouveaux axes définis a
partir des vecteurs propres :

(CR) = (X)(u)

Les nouvelles variables ¢Pe sont pas corrélées entre elles (les composantes

principales sont orthogonales).

Tableau 47 : Composantes principales.

CP, CP, CP; CP, CPs CPs
1 0,045 0,426 0,289 -1,091 0,221 -0,06
2 0,803 0,481 0,076 -1,055 -0,126 0,03
3 0,936 0,429 -0,064 -0,869 -0,077 0,07
4 1,264 0,206 -0,633 -0,077 0,211 0,06¢
5 1,576 -0,023 1,196 0,719 0,515 0,07¢
6 2,029 -0,225 1,780 1,482 0,724 0,08
7 0,222 0,149 -0,302 -0,797 0,518 -0,58
8 0,792 0,584 0,227 -0,587 0,002 0,081
9 0,629 0,924 0,774 -0,051 0,060 0,04
10 0,576 2,390 2,883 1,953 -0,094 -0,07
11 2,994 -1,978 1,530 0,055 1,134 0,16}
12 -0,693 -1,597 1,010 -0,267 -0,324 -0,01
13 -0,090 -1,564 0,805 -0,193 -0,584 0,03
14 0,897 -1,660 0,130 0,444 -0,74d -0,00
15 1,135 -1,874 0,477 1,262 -0,456 -0,19
16 -4,560 0,812 1,221 0,742 0,112 0,09]
17 2,720 0,971 1,264 0,263 -0,645 0,27
18 0,727 0,778 -0,719 -0,326 -0,615 0,39
19 0,342 0,559 -0,316 0,676 -0,274 0,03
20 0,082 0,209 0,248 -0,032 0,461] 0,031
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Les axes associés aux vecteurs propres, pris ddamxa constituent la base des plans

factoriels utilisés pour les projections du nuags imdividus et du nuage des variables.

I\V.7.2. Méthode de régression

IV.7.2.a.Relation de codage des facteurs

La relation de codage consiste a transformer lawal du facteur U, en une valeur
codée xselon I'expression suivante :

U - Umaxi T Umini

X. =
I [(umaxi_umini)]

2

IV.7.2.b. Représentation matricielle du systeme d’équations

Le plan expérimental comporte n points expérimen{a@ans notre cas n = 13), pour

lesquels on peut écrire la relation :
Vi= &t aXt aXt aXzt a.uXi,lz + aQZXi,22 + &3 Xi,32 + aX1Xi2 + &3X1Xi3 + &3Xi Xz + &

ou les quantités eorrespondent aux résidus ou écarts du modele.

Le systeme peut étre écrit sous forme matricielle :

_yl_ _i X911  X12 - X;,l e X19X19 x1,2x1’3_ Z:? _el_
o | |y T e Ta Tt Ya2taa || %2 e
)'/'i' :1 Xi1 Xig o Xi2,1 e X{1Xj2 e XjoXi3 a11 * é.i.
1. 1 xi31 X132 o Xfg1 - X13X132 - X132%133) ZZ -1
soit (Y) = (X)(A) + (E), (1)

un systeme de n équations a (p+n) inconnues, p létaombre de coefficients (p = 10 dans
notre cas). Il faut donc introduire p équations pEmentaires qui sont fournies par la

méthode des moindres carrés.
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IV.7.2.c. Régression

La méthode des moindres carrés consiste a estangaleur des coefficients qui

minimisent la somme des carrés des écarts SCE :
n 2 n ~
SCE=>e"=) (yi-%»
i=1 i=1

ou y représente la valeur calculée de la réponge &t valeur de la réponse observée.

02SCE
5 >0

0SCE
D’ou les p équations supplémentairesr=0 (2) avec 3
ai ai

La solution du systéeme d’équatiofil) + (2)}, dans le cas d’'un modeéle polynomial

est donné par :
A = (XX)H(X)(Y)
ou A représente le vecteur des coefficientsstimés par la méthode des moindres carrés.

La valeur des coefficients ainsi obtenue est eéglispour écrire le modele
mathématique, permettant de calculer les répormestdut le domaine expérimental :
() = ()(A)

IV.7.2.d. Calcul du coefficient de détermination
Le coefficient de détermination, noté R2, est déérpartir de :

o
SCM__ SCE Z(y' 2
Re=—=1- =1-121

SCT ~ sCT ~ &,
D i-y)?

Pour tenir compte du degré du modele polynomialéwetntuellement comparer

différents modeles entre eux, il est préférablealeuler le coefficient R2 ajusté défini par :
SCE
n-p
SCT
n-1

R2ajusté=1-
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IV.8. Tests mécaniques

Les tests de traction uni-axiale ont été realiséla @late-Forme Technologique
Plasturgie et Outillages de Rochefort sur 4 ourpettes type haltére normalisées H3 pour
chaque échantillon de plastique. L'épaisseur dejwhaprouvette est mesurée en plusieurs
points (partie active et zones de maintien des )nbes essais sont effectués sur une machine
MTS Q Test / 25. On releve les 3 parametres carstitgies que sont : la contrainte a la

rupture (MPa), la déformation a la rupture (%)eetriodule d’élasticité (MPa).

IV.8.1. Analyse thermogravimétrique

Les analyses thermiques différentielles ont étédesrmu laboratoire SPCTS (Sciences
et Procédés Céramiques et Traitements de Surfad8)miversité de Limoges. L'expérience
a été effectuée a l'aide d’'un appareil TA instruteeBDT 2960 simultaneous DSC-TGA.
Pour cela 10 a 20 mg d’échantillon sont placés densreuset en platine et les variations
d’énergie par rapport a une référence (creuset)\ddat enregistrées avec une vitesse de
chauffe de 20°C/min. La fréquence d’acquisitionddghe mesure toutes les 2 secondes.

IV.8.2. Analyse thermique différentielle

Les essais ont été conduits sur un équipement DETTMER a la Plate-Forme
Technologique Plasturgie et Outillages de Rochefbe masse initiale d’échantillon,
d’environ 10 mg, est placée dans une coupellew@nialum surmontée d’'un couvercle scellé.
Les variations d’énergie par rapport a une réfé@gooupelle vide) sont ensuite enregistrées,
'augmentation de la température étant constar@t®&J/min).

IV.8.3. Analyse thermomécanique dynamique (DMTA)

Les essais ont été réalisés au Laboratoire detBtescet Propriétés de I'Etat Solide de
I'Université des Sciences et Technologies de L8la, un équipement Rheometric Scientific

solids analyzer RSA II.

217



218



Références bibliographiques






Adams G.A., Arabinoglucuronoxylan, arabinoxylandatylan; purification using a copper
complex and purification by fractional precipitatioof acetates,In: Whistler R.L.,
Carbohydrate Chemistryol V. Ed. Academic Press, New-YolkO65 170-175.

Albersheim P., Bauer W.D., Keegstra K., Talmadg&/K.The structure of the wall of
suspension cultured Sycamore celis. Loewus F. (Ed),The Biogenesis of Plant cell wall
Polysaccharidesl973 117 p.

Alen R., Structure and chemical composition of wdeapermaking Science and Technology
200Q 3, 11-57.

Andersson S.l., Samuelson O., Ishihara M., ShirkiziStructure of the reducing end-groups
in spruce xylanCarbohydr. Res1983 111(2), 283-288.

Atkins E.D.T., Three-dimensional structure, intéi@ts and properties of xylanBrogress in
Biotechnology1992 7(Xylans Xylanases), 39-50.

Baeza J., Freer J., Chemical characterization aidwand its component#: Hon D.N.S.,
Shiraishi N. (Eds)Wood and Cellulosic Chemist(gnd Edition). Marcel Dekker, New York,
2001, 275-384.

Bailey, R.W., Quantitative studies of ruminant digen, Il, Loss of ingested plant
carbohydrates from the reticulo-rumé&iew Zealand Journal of Agricultural Researt867,
10(1), 15-32.

Baker G.R., Triphenylmethyl etheidethods Carbohydr. Chenl963 2, 168.

Bartolomé A.P., Rupérez P., Polysaccharides froenctil walls of pineapple fruit]. Agric.
Food Chem.1995 43, 608-612.

Besemer, Arie C.; van Bekkum, Herman. Dicarboxyedt by sodium hypochlorite/bromide
oxidation and its calcium-binding propertiesStarch/Staerkel994 46(3), 95-101.

Bidlack J., Malone M., Benson R., Molecular struettand component integration of
secondary cell walls in plantBroceedings of the Oklahoma Academy of Scjel@@2 72,
51-56.

Biely P., MacKenzie C.R., Puls J., Schneider H.o@ativity of esterases and xylanases in
the enzymic degradation of acetyl xyl&io/Technology1986 4(8), 731-733.

Biermann C.J., Introduction to analysis of carbohayes by gas-liquid chromatography

(GLC). In: Biermann C.J., McGinnis G.D. (ed#)nalysis of carbohydrates by GLC and MS.
CRC Press, Boca Ratoi989 1-17.

219



Black G.E., Fox A., Recent progress in the analggissugar monomers from complex
matrixes using chromatography in conjunction witassispectrometry or stand-alone tandem
mass spectrometry, Chromatogr., A1996 720, 51-60.

Blakeney A.B., Harris P.J., Henry R.J., Stones BAAsimple and rapid preparation of alditol
acetates for monosaccharide analySerbohydr. Res1983 113, 291-299.

Bleton J., Mejanelle P., Sansoulet J., Goursaudr&apla A., Characterization of neutral
sugars and uronic acids after methanolysis andethysilylation for recognition of plant
gums,J. Chromatogr., A1996 720, 27-49.

Blumenkrantz N., Asboe-Hansen G., New method fangjtative determination of uronic
acids,Anal. Biochem.1973 54(2), 484-489.

Bochicchio R., Reicher F., Are hemicelluloses frdPodocarpus lambertii typical of
gymnosperms€arbohydr. Polym.2003 53(2), 127-136.

Bonnin E., Renard C., Thibault J.F., Ducroo P., lemgymes de dégradation des parois
végeétales : mode d’action et utilisations alimeeti Dans : Larreta-Garde V. (E@&nzymes
en agroalimentaireTechniques et documentation Lavoisier, P4987 169-197.

Bouroche J.M., Saporta G., L'analyse en composaptegipales. Dans L’analyse des
donnéesPresses Universitaires de France, Série qugesajParis1994 1854, 17-47.

Bowering W.D.S., Marchessault R.H., Timell T.E.eparation and properties of aO}-
methylglucoxylan from the wood of white bircByensk Papperstidnin@961, 64, 191-194.

Brisson S., Rigal L., Manolas C., Gaset A., Les icéituloses de plantes annuelles, une
source d’ingrédients fonctionnels et de matériamurpde nouvelles valorisations non-
alimentaires des grandes productions agricoles.s D&alorisations non-alimentaires des
grandes productions agricoleBNRA Editions, Nantes (France))994 231.

Brochette-Lemoine S., Joannard D., Descotes G.¢clBoW\., Queneau Y., Sonocatalysis of
the TEMPO-mediated oxidation of glucosidésMol. Catal. A: Chem1999 150, 31-36.

Brown D., Clarke J.H.R., Molecular dynamics simuatof an amorphous polymer under
tension. 1. Phenomoenologyiacromolecules1991, 24, 2075-2082.

Browning B.L.,Methods of Wood Chemistiyol. 1l. Wiley, 1967 495 p.

Buchert J., Siika-aho M., Bailey M., Puls J., Vajavi A., Pere J., Viikari L., Quantitative
determination of wood-derived soluble oligosacdiesi by HPLC, Biotechnology
Techniquesl1993 7(11), 785-790.

Carpita N.C., Fractionation of hemicelluloses framaize cell walls with increasing
concentrations of alkalRhytochemistryl984 23(5), 1089-1093.

220



Carpita, N.C., Gibeaut, D.M., Structural modelspoimary cell walls in flowering plants:
consistency of molecular structure with the phylspraperties of the walls during growth,
Plant Journa) 1993 3(1), 1-30.

Castro M.J.L., Salmaso N., Kovensky J., Fernandéz G-sulfated derivatives of glucuronic
acid,Molecules200Q 5(3), 600-601.

Cavagna F., Deger H., Puls J., The 2D NMR anabyfsike structure of an aldotriouronic acid
obtained from birch wood;arbohydr. Res1984 129, 1-8.

Cescutti P., Toffanin R., Pollesello P., Sutherl&aid., Structural determination of the acidic
exopolysaccharide produced by a Pseudomonas saun Sirl5., Carbohydr. Res.1999
315(1-2), 159-168.

Chanliaud E., Saulnier, L., Thibault, J.F., Alkairextraction and characterization of
heteroxylans from maize bralgurnal of Cereal Scienc&995 21(2), 195-203.

Chanliaud E., Extraction, caractérisation, et piéips fonctionnelles des hétéroxylanes de
son de mais, thése des Universités Paris VII, Périst E.N.S.1.A.,1995 117 p.

Ciancia M., Cerezo A.S., Autohydrolysis of polydaagdes,Ciencia e Cultura (Sao Paulo)
1993 45(1), 54-61.

Cibois P.,L’analyse factorielle Presses Universitaires de France, Série que es&isRaris,
1983,2095, 126 p.

Ciucanu I., Kerek F., A simple and rapid method ttee permethylation of carbohydrates,
Carbohydr. Res1984 131(2), 209-217.

Ciucanu 1., Luca C., Avoidance of degradation dgirthe methylation of uronic acids,
Carbohydr. Res199Q 206(1), 71-77.

Ciucanu I, Koenig W.A., Immobilization of peralkytal 3-cyclodextrin on silica gel for high-
performance liquid chromatographly,Chromatogr., A1994 685(1), 166-171.

Coimbra M.A., Rigby N.M., Selvendran R.R., WaldigW., Investigation of the occurrence
of xylan-xyloglucan complexes in the cell walls aive pulp (Olea europaeayarbohydr.
Polym, 1995 27(4), 277-84.

Davis N.J., Flitsch S.L., Selective oxidation obmosaccharide derivatives to uronic acids,
Tetrahedron Letf.1993 34(7), 1181-1184.

De Nooy A.E.J., Besemer A.C., Van Bekkum H., Higldglective TEMPO mediated
oxidation of primary alcohol groups in polysaccHas,Recueil des Travaux Chimiques des
Pays-Bas1994 113(3), 165-166.

De Nooy A.E.J., Besemer A.C., Van Bekkum H., Highglective nitrosyl radical-mediated

oxidation of primary alcohol groups in water-sokilglucansCarbohydr. Res1995 269(1),
89-98.

221



De Nooy A.E.J., Besemer A.C., Van Bekkum H., On tls& of stable organic nitroxyl
radicals for the oxidation of primary and secondaophols Synthesis1996 10, 1153-1174.

De Nooy A.E.J., Pagliaro M., Van Bekkum H., BeserAeC., Autocatalytic oxidation of
primary hydroxyl functions in glucans with nitrogexides,Carbohydr. Re$.1997, 304(2),
117-123.

Dekker R.F.H., Richards G.N., Hemicellulases: rtlbecurrence, purification, properties, and
mode of actionAdvances in Carbohydrate Chemistry and Biochemi$8y§g 32, 277-352.

Despre D., Guy C., Messager A., Fredon E., KraustGGRanet R., Benhaddou-Zerrouki R.,
Compounds derived from polysaccharides, methodobdaining same and use thereof for
manufacture of biodegradable plastic films, PCT Agpl., 2001, 40 p.

Dische Z., The aerobic glycolysis of avian red bl@ells and its control by intracellular ions
in physiological concentrationg, Biol. Chem.1946 163, 575-576.

Dodge Y. Analyse de régression appliqguésunod, Paris1999 278 p.

Dubois M., Gilles K. A., Hamilton J.K., Rebers P./Smith F., Colorimetric method for
determination of sugars and related substaaes, Chem.1956 28, 350-356.

Dutton G.G.S., Unrau A.M., Structural analysis ofne acidic xylans by periodate oxidation,
Can. J. Chem1962 40, 348-52.

Ebringerova A., Kramar A., Domansky R., Structdeatures of (49-methylglucurono)xylan
from hornbeam wood (Carpinus betulushlzforschung1969 23(3), 89-92.

Ebringerova A., The thermal degradation of hardwbedicelluloses in the 80°C to 200°C
range. Ill. Thermal degradation of an isolate@-fethylglucuronoxylan in a dry nitrogen
atmosphereCellul. Chem. Techngl1976 10(1), 121-129.

Ebringerova A., Hromadkova Z., Burchard W., Doldgja Vorwerg W., Solution properties
of water-insoluble rye-bran arabinoxyla@@arbohydr. Polym.19943 24(3), 161-9.

Ebringerova A., Belicova A., Ebringer L., Antimidrial activity of quaternized heteroxylans,
World Journal of Microbiology & Biotechnolog$994h 10(6), 640-644.

Ebringerova A., Hromadkova Z., Xylans of industriand biomedical importance.
Biotechnology & Genetic Engineering Revie®899 16, 325-346.

Ebringerova A., Heinze T., Xylan and xylan deriva8, biopolymers with valuable
properties. 1. Naturally occurring xylans strucgjrésolation procedures and properties.
Macromol. Rapid Commu200Q 21(9), 542-556.

Edgar K.J., Buchanan C.M., Debenham J.S., Rundduist, Seiler B.D., Shelton M.C.,

Tindall D., Advances in cellulose ester performaand applicationProg. Polym. Scj.2001,
26(9), 1605-1688.

222



El-Ashmawy A.E., Mobarak F., El-Kaliobi S., Hemik#bses as additives in papermaking.
[ll. Effect of hemicelluloses isolated from plaatw materials compared to the effect of those
isolated from pulps on paper properti€gllul. Chem. Techngl1976 10(5), 637-640.

Englmaier P., Carbohydrate trifluoroacetatés, Biermann C.J., McGinnis G.D. (eds),
Analysis of carbohydrates by GLC and MLRC Press, Boca Ratalf89 127-141.

Excoffier G., Nardin R., Vignon M.R., Déterminatiaie la structure primaire d'un acide tri-
D-xylo-4-O-méthyl-D-glucuronique par R.M.N. a deux dimensjo@arbohydr. Re$.1986
149, 319-328.

Fang J.M., Fowler P.A., Tomkinson J., Hill C.A.8n investigation of the use of recovered
vegetable oil for the preparation of starch thertasfcs,Carbohydr. Polym.2002 50, 429-
434.

Feil H., Biodegradable plastics from vegetable raaterials,Agro-Food-Industry Hi-Tegh
1995 6(4), 25-32.

Ford C.W., Hartley R.D., Cyclodimers of p-coumaaicd ferulic acids in the cell walls of
tropical grasses). Sci. Food Agri¢.199Q 50(1), 29-43.

Fournet B., Apports de la spectrométrie de massketade d'oligosaccharides et de
glycoconjuguésl.es cahiers Imabio, Spectrométrie de masse CHEH, 1, 47-58.

Fredon E., Obtention de films plastigues hydropBodeartir de polysaccharides contenus
dans des co-produits agricoles, these de I'UniteeRaul Sabatier de Touloug©901, 179 p.

Fredon E., Granet R., Zerrouki R., Krausz P., Saulb., Thibault J.F., Rosier J., Petit C.,
Hydrophobic films from maize bran hemicellulos€srbohydr. Polym.2002 49(1), 1-12.

Fry S.C., Cross-linking of matrix polymers in theging cell walls of angiospermgnnual
Review of Plant Physiolog$986 37, 165-186.

Fry S.C., The growing plant cell wall: chemical amétabolic analysis. If'Vilonographs ans
survey in the biosciencelsongman Scientific and Technical, Harlow, EsdgK, 1988

Fry S.C., Analysis of cross-links in the growingupl cell walls of higher plants. In: Linskens
H.F., Jackson J.F. (Ed¥plant Fibers. Modern methods of plant analyssringer-Verlag,
Berlin Heidelberg1989 10, 12-36.

Gandini A., Belgacem M.N., Le furfural et les polgras furaniquesActualité Chimique,
20023 11-12, 56-61.

Gandini A., Belgacem M.N., Recent contributionsthe preparation of polymers derived
from renewable resourceXyurnal of polymers and the environme2@p2h 10(3), 105-114.

223



Garozzo D., Spina E., Cozzolino R., Cescutti Ptt BeF., Studies on the primary structure
of short polysaccharides using SEC MALDI mass spscbpy, Carbohydr. Res.200Q
323(1-4), 139-46.

Gorin P.A.J., 4©-methyl-D-glucuronic acid and @-methyl-D-glucoseCan. J. Chem 1957,
35, 595-598.

Goupy J.Plans d'expériences pour surfaces de répobsmod, Paris1999 409 p.

Gourson C., Benhaddou R., Granet R., Krausz PnétgrB., Branland P., Chauvelon G.,
Thibault J.F., Saulnier L., Valorization of maizeab to obtain biodegradable plastic filmz,
Appl. Polym. Sci1999 74(13), 3040-3045.

Grengross T., Slater S., Des plastiques extragptimtesPour la sciencg200Q 276, 66-71.

Gupta S., Madan R.N., Bansal M.C., Chemical commwspf Pinus caribaea hemicellulose,
Tappi J, 1987 70(8), 113-114.

Habibi Y., Contribution a I'étude morphologiquetrabktructurale et chimique de la figue de
barbarie — Les polysaccharides pariétaux : caiaatén et modification chimique, thése des
Universités J. Fourier de Grenoble et Cadi Ayyadi/iaerakech2004 236 p.

Hanessian S., Lavallée P., Preparation and synthétity of tert-butyldiphenylsilyl ethers,
Can. J. Chem1975 53(19), 2975-2977.

Hansson J.A., Hartler N., Alkaline degradation oflaxs from birch and pineSvensk
Papperstidning1968 71(9), 358-65.

Havlicek J., Samuelson O., Chromatography of obhgobarides from xylan by various
techniquesCarbohydr. Res1972 22(2), 307-316.

Haworth W.N., A new method of preparing alkylatedgars,Journal of the Chemical
Society, Abstrac{4915 107, 8-16.

Holmbom B., Le xylitol, un édulcorant salubre ishw bois de bouleatActualité chimique
2002 11-12, 52-53.

Horio M., Imamura R., Crystallographic study of aglfrom wood,J. Polym. Sci., Part A:
Polym. Chem 1964 2, 627-44.

Hromadkova Z., Ebringerova A., Kacurakova M., Atfiol., Interactions of the beechwood
xylan component with other cell wall polymeds,Wood Chem. Technol996 16(3), 221-
234.

Hromadkova Z., Kovacikova J., Ebringerova A., Studfythe classical and ultrasound-
assisted extraction of the corn cob xylargustrial Crops and Product4999 9(2), 101-1089.

Huang Y.Z., Indrarti L., Azuma J., Okamura K., Sitaneous determination of xylose and
uronic acid in beech xylan by methanolyskuzai Gakkaishil992 38(12), 1168-1171.

224



liyama K., Lam T.B.T., Stone B.A., Covalent crosss$ in the cell wall,Plant Physiol,
1994 104(2), 315-20.

Ishihara M., Shimizu K., Ishihara T., Hemicellulasef brown rotting fungus, Tyromyces
palustris. Ill. Partial purification and mode adtion of an extracellular xylanasdpkuzai
Gakkaishj 1978 24(2), 108-115.

Jacobs A., Larsson P.T., Dahlman O., Distributsbruronic acids in xylans from various
species of soft- and hardwood as determined by MALDass spectrometry,
Biomacromolecule001, 2(3), 979-990.

Johansson M.H., Samuelson O., Reducing end graupdsirch xylan and their alkaline
degradationyWood Sci. Techngll977g 11(4), 251-263.

Johansson M.H., Samuelson O., Epimerization andadegon of 20-(4-O-methyl-a-D-
glucopyranosyluronic acid)-D-xylitol in alkaline miem, Carbohydr. Res.1977h 54(2),
295-299.

Johnson D.L., Cycliamine oxides as solvents for natural and syntipetigmers Brit., 1969
9p.

Joly N., Granet R., Krausz P., Crosslinking of wlelse by olefin metathesig, Carbohydr.
Chem, 2003 22(1),47-55.

Joseleau J.P., Les hémicelluloses. Dans : B. Moiiked),Les polyméres végétauRordas,
198Q 87-121.

Joseleau J.P., Comtat J., Ruel K., Chemical streiadfi xylans and their interaction in the
plant cell wallsProgress in Biotechnolog$992 7(Xylans Xylanases), 1-15.

Jung H.G., Deetz D.A., Cell wall lignification artkgradability,Forage Cell Wall Struct.
Dig., Int. Symp.,1993 Meeting Date 1991, 315-346.

Kacurakova M., Wellner N., Ebringerova A., HromidieoZ., Wilson R.H., Belton P.S.,
Characterization of xylan-type polysaccharides asgbciated cell wall components by FT-IR
and FT-raman spectroscopi€sod Hydrocolloids1999 13(1), 35-41.

Kacurakova M., Capek P., Sasinkova V., Wellner Bbringerova A., FT-IR study of plant
cell wall model compounds: pectic polysaccharided BemicellulosesCarbohydr. Polym).
200Q 43(2), 195-203.

Kamerling, J.P., Gerwig G.J., Vliegenthart J.FG@amp J.R., Characterization by gas-liquid
chromatography-mass spectrometry and proton-magredonance spectroscopy of
pertrimethylsilyl methyl glycosides obtained in theethanolysis of glycoproteins and
glycopeptidesBiochem. J.1975 151(3), 491-495.

Karacsonyi S., Kubackova M., Polysaccharides oflgroffPopulus monilifera). The structure
of (4-O-methylglucurono)xylanCollect. Czech. Chem. CommutB69 34(7), 2002-2013.

225



Kemmish D.,.In: Ching C., Kaplan D., Thomas E. (EdBiodegradable polymers and
packaging Technomic Publishing AG, Basel, Switzerlah€93 225p.

Kennedy J.F., Robertson S.M., Mass-spectrometragnfiientation pathways of th®-
trimethylsilyl derivatives of hexuronic acids areeir lactonesCarbohydr. Res1978 67(1),
1-15.

Kohn R., Hromadkova Z., Ebringerova A., Toman Rstiibution pattern of uronic acid units
in 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan of beech (Fagus syleatiL.), Collect. Czech. Chem.
Commun.1986 51(10), 2243-2249.

Koshijima T., Timell T.E., Zinbo M., Number-averagelecular weights of native hardwood
xylans,J. Polym. Sci., Part C: Polymer Sympq4i865 11, 265-79.

Kuhn R., Trischmann H., Low |., Permethylation oigars and glucosidesngew. Chem.
1955 67, 32.

Kwan J.S., Morvan H., Extracellular branched xylaarsd acidic arabinogalactans from
suspension cultured cells of white campion (Siletiea (Miller) E.H.L. Krause),Food
Hydrocolloids 1991, 5(1-2), 163-6.

Kwatra H.S., Caruthers J.M., Tao B.Y., Synthesidooig chain fatty acids esterified onto
cellulose via the vacuum-acid chloride procdssl, Eng. Chem. Resl992 31(12), 2647-
2651.

Lai Y.Z., Chemical degradation: Hon D.N.S., Shiraishi N. (EdsWood and Cellulosic
Chemistry(2nd Edition). Marcel Dekker, New YorR001, 443-512.

Lam T.B.T., liyama K., and Stone B.A., Primary asetondary walls of grasses and other
forage plants: Taxonomic and structural considenstiln: Akin D.E., Ljungdahl L.G.,
Wilson J.R., Harris P.J. (EddYlicrobial and plant opportunities to improve ligratulose
utilisation by ruminantsElsevier Science Publishing Co. Inc., New Ydr89Q 43-69.

Lau J.M., McNeil M., Darvill A.G., Albersheim P.efctive degradation of the glycosyluroic
acid residues of complex carbohydrates by lithiussalved in ethylenediamin€arbohydr.
Res, 1987, 168, 219-243.

Lenz J., Wutzel H., Effect of the addition of heslialoses on the flow properties of wheat
flour dough,Rheol. Actal984 23(5), 570-572.

Lever M., New reaction for colorimetric determimati of carbohydratesinal. Biochemn).
1972 47(1), 273-279.

Li K., Helm R.F., A practical synthesis of methylO¢methyl-a-D-glucopyranosiduronic acid,
Carbohydr Resl1995 273, 249-253.

Liang C.Y., Marchessault R.H., Infrared spectracofstalline polysaccharides, IlI, Native
celluloses in the region from 640 to 1700¢m. Polym. Scj.1959 39, 269-278.

226



Lindberg B., Lonngren J., Svensson S., Specificdat#gfion of polysaccharide&dvances in
Carbohydrate Chemistry and Biochemistt975 31, 185-240.

Lochner R.H., Matar J.EDesigning for quality, An introduction to the bedtTaguchi and
western methods of statistical experimental desigroductivity Press (Ed.), Portland,
Oregon,199Q 243 p.

Marchessault R.H., Liang C.Y., The infrared spedafacrystalline polysaccharides, VIii
Xylans,J. Polym. Scj.1962 59, 357-378.

Marga F., Freyssac V., Morvan H., Rapid gas ligelttomatography microanalysisof
carbohydrates in woody plant tissuésTrace and Microprobe Techniqud®95 13(4), 473-
478.

Mares D.J., Stone B.A., Wheat endosperm, Il, Ptogseof the wall components and studies
on their organization in the waljustralian Journal of Biological Scienceld73 26(4), 813-
30.

Mazeau K., Heux L., Molecular dynamics simulatioos bulk native crystalline and
amorphous structures of cellulogePhys. Chem.,2003 107(10), 2394-2403.

McCormick C.L., Shen T.C., A new cellulose solveot preparing derivatives under
homogeneous condition®rganic Coatings and Plastics Chemisti@81, 45, 335-338.

McCormick C.L., Callais P. A., Derivatization of Izgose in lithium chloride and N,N-
dimethylacetamide solutionBplymer 1987, 28(13), 2317-2323.

McGinnis G.D., High performance liquid chromatodmgp(HPLC) of carbohydratedn:
Biermann C.J., McGinnis G.D. (ed®)nalysis of carbohydrates by GLC and MCRC Press,
Boca Raton1989 19-26.

Monties B., Preparation of dioxane lignin fractiomg acidolysis,Methods in Enzymology
1988 161, 31-35.

Montreuil J., Spik G., Chosson A., Segard E., SphepN., Methods of study of the structure
of glycoproteins,J. Pharm. Belg.1963 18, 529-546.

Montreuil J., Bouquelet S.,Debray H., Fournet BojkSG., Strecker G., Glycoproteinb:
Chaplin M.F., Kennedy J.F.Carbohydrate analysis, a practical approachRL Press,
Oxford, Washington DC1986143-204.

Morooka T., Norimoto M., Yamada T., Shiraishi N.jstbelastic properties of cellulose
acylateswWood Researgti983 69, 61-70.

Mort A.J., Bauer W.D., Application of two new mettefor cleavage of polysaccharides into
specific oligosaccharide fragments -  Structure tbe capsular and extracellular
polysaccharides of Rhizobium japonicum that bingbgan lectin,J. Biol. Chem. 1982
257(4), 1870-1875.

227



Murphy D., Pennock C.A. , Gas-chromatographic mesamant of blood and urine glucose
and other monosaccharid€dinica Chimica Actal972 42(1), 67-75.

Neeser J.R., Schweizer T.F., Analysis of carbohgdrasO-alkyloxime derivatives by gas-
liquid chromatography (GLC)In: Biermann C.J., McGinnis G.D. (edspnalysis of
carbohydrates by GLC and MERC Press, Boca Ratat989 143-155.

Nimz H., Beech lignin - Draft of a constitution sthe, Angew. Chem1974 86(9), 336-44.

Nishitani K., Nevins D.J., Glucuronoxylan xylanohgthse a unique xylanase with the
requirement for appendant glucuronosyl unltBiol. Chem.1991, 266(10), 6539-6543.

Ogawa T., Matsui M., Regioselective stannylatigkcylation of carbohydrates: coordination
control, Tetrahedron1981, 37, 2363-2369.

Paillet M., Peguy A., New biodegradable films freamploded wood solutions]. Appl.
Polym. Sci.199Q 40(3-4), 427-433.

Parpot P., Kokoh K.B., Beden B., Lamy C., Electtabdic oxidation of saccharose in
alkaline mediumElectrochim. Actal993 38(12), 1679-1683.

Petkowicz C.L.O., Reicher F., Mazeau K., Conforaai analysis of galactomannans: from
oligomeric segments to polymeric chai@arbohydr. Polym.1998 37(1), 25-39.

Popa V.I.., Hemicelluloses. InPolysaccharides in Medicinal Applicatiori996 107-124.

Quemener B., Thibault J.F., Brunet C., Crepeau,NhJprovements in the methanolysis of
pectins by enzymic prehydrolysiSarbohydr. Res1989 190(1), C7-C10.

Rees D.A., Skerrett R.J., Conformational analysiscellobiose, cellulose, and xylan,
Carbohydr. Res1968 7(3), 334-348.

Robert D., Roland J.C., Biologie végétale, volum@®idganisation cellulaire, Ed. Doin, Paris,
1998 367 p.

Roland J.C., Visualisation des polysaccharides awan ultrastructural.Dans : Les
Polymeéres Végétaux . Polymeéres Pariétaux et Alimesd non azotés. Ed. Gauthier-Villars,
Paris,1980,30-45.

Rutenberg, M.W., Herbst W.MExtraction of hemicellulose from corn brath957 US
2801955 19570806.

Sajjan S.U., Salimath P.V., Isolation of a neulirs¢ar xylan from guar seed huSarbohydr.
Res, 1986 145(2), 348-350.

Salimath P.V., Tharanathan R.N., Structural fegtwfegwo amyloids from the hemicellulosic
fraction of field-bean (Dolichos lablab) hullSarbohydr. Res1982 107(1), 103-109.

228



Samaranayake G., Glasser W.G., Cellulose derivativigh low DS, I, A novel acylation
systemCarbohydr. Polym.1993 22(1), 1-7.

Satgé C., Verneuil B., Branland P., Granet R., Kra®., Rozier J., Petit C., Rapid
homogeneous esterification of cellulose induced rhigrowave irradiation,Carbohydr.
Polym, 2002 49(3), 373-376.

Saulnier L., Vigouroux J., Thibault J.F., Isolatiand partial characterization of feruloylated
oligosaccharides from maize br&arbohydr. Res1995 272(2), 241-53.

Sealey J.E., Samaranayake G., Todd J.G., Glass@r, Wovel cellulose derivatives, 1V,
Preparation and thermal analysis of waxy esterelflose,J. Polym. Sci., Part B: Polymer
Physics1996 34(9), 1613-1620.

Shimizu K., Samuelson O., Uronic acids in birch emitulose,Svensk Papperstidning973
76(4), 150-155.

Shimizu K., Ishihara M., Ishihara T., Hemicellulasef brown rotting fungus, Tyromyces
palustris. Il. The oligosaccharides from the lojgsate of a hardwood xylan by the
intracellular xylanasdylokuzai Gakkaishil976 22(11), 618-625.

Shimizu K., Hashi M., Sakurai K., Isolation from saftwood xylan of oligosaccharides
containing two 40-methyl-D-glucuronic acid residue€arbohydr. Res.1978 62(1), 117-
126.

Shimizu K., Chemistry of hemicelluloses. In: HonNDS., Shiraishi N. (Eds)Wood and
Cellulosic ChemistryMarcel Dekker, New Yorkl991, 177-214.

Siika-aho M., Tenkanen M., Buchert J., Puls J. ka&fii L., An a-glucuronidase from
Trichoderma reesei Rut C-3Bnzyme Microb. Technoll994 16(9), 813-819.

Sjostrom E., Westermark U., Chemical compositionmobd and pulps: basic constituents
and their distributionIn: Sjostrom E., Alén R. (edsinalytical Methods in Wood Chemistry,
Pulping, and Papermakingpringer series in wood scienc&899 1-19.

Soldera A., Modélisation moléculaire des polyméiagaires, Techniques de I'ingénieur
Traité Sciences fondamentale®03 AF 6 042, 1-21.

Somogyi M., Notes on sugar determinatidigiol Chem1952 195, 19-23.

Strecker G., Analyse structurale des chaines ghigaes Biofutur, 1993 46-52.

Sun R.C., Fang J.M., Tomkinson J., Hill C.A.S.,dgéication of hemicelluloses from poplar
chips in homogeneous solution of N,N-dimethylfornderlithium chloride,J. Wood Chem.
Technol, 1999 19(4), 287-306.

Sundararajan P.R., Rao V.S.R., Conformational studif3-D-(1—4) xylan Biopolym, 1969
8(3), 305-312.

229



Sundberg A., Sundberg K., Lillandt C., Holmbom Begtermination of hemicelluloses and
pectins in wood and pulp fibers by acid methanslysid gas chromatographyord. Pulp
Pap. Res. J1996 11(4), 216-219, 226.

Sweeley C.C., Bentley R., Makita M., Wells W.W., ©bmuid chromatography of
trimethylsilyl derivatives of sugars and relatetdstiances). Am. Chem. Sqd 963 85, 2497.

Tahiri C., Vignon M.R., TEMPO-oxidation of cellules synthesis and characterisation of
polyglucuronansCellulose 200Q 7, 177-188.

Takahashi N., Koshijima T., Ester linkages betwégnin and glucuronoxylan in a lignin-
carbohydrate complex from beech (Fagus crenatapywd@od Sci. Techngl1988 22(3),
231-241.

Takenishi S., Tsujisaka Y., Hemicellulases, V, &ines of the oligosaccharides from the
enzyme hydrolysate of rice-straw arabinoxylan byxyanase of Aspergillus niger,
Agricultural and Biological Chemistry1973 37(6), 1385-1391.

Teleman A., Lundgqvist J., Tjerneld F., Stalbrand Bahlman O., Characterization of
acetylated 49-methylglucuronoxylan isolated from aspen employit) and *C NMR
spectroscopyCarbohydr. Res200Q 329(4), 807-815.

Teleman A., Tenkanen M., Jacobs A., Dahlman O.,r&tterization ofO-acetyl-(40-
methylglucurono)xylan isolated from birch and beeChrbohydr. Res.2002 337(4), 373-
377.

Thibault J.F., Robin J.P., Automation of uronicdadetermination by the carbazole method,
Application to pectic substance®nales de Technologie Agricpl©975 24(1), 99-110.

Thiebaud S., Borredon M.E., Solvent-free wood dstation with fatty acid chlorides,
Bioresour. Techngl1995 52(2), 169-173.

Timell T.E., The acid hydrolysis of glycosides,Ggeneral conditions and the effect of the
nature of the aglycorGan. J. Chem1964 42(6), 1456-1472.

Timell T.E., Enterman W., Spencer F., Soltes Elhe acid hydrolysis of glycosides, II,
Effect of substituents at C-&an. J. Chem1965 43(8), 2296-2305.

Timell T.E., Recent progress in the chemistry ofoddnemicellulosesWwood Sci. Techngl.
1967, 1(1), 45-70.

Toman R., Kohn R., Malovikova A., Rosik J., Distriton of 4O-methyl-D-glucuronic acid
units in xylan of the bark of white willow (SaliXke L.), Collect. Czech. Chem. Commun.
1981, 46(6), 1405-1412.

Tosh B., Saikia C.N., Dass N.N., Homogeneous d@ion of cellulose in the lithium

chloride-N,N-dimethylacetamide solvent system: affeof temperature and catalyst,
Carbohydr. Res200Q 327, 345-352.

230



Tosh B., Saikia C.N., Preparation of cellulose protate of different degree of substitution: a
detailed kinetics study,rends in Carbohydrate Chemist200Q 6, 143-153.

Trombotto S., Préparation de composés carboxylégédédu saccharose, de Iisomaltulose et
du tréhalulose, thése de I'Université Claude Betm Lyon 1,2001, 212 p.

Vaca-Garcia C., Etude de la réactivité de la cedlelet de déchets lignocellulosiques sur des
acides gras et des esters d'acides gras en miéetrdgene solide-liquide. Obtention de
matériaux thermoplastiques et hydrophobes, thésélrdsitut National Polytechnique de
Toulouse 1997 222 p.

Vaca-Garcia C., Thiebaud S., Borredon M.E., Gonpels., Cellulose esterification with fatty
acids and acetic anhydride in lithium chloride/NJMiethylacetamide mediund, Am. Oil
Chem. Soc199§ 75(2), 315-319.

Van Bekkum H.,Carbohydrates as organic raw materials.W Lichtenthaler (Ed), VCH,
Weinheim,1992 289-310.

Van Halbeek H.'H nuclear magnetic resonance spectroscopy of cmdoate chains of
glycoproteinsMethods in Enzymolog$994 230, 132-168.

Verlet L., Computer "experiments" on classicaldfy |, Thermodynamical properties of
Lennard-Jones moleculd3hys. Rey.1967 159(1), 98-103.

Vincendon M., Xylan derivatives: aromatic carbaesaiMakromolekulare Chemjel993
194(1), 321-328.

Vinkx C.J.A., Delcour J.A., Rye (Secale cerealedrgbinoxylans: A critical reviewJournal
of Cereal Sciencd 996 24(1), 1-14.

Vinogradov E., Petersen B., Bock K., Structurallgsia of the intact polysaccharide mannan
from Saccharomyces cerevisiae yeast ustigand **C NMR spectroscopy at 750 MHz,
Carbohydr. Res1998 307(1,2), 177-183.

Vuorinen T., Alen R., Carbohydratds. Sjostrom E., Alén R. (edsfjnalytical Methods in
Wood Chemistry, Pulping, and PapermakiBgringer Series in Wood Scient@99 37-75.

Wang P., Tao B.Y., Synthesis and characterizatiolomg-chain fatty acid cellulose ester
(FACE), J. Appl. Polym. Sci1994 52, 755-761

Wang P., Tao B.Y., Synthesis of cellulose-fattydagsters for use as biodegradable plastics,
Journal of Environmental Polymer Degradatjdr®95 3(2), 115-119.

Watanabe T., Kaizu S., Koshijima T., Binding sitdarbohydrate moities toward lignin in
“lignin carbohydrate complexChem. Lett.1986 11, 1871-1874.

Watanabe T., Structural studies on the covalend$®dretween lignin and carbohydrate in

lignin-carbohydrate complexes by selective oxidataf the lignin with 2,3-dichloro-5,6-
dicyano-1,4-benzoquinon&/ood Researci,989 76, 59-123.

231



Whistler R.L., Richards E.L., Hemicellulosem: Pigman W., Horton D. (eds)The
carbohydratesyol lla. Academic Press, New York97Q 447-469.

Whistler R.L., BeMiller J.N., Alkaline degradatioonf polysaccharides.Advances in
Carbohydrate Chemistry1958 13, 289-329.

Whistler R.L., Shah R.N., Recent developments i@ itdustrial use of hemicelluloses,
Modif. Cellul., [Symp. Cellul., Pap., Text. Div. An€hem. Soc.]1978 Meeting Date 1977,
341-356.

Wilkie K.C.B., The hemicelluloses of grasses andeals, Advances in Carbohydrate
Chemistry and Biochemistr§979 36, 215-264.

Wilkie K.C.B., The noncellulosic polysaccharides ombnendospermic parts of grasses,
Progress in Biotechnology985 1, 231-240.

Williams J.M., Richardson A.C., Selective acylatioh pyranosides — |, Benzoylation of
methyl a-D-glucopyranosides of mannose, glucose and gaecietrahedron 1967, 23,
1369-1378.

York W.S., Darvill A.G., McNeil M., Stevenson T.TAlbersheim P., Isolation and
characterization of plant cell walls and cell watimponentsMethods in Enzymology986
118, 3-40.

Yui T., Imada K., Shibuya N., Ogawa K., Conformatiof an arabinoxylan isolated from the
rice endosperm cell wall by x-ray diffraction and canformational analysisBiosci.,
Biotechnol., Biochem1995 59(6), 965-968.

Zinbo M., Timell T.E., Degree of branching of hambvd xylans,Svensk Papperstidning
1965 68(19), 647-662.

232



Nouveau chapitre de la these






ChapitreV : Conduitedu projet derecherche
(nouveau chapitre delathese)

V.1. Présentation du sujet de theése — Contexte

Titre :
« Extraction, caractérisation structurale et valotisation d’une famille d’hémicelluloses du

bois. Obtention de matériaux plastiques par modification des xylanes. »

V.1.1. Contexte :

Le développement des industries foresticres a entrainé une augmentation significative de
la production de sous-produits provenant de la transformation du bois. La gestion de ces déchets
ou co-produits forestiers constitue un probleme d'actualité et de nombreuses études visent a les
valoriser. Il semble pourtant qu'a I'heure actuelle, moins de 10% de ces coproduits soit valorisé,
notamment dans le secteur de l'énergic en tant que combustible ou dans le secteur du bois-
matériau pour la production de plaquettes, de pate a papier, de compost, de panneaux de

particules...

Le Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles est une unité pluridisciplinaire
spécialisée dans la chimie des sucres et possede deux axes principaux de recherche. Un premier
axe concerne la synthése de molécules a visée thérapeutique, telles que les porphyrines utilisées en
tant que photosensibilisateurs en photothérapie dynamique des cancers, et des analogues de
nucléosides, développés en tant qu’antiviraux, anticancéreux et antibiotiques. Ce laboratoire
s'intéresse également aux voies de valorisation des fractions cellulosique et hémicellulosique de
co-produits agricoles et forestiers. Des travaux récents de notre laboratoire mettent en évidence
que la cellulose du bois peut étre transformée avec succes en matériau plastique hydrophobe avec
une biodégradabilité significative et ceci en développant une chimie propre, s'affranchissant de

l'utilisation de solvants toxiques.

Les matieres plastiques actuelles, omniprésentes dans notre environnement (emballages

de lait, bouteilles de boisson gazeuses ou d'eau minérale, pieces automobiles, vétements, ...),
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dérivent en majeure partie de I'industrie pétrochimique ce qui peut a court ou moyen terme poser
quelques problémes d’ordre économique, environnemental ou encore culturel. En premier lieu, la
raréfaction annoncée des combustibles fossiles va s’accompagner immanquablement d'une
augmentation sensible de leur cout; par ailleurs l'élimination des matieres plastiques par
incinération libére du gaz carbonique dont l'impact sur l'effet de serre n'est plus a démontrer ;
enfin, la sensibilit¢ de l'opinion publique en maticre de défense et de protection de
l'environnement conduira progressivement vers un durcissement des réglementations nationales
et européennes. I’ensemble de ces constatations renforce l'intérét de travaux qui proposeraient
des voies de production alternative de plastiques biodégradables a partir de matériaux d'origine

naturelle.

La biomasse formée par le bois, outre sa composition essentiellement polysaccharidique
(cellulose, hémicelluloses et pectines), présente comme caractéristique d'étre inépuisable puisque
totalement renouvelable. Les co-produits générés par l'industrie du bois apparaissent alors
comme un matériau de choix pour toute étude qui s'intéresserait aux voies de transformation
chimique de la fraction polysaccharidique qu'ils renferment. Si la fraction cellulosique trouve déja

un grand nombre d'applications y compris a une échelle industrielle, les hémicelluloses sont quant

a elles peu exploitées et ce, malgré leur grande richesse structurale.

V.1.2. Objectifs :

Au plan fondamental, il s’agissait de qualifier la nature chimique des fractions
hémicellulosiques extraites de sciures de bois de quatre essence d’intérét régional (douglas, épicéa,
chéne, chataignier) et d’optimiser les protocoles d’extraction de ces hémicelluloses. Au plan
appliqué, notre objectif était de définir des protocoles expérimentaux susceptibles de
transformer les hémicelluloses extraites en films plastiques et de proposer une gamme de
nouveaux matériaux plastiques, d’origine végétale, aux propriétés physico-chimiques variées. 1l
était alors intéressant de comprendre I’évolution de ces propriétés en fonction des différents
parametres de la réaction et de relier ces caractéristiques la structure tridimensionnelle des

polymeres.
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V.2. Gestion et évolution du projet

Ce projet a été mené au Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles, sous la

direction du Dr Vincent Gloaguen et du Pr Pierre Krausz, entre octobre 2001 et novembre 2004.

V.2.1. Les différentes étapes

Pour mener a bien mon sujet de these, je me suis appuyée sur tous les moyens matériels et
humains mis a ma disposition par le laboratoire. J’ai eu la chance d’¢tre encadrée par le Dr V.
Gloaguen et d’aborder avec lui, dés mon stage de DEA, une thématique nouvelle du laboratoire,
Panalyse structurale des polysaccharides. Je me suis donc appuyée dans une premicre phase de
mon travail sur son expérience et ses connaissances dans le domaine de la glycobiologie. J’ai
bénéficié au cours de ces années d’'un encadrement de qualité, avec un projet de départ déja
¢laboré, parfaitement préparé, ce qui m’a permis de rentrer des le début dans le vif du sujet. Cette
premiere phase de mon travail a consisté a extraire les polysaccharides des sciures issues de quatre
essences foresticres d’intérét régional et de déterminer la composition chimique des molécules
extraites. Des problemes liés a l'analyse structurale des polysaccharides m’ont amené, des la
deuxieme année, a me détacher du sujet tel qu’il était défini a 'origine. En effet, au cours de
I'analyse de composition des xylanes, polysaccharides comportant des unités d’acide 4-O-
méthylglucuronique, nous avons été confrontés au probleme de lidentification de ce sucre par
manque de témoin adapté. J’ai alors souhaité réorienter mon travail vers la syntheése de l'acide 4-
O-méthylglucuronique, permettant ainsi de répondre a notre problématique. Le laboratoire étant
spécialisé dans la synthése organique, et notamment la chimie des sucres, j’ai bénéficié la encore
d’un encadrement tres précieux, nécessaire pour aborder la synthese. La synthese des matériaux
plastiques a partir des polysaccharides, synthése maitrisée au laboratoire depuis quelques années,
m’est apparue intéressante a aborder en terme d’applications potentielles. Pour cela nous avons
cherché a caractériser nos matériaux d’un point de vue de leurs propriétés mécaniques et
thermiques. La démarche a ensuite consisté a répondre a un cahier des charges défini, ce qui
nécessite de paramétrer la réaction chimique. Cette étude a été menée avec F. Louvet, professeur
a PENSCI, spécialiste de I'analyse statistique des données, que jai rencontré au cours d’une
formation proposée par I’'Ecole Doctorale. La mise en place d’'un plan d’expérience pour la
réaction de transformation des polysaccharides en plastiques a constitué une approche tres
intéressante du probleme, d’autant plus que ces méthodes, tres développées dans le milieu
industriel, ne sont que treés peu employées dans le milieu universitaire. Enfin, dans une derniere

partie, je me suis intéressée a la modélisation moléculaire afin de mettre en rapport 'organisation
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tridimensionnelle des polymeéres et leurs propriétés thermiques et mécaniques. Ne disposant sur

place ni de station de calcul nécessaire pour de lourds calculs, ni de spécialiste de ce domaine, j’ai

effectué a deux reprises un stage au Cermav de Grenoble. Ce travail de these a donc bénéficié des

compétences complémentaires de plusieurs partenaires, cités ci-dessous :

Laboratoire

Participation

Laboratoire de Chimie des Substances
Naturelles (LCSN)
UPRES EA 1069, Limoges

CRITT Matériaux
Rochefort

Sciences et Procédés Céramiques et
Traitements de Surface (SPCTS)
UMR CNRS 6638, Limoges

Groupe d’Etudes des Matériaux Hétérogenes
EA 3178, Limoges

Laboratoire de Structures et Propriétés de I'Etat
Solide
UMR CNRS 8576, Lille

Centre Régional de Mesures Physiques de
I’Ouest (CRMPO)
Rennes

Centre de Recherche sur les Macromolécules
Végétales (CERMAYV)
UPR CNRS 5301, Grenoble

Laboratoire d’accueil

Tests de traction

Analyse thermogravimétrique, analyse
thermique différentielle

Analyse statistique des résultats, plan
d’expériences

Analyse thermomécanique dynamique

Spectres de masse Haute Résolution, spectres
de masse MALDI des oligosaccharides

Modélisation moléculaire

V.2.2. Communications

Ce travail a donné lieu a plusieurs communications, sous forme d’un article (un deuxiéme

article est actuellement en cours de rédaction), et d’exposés lors des XIXeémes Journées de

Chimie et Biochimie des Glucides en 2002 et du Symposium de Chimie Organique en 2003

(SYCOCAL TI).

Ce projet, qui s'inscrit dans une perspective de valorisation des coproduits forestiers, a

pour vocation de déboucher vers une application industrielle. D’ou notre implication dans
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lorganisation du colloque « Valorisation non énergétique et hors bois matérianx des écorces et
scinres : Recherche, partenariat et transfert de technologies » qui a eu lieu a Tulle (Correze) le 25 septembre
2002. L'objectif de cette manifestation était d'initier un rapprochement entre les acteurs de la
recherche régionale-nationale et les entreprises de I'Espace Central susceptibles de s’impliquer
dans la valorisation chimique et biologique des écorces et des sciures. Il s’agissait d’une part de
favoriser les transferts de technologies des centres de compétences vers les entreprises
susceptibles de les valoriser et d’autre part, de permettre aux entreprises de faire état de leurs
besoins aupres des acteurs de la recherche et développement. Ce colloque a regu entre autres le

soutien de TADEME.

J’ai également participé, au cours dernicre année de theése au concours Campus
Entrepreneur, concours régional ayant pour objectif d’initier et d’encourager la création
d’entreprises. Nous avons pour cela formé une équipe de 5 doctorants, tous issus du LCSN, avec
pour projet la création d’une entreprise de fabrication de matiere plastique biodégradable. Ce
projet était particulicrement motivant pour la plupart d’entre nous, puisque qu’il concernait
directement nos travaux de recherche. Il s’agissait d’étudier la faisabilité du transfert
technologique de notre savoir-faire a une échelle industrielle. Ce projet s’est révélé tres positif
pour plusieurs raisons. Tout d’abord, notre travail a été récompensé par le premier prix. I1 m’a
permis d’acquérir des connaissances dans un domaine encore inexploré pour moi jusqu’a cette
année, lentreprise, sa création, son évolution, concevoir et estimer la viabilité d’un projet.
L’exercice a nécessité d’aller chercher conseils et soutien aupreés de diverses personnes et
organismes, de convaincre et de susciter l'intérét aupres d’acteurs du monde économique. Mais il
nous a également confronté aux problemes liées aux relations humaines dans une équipe, aux

ambitions des uns et des autres, aux motivations de chacun.

V.2.3. Enseignement et formations :

Parallelement a mes travaux de recherche, ces trois années m’ont permis d’acquérir une
expérience pédagogique, sous la forme de vacations en premicre année et d’un poste d’attaché
temporaire d’enseignement et de recherche en troisicme année. J’ai débuté par 'encadrement de
travaux pratiques de chimie organique, de travaux dirigés en premier puis en deuxiéme cycle,
pour finalement avoir la charge de quelque heures de cours en maitrise de chimie. Cette

progression a été tres formatrice pour moi, me permettant d’obtenir de plus en plus d’assurance
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et d’apprendre a transmettre, expliquer, adapter des connaissances, pour un public trés exigeant et

impitoyable que sont les étudiants.

Enfin, jai profité d’un certain nombre de formations proposées par I’école doctorale, qui
sont venues enrichir ma formation dans des domaines trés variés. J’al ainsi participé a une
formation d’initiation a ’économie d’entreprise, a la gestion de projet, et a certains ateliers tels
que l'aide a la recherche d’emploi. Une formation a la méthodologie des plans d’expériences a

trouvé une application directe dans mon travail de thése.

V.3. Mon projet professionnel

Il est maintenant important de définir de la fagon la plus objective possible les
compétences scientifiques et savoirs-faire acquis pendant la these et de présenter sur la base de ce

bilan, un projet professionnel. Au cours de ces trois années de these, j’ai appris a :

* Extraire, purifier, caractériser et modifier chimiquement les polysaccharides

végétaux .

* Maitriser les techniques d'analyse des sucres : chromatographie phase gaz,
chromatographie d'exclusion stérique, dosages colorimétriques, spectrométrie de masse,

RMN, IR, et les bases de la synthése glucidique.
* Définir et coordonner un nouvel axe de recherche, encadrer une équipe sur un projet.

* Planifier et définir les besoins et les manipulations nécessaires a un travail de

recherche.

* Identifier les contraintes et les risques liés a I’élaboration d’un projet, proposer des

solutions et mobiliser des compétences.

* Faire le bilan sur le déroulement et les résultats d’un projet, rédiger un rapport, présenter

les conclusions d’une étude.

* Enseigner la chimie organique, encadrer des étudiants.
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J’ai trouvé, au cours de ces trois années, un équilibre tout a fait satisfaisant entre le travail
de recherche, dans lesquels j’ai eu la chance de pouvoir développer deux axes, fondamental et
appliqué, et des activités d’enseignement dans lesquelles je me suis pleinement épanouie.
Iéquilibre, je I'ai également trouvé dans les méthodes de travail, Pambition de mener un projet
de recherche a bien, 'innovation scientifique et technologique, mais aussi un investissement dans
des projets d’équipe et la participation a la vie d’un laboratoire. La carriere universitaire

d’enseignant-chercheur est donc pour moi une évidence.
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